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Los objetivos de este trabajo son los de establecer unos intervalos de referencia en orina de perros sanos
mediante electroforesis capilar e identificar posibles diferencias significativas en las diferentes fracciones
de los proteinogramas urinarios de individuos sanos e individuos con enfermedad renal asociada o no, a
infeccidn por Leishmania infantum. Se obtuvieron muestras de orina de 123 perros sanos, de tres rangos
de edad diferentes, desde diciembre de 2016 hasta abril de 2019. Tras concentrar y dializar las muestras
de orina se migraron 4 mL de orina para la obtencidn posterior de un proteinograma urinario en el
analizador MiniCap Sebia que se dividid en 5 fracciones (F). Los rangos de referencia fueron obtenidos
(Reference value advisor v.2.0; Microsoft) mediante métodos no paramétricos con un intervalo de
confianza del noventa por cien (90%Cls). Se compararon las variables del grupo sano y los grupos de
animales enfermos mediante el programa R version 3.4.3 (R Development Core Team). El test Anderson-
Darling (p > 0,05) fue utilizado para comprobar la hipdtesis de normalidad. La comparacién de las distintas
fracciones del proteinograma entre grupos fue determinado utilizando el test ANOVA. La relacién entre el
valor UPC y las distintas fracciones urinarias se establecié mediante regresion lineal. La relacion entre las
distintas fracciones del proteinograma sérico y urinario de individuos con patologia renal se determiné
mediante regresién lineal. Se obtuvieron los siguientes rangos de referencia en porcentaje para la
poblacién de perros sanos 5,5 — 56,2% para F1, 3,2 - 16,5% para F2, 3,5—-16,2% para F3, 17,8 — 69,8% para
F4 y 5,1 — 23,9% para F5. Para los rangos de referencia en valores absolutos (mg/L) se obtuvieron los
siguientes resultados: 2,49-138 mg/L para F1, 0,87-36,3 mg/L para F2, 1,23-33,5 mg/L para F3, 6,68-182
mg/L para F4Y 2,32 — 51,5 mg/L para F5. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el
grupo de individuos sanos respecto a la edad en las fracciones F2 (p = 0,01) y F3 (p = 0,02) y respecto al

sexo en la fraccién F1 (p = 0,03). La comparativa de la poblacion de sanos frente al total de enfermos reveld



diferencias estadisticamente significativas para las fracciones F2 (p = 0,00), F3 (p = 0,00) y F4 (p = 0,00). La
comparativa de los tres grupos de individuos entre si, reveld diferencias estadisticamente significativas en
la F2 (p = 0,00), F3 (p = 0,00), F4 (p = 0,00) y F5 (p = 0,00). No se encontrd correlacién entre el valor del
UPC y las distintas fracciones del proteinograma urinario en la totalidad de la poblacién de animales
enfermos, asi como tampoco se detectd correlacidn entre las distintas fracciones del proteinograma sérico
y urinario de los individuos enfermos evaluados. Los valores de referencia obtenidos concuerdan con la
excrecion de proteinas en orina de perros sanos estudiadas mediante otras técnicas electroforéticas, no
obstante, no existen estudios de rangos de referencia en orina de perros realizados mediante ningun
método electroforético. Las diferencias en las distintas fracciones tanto en animales sanos como en
animales enfermos concuerdan con los estudios realizados hasta la fecha donde se asocia a ciertas
patologias a la excrecién de diferentes proteinas, no obstante estudios con una poblacion mas grande y
grupos mas definidos serian necesarios. Mediante electroforesis capilar urinaria no es posible la
identificacion de las diferentes proteinas contenidas en cada fraccidn urinaria por lo que estudios

asociados a técnicas de inmunotipado y/o inmunofijacién serian de interés.



ABSTRACT

The aim of this study is to stablish reference intervals for the urine protein fractions obtained by capillary
electrophoresis from healthy dogs, to identify possible significant factors between the different fractions
of the healthy urinary proteinogram and pathological urine from dogs with azotemia and proteinuria
associated with chronic kidney disease or infection caused by Leishmania infantum. Urine samples from
123 healthy dogs of different ages were collected between December 2016 and April 2019. Four mL of
urine were migrated by the MiniCap Sebia analyzer after concentration and dialysis to obtain an
electrophoretic pattern that was divided into 5 protein fractions (F). Reference intervals were obtained
(Reference value advisor v.2.0; Microsoft) through the nonparametric method with a ninety per cent
interval confidence (90% IC). Statistical analysis to compare the different subgroups and differences
between healthy and pathological samples was performed (R v.3.4.3; https://www.r-project.org/). The
Anderson—Darling test was used to test the hypothesis of normality. The ANOVA test was used to establish
if the different subgroups influenced the electrophoretic fractions. Linear regression was used to
determine if the UPC value was significant for any of the five fractions of the proteinogram. Linear
regression was also used to determine if the relation between serum and urine electrophoretogram
fractions of each dog with renal disease was significant. Reference intervals in percentages were obtained
for the different fractions as follows: 5.5-56.1% for F1, 3.2-16.5% for F2, 3.5-16.2% for F3, 17.8-69.8%
for F4, and 5.1-23.9% for F5. Reference intervals in absolute values (mg/L) were obtained for the fractions,
with the following values: 2.49-138 mg/L for F1, 0.87-36.3 mg/L for F2, 1.23-33.5 mg/L for F3, 6.68—182
mg/L for F4, and 2.32— 51.5 mg/L for F5. Significant differences were found in the healthy population
regarding age for F2 (p = 0.01) and F3 (p = 0.02) and F1 (p = 0.03) for sex. Comparative between healthy
and sick population was statistically significant for fractions F2 (p = 0.00), F3 (p = 0.00) and F4 (p = 0.00).
Comparative between the three main groups was statistically significant for F2 (p = 0.00), F3 (p = 0.00), F4

(p =0.00) and F5 (p = 0.00). No correlation was found between the UPC value and any of the five fractions
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of the proteinogram in urine, as well as no correlation was found between serum and urine
electrophoretogram fractions of each dog with renal disease. Reference intervals obtained agree with the
excretion of proteins in urine from healthy dogs studied by other electrophoretic techniques, nevertheless
there are no published studies about Rls in urine from healthy dogs with electrophoretic techniques.
Differences between healthy dogs and dogs with renal pathologies are consistent with the studies carried
out to date, where the excretion of some proteins is related to certain pathologies, however, studies with
a larger population and more defined groups would be necessary. Urinary capillary electrophoresis does
not allow the identification of the proteins contained in each fraction, so studies associated with

immunotyping and/or immunofixation would be necessary.



INTRODUCCION

La técnica laboratorial de electroforesis se describe en términos generales como la migracion de
particulas cargadas bajo la accidn de un campo eléctrico. Constituye una técnica de separacién basada en
diferentes velocidades de un conjunto de solutos, que pueden ser de distinta naturaleza, sometidos a la
accion del campo eléctrico. Existen diferentes técnicas de electroforesis como cromatografia
electrocinética, isoelectroenfoque, isotacoforesis, electroforesis capilar en gel o electroforesis capilar en
zona (Osatinsky, 2007). Los usos practicos de esta técnica son multiples: analisis de ADN, proteinas, sintesis

de antibidticos e incluso andlisis de vacunas (Doroteo, 2012; Voeten et al., 2018).

A pesar de que la electroforesis convencional fue descrita por primera vez en 1937 el empleo de
capilares no llegé hasta los afios 60, y no fue hasta principios de los 90 que aparecio el primer aparato
comercial de electroforesis capilar (Gay-Bellile et al., 2003; Tothova et al., 2016). La electroforesis capilar
(EC) es una técnica analitica de separacion que se fundamenta en la diferencia de velocidad de los
compuestos idnicos bajo un campo eléctrico, y es la modalidad mas utilizada ya que representa una técnica
simple, versatil, rdpida y que requiere de poco volumen de muestra. Es por ello que cada vez se utiliza en
un mayor numero de areas de investigacién tales como la industria farmacéutica, analisis clinicos,

biotecnologia e industria alimentaria entre otras (Jenkins y Guerin, 1996; Osatinsky, 2007).

La EC es una técnica bien implantada en laboratorios de medicina humana desde hace al menos
dos décadas. Esta técnica se ha usado principalmente en muestras de suero, aunque en menor proporcion
también se ha utilizado para identificacidon de paraproteinas por inmunofijacidn, electroforesis de orina 'y
diagndstico de hemoglobinopatias (Jenkins, 1997; Voeten et al., 2018). El analisis de proteina sérica por
electroforesis capilar es un método de laboratorio bien establecido y utilizado para el diagndstico y

seguimiento de enfermedades infecciosas, inflamatorias, inmunomediadas y neopldsicas tanto en



medicina humana como en veterinaria (Bossuyt et al., 1998; Counotte, 2010; Jenkins, 2009; Jenkins y

Guerin, 1996).

Recientemente en medicina humana, el andlisis de la orina por EC ha sido probado como una
buena técnica para identificar expresiones de distintas proteinas en distintas patologias y que como
consecuencia dan lugar a biomarcadores renales en muestras sanas y patoldgicas (Jellum et al., 1996;
Jenkins, 1997; le Bricon et al., 1998; Theodorescu et al., 2005). La técnica ha mostrado un elevado potencial
para separar e identificar proteinas tanto en muestras normales como en patoldgicas, ya que el uso de
orina presenta grandes ventajas frente al uso de otros fluidos corporales ya que se puede obtener en
grandes cantidades, no requiere de personal cualificado para su recoleccién, y las proteinas urinarias se
mantienen estables durante 3 dias almacenada a 49C, o congelada a -202C durante un afio (Mischak et al.,

2010; Théron et al., 2017).

Respecto al uso de orina en electroforesis en medicina veterinaria, no existen muchas referencias,
y entre las pocas encontradas se encuentra un estudio donde se evalué la proteinuria mediante el uso
electroforesis en gel de agarosa en comparacion con los resultados de la histologia renal en perros (Zini et
al., 2004). En base a los animales analizados, el estudio concluyd que la electroforesis presenta una gran
sensibilidad para identificar el dafio glomerular y tubulointersticial, pero una baja especificidad para
diferenciar entre ambas lesiones. Con lo que la técnica se presenta como util en el diagndstico para perros
con enfermedad tubulointersticial avanzada pero no para diferenciar entre desordenes glomerulares.
Siguiendo estas lineas, otro estudio confirmd las diferencias de patréon obtenidas mediante electroforesis
en gel de agarosa entre perros sanos y perros enfermos de Leishmania infantum (Zaragoza et al., 2003).
Posteriormente, se publicd un estudio realizado mediante electroforesis en gel de agarosa con el fin de
evaluar cuantitativamente la proteinuria en perros (Giori et al., 2011). Respecto al uso de EC en orina, sélo

hay un estudio publicado donde se analizan los péptidos encontrados en orina de pacientes caninos con



enfermedad renal crénica mediante el uso de electroforesis capilar asociada a la espectrofotometria de

masas (Pelander et al., 2019).

Esta tesis doctoral se centra en primer lugar en el estudio de la orina mediante la técnica de EC en
individuos sanos con el fin de establecer valores de referencia fisiolégicos. La segunda parte del estudio

conlleva el andlisis de muestras patoldgicas para la posterior comparacion entre ambos grupos.






OBIJETIVOS

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es:

1-. Estandarizar y validar la técnica de electroforesis capilar urinaria en perros como parte del

diagndstico y seguimiento de patologias renales en esta especie.

Como objetivos parciales se han planteado:

2-. Determinar los valores de referencia bioldgicos de perros libres de enfermedad renal y
clinicamente sanos, incluyendo individuos situados en diferentes rangos de edad (menores de un afio,
entre 1 afo y 8 afios y mayores de 8 afios), de diferente sexo (machos o hembras) y en diferentes estados

reproductivos (entero/castrado o entera/esterilizada).

3-. Determinar si existen diferencias significativas en la poblacidon de perros sanos entre los

diferentes rangos de edad, machos y hembras y los diferentes estados reproductivos.

4-. Comparar los proteinogramas urinarios de 3 poblaciones distintas: perros sanos y libres de
enfermedad renal, perros con enfermedad renal no asociada a causas infecciosas/parasitarias y perros con

enfermedad renal asociada a Leishmania infantum.

5-. Comparar el ratio proteina/creatinina en orina con los proteinogramas de perros con
enfermedad renal no asociada a causas infecciosas/parasitarias y enfermedad renal asociada a Leishmania

infantum.

6-. Comparar las distintas fracciones del proteinograma sérico y urinario de los individuos con
enfermedad renal no asociada a causas infecciosas/parasitarias y enfermedad renal asociada a

Leishmania infantum.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

FISIOLOGIA RENAL

La funcion principal de los rifiones es la de mantener el volumen y la composicién de los liquidos
extracelulares. Los riflones reciben aproximadamente el 20-25% del gasto cardiaco. Filtran la sangre y
excretan los productos de desecho a través de la orina ademds de recuperar los productos necesarios para
el funcionamiento del organismo incluyendo proteinas de bajo peso molecular, electrolitos, glucosa y
agua. Los rifiones participan también en la sintesis de hormonas que estan implicadas en la regulacion de
la presidn arterial sistémica, en la produccién de gldbulos rojos y en la homeostasis del calcio (Verlander,

2014a).

La unidad funcional de riiidn es la nefrona, las cuales se pueden clasificar en superficiales o
yuxtamedulares en funcidn de su penetracidn en la corteza renal. Cada nefrona a su vez, esta compuesta
por el glomérulo encargado de filtrar el plasma sanguineo y un tubulo renal que se encarga de la

reabsorcion de sustancias (Riordany Schaer, 2005; Verlander, 2014a) (Figura 1).
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Figura 1. Representacion Esquemadtica de las Nefronas Yuxtamedulares y Superficiales y sus Funciones

Médula externa

Médula interna

Nota. Reproducida de Cunningham Fisiologia Veterinaria (p. 461), por Klein B.G, 2014, Elsevier.
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FUNCION GLOMERULAR Y FILTRACION GLOMERULAR

En el glomérulo es donde se lleva a cabo la filtracion de la sangre con el fin de eliminar las
sustancias toxicas del organismo. El ovillo glomerular actia como una barrera de capilares intimamente
ligados a la capsula de Bowman, el area existente entre esta y la barrera de capilares se denomina espacio
de Bowman y es el lugar donde se forma el filtrado glomerular. La barrera de filtracion glomerular esta
compuesta por tres capas: el endotelio vascular, la membrana basal y el epitelio vascular. La funcion
normal de esta barrera depende tanto de la estructura de cada componente como del estado
hemodindmico de los mismo (Verlander, 2014a). La barrera glomerular posee permeabilidad selectiva,
retiene componentes celulares en funcidn de la carga eléctrica, radio molecular y el peso molecular, asi
pues, las moléculas superiores a 4,2 nanédmetros (nm) casi no se filtran con la orina y las inferiores a 2 nm
se filtran sin restricciones, de la misma manera las moléculas con cargas positivas o catidnicas, se filtran
con mayor rapidez que las formas neutras o anidnicas, por ultimo, también interfieren la formay capacidad
de deformacién de las moléculas (Arrizabalaga, 2005; D’Amico y Bazzi, 2003). Como resultado de estos
procesos de seleccion se expulsa un ultrafiltrado con agua y electrolitos de composicién casi idéntico al
plasma, pero sin proteinas (Verlander, 2014a). Este liquido es lo que se conoce como filtrado glomerulary
esta directamente relacionado con la presion hidrostatica y oncética, asi como la del propio ultrafiltrado
ya presente en el espacio de Bowman, el cual esta regulado por factores intrinsecos y extrinsecos (Littman,

2011; Verlander, 2014a; von Hendy-Wilson y Pressler, 2011).

La Tasa de Filtracidon Glomerular (TFG) hace referencia a la suma del filtrado de ambos rifiones y
de cada una de las nefronas y es el mejor pardmetro para medir la funcionalidad renal en la practica clinica
ya que esta directamente relacionado con el nimero de nefronas funcionales. La TFG esta controlada por
un sistema renal de autorregulacion cuya principal funcion es la de mantener la TFG constante frente a

situaciones de bajo flujo sanguineo, hipovolemia o descensos en la presion arterial ademas de mantener
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la excrecion renal de solutos y agua (Littman, 2011; von Hendy-Wilson y Pressler, 2011). La TFG se expresa
en mililitros de filtrado glomerular por minuto por kg de peso corporal (mL/min/kg) (Bexfield et al., 2008;

Brown et al., 2015; von Hendy-Wilson y Pressler, 2011).

FUNCION TUBULAR

La estructura tubular de la nefrona se compone de tubulo proximal, asa de Henle, tubulo distal y
tubulo colector, y su principal funcion es la de reabsorcidn y secrecidn. El ultrafiltrado glomerular se
transporta a través de esta estructura para finalmente desembocar en los calices renales convertido ya en
orina. Es muy importante que la mayoria de ultrafiltrado se reabsorba en el resto de la nefrona ya que sino
se perderian con la orina gran cantidad de solutos como sodio, cloruros, potasio, bicarbonato y glucosa,
que habria que reponer diariamente de manera externa si se excretasen (Littman, 2011; Verlander,

2014a).

En el tubulo proximal se reabsorben la mayoria de solutos mediante cuatro formas de transporte
diferentes: difusién pasiva, arrastre de solvente y transporte activo primario y secundario. El tubulo
proximal cuenta también con funcién excretora de iones organicos, siendo capaz de eliminar de la sangre
sustancias toxicas enddgenas o exdgenas a través de procesos mediados por transportadores. El tubulo
distal se encarga de la reabsorcién de sales y de la dilucién del fluido tubular. El conducto colector
reabsorbe cloruro sddico y puede reabsorber o excretar potasio (DiBartola, 2012; Riordan y Schaer, 2005;

Verlander, 2014b).
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EVALUACION DE LA FUNCION RENAL

EVALUACION DE LA FUNCION GLOMERULAR

TASA DE FILTRACION GLOMERULAR (TFG)

La determinacion del total de la TFG mediante métodos laboratoriales se basa en el concepto de
aclaramiento. El aclaramiento se define como el volumen de fluido limpio de una determinada sustancia
que se obtiene en un intervalo de tiempo y se mide en mL/min. El aclaramiento se obtiene tras la
administracidon exégena de marcadores via intravenoso y puede determinarse via plasmatica donde se
suman todas las vias de aclaramiento o via urinaria donde se determina el volumen de plasma limpio de
marcador que pasa a través del rifidn y acaba en orina (Bexfield et al., 2008; Finco, 2005; Kampa et al.,

2002).

El marcador ideal debe cumplir las siguientes caracteristicas (Brown et al., 1996; von Hendy-Wilson

y Pressler, 2011):

- Excretarse solo a través del rifidn, libremente filtrado a través de las membranas capilares

glomerulares.

- No debe absorberse o secretarse en los tubulos renales.

- No debe unirse a proteinas plasmaticas.

- No debe interferir con el proceso de ultrafiltrado.

- No debe ser tdéxico.

- Debe ser facilmente medible en los liquidos celulares con cierta precision.
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METODOS DIRECTOS

e TFG mediante aclaramiento urinario:

La inulina es un polimero de la fructosa eliminado del plasma exclusivamente por filtracidn
glomerular, no se reabsorbe o metaboliza en los riflones y no interfiere en la TFG, por ello es el marcador
mas utilizado para este tipo de estudio. El procedimiento consiste en administrar de manera continua
inulina via intravenosa y recoger la orina producida durante 24 horas que resultan en la siguiente ecuacion

(Finco, 2005; Heiene et al., 2010):

produccion orina x concentracion inulina en orina

Aclaramiento = —
concentracién inulina en plasma

Pese a cumplir la inulina los requerimientos de un marcador ideal, la técnica es poco util a efectos
practicos, ya que requiere de la cateterizacion y sedacion del paciente para la medicién de orina durante
24 horas, que ademas de las desventajas que puede presentar para el paciente, también puede alterar la
TFG debido al requerimiento de sedacion o anestesia para la colocacion del catéter urinario (Linnetz y

Graves, 2010).

e TFG mediante aclaramiento plasmatico:

lohexol es un contraste iodado no idnico, estéril, estable en plasma, y mas asequible que la inulina
(Heine y Lefebvre, 2007). Este compuesto se excreta sin cambios a través de la orina con una vida media
de 74 min (von Hendy-Wilson y Pressler, 2011). Las reacciones adversas tras su administracién son poco
frecuentes incluso en pacientes con la funcidn renal comprometida (Nossen et al., 1995). Tras el estudio
de varios protocolos se determind que la toma de tres muestras de plasma a las 2, 3 y 4 horas tras la
inyeccion de iohexol, era suficiente para determinar la TFG en perros sanos (Bexfield et al., 2008), asi como
la toma de dos Unicas muestras a los 5 y 120 min tras la inyeccidn del marcador con un margen de error

razonable (Goy-Thollot et al., 2006; von Hendy-Wilson y Pressler, 2011). Como inconveniente cabe
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destacar que la TFG puede variar entre animales, ya sea enfermos o en diferentes estadios de la
enfermedad renal, debido a que los protocolos pueden ser dispares entre investigadores (Linnetz y Graves,
2010). La edad vy el peso son factores que deben tenerse en cuenta sobre todo en perros de tamafio

pequefio (Bexfield et al., 2008).

La creatinina administrada de manera exdgena cumple la mayoria de caracteristicas para ser un
marcador ideal. Aunque su uso pueda parecer controvertido es seguro y bien tolerado. Siendo un
componente de la azotemia su administracion no contribuye a la uremia y no se ha registrado efectos
adversos relacionados con su uso en perros sanos o con la funcién renal alterada. No existe en la actualidad
creatinina comercializada para su uso inyectable, aunque se puede usar creatinina sintética (Linnetz y

Graves, 2010; von Hendy-Wilson y Pressler, 2011; Watson et al., 2002).

Pese a que varias técnicas con diferentes marcadores han sido validadas para la medicién de la
TFG, su uso es poco frecuente ya que puede resultar mas caro que otros métodos indirectos y una técnica
mas compleja, ya que se requieren multiples extracciones sanguineas o medicién y recoleccion de orina
durante 24 horas. Ademads, no se puede establecer un rango de referencia universal ya que la TFG puede
verse influenciada por numerosos factores externos como la raza, el sexo, la edad, proteina en la dieta,

estado de hidratacién, balance de sodio y el ciclo circadiano (von Hendy-Wilson y Pressler, 2011).

METODOS INDIRECTOS
e Marcadores séricos

o Creatinina:

La creatinina es un producto endégeno procedente del catabolismo muscular. Es una molécula
pequefia, 113 Daltons (Da), que se filtra libremente a través del glomérulo, no se absorbe en los tubulos

renales y es minimamente secretada por estos. Aunque clinicamente se considera este parametro como
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el indicador indirecto mas fiable para la evaluacion de la TFG, se correlacionan inversamente representado
una hipérbola (Cobrin et al., 2013; Hokamp y Nabity, 2016), es decir una gran reduccién en uno de los
parametros supone un cambio pequefio en el otro (Figura 2), por este motivo la creatinina no es un buen
marcador para identificar la enfermedad renal en estadios tempranos ya que aumenta cuando al menos
hay un 75% de pérdida de la masa renal que se corresponde con una pérdida de aproximadamente el 50-

60% de la funcionalidad renal (Braun et al., 2003; Hokamp y Nabity, 2016)

Figura 2. Relacion Entre la Creatinina Sérica y la Tasa de Filtracion glomerular

sCr

TFG

Nota. sCR= Creatinina sérica. TFG= Tasa de filtracidon glomerular. Adaptado de Creatinine in the Dog: a review

(p.167), por Braun J. et al. 2003. Veterinary Clinical Pathology, 32(4).

Inicialmente descensos graves en la TFG no implican grandes cambios en la concentracidn de
creatinina, mientras que en los individuos que ya presentan un descenso notable de la TFG, pequefos

cambios se traducen en grandes aumentos de la concentracién de creatinina (Braun et al., 2003).

Hay algunos factores extrarrenales que contribuyen al aumento sérico/plasmatico de esta
molécula. La creatinina aumenta tras la ingestién de carne, su concentracidn tiende a ser ligeramente mas
elevada en perros de razas grandes y en animales muy musculados (Craig et al., 2006). En individuos
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jovenes (<1 afo) las concentraciones de creatinina son mas bajas, su aumento es progresivo durante el
crecimiento y se mantiene estable hasta los 8-9 afios donde vuelve a decrecer. Situaciones de
deshidratacion superiores al 5% también pueden incrementar la concentracion de creatinina. Algunos
farmacos pueden influir en su concentracién, haciendo que aumente como en el caso de la administracién
de aminoglucésidos o algunos inhibidores de la enzima de conversion de la angiotensina o provocando su
disminucién como cuando se administran glucocorticoides (Braun et al., 2003; Cortadellas y Fernandez del
Palacio, 2012). También se ha visto que la concentracion puede ser mayor (0,05-0,1 mg/dL) en suero que
en plasma (Cortadellas y Fernandez del Palacio, 2012; Thoresen et al., 1992) e incluso también existe
variabilidad individual respecto a muestras tomadas de la vena yugular o la cefalica. Dada la variabilidad
de esta molécula entre los diferentes individuos de una misma especie, la sensibilidad de este pardmetro
podria aumentar realizando mediciones seriadas a un mismo individuo y evaluando los cambios dentro de

su propio rango de mediciones (Braun et al., 2003).

o) Urea:

La urea se sintetiza en el higado a partir del amoniaco derivado del catabolismo de aminoacidos

procedentes de proteinas enddgenas y exdgenas (Cortadellas y Fernandez del Palacio, 2012).

