
REVISTA ESPANOLA DE FISIOLOGIA, 42, 117-122. 1986

Tecnicas para el estudio de la excrecion renal de agua
libre en ratas normales y con cirrosis hepatica

experimental

J. Camps *,  J. Sola, V. Arroyo, A. Rimola, R. M. Perez-Ayuso, J. Gaya, F. Rivera y
J. Rodes

Unidad de Hepatologia y Laboratorio Hormonal
Hospital Clinico y Provincial de Barcelona

08036 Barcelona

(Rccibido el 3 de marzo de 1985)

J. CAMPS. J. SOLA. V. ARROYO. A. RIMOLA. R. M. PEREZ-AYUSO. J. GAYA.
F. RIVERA and J. RODES. Techniques to Study Renal Ability to Excrete Free Water
in Normal Rats and Thdse with Experimental Cirrhosis. Rev. esp. Fisiol., 42, 117-122.
1986.

Different techniques to measure free water excretion in rats, administered an oral
water overload and with measurement of its ability to excrete it into the urine have
been studied. When 30 or 50 ml/kg b.wt. were administered and the urine excreted
in 3 h was collected, a decrease on the urinary osmolality (Uosm) was observed with
respect to the baseline Uosm, which was similar in both overloads, although (he
percentage of the overload excreted was significantly greater with 50 ml/kg. However.
the Uosm obtained was hypertonic as compared to plasma osmolality (Posm) indicating
that this determination was not useful to study free water excretion. In a further
study it was investigated if there was any period of time in which all the animals
excreted hypotonic urine. However, results indicated that the period for excreting a
maximally diluted urine was very variable in time. The best technique to study free
water excretion in these animals was the collection of each spontaneously voided
urine independently, to measure the minimal Uosm. When a 50 ml/kg water load was
administered and the minimal Uosm was determined it was observed to be lower
than PnsM in all the animals indicating that this technique was useful to study this
derangement in these animals.
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Los enfermos cirroticos con ascitis dc-
sarrollan con frecuencia un trastorno de
la capacidad renal de excretar agua li
bre (3, 16). En ocasiones, este trastorno
es muy intenso, de modo que estos pa- 

* A quicn debe dirigirse la correspon-
dcncia.

cientcs no son capaces de elaborar un
aclaramiento de agua libre positive des
pues de una sobrecarga acuosa, presen-
tando hiponatremia dilucional e hipos-
niolalidad plasmiitica (2). La fisiopatolo-
gia de este trastorno esta bajo discusion
(4, 6, 14, 15, 17) no pudiendo ser su-
ficientemcnte aclarada inediante estudios
clinicos. El dcsarrollo de un modelo de 
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cirrosis hepatica en animates de experi
mentation (10, 12) permitirfa investigar
con mayor profundidad la patogenia de
este trastomo. Estos modelos son parti-
cularmente utiles para el estudio secuen-
cial de las distintas alteraciones funcio-
nales de la cirrosis hepatica y las modi-
ficaciones de los sistemas hormonales que
intervienen en su regulacion.

Sin embargo, la valoracion de la ca-
pacidad renal de excretar agua libre de
solutos en el animal de experimentation
no es una tecnica suficientemente estan-
darizada. Esta determination se basa en
la administration a los animates de una
sobrecarga acuosa oral seguida de la ob
servation de su capacidad de excretarla
en la orina durante un tiempo determi-
nado (11). En el presente trabajo se es-
tudia la eficacia de varias de estas tecni-
cas, difiriendo en la dosis de agua admi-
nistrada y el mo do de recolectar la orina
emitida. Ademas se valora la capacidad
de excretar agua libre en un grupo de
ratas con cirrosis hepatica con ascitis
por intoxication con tetracloruro de car-
bono, con el objeto de comprobar si es
tas tecnicas son capaces de discriminar
la presencia de este trastomo en estos
animates.

