EFECTO DE LA HIPOALBUMINEMIA SOBRE LA DIURESIS EN RATAS.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Con el objeto de medir el efecto, de la concentracion de albimina sérica, sobre la diuresis en ratas.
En junio del 2014, en el laboratorio de bioquimica UNT-Perd. Se realiz un estudio experimental, a
doble ciego, de casos y controles. Ingresaron al estudio, 13 ratas macho; se disefiaron jaulas

individuales, para medir la diuresis por dia, y la concentracién de albimina sérica cada 3 dias.

El experimento tuvo 3 etapas: 12 basal, de 6 dias con dieta normo-proteica normo-calérica y agua ad

libitum. 2% de restriccién proteica, durante 18 dias, todos los especimenes recibieron alimentacion

hipo-proteica, normo-caldrica hasta lograr hipoalbuminemia, manteniendo agua ad libitum. 3?
experimental, se forma un grupo de 7 especimenes (casos), a las que se administr6 12 a 14
microgramos de albumina al 22%, aforado a 3 cc con solucion salina, por via intraperitoneal. Y, 6
especimenes (control), a los que se administrd 3 cc de solucion salina intraperitoneal. El analisis de

las diferencias se realiz6 con el método “t” de student para promedios.

La albimina sérica basal fue de 3.4 gr/dl, con una diuresis de 6 ml /dia. Con la desnutricion restrictiva,
se logré una hipoalbuminemia de 1.79 gr/dl, con disminucion de la diuresis hasta 1.05 ml/dia. El
grupo experimental, tras la reposicion de albumina, presentd una diuresis de 6 ml; frente a 2ml/dia,
del grupo control (P < 0.001).  Se concluye: que los niveles séricos de albimina influyen en la
diuresis de las ratas; la filtracion de la albimina, en la membrana glomerular, es indispensable para

la formacion de orina.

Palabras clave: Hipoalbuminemia, oliguria, filtracion glomerular.



EFFECT ON DIURESIS HYPOALBUMINEMIA IN RATS.

SUMMARY

In order to measure the effect of the concentration of serum albumin on the diuresis in rats. In June
2014, in the laboratory of biochemistry UNT-Peru. An experimental study was conducted, double-
blind, case-control. They entered the study, 13 male rats; Individual cages were designed to measure

urine output per day, and the concentration of serum albumin every 3 days.

The experiment had 3 stages: 1st basement, 6 days with normal-normal-calorie protein diet and water
ad libitum. 2nd protein restriction for 18 days, all specimens were fed hypo-protein, normal-calorie
until hypoalbuminemia, maintaining water ad libitum. 3rd experiment, a group of 7 specimens
(cases), which was administered 12 to 14 micrograms of albumin to 22%, 3 ml volumetric saline
intraperitoneally forms. And, 6 specimens (control), which was administered intraperitoneally 3 cc

of saline. The analysis of differences was performed with the "t" method for student averages.

The basal serum albumin was 3.4 g / dl, with a diuresis 6 ml / day. With restrictive malnutrition,
hypoalbuminemia 1.79 g / dl was achieved, with decreased urine output up to 1.05 ml / day. The
experimental group after the replacement of albumin, diuresis introduced 6 ml; against 2ml / day, the
control group (P <0.001). It concludes that serum albumin influence rat diuresis; filtration of albumin

in the glomerular membrane, it is indispensable for the formation of urine.

Keywords: Hypoalbuminemia, oliguria, glomerular filtration.



INTRODUCCION

La membrana basal del glomérulo es una membrana fenestrada, que permite libremente el paso de
agua y de sustancias disueltas, pero es impermeable a las proteinas sobre todo a la albdmina (1), los
podocitos forman poros que permiten el paso de moléculas menores a 70,000 Daltons (2,3) ; una
capa de poliglucanos (acido sialico y heparan sulfato), proporcionan una carga electronegativa, que
rechaza las moléculas de igual carga como la albimina (4) . De tal modo que la albuminuria

representa en esencia una alteracion de la membrana basal del glomérulo (5).

Laorina primaria, en el espacio urinario del glomérulo, antes de pasar al tibulo contorneado proximal,
esta constituida, por agua y pequefios solutos en una concentracion idéntica a la del plasma, pero

carece de células (6).

El flujo renal de los hominidos, por minuto, representa el 25 % del volumen sanguineo; de modo que
en 4 minutos, el 100% de la sangre es sometido a un proceso de filtracién glomerular. Existen trabajos
gue demuestran que la albumina filtra la membrana glomerular y que esta, es reabsorbida por

un sistema de caveolas a nivel de los tibulos contorneados proximales y distales (7,8).