La urea se excreta casi exclusivamente a través de los rifiones, pese a que las bacterias intestinales
degraden la urea en amoniaco en cantidades relativamente importantes, este se recicla en el higado donde
es nuevamente convertido en urea. Tiene un peso de 60 Da, es filtrada libremente en el glomérulo y
reabsorbida por los tubulos, aumentando o disminuyendo su reabsorcién en funcidén del flujo de orina. De
esta manera en circunstancias en las que hay un descenso del volumen intravascular, o un bajo flujo
tubular urinario y aumento de la hormona antidiurética, la reabsorcion de urea es mayor, por tanto, no es

un buen marcador directo para estimar la TFG (Ferguson y Waikar, 2012; Israni y Kasiske, 2012).
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El incremento de urea puede verse afectado también por circunstancias extrarrenales como la
deshidratacién, sangrado de origen gastrointestinal, ingesta de dietas hiper proteicas, algunos farmacos y
situaciones en las que aumente el catabolismo proteico como individuos con fiebre o infecciones. En el
lado opuesto, afecciones del higado como la insuficiencia hepatica severa, el shunt portosistémico o dietas
muy pobres en proteinas también pueden llegar a provocar disminuciones en su concentracion

(Cortadellas y Fernandez del Palacio, 2012; Prause y Grauer, 1998).

o Dimetilarginina simétrica:

La dimetilarginina simétrica (SDMA) es un aminodacido metilizado, con un peso molecular de 202

Da. Se elimina casi completamente en los rifnones por filtracion glomerular y no parece existir reabsorcién
tubular para su reutilizacién. EIl SDMA presenta la ventaja de no verse influenciado por variables externas
como pueden ser la dieta, masa muscular o procesos inflamatorios, ademas de ser estable en suero o
plasma durante al menos 7 dias a temperatura ambiente y 14 dias a 4 2C (Hokamp y Nabity, 2016; Nabity
et al., 2015). Estudios recientes en veterinaria demuestran que otras variables externas tales como el sexo,
edad, variaciones diurnas, sindrome de la bata blanca, o administracién a corto plazo de inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina tampoco influyen en su concentracién sérica (Hokamp y Nabity,

2016; Moesgaard et al., 2007).

En estudios realizados en medicina humana, el SDMA ha demostrado ser un potente biomarcador
sérico renal con una alta correlacidn con la TFG, basandose en el aclaramiento mediante inulina, por

encima de la creatinina, pero al mismo nivel que la cistatina C (ElI-Khoury et al., 2016; Kielstein et al., 2006)

En medicina veterinaria la determinacién de SDMA ha demostrado tener una buena correlacién
con la TFG, incrementado antes que la creatinina sérica (Hall et al., 2016; Nabity et al., 2015). Ademas de
ser util tanto en la identificacidon de perros con enfermedad renal crénica como aguda, pero no para
diferenciar entre ambas condiciones (Dahlem et al., 2017).
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e Marcadores urinarios

En los dltimos afos se ha producido un aumento del estudio de diferentes marcadores urinarios.
Como ventaja, estos marcadores pueden indicar dafo en la funcionalidad renal antes que marcadores
séricos como la creatinina, y ademds pueden localizar el origen de la lesién como renal, glomerular o
tubular. Algunos de estos marcadores incluso sufren variaciones segun el fallo renal sea agudo o crdnico.
Estos marcadores son proteinas de diferentes pesos moleculares que pueden aumentar o disminuir segin

la lesion renal que presente el individuo (Kovarikova, 2015).

o Proteinuria:

El concepto de proteinuria se define como la existencia de proteinas en la orina. En animales sanos
es normal encontrar pequefias cantidades de proteinas de bajo peso molecular en la orina que se filtran a
través de la barrera glomerular y que se reabsorben a través del tubulo proximal, alteraciones en la
permeabilidad glomerular dan lugar a un aumento de las proteinas en orina debido a procesos patoldgicos.
En condiciones normales las proteinas séricas son bloqueadas segun su carga y tamafio por el glomérulo

(Harley y Langston, 2012).

La proteinuria persistente en ausencia de enfermedad de tracto urinario inferior o reproductivo,
puede contribuir al desarrollo de fendmenos tales como hipoalbuminemia, hipertension arterial sistémica,
alteraciones en los factores de coagulacion, alteraciones de la inmunidad celular, cambios en el peso y
masa muscular, asi como desarrollo de hipercolesterolemia (Cortadellas y Fernandez del Palacio, 2012).
Ademas de esto, estudios realizados en animales de laboratorio y seres humanos han visto que el aumento
mantenido en el tiempo de la concentracion de proteinas en la orina puede causar dafio glomerular y
tubular resultando en una pérdida progresiva de nefronas (Grauer, 2011; Jerums et al., 1998). La presencia
de proteinuria en animales con enfermedad renal crénica se asocia con un peor prondstico y, por tanto,
con un mayor indice de mortalidad (Jacob et al., 2005).
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Segln su origen, y de acuerdo con el consenso del Colegio Americano de Veterinarios
especializados en Medicina Interna (ACVIM), la proteinuria puede clasificarse como prerrenal, renal y
postrenal y a su vez la proteinuria renal puede clasificarse como fisioldgica o patoldgica y la proteinuria

postrenal puede englobar causas no-urinarias o urinarias (Lees et al., 2005)

Proteinuria prerrenal

La proteinuria prerrenal se produce cuando existe una cantidad anormal de proteinas en el
torrente sanguineo y pasan a la orina a través de la barrera de filtracion glomerular de un rifidn sano. Se
asocia a patologias no localizadas en el tracto urinario. Este tipo de proteinuria estd generalmente causada

por (Bartges, 2012; Lees et al., 2005):

Aumento de proteinas libres en plasma como la hemoglobina o mioglobina.

- Presencia de inmunoglobulinas de cadena ligera como las proteinas de Bence-Jones asociadas

a procesos tumorales como el mieloma multiple.

- Hemoblisis intravascular.

- Dafio muscular grave con pérdida masiva de mioglobina.

Proteinuria renal

La proteinuria renal se produce cuando hay un dafio estructural o funcional en los rifiones en
ausencia de un sedimento urinario activo. Puede ser fisioldgica cuando existe una respuesta por parte de
los rifiones a acontecimientos transitorios tales como fiebre, calor extremo, ejercicio intenso,
convulsiones, congestién venosa o estrés. La proteinuria renal suele ser reversible, transitoria y moderada
y existe una pérdida mayoritariamente de albimina (DiBartola, 2012; Harley y Langston, 2012; Lees et al.,

2005).
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2005):

En caso de proteinuria patolégica esta se puede clasificar segun el origen de la lesién (Lees et al.,

Glomerular, cuando existe un aumento de la filtracion de proteinas plasmaticas por
alteraciones en la barrera glomerular, que puede estar causado por hipertensién
intraglomerular, presencia de inmunocomplejos, dafio estructural o inflamacién vascular en
los propios capilares del glomérulo (Grauer, 2011). Suele ser una proteinuria de caracter
moderado — grave y que da lugar a la manifestacion de sintomatologia clinica en el individuo
que la padece. En este tipo de patologias predomina generalmente la pérdida de albimina y
con el progreso de la enfermedad aparecen otras proteinas de mas alto peso molecular
(inmunoglobulinas) (Kovarikova, 2015). Patologias renales tales como la amiloidosis y la
glomerulonefritis son dos causas frecuentes de proteinuria de origen glomerular (Harley y

Langston, 2012; Littman, 2011).

Tubular, cuando existe una disminucién en la reabsorcion o un aumento de la secrecion de
proteinas (Grauer, 2011). En este tipo de proteinuria predomina generalmente la pérdida de
proteinas de bajo peso molecular, aunque también pueden perderse proteinas de peso
molecular moderado como la albumina, pero en menor medida. La proteinuria tubular es
menos frecuente y la pérdida proteica suele ser leve - moderada. Estd asociada a patologias
tales como sindrome de Fanconi, necrosis tubular aguda y fallo renal agudo o crénico (Lees et

al., 2005; Riordan y Schaer, 2005; Grauer, 2011).

Intersticial o del parénquima renal, cuando existen procesos inflamatorios o patoldgicos que
cursan con secreciéon de proteinas en el espacio urinario desde los capilares peritubulares. Las

causas asociadas a este tipo de proteinuria son lesiones inflamatorias como, leptospirosis,
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presencia de urolitos en el parénquima renal, pielonefritis o neoplasia renal (Harley y

Langston, 2012; Lees et al., 2005).

Proteinuria postrenal

Se produce cuando existe una entrada de proteinas en laorina en el tracto urinario distal, posterior
a los rifiones. A su vez, se puede clasificar en no-urinaria cuando es causada por infeccién/inflamacion
genital o por contaminacién durante la recogida o andlisis de la muestra, y urinaria, cuando las proteinas
proceden de procesos hemorragicos o inflamatorios que ocurren en el trayecto de la orina desde los
rifiones hasta el exterior (uréteres, vejiga urinaria y uretra). La proteinuria de origen postrenal se resuelve

en cuanto se trata la causa primaria (Lees et al., 2005).

o Evaluacion de la proteinuria:

Métodos semicuantitativos

Tiras colorimétricas de orina

Este test semicuantitativo detecta principalmente aumentos de albimina en orina por encima de
30 mg/dL, aunque también puede detectar otras proteinas. Pueden darse falsos negativos cuando el
origen de la proteinuria son proteinas de Bence-Jones, si la concentracién de albumina es muy baja o la
orina se encuentra muy diluida o acida (Grauer, 2011). Los falsos positivos, aunque menos comunes en
perros respecto a los gatos, pueden ocurrir si la orina estd muy concentrada, pigmentada, es alcalina, el

sedimento es activo o en machos enteros (Grauer, 2005; Lyon et al., 2010; Vientds-Plotts et al., 2018).

La lectura de la tira deberia realizarse durante los 60 segundos posteriores al contacto con la orina
y retirando el exceso de la misma para no interpretar los resultados de manera errénea (Grauer, 2007;

Zatelli et al., 2010).
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Albumina

La albumina se sintetiza principalmente en el higado y funciona como proteina transportadora,
resultando esencial para el mantenimiento de la presién oncética. Tiene un peso molecular de 69
kiloDalton (kDa). El filtrado glomerular de perros sanos contiene 2-3 mg/dL de albimina, posteriormente
esta cantidad es reabsorbida en el tibulo proximal, excretdndose una cantidad final de albumina en

individuos sanos de menos de 1 mg/dL (Kovarikova, 2015).

Por lo tanto, la albimina no es solo un marcador de disfuncidn glomerular, sino también tubular,
aunque suele ser de mayor magnitud en caso de glomerulopatias. No obstante, es un marcador temprano

de disfuncién renal (Kovarikova, 2015).

La microalbuminuria (MA) se define como el hallazgo de concentraciones de albimina por encima
del rango de normalidad (<1mg/mL), pero por debajo del limite de deteccién mediante métodos
semicuantitativos, como la tira de orina colorimétrica (30 mg/dL). La microalbuminuria puede ser
detectada en la practica habitual dnicamente mediante el test semicuantitativo Early Renal Damage -

Health Screen (Heska, Colorado, USA) (Kovarikova, 2015; Whittemore et al., 2006).

Estudios realizados en medicina humana han demostrado que la presencia de MA precede a la
aparicion de la enfermedad renal en pacientes con patologias de riesgo concurrentes como diabetes
mellitus, hipertension o enfermedades sistémicas asociadas a glomerulopatias (Gorriz y Martinez-

Castelao, 2012; Hovind et al., 2001; Pinto- Sietsma et al., 2000; Redon y Williams, 2002).

En medicina veterinaria diversos estudios han relacionado la presencia de MA como un indicador
temprano previo al aumento del ratio creatinina/proteina en orina (UPC) de la enfermedad renal en perros
con glomerulopatias hereditarias (Grauer, 2005) asi como en perros con hipertensién asociada a

enfermedad renal crénica, siendo atil su deteccion en pacientes con un UPC inferior a uno (Bacic et al.,
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2010). Sin embargo, enfermedades sistémicas pueden dar lugar a un aumento de la microalbuminuria,
como enfermedades infecciosas, inflamatorias, metabdlicas, cardiacas o neoplasicas. Un estudio realizado
en perros con linfosarcoma y osteosarcoma demostré que la cantidad de microalbuminuria en estos
individuos era significativamente mas alta que en aquellos individuos sanos, aunque no superior al rango
de referencia y que esta cantidad no disminuyd una vez lo hizo la carga tumoral (Grauer, 2007). En otro
estudio realizado en perros en estado critico, hospitalizados en la unidad de cuidados intensivos o en la
recuperacion tras una anestesia, la presencia de microalbuminuria fue mayor a la reportada anteriormente
y en algunos casos se relaciond con una tasa de supervivencia menor (Vaden, 2011). No obstante, la
prevalencia de microalbuminuria en perros sanos se encuentra entre el 19 — 36% segun los diferentes

estudios (Grauer, 2005; Marynissen et al., 2016).

Acido sulfosalicilico

El test de turbidez con acido sulfosalicilico (SSA) consiste en mezclar de manera equitativa el
sobrenadante urinario con SSA al 5%, los resultados se evalUan en base al gradiente de turbidez de la
mezcla en una escala del 0 al 4, por lo que el método se evalia de manera subjetiva. Ademas de albumina
este test es capaz de detectar globulinas y proteinas de Bence-Jones, sin embargo, los falsos positivos se
pueden dar si la orina contiene restos de sustancias como contrastes radioldgicos, cefalosporinas o
penicilinas (Grauer, 2007; Harley y Langston, 2012), se ha descrito con este método hasta un 36,1% de

falsos positivos en perros en muestras con trazas de proteinas o proteinuria leve (Lyon et al., 2010).

Métodos cuantitativos

Ratio proteina/creatinina urinaria (UPC)

El ratio UPC mide de manera objetiva la cantidad de proteinas que se eliminan por la orina. Su

aumento en perros con enfermedad renal crdnica esta relacionado con un mayor indice de mortalidad
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(Jacob et al., 2005). A nivel clinico se considera el “gold standard” utilizado para cuantificar la proteinuria.
Aunque idealmente deberia medirse sobre la orina producida durante 24 h, se ha visto que existe una
buena correlacion entre esta medicion y la medicion de las proteinas de una sola muestra (Adams et al.,

1992; Harley y Langston, 2012)

La Sociedad Internacional de Interés Renal (IRIS) desde 2019, clasifica la proteinuria del perro de

la siguiente manera:

UPC<0,2 No Proteindrico
UPC0,2-0,5 Al borde de la proteinuria
UPC>0,5 Proteinurico

En cualquier caso, resultados positivos deberian medirse en un periodo de dos semanas para

descartar proteinurias transitorias o fisiologicas (Grauer, 2011)

Generalmente, resultados superiores a 2 indican proteinuria de origen glomerular, aunque
también pueden dar resultados inferiores. La proteinuria de origen tubular suele relacionarse con UPC
inferiores a uno (Lees et al., 2005; Littman et al., 2013). En perros con enfermedad renal crénica UPC

superiores a uno se correlacionan con un peor prondstico (Lees et al., 2005).

Cistatina C

La cistatina C es una proteina no glucosilada producida de manera constante por las células
nucleadas del organismo, a la que se le han otorgado funciones protectoras. Tiene un peso molecular de
13 kDa es filtrada en el glomérulo renal, reabsorbida en el tubulo proximal y eliminada completamente
por los rifiones (Fernandez et al., 2011). A diferencia de la creatinina parece que su concentracion sérica

no se ve influenciada por factores externos como la dieta o la masa muscular (Antognoni et al., 2005). Sin
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embargo, otro estudio revelé que los perros jovenes o de edad avanzada sanos, asi como perros de mas

de 15 kg presentaban concentraciones de cistatina C mas altas (Braun et al., 2002; Cobrin et al., 2013)

En medicina humana los estudios han demostrado que es un indicador mas sensible para la
determinacion indirecta de la TFG que la creatinina, ademas su excrecidn no se ve afectada por la edad, el
sexo o la dieta en individuos sanos, aunque si puede verse alterada en enfermedad tiroidea y estados de
inflamacidon (Fernandez et al., 2011). Diferentes estudios realizados en pacientes caninos demuestran su
utilidad en enfermedad renal crénica con una sensibilidad mayor respecto a la creatinina (Antognoni et
al., 2005; Wehner et al., 2008), sin embargo, no se ha demostrado la utilidad de la cistatina C en pacientes
con enfermedad renal aguda (Cobrin et al., 2013; de Loor et al., 2013). No obstante, Garcia-Martinez et al.
(2015), demostraron una correlacién positiva entre la concentracion de cistatina C en orina y pacientes
afectados de Leishmania con proteinuria y azotemia. A pesar de estos estudios, se recomienda la
determinacién simultanea de cistatina C y creatininas séricas para una mayor eficacia diagndstica, ya que

esta ultima tiene mayor especificidad (Wehner et al., 2008)

Inmunoglobulina G

Las inmunoglobulinas son glicoproteinas de alto peso molecular (160 kDa), producidas por las
células plasmaticas del bazo, linfonodos y médula ésea con una funcién principalmente de defensa
mediada por anticuerpos (Hokamp y Nabity, 2016). Su hallazgo en la orina implica dafo en la barrera
glomerular (D’Amico y Bazzi, 2003). El aumento de esta proteina en orina previo al aumento de creatinina
sérica y su correlacion con el aumento del UPC se ha visto en individuos con nefropatia hereditaria (Nabity
et al., 2012). Otras causas por las que puede haber un aumento de esta proteina en orina, son por ejemplo
perros proteindricos infectados por Leishmania (Garcia-Martinez et al., 2015; Solano-Gallego et al., 2003;

Zaragoza et al., 2003). Parece ser que en la orina de individuos con enfermedad renal concurrente y
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sedimento urinario activo (hematuria, piuria) la IgG se encuentra una mayor cantidad en comparacién a la

orina de individuos que no padecen patologia del tracto urinario inferior (Hokamp y Nabity, 2016).

Proteina C reactiva

La proteina C reactiva (PCr) es una proteina de fase aguda con un peso molecular de 115 kDa
sintetizada principalmente por los hepatocitos (Kovarikova, 2015). Aunque su hallazgo en orina implicaria
dafio glomerular, en un estudio realizado en perros con enfermedad renal crdnica esta no se vio
aumentada de una manera significativa. La hipdtesis es que para observar un aumento de la PCr en orina
es necesario que también esté aumentada en el plasma y se filtre a la orina a través de la barrera
glomerular (Smets et al., 2010). En perros con dafio renal, ya sea agudo o crdnico, relacionado con otras
causas, como leishmaniosis, babesiosis, piometra, o envenenamiento por mordedura de serpiente (24
horas después), la PCr también se encuentra aumentada (de Loor et al., 2013; Hrovat et al.,, 2013;

Kovarikova, 2015; Martinez-Subiela et al., 2013).

EVALUACION DE LA FUNCION TUBULAR

o Densidad urinaria:

El peso especifico de la orina o densidad urinaria (DU), hace referencia al cociente que se establece
entre el peso de un determinado volumen de orina y de agua destilada, y determina la concentracidn total
de solutos en la orina. La capacidad para concentrar la orina va a depender de los receptores hipotalamicos
y su respuesta frente a los cambios de osmolaridad, la respuesta de los baroreceptores frente a cambios
de presidn arterial y volumen y la liberacion de hormona antidiurética desde la neurohipdfisis (van
Vonderen et al., 1997). La disminucién de la capacidad de concentracién de la orina por parte de los
tubulos aparece cuando aproximadamente el 65 - 75% de las nefronas no son funcionales por lo que no

es un marcador mas precoz de lesidn renal que la creatinina (Nabity et al., 2011).
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La DU puede clasificarse de la siguiente manera segun la concentracion de solutos existente

(Graham, 2017):

- Hipostenurica DU <1.008: los tubulos renales son capaces de diluir la orina.

- Isostenurica DU 1.008 —1.012: existe la misma densidad entre la orina y el filtrado glomerular
antes de su paso por los tubulos renales, por lo que en presencia de deshidratacién o azotemia

es indicativo de que la funcidn tubular estd comprometida.

- Orina minimamente concentrada DU 1.013- 1.025: si es persistente en el tiempo sugiere que

parte de la funcién tubular puede estar comprometida.

- Orina concentrada DU> 1.030: es indicativo de que los tubulos concentran la orina con

normalidad.

La medicién de la DU puede verse afectada por factores externos tales como la edad, el estado de
hidratacion, la administracion de fluidos o farmacos como diuréticos o antinflamatorios esteroideos, la
existencia de otras enfermedades o la existencia de glucosa en la orina (Graham, 2017; Piech y Wycislo,
2019) incluso un estudio realizado en gatos recoge que las modificaciones en la alimentacidon pueden

alterar este factor en hembras (Rishniw y Bicalho, 2015).

o Osmolaridad urinaria:

Este término hace referencia no solo a la medida de concentracion de solutos en la orina, sino que
también mide la cantidad de moléculas por litro de orina y se expresa en osmoles/kg. Es una medida mas
precisa que la DU, puesto que ademas no se ve afectada por factores externos tales como la presencia de
glucosuria u otros solutos (Ayoub et al.,, 2013) aunque parece existir gran variabilidad intra- e

interindividual (van Vonderen et al., 1997). Sin embargo, a nivel clinico la determinaciéon de la DU
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mediante refractémetro es mucho mas sencilla y utilizada, ya que no requiere de férmulas especificas

(Ayoub et al., 2013).

o) Enzimuria:

Las enzimas mas estudiadas en animales de compaifiia son la N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG),
la gamma-glutamil-transpeptidasa (GGT) y la fosfatasa alcalina (FAL). Estas enzimas se sitdan en las células

de los tubulos proximales y son facilmente excretadas por la orina cuando se danan (Kovarikova, 2015).

En el caso del NAG se han visto concentraciones mayores, pero no significativas en machos que
hembras, pudiendo deberse a la contaminacién con el semen, la edad sin embargo no influye en la
concentracién de esta enzima. Otro factor que puede influir en el aumento de la enzima es la presencia

de infeccidn de tracto urinario inferior junto con pielonefritis (Sato et al., 2002; Smets et al., 2010).

Perros con nefropatia hereditaria ligada al cromosoma X también presentan cantidades
anormalmente altas en la orina. No obstante, la deteccidn de NAG se muestra especialmente util en la
deteccion precoz de dafio renal, no resultando Util en estadios avanzados de la enfermedad (Cobrin et al.,
2013; Nabity et al., 2012). A pesar de la creencia de que es un marcador exclusivo de dafio tubular, estudios
en perros con enfermedad renal crénica han relacionado el aumento de NAG en orina con lesiones
glomerulares confirmadas mediante histologia, sin embargo, no se encontré relacidon entre su aumento y

la presencia de lesiones histoldgicas tubulares (Hokamp et al., 2016)

El incremento de la GGT se relaciona con dafio renal agudo previo al aumento de creatinina sérica,
como en el caso de necrosis tubular por administracion de sustancias nefrotdxicas como la gentamicina o

amikacina (Cobrin et al., 2013).

En el caso de la FAL los estudios publicados sugieren que su aumento en la orina esta relacionado

con dafio en el tubulo proximal (Kovarikova, 2015).
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o Proteina transportadora de retinol:

La proteina transportadora de retinol (PTR) es una proteina de bajo peso molecular (21 kDa) que
se sintetiza principalmente en el higado (Frey et al., 2008). Niveles altos de esta proteina en orina son
significativos de dafio tubular en pacientes con enfermedad renal crénica. Factores extrarrenales como la
edad no suponen diferencias en la concentracién (Smets et al., 2010). La presencia de piuria o bacteriuria
provoca incrementos moderados de esta proteina respecto a perros con enfermedad renal proteinuricos

y sedimento inactivo (Hokamp y Nabity, 2016).

En perros con nefropatia hereditaria el aumento de la PTR se produjo antes que la presencia de
azotemia, pero posterior a la presencia de proteinuria, los aumentos mas significativos se dieron en
estadios medios tardios de la enfermedad, con lo que esta proteina podria ser Util no solo en la deteccidn
precoz de dafio tubular sino también la monitorizacidn de la progresion de la enfermedad (Cobrin et al.,

2013; Hokamp y Nabity, 2016)

o Lipocalina-gelatinasa neutrofilica urinaria:

La lipocalina-gelatinasa neutrofilica urinaria (NGAL) es una proteina que pesa 25 kDa y que se
expresa en los neutroéfilos, asi como en otras células epiteliales que se encuentran en diferentes tejidos
entre ellos el renal, por lo tanto, aumenta cuando hay lesion en el epitelio del tubulo renal (Cobrin et al.,

2013; Nickolas et al., 2008).

En medicina humana, estudios relacionan positivamente el aumento de NGAL en enfermedad
renal de curso agudo, siendo la sensibilidad y especificidad del mismo superior que otros biomarcadores

como el NAG, alfa;-microglobulina y creatinina sérica (Nickolas et al., 2008).

Parece ser que en cachorros menores de 4 meses existe un aumento del NGAL, que puede deberse

a la contaminacion de neutrdfilos en el prepucio en muestras recogidas por miccién espontdnea. Perros
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con infecciones del tracto urinario inferior y piuria también son susceptibles de tener niveles de NGAL

aumentados (Nabity et al., 2012).

La deteccion de esta proteina en la orina ocurre en casos de enfermedad renal aguda antes de que
se produzca el aumento de creatinina. En perros con enfermedad renal crénica se ha demostrado una
buena correlacion tanto en dafio glomerular como intersticial. También el aumento de la NGAL previo al
aumento de la creatinina en el caso de individuos con nefropatia hereditaria ligada al gen X (Hokamp y

Nabity, 2016; Nabity et al., 2012).

o Microglobulinas:

La alfa;-microglobulina es una proteina antiinflamatoria con un peso de 27 kDa que se filtra a
través del glomérulo y se reabsorbe en el tibulo, por lo tanto, su aumento en orina es indicador de lesién
tubular. La beta,-microglobulina es una proteina que se encuentra en la superficie de las células nucleadas
y tiene un peso molecular de 11,8 kDa. Al contrario que la alfa;-globulina esta proteina es de caracter
inestable en orina acida (Penders y Delanghe, 2004). En el estudio realizado en perros con nefropatia
hereditaria ligada al cromosoma X, la beta,-globulina fue un mejor marcador para los estadios tempranos
de la enfermedad renal, sin embargo, los cambios no fueron significativos en la monitorizacion de la

enfermedad (Nabity et al., 2012).

o Proteina de Tamm-Horsfall:

La proteina de Tamm-Horsfall (PTH), con un peso molecular de 100 kDa es sintetizada en las células
epiteliales situadas en el Asa de Henle y los tubulos contorneados distales. La presencia de esta proteina
en orina de perros sanos es un hallazgo comun (Chacar et al., 2017), en medicina humana parece que juega
un papel importante en los mecanismos de defensa frente a infecciones del tracto urinario inferior

(Devuyst et al., 2005).
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Varios estudios en medicina veterinaria realizados en individuos con enfermedad renal crénica
apoyan la teoria de que la cantidad de esta proteina se correlaciona negativamente con el grado de
enfermedad renal, es decir, en estadios lll y IV de la enfermedad renal crénica hay una disminucién de la
concentracion de PTH en orina, sin embargo no parece haber diferencias significativas entre individuos
sanos e individuos no azotémicos pero proteinuricos, por lo tanto no es un buen marcador de enfermedad

renal cronica en estadios iniciales (Chacar et al., 2017; Raila et al., 2014).