Material y Metodos

Tecnicas para la medicion de la capa
cidad renal de excretar agua libre en la
rata normal. Los estudios se realizaron
en 34 ratas Sprague-Dawley, macho, de
250 a 300 g de peso. Los animates se
instalaron en jaulas metabolicas indivi
duates, siendo alimentados con una dieta
estandar que contema 117 mEq de Na
por kg de comida; el agua fue adniinis-
trada ad libitum. Tras una scmana de
adaptation a las jaulas, los animates pre-
sentaron ingestas de comida y bebida
normales (16,1 ± 0,7 g y 47 ±4 ml, res-
pectivamente). En un primer estudio se
compare la respuesta de los animates a 

la administration de dos dosis diferentes
de agua. Para ello, en 17 animates se
recogio la orina emitida durante 24 ho-
ras en condiciones basales, para la deter
mination de la osmolalidad urinaria y la
excretion urinaria de creatinina. A con
tinuation, se les extrajeron 500 /d de
sangre por medio de una puncion cardia-
ca con el objeto de determinar la con
centration plasmatica de creatinina y la
osmolalidad plasmatica, inyectandoles
despues 2 ml de suero fisiologico por
via s.c. para compensar la perdida de
volumen plasmatico ocasionada. Dos
dias despues, 8 animates recibieron una
sobrecarga oral de agua de 30 ml/kg de
peso corporal y 9 una sobrecarga de
50 ml/kg. En todos los casos el agua se
administro a 37 °C y dos horas despues
de haberles retirado la comida y la be
bida, y se realizo mediante un tubo gas-
trico y con el animal ligeramente aneste-
siado con eter etilico, con el objeto de
poderle introducir con facilidad el tubo
gastrico e inducir el vaciamiento de la
vejiga. Despues de administrar la sobre
carga acuosa los animates se introduje-
ron de nuevo en sus jaulas metabolicas,
recogiendose la orina en una probeta. Al
cabo de 3 horas, se les hizo vaciar de
nuevo la vejiga, usualmente levantando
la rata de mo do que sus patas no estu-
vieran en contact© con el suelo de la
jaula (5) o por induction con eter etilico
(13). A continuation fueron sacrificados
por decapitation para obtener la sangre
troncal, determinandose el porcentaje de
la sobrecarga excretado en 3 horas, asi
como la osmolalidad plasmatica y urina
ria y la excretion urinaria de creatinina.

En un segundo ensayo se investigo la
capacidad renal de generar agua libre en
funcion del tiempo transcurrido despues
de la administration de la sobrecarga
acuosa. Para ello, se estudiaron 9 ani
mates en estado basal, recogiendose la
orina de 24 h para la determinaci6n de
la osmolalidad urinaria. Despues se les
administro la sobrecarga acuosa de
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50 ml/kg, recogiendose la orina emitida
a los 30 min y a las 1, 2 y 3 h.

La capacidad renal de generar agua
libre a traves de la determination de la
minima osmolalidad urinaria (11) se es
tudio en 8 animales, como se indica mas
arriba, en estado basal y despues de ad-
ministrarles la sobrecarga de agua. Se
recogid la orina durante 3 h, miccion por
miccion, determinando la minima osmo
lalidad urinaria como un indice para la
medicion de la maxima capacidad dilu-
tora renal.

Capacidad renal de excretar agua libre
en la cirrosis experimental. A otras 11
ratas de 150 g se indujo cirrosis hepatica
mediante un tratamiento combinado de
inhalation de C14C y administration oral
de fenobarbital (0,3 g/1) en el agua de
bebida (12). Como controles se estudio
otro grupo de 10 animales que fueron
tratados unicamente con fenobarbital.
Los animales fueron sometidos a una die-
ta ad libitum identica a la descrita en el
apartado anterior. En la undecima sema-
na de tratamiento, los animales cirroti-
cos y los controles fueron intrpducidos
en jaulas metabolicas individuates y a
la decimotercera semana, cuando las ra
tas cirroticas presentaban abundante as
citis, se sometid a todos los animales a 

una sobrecarga acuosa, determinandose
en cada uno la minima osmolalidad uri
naria.

Tecnicas analiticas. La osmolalidad
plasmatica y urinaria se determino por
descenso del punto de congelation (Os
mometro Advanced Instruments, 3W,
Needham Heights, Ma., USA) y la con
centration plasmatica y urinaria de crea-
tinina, mediante un metodo colorimetrico
manual (8).

El analisis estadistico de los resultados
se realizo mediante la t de Student-Fisher
para datos independientes y apareados.
Los resultados se expresan como media
± SEM.