La albimina pesa 64,000 Daltons, es sintetizada en el higado a razén de 12 a 15 gr por dia; posee
17 puentes disulfuro, que le dan una carga electronegativa. Las concentraciones de albimina sérica
menores de 2 gr/dl, producen edema y oliguria-anuria. No obstante estos niveles séricos de
albuminas, solo pueden producirse por pérdida en la orina (albuminuria), o por falla en la sintesis, en

la insuficiencia hepatica terminal (9,10).

Los estudios en ratones, demuestran que la albumina, filtra la membrana basal del glomérulo
(11,12,13), y que el 95%, de esta albumina filtrada, es reabsorbida en los tubulos contorneados
proximal y distal; por un sistema de caveolas inducido por angiotensina. El cual, selectivamente,

devuelve la albimina, al lumen endotelial del capilar venoso (14,15).



En la préctica clinica se ha observado, que los pacientes con hipoalbuminemia menor de 2.3 gr/dl.
Presentan oliguria y anuria, con retencion de productos nitrogenados, Yy, algunos de ellos requieren
dialisis; no obstante la infusion de bolos de 100 cc de macromoléculas como poligelina o manitol,

mejoran la diuresis (16, 17).

En base a los antecedentes previos, nos preguntamos. ¢ Cudl es el rol de la albimina en la produccion

de orina?

El andlisis de los datos previos, nos induce a pensar, que contrariamente a los planteamientos que
sostienen, que la filtracion de albdmina, es una deficiencia de la membrana basal glomerular;
impermeable a la albimina. La membrana basal del glomérulo, estad disefiada para permitir la

filtracion de la albimina, condicion indispensable para la formacion de orina.

Se habra demostrado la hipotesis, si, los estados de hipoalbuminemia, se acompafian de oliguria o

anuria, y la reposicion de albumina sérica, mejora la produccion de orina.



MATERIALES Y METODOS

Con el objeto de estudiar, si, la oliguria anuria, producida por hipoalbuminemia inducida por
desnutricién en ratas, es revertida con la administracion de albdmina. Se realizé un estudio

experimental doble ciego, de casos y controles.

El estudio, fue realizado en 13 ratas macho (Rattus novergicus cepa Hotlzman), de 6 a 8 semanas de
edad, con un peso entre 150 a 220 gr. Procedentes del bioterio, del Instituto Nacional de Salud; las
que fueron trasladadas a los ambientes del Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Medicina, de
la Universidad Nacional de Trujillo. Previamente acondicionado a 22 + 1 ° C, en un ciclo de 12 h

luz/oscuridad.

Durante el proceso de aclimatacion, cada espécimen fue instalado en una jaula individual disefiada
para la recoleccion de orina durante 24 horas; en donde se las observo durante 7 dias, sin ningln tipo

de intervencion. Con acceso a alimento y agua Ad libitum.

Terminado el periodo de aclimatacion, se procedié a medir el volumen de orina individual, a las 8.00
y 20.00 horas, durante 6 dias; para medir el valor de albimina sérica se tomaron muestras sanguineas

de la vena coccigea.

El experimento tuvo 3 etapas: 1* basal: de 6 dias, con dieta normo-proteica, normo-calérica, y agua

ad libitum. 2% de restriccidn proteica: durante 18 dias, todos los especimenes recibieron alimentacion

hipo-proteica, normo-caldrica, hasta lograr hipoalouminemia; manteniendo agua ad libitum. 32 casos
y controles: se forma un grupo de 7 especimenes, casos, a las que se administrd 12 a 14 microgramos
de albdmina al 22%, aforado a 3 cc con solucion salina, por via intraperitoneal, y 6 especimenes

control, a los que se administrd 3 cc de solucidn salina, intraperitoneal.

Control de sesgo del experimento: A fin de disminuir el sesgo del investigador, los investigadores

fueron divididos en 3 grupos, un grupo se ocup6 de medir la diuresis, otro grupo tomo la muestra



sanguinea y otro midié la albumina sérica. Los resultados fueron registrados por separado, en
protocolos numerados para cada espécimen; de modo que el grupo de investigadores que manejo
resultados de orina, desconocia los resultados de albumina sérica.  El técnico, que determind los

valores de albimina, desconocia la asignacion de la muestra.

Disefio de la muestra: lograda la hipoalbuminemia, se elaboré un balotario, con 13 numeros,
correspondiente a cada espécimen, se obtuvieron al azar 6 nameros, los que conformaron el grupo

control; los 7 restantes conformaron el grupo experimental.