ENFERMEDAD RENAL CRONICA

La enfermedad renal crénica (ERC) es una de las patologias mas frecuentes en perros de edad
avanzada. La ERC hace referencia a una insuficiencia estructural y/o funcional irreversible de uno o ambos
rifiones que se mantiene al menos durante 3 meses y provoca que los rifiones no sean capaces de
mantener las funciones propias, como la homeostasis. La prevalencia de esta enfermedad en la especie
canina es del 0,5 al 1,5% (Bartges, 2012). Generalmente la enfermedad progresa de manera lenta desde
un estadio inicial sin sintomatologia clinica, ni cambios laboratoriales, hasta un estadio terminal con signos
clinicos severos asociados. El objetivo del tratamiento de la ERC es el de frenar el progreso de la

enfermedad y tratar los sintomas clinicos asociados a la misma (Bartges, 2012; Jacob et al., 2005).
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PRINCIPALES CAUSAS DE ENFERMEDAD RENAL

Las principales causas de enfermedad renal en la especie canina se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Principales Causas de Enfermedad Renal en Perros

Causas

Isquemia renal Shock; Disminucién gasto cardiaco; Anestesia; Trauma;
Hipertermia/hipotermia; Quemaduras extensas; Reaccion a
transfusion; Trombosis vasos renales/coagulacion intravascular
diseminada; Hiperviscosidad/policitemia; Antiinflamatorios no

esteroideos.

Enfermedades renales primarias  Agentes infecciosos; Inmunomediado; Neoplasia.

Enfermedades secundarias con  Agentes infecciosos; Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica;
manifestacion renal Fallo multiorganico; Coagulacion intravascular diseminada;

Pancreatitis; Sindrome hepatorrenal; Hipertensidon maligna.

Nefrotoxinas Toxinas exdgenas; Farmacos; Toxinas enddgenas.

Nota. Adaptado de Veterinary Internal Medicine (p. 4653), Ettinger S.J., Feldman E.C., Coté E., 2017, Elsevier.
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CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD RENAL CRONICA

La International Renal Interest Society (IRIS) clasifica a los pacientes con enfermedad renal segin

la concentracion sérica de creatinina, el UPC y la presion arterial, con el objetivo de clasificar y

monitorizar a los pacientes con enfermedad renal crénica (Tablas 2,3 y 4):

Tabla 2. Clasificacion de la Enfermedad Renal Crénica en Base a la Concentracion de Creatinina Sérica

Estadio Creatinina en Comentarios

sangre (mg/dL)

En riesgo <1,4 La historia clinica del paciente sugiere que pueda estar en riesgo de
desarrollar ERC debido a factores de riesgo como la edad, raza,
exposicidn a sustancias nefrotéxicas, o alta prevalencia de
enfermedades infecciosas en la zona.

Estadio | <1,4 No azotémico. Presencia de otras alteraciones renales como
incapacidad para concentrar bien la orina, palpaciéon o imagen renal
anormal o proteinuria de origen renal.

Estadio Il 1,4-2,8 Azotemia media. Si hay existencia de signos clinicos seran de caracter
leve.

Estadio lll 2,9-5 Azotemia moderada. Puede haber multiple sintomatologia clinica
asociada, dependiendo de la severidad de las mismas se puede clasificar
en un estadio Ill temprano o avanzado.

Estadio IV >5 Riesgo alto de signos clinicos asociados y crisis urémica.

Nota. Reproducida de International Renal Society (IRIS), 2019.

(http://iris-kidney.com). Dominio publico.
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Debido a la capacidad del SDMA como marcador sérico temprano de ERC, la IRIS considera que su
medicion y aumento persistente por encima de los rangos de referencia (>14 pg/dL) deberia tenerse en
cuenta a la hora de estadificar un paciente. Asi pues, establece que pacientes con aumentos de este
marcador superiores a 18 ug/dL y con niveles de creatinina por debajo de 1,4 sean considerados como

estadio Il (IRIS, 2019).

Pacientes clasificados como IRIS Il, pero con una baja condicién corporal y con valores de SMDA
superiores a 35 pg/dL, deberian clasificarse como estadio Ill y aplicar el tratamiento correspondiente, ya
que es posible que se haya subestimado el grado de disfuncién renal, debido a las variaciones de la
creatinina en relacién a la condicidn corporal. De la misma manera, pacientes que se encuentran en un
estadio Ill, pero con valores de SDMA superiores a 54 ug/dL deberian clasificarse y tratarse como estadio

IV (IRIS, 2019).

Para la clasificacidn de los pacientes renales segun las pérdidas de proteinas en orina se han de
descartar causas prerrenales y postrenales. Los pacientes en subestadio no proteinurico o al borde de la
proteinuria, deberian clasificarse como “microalbumindricos”. En pacientes proteinuricos la medicidn del
UPC deberia repetirse a las dos semanas para confirmar que se trata de una proteinuria renal persistente

(Lees et al., 2005).

La evaluacion de respuesta al tratamiento deberia ser monitorizada periddicamente mediante el

UPC (IRIS, 2019).
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Tabla 3. Clasificacion de la Enfermedad Renal Crénica en Base al Ratio Proteina Creatinina en Orina

UPC Subestadio

<0,2 No Proteinurico
0,2-0,5 Al borde de la proteinuria
>0,5 Proteinurico

Nota. Reproducida de International Renal Society (IRIS), 2019

(http://iris-kidney.com). Dominio publico.

Tabla 4. Clasificacion de la Enfermedad Renal Crénica en Base a la Medicion de la Presion Arterial

Sistémica y su Relacion con el Dafio a Organos Diana

Presion arterial sistélica mmHg Subestadio Riesgo de dafio en érgano diana
<140 Normotenso Minimo

140 - 159 Prehipertenso Bajo

160-179 Hipertenso Moderado

>180 Hipertenso grave Alto

Nota. Reproducida de International Renal Society (IRIS), 2019

(http://iris-kidney.com). Dominio publico.

Hay que tener en cuenta que las presiones arteriales altas, en ausencia de dafio en érganos diana,
deben de ser sostenidas en el tiempo, uno o dos meses, para considerarse como patoldgicas. Asi mismo
hay algunas razas, como los lebreles que, de manera fisiolégica presentan presiones arteriales mas altas

(IRIS, 2019; Acierno et al., 2018).
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GLOMERULOPATIA EN ENFERMEDAD RENAL CRONICA

La enfermedad glomerular es una de las principales causas que conducen a enfermedad renal
cronica en el caso de los perros. La glomerulopatia puede ser de origen congénito con predisposicion en
algunos tipos de razas como el Samoyedo, Bull Terrier, Galgo, Dalmata, Cocker Spaniel inglés, Pincher,
Terriers de capa blanca (Jansen et al., 1987; Littman et al., 2013; Vaden, 2011) aunque la mayoria tienen
un origen adquirido por formacidn de inmunocomplejos en el glomérulo (glomerulonefritis) u otros tipos
de alteraciones como depdsitos amiloides en el interior de glomérulo (amiloidosis). La prevalencia de la
enfermedad glomerular, aunque es desconocida podria oscilar entre el 43 y 90% en perros seleccionados

aleatoriamente (Grauer, 2005; Vaden, 2011)

La enfermedad glomerular puede clasificarse también en primaria, si el inicio de la lesion se
produce en el glomérulo o secundaria, si el dafo en el glomérulo se produce después de una lesién en el
sistema tubular o por una pérdida de nefronas. La magnitud de la proteinuria refleja la severidad de Ila

enfermedad (Brown et al., 2013)

GLOMERULONEFRITIS

La glomerulonefritis es la causa mas habitual de glomerulopatia, y se produce habitualmente
cuando se depositan inmunocomplejos (IC) dentro de las paredes del glomérulo (Tabla 5). El depésito de

IC puede darse a través de dos mecanismos (Grauer, 2005)

- ICcirculantes que quedan atrapados.

- Complejos inmunes que se forman in situ.
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Tabla 5. Enfermedades Asociadas con la Glomerulonefritis en Perros

Causas

Infecciosas

Neoplasia

Inflamatoria

Miscelanea

Bacterianas:  Anaplasmosis;  Borreliosis;  Bartonelosis;  Brucelosis;
Endocarditis; Piometra; Pioderma; Infecciones bacterianas cronicas;
Protozoarias: Babesia; Hepatozoonosis; Leishmaniasis; Tripanosomiasis;
Rickettsiales: Ehrlichiosis; Virales; Adenovirus canino tipo |; Parasitarias:

Dirofilariosis; Fungicas: Blastomicosis; Coccidiomicosis

Leucemia; Linfoma; Mastocitosis; Eritrocitosis primaria; Histiocitosis

sistémica; Otras neoplasias

Dermatitis cronica; Enfermedad inflamatoria intestinal, Pancreatitis;
Enfermedad periodontal; Poliartritis; Lupus eritematoso sistémico; Otras

enfermedades inmunomediadas

Idiopatica; Exceso corticoterapia; Terapia con trimetroprim-sulfa; Infusion
crénica de insulina; Deficiencia de complemento C3 congénita; Terapia con

Masitinib

Nota. Adaptado de Veterinary Internal Medicine (p. 4653), Ettinger S.J., Feldman E.C., Coté E., 2017, Elsevier.

GLOMERULONEFRITIS ASOCIADA A LEISHMANIA INFANTUM

La Leishmaniosis canina (Lcan) es una enfermedad protozoaria, endémica en mas de 70 paises. Se

transmite a través de la picadura del mosquito hembra del género flebétomo. La Leishmania infantum

completa su ciclo a través de dos hospedadores, el fleb6tomo, donde el parasito se transforma en

promastigote flagelado y un mamifero, donde el parasito se transforma en amastigote intracelular
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obligatorio. El perro es el reservorio principal en la cuenca Mediterranea. Se han descrito algunos factores
de riesgo a la hora de desarrollar la enfermedad como las razas Boxer, Cocker Spaniel, Rottweiler y Pastor
Alemdn (Miranda et al., 2008; Laia Solano-Gallego et al., 2011). La edad también parece ser un factor
influyente, asi pues, hay una mayor prevalencia de la enfermedad en los perros menores de tres afios y
mayores de ocho (Solano-Gallego et al., 2011), sin embargo, los signos clinicos patoldgicos asociados a la

poblacién joven parecen ser mas leves (Cabré et al., 2021)

Ademas de la transmisién mediante flebétomos, el contagio a través de transfusiones de sangre
donde el donante es portador (de Freitas et al., 2006), la transmision vertical y la venérea han sido
descritas (Boggiatto et al., 2011; da Silva et al., 2009). Del mismo modo, existe la sospecha de que pueda

haber contagio directo entre perros mediante heridas o mordeduras (Ribeiro et al., 2018).

e Leishmaniasis visceral (LV)

La LV afecta principalmente a los rifiones, provocando finalmente una insuficiencia renal aguda o
crénica, sin embargo, esto es poco frecuente siendo la presencia de proteinuria un hallazgo mucho mas
habitual en estos perros infectados (Meléndez-Lazo et al., 2018). La afeccion de los rifiones se relaciona
con la forma mas grave de la enfermedad (estadio 3 y 4) y con un peor prondstico. El titulo serolégico de
estos animales varia de moderado a alto. Ademas de los signos clinicos propios de la infeccidn activa, los
pacientes presentan sintomatologia asociada a la formacion de inmunocomplejos y/o sindrome nefrético.
Los cambios clinicopatolégicos que se pueden encontrar son entre otros, anemia moderada no
regenerativa, hipoalbuminemia, aumento de los valores de creatinina y UPC por encima de 1 (Solano-

Gallego et al., 2009).

41



o Patogenia:

Existe una gran prevalencia de infeccién subclinica puesto que infeccién no es igual a enfermedad
y, por lo tanto, no siempre se manifiestan los signos clinicos. Esto depende mayoritariamente del tipo de
respuesta inmunitaria adquirida del animal, siendo mas efectiva la via celular frente a humoral (Cardoso

et al., 2007; Hosein et al., 2017).

Los animales que no desarrollan la enfermedad presentan una respuesta celular predominante
mediada por los linfocitos T CD4+ (T helper 1), los cuales liberan y-interferén, IL-2 y TFNa, que inducen la
actividad anti — Leishmania por parte de los macréfagos. Sin embargo, si se desarrolla mayoritariamente
la respuesta humoral tipo T helper 2, que implica la produccién de citoquinas tales como la IL-10, la IL-4 o
el TNF- a, hacen que la carga parasitaria aumente y los mecanismos para el control de la enfermedad sean

escasos, desarrollandose sintomatologia clinica (Tabla 6) (Baneth et al., 2008; Hosein et al., 2017).

Tabla 6. Tipos de respuesta Inmunitaria Adquirida Frente al Contacto con Leishmania infantum

Respuesta eficaz

Linfocitos Thl Eliminacion

pardasito

Inmunidad
adquirida

Respuesta ineficaz

Linfocitos Th2 e Diseminacién del

parasito

Nota. Adaptada de Guidelines for diagnosis and clinical classification of leishmaniasis in dogs (p. 1184), por Paltrinieri

S. et al. 2010, Journal of American Veterinary Medical Association, 236 (11).
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o Diagndstico:

La deteccidn del parasito en el hospedador puede realizarse de varias maneras:

1-. Deteccién de anticuerpos anti-leishmania en el suero del hospedador, esto puede realizarse
mediante inmunofluorescencia indirecta (IFl) o ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA). De
forma que un alto nimero de anticuerpos es diagndstico de Lcan (Miré et al., 2009; Solano-Gallego et al.,

2009).

2-. Deteccidn del 4cido desoxirribonucleico (ADN) del parasito mediante técnicas moleculares. Las
muestras de médula dsea, linfonodos y bazo son las mas sensibles para la realizacién de la reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR) (de Carvalho et al., 2018; Maia et al., 2009).

3-. Observacidn directa del parasito (amastigote) mediante citologia de tejidos corporales como
linfonodos, lesiones en la piel, bazo, médula ésea o mediante histopatologia de érganos afectados. La no

observacién del parasito no es significativa de que no exista infeccién (Solano-Gallego et al., 2009).

4-. Nuevos marcadores urinarios: se han realizado varios estudios para detectar las distintas
proteinas en orina de perros proteinuricos con Leishmania con el fin de encontrar marcadores mas
tempranos que la creatinina. Asi pues, Garcia-Martinez et al. (2015) concluyeron en un estudio realizado
mediante ensayo inmunoturbidimétrico, que la concentracidon de ferritina aumentaba en perros con
proteinuria antes que la creatinina sérica. |Ibba et al. (2016) en un estudio realizado mediante SDS-AGE,
determinaron que el ratio GGT/creatinina urinaria podia ser un método rdpido y eficaz para la
identificacion de perros con proteinuria de origen tubular, consistente con enfermedad avanzada y que
por tanto se podria usar como indicador de patologia para llevar a cabo mas pruebas diagndsticas. En esta
misma linea, Solano-Gallego et al. (2003) determinaron mediante analisis de electrotransferencia, la

presencia de anticuerpos anti-Leishmania Inmunoglobulina G solo en la orina perros proteindricos.
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o Signos clinicos:

Los signos clinicos pueden ser muy variados (Tabla 7) dependiendo de si es una forma cuténea,
visceral (LV) o mixta. No obstante, la manifestacién clinica varia entre individuos y el desarrollo de la

enfermedad puede ser crénico o agudo (Solano-Gallego et al., 2011).

Tabla 7. Diferentes Manifestaciones Clinicas Asociadas a la Infeccion y Desarrollo de la Enfermedad de

Leishmania infantum

Sintomatologia clinica

General Linfadenopatia generalizada; Pérdida de peso; Cambios apetito; Letargia; Palidez de
mucosas; Esplenomegalia; Poliuria/polidipsia; Fiebre; Desordenes gastrointestinales.

Cutaneo Dermatitis exfoliativa no pruriginosas con o sin alopecia; Dermatitis erosiva-ulcerativa;
Dermatitis nodular; Dermatitis papular; Dermatitis pustular; Onicogrifosis.

Ocular Blefaritis y conjuntivitis; Queratoconjuntivitis; Uveitis anterior/Endoftalmitis

Otros Lesiones nodulares o ulcerativas mucocutaneas o mucosas; Epistaxis; Cojera; Miositis

masticatoria atrdfica; Alteraciones vasculares; Alteraciones neurolégicas

Nota. Adaptada de LeishVet guidelines for the practical management of canine leishmaniosis por Solano-Gallego L.

et al. 2011, Parasites and Vectors, 4 (86).

La enfermedad se ha clasificado en cuatro grados dependiendo de la serologia, de los hallazgos

laboratoriales, signos clinicos, tratamiento y prondstico (Solano-Gallego et al., 2011) (Tabla 8):
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Tabla 8. Clasificacion de los Estadios Clinicos de la Infeccion por Leishmania infantum en Base a la

Serologia, Signos Clinicos, Hallazgos Laboratoriales, Tratamiento y Prondstico

Estadio |

Estadio Il

Estadio Ill

Estadio IV

Niveles de
anticuerpos
Signos

clinicos

Hallazgos

laboratoriales

Tratamiento

Pronéstico

Negativos o
positivos bajos
Linfadenopatia

periférica,

dermatitis papular

Sin hallazgos

AoAGoMOoA+
AGo
A+M

Bueno

Bajos a altos

Lesiones cutaneas,
anorexia, pérdida de

peso, epistaxis, fiebre

Leve anemia no
regenerativa,
hipergammaglobulinemia,
sindrome del suero
hiperviscoso

A+AM o A+M

Bueno o reservado

Medios a altos

Lesiones

producidas por

inmunocomplejos

Estadio IRIS I o Il

A+AM o A+M

Guias IRIS

Reservado o

pobre

Medios a altos

Tromboembolismo
pulmonar, estadio
final de la
enfermedad renal

Estadio IRIS Il a IV

A

Guias IRIS

Pobre

Nota. A= Alopurinol; AG= Antimoniato de Meglumine; IRIS= International Renal Society; M= Mitelfosina. Los

estadios Il, lll y IV comprenden los signos clinicos y hallazgos laboratoriales del estadio que les precede.

Adaptada de LeishVet guidelines for the practical management of canine leishmaniosis por Solano-Gallego L. et al.

2011, Parasites and Vectors, 4 (86).
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ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

La electroforesis en términos generales se describe como una técnica donde se produce una
migracion a través de un campo eléctrico de moléculas orgdnicas ionizadas hacia el polo de carga opuesta.
Fue empleado por primera vez en 1937 por Tiselius. Estas moléculas pueden ser proteinas, acidos nucleicos
y otras biomoléculas, dada su versatilidad no solo se utiliza en la medicina, sino que también es de gran
utilidad en otros campos como la biologia, farmacia o la industria alimentaria. En medicina veterinaria se
utiliza principalmente para separar proteinas séricas, aunque en las Ultimas décadas también se ha
utilizado para la separacién de proteinas en otros liquidos corporales, como la orina y el liquido

cefalorraquideo (Cowdrey et al., 1995; Jenkins y Guerin, 1996).

ELECTROFORESIS ZONAL

Las moléculas se desplazan sobre un soporte sélido y homogéneo, como el papel o algunos tipos

de geles, en un campo eléctrico, donde existe diferencia de potenciales (Figura 3) (Counotte, 2010).

Figura 3. Funcionamiento del sistema de electroforesis en gel

e E.Q\ ~— Electrodos

+ -
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e Electroforesis en papel

Actualmente es una técnica en desuso. Se realiza sumergiendo papel de filtro que actia como
soporte, en una solucion tampdn de pH alcalino, donde una vez colocada la muestra se aplicard una

corriente eléctrica directa durante horas. Mediante colorante se diferencian 5 zonas (Khon, 1957; Lubran,

1966).
o Electroforesis en acetato de celulosa

Al igual que en la técnica anterior se necesita de una solucidn tampdn de pH alcalino. En esta
técnica el soporte lo forman tiras de acetato de celulosa. La separacidn se realiza de manera rapida y se
puede realizar utilizando muestras en pequefia cantidad, sin embargo, absorben poca agua y por ello son

mas susceptibles a la evaporacion y a una menor resoluciéon (Khon, 1957) .

e Electroforesis en gel de agarosa

El medio de soporte en este caso es un gel de agarosa, donde las proteinas se separan por carga y
tamafio cuando se les aplica una corriente eléctrica. Durante la electroforesis la matriz de agarosa se debe

sumergir en una solucién buffer para reducir las variaciones de pH (Garcia, 2000; Krizek y Rick, 2002; Lee

et al., 2012).
e Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

El medio de soporte en esta técnica es un gel de poliacrilamida que se forma por la
copolimerizacion vinilica del mondmero acrilamida y de un agente formador de enlaces cruzados (N-N-
metilen-bis-acrilamida). Es una de las técnicas mas usadas habitualmente, ya que la matriz de gel es

guimicamente inerte, con propiedades uniformes y facilmente reproducible, ademas, la visualizacion de

47



las bandas se mantiene en el tiempo de manera prolongada con una buena resoluciéon (Garcia, 2000;

Jeannot et al., 1999).

e Electroforesis en sodio dodecilsulfato -gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Es una variacion de la técnica anterior siendo un método desnaturalizante de proteinas mediante
el gel SDS, donde se fijan. Es la electroforesis en gel mas utilizada ya que permite no solo la identificacion

de las proteinas, sino que ademas permite determinar su peso molecular (Jeannot et al., 1999).

o Electroforesis de alta resolucion

La electroforesis de alta resolucién (EAR) en suero junto con el inmunotipado electroforético (IFE)
permite la identificacion de proteinas contenidas en una region electroforética (Abate et al., 2000). En esta
técnica las proteinas migran en base a su carga, volumen y masa (Littman et al., 2013). Segun el estudio
realizado por Abate et al. (2000), las diferentes proteinas encontradas en suero en las diferentes regiones
electroforéticas fueron albumina, a lipoproteina, o antitripsina, haptoglobulina, hemoglobulina, o,
macroglobulina,  lipoproteina, C3 complemento, fibrindgeno e inmunoglobulinas, por lo tanto, concluye

que la EAR, proporciona una mejor resolucién que las técnicas en gel.

USO DE LA ELECTROFORESIS EN GEL EN LA ORINA

La electroforesis de zona en distintos soportes para evaluar las proteinas contenidas en la orina
sigue los mismos principios mecanicos que la electroforesis en suero. En los ultimos afios el uso de esta
técnica haido incrementado hasta ser considerada por la IRIS como una herramienta mds en el diagnéstico

de la enfermedad renal en pequefios animales (Littman et al., 2013)

El objetivo de la mayoria de los estudios realizados mediante técnicas electroforéticas es el de

diferenciar entre proteinuria de origen glomerular, tubular o mixto, basandose en la migracién de las
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diferentes proteinas (Giori et al., 2011) . Las proteinas de alto peso molecular se relacionan con lesiones
de origen glomerular y las proteinas de bajo peso molecular se relacionan con lesiones de origen tubular
(Harley y Langston, 2012). Un estudio realizado por Zini et al. (2004) mediante SDS-AGE, se evaluo la
relacion entre 49 perros con proteinuria asociada a causas renales y los hallazgos de la histologia renal.
Los resultados revelaron que la técnica electroforética presentaba una alta sensibilidad para detectar dafo

glomerular o tubular pero muy baja especificidad para diferenciar entre ambos.

Un estudio realizado por Giori et al. (2011) evalud la eficacia de la técnica de la EAR comparandola
con SDS- AGE, para detectar individuos con UPC superiores a 0,2, concluyendo que con la EAR se obtenia
una alta especificidad, pero baja sensibilidad y a la inversa para SDS-AGE, por lo que ninguna de las dos
técnicas puede sustituir el UPC como método cuantitativo para evaluar la proteinuria. En relacion al origen
de la proteinuria se concluyé que un ratio elevado albumina/alfa;-globulina se podia corresponder con
una proteinuria de origen glomerular y un ratio disminuido pueda relacionarse con proteinuria de origen
tubular. En otro estudio realizado por Beristain-Ruiz et al. (2013) utilizaron la técnica SDS-PAGE para
evaluar las proteinas urinarias en perros con enfermedad cardiaca asociada a Dirofilaria inmitis. Se observé
una disminucion de transferrina que se relaciond con que en perros con diferentes procesos inflamatorios
esta pudiese disminuir en la excrecion renal. En este mismo estudio el aumento de la proteina alfa;-

globulina también se relaciond con dafo tubular.

Raila et al. (2014) estudiaron mediante SDS-PAGE la relacidn entre la excrecidon urinaria de
proteina Tamm-Horsfall y el estado de la funcidn renal en perros, concluyendo que la disminucidn de la
misma se produce en perros con una concentracion de creatinina sérica por encima del rango de referencia
y un UPC superior a 2,17 por lo que no es una técnica valida para evaluar dano renal en estadios

tempranos.
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Un estudio preliminar presentado por Paltrinieri et al. (2015) evalué la orina mediante SDS-AGE
de 11 perros con Leishmania con proteinuria clasificados como estadio | de la clasificacién IRIS, durante
las distintas semanas de tratamiento (0,2,4 y 6), concluyendo que no encontraron cambios significativos
en los patrones electroforéticos durante el tratamiento, aunque los perros presentaron variaciones en el

UPC.

Lavoué et al. (2015) publicaron un estudio retrospectivo con el objetivo de caracterizar la
proteinuria en la raza Dogo de Burdeos, ya que esta predispuesta a padecer glomerulonefropatia de origen
familiar. En este estudio el origen de la proteinuria fue determinado mediante SDS-AGE ademas de otros
marcadores urinarios, concluyendo que el uso de SDS-AGE junto con le medicidn de otros marcadores
urinarios puede ser util para descartar lesiones glomerulares en Dogo de Burdeos al borde de la

proteinuria.

