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ABSTRACT

Acute kidney injury and extrarenal organ dysfunction — A randomized experimental
study

Background: Acute kidney injury (AKI) is a serious disease that can cause distant organ injuries and is as-
sociated with high mortality rates. Objective: To identify the hemodynamic and respiratory dysfunction trig-
gered by AKI, in an animal model of renal ischemia-reperfusion. Method: Twelve anesthetized juvenile pigs
(11.9 + 1.0 kg). Six animals underwent ischemia/reperfusion-induced AKI: 45 min of ischemia and 240 minu-
tes of reperfusion, while the remaining six animals were the control group. In basal conditions and after AKI, a
conventional hemodynamic monitoring and transpulmonary thermodilution were performed. At the same time,
arterial blood gases and lung mechanics were measured. Results: There was a 29% increase in volumetric pre-
load (221 + 22 ml/m? vs 286 £ 16 ml/m?, p = 0.04) and a 58% mean arterial pressure increase (71 = 6 mmHg
vs 112 = 17 mmHg, p = 0.04) compared to controls, without changes in heart rate, central venous pressure and
cardiac output. In addition, an increase of 86% in extravascular lung water (7.6 + 0.6 ml/kg vs 14.1 + 1.4 ml/
kg, p = 0.02) was reported, without changes in gas exchange and lung mechanics. Simultaneously, a slight
increase in serum creatinine (1.12 + 0.07 mg/dl vs 1.45 + 0.10 mg/dl, p = 0.03) was described. Discussion: An
early development of hemodynamic and pulmonary dysfunction was observed in this experimental reperfu-
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sion model. An increase in volumetric preload and blood pressure associated with a substantial increase in the
extravascular lung water were also reported. It is essential serially monitor the hemodynamic and respiratory
functions in AKI, including non-uremic subjects.

(Key words: Acute kidney injury, renal ischemia, hemodynamics, pulmonary function).
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RESUMEN

Introduccion: La insuficiencia renal aguda (IRA) es una enfermedad grave y causante de disfunciones de
organos distantes que incrementan su mortalidad. Objetivo: Identificar disfuncion hemodinamica y respira-
toria gatillada por IRA en un modelo pediatrico animal de isquemia-reperfusion renal. Método: Doce cerdos
anestesiados (11,9 + 1,0 kg). En seis animales se indujo lesion renal bilateral por isquemia-reperfusion: 45 min
de isquemia y 240 min de reperfusion, mientras que los seis animales restantes fueron grupo control. En con-
diciones basales y posterior a lesion renal se realiz6 monitorizacion hemodinamica convencional y termodilu-
cion transpulmonar. Paralelamente se midi6 gasometria arterial y analisis de mecénica pulmonar. Resultados:
Hubo un incremento de la precarga volumétrica en 29% (221 £ 22 ml/m? vs 286 + 16 ml/m?, p = 0,04) y de la
presion arterial media en 58% (71 £ 6 mmHg vs 112 £ 17 mmHg, p = 0,04) respecto a controles, sin cambios
en frecuencia cardiaca, presion venosa central ni gasto cardiaco. Ademas ocurrié un aumento del agua extra-
vascular pulmonar en 86% (7,6 + 0,6 ml/kg vs 14,1 + 1,4 ml/kg, p = 0,02), sin cambios en intercambio gaseoso
ni mecanica pulmonar. Simultaneamente hubo un leve deterioro de la creatinina sérica (1,12 = 0,07 mg/dL vs
1,45+ 0,10 mg/dL, p=0,03). Discusion: En este modelo experimental se pudo apreciar el desarrollo temprano
de disfuncion hemodinamica y pulmonar. Se evidencié un aumento de la precarga volumétrica y de la presion
arterial, asociado a un incremento substancial del agua extravascular pulmonar. Creemos que es fundamental
monitorizar de forma seriada la funciéon hemodinadmica y respiratoria en sujetos con una lesion renal aguda,

aun sin una IRA urémica.