Resultados

La administration de dos dosis distin-
tas de agua produjeron una disminucion
similar de la osmolalidad urinaria (entre
4 y 5 veces), aunque el porcentaje de la
sobrecarga acuosa excretado fue signifi-
cativamente superior en el segundo caso
(tabla I). El filtrado glomerular, medido
a traves del aclaramiento de creatinma,
aumento de mo do similar en ambos es
tudios. No obstante, estas pruebas no
permitieron valorar de modo adecuado
la capacidad renal de excretar agua libre

Tabla I. Efecto de la administration de dos dosis distintas de agua sobre la osmolalidad
plasmatica (Posu), osmolalidad urinaria (Uosu), porcentaje de la sobrecarga excretado (PSE)

y aclaramiento de creatlnina.
Los resultados se expresan como media ± S.E.M. (n = 17).

Basal
Sobrecarga
(30 ml/kg) Basal

Sobrecarga
(50 ml/kg)

Posh (mOsm/kg)
UosM (mOsm/kg)
PSE
Aclaramiento creatlnina
(ml/mln)

291,0 ± 4,0
1485,0 ± 102,0

0,8 ± 0,2

292,0 zfc. 5,0
1557,0 ± 65,0

290,0 ± 4,0
314,0 ± 55,0*

81,0 ± 6,0'

2,1 ± 1,5*

* p < 0,001 respecto a los valores basales, excepto a) que se express respecto a la dosis
menor y es p < 0,05.
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Uosm Media ± S.E.M. (n = 9)

Tabla II. Osmolalidad urinaria (Uosu) y percen
tage de la sobrecarga excretado (PSE) cuando
se adminlstro una sobrecarga acuosa oral de
50 ml/kg y la orina se recogid a distintos Inter-

valos de tiempo.

Basal
Sobrecarga

1206 ± 120

30 min 287 ± 61
1 h 147 ± 39
2 h 233 ± 64
3 h 476 ± 110

PSE 93 ± 5

en estos animales, ya que la osmolalidad
urinaria obtenida tras la administracion
de la sobrecarga acuosa fue hipertonica
con respecto a la del plasma.
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Fig. 1. Va/ores de minima osmolalidad urina
ria (mUosm) en ratas control (C) y ratas con
cirrosis hepatica experimental y ascitis (CH).

La tabla II indica la respuesta a la
administraci6n de 50 ml/kg de agua,
cuando la orina se recogid a distintos
intervalos de tiempo para valorar la os
molalidad. Al cabo de 30 minutos de
administrar la sobrecarga acuosa, algu-
nos animales aun no habfan excretado
orina. Los distintos individuos no elimi-
naron orina hipotonica al mismo tiempo,
sino que la orina mas diluida se excreto
a tiempos distintos; en general, la osmo
lalidad urinaria inferior fue la correspon-
diente a 1 hora, pero en tres casos, se
obtuvo a las 2 horas de la administracion
del agua.

Al recoger la orina miccion por mic
cion despues de administrar una sobre
carga acuosa oral, la minima osmolalidad
urinaria se registro como indice de la
capacidad renal de generar orina hipoto
nica, lo que permitio valorar mas conve-
nientemente la capacidad renal de excre-
tar agua libre, ya que este indice fue en
todos los casos inferior a su correspon-
diente osmolalidad plasmatica (tabla III).

La minima osmolalidad urinaria fue
un buen indice para cuantificar el tras-
tomo de la capacidad renal de excretar
agua libre en ratas con cirrosis experi
mental (fig. 1). Este parametro estuvo
significativamente aumentado en el grupo
de animales cirroticos con ascitis estu-
diado (505 ±126 mOsm/kg vs 94 ± 16
mOsm/kg, p < 0,01); 7 de 11 animales
presentaron una minima osmolalidad uri-

Tabla III. Osmolalidad urinaria (Uobm), plasmd-
tlca (Posm), minima osmolalidad urinaria
(mUostr) y porcentaje de la sobrecarga acuo
sa excretado (PSE) cuando se recogid la orina

miccion por miccion.

Media ± S.E.M. (n = 8) 

Posse basal 288 ± 3
Uosm basal 1584 ± 295
PSE 84 ± 3
mUosic 161 ± 16
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naria hipertonica indicando una incapa-
cidad renal en estos animates de generar
agua libre de solutos.