Un estudio retrospectivo publicado por Hokamp et al. (2018), relaciond los patrones urinarios
obtenidos mediante electroforesis en gel urinaria con el dafio renal identificado mediante histologia de
perros con proteinuria y ERC. Los resultados de los distintos patrones mostraron alta sensibilidad y
especificidad para la deteccion de dafio glomerular, y alta especificidad para la deteccién de dafio
tubulointersticial, pero correlacién moderada en ambos casos para detectar la severidad del dafio renal.
En cualquier caso, concluyeron que las bandas electroforéticas pueden resultar Utiles para la deteccion de

dafio glomerular y/o tubulointersticial pero no deben sustituir a la biopsia renal.

El uso de las técnicas electroforéticas en gel asociadas (SDS-PAGE) asociadas a la técnica Western
blot también han sido utilizadas en orina para determinar la expresidn de ciertas proteinas que puedan
estar relacionadas con la ERC. En un estudio realizado por Chacar et al. (2017), se identificd la expresion
de proteinas tales como albumina, proteina de unién de vitamina D, proteina de unidn del retinol y

proteina de Tamm-Horsfall. El uso de esta técnica en perros con Leishmania también ha sido probado
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habiendo excrecidn de proteinas del tipo inmunoglobulina G o inmunoglobulina A en los perros con dafio

glomerular (Zaragoza et al., 2003).

Mas recientemente, con el objetivo de encontrar biomarcadores renales en orina canina (Ferlizza
et al., 2020) han combinado SDS-PAGE asociado a espectrofotometria de masas, asociando la presencia

de componente tubulares como uromodulina, trigonelina y carnosina a la presencia de ERC.

ELECTROFORESIS CAPILAR

La electroforesis capilar (EC) es una técnica laboratorial que empezd a utilizarse a principios de
1990 y que, en términos generales, permite la separaciéon y cuantificacion de proteinas entre otros
analitos, en funcién de su movilidad electroforética. La separacién de estas moléculas cargadas se produce
por la migracién en una solucién tampon con un pH determinado (Doroteo, 2012; Jenkins, 2009; Uji y

Okabe, 2001).

Las ventajas que presenta frente a otras técnicas de separacion de proteinas son la automatizacion
del proceso, la excelente resolucidn, el minimo consumo de reactivos y excrecion de productos téxicos, la
poca cantidad de muestra requerida, el corto tiempo de procesado, y la capacidad de procesar varias

muestras a la vez (Jenkins y Guerin, 1996).

El resultado de esta técnica es la obtencidon de una curva electroforética o proteinograma que se
divide en cinco fracciones; albumina, alfai-globulina, alfa;-globulina, beta;-globulinas, beta,-globulinas y

gammaglobulina (Figura 4) (Tothova et al., 2016).
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Figura 4. Curva Representativa de la Migracion de Proteinas Sérica de un Perro Sano mediante

Electroforesis Capilar

Giordano y Paltrinieri (2010) establecieron los rangos de referencia de individuos sanos para las
distintas fracciones del proteinograma sérico (Tabla 9) en la especie canina comparandolos con los ya
establecidos mediante electroforesis en gel de agarosa (AGE), resultando en rangos similares, pero

ligeramente mas amplios para cada una de las distintas fracciones.
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Tabla 9. Rangos de Referencia para las Distintas Fracciones del Proteinograma Sérico en Perros Sanos

IC Albumina Alfa;globulina Alfaglobulina Betaiglobulina Betasglobulina Gammaglobulina
97.5%
% 44,4-65,7 3,1-7,3 6,2-16,7 2,9-11,1 6,3-20,7 4,5-20,1

Nota. IC= Intervalo de Confianza
Adaptado de Interpretation of capillary zone electrophoresis compared with cellulose acetate and agarose gel
electrophoresis: reference intervals and diagnostic efficiency in dogs and cats, por Giordano A. y Paltrinieri S. 2010,

Veterinary Clinical Pathology, 39 (4).

En medicina veterinaria la obtencion de esta curva permite la identificacion de paraproteinemias
gue pueden tener su origen en procesos inflamatorios, infecciosos o tumorales, como los que se indican

en la tabla 10 (Tappin et al., 2011; Tothova et al., 2016):
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Tabla 10. Relacion de Enfermedades con Asociadas a los Cambios en las Distintas Fracciones del

Proteinograma Sérico

Fraccidn del proteinograma Descenso Aumento

Albumina Enfermedad hepatica, hepatitis Deshidratacion
cronica, cirrosis, fallo hepatico
Enfermedad renal, sindrome
nefrético
Malnutricion crénica
Enteropatia perdedora de
proteinas, enfermedad parasitaria

Inflamacién aguda

Alfaiglobulina Deficiencia de alfa;-antitripsina Inflamacidn activa

Malnutricién, insuficiencia hepatica

Alfa,globulina Anemia hemolitica Enfermedad inflamatoria, trauma

Sindrome nefrético
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Fraccion del proteinograma Descenso Aumento

Beta;globulina Malnutricién, insuficiencia hepatica Enfermedad inflamacidn,
infecciones
Hepatitis activa, enfermedad
hepatica croénica, cirrosis
Sindrome nefrotico,
hipercolesterolemia

Anemia por deficiencia de hierro

Gammaglobulina Inmunodeficiencia, infecciones Monoclonal: Mieloma multiple,
recurrentes leucemia linfocitica crénica,
Inmunodeficiencias hereditarias linfosarcoma, mieloma células

plasmaticas, linfoma maligno
Policlonal: inflamacién crénica y
aguda, infecciones severas,

desordenes inmunomediados

Nota. Reproducida de Serum proteins and their diagnostic utility in veterinary medicine: a review (475) por Tothova

C., Nagy O. y Kovac G., 2016, Veterinarni Medicina, 61 (9).

USO DE LA ELECTROFORESIS CAPILAR EN ORINA

El estudio de la orina mediante electroforesis capilar en medicina humana ha sido descrito con el
principal objetivo de identificar y cuantificar proteinas de Bence-Jones, ademas de diferenciar entre
proteinuria de origen glomerular y tubular (Jenkins, 1997). Jellum et al. (1996) compararon las técnicas

clasicas de electroforesis en gel con la EC en orina de pacientes con problemas metabdlicos obteniendo
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patrones casi idénticos a excepcion de pequefias cantidades de fibrinégeno que solo se vieron en las
técnicas de gel. También hay estudios que asocian esta técnica a otras mas sofisticadas como el
inmunotipado y cuantificacién de inmunoglobulinas identificando patrones de proteinas monoclonales

gue pueden estar asociadas a pacientes con mielomas (Jenkins, 2009).

La electroforesis capilar asociada a la espectrofotometria de masas (CE-MS) en medicina humana
ha demostrado ser un método vdlido y prometedor para la deteccién de biomarcadores asociados al
cancer de prostata (Theodorescu et al., 2005). En estas mismas lineas la CE-MS también puede ser util en
la deteccidn temprana mediante la expresidn de diferentes biomarcadores de diferentes nefropatias tales

como la ERC o nefropatias asociadas a diabetes (Mischak et al., 2010).

Por ultimo, en medicina veterinaria, existe un estudio realizado por Pelander et al., (2019), sobre
el uso de electroforesis capilar en orina ligado a la técnica de la CE-MS con el fin de identificar péptidos

urinarios existentes en pacientes caninos con ERC.
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MATERIAL Y METODOS

POBLACION DE ESTUDIO

El estudio presentado es de tipo transversal, prospectivo y multicéntrico, y fue evaluado
favorablemente por el comité de investigacién y ética de la Universidad Catdlica de Valencia San Vicente

Martir (UCV 2017-2018-33).

La poblaciéon de estudio se localizé en la Comunidad Valenciana, incluyendo a perros de
propietario y de protectora, de vida exterior e interior. Los pardametros que se incluyeron en el estudio
fueron los datos bioldgicos del paciente, como la edad, sexo, estado reproductivo y raza. Asi como
parametros clinicos, tales como historia clinica y examen fisico. La informacidn sobre el estado de medicina
preventiva (vacunaciones y desparasitaciones) de cada animal no estaba disponible en todos los pacientes.
La evaluacidn diagnostica se realizd mediante examen fisico basico, hematologia, bioquimica, andlisis de
orina completo incluyendo UPC y urinocultivo, proteinograma vy serologia de Leishmania Infantum. Se
incluyeron 123 perros sanos y 28 con enfermedad renal, de los cuales 17 presentaban enfermedad renal
asociada a Leishmania infantum y 11 presentaban enfermedad renal crénica no asociada a Leishmania
infantum. Participaron en el estudio 15 centros veterinarios, incluyendo clinicas de primera opinion,

protectoras y centros de referencia (Tabla 11), localizados desde octubre de 2016 hasta junio de 2019.
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Tabla 11. Relacion Centros Veterinarios Colaboradores en el Estudio y el Numero de Muestras Remitidas

Centro veterinario Ndmero individuos
CEDIVET 13
CV Eliavet 6
CV Evet 2
CV El Puerto 2
CV Fauntura 48
CV La Graveta 1
CV Petcenter 7
CV San Antoni 6
CV San Francisco 1
CV Vila-Real 2
HV Sagrada Familia 6
HV UCH-CEU 5
HV Universidad Catdlica 32
SP Modepran 18
SP SOS Manada 2

Nota. CV: Clinica Veterinaria; HV: Hospital Veterinario; SP: Sociedad Protectora

GRUPO PERROS SANOS (Go)

El Go (nwta=123) se dividid en tres subgrupos para su posterior analisis estadistico: un grupo de
cachorros, incluyendo 33 perros, de edad desde los 3 meses hasta los 12 meses; grupo de adultos, con 53

perros a partir del afio de edad y hasta los 8 afios; grupo senior con 37 perros mayores de 8 afos. La
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inclusién de individuos en cuanto al sexo y estado reproductivo (entero/a, castrado o esterilizada) fue

aleatoria (Tabla 12). Las diferentes razas aceptadas en el estudio también resultaron aleatorias (Figura 5).

Tabla 12. Poblacidn de Perros Sanos Incluida en el Estudio

Macho Hembra Entero Castrado/Esterilizada Estado
(M/H) desconocido
(M/H)

Cachorros 15 18 12/17 3/0 0/1
% (12,19) (14,63) (9,75/13,82) (2,43/0) (0/0,81)
Adultos 19 34 6/10 13/18 0/6
% (15,44) (27,64) (4,87/8,13) (10,56/14,63) (0/4,87)
Senior 20 17 4/2 12/12 4/3
% (16,26) (13,82) (3,25/1,62) (9,75/9,75) (3,25/2,43)
Total 54 69 22/29 28/30 4/10
% (43,90) (56,09) (17,88/23,57) (22,76/24,39) (3,25/8,13)
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Figura 5. Grdfico Circular con las Diferentes Razas y el Numero de Perros Incluidos en el Estudio

B Mestizo 56
EGolder Retriever 4
W Doberman 2
Basset Hound 1
mBullog Francés 1

wPomerania 1

B Boxer 8

B Podenco 4

M Galgo Espafiol 2
M Beagle 1
mCarlino 1

i Rottweiler 1

B Teckel 6

H Bichon Maltes 3

M Husky Siberiano 2

m Border Collie 1
EChihuahua1

Schnauwzer 1

i Labrador Retriever 6
B Ratonero Valenciano 3
u Pastor Aleman 2

H Braco Aleman 1

H Lebrel Italiano 1

u Springer Spaniel Inglés 1

CRITERIOS INICIALES DE INCLUSION EN EL ESTUDIO PARA Go.

- Anamnesis sin alteraciones destacables.

B Yorkshire Terrier 6

| Staffordshire Bull Terrier 3
m ShiTzu 2

M Braco de Weimaraner 1

m Pastor Belga 1

- Historial clinico libre de patologias concurrentes o toma de medicacion en el momento de la

extraccion de la muestra.

- Exploracion fisica basica aparentemente normal.

- Resultados clinico-patoldgicos dentro de la normalidad.
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GRUPO DE PERROS CON ENFERMEDAD RENAL CRONICA (G1)

Los perros incluidos en este grupo fueron diagnosticados de enfermedad renal crdnica, acorde a
la clasificacion IRIS. El nimero de animales de este grupo no permitio realizar estratificaciones conforme

a los estadios IRIS para obtener un tamafo muestral significativo en cada estrato.

CRITERIOS INICIALES DE INCLUSION EN EL ESTUDIO PARA G .

- Historia de enfermedad renal crénica no asociada a Leishmania Infantum.

- No estar recibiendo tratamiento con diuréticos, corticoides o fluidoterapia, en el momento de

recoleccién de la orina, ni en los quince dias anteriores.

- Presentar concentraciones séricas de creatinina >1,4 mg/dl, proteinuria (UPC >0,5) y titulos

de anticuerpos para Leishmania infantum <1/50.

‘ GRUPO DE PERROS CON ENFERMEDAD RENAL ASOCIADA A INFECCION POR

‘LEISHMANIA INFANTUM (G2):

Los perros incluidos en este grupo fueron diagnosticados de Leishmaniosis y enfermedad renal

crdnica, acorde a la clasificacion IRIS.
CRITERIOS INICIALES DE INCLUSION EN EL ESTUDIO PARA G.
- Historia de infeccidn activa por Leishmania Infantum.

- No estar recibiendo tratamiento con diuréticos, corticoides o fluidoterapia, en el momento de

recoleccioén de la orina, ni en los quince dias anteriores.

- Presentar concentraciones séricas de creatinina >1,4 mg/d|, proteinuria (UPC >0,5) y titulos
de anticuerpos para Leishmania Infantum >1/100.
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METODOS ANALITICOS

RECOLECCION Y PROCESADO DE MUESTRAS

Se realizd la extraccién de sangre de la vena cefdlica o yugular indistintamente. Los perros
incluidos en el estudio debieron de estar al menos 12 horas en ayuno de sélidos. Para la extraccidn se
utilizé una aguja azul de 0,6 mm x 25 mm de 23 G y una jeringuilla de 2,5 mL. Como minimo se extrajeron

2 mL de sangre de cada individuo.

La recoleccion de orina se realizd por parte del propietario del perro, mediante miccién
espontanea, en un bote estéril de 150 mL (Deltalab) de capacidad proporcionado por el estudio. Se
selecciond la primera orina de la mafiana, descartando la primera fraccién de orina, obteniendo un minimo

de 8 mL de orina por individuo.

Las analiticas correspondientes al hemograma, bioquimica, serologia, proteinograma, urinocultivo
y UPC se procesaron en el laboratorio de referencia CEDIVET (Centro Diagndstico Veterinario). La
deteccion de elementos anormales mediante tira colorimétrica, estudio del sedimento urinario y la
electroforesis capilar de la orina se procesé en el laboratorio del Hospital Veterinario de la Universidad

Catdlica de Valencia San Vicente Martir, siempre por la misma persona.

HEMATOLOGIA

Se utilizd un tubo colector de 0,5 mL con anticoagulante EDTA (Aquisel), agitado suavemente tras
la introduccion de la muestra y refrigerado a 4 2C hasta el analisis. El tiempo maximo desde la extraccién
de la muestra hasta su analisis fue de 24 horas. Los hemogramas se realizaron en un equipo Celltac Alpha

VET MEK-6550 (Nihon Kohden) con una evaluacién adicional del frotis sanguineo, con el fin de detectar
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otras anormalidades, tales como agregados plaquetarios o agentes infecciosos. Los pardmetros estudiados

y los rangos de referencia se encuentran en la Tabla 13.

Tabla 13. Valores de Referencia Caninos de los Distintos Pardmetros del Hemograma en el Equipo Celltac

Alpha VET MEK-6550

Parametro Rango referencia Unidades
Leucocitos 5,5-17 K/uL
Serie Roja

Hematies 5,00-8,50 M/uL
Hemoglobina 8,5-15,0 g/dL
Hematocrito 30,0-41,0 %
Volumen Corpuscular Medio (VCM) 65,0-83,0 fL
Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) 18,5-30,0 pg
Concentracion Hemoglobina Corpuscular 30,0-37,5 g/dL
Media (CHCM)

Serie Plaquetar

Plaguetas 175-500 K/uL
Volumen Plaquetario Medio (VPM) 5,8-9,2 fL
Férmula Leucocitaria

Neutrdfilos 3,0-12,0 K/uL
Cayados <0,3 K/uL
Linfocitos 0,5-4,9 K/uL
Monocitos <2,0 K/uL
Eosindfilos <1,5 K/uL
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Parametro Rango referencia Unidades

Basofilos K/uL
Neutréfilos 60,0-77,0 %
Cayados <6,0 %
Linfocitos 12,0-30,0 %
Monocitos <10,0 %
Eosindfilos <10,0 %
Basofilos <1,0 %
BIOQUIMICA:

Se utilizé un tubo recolector con gel activador separador, con capacidad maxima de 2 mL (Aquisel).
Los tubos se llenaron con al menos 1,5 mL de sangre. La muestra se dejo reposar unos 20 minutos a
temperatura ambiente para posteriormente centrifugarse durante 10 minutos a 1,341 x g (Centrifuga
2650; Nahita). El suero se separd e introdujo en un tubo cénico de microcentrifuga (Lambda) de 1,5 mL de
capacidad, y se mantuvo refrigerado a 4 2C hasta su posterior andlisis, dejando siempre como mdaximo 24
horas tras la extraccion de la muestra. Para el analisis de los distintos pardmetros se utilizé la maquina de
bioquimica CS 300 analizador Dirui. Los parametros estudiados y los rangos de referencia se encuentran

en la tabla 14.
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Tabla 14. Valores de Referencia Caninos de los Parametros Bioquimicos Incluidos en el Estudio con el

Analizador CS 300 Diriu
Parametro Valor de referencia Unidades
Creatinina sérica 0,50-1,60 mg/dL
Urea 18-60 mg/dL
Transaminasa ALT 10-75 u/L
Proteinas Totales 5,2-7,6 g/dL
SEROLOGIA:

Se realiz6 serologia de Leishmania infantum, con el suero extraido tras el proceso de
centrifugacion de la sangre anteriormente citado. La determinacion de los anticuerpos se realizé mediante
inmunofluorescencia (IFl) y para su lectura se utilizé6 el microscopio (Axio Scope HBO 50; Zeiss). Se
consideraron como animales enfermos de Leishmaniosis, aquellos que presentaban titulos de anticuerpos
superiores a 1/100, con sintomatologia y hallazgos laboratoriales compatibles, siguiendo las

recomendaciones del laboratorio de referencia (Tabla 15).
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Tabla 15. Clasificacion segun el Titulo de Anticuerpos Obtenidos Mediante Inmunofluorescencia

Proporcionada por el Laboratorio de Referencia.

Titulo Anticuerpos

Negativo
0 menor
de 1/50

1/50

1/100

1/200

21/400

Animal negativo, animal asintomatico con muy poca (no inexistente) probabilidad de mostrar

signos clinicos. También puede tratarse de un animal en el inicio de una seroconversién.

Titulo dudoso. Se recomienda repetir el titulo mas proteinograma en 4 semanas para valorar
una posible seroconversion.

Titulo positivo bajo. Evaluar la presencia de sintomas compatibles con la enfermedad. Se
recomienda realizar un seguimiento del titulo mas proteinograma en 4 semanas para valorar
una posible seroconversion.

Titulo positivo medio. Animal generalmente sintomdtico (aunque a veces pueden ser
asintomaticos), que suele requerir tratamiento leishmanicida y monitorizacion de pardmetros
bioquimicos basicos tras éste.

Titulo positivo alto. Animal que suele mostrar uno o mas signos evidentes de la enfermedad,
y a menudo alteraciones bioquimicas (renales, hepaticas) que requieren tratamiento

leishmanicida y de sistemas afectados.
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PROTEINOGRAMA SERICO:

El proteinograma sérico se realizd mediante la técnica de electroforesis capilar (Minicap; Sebia)
analizando las siguientes fracciones proteicas: albuimina, alfa;globulina, alfa,globulina, betaglobulina,
gammaglobulina y el cociente albumina/globulinas (A/G). Los valores de referencia se encuentran

descritos en la tabla 16.

Tabla 16. Valores de Referencia Caninos de las Diferentes Fracciones Incluidas en el Proteinograma Sérico

Obtenidas en el Laboratorio de Referencia Mediante el Equipo MiniCap

Fraccidn proteica Valor referencia g/dL Valor referencia %
Albumina 2,3-4,5 40,0-65,0
Alfa;-globulinas 0,2-0,5 1,0-6,0
Alfa,.globulinas 0,3-1,1 5,0-15,0
Betaglobulinas 0,9-2,7 8,0-22,0
Gammaglobulinas 0,5-1,2 6,0-12,0
Cociente (A/G) Mayor de 0,6

URIANALISIS

La muestra recolectada se refrigeré a 42C hasta su procesamiento, no dejando mas de 12 horas
desde la recoleccion hasta la realizacidén del urianalisis. De los 8 mL de orina recolectados, al menos 4 mL
se centrifugaron (Centrifuga 2650; Nahita) durante 10 minutos a 804 x g, el sobrenadante se dividié en
alicuotas de 1 mL en tubos de microcentrifuga de fondo cénico de 1,5 mL (Lambda) y se congeld a -20°C.

El analisis de la orina se realizé con 2 mL e incluyd los siguientes parametros.
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- Inspeccidn visual, evaluando parametros tales como el color y la turbidez de la muestra.

- Tira colorimétrica, realizada mediante tiras reactivas (LabStrip U11 Plus; 77 Elektronika Kft). Se
evaluaron de manera semicuantitativa (en base a una reaccién colorimétrica), los siguientes pardmetros:
pH, bilirrubina, cuerpos cetdnicos, glucosa. Los leucocitos se evaluaron en el sedimento debido a la baja
especificidad de la tira para esta determinacién, asi como la presencia de eritrocitos. En cuanto a las

proteinas se determinaron de manera cuantitativa mediante pruebas bioquimicas.

- Densidad urinaria, medida mediante refractometro (Optika Ponteranica), previamente calibrado

con agua destilada antes de cada tanda de mediciones (Tabla 17).

Tabla 17. Grado de Concentracion de la Orina en Relacion a la Densidad Urinaria

Densidad Urinaria Valor
Normal 1.025-1.035
Minimamente concentrada 1.012-1.025
Isostendrica 1.008-1.012
Hipostendurica <1.008
Hiperestendurica >1.035

- El sedimento obtenido tras la centrifugacién anterior, se colocé en un portaobjetos para su
posterior evaluacion microscopica (Microscopio binocular DM500; Leica). La evaluacion se realizd en
primer lugar en fresco para evaluar la presencia de cristaluria, celularidad, cilindros y/o bacterias.
Posteriormente, se procedié a la realizaciéon de una citologia del mismo sedimento usando una tincién
panéptica, para evaluar la presencia de bacterias, restos celulares y confirmar la presencia e identificar el

tipo de células observadas en el examen en fresco.
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- Cultivo, realizado en medio de cultivo sélido cromogénico especifico para orina (BD CHROMagar
Orientation Medium, Becton Dickinson). Una vez sembrada la muestra con un asa de siembra estéril
(Deltalab) desechable (10uL), se incubd en la estufa (Nahita) a 372C un maximo de 48 horas, para

posteriormente evaluar la presencia y el nimero de colonias bacterianas en las placas inoculadas.

- UPC, realizado para evaluar la cantidad de proteinas eliminadas en la orina en relacién con la
creatininuria presente en la muestra de cada individuo (Tabla 18). Para calcular el UPC se midieron las
proteinas contenidas en la orina mediante el reactivo rojo de pirogalol. La creatinina se determind
mediante un método enzimatico, utilizando un autoanalizador bioquimico (CS 300Dirui). En las orinas con
densidad > 1.035 la dilucidn de éstas fue de 1 volumen de orina mas 49 volumenes de agua destilada. En
todos los casos se comprobd la curva de reaccidn enzimatica para confirmar que el resultado se
encontraba dentro de los limites establecidos en la calibracién del aparato. EI UPC se calculé de la siguiente

manera:

roteinas ultrasensibles (mg/dL
upc = P (mg/dL)

creatininuria (mg/dL)

Tabla 18. Valores de Referencia de UPC en Perros

Valor Referencia

<0,2 No proteindrico
0,2-0,5 Al borde de la proteinuria
>0,5 Proteinurico

Nota. Reproducida de International Renal Society (IRIS), 2017

(http://iris-kidney.com). Dominio publico.
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ELECTROFORESIS CAPILAR URINARIA

Para la realizacion de la electroforesis capilar, y con el fin de eliminar componentes que pudieran
interferir en la técnica, originar artefactos, y para concentrar las proteinas existentes en la orina, esta se
tratd previamente mediante un proceso de dializacion y concentracion, siguiendo el protocolo propuesto

por el fabricante y que se describe a continuacién:

1. Preparacidon de la muestra de orina previa a la dializacion

1.1 Se descongelé la orina alicuotada (4 mL) del individuo a estudiar a temperatura ambiente

y se centrifugaron los 4 tubos de microcentrifuga de fondo cénico durante 10 minutos a 1,609 x g.

2. Dialisis y concentracidn de las muestras de forma previa a la EC.

La muestra de orina debe someterse a este proceso para eliminar las sales y otros compuestos
que pueden interferir con la longitud de onda que usa el aparato de EC, produciendo picos no especificos,
y para concentrar las proteinas en un menor volumen de filtrado. Las columnas de ultrafiltracidn utilizadas
(Vivaspin Turbo 4 10000 MWCO, Sartorius) poseen una doble membrana de concentracion que retiene en

la parte superior aquellas moléculas con un PM superior a 10 kDa.

2.1 Se transfirieron los 4 mL del sobrenadante obtenido en el paso 1.1 a la membrana de

concentracién de una columna de ultrafiltracion de 4 mL de capacidad previamente identificada.

2.3 Se centrifugd la columna de ultrafiltracion a 1,878 x g durante 25 minutos para la
concentracién de las proteinas en la muestra. Normalmente, el volumen restante en la membrana de

concentracidn tras dicho paso fue de 500 microlitros (uL).

2.4 Se prepard la solucidn de lavado a partir del tampdn de didlisis (Dialysis Buffer, Sebia) y

agua osmotizada al 50% v/v en un bote estéril.
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2.5 Se descartod el liquido resultante de la centrifugacion que se encontraba en el fondo del
tubo de la columna de ultrafiltracion, dejando el liquido de la parte superior de la columna (Figura 6). Se
afiadid la solucion de lavado preparada en el paso 2.4 con una pipeta Pasteur a la columna de lavado hasta

la marca que indica 4 mL de volumen (aproximadamente 3,5 mL).

2.6 Se centrifugd la columna con la solucién de lavado a 1,878 x g durante 20 minutos. Debe

quedar un volumen en la columna de ultrafiltraciéon de entre 100 y 500 pL.