(Palabras clave: Insuficiencia renal aguda, isquemia renal, hemodinamia, funcion pulmonar).
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Introduccion

La insuficiencia renal aguda (IRA) es una
enfermedad devastadora de alta incidencia,
caracterizada por una pérdida de la funcion
renal debido a una disminucién de la veloci-
dad de filtracion glomerular. Esta se traduce en
un aumento subito de los niveles de productos
de degradacién proteica, sobrecarga hidrica,
y alteraciones acido base e hidroeléctricas de
riesgo vital. Adicionalmente, muchos de los
pacientes que presentan una IRA desarrollan
disfunciones subsecuentes de o6rganos distan-
tes, desencadenando eventualmente una falla
organica multiple, entidad de elevada mortali-
dad'. Gran parte de este riesgo proviene de los
efectos de la IRA sobre 6rganos distantes®*,

Aun no se conocen del todo los mecanis-
mos por los cuales una lesion renal aguda au-
menta el riesgo de resultados adversos. En los
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seres humanos, la determinacion de la causa-
lidad es dificil: jpuede una lesion renal agu-
da ser causa de morbilidad y mortalidad tan
elevadas, o es simplemente un subproducto
de la gravedad de la enfermedad subyacente?
En este contexto, los modelos animales son de
vital importancia a fin de aclarar los mecanis-
mos fisioldgicos y probar nuevas terapias®. En
medicina experimental, la distincion causal es
mas clara: una lesion renal puede desencadenar
efectos deletéreos sistémicos y disfuncion de
organos distantes. Nuestro objetivo fue iden-
tificar disfuncion hemodinamica y respiratoria
tempranas en un modelo pediatrico animal de
isquemia-reperfusion renal. Este modelo expe-
rimental pretende profundizar en el complejo
entrecruzamiento entre disfuncion de organos
que ocurre después de una lesion renal aguda,
los cuales son escasamente conocidos en adul-
tos y niflos criticamente enfermos.
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Material y Métodos

El protocolo experimental fue aprobado por
el Comité de Etica Facultad de Medicina Cli-
nica Alemana-Universidad del Desarrollo. Los
animales recibieron cuidados en conformidad
con los “Guiding Principles in the Care and
Use of Laboratory Animals” adoptados por la
American Physiological Society.

Sujetos

Doce cerdos Large-White, menores 2 meses
de vida, de 11,9 £+ 1,0 kg. Se estim¢ el tamafo
muestral a través de la comparacion de medias
independientes, empleando el programa esta-
distico EPIDAT 2.0. Se asumio un deterioro en
la funcion de 6rganos distantes de un 30%, con
un nivel de confianza de 90% y una potencia
de 80%. Se determino el empleo de al menos 6
animales por cada grupo experimental.

Grupos experimentales

Grupo Lesion renal aguda y Grupo Control,
ambos con 6 sujetos. Este proceso fue aleato-
rizado en bloque: de cada 4 animales 2 fueron
asignados a cada grupo experimental, pero la
secuencia fue producto del azar.

Anestesia

Se utilizé premedicacion con ketamina 15
mg/kg, midazolam 0,5 mg/kg y metadona 0,5
mg/kg intramuscular seguida por anestesia in-
halatoria con isoflurano 1,5% para los proce-
dimientos iniciales. Durante el resto del proto-
colo experimental la anestesia fue mantenida
con una infusion continua de propofol (10 mg/
kg/h) y fentanilo (4 pg/kg/h), adicionandose
vecuronio (0,2 mg/kg/h) como relajante neu-
romuscular. La hidratacion fue mantenida con
solucion salina 0,9% a 10 ml/kg/h. La tempe-
ratura se mantuvo a 37,6 £+ 0,4°C usando méto-
dos convectivos convencionales. Un adecuado
nivel de anestesia fue asumido si reflejos esta-
ban ausentes.

Protocolo de ventilacion

Se empled ventilador mecanico EVITA 4
(Drdiger Medical, Germany) en modo contro-
lado por volumen con los siguientes parame-
tros: volumen corriente (V1) 10 ml/kg, PEEP
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de 5 cm H,O, frecuencia respiratoria (FR) 20
por min, tiempo inspiratorio (TI) 1,0 s y FIO,
40%.