Toma de la muestra sanguinea: utilizando una lanceta, se pincha la vena coxigea, de la rata, y
utilizando micro tubos heparinizados, se obtienen 2 muestras sanguineas, las cuales son centrifugadas

a 2500 rpm.

Determinacion de alblimina sérica: se realizé con el método de Wiener, utilizando 10 microlitros

de suero, en 1 ml de reactivo, la lectura se realiz6 con espectro fotdmetro.

Recoleccidén de orina: para recolectar la orina, se elaboraron 13 jaulas circulares de 29 cm de
diametro, por 30 cm de alto, con tapa superior. Las jaulas, fueron forradas con malla metélica de 5
mm de cocada. Se elabor6 una base metalica circular; con 3 patas de 50 cm de alto. En la cual se
fij6é un embudo, de 30 cm de boca, cuyo extremo de salida de 1cm, se introduce en un vaso de plastico
transparente de 30 cm de volumen. Los desechos solidos son limpiados cada 12 horas, (8.00 am y
8.00pm), momento en que se mide la orina con una jeringa de plastico de 10 cm . Integrando el

volumen diario a las 8.00 am.

AlbUmina: Se utilizé albimina sérica bovina al 22% factor V de 10mL (Biochile®), obtenida del

Laboratorio Biotec. Mantenidas en un rango de temperatura de 2-8°C.

Induccion de Hipoalbuminemia: Se utiliz6, un modelo nutricional de restriccion proteica

cuantitativa; caracterizada por una reduccion al 25%, de las proteinas de la dieta normal de la rata®,



cada espécimen recibi6 una racién diaria de 10 gr (8,6 gr de avena + 1,25 g mantequilla); 50 calorias
con 1,29 gr de proteinas por dia. Este método permitié alcanzar hipoalbuminemia (< 2,3 gr/dl de

albumina sérica).

Administracion de Albumina intraperitoneal: la cantidad de albumina a administrar, es

0,00218XPxQ

individualizada para cada espécimen, con la siguiente formula ————5———
g.peso xmperdldo

, en donde P:

representa el peso en gramos del espécimen, Q: representa el déficit de albdmina en Gr/dl. Que en
,promedio fue de 12 a 14 microgramos de albdmina, ( 0,4 a 0,6 ml de la solucién de albumina al

22%), el cual es aforado a 3 cc con solucion salina.

Principios éticos. En cumplimiento de las recomendaciones, para investigacion en animales.
Terminado el experimento. Se restituy6 el alimento en cantidad y calidad; 5 especimenes fueron
donados para un estudio de farmacologia; los 8 restantes fueron adoptados como mascotas. De
acuerdo a las directrices, de la Asociacion Peruana de Proteccion a los Animales (ASPPA) y la Ley
peruana N° 27265, de proteccion a los animales domésticos y a los animales silvestres sometidos en
cautiverio’, en el marco del Consejo Canadiense de los Animales (CCPA), de 1998. Manual sobre de
cuidado y uso de los animales de experimentacion. Aprobado por el comité de ética, del comité

permanente de investigacion, de la facultad de medicina-UNT (anexo2).

Registro y andlisis de los datos. A cada uno de los especimenes, se les asigno un nimero del 1 a 13,
el cual fue rotulado para cada jaula. Se elaboraron hojas de registro numeradas, disefiadas para
registrar la diuresis y la albimina sérica. De modo que se reduzca el sesgo del investigador. Los datos
se presentan en tablas y figuras. El anélisis de las diferencias se realizd con el método t de student

para promedios.



RESULTADOS

(Tabla 1), los especimenes presentaron oliguria. La cual fue corroborada estadisticamente con un P
altamente significativo (p < 0.001), demostrando que la desnutricion, provoca hipoalbuminemia y
reduccion del volumen urinario.

Tabla 1. Comparacion de la diuresis (ml) antes y después de la desnutricion.

Parametros MB (n=13) MD (n=13) MB-MD (n=13)
Media 4,4569 1,0438 3,41308
Desviacion tip. 1,38416 0,41319 1,24966

Error tip. de la media 0,38390 0,11460 0,34659

t12 9,847

P <0,001

MB: medicién basal de orina; MD: medicion, en desnutricion, de orina. Datos obtenidos del
laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UNT.

En la tabla 2 se muestran los valores de diuresis después de la reposicion de albumina por via
intraperitoneal; demostrando que el promedio de orina por dia en el grupo experimental, es 3 veces
mayor que el grupo control; con un P <a 0,01 que nos indica que las diferencias son estadisticamente
significativas, mostrando una relacién directa entre la reposicion de albimina y el incremento en la

diuresis de la rata.

Tabla 2. Comparacion de la diuresis (ml) en ratas después de la administracion de albuminay
suero salino.