Discusion

Se han descrito diversas tecnicas para
valorar la capacidad renal de excretar
agua libre en el hombre y en el animal
de experimentation. El metodo mas exac-
to es, sin duda, la medicion del aclara-
miento de agua libre, definido como la
diferencia entre el volumen urinario y el
aclaramiento osmolal (15). Esta tecnica,
sin embargo, es de dificil aplicacion en
el pequeno animal de experimentation,
ya que requiere la infusion endovenosa
de importantes cantidades de liquido
(11). Un metodo alternative es la admi
nistration de una sobrecarga oral de agua
seguida de la valoracion de la capacidad
renal de excretar orina hipotonica con
respecto al plasma. Existen varias tecni
cas de esta clase, que difieren en la dosis
de agua administrada, en la manera de
administrarla y en el modo de recolec-
cion de la orina (1, 7, 9). En nuestro
estudio se han valorado aquellas tecnicas
que implicaban un menor grado de ma-
nipulaci6n de los animates. La. adminis
tration de 30 o 50 ml/kg produjo efec-
tos similares; en ambos casos la osmo-
lalidad plasm&tica no se modified y el
filtrado glomerular, medido por el acla
ramiento de creatinina, aumento de modo
semejante. La osmolalidad urinaria tam-
bien disminuyd hasta niveles similares,
aunque el porcentaje de la sobrecarga ex-
cretado en 3 horas fue significativamente
superior cuando se utilizd la dosis ma
yor. Sin embargo, la determination de
la osmolalidad en la orina de 3 horas no
fue adecuada para el estudio de la capa
cidad renal de generar orina hipotdnica,
ya que la orina excretada durante este
periodo, medida en su conjunto, es hi
pertonica con respecto al plasma. En el
estudio que se muestra en la tabla II sc 

investig6 si habfa algun periodo de tiem-
po en el que todos los animales excre-
tasen orina hipotonica, pero los resulta-
dos obtenidos indican que el periodo de
maxima elimination de agua libre es muy
variable con respecto al tiempo.

La recogida de la orina en micciones
independientes para la determinaci6n de
la minima osmolalidad urinaria fue la
tecnica mas util para la valoracion de
la capacidad renal de excretar agua libre.
Este. metodo fue tambien adecuado para
el estudio de la alteration del metabolis-
mo hidrico en la cirrosis hepatica expe
rimental. Los animates cirroticos con as
citis presentaron unos niveles de minima
osmolalidad urinaria comparables, en 4
casos, a la osmolalidad urinaria basal
normal en la rata; otros 3 animales pre
sentaron minimas osmolalidades urina-
rias algo inferiores, pero hipertonicas con
respecto al plasma normal.

En conclusion, la administration de
una sobrecarga oral de 50 ml/kg de peso
corporal seguida de la determination de
la minima osmolalidad urinaria es un
metodo util para la determinacidn de la
capacidad renal de excretar agua libre
en ratas normales y ratas con cirrosis ex
perimental.
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Resumen

Se estudian en rata distintas tecnicas para
la medicidn de la capacidad renal de excretar
agua libre, por administracidn de una sobre
carga acuosa oral. Cuando se administran so-
brecargas de 30 6 50 ml/kg de peso y se recogc
la orina excretada durante las 3 h siguientes,
sc observa un dcscenso en la osmolalidad uri
naria (Uasx) similar en ambos casos, con res
pecto a la Ucsm basal, aunque el porcentaje
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de la sobrecarga excretado es significativa-
mente superior con 50 ml/kg. Sin embargo,
la Uosm obtenida es hipertdnica con respecto
a la osmolalidad plasmdtica (Posm), por lo que
esta determinacidn no fue Util para el estudio
de la excreci6n de agua libre. En un estudio
posterior se investiga si existe algun periodo
de tiempo en el que todos los animales excre-
tasen orina hipotdnica, pero los resultados in-
dicaron que el periodo de maxima eliminacion
de agua libre era muy variable con respecto
al tiempo. La recogida de la orina emitida du
rante 3 h en micciones independientes para la
determinacidn de la minima Uosm es la tdc-
nica mAs adecuada para la valoracidn de la
capacidad renal de excretar agua libre. Cuan-
do se administra una sobrecarga acuosa de
50 ml/kg y se determina despuds la minima
Uosm este parAmetro es en todos los casos in
ferior a la Posm. Con esta tdcnica se estudia el
trastomo de la capacidad renal de excretar
agua libre en ratas con cirrosis experimental
y ascitis, observando que estos animales pre
sentan una minima Uosm significativamente
aumentada con respecto al grupo control lo
que confirma la validez de estas tdcnicas.
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