2.7 Se homogeneizd el contenido de la columna con una micropipeta de 20-200 pL, y se
transfirié a un tubo de 1,5 mL de capacidad de fondo cénico. Dicho contenido constituye la muestra de

orina ya dializada.

El equipo de EC requiere un minimo de 100 pL para realizar la lectura.

3. EC de las muestras de orina dializada en Minicap Sebia.

3.1 Simultdneamente, y durante los procesos de centrifugacién de las muestras se encendid
el aparato Minicap Sebia y se inicidé el programa “Phoresis.exe” que gestiona el funcionamiento del
instrumento. Se cambid el modo de trabajo que aparece por defecto (PROTEIN) al modo de trabajo URINE
(Figura 7). En la pantalla de inicio se debe comprobar que el estado de los reactivos y de los contenedores
de desechos se corresponde con el mostrado en la interfaz. A continuacién, se realizé un ciclo de limpieza

y otro de activacion de los capilares.

3.2 Una vez completado el paso anterior, cuando la interfaz mostraba el mensaje “esperando
tubos de muestra”, se colocaron los tubos en los pocillos indicados en la figura 8 con las muestras
dializadas debidamente identificadas, a partir de la posicién que nos indicaba la interfaz, y anotando qué
muestra se corresponde con cada posicion. Al cerrar la tapa del instrumento, el ciclo comenzaba de forma

automatica.
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Una vez introducidas las muestras, los capilares de silice se llenaban con el tampdn de separacion.
Posteriormente las muestras se inyectaban mediante aspiracion en el polo anddico del capilar. Se aplicé
alto voltaje de separacién de proteinas para que la muestra migrara a lo largo del capilar. Cuando la
muestra alcanzaba el polo catddico, se realizaba la deteccién directa y cuantificacién de las diferentes
fracciones proteicas a una longitud de onda especifica. Al final de este proceso se obtenia una curva

electroforética (Figura 9).

4, Separacion de las fracciones.

4.1 Cuando el proceso de migracion finalizaba, las gréficas de electroforesis aparecian
directamente en la interfaz del programa. Este permite introducir el nimero o nombre de la muestra. Tras
identificar cada una de las graficas, se procedio a situar las lineas que separan las fracciones obtenidas.
Dicha separacidn se realizé superponiendo un suero canino diluido 1:49 en solucién de lavado de dialisis
(preparada en el paso 2.4.), tal y como aconseja el fabricante, y que se incluyé en cada lote de muestras
gue migraban como control. Las graficas se dividieron en 5 fracciones, de forma similar a como se dividen

las gréficas que se obtienen de las muestras de suero.

Figura 6. Tubos de Dializacion
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concentracion
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Figura 7. Pantalla de Inicio del Programa Figura 8. Pocillos del MiniCap con Capacidad para 26

“Phoresis.exe” Muestras
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Figura 9. Curva Electroforética Urinaria Canina

Electroforesis de proteinas en orina

Nota. Curva realizada en una hembra sana de 4 afios esterilizada de la raza Golden Retriever con un ratio

proteina/creatinina en orina de 0,1.
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FRACCIONES DE LA ELECTROFORESIS CAPILAR URINARIA:

El patréon de orina electroforético obtenido para cada individuo se dividid tal y como se explica en
el paso 4.1 en cinco fracciones: fraccion uno (F1), fraccidn dos (F2), fraccion tres (F3), fraccidn cuatro (F4)

y fraccién cinco (F5). Todas las muestras fueron divididas por la misma persona (Paula Navarro).

La validacién de la técnica de electroforesis capilar en orina de pacientes caninos, se realizé en
base a las recomendaciones para definir, establecer y verificar estudios de rangos de referencia en
laboratorios clinicos para muestras biolégicas en el dmbito de la medicina veterinaria, asi como las
recomendaciones propuestas en el libro de Westgard (2013) y la guia propuesta por Horowitz et al. (2010).
Siguiendo estas recomendaciones, se evaluaron los pasos a seguir para una técnica para la cual el
fabricante ya habia realizado los experimentos de evaluacién para determinar el error aleatorio y el error

sistematico.

En el caso del presente estudio, y ya que el equipo Sebia Minicap se habia utilizado de forma
rutinaria para realizar los proteinogramas séricos, no se repitieron todos los experimentos relacionados
con el periodo de familiarizacion (validar el rango reportable, verificar la calibracién y verificar el limite de
deteccion). Puesto que la calibracion se verificé de forma rutinaria como parte del control de calidad del
aparato, Unicamente se realizaron los experimentos de limite de deteccidon, donde el fabricante reportd
un limite de 20 mg/L. Estos experimentos realizados por el fabricante se limitan a las proteinas
monoclonales, y la sensibilidad de deteccion se describe como muy variable dependiendo del fondo

policlonal. A continuacién, se describe la metodologia utilizada para determinar el limite de deteccion.

Experimento limite de deteccion. Consiste en partir de una solucidon con una concentracion de

proteinas conocida, ir haciendo diluciones seriadas con la solucién de trabajo utilizada para la
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electroforesis de las proteinas en orina. En este caso se hicieron las siguientes diluciones de las muestras
dializadas; 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, y el limite de deteccién minima se establecié segun la dltima dilucién con

una curva electroforética similar a la no diluida.

Con respecto a la verificacién del error aleatorio (célculo de la imprecision), se realizaron los
experimentos de Repetibilidad y reproducibilidad. Como material para dichos experimentos, se dializé y
concentré la orina de un individuo sano siguiendo el proceso citado anteriormente. Se realizaron de dicha
muestra 3 migraciones por dia (repetibilidad), durante 5 dias consecutivos (reproducibilidad), con el
objetivo de calcular la media, desviacion estandar y el coeficiente de variacién, definido como el cociente
entre la desviacion estandar y la media, multiplicado por 100, intra-carrera e inter-dia para cada una de
las fracciones del proteinograma urinario. Para el experimento de reproducibilidad, las muestras se

guardaron a 42C durante los 5 dias que durd el ensayo.

Con respecto a la verificacién del error sistematico, no se pudo realizar el experimento de
comparacién de métodos, ya que no se dispone de ningun otro instrumento de electroforesis, ni hay
publicaciones de experimentos similares en orina realizados en electroforesis capilar, por lo que no se

pudo calcular el sesgo, y, por tanto, tampoco el error total admitido.

CONTROL DE CALIDAD DEL APARATO

Los controles de calidad del MiniCap Sebia se establecieron de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante. Previo a cada tanda de electroforesis capilar, se migré un suero canino diluido 1:49 en tampdn

de migracion.
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ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizo utilizando el programa informatico R versiéon 3.4.3 (R Development
Core Team, Viena, Austria), y para ejecutar los diferentes contrastes se utilizaron las librerias graficas R
Commander y los plugin correspondientes a la libreria HH lpsus. Se comprobé la hipotesis de normalidad
para las diferentes muestras mediante el test de Anderson-Darling. En este trabajo los resultados se
consideraron significativos con p-valores inferiores a 0,05. Los individuos de la muestra que no se
incluyeron en la poblacién de estudio por no cumplir con la normalidad fueron detectados mediante el

grafico box-plot y eliminados.

En el grupo Gocuando las variables tenian una distribucién Gaussiana, el test ANOVA de una viay
la prueba de Tukey (95% Cl) fueron utilizados para determinar si la edad, el sexo o el estado reproductivo,

tenia alguna influencia en las diferentes fracciones del proteinograma.

La comparacion de las distintas fracciones del proteinograma entre los tres grupos o sanos versus

enfermos fue determinado mediante el test ANOVA de una via.

En ambos casos se comprobd la igualdad de varianzas y el test ANOVA se utilizd bajo la hipdtesis

de varianzas iguales o no.

La determinacion de si el valor del UPC presentaba diferencias significativas con respecto a las

distintas fracciones del proteinograma urinario se realiz6 mediante regresién lineal.

La relacion entre las distintas fracciones en suero y orina de un mismo individuo se determiné

mediante regresién lineal.
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CALCULO DE LOS INTERVALOS DE REFERENCIA (IR)

Los intervalos de referencia expresados en porcentajes y valores absolutos (mg/L) para el Gg se
obtuvieron utilizando el programa Reference Value Advisor v.2.0; Microsoft, mediante métodos no
paramétricos ya que la poblacion era suficientemente amplia. La informacién en relacion a la distribucidn
de los datos no fue necesaria ya que se utilizaron métodos no paramétricos. Los rangos de referencia (95%)
fueron obtenidos con un intervalo de confianza del 90% (IC) para los limites de referencia de acuerdo con
las guias de 2012 establecidas por la Sociedad Americana de Patologia Clinica (ASVCP) (Friedrichs et al.,
2012). El método de remuestreo bootstrapping fue utilizado cuando la poblaciéon fue menor a 120. El
analisis de particidn en base a la edad y el estado reproductivo no pudo realizarse debido al bajo nimero
de perros en cada subgrupo (<40). El analisis de particién segin el sexo fue rechazado acorde a la

puntuacion z.

DETERMINACION DE VALORES ATIPICOS

Todos los valores atipicos de las diferentes fracciones de los intervalos de referencia se detectaron
utilizando el programa Reference Value Advisor v.2.0; Microsoft. Los histogramas de valores de referencia
para cada fraccién del proteinograma de orina se evaluaron para identificar posibles valores atipicos. Asi
como métodos estadisticos, Turkey’s interquartile fences y Dixon’s outlier range statistic, se utilizaron para
examinar los valores atipicos potenciales y verdaderos. Los valores atipicos que se consideraron
observaciones aberrantes por quedar muy distantes del conjunto de datos se eliminaron, aunque se hizo

hincapié en mantenerlos en lugar de eliminarlos siguiendo las recomendaciones de la ASVCP.
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RESULTADOS

GRUPO PERROS SANOS (Go)

‘ ANAMNESIS Y EXPLORACION FiSICA

Se realizd una anamnesis de los todos los perros para descartar la presencia de enfermedades
concurrentes, recientes o el tratamiento durante el mes anterior y en el momento del estudio, con

farmacos que pudiesen alterar los valores analiticos, como por ejemplo diuréticos o corticosteroides.

La exploracidn fisica se centrd en la evaluacion de pardmetros que pudiesen ser sugestivos de
enfermedad renal crénica asociada o no a causas infecciosas; color e hidratacién de mucosas, tiempo de
relleno capilar, persistencia del pliegue cutaneo, palpacion de ganglios linfaticos y evaluacion del pulso

femoral siendo normal en todos los individuos.

HEMOGRAMA

Los parametros evaluados en el hemograma se encontraron dentro de los rangos establecidos por
el laboratorio a excepcién de un leve aumento del hematocrito en 33 del total de los individuos (26,82%),

19 de los cuales se encontraron en el grupo cachorro.

BIOQUIMICA

Los parametros evaluados en la bioquimica sérica se encontraron dentro de los rangos de
referencia establecidos por el laboratorio, a excepcidn de un aumento de las proteinas totales en 8 de los

123 individuos (6,50%).
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SEROLOGIA

Todos los animales incluidos en el estudio obtuvieron titulos negativos o <1/50 para Leishmania

infantum.

PROTEINOGRAMA

Los animales incluidos en el estudio obtuvieron valores dentro del rango de referencia para las
diferentes fracciones (Figura 10), sin embargo, en 20 individuos (16,26%) pertenecientes al grupo senior

fue comun encontrar un aumento policlonal en la fraccién gammaglobulina expresada en porcentaje.

Figura 10. Diagrama de Cajas de las Distintas Fracciones del Proteinograma Sérico en Relacion a

las Distintas Edades
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URIANALISIS

TIRA COLORIMETRICA

Los individuos incluidos en el estudio presentaron resultados normales para todos los parametros

citados en la seccién material y métodos.

DENSIDAD URINARIA

La densidad urinaria de todas las muestras se encontrd dentro de rango o por encima del mismo.

Con un valor minimo de 1.025 y un maximo de 1.050 o superior.

CITOLOGIA DEL SEDIMENTO URINARIO

El estudio del sedimento resultdé normal a excepcion de la citologia en fresco de 7 individuos

(5,69%), donde se encontraron pequefios cristales aislados de estruvita.

URINOCULTIVO

Todas las muestras obtenidas para el Gy resultaron menores de 100.000 UFC/mL de orina.

UPC

Los valores de UPC de los individuos incluidos en el Gy se encontraron entre 0,0y 0,5 (Tabla 19 y

20).
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Tabla 19. Relacion Resultados de UPC e Individuos Pertenecientes a los Distintos Rangos de Edad

Numero de individuos No proteintricos (0 -0,2) Proteinuria limite (0,2-0,5)
Cachorros 2 (22,76%) 5(4,06%)
Adultos 51 (41,46%) 2 (1,62%)
Senior 31 (25,20%) 6 (4,87%)

Tabla 20. Relacion Resultados de UPC e Individuos de Diferente Sexo.

Numero individuos No proteintricos (0 -0,2) Proteinuria limite (0,2-0,5)
Machos 46 (37,39%) 8 (6,50%)
Hembras 63 (51,21%) 5(4,06%)

La relacion entre los resultados de UPC y el estado reproductivo no se realizé puesto que ese dato

no se recogiod en tres de los perros de totalidad de la poblacidn.

GRUPO DE ENFERMOS RENALES CRONICOS NO ASOCIADOS A INFECCION POR

LEISHMANIA INFANTUM (G1)

POBLACION INCLUIDA

Se incluyeron en este grupo 11 perros con enfermedad renal crénica y en diferentes estadios de
enfermedad renal segun la clasificacién IRIS, en base a los niveles séricos de creatinina y cociente
proteinuria/creatinuria (UPC) (Tabla 21). Los factores edad, sexo o estado reproductivo no se tuvieron en

cuenta para este grupo, debido al escaso niumero de individuos que se pudieron incluir en el estudio.
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Tabla 21. Clasificacion de los 11 Individuos segun el Estadio IRIS

Estadio Numero de individuos Rango UPC

RIS | 0

RIS II 4 (36,36%) 0,51-2,61

RIS III 2(18,18%) 0,92-1,5

IRIS IV 5 (45,45%) 0,52-4,67
HEMOGRAMA

6 de los 11 perros (54,54%) incluidos en este grupo presentaron anemia no regenerativa,
normocrémica, normocitica, estos individuos se situaron dentro de un estadio IRIS 3 0 4. En uno de los 11
individuos (9,09%) no se pudo realizar el hemograma dada la dificultad para extraer muestra y la posterior
muerte del paciente. El estudio del frotis sanguineo revel? la presencia de efecto Rouleaux en 4 de los 10

individuos donde se realizé (40%).

BIOQUIMICA

Todos los individuos incluidos en este grupo presentaron azotemia (Figura 11), es decir,
elevaciones séricas de la concentracién de creatinina 4,50 + 2,52 [media, SD] y urea 241,90 + 109,98 (Tabla

22).
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Figura 11. Diagrama de Cajas del Total de la Poblacion de Perros con Enfermedad Renal Crénica para los

Valores de Creatinina y Urea
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Tabla 22. Niveles de Creatinina y Urea Sérica de cada uno de los Individuos Incluidos en el G;

Individuo Creatinina (0,5-1,60 mg/dL) Urea (18-60 mg/dL)
1 1,74 60
2 1,94 156
3 2,27 168
4 2,71 150
5 3,50 243
6 3,90 360
7 4,48 265
8 5,50 287
9 6,14 184
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Individuo Creatinina (0,5-1,60 mg/dL) Urea (18-60 mg/dL)

10 7,74 409

11 9,60 379

SEROLOGIA

Se realizé titulacidn de anticuerpos anti IgG para Leishmania Infantum en todos los individuos del

grupo, incluyéndose solo aquellos con titulo negativo o <1/50.

PROTEINOGRAMA

De los 11 individuos evaluados 3 (27,27%) presentaron hipoalbuminemia en el proteinograma,
debido a la gravedad de la nefropatia que presentaban, con un valor minimo de 1,7 g/dL y un maximo de

2,2 g/dL.

URIANALISIS

TIRA COLORIMETRICA

Las alteraciones encontradas con mas frecuencia respecto a los pardmetros evaluados se

describen en la siguiente tabla (Tabla 23).
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Tabla 23. Relacion entre las Distintas Alteraciones de la Tira Colorimétrica y el Numero de Individuos que

las Presentan

Parametro Sangre Glucosa Proteinas Cuerpos cetdnicos Bilirrubina
N.2 individuos 3/11 2/11 10/11 0/11 0/11
(27,27%) (18,18%) (90,90%) (0%) (0%)

DENSIDAD URINARIA

La densidad urinaria de los animales evaluados fue en todos los casos inferior a 1.020 (Tabla 24).

Tabla 24. Relacion entre la Concentracion de Orina y el Numero de Individuos

Densidad Isostenurica Minimamente concentrada
(1.008-1.012) (1.012-1.025)
N.2 individuos 7/11 (63,63%) 3/11(27,27%)

CITOLOGIA SEDIMENTO

Dos del total de los individuos (18,18%) presentaron pequefios cristales de estruvita aislados, y en

ninguno de los animales se observaron eritrocitos, leucocitos ni cilindros, asi como flora bacteriana.

CULTIVO

Todos los cultivos resultaron menores de 100.000 UFC/mL.
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UPC

Todos los individuos incluidos en el G presentaron proteinuria en diferentes grados (Figura 12),

con UPC de 1,87 + 1,44 (Tabla 25).

Figura 12. Diagrama de Cajas del Total de la Poblacidn de Perros con Enfermedad Renal Crénica para el

Ratio Proteina/creatinina en Orina

uPC

Tabla 25. Relacion de Cada Individuo con su Grado de Proteinuria

Individuo UPC >0,5
1 0,65

2 0,51

3 1,5

4 2,61

5 1,68

6 0,92

7 3,63

8 0,7
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Individuo UPC >0,5

9 0,52
10 3,22
11 4,67

GRUPO DE ENFERMOS RENALES ASOCIADOS A INFECCION POR LEISHMANIA

INFANTUM (G2)

POBLACION INCLUIDA

Se incluyeron en este grupo 17 perros con enfermedad renal crdnica y serologia positiva para
Leishmania infantum en diferentes estadios de la enfermedad segun la clasificacién propuesta por Solano
— Gallego en 2011 en base a la serologia, signos clinicos y hallazgos laboratoriales. Los factores edad, sexo
o estado reproductivo no se tuvieron en cuenta para este grupo debido al escaso nimero de individuos

disponibles (Tabla 26).

Tabla 26. Clasificacion de los 17 Individuos segun la Gravedad de la Enfermedad. Clasificacion Propuesta

por Solano-Gallego en 2011

Estadio Numero de individuos
| Enfermedad leve 0

Il Enfermedad moderada 0

Il Enfermedad grave 4 (23,52%)

IV Enfermedad muy grave 13 (76,47%)

Nota. Adaptada de la clasificacion propuesta en LeishVet guidelines for the practical management of canine

leishmaniosis por Solano-Gallego L. et al. 2011, Parasites and Vectors, 4 (86).
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HEMOGRAMA

De los 17 individuos 12 (70,58%) presentaron cambios en la serie roja. En 6 (50%) de estos 12
individuos, se detectd en el frotis sanguineo la presencia de mas de 2-3 policromatéfilos por campo de
100x, asociada a regeneraciéon medular. En 5 (41,66%) de los 12 individuos, se detecté efecto Rouleaux

en el estudio del frotis sanguineo compatible con aumento de las globulinas (Tabla 27).

Tabla 27. Caracteristicas del Hemograma de los Perros con Anemia en el Grupo de Perros con

Enfermedad Renal Asociada a Infeccion por Leishmania infantum

Gravedad Policromatofilos Efecto Rouleaux
Individuo
(Hematocrito)

1 Leve?® Si Si
2 Leve No No
3 Moderada® Si No
4 Moderada Si Si
5 Moderada No No
6 Moderada No Si
7 Leve Si Si
8 Leve No Si
9 Severa“ Si No
10 Leve Si No
11 Leve No No
12 Moderada No No

Nota. 2Leve (30-37%); Pmoderada (20-29%); ‘severa (13-19%).
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BIOQUIMICA

Todos los individuos incluidos en este grupo presentaron azotemia (Figura 13), es decir,

elevaciones séricas de la concentracion de creatinina 3,56 £ 1,75 y urea 200,23 + 107,60 (Tabla 28).

Figura 13. Diagrama de Cajas del Total de la Poblacion de Perros con Enfermedad Renal Asociada a

Leishmania infantum para los Valores de Creatinina y Urea
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Tabla 28. Niveles de Creatinina y Urea Sérica de Cada uno de los Individuos Incluidos en el G,

Individuo Creatinina (0,5 — 1,60 mg/dL) Urea (18 - 60 mg/dL)
1 1,62 102
2 1,64 98
3 1,70 137
4 1,80 153
5 2,01 87
6 2,10 149
7 2,64 112
8 2,80 132
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Individuo Creatinina (0,5 - 1,60 mg/dL) Urea (18 - 60 mg/dL)

9 2,89 149
10 4,22 278
11 4,40 315
12 4,60 168
13 4,61 228
14 4,93 202
15 4,99 296
16 6,81 301
17 6,90 497
SEROLOGIA

Todos los individuos incluidos en este grupo presentaron titulos positivos a Leishmania infantum,
siendo el punto de corte de 1/100, y presentando la mayoria de ellos un titulo mayor o igual a 4 veces el

titulo de corte (Tabla 29).

Tabla 29. Relacion entre Titulo de Anticuerpos frente a Leishmania infantum y Numero de Individuos

Titulo 1/200 1/400
Numero individuos 3/17 14/17
% (17,64%) (82,35%)
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PROTEINOGRAMA SERICO

La alteracién presente en todos los individuos (100%) de este grupo fue un aumento policlonal de
las gammaglobulinas. Del total de individuos de este grupo, 10 (58,82%) presentaron también valores por

debajo del rango de referencia en la fraccion albdimina.

URIANALISIS

TIRA COLORIMETRICA

Las alteraciones encontradas con mas frecuencia respecto a los parametros evaluados se

describen en la siguiente tabla (Tabla 30).

Tabla 30. Relacidn entre los Resultados de la Tira Colorimétrica y el Numero de Individuos

Parametro Sangre Leucocitos Glucosa Proteinas Cuerpos Bilirrubina
cetdnicos

N.2 individuos 9/17 2/17 4/17 17/17 0/11 0/11

% (52,94%) (11,76%) (23,59%) (100%) (0%) (0%)

DENSIDAD URINARIA

La densidad de los animales evaluados fue en todos los casos inferior a 1.020, excepto en un

individuo donde fue de 1.026 (Tabla 31).
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Tabla 31. Relacion entre la Concentracion de Orina y el Numero de Individuos

Densidad urinaria Isostenurica Minimamente concentrada Concentrada
(1.008-1.012) (1.012-1.025) (>1.025)
Numero individuos 5/17 11/17 1/17
% (29,41%) (64,70%) (5,88%)
CITOLOGIA

Un individuo (5,88%) presentd pequerios cristales de estruvita aislados. Dos individuos (11,76%)
presentaron bacteriuria, aunque el cultivo de estos individuos se dio como negativo, al presentar un
numero de colonias de menos de 100.000 UFC/mL y teniendo en cuenta que la orina se obtuvo por miccién
espontanea. En la citologia en 3 (17,64%) de los 17 individuos se evidenciaron 1-5 leucocitos por campo
de 40x, considerandose un hallazgo no patoldgico en una citologia en la que se ha concentrado la orina

mediante centrifugacion.

CULTIVO

Todos los cultivos resultaron menores de 100.000 UFC/mL.

UPC

Todos los individuos incluidos en el G, presentaron proteinuria (Figura 14) 3,15 *+ 2,99 en

diferentes grados (Tabla 32).
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Figura 14. Diagrama de Cajas del Total de la Poblacion de Perros con Enfermedad Renal Asociada a

Leishmania infantum para el Ratio Proteina/creatinina en Orina
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Tabla 32. Relacion de cada Individuo con Enfermedad Renal Asociada a Infeccion por Leishmania

infantum con su Grado de Proteinuria

Individuo UPC
1 0,9

2 2,75
3 1,86
4 0,54
5 1,46
6 3,11
7 1,05
8 9,1

9 0,77
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Individuo uPC
10 1,89
11 1,2
12 2,82
13 4,84
14 10,01
15 2,06
16 7,81
17 1,43

ELECTROFORESIS CAPILAR URINARIA

SEPARACION DE LAS FRACCIONES URINARIAS

La separacidn de las diferentes fracciones del proteinograma fue realizada siempre por la misma

persona (Paula Navarro) y las divisiones se realizaron en base a la superposicion de la curva control (suero

canino diluido 1:49) en la curva a estudiar, tanto en muestras de perros sanos como en muestras de

animales enfermos (Figuras 15-18).
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Figura 15. Suero Canino Diluido 1:49 Migrado en el Minicap en el Modo Orina Utilizado Como Control

Nota. La linea amarilla representa la curva control. La linea azul representa la orina.
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Figura 17. Superposicion Suero Canino Diluido 1:49 con Curva de Individuo Enfermo Renal Crénico (G1)

Nota. La linea amarilla representa la curva control. La linea azul representa la orina.

Figura 18. Superposicion Suero Canino Diluido 1:49 con Curva de Individuo Enfermo Renal por Leishmania

infantum (G3)

Nota. La linea amarilla representa la curva control. La linea azul representa la orina.
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VALIDACION DE LA TECNICA

Experimento deteccion limite inferior

La concentracidn inicial de proteinas totales de la orina a analizar fue de 17,5 mg/L. El instrumento
pudo realizar la electroforesis sin incidencias hasta la dilucién 1:8 (Figura 19), por lo que la deteccidn

minima se establecié en 2,1 mg/L.

Figura 19. Deteccién Minima Proteinas Dilucién 1:8 (2,1 mg/L)

Gestion Minimos Rep tacién en DO

Nota. Orina dializada de un perro sano hembra esterilizada de 6 afios de la raza Golden Retriever.