. Grupo control Grupo experimental
Parametros . o
(suero salino) (albumina)
Muestra 6 7
Promedio 2,000 6,187
Desviacion estandar 0,443 2,802

t6= 3,8971; p= <0,01 Datos obtenidos del laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Medicina de
la UNT.



Las figura 1 y 2. Muestran el comportamiento de las 2 variables en estudio, la diuresis a lo largo del
experimento se presenta en la figura 1. La figura 2 muestra el comportamiento de la albumina sérica.
Mostrando que la diuresis disminuye con la hipoalbuminemia y aumenta 3 veces, por efecto de la

reposicion de alblmina.

Gréafica 1. Promedio-Diuresis (ml) en diferentes etapas para cada grupo.

Promedio de diuresis en diferentes etapas para
cada grupo por dia
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Gréfica 2. Concentracion serica de albumina (g/dl) en diferentes etapas para cada

grupo.
Concentracion sérica de albumina en diferentes
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio indican, que la concentracion de albUmina sérica en rangos
normales, juega un papel fundamental en la produccion de orina, y por ende en la funcion renal
normal. Lo cual solo puede ocurrir si la membrana glomerular es permeable a la albumina; que
corresponde a un nuevo paradigma, de filtracion glomerular de la albdmina (12). Lo cual implica,
revalorar la teoria de presion y comportamiento de los fluidos, planteada por Frank Starling (3) y el
efecto Donan que describe el comportamiento de los liquidos y solutos frente a una membrana. Y,
refuta la teoria de filtracion selectiva y de selectividad por cargas, que sostienen la filtracién selectiva
de agua y iones. Que sustentan el paradigma clasico, de impermeabilidad a la albumina de la

membrana glomerular renal.

La teoria de permeabilidad selectiva plantea que la membrana glomerular, tiene poros que impiden el
paso de moléculas mayores a 70 000 Dalton; pues bien la albumina pesa 64 000 Dalton. Menos que
el punto de corte de impermeabilidad. Esto sugiere que la albdmina filtra la membrana glomerular.
Esta limitacion mecénica, fue mejorada con la tesis electromecéanica; de modo que una capa de poli
lucanos, otorga carga negativa a estos poros, lo que les permite rechazar las moléculas de igual carga
como la albdmina. Paradigma que orienta la comprension de la fisiologia y patologia renal. Con el
cual la presencia de proteinuria (albimina en orina), es considerada una alteracion de la filtracion,

por defecto de la funcién de barrera, de la membrana glomerular (6).

Segun este paradigma enfermedades como el sindrome nefrético, se clasifica en: cambios minimos,
referida a aquella condicién en que la membrana glomerular esta conservada y tiene buena respuesta

al tratamiento. Y la membrana proliferativa de mal prondstico y baja respuesta terapéutica.

El paradigma de impermeabilidad de la membrana glomerular, plantea que en el glomérulo existe
filtracion selectiva de agua y iones; si esto ocurriria, en el extremo aferente del glomérulo, toda el

agua se filtraria a la capsula de Bowman; haciendo del contenido vascular una sangre espesa, viscosa.
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Que haria imposible la circulacion. De igual manera el agua filtrada al espacio de Bowman, retornaria
al lumen vascular por efecto de la presion oncotica intraluminal. ~ Seria materialmente imposible el
proceso de concentracion en los vasos rectos, efecto contracorriente (3).  Los estudios de Comper
y Russo y otros demuestran que a nivel de la cdpsula de Bowman, se produce la orina primaria, cuya
composicién es similar al plasma; del cual el 95% de la albumina filtrada es reabsorbida por un
mecanismo de caveolas, en los tubos colectores. Mecanismo que es inducido y regulado por
angiotensina sin gasto de ATP. Que es el camino més eficiente y de menor costo energético, acorde

a los procesos de seleccién de la teoria evolutiva (5,16).

En este marco, el presente trabajo plantea: que la membrana glomerular ha sido disefiada para permitir
la filtracion de la albimina, la misma que al pasar arrastra agua y solutos. Permitiendo un estado de
fluidez en el lumen capilar glomerular. Haciendo posible la funcion de filtracion y dando inicio a la
funcion de concentracion del glomérulo; lo que concuerda con los hallazgos de Ruso y  otros
investigadores, que demuestran que la albumina, filtrada en la orina primaria es reabsorbida en los

tubos colectores.