Preparacion quirurgica

La intubacion traqueal se realiz6 con un
tubo con cuff de 5,0 mm de diametro interno
(Mallinckrodt Shiley, St. Louis, MO). La vena
yugular externa derecha fue denudada y se ins-
tald un catéter venoso central 7F (Arrow, Rea-
ding, PA, USA), procurando ubicacion extra
cardiaca. Con técnica similar se instalo catéter
arterial (4F) con punta termistor en extremo
distal (PiCCO® PV2014L08, Pulsion Medical
Systems, Munich, Germany) en arteria axilar
izquierda y se conectd a monitor PICCO® plus
para termodilucion transpulmonar (TDTP).

Monitorizacion

Los signos vitales fueron monitorizados
empleando el monitor Infinity Delta XL (Drd-
ger Medical, Germany), registrando la fre-
cuencia cardiaca (FC), presion arterial media
(PAM) y presion venosa central (PVC).

Lesion renal aguda

Posterior a los procedimientos descritos se
realizé una laparotomia media. Ambos rifiones
fueron identificados y disecados libres de te-
jido circundante y las arterias y venas renales
fueron clampeadas solo en el Grupo Lesion re-
nal aguda. Tras 45 min de isquemia, los clamps
vasculares fueron liberados, observandose la
inmediata reperfusion renal. El abdomen fue
cerrado temporalmente para mantener termo-
rregulacion. De los varios modelos animales
de lesion renal aguda, la isquemia reperfusion
renal es uno de los mas comunmente estudia-
dos porque es reproducible y se puede graduar
facilmente la magnitud de la lesion. Ademas
tiene implicancia clinica en cirugia cardiaca
con clampeo adrtico, transplante renal, nefrec-
tomia parcial, paro cardiaco, entre otros >,

Mediciones

En condiciones basales y a los 240 min
posterior a la intervencion, en ambos grupos
experimentales se realizd monitorizacion he-
modinamica convencional y termodilucion
transpulmonar.
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Medicion de gasto cardiaco

Se realizo TDTP con 5 ml de solucion sa-
lina 0,9% fria (< 8°C) por catéter venoso yu-
gular, administradas en forma aleatoria en el
ciclo respiratorio. Las mediciones de gasto
cardiaco (GC) fueron consideradas validas
cuando las tres medidas aisladas difirieron
menos de un 10% del promedio. En caso de
una diferencia > 10%, se realiz6 una medi-
cion adicional. Simultdneamente se consigno
precarga volumétrica (GEDV: del inglés glo-
bal end diastolic volume, volumen diastdlico
final global) y agua extravascular pulmonar
(EVLW: del inglés extravascular lung water).
El EVLW es un promisorio parametro fun-
cional, derivado de termodiluciéon pulmonar,
que permite un seguimiento evolutivo del
contenido liquido extravascular pulmonar. De
este modo, un incremento en el EVLW se in-
terpreta clinicamente como edema pulmonar.
Para GEDV se consideraron valores indizados
segiin superficie corporal. Area de superficie
corporal fue calculada usando la siguiente for-
mula: area de superficie corporal = K/peso (en
kilogramos)*?, donde K = 0,112 para cerdos’.
EVLW se expresé como ml/kg peso corporal.

Mediciones de gasometria y mecdnica
pulmonar

Se midi6 gasometria arterial y venosa central
empleando cartridges i-STAT® G3+ (Abbott La-
boratories, Princeton, NJ) al inicio y al finalizar
el periodo experimental, consignandose PaO,
y PaCO,. La presion diferencial fue calculada
como la diferencia entre presiones inspiratoria
(presion plateau, Py ) y espiratoria final (PEEP
total) de las vias aéreas, medidas tras una pausa
inspiratoria y espiratoria 4 s respectivamente.
La compliance estatica del sistema respiratorio
(Cgs) fue calculada como la razoén entre el Vi
espirado y la presion diferencial.