Experimentos de reproducibilidad y repetibilidad

Los coeficientes de variacion de cada una de las fracciones obtenidos por dia (CVp) y totales (CVr)
estan reflejados en la siguiente tabla (Tabla 33). Todos los resultados fueron inferiores o igual al 10%. En

la figura 20 se pueden observar las 3 migraciones de la orina durante 5 dias.
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Tabla 33. Resultados Experimento Repetibilidad y Reproducibilidad (F1-F5) Obtenidos para el Instrumento

Minicap en Orina de Perro

F1 R1(%) R2(%) R3(%) CVo(%) CV+(%)
Dia 1 54 53,2 54 0,86 4,77
Dia 2 45,3 49,8 55 9,70

Dia 3 54,2 52,1 53,5 2,00

Dia 4 53,5 53,4 51,3 2,35

Dia 5 54,8 53,2 55,3 2,01

F2 R1(%) R2(%) R3(%) CVp(%) CV+(%)
Dia 1 9,6 9,6 9,7 0,60 5,72
Dia 2 11,2 11,2 9,6 8,66

Dia 3 10,5 9,9 9,4 5,54

Dia 4 10,9 10,4 10,1 3,86

Dia 5 10,1 10 10,1 0,57
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F3 R1(%) R2(%) R3(%) CVo(%) CV{(%)
Dia 1 5,8 5,7 5,2 5,77 10
Dia 2 6,8 5,7 5,8 9,97

Dia 3 5,2 5,6 4,9 6,71

Dia 4 5,1 5 5,2 1,96

Dia 5 6,6 5,9 5,2 11,86

Fa R1(%) R2(%) R3(%) CVb(%) V(%)
Dia 1 20,6 21 21 1,10 6,09
Dia 2 23,3 22,2 20 7,69

Dia 3 20,3 22,2 22,1 4,96

Dia 4 19,5 21,2 21,2 4,75

Dia 5 18,6 20 19,3 3,62

F5 R1(%) R2(%) R3(%) CVo(%) CV{(%)
Dia 1 10 10,5 10,1 2,59 9,66
Dia 2 13,4 11,1 9,6 16,83

Dia 3 9,8 10,2 10,1 2,07

Dia 4 11 10 12,2 9,95

Dia 5 9,9 10,9 10,1 5,13

Nota. CVp= Coeficiente de Variacién Diario; CV= Coeficiente de Variacion Total; R= Repeticidn.
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Figura 20. Curvas Obtenidas en el Experimento de Repetibilidad
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ELIMINACION DE VALORES ANORMALES PARA EL CALCULO DE LOS RANGOS DE

REFERENCIA EN PORCENTAIJE

Un total de 2 valores anormales correspondientes a las F2 fueron eliminados del total de

individuos sanos (n=123), para el posterior cdlculo de los rangos de referencia (Figura 21).

Figura 21. Histogramas Representativos de la Distribucion de las Distintas Fracciones (1-5) en Porcentajes

mediante Electroforesis Capilar en orina Dializada de 123 Perros Sanos
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Nota. Dos valores anormales fueron eliminados de F2. Los valores en el eje de las X estan dados en porcentajes.
Los cuadros lineas discontinuas representan los ICs al 90% de los limites superior e inferior del IR para cada

fraccion.
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ELIMINACION VALORES ANORMALES PARA EL CALCULO DE RANGOS DE REFERENCIA
|EN VALORES ABSOLUTOS

Se eliminaron un total de 13 individuos de la totalidad de la poblacién porque no se disponia en

ellos de valores completos de UPC para el célculo de valores absolutos (n=110). Se eliminaron 2 individuos

de las fracciones F2, F3 y F5, y un individuo de la F4 (Figura 22) por presentar valores anormales mediante

la inspeccion de histogramas y el método de Tukey.

Figura 22. Histogramas Representativos de la Distribucion de las Distintas Fracciones (1-5) en Valor

Absoluto (mg/L) mediante Electroforesis Capilar en Orina Dializada de 110 Perros Sanos
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Nota. Dos valores anormales fueron eliminados de F2, F3 y F5 y un valor anormal fue eliminado de F4. Los valores

en el eje de las X estan dados en mg/L. Los cuadros lineas discontinuas representan los ICs al 90% de los limites

superior e inferior del IR para cada fraccion.
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RANGOS DE REFERENCIA POBLACION PERROS SANOS (Go) EN PORCENTAIJE

Se obtuvieron rangos de referencia con un intervalo de confianza (IC) del 90% (Tabla 34), utilizando
el total de la poblacién (n=123) para cada una de las fracciones, excepto en F2 donde dos valores

anormales fueron eliminados.

Tabla 34. Rangos de Referencia (90% Cl) en Porcentaje para las Diferentes Fracciones Proteicas Urinarias

Obtenidas Mediante Electroforesis Capilar Utilizando MiniCap Sebia

Analito  Unidad n Media SD  Mediana IQR Min  Max RR LBR LAR Distribucion ~ Método de

90%IC 90%IC poblacional calculo

estadistico
F1 % 123 287 140 270 196-392 25 583 554-562 250-670 52,2-583  Gausiana NP
F2 % 121 819 291 810 62-99 18 172 32-165 180-380 126-172  Gausiana NP
R % 123 841 287 810 6696 33 174 351162 330410 134-174  No-Gausiana NP
F4 % 123 430 130 45 #2517 92 757 178698 9,20-22,7 650-757  Gausiana NP
F5 % 123 112 448 105 805131 45 264 511-239 450-570 200-264  No-Gausiana NP

Nota. n = nimero de perros; IC= intervalo de confianza; IQ=rango intercuartilico; LAR= limite alto de referencia; LBR=

limite bajo de referencia; NP= no paramétrico; RR=rango de referencia.

RANGOS DE REFERENCIA POBLACION PERROS SANOS (Go) EN VALORES ABSOLUTOS

Se obtuvieron rangos de referencia utilizando el total de la poblacion (n=110) para cada una de las
fracciones, excepto en F2, F3 y F5 donde dos valores fueron eliminados y F4 donde un valor fue eliminado,

con un intervalo de confianza (IC) del 90% (Tabla 35).
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Tabla 35. Rangos de referencia (90% Cl) en Valores Absolutos para las Diferentes Fracciones Proteicas

Urinarias Obtenidas mediante Electroforesis Capilar Utilizando MiniCap Sebia

Analito Unidad n  Media SD  Mediana IQR Min  Max RR LBR LAR Distribucion  Método de
90%IC 90%1C poblacional  calculo

estadistico

F1 mg/l 110 49 363 438 206682 11 141 249-138 11,1420 131142 No Gausiana NP

F2 mg/l 108 143 087 129  080-195 064 410 087-363 064-221  31,0-410  NoGausiana NP

F3 mgl 108 140 081 125 084193 046 373 123335 046-229  290-373  NoGausiana NP

F4 mg/l 109 745 430 735 4351018 230 216  6,68-182  2,30-167 154-216  No Gausiana NP

F5 mgl 108 188 118 164 102239 049 571 232515 049-469 452571  NoGausiana NP

Nota. n = nimero de perros; |IC= intervalo de confianza; IQ=rango intercuartilico; LAR= limite alto de referencia; LBR=

limite bajo de referencia; NP= no paramétrico; RR=rango de referencia.

INFLUENCIA DE LOS FACTORES INTRINSECOS EN INDIVIDUOS SANOS (Go)

estado reproductivo eran factores estadisticamente significativos para alguna de las fracciones.

Se determind si los factores individuales de cada uno de los individuos como la edad, el sexo y el

La edad fue un factor significativo en el proteinograma para las fracciones F2 y F3, donde se

encontré disminuido en cachorros en comparacién con el grupo adultos y senior (Tabla 36). En el caso del

sexo se encontraron diferencias significativas para la fraccion F1, donde se vio aumentada en el grupo

hembras en comparacién con el de machos (Tabla 37). En relacion al estado reproductivo, entero/a,

castrado o esterilizada, no se encontraron diferencias significativas para ninguna de las 5 fracciones del

proteinograma urinario.

105



Tabla 36. Efectos de la Edad en el Proteinograma Obtenido mediante Porcentajes en Orina Dializada
Canina mediante Electroforesis Capilar Evaluado con ANOVA Unidireccional (Test de Tukey Post Hoc con

95% de Intervalo de Confianza)

Analito n Factor Media SD p valor *
F2 121 Cachorro 6,87 2,37 0,01
Adulto 8,55 2,37
Senior 8,85 3,62
F3 122 Cachorro 7,23 2,35 0,02
Adulto 8,85 2,79
Senior 8,53 2,84

Nota. n=123 perros (33 cachorros, 53 adultos, 37 senior excepto cuando los valores anormales fueron excluidos); el
test de normalidad fue realizado utilizando el test de Anderson-Darling (ajustado mediante el método Holm).

ANOVA analisis de varianza, SD desviacidon estandar.

* significancia de p-valor <0,05
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Tabla 37. Efectos del Sexo en el Proteinograma Obtenido Mediante Porcentajes en Orina Dializada

Canina mediante Electroforesis Capilar Evaluado con ANOVA Unidireccional (Test de Tukey Post Hoc con

95% de Intervalo de Confianza)

Analito n Factor Media SD p-valor*
F1 123 Macho 25,6 14,3 0,03
Hembra 31,1 13,6

Nota. n=123 perros (69 hembras, 54 machos excepto cuando los valores anormales fueron excluidos); el test de
normalidad fue realizado utilizando el test de Anderson-Darling (ajustado mediante el método Holm) con ANOVA

analisis de varianza, SD desviacion estandar.

* significancia de p-valor <0,05

COMPARACION FRACCIONES URINARIAS DE INDIVIDUOS SANOS FRENTE A

ENFERMOS

COMPARATIVA ENTRE SANOS (Go) Y ENFERMOS TOTALES (G1 Y G,)

Se realizd una comparacién entre la totalidad de individuos sanos (n=123) y la totalidad de
individuos enfermos, independientemente del origen de la enfermedad renal (n= 28) de las diferentes
fracciones urinarias para comprobar si existian diferencias significativas en alguna de las fracciones. No se
han hallado diferencias estadisticamente significativas para las fracciones F1 y F5, pero si para las
fracciones F2, F3 donde se evidencié un aumento en el grupo de enfermos totales respecto a la poblacién
sanay la F4 que se encuentrd disminuida respecto a la poblacién sana (Tabla 38). Visualmente, mediante

la grafica comparativa de medias se aprecian desigualdades evidentes en las 5 fracciones (Figura 23).
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Tabla 38. Comparativa Mediante ANOVA Unidireccional de las Diferentes Fracciones del Proteinograma
Urinario entre el Grupo de Perros Sanos Frente a la Totalidad de Animales con Patologia Renal. (Test de

Tukey Post Hoc con 95% de Intervalo de Confianza).

Analito n Factor Media SD p-valor*

F2 147 Sanos 8,18 2,90 0,00
Enfermos 12,02 6,16

F3 149 Sanos 8,25 2,65 0,00
Enfermos 13,72 6,17

F4 148 Sanos 42,99 13,01 0,00
Enfermos 16,16 9,68

Nota. n=151 perros (123 sanos, 28 enfermos excepto cuando los valores anormales fueron excluidos); el test de
normalidad fue realizado utilizando el test de Anderson-Darling. ANOVA analisis de varianza, SD desviacidn

estandar.

* significancia de p-valor <0,05
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Figura 23. Grdfico de Medias para cada una de las Fracciones del Proteinograma Urinario Comparando el

Grupo de Animales Sanos con la Totalidad de Animales Enfermos
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COMPARATIVA ENTRE INDIVIDUOS SANOS (Go) Y ENFERMOS RENALES CRONICOS (G1) Y

ENFERMOS RENALES ASOCIADOS A INFECCION POR LEISHMANIA INFANTUM (G,)

Se realizdé una comparacién entre los tres grupos de estudio de las diferentes fracciones del
proteinograma. No se hallaron diferencias estadisticamente significativas para la fraccidn F1, pero si para
la fraccién F2 que se encontré aumentada para el G, la fraccion F3 evidencié un aumento para la poblacion
G1y G respecto a la poblacién sana, la fraccidon F4 que se encontré disminuida en ambas poblaciones de
animales enfermos y la fraccidén F5 donde resulté estar aumentada en la poblacion de enfermos renales
asociados a Leishmania infantum (Tabla 39). Visualmente, mediante la grafica de medias comparativa de

los tres grupos se aprecian desigualdades evidentes (Figura 24).

Tabla 39. Comparativa mediante ANOVA Unidireccional de las Diferentes Fracciones del Proteinograma
Urinario entre el Grupo de Perros Sanos Frente al Grupo Enfermos Renales Crénicos y al Grupo Renales

por Leishmania infantum (Test de Tukey Post Hoc con 95% de Intervalo de Confianza)

Analito n Factor Media SD p-valor*
F2 146 Sano 8,18 2,90 0,00
ERC 15,53 2,94
Leishmania 9,60 6,05
F3 149 Sano 8,25 2,65 0,00
ERC 13,25 3,50
Leishmania 12,44 5,34
F4 151 Sano 42,99 13,01 0,00
ERC 23,92 13,56
Leishmania 22,95 13,86
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Analito n Factor Media SD p-valor*

F5 144 Sano 10,50 3,43 0,00
ERC 7,80 5,74
Leishmania 22,48 13,77

Nota. n=151perros (123 sanos, 11 enfermedad renal crénica, 17 Leishmania infantum excepto cuando los valores
anormales fueron excluidos); el test de normalidad fue realizado utilizando el test de Anderson-Darling. ANOVA

analisis de varianza, SD desviacion estandar.

* significancia de p-valor <0,05
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Figura 24. Grdfico de Medias para cada una de las Fracciones del Proteinograma Urinario Comparando

los tres Grupos de Estudio
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proteinograma urinario de perros del grupo G; y el UPC (Tabla 40).

RELACION DEL RATIO PROTEINA CREATININA EN ORINA (UPC) CON LAS DISTINTAS

FRACCIONES EN LOS INDIVIDUOS PERTENECIENTES A G1 Y Ga.

No se encontrd relacién estadisticamente significativa entre las distintas fracciones del

Tabla 40. Relacion entre las Distintas Fracciones del Proteinograma Urinario de Perros con Enfermedad

Renal Crénica (G;) y UPC

Fraccion G, p-valor*
F1 0,972
F2 0,919
F3 0,660
F4 0,914
F5 0,609

* significancia de p-valor <0,05

No se encontrd relacién estadisticamente significativa entre las distintas fracciones del

proteinograma urinario de perros con enfermedad renal asociada a Leishmania infantum (G) y el UPC

(Tabla 41).
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Tabla 41. Relacion entre las Distintas Fracciones del Proteinograma Urinario de Perros con Enfermedad

Renal Asociada a Leishmania infantum (G) y UPC

Fraccién G; p-valor*
F1 0,641
F2 0,072
F3 0,283
F4 0,228
F5 0,269

* significancia de p-valor <0,05

; RELACION ENTRE LAS FRACCIONES DEL PROTEINOGRAMA EN SUERO CON LAS
 FRACCIONES DEL PROTEINOGRAMA EN ORINA

No se encontré relacion estadisticamente significativa entre las distintas fracciones del

proteinograma urinario y sérico de perros con enfermedad renal crénica (Gi) (Tabla 42).

Tabla 42. Relacion entre las Distintas Fracciones del Proteinograma Urinario y Sérico de Perros con

Enfermedad Renal Crénica (G).

Fraccién G; p-valor*
F1 0,565
F2 0,576
F3 0,407
F4 0,310
F5 0,209

* significancia de p-valor <0,05
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No se encontrd relacién estadisticamente significativa entre las distintas fracciones del
proteinograma urinario y sérico de perros con enfermedad renal asociada a Leishmania infantum (G,)

(Tabla 43).

Tabla 43. Relacion entre las Distintas Fracciones del Proteinograma Urinario y Sérico de Perros con

Enfermedad Renal Asociada a Leishmania infantum (G).

Fraccion G; p-valor*
F1 0,618
F2 0,715
F3 0,366
F4 0,646
F5 0,055

* significancia de p-valor <0,05
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DISCUSION

ESTUDIO EN LA POBLACION DE PERROS SANOS (Go)

‘ ALTERACIONES LABORATORIALES

En la evaluacién laboratorial de la poblacidn de estudio, algunos individuos sanos presentaron
anormalidades incluyéndose de igual manera en el estudio por no considerarse elementos que pudiesen
afectar a los resultados del proteinograma urinario. Asi pues, 33 de los 123 de los perros incluidos,
mayoritariamente en el grupo de cachorros, presentaron un aumento en el valor hematocrito y en el valor
de proteinas totales, relacionandose estos cambios con hemoconcentracidn asociada a un estado de ligera
deshidratacidon por el ayuno requerido para la extraccion sanguinea (Atata et al., 2019) o un aumento en
el valor del hematocrito relacionado con la contraccién esplénica relacionada a situaciones de estrés
(Nitsche, 2004). Con respecto al proteinograma sérico, en el grupo senior o mayores de 8 afios, se
detectaron aumentos en la fraccion gammaglobulina de algunos individuos. Dado que esta fraccion
proteica aumenta entre otras causas por procesos inflamatorios créonicos (Lee et al., 2020; Tothova et al.,
2016), dichas elevaciones podrian deberse a patologias normales en este rango de edad, como
enfermedad periodontal o enfermedad degenerativa articular, como se comprobd que padecian muchos

de los individuos de este subgrupo durante el examen clinico.

Del mismo modo, 7 de los 123 individuos presentaron una leve cristaluria (cristales de estruvita
de pequeno tamafio) en la citologia urinaria en fresco. La hipétesis planteada es que, tras la refrigeracion,
el cambio de pH de la muestra y el tiempo transcurrido entre recoleccién e inspeccion de la misma, se

produjo una leve precipitacion de cristales de este tipo (Albasan et al., 2003).

Todas las muestras presentaron un UPC menor a 0,5 segun los criterios IRIS para perros no
proteinuricos (Lees et al., 2005).
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ELECTROFORESIS CAPILAR URINARIA

Varios estudios en medicina veterinaria han utilizado métodos electroforéticos analiticos como la
electroforesis en gel de agarosa (PAGE/SDS-PAGE) o electroforesis de alta resolucion (EAR) para la
identificacion de los patrones de migracidn de las diferentes proteinas contenidas en la orina tanto de
animales sanos como proteinuricos. Solo un estudio reciente ha utilizado la electroforesis capilar asociada
a la espectrofotometria de masas (CE-MS) para la identificacién de biomarcadores renales, demostrando
la existencia de 133 péptidos distintos en perros sanos respecto a perros con ERC (Pelander et al., 2019).
Estudios cualitativos han sido llevados a cabo en animales con enfermedad renal en diferentes estadios
de la patologia, principalmente en busca de biomarcadores tempranos, como la proteina transportadora
de la vitamina D o la proteina transportadora de retinol (Chacar et al., 2017). Otro estudio fue realizado
en perros con enfermedad renal con el objetivo de diferenciar patrones caracteristicos de dafio renal
tubular o glomerular mediante SDS-PAGE (Schultze y Jensen, 1989). Siguiendo estas lineas, un estudio
compard patrones obtenidos en orina mediante SDS-PAGE con lesiones histoldgicas renales (Zini et al.,
2004). Utilizando electrotransferencia, otro estudio comparé las bandas obtenidas mediante SDS-PAGE en
perros sanos con aquellas obtenidas en pacientes con proteinuria renal (Yalgin et al., 2004). La banda mas
abundante encontrada en este estudio en animales sanos fue la perteneciente a la albimina (PM 65 kDa),
en este caso coincidiendo con los resultados obtenidos en el presente trabajo para la F1. Otras proteinas
detectadas en menor cantidad, fueron la alfa;-microglobulina (PM 27 kDa) y la transferrina (PM 76 kDa).
Estos estudios detectaron patrones mixtos, glomerular y tubular con contenido en proteinas de alto (>65

kDa) y bajo (<65 kDa) peso molecular y patrones tubulares mostrando solo bandas de bajo peso molecular.

Sin embargo, la comparacién de los resultados obtenidos con los estudios ya existentes en
veterinaria sobre proteinas urinarias ha resultado complicado en este trabajo, ya que las técnicas utilizadas

no se rigen por los mismos principios, en la EC las proteinas migran en base a su carga y tamafio, sin
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embargo, en las técnicas SDS las proteinas migran solamente en base a su tamafio y en la EAR las proteinas
migran en base a la carga, volumen y masa (Giori et al., 2011). Los trabajos citados anteriormente se
centran principalmente en el estudio de posibles biomarcadores tempranos de afeccion renal, en una
poblacién de perros enfermos, y el grupo control de sanos, en caso de haberlo suele ser reducido. El
principal objeto de este estudio ha sido el de establecer rangos de referencia para una poblacién sanay la

posterior comparacion con una muestra de perros enfermos.

Dado que en la electroforesis capilar la migracion de las proteinas se realiza en base al tamafio y
a la carga de las mismas, no es posible la identificacién de las proteinas incluidas en cada fraccién como
ocurre en la electroforesis en gel (Giordano y Paltrinieri, 2010). Para solucionar este problema, en medicina
humana se han realizado estudios con EC asociada a espectrofotometria de masas (Theodorescu et al.,
2005). Aunque en un inicio, en este trabajo se propuso la identificacidn de las proteinas incluidas en cada
fraccién, se presentaron dificultades técnicas para obtener resultados mediante espectrofotometria de

masas (MS) para analizar las muestras empleadas, y dicha parte del trabajo no pudo realizarse.

Solo un estudio reciente en medicina veterinaria ha utilizado la electroforesis capilar asociada a la
espectrofotometria de masas (CE-MS) para la identificacién de biomarcadores renales, demostrando la
existencia de 133 péptidos distintos en perros sanos respecto a perros con ERC (Pelander et al., 2019).
Existen dos estudios en medicina humana sobre la estandarizacién a la hora de informar sobre la
electroforesis de proteinas tanto en suero como en orina, pero se centran principalmente en las

paraproteinemias (Inman et al., 2009; Tate et al., 2012).

Uno de los puntos mas dificultosos del estudio ha sido la delimitacidn de las fracciones en cada
una de las curvas electroforéticas. Estudios similares realizados en veterinaria en suero, han determinado
las diferentes fracciones siguiendo las propias delimitaciones que ofrece el mismo programa informatico

del equipo electroforético (Riond et al., 2009). En este estudio, para una identificacion mas objetiva de las
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diferentes fracciones entre perfiles de diferentes animales, se realizé la migracién de una curva patrén con
suero canino diluido 1:49 para superponerlo a las curvas del estudio y poder realizar las divisiones de
manera mas certera. En estudios realizados en humana se ha visto la existencia de pre albumina (Beetham
et al., 1993; Jenkins et al., 1994) asi como una tendencia de la albimina a migrar mas cerca del anodo
respecto al suero en la EC (Keren, 2003), que podria ser la razén de que al superponer la curva sérica
patron a las curvas urinarias de perros sanos, la albumina en el caso de estos ultimos migre ligeramente

mas tarde.

Los rangos de referencia de electroforesis capilar urinaria obtenidos en el presente estudio se han
presentado en porcentajes (5,5 — 56,1% para F1, 3,2 — 16,5% para F2, 3,5 — 16,2% para F3, 17,8 — 69,8%
para F4y 4,50 —23,9% para F5) y valores absolutos (2,49-148 mg/L para F1, 0,87-36,3 mg/L para F2, 1,23-
33,5 mg/L para F3, 6,68-182 mg/L para F4 Y 2,32 — 51,5 mg/L para F5), debido a que no en todos los
animales evaluados se dispuso de la cantidad de proteinas excretadas (mg/L). Se ha realizado diversos
experimentos de deteccidn limite inferior, reproducibilidad y repetibilidad, que han servido para validar el
uso de esta técnica laboratorial, por lo que la electroforesis capilar urinaria es una nueva herramienta
diagndstica con la que contamos para evaluar a perros sanos y proteindricos, como consecuencia de

patologias renales o paraproteinemias en medicina veterinaria.

ALTERACIONES EN EL PROTEINOGRAMA URINARIO

Los patrones de las curvas observadas en los animales sanos, son similares a los pocos estudios
realizados en orina de humanos y perros sanos donde las principales proteinas contenidas en la orina son
albumina, transferrina y uromodulina. Una de las principales limitaciones del estudio ha sido no identificar
las proteinas contenidas en cada fraccién, por lo que no se puede asegurar en este trabajo que albumina,
transferrina y uromodulina sean las proteinas mayoritarias en la orina de perros sanos, aunque segun la

distribucidn de las fracciones urinarias en comparacion con la de otros trabajos (Ferlizza et al., 2017; Miller
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et al., 2014, Raila et al., 2014; Yalgin et al., 2004) es probable que asi sea. Las fracciones mas abundantes
en la orina de perros sanos en este estudio han sido la F1 y la F4. La principal hipétesis extrapolando los
datos de migracion de proteinas séricas y otros estudios realizados mediante EC en orina, es que la F1
contiene la albumina (Jenkins, 1997; Jenkins et al., 1994) y la F4, donde en el proteinograma sérico esta
fraccion se corresponde con las betaglobulinas, contiene la transferrina ademas de otras proteinas
(Tothova et al., 2016). En los estudios realizados en orina en medicina humana mediante EC, la transferrina
también es una de las proteinas presentes en esta fraccion y que ademas migra en un tiempo similar a la
uromodulina (Jenkins et al., 1994). En los estudios realizados en el ambito veterinario, aunque se han
realizado en base a técnicas electroforéticas de gel, coinciden que, en perros sanos ademas de la albumina
ya citada, la transferrina y la uromodulina también estan presentes de manera fisiolégica en la orina
(Beristain-Ruiz et al., 2013; Ferlizza et al., 2017; Raila et al., 2014; Schultze y Jensen, 1989). La hipodtesis
planteada para este aumento en la F4 tan significativo es que la uromodulina pueda migrar en esta
fraccion, ya que estudios realizados en humana han demostrado que esta proteina forma distintas
disposiciones poliméricas segun las diferentes condiciones fisicoquimicas y pueden unirse a otras
proteinas como la inmunoglobulina G y complemento g1 (Rampoldi et al., 2011), pero dado el disefio del

presente estudio no podemos confirmarlo.

