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Resumen

Es sabido que la proteinuria en perros y gatos esta asociada a morbilidad renal y que puede ser utilizada como
marcador de riesgo de la evolucion de enfermedad renal y también de la respuesta a tratamientos curativos.
Existe una controversia acerca de los valores que la proteinuria puede alcanzar en perros sanos. El objetivo de
este estudio fue establecer los limites de las concentraciones de las proteinas urinarias que pueden presentarse
en caninos sanos utilizando métodos analiticos disponibles en el laboratorio de analisis clinicos veterinarios. La
interpretacion de los resultados obtenidos en el andlisis de orina requiere la normalizacion de los mismos
respecto del estado de hidratacion del paciente. Por esta razén se normalizan los datos obtenidos de proteinuria
a la concentracion de creatinina urinaria. La relaciéon proteina/creatinina indica entonces la concentracion de
proteina urinaria normalizada al estado de hidratacion del paciente. Se analizaron 74 muestras de orina
provenientes de animales clinicamente sanos y de otros con diversas enfermedades, los que fueron agrupados
sobre la base de una proteinuria < 300 mg/1 (45 muestras) y proteinuria > 300 mg/l (29 muestras). En todas las
muestras se determind la relaciéon concentracion de proteinas/concentracion de creatinina. Los resultados
mostraron que las proteinurias de hasta 300 mg/1 asociadas a una relaciéon proteina/creatinina menor a 0,30 no
necesariamente indican una proteinuria patoldgica.
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Abstract

Proteinuria in dogs and cats is associated with renal morbidity and can be used as a risk marker for the
evolution of renal disease and response to treatments. However, there is a controversy about proteinuria
values in healthy dogs. The objective of this study was to determine urinary protein concentration values
that can occur in healthy dogs using analytical methodology available in the veterinary clinical analysis
laboratory. Interpretation of results obtained in the urinalysis requires normalization regarding the
patient's hydration status. For this reason the proteinuria data obtained were normalized to the concen-
tration of urinary creatinine (protein/creatinine ratio). Seventy four urine samples from healthy animals
and animals with different diseases were analyzed. Animals were grouped based on proteinuria < 300 mg/1
(45 samples) and proteinuria > 300 mg/1 (29 samples). The protein/creatinine ratio was determined in all
samples. Results showed that proteinuria up to 300 mg/1 associated with a protein/creatinine ratio of less
than 0.300 does not necessarily indicate a pathological proteinuria.
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Introduccion

La proteinuria (PU) como parametro bio-
quimico aplicado al diagnostico es la presencia de
una cantidad anormal de proteinas en la orina. Es
sabido que la orina de perros sanos contiene
pequenas cantidades de proteinas. La PU persis-
tente se asocia a enfermedad renal (Lees et al.,
2005) y la determinaciéon de los valores de la
misma debe ser considerada en la formulacion de
un pronostico (International Renal Interest Socie-
ty guidelines, 2019). Existe una controversia acer-
ca de los valores de la PU que pueden observarse
en perros clinicamente sanos (Tvedten, 2016). Por
lo tanto es de especial interés establecer los limites
de las concentraciones de las proteinas urinarias
que pueden presentarse en caninos sanos, median-
te la metodologia analitica disponible en el
laboratorio de analisis clinicos veterinarios. En
este contexto, sabemos que la concentracion de
metabolitos urinarios esta fuertemente influencia-
da por el estado de hidratacion del paciente y que,
particularmente en el caso de caninos, es dificil de
controlar en el paciente ambulatorio. La determi-
nacion de la creatinina urinaria es de particular
interés en la estimaciéon de la concentraciéon de
metabolitos urinarios, ya que la misma puede ser
utilizada como una medida de la concentracion de
la orina (Waldrop, 2008). Por ello es necesario
introducir, en el analisis de datos, un factor de
correccion. Esto se realiza normalizando la con-
centracion del metabolito, en este caso la con-
centracion de proteinas totales urinarias (P) a la
concentraciéon de la creatinina urinaria (C). La
relaciéon P/C indica entonces la concentracion de
proteinas totales urinarias normalizada al estado
de hidrataciéon del paciente. El objetivo de este
estudio fue establecer los limites de las concen-
traciones de las proteinas urinarias que pueden
presentarse en caninos clinicamente sanos utili-
zando métodos analiticos disponibles en el
laboratorio de analisis clinicos veterinarios.

Descripcion metodolégica

Se analizaron 74 muestras de orina
provenientes de un universo de pacientes caninos
comprendidos en alguno de los siguientes criterios
de inclusién: 1- perros de distintas edades (1 a 10
afos), sexo, raza y peso corporal. 2- animales
clinicamente sanos cuyos analisis urinarios fueron
realizados durante controles de salud. 3- perros
con diferentes enfermedades, con y sin compro-
miso renal metabélico e inflamatorio, potencial-
mente asociadas a PU.