Mediciones de funcion renal

La concentracion de creatinina sérica se
midio utilizando el fotometro Humalyzer 2000
(Human GmbH, Wiesbaden, Germany). Aln
bajo anestesia (Estado 3 - Plano 2), los anima-
les fueron eutanasiados por perfusion de clo-
ruro de potasio al 10% hasta la deteccion de la
fibrilacion ventricular o asistolia.
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Anadlisis estadistico

Los valores fueron expresados como media
+ SEM. Se utilizo el test Shapiro-Wilk para
evaluar la normalidad de las variables. Para
comparar las variables estudiadas antes y des-
pués de la lesion por isquemia reperfusion re-
nal se utilizo6 la prueba de Wilcoxon de rangos
sefialados y pares igualados para dos mues-
tras dependientes. Se considerd significativo
un p < 0,05. El analisis estadistico se realizo
con programa GraphPad Prism 5® (San Diego,
USA).

Resultados

Todos los animales completaron el protoco-
lo experimental.

Previo a la lesion renal ambos grupos no
diferian en funcion hemodinamica, respirato-
ria ni renal (tabla 1). Posterior a la lesion renal
se identificaron las alteraciones detalladas en
la tabla 2.

Monitorizacion hemodindmica

Los sujetos con lesion renal aguda tuvie-
ron un incremento de la PAM (p = 0,04) y del
GEDYV (p = 0,04) respecto al grupo control. No
se apreciaron cambios significativos en la FC, la
PVC ni en el GC entre grupos experimentales.

Tabla 1. Parametros hemodinamicos,
respiratorios y renales en grupos estudiados
previo a lesion renal aguda

Control LRA

FC (latidos por min) 102 =12 97 = 11
PAM (mmHg) 88 £ 8 86 + 6
PVC (mmHg) 13,7+ 1,2 14,3 1,1
GC (I/min) 1,21 = 0,14 1,07 = 0,18
GEDV (ml/m?) 269 + 26 243 = 16
Cgs (ml/kg/cmH,0) 0,77 = 0,04 0,70 = 0,03
PaO, (mmHg) 171+ 6 173 + 8
PaCO, (mmHg) 39+ 3 43 + 3
EVLW (ml/kg) 10,4 = 1,1 94 +09
Creatinina plasma (ml/dl) 1,13 = 0,05 1,13 = 0,05

LRA: lesién renal aguda, FC: frecuencia cardiaca, PAM: presion
arterial media, PVC: presion venosa central, GC: gasto cardiaco,
GEDV: volumen global diastdlico final, Cgs: compliance del siste-
ma respiratorio, EVLW: agua extravascular pulmonar. Resultados
expresados como media = SEM. Todos p > 0,05.
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Tabla 2. Parametros hemodinamicos,
respiratorios y renales en grupos estudiados
240 min posterior a lesion renal aguda

Control LRA

FC (latidos por min) 126 =10 91 = 1
PAM (mmHg) 71 £ 6 112 £ 17*
PVC (mmHg) 13,0 1,0 13,8 +1,9
GC (I/min) 1,26 = 0,17 1,35+0,16
GEDV (ml/m?) 221 + 22 286 = 16*
Cgs (ml/kg/cmH,0) 0,76 = 0,04 0,83 = 0,06
PaO, (mmHg) 179 £ 8 168+6
PaCO, (mmHg) 46 + 2 42+2
EVLW (ml/kg) 7,6 0,6 14,1 = 1,4*%
Creatinina plasma (ml/dl) 1,12 = 0,07 1,45 = 0,10*

LRA: lesién renal aguda, FC: frecuencia cardiaca, PAM: presion
arterial media, PVC: presion venosa central, GC: gasto cardiaco,
GEDV: volumen global diastélico final, Cgs: compliance del siste-
ma respiratorio, EVLW: agua extravascular pulmonar. Resultados
expresados como media = SEM. Consideramos significativo un
p < 0,05 (*).

Monitorizacion respiratoria

El grupo con lesion renal aguda tuvo un
incremento en el EVLW (p = 0,02) respecto
al grupo control, sin cambios en la PaO,, la
PaCO,, ni en la compliance estatica.

Monitorizacion renal

Al final del experimento los sujetos con le-
sion renal tuvieron niveles de creatinina sérica
mayores que el grupo control (p = 0,03).

Discusion

En este modelo experimental pediatrico de
lesion renal aguda secundaria a isquemia re-
perfusion, los principales hallazgos fueron los
siguientes:

1) Ocurri6 un incremento de la precarga volu-
métrica en un 29% y de la presion arterial
media en un 58%.