EDAD

Con respecto a la variable edad, se encontraron diferencias significativas para las fracciones F2 y
F3, correspondientes por zona de migracién del suero control, con las globulinas alfa; y alfa,, siendo
menores éstas en cachorros respecto al resto de la poblacién. A pesar de los pocos estudios encontrados
al respecto, una posible explicacion es que la disminucion de estas dos fracciones esté relacionada con el
desarrollo de la inmunidad durante el crecimiento (Pereira et al., 2019) o con la administracién reciente

de tratamientos preventivos como las vacunas, pero estos datos no se recogieron en este estudio.
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SEXO

La variable sexo resultd estadisticamente significativa para la fraccién F1 correspondiente en el
proteinograma sérico de control con la albumina, donde se encontré incrementada en hembras respecto
a los machos. La bibliografia encontrada sugiere que la obesidad y el género puede caracterizar la
metabolémica urinaria, no obstante, en este estudio la condicidn corporal de los individuos no se recogio,

por lo que no se ha podido comparar este aspecto (Bjgrnvad et al., 2019; Forster et al., 2018).

ESTADO REPRODUCTIVO

La variable estado reproductivo, entero/a, castrado o esterilizada fue objeto de estudio
estadistico, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre ellas cuando se compararon
con cada fraccién del proteinograma urinario. Estos resultados podrian sugerir que, aunque se conoce que
los machos intactos pueden liberar proteina prostatica (arginina estereasa) en su orina, es posible que esta
no se libere de manera constante o en cantidades significativas (Hokamp et al., 2018; Lavoué et al., 2015).
Otra hipétesis podria ser que dicha proteina se encuentre por debajo del limite de deteccién minima del
instrumento de electroforesis utilizado para este trabajo. También convendria puntualizar que el mayor
numero de perros enteros se encuentra en el grupo cachorros o menores de 1 afio, donde es posible que
muchos de estos individuos todavia no hayan alcanzado la madurez sexual y por tanto no produzcan
cantidades detectables de arginina estereasa. Para confirmar o destacar estd hipdtesis, seria necesario
realizar un estudio con una poblacién regulada de machos enteros en mayor nimero y con mds de un afo

de edad.

122



ESTUDIO EN EL POBLACION PERROS ENFERMOS

COMPARATIVA POBLACION INDIVIDUOS SANOS VS TOTALIDAD DE ENFERMOS

Uno de los objetivos de este estudio fue la comparacion de las distintas fracciones del
proteinograma urinario entre la poblacion sana y la totalidad de poblacion con patologia renal. A pesar de
que el origen de la enfermedad renal es distinto para los dos grupos de animales enfermos se decidio la
unién de ambos grupos para hacer una comparativa estadistica y que asi el tamafo muestral del grupo
enfermos fuera mas grande. Los resultados de esta comparativa resultaron estadisticamente significativos
para las fracciones F2, F3 y F4, siendo mayor su excrecién en el grupo de enfermos respecto al grupo sano,
excepto para la F4 donde su excrecion fue mayor en la poblacién sana respecto a la totalidad de enfermos.
La alfai-microglobulina es una proteina antiinflamatoria ademas de un marcador de lesién tubular, cuyo
aumento en pacientes con enfermedad renal podria darse en respuesta a la inflamacién que se produce
durante la enfermedad en los tubulos renales proximales (Cobrin et al., 2013). Respecto a la fraccion alfa,-
globulina, ningun estudio hace referencia a su excrecidn, ni en individuos sanos ni en individuos con
enfermedad renal crénica. No obstante, desconocemos las proteinas contenidas en esta fraccidn. En suero
esta fraccion aumenta en caso de enfermedad inflamatoria o sindrome nefrético entre otros, lo que podria
apoyar la teoria de que en esta franja se encuentren proteinas relacionadas con procesos inflamatorios
relacionados con el dafio renal (Cobrin et al., 2013; Tothova et al., 2016). Segun estudios realizados en
suero de humanos, una isoforma de la proteina transportadora de retinol (RBP4-LL), cuya excrecion esta
asociada también a dafio en el tubulo proximal podrian encontrarse en esta franja ademas de en la fraccidon
habitual betaglobulina (Frey et al., 2008). La F4 o betaglobulina, se encontré disminuida significativamente
respecto al grupo de perros sanos. Estudios de biomarcadores renales en humana indican que la proteina
de Tamm-Horsfall o uromodulina podria encontrarse en esta franja proteica, su excrecidén es habitual en

perros sanos, puesto que se le han atribuido propiedades de defensa frente a infecciones del tracto
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urinario inferior, y ademas existe una relacion correlativa negativa respecto a perros con enfermedad renal
crénica en estadios avanzados de la enfermedad, lo que apoya la hipdtesis de que pueda estar disminuida

respecto al grupo de perros sanos (Chacar et al., 2017; Devuyst et al., 2005; Raila et al., 2014).

La F1 que coincide con la migracién de la albumina en la curva patrén, no resulté ser
estadisticamente significativa, no obstante, en la gréfica de medias si se observa un aumento respecto al
grupo sanos. Son varios los estudios que corroboran que en pacientes con enfermedad renal la albimina
se excreta en mayor cantidad (Giori et al., 2011; Hokamp et al., 2018; Lavoué et al., 2015; Raila et al.,
2014). Quizas se necesitaria un grupo de individuos mas amplio y homogéneo en cuanto a clasificacion

respecto a los estadios IRIS en enfermedad renal para poder confirmar esta teoria.

La F5 o gammaglobulina tampoco presenta diferencias estadisticamente significativas.
Visualmente en el grafico de medias no se observa una diferencia tan evidente como en las fracciones ya
citadas. Este hallazgo podria deberse al hecho de juntar la poblacidon de enfermos renales crdnicos con la
poblacién enfermos renales por Leishmania infantum donde se espera que exista una mayor excrecion de
inmunoglobulinas debido al depdsito de inmunocomplejos glomerulares provocados por la enfermedad
parasitaria, ademas la excrecion de proteinas con peso molecular superior al de la albimina (65 kDa),
localiza el origen de la lesién en el glomérulo (Giori et al., 2011; Lavoué et al., 2015; Solano-Gallego et al.,

2009).

COMPARATIVA DE LOS TRES GRUPOS POBLACIONALES

Parte de este estudio se centré en comparar las distintas fracciones entre los tres grupos
poblacionales, con el principal objetivo de conocer si existen diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo sanos-grupo enfermos renales crénicos, grupo sano-grupo enfermos renales asociados a

Leishmania infantum y diferencias entre los dos grupos de animales enfermos.
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La F1 resultd no ser estadisticamente significativa en ningln caso. Sin embargo, en el grafico de
medias se observa un incremento de esta fraccién en el grupo enfermos renales. Varios estudios realizados
en orina detectan albumina en muestras de perros con enfermedad renal crénica (Giori et al., 2011,

Hokamp et al., 2018; Lavoué et al., 2015) .

En el caso de la F2, los resultados muestran diferencias estadisticamente significativas para esta
fraccién con un aumento en el grupo de ERC respecto a los otros dos grupos. En esta fraccion se encuentra
la alfa;-microglobulina que es un marcador de lesién tubular, cuyo aumento en pacientes con enfermedad
renal podria darse en respuesta a la inflamacién que se produce durante la enfermedad en los tubulos
renales proximales. Puede apoyar esta hipédtesis el hecho de que el 63,6% (7/11) de los individuos tengan
UPC inferiores a dos y esto se pueda relacionar con una proteinuria de origen tubular, asociado a proteinas

de bajo peso molecular (< 65 kDa) (Giori et al., 2011; Lees et al., 2005).

La F3 se encontré elevada en ambos grupos de animales enfermos respecto al grupo sanos. En un
estudio realizado en orina humana mediante métodos inmunoquimicos, la proteina alfa,-macroglobulina
se encontroé elevada en pacientes con proteinuria severa, detectandose solo trazas de esta en los pacientes
no proteinuricos, lo que podria ser indicativo de una proteinuria de origen glomerular (Hofmann et al.,
1992; Killingsworth y Savory, 1974) . Como hemos citado anteriormente, estudios realizados en medicina
humana nos indican que pueda encontrarse en esta fraccion una isoforma de la proteina transportadora

de retinol (RBP4-LL), cuya excrecidén estd asociada también a dafio en el tubulo proximal (Frey et al., 2008).

La F4, se encontré disminuida significativamente para las dos poblaciones de enfermos respecto
al grupo de sanos. En esta fraccién, como hemos citado anteriormente y aunque no era objeto de este
estudio, suponemos que se pueda encontrar la uromodulina, la cual mantiene una relacién correlativa
negativa respecto a perros con enfermedad renal crdnica en estadios avanzados de la enfermedad renal,

lo que apoya los resultados de que pueda estar disminuida respecto al grupo de perros sanos (Chacar et
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al.,, 2017; Devuyst et al., 2005; Schaefer et al., 2011). En esta fraccién podemos encontrar también la
proteina beta,-globulina, marcador de estadios tempranos de la enfermedad renal (Nabity et al., 2012).
Sin embargo, en este estudio los estadios IRIS no siguieron una distribucién equitativa, situandose la

mayoria de pacientes en los estadios Il y IV.

La F5 se encontré en este estudio significativamente mds elevada en el grupo de perros enfermos
por Leishmania infantum, respecto a las otras dos poblaciones. Son varios los estudios que confirman
mediante otros métodos analiticos la presencia de inmunoglobulinas G en la orina de estos perros
infectados por Leishmania infantum y glomerulonefritis asociados a la disfuncién de la barrera glomerular

(Solano-Gallego et al., 2003; Zaragoza et al., 2003).

COMPARATIVA DEL UPC CON LAS DISTINTAS FRACCIONES

COMPARATIVA UPC FRENTE A ENFERMOS POR ENFERMEDAD RENAL CRONICA

Se realiz6 un estudio de correlacion entre las distintas fracciones del proteinograma urinario
frente al UPC de cada individuo, con resultado negativo. Como hemos citado anteriormente el UPC se
utiliza como herramienta cuantitativa para evaluar la pérdida de proteinas por lo que parece légico que
hubiera una correlacidn positiva entre el aumento del UPC y una o varias fracciones del proteinograma
urinario. No obstante, este resultado podria estar sesgado dado que la poblacion de estudio en este grupo
es muy limitada y el valor de los UPC no resulta equitativo respecto a la totalidad de la poblacién, donde
mas de la mitad de los individuos (63,6%) presentan un UPC inferior a dos. Seria necesario un estudio con
un grupo mas numeroso y con una distribucién mas homogénea respecto al nimero de individuos segun

el estadiaje IRIS para consolidar o descartar esta hipétesis.
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COMPARATIVA UPC FRENTE A ENFERMOS POR ENFERMEDAD RENAL ASOCIADA A

LEISHMANIA INFANTUM

Se realizé6 un estudio de correlacion entre las distintas fracciones del proteinograma urinario
frente al UPC de cada individuo, con resultado negativo. En este grupo, a pesar de contar con un nimero
ligeramente mayor de individuos, los resultados de los valores del UPC, tampoco siguieron una distribucion
homogénea, situandose mas de la mitad de los mismos (53%) en valores de UPC inferiores a dos. Seria
necesaria la realizacién de un estudio con mayor tamafio de la muestra y con resultados distribuidos de

una manera mas equitativa para el UPC.

COMPARATIVA PROTEINOGRAMA URINARIO Y SERICO

Se realizé un estudio de correlacién entre las distintas fracciones del proteinograma sérico y
urinario de cada individuo con resultado negativo en todas ellas, tanto para el G; como para el G;. Esto
indica que el aumento o disminucién de cualquiera de las fracciones en suero no supone un aumento o
disminucién de la misma en la orina del mismo individuo. El 27,27% y el 58,82% de G1, G, respectivamente
de la poblacidn de estudio presentd hipoalbuminemia sin embargo estadisticamente esta disminucién en
suero no se correlacioné con un aumento en el proteinograma urinario, esto podria deberse a que los
animales con albumina sérica baja no presentaban necesariamente proteinuria con valores altos en todos
los casos. En el caso del G; respecto a la F5 donde el 100% de la poblacién presenté un aumento en la
fraccién gamma globulina, tampoco hubo correlacion con la cantidad excretada en orina, esto al igual que
para la F1 puede ser debido a que este aumento en las gammaglobulinas séricas en estos pacientes no
estaba relacionado con una mayor excrecién de proteinas a través de la orina. A pesar de los datos
expuestos, y que la comparativa de proteinogramas entre grupos si resultd ser significativa, parece que

variaciones de proteinogramas séricos no se corresponde con una mayor excrecion de proteinas urinarias
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a nivel individual. No obstante, una poblacion mas grande y con caracteristicas en cuanto a estadio IRIS

mas homogéneas serian necesarios.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Las limitaciones que hemos encontrado durante la realizacidn del estudio y que deben tenerse en

cuenta para futuras lineas de investigacion son:

Dificultad para realizar un seguimiento de los pacientes mas de dos semanas para asegurar la

ausencia de enfermedad renal u otras en el caso del grupo de perros sanos.

Falta de recogida de datos como la condicion corporal, y el estado de salud respecto a posibles
tratamientos preventivos como vacunas o desparasitaciones que pudieran alterar algunos valores en las

analiticas realizadas.

Dificultad para recoger muestras de la poblacién de perros enfermos y que estos pacientes no
estuviesen recibiendo tratamientos que pudiesen alterar posteriormente el estudio de la orina, como

fluidoterapia, farmacos diuréticos o antiinflamatorios esteroideos.

Dificultad para comparar con otras técnicas electroforéticas, puesto que la migracion de las
proteinas en la electroforesis capilar, se realiza en base a conceptos diferentes, migrando en base a la
carga y el tamano. Por ello ha sido imposible la comparacidon de resultados con otras técnicas mas

utilizadas como la electroforesis en gel.

Falta de bibliografia tanto en medicina humana como en medicina veterinaria para realizar las

divisiones de los diferentes proteinogramas.
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Falta de recursos para la realizacion de la técnica asociada a inmunotipado y/o inmunofijacidn, asi
como electroforesis capilar asociada a espectrofotometria de masas para la identificacion de las proteinas

mayoritarias en cada fraccion.

FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Al ser la EC urinaria una técnica poco utilizada en veterinaria para el estudio de la orina, ofrece la

posibilidad de nuevos campos de investigacion:

Aplicacidn de la técnica a otras especies de mamiferos, puesto que el protocolo de preparacion de
la orina sera el mismo y el propio equipo de electroforesis (MiniCap Sebia) puede procesar este tipo de

fluidos independientemente de la especie de origen.

Comparacion de los resultados de electroforesis capilar de perros enfermos con el estudio de
histopatologia renal de los mismos, para confirmar el origen de la lesién renal (glomerular, tubular e

intersticial).

Electroforesis capilar en pacientes con insuficiencia renal aguda, y comparativa con los

proteinogramas de enfermedad renal crénica.

Estudios de electroforesis capilar asociada a inmunotipado y/o inmunofijacién o acoplada a
espectrofotometria de masas con el fin de obtener biomarcadores renales y determinar qué tipo de

proteinas corresponden a cada fraccion del proteinograma urinario en pacientes caninos.
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CONCLUSIONES

De los resultados de este estudio podemos sacar las siguientes conclusiones:

1-. Validacién de la técnica mediante experimento de limite de deteccidn con una sensibilidad de
deteccién minima de 2,1 mg/L y de repetibilidad y reproducibilidad con una desviacion estandar para cada
una de las fracciones inferior o igual al 10%, siendo estd técnica una posible herramienta diagndstica
complementaria a la hora de evaluar pacientes con sospecha de enfermedad renal. Mediante
electroforesis capilar urinaria no es posible la identificacion de las diferentes proteinas contenidas en cada
fraccion urinaria, por lo que estudios de esta técnica acoplada a la espectrofotometria de masas,

inmunotipado y/o inmunofijacion serian necesarios.

2-. Se establecen unos rangos de referencia tanto en porcentaje como en valores absolutos
mediante electroforesis capilar en orina para la especie canina donde F1 y F4 son las fracciones
mayoritarias como corroboran otros estudios realizados mediante electroforesis de proteinas urinarias

con técnicas de gel.

3-. No se han detectado diferencias estadisticamente significativas entre individuos sanos
respecto al estado reproductivo, ni en machos ni en hembras. La edad resultd ser un factor significativo
para F2 y F3 donde se encontré disminuida respecto al grupo adultos y senior. El sexo resulté ser un factor

significativo para F1 en hembras donde se encontré aumentada respecto al grupo machos.

4-. Los proteinogramas de individuos enfermos presentan diferencias visuales para todas las
fracciones electroforéticas urinarias, y existen diferencias estadisticamente significativas respecto a los
sanos para las fracciones F2, F3 y F4 del proteinograma que podrian atribuirse a la excrecién aumentada
o disminuida de proteinas asociadas a procesos inflamatorios que ocurren durante la enfermedad renal

cronica. En el caso de los animales con azotemia asociada a Leishmania infantum existe un aumento
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estadisticamente significativo de la F5 respecto a los individuos sanos y con ERC, que puede deberse a la

glomerulonefritis provocada por el depdsito de inmunocomplejos asociadas a la enfermedad parasitaria.

5-. No existe relacidn entre el aumento o disminucion de las distintas fracciones del proteinograma

y el aumento del ratio proteina/creatinina en orina en perros con azotemia y proteinuria.

6-. No existe relacién entre el aumento o disminucion de las distintas fracciones del proteinograma
sérico y urinario para un mismo individuo con enfermedad renal crénica o enfermedad renal asociada a

Leishmania infantum.
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Abstract. Electrophoresis of urine to evaluate protein fractions in dogs with proteinuria to differentiate glomerular from
tubular damage has increased in recent years; however, capillary electrophoresis (CE) of urine has not been reported in a
study of >40 healthy animals, to our knowledge. We aimed to establish reference intervals (Rls) for the urine protein fractions
obtained by CE of urine from healthy dogs. We obtained urine samples from 123 clinically healthy dogs of both sexes between
December 2016 and April 2019: urine was frozen until CE was performed. The electrophoretic patterns obtained were divided
into 5 protein fractions, and R1s were established in percentages and absolute values using nonparametric methods. RIs were
obtained for the fractions (F) as follows: 5.5-56.2% for F1, 3.2-16.5% for F2, 3.5-16.2% for F3, 17.8-69.8% for F4, and 5.1—
23.9% for F5. These Rls obtained by CE might be useful clinically as a basis for comparison with pathologic samples. Age was
a statistically significant factor for F2 (p=0.01) and F3 (»=0.02). and sex was a statistically significant factor for F1 (p=0.03).

Keywords: canine; dialysis; electrophoretic pattern; proteinuria; reference intervals; renal disease; urinary.

Serum protein analysis by capillary electrophoresis (CE) is a
well-established laboratory method used for the diagnosis
and follow-up of infectious, inflammatory, immune-medi-
ated, and neoplastic conditions in human and veterinary
medicine, given that it is a simple, adaptable, and rapid tech-
nique that does not require a large amount of smple.9’13‘25
The CE process is based on the separation of charged mole-
cules based on their electrophoretic mobility in an alkaline
buffer at a specific pH. The separation occurs according to
the buffer pH and electroosmotic flow, yielding various
electrophoretic fractions.”**? In plasma or serum, the elec-
trophoretogram in mammals is commonly divided into the
following fractions from low to high molecular weight (MW)
and charge: albumin, alpha-1-, alpha-2-, beta-1-, beta-2-, and
gamma globulins **

Analysis of proteins in urine by CE has proven to be a
suitable method in human medicine to detect the presence of
characteristic electrophoretic patterns in renal and extrarenal
disorders. 723 Although only quantitative proteinuria can
be assessed by the urine protein:creatinine ratio (UPC), elec-
trophoretic techniques can be used as a semiquantitative
method to assess the loss of proteins through urine because
different patterns can be identified."

Pathologic renal proteinuria is the presence of protein in
urine attributable to structural or functional lesions within
the kidneys. The origin of this patholo%ic proteinuria
can be glomerular, tubular, or interstitial.” Normally, the
small amount of protein present in filtrate passes through

the glomerular capillary walls and is reabsorbed by the
proximal tubules. Proteins larger than albumin (69 kDa)
rarely pass through glomeruli.”* A few studies have exam-
ined the most abundant proteins in the urine of healthy ani-
mals. In 2010, a study detected C-reactive protein,
immunoglobulin G, thromboxane B2, and retinol-binding
protein in the urine of healthy dogs.23

Different methods can be used to evaluate proteinuria in
dogs, including colorimetric strips, the UPC ratio, and urine
albumin and microalbumin concentrations." The most com-
mon method used today in veterinary medicine to measure
proteinuria is the UPC ratio given that it provides a quantita-
tive result. Physiologic proteinuria in canine species is con-
sidered when the UPC ratio is <0.2, borderline proteinuria is
considered when the ratio is 0.2 to 0.5, and significant pro-
teinuria is considered when the ratio is >0.5, provided that it
is accompanied by an inactive urinary sediment.?!

A few studies in veterinary medicine have correlated
different urine electrophoretogram patterns with pathologic
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Table 1. Age and sex of the 123 healthy dogs studied to evaluate dialyzed urine fractions by capillary electrophoresis.
M F Intact (M/F) Castrated/spayed Unknown (M/F)
Puppy (1mo-1y) 15 18 12/17 3/0 0/1
Adult (1-8y) 19 34 6/10 13/18 0/6
Senior (>8y) 20 17 4/2 12/12 4/3
Total 54 69 22/29 28/30 4/10

F=female; M=male.

conditions using sodium dodecy! sulfate agarose—polyacryl-
amide gel electrophoresis (SDS-AGE; SDS-PAGE) and
high-resolution gel electrophoresis (HRE).>!%!4203333 g
our knowledge, no data are available concerning CE electro-
phoretic patterns in normal or pathologic urine from dogs.
We chose CE because of its advantages in serum, including
the reduced separation time (2min vs. 20min in a gel),
reduction of waste harmful to humans and the environment,
and ability to obtain a curve without the need for additional
staining as is needed for gel electrophoresis.***** More-
over, urinary CE in dogs is new and may be of interest to
veterinary laboratorians.

We aimed to establish reference intervals (RIs) for the
various protein fractions obtained from the urine of healthy
dogs by CE for comparison with pathologic conditions.

Materials and methods

Twenty-three veterinary centers, including veterinary clinics
and reference veterinary hospitals, collaborated between
December 2016 and April 2019. Our study was approved by
the research and ethics committee of the Universidad
Catolica de Valencia San Vicente Martir (Valencia, Spain;
UCV 2017-2018-33). Urine samples were obtained from 123
clinically healthy dogs by free catch, which could be done
easily by the owners and did not require specific training. A
potential disadvantage of free catch, instead of cystocentesis,
is the hypothetical presence of proteins from the reproduc-
tive system, given that we also included intact animals in our
study. The inclusion criteria for the study were biological
data for the patient, such as age (juvenile=0-1y old;
adult==1-8y old; senior==>8y old), sex (female, male),
reproductive status (intact, castrated, or spayed), breed, and
clinical parameters such as clinical history (no signs of ill-
ness in the 2wk preceding or following sample collection
because longer follow-up was not possible in some cases),
and a routine physical examination.

The study population was located in Spain and included
outdoor and indoor dogs. Preventive care information was
not available for all patients; therefore, it was not included as
a study factor. Routine hematology, serum biochemistry, uri-
nalysis, and serology to detect antibody titers for Leishmania
infantum, Ehrlichia canis, and Rickettsia conorii were per-
formed. Data for urine protein concentration were only
recorded in 110 dogs. We excluded from our study patients

with an abnormal history or physical examination and/or
concurrent diseases and those that were apparently healthy
but subsequently developed clinicopathologic alterations.

The dogs were divided into 4 subgroups by age range,
sex, and reproductive status, differentiating males from
females (Table 1). Several breeds were included randomly in
our study: mixed-breed (56), Boxer (8), Dachshund (6), Lab-
rador Retriever (6), Yorkshire Terrier (6), Golden Retriever
(4), Spanish Hound (4), Maltese Bichon (3), Ratonero Valen-
ciano (3), Staffordshire Bull Terrier (3), Doberman Pinscher
(2), German Shepherd (2), Greyhound (2), and Siberian
Husky (2). Breeds represented by a single dog each included
Basset Hound, Beagle, Belgian Shepherd, Border Collie,
Chihuahua, French Bulldog, German Shorthair Pointer,
Pomeranian, and Pug,.

Blood samples were collected from either the cephalic or
jugular vein after 12 h of fasting. Samples of 0.5mL of whole
blood in a 0.5-mL EDTA tube (Aquisel) and a minimum of
1.5mL of blood in a 2-mL tiger-top tube for serum collection
(Aquisel) were obtained, centrifuged (Centrifuge 2650;
Nabhita) at 1,340 x g for 10 min, refrigerated in 1.5-mL micro-
centrifuge tubes (Lambda) at 4°C, and analyzed within the
following 24 h. Owners were asked to collect a minimum of
8 mL of the first urine in the morning by free catch of a mid-
stream sample in a 150-mL sterile plastic specimen cup (Del-
talab) supplied by the hospital. Urine was stored at 4°C and
analyzed within the following 12h.

All EDTA blood, sera, and urine samples were processed
by a reference laboratory (Cedivet, Valencia, Spain). The
analysis included a complete blood count (CBC; Celltac
Alpha VET MEK-6550; Nihon) with blood smear evalua-
tion. Biochemical analytes measured included creatinine,
urea, alanine aminotransferase, and total serum proteins (CS
300 analyzer; Dirui). Serum electrophoretograms were run
by CE (Minicap instrument; Sebia). Sera of all animals were
also tested for antibodies to L. infantum, E. canis, and
R. comorii by an immunofluorescent antibody test (Axio
Scope HBO 50 microscope; Zeiss) because these infectious
disease agents are highly prevalent in the Mediterranean area.

Urine samples were centrifuged (Centrifuge 2650; Nahita)
at 804 x g for 5 min, and the supernatants were divided into
1-mL aliquots, minimum of 4 mL, and stored at —20°C prior
to dialysisina 1.5-mL plastic microcentrifuge tube (Lambda).
An aliquot of freshly collected urine (maximum of 24 h after
collection) was kept to evaluate the following variables:
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1) microscopic fresh and stained sediment at low- and high-
power fields (Binocular microscope DM500; Leica); 2) urine
total proteins and creatinine (automated chemistry ana-
lyzer; Dirui), to allow calculation of the UPC (urine creati-
nine dilution was 1:49 in all samples; creatinine was
measured by a creatinine enzymatic method, and proteins in
urine were measured with pyrogallol red reagent); 3) urine
culture in a specific chromogenic medium (CHROMagar
orientation medium; Becton Dickinson); 4) specific gravity
(refractometer; Optika Ponteranica); and 5) pH, glucose,
ketone, bilirubin, and hemoglobin or myoglobin levels (Lab-
Strip U1l Plus; 77 Elektronika).