Los resultados obtenidos en la etapa de restriccion proteica, muestran que al disminuir la
concentracion de alblmina sérica, disminuye la diuresis en todos los especimenes. Con un indice de
correlacion de 1, que nos indica que esta asociacion es general para todos los especimenes. Esto
concuerda con las observaciones, en el campo clinico; de pacientes pre eclampticas con oliguria, cuya
diuresis se incrementa, cuando se administra una solucion con 20 a 30 gr de albimina. Lo que nos
sugiere que el comportamiento de la alblmina sérica y la diuresis en la rata, es similar al que ocurre

en otras especies.

Y que se corresponde con los hallazgos de nuestro experimento, en el que encontramos que la
produccion de orina por dia disminuye, cuando la albimina sérica disminuye, con un P < de 0.001;

que indica una fuerte asociacién, entre la hipoalbuminemia y la diuresis. Lo cual representa,
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disminucién de filtrado de albdmina, a nivel del glomérulo, con la consecuente disminucion de paso
de agua hacia el espacio de Bowman. Que demuestra la importancia de la filtracion de albumina a

través de la membrana glomerular, para la produccién de orina.

Cabe destacar, que el método utilizado, para llegar al estado de hipoalbuminemia, mediante
desnutricién (9) ; no fue el méas acertado. Debido a que la concentracion de albimina sérica no es el
Unico factor que disminuye; sin embargo en la etapa de reposicion de albumina sérica en las ratas, la
administracion de una solucion de albumina sérica bovina al 22% fue el Unico factor que se modifico,
y los resultados obtenidos en esta etapa mostraron un aumento significativo de la diuresis en el grupo
experimental con respecto al grupo control. Tal como ha sido demostrado por Phakdeekitcharoen y
Boonyawat® quienes reportan que la accion combinada de albimina y furosemida, aumenta el efecto
diurético. En comparacion con la administracion de furosemida sola, en pacientes hipoalbuminémicos

con enfermedad renal crdnica (17).

En la gréafica 1, se observa gque existe un pequefio aumento en la diuresis del grupo control, el cual es
producido, por el aumento de volumen sanguineo y de la presion sanguinea, en relacion al liquido
administrado, un aumento de la diuresis por el fenémeno llamado diuresis por presién (3), aunque

menores que los observados en el grupo experimental.

Los estudios, disefiados para demostrar la correlacion, entre la concentracion de albimina séricay la
produccién de orina. Muestran que el coeficiente de filtrado glomerular para albimina es de 0,0006
a 0,034, dependiendo del método empleado de 2 fotones o micro puntura renal (18). Que representa:

la fuerza de arrastre que ejerce la albimina, sobre el agua. Para pasar la membrana glomerular.

Los experimentos de Comper y Russo, denuestan que no existe una selectividad por cargas en la
barrera de filtracién glomerular en procesos fisiolégicos normales (5) mientras que otros estudios
revelan que durante la filtracion, el dextran sulfato es desulfatado y no se une a la albtimina®®. Ratones

con déficit genético, para producir heparan sulfato; no presentan albuminuria (19).
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Estudios recientes, demuestran que la albimina en condiciones fisioldgicas, es reabsorbida por
endocitosis a nivel del tibulo proximal en un 95 %y solo el 5% restante sufre degradacién lisosomal
y es excretada por la orina>*8, Reconociendo que la endocitosis de la alblmina, es fundamental para
el mecanismo de reabsorcion de agua en el tubulo proximal; el cual inicia el proceso de concentracion
contra corriente (16). Los estudios de albimina marcada con yodo, muestran que: la albumina filtrada
en la orina primaria, es degradada y excretada por la orina en un 98 %, y solo 2% se reabsorbe (16).

Ambos resultados estan de acuerdo en que la albimina filtra la membrana glomerular.

Segun la teoria falsacional (20), un paradigma es falsado, cuando surge otro que explica mejor un
fenémeno. O le permite predecir el comportamiento de una variable que no puede ser explicado por
el paradigma previo. En este marco nosotros sostenemos que el nuevo paradigma, que explica la
funcién renal. Es el de permeabilidad de la albumina en la membrana glomerular. Proceso

indispensable para la formacion de orina.

Se concluye que los niveles de albimina sérica influyen en la produccidn de orina y la permeabilidad
de la membrana glomerular a la albimina es una condicion indispensable para la filtracion y
produccién de orina y facilitar la funcion renal. Se recomienda que en el marco del nuevo paradigma
de permeabilidad glomerular a la albumina, se deben revisar, la clasificacion y protocolos
terapéuticos, de las enfermedades que cursan con albuminuria Y considerar la administracion EV de
albumina u otras macromoléculas con capacidad de filtrar en la membrana glomerular, para el manejo
de los pacientes con oliguria/anuria para evitar el taponamiento renal y disminuir la necesidad de

hemodialisis.
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