2) Hubo un aumento concomitante del agua
extravascular pulmonar en un 86% respec-
to a sujetos no lesionados.

Respecto a los efectos hemodinamicos,

nuestros resultados concuerdan parcialmente
con lo reportado en la literatura. El sindrome
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cardiorrenal se caracteriza por la combinacion
de insuficiencia cardiaca y renal, donde uno de
los organos es el principal responsable de la
disfuncion concomitante del otro 6rgano. A pe-
sar de su creciente reconocimiento, es pobre-
mente entendido en la actualidad, existiendo
pocos estudios experimentales que aborden las
interacciones entre corazon y rifion'®. En par-
ticular, el sindrome cardiorrenal tipo 3 define
el desarrollo de insuficiencia cardiaca que se
produce posterior a la IRA. Varios mecanis-
mos han sido sugeridos para explicar el desa-
rrollo de disfuncion cardiaca después de una
lesion renal, incluyendo la sobrecarga de li-
quidos, vasoconstriccion pulmonar secundaria
a acidemia, pericarditis urémica y disturbios
electroliticos responsables de arritmias ven-
triculares''"'3. La ecocardiografia cardiaca en
ratones a las 48 h de una lesion renal isquémi-
ca, mostro dilatacion ventricular izquierda, au-
mento del tiempo de relajacion ventricular, y la
disminucion de la fraccion de acortamiento'.
Dentro de los resultados en nuestro modelo
de isquemia-reperfusion renal, identificamos
un aumento del GEDV a so6lo 4 h de la lesion
renal, concordante con la dilatacion cardiaca
previamente descrita. Si bien hubo un incre-
mento significativo de la creatinina sérica en
igual periodo, este fue de muy poca relevancia.
En otras palabras, la disfuncion hemodindmica
fue identificada previo al establecimiento del
“resultado funcional” de insuficiencia renal
establecida. Estas alteraciones probablemen-
te sean atribuibles a la respuesta inflamatoria
desencadenada por la isquemia-reperfusion re-
nal més que a la uremia. No apreciamos una
disminucion del gasto cardiaco, lo que atribui-
mos a la corta duracion del modelo.

El desarrollo temprano de hipertension ar-
terial es un hallazgo de mucho interés y estaria
estrechamente relacionado a la oxigenacion
regional. El impacto de los factores hemodi-
namicos sobre la oxigenacion renal permanece
lejos de ser comprendido a cabalidad. Estos
“factores hemodinamicos” comprenden fun-
damentalmente a la PAM, el flujo sanguineo
renal (FSR) y su distribucion en el territorio
vascular cortical y medular, y la tasa de fil-
tracion glomerular (TFG). Estos factores son
fundamentales para comprender no solo la fi-
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siologia de la oxigenacion regional, sino tam-
bién las causas y consecuencias de la desre-
gulacion del flujo regional en la enfermedad
renal. Ademads, tras una lesion renal aguda
ocurren multiples respuestas moleculares y ce-
lulares en el tejido renal. Dada su condicion
de o6rgano multifuncional, tras una lesion re-
nal aguda, el control de volumen de fluido in-
travascular, la produccion de eritrocitos, y la
funcion endocrina pueden verse alteradas'>!".
La presion arterial en si probablemente tiene
poco impacto directo en la oxigenacion re-
nal. Asi, cuando la presion arterial cae dentro
del rango de autorregulacion, tanto el FSR y
como la TFG pueden ser mantenidas por una
combinacion de dilatacion arteriolar aferente y
constriccion arteriolar eferente. A la inversa, el
FSR y la TFG pueden ser mantenidos frente a
la presion arterial elevada mediante una com-
binacion de constriccion arteriolar aferente y
dilatacion arteriolar eferente'!?. Creemos que
la hipertension de inicio precoz que aprecia-
mos en nuestro modelo experimental pudiera
reflejar un mecanismo neuroendocrino (proba-
blemente poco eficaz) que busca preservar el
FSR tras pérdida de la autorregulacion del flu-
jo regional secundario a la lesion inducida, de
manera similar a lo que ocurre en el sindrome
de hipertension intracraneal. Futuros estudios
debieran dilucidar esta hipdtesis.