Urine was dialyzed before CE (Sebia) to eliminate com-
pounds that could interfere with the wavelength used for
reading and cause artifact peaks, and to avoid salts that could
have deleterious effects on the capillary tube. The dialysis
procedure followed the manufacturer’s protocol. Urine
supernatant (4 mL) from each dog was thawed at room tem-
perature and centrifuged at 1,609 x g for 10 min. The result-
ing supernatant was transferred to a 4-mL dialysate column
(Vivaspin Turbo 4 10,000 MWCO; Sartorius). Dialysate col-
umns containing urine were centrifuged at 1,878 x g for
25 min; the urine that emerged at the filtrate container was
discarded. Washing solution was prepared adding 50% ultra-
pure distilled water and 50% dialysis buffer (Sebia) in a ster-
ile container. The concentrator was refilled to 4-mL volume
with this solution and centrifuged at 1,878 x g for 20 min.
The 200 uL obtained was transferred to a 1.5-mL microcen-
trifuge tube and subjected to CE (Minicap; Sebia).

Twenty-six samples could be run at once, and 100 uL was
sufficient to perform the analysis. Silica capillaries were
filled with protein separation buffer (Sebia). Then the sam-
ples were aspirated into the anodic end of the capillary. High-
voltage was applied to run the sample along the capillary.
When samples reached the cathodic end, detection and quan-
tification of the protein fractions were performed at a wave-
length of 200 nm. An electrophoretic curve was obtained for
analysis.

As quality control (QC) material, we included frozen ali-
quoted sera from a healthy dog, diluted in running buffer at
1:49 and migrated prior to any run and in each batch. The
manufacturer reported a sensitivity of 20.0mg/L, and a max-
imum coefficient of variation (CV) of 4% from the area com-
prised of the baseline of the chart to the peak apex of the
electrophoretogram, validated for monoclonal proteins,
which may vary depending on the polyclonal background.

Internal verification experiments were also performed;
within-run and between-run experiments were performed
using urine from a healthy dog. This urine was stored at 4°C
during the entire experiment and dialyzed and concentrated
for every run following the manufacturer’s protocol. Three
migrations per sample and day (repeatability) were made for
5 consecutive days (reproducibility), with the objective of
calculating the CV for each of the fractions of the urinary

proteinogram. As QC material, a 1:49 diluted serum from the
same dog was run simultaneously. The limit of detection
(LOD) was determined with the urine sample of the same
healthy dog. Briefly, 1 in2, 1in4, 1in 8, and 1 in 16 dilu-
tions of the dialyzed urine were made in running buffer and
were run. The LOD was selected as the last dilution with an
electrophoretic pattern equal to the undiluted urine.

The urine electrophoretic pattern obtained for each dog
was divided into protein fractions 1 to 5 (F1-F5). These frac-
tions were determined by superimposing the normal canine
diluted serum used as QC material over the electrophoretic
samples (instead of human serum as suggested by the manu-
facturer in the human urine protocol). Protein fractions were
verified and, if necessary, corrected by visual inspection of
the electrophoretogram. All samples were analyzed by the
same person (P. Navarro).

Outliers were detected (Reference value advisor macro
v.2.0; Microsoft).” Histograms of the reference values of
each urine electrophoretogram fraction were assessed to
identify potential outliers (Figs. 1, 2). Tukey interquartile
fences and the Dixon outlier range statistic were used to
identify true and suspected outliers. True outliers were
deleted, whereas suspected outliers were retained following
the American Society for Veterinary Clinical Pathology
(ASVCP) guidelines.*

RIs were obtained (Reference value advisor v.2.0; Micro-
soft) through the nonparametric method given that the popu-
lation was large enough.” Information regarding data
distribution was not necessary because nonparametric meth-
ods were used. Moreover, 95% Rls in percentages and abso-
lute values were calculated with 90% CIs for reference limits
according to the ASVCP 2012 guidelines. Bootstrapping was
used when the population was <120.*° Partitioning analysis
by age and reproductive status was not possible given the
low number of dogs in each subgroup (<40).* Partitioning by
sex was rejected according to the z-score.!

Statistical analysis to compare the different subgroups
was performed (R v.3.4.3; https://www.r-project.org/). The
Anderson—Darling test was used for each subgroup to test the
hypothesis of normality. Outliers were detected and elimi-
nated if they were considered aberrant observations, although
the emphasis was to retain them rather than delete them. The
ANOVA test was used to establish whether age, sex, or
reproductive status, or differentiating males from females,
influenced the proteinogram fractions.

Results

In the within-run experiment, the CV results were 3.38%,
3.84%, 7.25%, 4.43%, and 7.31% for F1, F2, F3, F4, and F5,
respectively. In the between-run experiment, the CV results
were 4.78%, 5.17%, 10.0%, 6.09%, and 9.66% for F1, F2,
F3, F4, and F5, respectively. The sensitivity obtained in the
LOD experiment was 2.1 mg/L.
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Figure 1. Histograms used to assess distribution in percentages of fractions 1-5 by capillary electrophoresis in dialyzed urine from
healthy dogs. Two outlier values were eliminated from F2. X-axis values are percentages. The dashed line boxes represent 90% Cls of upper

and lower limits of the RI of each fraction.

Electrophoretogram fractions F2 and F3 were decreased
significantly in puppies compared to the adult and senior
groups (Table 2). F1 was increased significantly in females
compared to males (Table 3). No significant differences
were found between intact and castrated males in the 5 uri-
nary electrophoretogram fractions; no significant differ-
ences were found between intact or spayed females in any
fraction. From percentage data, 2 outliers were deleted
from F2. Regarding absolute data, 2, 2, 1, and 2 outliers
were removed from F2, F3, F4, and F5, respectively. The
set of the remaining dogs was used to obtain the RIs of each
fraction of the urine curve (percentage and absolute). RIs
were obtained for the different fractions as follows: 5.5—
56.1% for F1, 3.2-16.5% for F2, 3.5-16.2% for F3, 17.8-

69.8% for F4, and 5.1-23.9% for F5 (Table 4). RIs in
absolute values (mg/L) were obtained for the fractions,
with the following values: 2.49-138 mg/L for F1, 0.87-
36.3mg/L for F2, 1.23-33.5mg/L for F3, 6.68-182mg/L
for F4, and 2.32-51.5mg/L for F5 (Table 5). A urine elec-
trophoretogram from a healthy dog with 5 different frac-
tions is shown in Fig. 3. The RI obtained for the UPC
(n=123) was 0.0-0.3. The RI for total proteins in urine
(n=109) was 14408 mg/L.

Discussion

The UPC ratios of all samples included in our study were
<0.5, and all sediments were inactive. This UPC range is
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Figure 2. Distribution in absolute values (mg/L) of fractions 1-5 by capillary electrophoresis in dialyzed urine from healthy dogs. Two
outlier values were eliminated from F2, F3, and F5, and one outlier value was eliminated from F4. X-axis values are in mg/L. The dashed
line boxes represent 90% ClIs of upper and lower limits of the RI of each fraction.

consistent with non-proteinuric IRIS (International Renal
Interest Society) staging of proteinuria. We observed no sta-
tistically significant relationship in the urine electrophoretic
pattern between entire or neutered male or female animals.
These results could suggest that, although prostatic antigen
arginine esterase is known to be found in urine of intact
males, it may not be excreted constantly or in a significant
amount, or it might be below the instrument’s LOD. Never-
theless, studies with a larger population would be necessary
to verify this suggestion.>2%%

Statistical differences found between age and sex in some
fractions were significant. F2 and F3 were found to be

decreased in puppies compared to adult and senior dogs. In
serum, these 2 fractions are related to globulins alpha,; and
alpha,’®; therefore, this decrease could be related to immu-
nity development during growth or to the administration of
some recent preventive therapy for which information was
not available to us.”’ F1 was found to be significantly higher
in bitches compared to males. It may be that obesity and sex
played a role in the urinary metabolome. Additional studies
with a larger and homogeneous population would be neces-
sary to confirm these hypotheses.'

To our knowledge, RIs for CE in the urine of healthy dogs
over a wide age range, with this number of animals, and with
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a high confidence level have not been reported previously.
RIs of urine CE in healthy dogs could be used to assess
pathologic urinary samples, as used in human medicine to

Table 2. Effects of age on canine dialyzed urine
electrophoretogram analytes by capillary electrophoresis evaluated
with a one-way ANOVA (Tukey post hoc test with 95% CI).

Analyte n Factor Mean sD p value*
F2 121 Puppy 6.87 237 0.01
Adult 8.55 237
Senior 8.85 362
F3 122 Puppy 7.23 235 0.02
Adult 8.85 2.79
Senior 8.53 2.84

n=123 dogs (53 adults, 33 puppies, 37 seniors, except when outliers were excluded);
normality testing was assessed using the Anderson—Darling test with adjusted

Holm test. ANOVA=analysis of variance; CI=confidence interval; SD=standard
deviation.

* Significance p<0.05.

Table 3. Effects of sex on canine dialyzed urine
electrophoretogram analytes by capillary electrophoresis evaluated
with a one-way ANOV A (Tukey post hoc test with 95% CI).

Analyte n Factor Mean sD p value*
F1 123 Male 25.6 14.3 0.03
Female 311 13.6

n=123 dogs (69 females, 54 males, except when outliers were excluded); normality
testing was assessed using the Anderson—Darling test with adjusted Holm test.
ANOV A =analysis of variance; CI= confidence interval; SD=standard deviation.

* Significance p<0.05.

evaluate patients with kidney disease and paraproteinemia.
Future lines of study include comparison with urine from
dogs with renal disease in which differences between frac-
tions would be expected, such as an increase in the excretion
of F1 in dogs with chronic kidney disease. Anti-IgG has been
detected in the urine of dogs with leishmaniasis and chronic
kidney disease™; therefore, it would be reasonable to think
that F5 would be increased if renal damage occurred in
infectious diseases. Comparing our results with the data
obtained in other studies on the identification of urine pro-
teins is difficult because the techniques used in those studies
are different, and the numbers of animals in the samples are
very diverse. Qualitative studies have been conducted in
animals with kidney disease at different stages of severity,
primarily in search of biomarkers.!%#132022 A study was
conducted in dogs with kidney disease in an attempt to
differentiate patterns of renal tubular and glomerular dis-
ease by SDS-PAGE.” Another St;udy35 compared the pat-
terns obtained with renal histologic lesions using SDS-PAGE
in dogs. Using immunoblotting, another study®® compared
the bands obtained by SDS-PAGE in healthy dogs to those
observed in animals with renal proteinuria; the most abun-
dant protein in healthy animals was albumin (MW 65kDa).
Other proteins were also detected in lesser amounts, such as
al-microglobulin (MW 27kDa) and transferrin (MW
76kDa). All of these studies detected mixed glomerular and
tubular patterns, showing high (>65kDa) and low (<65kDa)
MW bands, and tubular patterns showing only low MW
bands.

A limitation in our study is the inability to compare
CE results with the results of other techniques using gel

Table 4. Reference intervals in percentages for dialyzed urinary capillary electrophoresis fractions using Minicap (Sebia) in dogs.

Analyte Unit n Mean SD Median IQR Min. Max. RI LRL (90% CI} URL (90% CI) Distribution Method
Fl Y 123 287 140 27.0 19.6-39.2 2.5 583 554562 250670 52.2-583 Gaussian NP
F2 % 121 819 291 810 6.2-9.9 1.8 17.2  3.21-16.5 1.80-3.80 12.6-17.2 Gaussian NP
F3 Yo 123 841 2.87 B0 6.6-9.6 3.3 17.4  3.51-16.2 3.30-4.10 13.4-174 Non-Gaussian NP
F4 Yo 123 43.0 13.0 425 33.2-51.7 9.2 75.7 17.8-69.8 0.20-22.7 65.0-75.7 Gaussian NP
F5 Y% 123 112 448 105 8.05-13.1 4.5 264 5.11-23.9 4.50-570 20.0-26.4 Non-Gaussian NP

n=123 dogs, except when outliers were excluded. CI= confidence interval; IQR =interquartile range; LRL =lower reference limit; NP=nonparametric; R1=reference interval;

SD=standard deviation; URL=upper reference limit.

Table 5. Reference intervals in absolute values for dialyzed canine urinary capillary electrophoresis fractions using Minicap (Sebia) in

dogs.

Analyte Unit n Mean SD Median IQR Min. Max. RI LRL (90% CI) URL (90% CI) Distribution Method
Fl mg/L 110 4.92 3.63 438 2.06-6.82 1.11 141 2.49-138  11.1-42.0 131-142 Non-Gaussian NP

F2 mg/L 108 143 0.87 1.29 0.80-1.95 0.64 41.0 0.87-363 0.64-2.21 31.0-41.0 Non-Gaussian NP

F3 mg/L 108 1.40 0.81 1.25 0.84-1.93 046 373 1.23-33.5 046-2.29 29.0-37.3 Non-Gaussian NP

F4 mg/L. 109 7.45 430 735 435-102 230 216 6.68-182 230-16.7 154-216 Non-Gaussian NP

F3 mg/l. 108 1.88 118 164 1.02-2.39 049 57.1 232515 049-4.69 45.2-57.1 Non-Gaussian NP

n=110 dogs, except when outliers were excluded. CI= confidence interval: IQR =interquartile range; LRL =lower reference limit; NP=nonparametric; RI1=reference interval;

SD=standard deviation; URL=upper reference limit.
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Urine protein electrophoresis
Fraction % mg/L
F1 40.7 115
F2 7.5 21.3
F3 7.6 216
F4 38.0 108
F5 6.2 17.6
Figure 3. Example electrophoretogram by capillary

electrophoresis in dialyzed urine with 5 fractions differentiated;
results given in percentages and absolute values. Urine collected by
free catch from a healthy 4-y-old, spayed female Golden Retriever.
Urine protein:creatinine ratio=0.10. The values of all fractions fall
within the Rls found in our study.

electrophoresis, such as SDS-PAGE. Proteins in CE migrate
based on their charge and size; proteins migrate only based
on their size in SDS techniques. Establishment of the differ-
ent fractions has also been challenging because we found
only one reference related to the establishment of the urinary
fractions, and it was focused on pzu'a.l:)roteins.16 A follow-up
period of >2wk to ensure the lack of renal disease was not
possible in the majority of our cases. No data were recorded
on preventive care, weight, and body condition score in our
cases, factors that could potentially alter protein excretion in
urine from healthy animals.

Acknowledgments

We thank all of the veterinarians who cooperated in our study and
provided samples for the project, and the technical personnel of
Cedivet for their collaboration in sample processing.

Declaration of conflicting interests

The authors declared no potential conflicts of interest with respect
to the research, authorship, and/or publication of this article.

Funding

This work was supported by Universidad Catélica de Valencia San
Vicente Martir (grant UCV 2016-226-001/UCV 2018-226-001).

Laura Gil
Salceda Fernandez-Barredo

ORCID iDs

https://orcid.org/0000-0001-5635-8915
https://orcid.org/0000-0001-8281-
3096

References

1. Bjernvad CR, et al. Neutering increases the risk of obesity in
male dogs but not in bitches—a cross-sectional study of dog-
and owner-related risk factors for obesity in Danish companion
dogs. Prev Vet Med 2019;170:104730.

2. Chacar F, et al. Urinary Tamm-Horsfall protein, albumin, vita-
min D-binding protein, and retinol-binding protein as early
biomarkers of chronic kidney disease in dogs. Physiol Rep
2017;5:e13262.

3. Forster GM, et al. A comparative study of serum biochemistry,
metabolome and microbiome parameters of clinically healthy,
normal weight, overweight, and obese companion dogs. Top
Companion Anim Med 2018;33:126-135.

4. Friedrichs K, et al. ASVCP reference interval guidelines: deter-
mination of de novo reference intervals in veterinary species
and other related topics. Vet Clin Pathol 2012;41:441-453.

5. Gay-Bellile C, et al. Automated multicapillary electro-
phoresis for analysis of human serum proteins. Clin Chem
2003;49:1909-1915.

6. Geffré A, et al. Reference values: a review. Vet Clin Pathol
2009;38:288-298.

7. Geftré A, et al. Reference value advisor: a new freeware set
of macroinstructions to calculate reference intervals with
Microsoft Excel. Vet Clin Pathol 2011;40:107-112.

8. Gherasim P, et al. Updates on serum protein electrophoresis.
Rom J Gerontol Geriatr 2017;6:41-46.

9. Giordano A, Paltrinieri S. Interpretation of capillary zone elec-
trophoresis compared with cellulose acetate and agarose gel
electrophoresis: reference intervals and diagnostic efficiency
in dogs and cats. Vet Clin Pathol 2010;39:464—473.

10. Giori L, et al. High-resolution gel electrophoresis and sodium
dodecyl sulphate-agarose gel electrophoresis on urine samples
for qualitative analysis of proteinuria in dogs. J Vet Diagn
Invest 2011;23:682—-690.

11. Grauer FG. Measurement, interpretation and implications of
proteinuria and albuminuria. Vet Clin North Am Small Anim
Pract 2007;37:283-295.

12. Guillaume C. Electrophoretic techniques: the old and the new.
Vet Clin Pathol 2010;38:399-400.

13. Harley L, Langston C. Proteinuria in dogs and cats. Can Vet J
2012;53:631-638.

14. Hokamp JA, Nabity MB. Renal biomarkers in domestic spe-
cies. Vet Clin Pathol 2016;45:28-56.

15. Hokamp JA, et al. Correlation of electrophoretic urine pro-
tein banding patterns with severity of renal damage in dogs
with proteinuric chronic kidney disease. Vet Clin Pathol
2018;47:425-434.

16. Inman Z, et al. Reporting of quantitative protein electropho-
resis in Australia and New Zealand: a call for standardisation.
Clin Biochem Rev 2009;30:141-151.

17. Jenkins MA. Clinical application of capillary electrophore-
sis to unconcentrated human urine proteins. Electrophoresis
1997;18:1842-1846.

165



Capillary electrophoresis of canine urine

639

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

. Jenkins MA. Serum and urine electrophoresis for detection

and identification of monoclonal proteins. Clin Biochem Rev
2009;30:119-122.

. Lahti A, et al. Objective criteria for partitioning Gaussian dis-

tributed reference values into subgroups. Clin Chem 2002;
48:338-352.

Lavoue R, et al. Characterization of proteinuria in Dogue de
Bordeaux dogs, a breed predisposed to a familial glomerulone-
phropathy: a retrospective study. PLoS One 2015;10:e0133311.
Lees GE, et al. Assessment and management of proteinuria in
dogs and cats: 2004 ACVIM forum consensus statement. J Vet
Intern Med 2005;19:377—-385.

Levinson SS. Urine protein electrophoresis and immunofixa-
tion electrophoresis supplement one another in characterizing
proteinuria. Ann Clin Lab Sci 2000;30:79-84.

Maddens BE, et al. Validation of immunoassays for the can-
didate renal markers C-reactive protein, immunoglobulin G,
thromboxane B2 and retinol binding protein in canine urine.
Vet Immunol Immunopathol 2010;134:259-264.

Mischak H, et al. Urinary proteomics based on capillary elec-
trophoresis-coupled mass spectrometry in kidney disease: dis-
covery and validation of biomarkers and clinical application.
Adv Chronic Kidney Dis 2010;17:493-506.

Moyle PS, et al. Effect of common storage temperatures and
container types on urine protein: creatinine ratios in urine sam-
ples of proteinuric dogs. J Vet Intern Med 2018;32:1652-1658.
Osatinsky R. ;Que es la electrophoresis capilar? [What is cap-
illary electrophoresis?]. Bioquim Patol Clin 2007;71:60-66.
Spanish.

27.

28.

29.

30.

3L

32

33.

34.

35.

Pereira M, et al. Development of dog immune system: from in
uterus to elderly. Vet Sci 2019;6:83.

Schellenberg S, et al. The effects of hydrocortisone on sys-
temic arterial blood pressure and urinary protein excretion in
dogs. J Vet Intern Med 2008;22:273-281.

Schultze AE, Jensen RK. Sodium dodecyl sulfate polyacryl-
amide gel electrophoresis of canine urinary proteins for the
analysis and differentiation of tubular and glomerular diseases.
Vet Clin Pathol 1989;18:93-97.

Tappin SW, et al. Serum protein electrophoresis in 147 dogs.
Vet Rec 2011;168:456.

Theodorescu D, et al. Pilot study of capillary electrophore-
sis coupled to mass spectrometry as a tool to define potential
prostate cancer biomarkers in urine. Electrophoresis 2005;26:
2797-2808.

‘Witzig H, Giinter S. Capillary electrophoresis—a high perfor-
mance analytical separation technique. Clin Chem Lab Med
2003;41:724-738.

Yalgin A, Cetin M. Electrophoretic separation of urine proteins
of healthy dogs and dogs with nephropathy and detection of
some urine proteins of dogs using immunoblotting. Rev Med
Vet 2004;155:104-112.

Zaragoza C, et al. SDS-PAGE and Western blot of urinary
proteins in dogs with leishmaniasis. Vet Res 2003;34:
137-151.

Zini E, et al. Diagnostic relevance of qualitative proteinuria
evaluated by use of sodium dodecyl sulfate-agarose gel elec-
trophoresis and comparison with renal histologic findings in
dogs. Am J Vet Res 2004;65:964-971.

166



167



	AGRADECIMIENTOS
	ÍNDICE DE TABLAS
	ÍNDICE DE FIGURAS
	ANEXOS
	ABREVIATURAS
	RESUMEN
	ABSTRACT
	INTRODUCCIÓN
	OBJETIVOS
	revisión bibliográfica
	FISIOLOGÍA RENAL
	Función glomerular y filtración glomerular
	Función tubular

	EVALUACIÓN DE LA FUNCIÓN RENAL
	Evaluación de la función glomerular
	Tasa de Filtración Glomerular (TFG)
	Métodos directos
	Métodos indirectos

	Evaluación de la función tubular

	ENFERMEDAD RENAL CRÓNICA
	Principales causas de enfermedad renal
	Clasificación de la enfermedad renal crónica
	Glomerulopatía en enfermedad renal crónica
	Glomerulonefritis
	Glomerulonefritis asociada a Leishmania infantum


	ELECTROFORESIS DE PROTEÍNAS
	Electroforesis ZONAL
	uso de la electroforesis en gel en la orina

	Electroforesis capilar
	Uso de la electroforesis capilar en orina



	material y métodos
	POBLACIÓN DE ESTUDIO
	Grupo perros sanos (G0)
	Grupo DE perros CON enfermedad renal crónica (G1)
	Grupo DE perros CON enfermedad renal asociada a infección por Leishmania Infantum (G2):

	MÉTODOS ANALÍTICOS
	Recolección y procesado de muestras
	HEMATOLOGÍA
	Bioquímica:
	Serología:
	Proteinograma SÉRICO:
	urianálisis
	Electroforesis capilar urinaria
	Fracciones de la electroforesis capilar urinaria:

	Validación de la técnica:
	control de calidad del aparato


	ANÁLISIS ESTADÍSTICO
	Cálculo de los intervalos de referencia (IR)
	Determinación de valores atípicos



	RESULTADOS
	GRUPO PERROS SANOS (G0)
	Anamnesis y exploración física
	Hemograma
	Bioquímica
	Serología
	Proteinograma
	Urianálisis
	Tira colorimétrica
	Densidad Urinaria
	Citología DEL sedimento URINARIO
	urinoCultivo
	UPC


	Grupo de enfermos renales crónicos NO ASOCIADOS A INFECCIÓN POR Leishmania infantum (G1)
	Población INCLUIDA
	Hemograma
	Bioquímica
	Serología
	Proteinograma
	Urianálisis
	Tira colorimétrica
	Densidad urinaria
	Citología sedimento
	Cultivo
	UPC


	Grupo DE enfermos renales asociados a infección por Leishmania infantum (G2)
	Población INCLUIDA
	Hemograma
	Bioquímica
	Serología
	Proteinograma sérico
	Urianálisis
	Tira colorimétrica
	Densidad urinaria
	Citología
	Cultivo
	UPC


	Electroforesis capilar urinariA
	separación DE LAS fracciones urinarias
	VALIDACIÓN DE LA TÉCNICA
	eliminacióN dE VALORES ANORMALES para el cálculo de LOS rangos de referencia en porcentaje
	eliminacióN VALORES ANORMALES para el cálculo de Rangos de referencia en VALORES ABSOLUTOS
	rangos de referencia población perros sanos (g0) en porcentaje
	rangos de referencia población perros sanos (g0) en valores absolutos
	influencia de los factores intrínsecos en individuos sanos (g0)
	COMPARACIÓN FRACCIONES URINARIAS DE INDIVIDUOS SANOS frente a ENFERMOS
	COMPARATIVA ENTRE SANOS (G0) Y ENFERMOS TOTALES (G1 y G2)
	COMPARATIVA ENTRE INDIVIDUOS SANOS (G0) Y ENFERMOS RENALES CRÓNICOS (G1) Y ENFERMOS RENALES ASOCIADOS A INFECCIÓN POR Leishmania infantum (G2)
	RELACIÓN DEL RATIO PROTEÍNA CREATININA EN ORINA (UPC) CON LAS DISTINTAS FRACCIONES EN LOS INDIVIDUOS PERTENECIENTES A G1 Y G2.
	RELACIÓN ENTRE LAS FRACCIONES DEL PROTEINOGRAMA EN SUERO CON LAS FRACCIONES DEL PROTEINOGRAMA EN ORINA



	discusión
	estudio en la población de perros sanos (g0)
	alteraciones laboratoriales
	ELECTROFORESIS CAPILAR URINARIA
	ALTERACIONES EN EL PROTEINOGRAMA URINARIO

	EDAD
	SEXO
	ESTADO REPRODUCTIVO

	ESTUDIO EN EL POBLACIÓN PERROS ENFERMOS
	comparativa población individuos sanos vs totalidad de enfermos
	comparativa de los tres grupos poblacionales
	comparativa del upc con las distintas fracciones
	comparativa upc frente a enfermos por enfermedad renal crónica
	comparativa upc frente a enfermos por enfermedad renal asociada a leishmania infantum

	comparativa proteinograma urinario y sérico

	LIMITACIONES DEL ESTUDIO
	FUTURAS LÍNEAS DE INVESTIGACIÓN

	conclusiones
	referencias bibliográficas
	anexo 1