Respecto a la disfuncion respiratoria, pu-
dimos evidenciar un incremento marcado del
EVLW. Este resultado no es sorprendente,
dado que las complicaciones respiratorias se
asocian frecuentemente a IRA. Sobre la base
de la asociacion observada entre la IRA y la
lesion pulmonar en los seres humanos, los pri-
meros trabajos en modelos animales demostra-
ron que la lesion renal primaria podria condu-
cir a la lesion pulmonar secundaria, fendmeno
conocido como injuria pulmonar inducida por
una lesion renal aguda (del inglés AKI-induced
lung injury)'>**?'. Se ha demostrado previa-
mente que en forma precoz en una lesion renal
aguda hay un incremento de Interleuquina-6
(IL-6), una citoquina que induce migracion de
neutréfilos hacia el tejido pulmonar y fuga de
fluidos hacia el compartimento extravascular
pulmonar, con el consiguiente desarrollo de
edema pulmonar®. La respuesta inflamatoria
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no controlada después de una lesion renal agu-

da conduce a un aumento de la permeabilidad

vascular pulmonar, como se demostrd por la
extravasacion pulmonar del colorante azul de

Evans a las 24 y 48 h en modelo murino de

isquemia-reperfusion renal®®. El deterioro de

la integridad vascular induce la acumulacion
de liquido en el tejido intersticial pulmonar,
dando lugar a edema pulmonar*?*. Ademas, la
extravasacion de liquido en los alvéolos inac-
tiva el surfactante, causando ain mas deterioro
de la compliance®, pudiendo incrementar el
trabajo respiratorio espontaneo y contribuyen-
do al desarrollo de la insuficiencia respiratoria
aguda®. Nosotros no identificamos deterioro
de mecanica pulmonar ni alteraciones en el
intercambio gaseoso, probablemente debido

a la corta duracion del modelo. El mecanismo

intrinseco compensatorio del edema pulmo-

nar intersticial depende de la actividad de la
bomba sodio-potasio, con la difusién pasiva
de agua a través de canales de acuaporina. Sin
embargo, una lesion renal aguda isquémica no
solo causa edema pulmonar intersticial, sino
que también regula a la baja tanto a la bomba
de sodio y potasio como a la acuaporina, anu-
lando efectivamente este mecanismo de com-
pensacion®®?. Concordantemente los modelos
animales con actividad acuaporina reducida
demuestran una predisposicion para la lesion
pulmonar inducida por ventilacién mecanica.

Las principales limitaciones de este estudio
fueron las siguientes:

1. Dado que este es un modelo de corta dura-
cion, la magnitud de las disfunciones orga-
nicas probablemente subestiman las reper-
cusiones posibles en nifios criticamente en-
fermos, donde la IRA persiste por muchos
dias.

2. Consideramos solo las consecuencias he-
modinamicas y respiratorias bajo una con-
dicion previa de funcion cardiovascular y
pulmonar normal, siendo conocido que los
efectos de una lesion renal aguda son mas
acentuados en sujetos con disfunciones
previas®, frecuentes en nifios gravemente
enfermos. Dadas las limitaciones mencio-
nadas, la extrapolacion de estos resultados
al quehacer clinico debe ser cuidadosa.

3. Tradicionalmente se ha utilizado la termo-
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dilucion pulmonar (catéter de arteria pul-
monar) para monitorizaciéon hemodinamica
avanzada. Sin embargo, el empleo de TDTP
esta suficientemente validado en pacientes
y modelos pediatricos en la actualidad*’’.
TPTD nos permiti6 cuantificar de forma se-
riada precarga volumétrica y agua extravas-
cular pulmonar, no siendo esto posible con
termodilucion pulmonar. En concordancia,
nuestros hallazgos mas relevantes fueron
derivados de TDTP, siendo escasamente
detectados por monitorizacién convencio-
nal.

A pesar de las limitaciones mencionadas

nos parece de gran importancia monitorizar
de forma seriada la funciéon hemodinamica y
respiratoria en pacientes con una lesion renal
aguda, aunque estas no sean una IRA “urémi-

ca

”. Esto es fundamental si consideramos que

las disfunciones organicas desencadenadas por
un lesion renal aguda son potencialmente re-
versibles.
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