Las muestras fueron obtenidas por mic-
cién espontanea en su mayoria o por cistocentesis
y fueron recibidas y procesadas en el laboratorio.
En todas las muestras se determinaron los siguien-
tes parametros: 1- Densidad urinaria (DU) media-
nte refractometria (refractometro clinico Alla

France mod. 95000-017). 2- Osmolalidad urinaria
(OSM) mediante la técnica de descenso crioscopico
(Osmomat 030, Gonotec). Para calibrar el
instrumento se utilizaron standares de 300, 850 y
2.000 mOsm/Kg H,O. 3- Pardmetros bioquimicos
urinarios obtenidos utilizando tiras reactivas (TR)
(Siemens Multistix 1056). Los mismos fueron
estimados por un solo operador, por comparacion
colorimétrica visual con la escala provista en el kit.
4- Proteinas totales urinarias (P) mediante el
método espectrofotométrico del rojo de pirogalol
(Proti U/LCR, Wiener Lab, Argentina). 5-
Creatinina urinaria (C) mediante el método de
Jaffé (Biggs & Cooper, 1961) después de la dilucion
de las muestras con agua destilada (1/10 0 1/50 en
relacion a la DU) (Rossi et al, 2012). El
procedimiento analitico realizado en todas las
muestras fue el descripto por Rodriguez et al.
(2018): en primer lugar se determinaron los
parametros bioquimicos urinarios mediante TR y
luego la DU; posteriormente, las muestras fueron
conservadas a -20 °C hasta la determinaciéon de
OSM, P y C. Para todas las muestras se calcul6 la
relacion P/C. En las orinas que contenian concen-
traciones considerables de proteinas se realizd la
siguiente correcciéon de la DU (Rodriguez et al.,
2018): por cada g/l de proteina urinaria, se
sustrajeron 0,003 unidades a la DU medida me-
diante RF. En los casos en que la DU excedi6 los
limites establecidos en el refractometro (DU >
1,050), las muestras fueron diluidas al medio (1/2)
con agua destilada y luego analizadas. Para deter-
minar la DU de la dilucién se multiplico la porcion
decimal de la nueva lectura por la dilucion
realizada (Sink & Weinstein, 2012), por ejemplo:
DU determinada en la diluciéon 1/2=1,020, luego
0,020 X 2 = 0,040, obteniéndose, entonces, la DU
corregida que fue de 1,040. Si bien no se incluyen
en este trabajo los resultados de los sedimentos
urinarios, estos fueron utilizados para confirmar
diagnosticos clinicos. Asi, por ejemplo, fueron
excluidos del grupo de animales clasificados como
clinicamente sanos, aquellos que pre-sentaron
piuria o hematuria en los estudios del sedimento
urinario.

Resultados y Discusion

Para facilitar el anélisis de los datos, se
decidi6 agruparlos de la siguiente manera: grupo
1: orinas que presentaron concentraciones de P <
300 mg/l (45 muestras) y grupo 2: orinas que
presentaron P > 300 mg/l (29 muestras) (en este
grupo se incluyeron dos muestras cuyas P estuvie-
ron en el rango de 276 a 300 mg/ly sus P/C eran >
0,30).

Para el grupo 1, las DU presentaron un
intervalo de valores de 1,004 a 1,058 (media
1,028) y OSM de 118 a 2116 mOsm/KgH,O (media
1063). En algunas muestras, las determinaciones
de bioquimica urinaria realizadas mediante TR
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indicaron valores de P que variaron desde trazas a
1+ (100-300 mg/1 de acuerdo con las instrucciones
del fabricante). En las figuras 1A y 1B se muestran
las concentraciones de P ordenadas de menor a
mayor con sus correspondientes relaciones P/C.

En la figura 1A pueden observarse las
concentraciones de P cuyos valores oscilaron desde
14 a 288 mg/l (media 127). La relaciéon P/C en este
grupo fue variable y se distribuy6 en un rango de
valores < 0,30 (minima 0,019 - maxima 0,29). Se
destaca que el aumento de las concentraciones de
P no se asoci6 con un aumento de la relacion P/C.
Para el grupo 2, las DU, corregidas por la
concentraciéon de P, presentaron un intervalo de
valores de 1,002 a 1,040 y una OSM de 108 a 1474
mOsm/KgH,O (media 805). En todas estas
muestras las TR mostraron concentraciones de P
desde 1 a 3+. En la figura 1B se presentan las
concentraciones de P correspondientes al grupo 2,
cuyos valores oscilaron desde 276 a 7350 mg/l
(media 1365). Es importante considerar la
diferencia de escalas presentadas en la figura 1B
respecto de la figura 1A (6 veces mayor para P/Cy
hasta 8000 mg/l para P). Puede entonces
determinarse un comportamiento diferente y
disperso de la relacion P/C que se incrementa
hasta valores mayores a 5,5 (minima 0,216 -
maxima 5,66). En este grupo, la relacion P/C de
algunas orinas manifest6 un incremento asociado
al aumento de las concentraciones de P. Este grupo
de caninos se correspondi6 al de animales con
varias enfermedades.

Considerando los posibles efectos de la
hidratacién del paciente sobre los valores de la C
nos parecid6 importante estudiar la relacion
existente entre la C y la osmolalidad urinaria en
ambos grupos de caninos.

En la figura 2 se presentan las relaciones
entre la osmolalidad y la concentracién urinaria de
creatinina de las muestras de orina analizadas, a
las que se aplico el analisis de regresiéon y correla-
ci6on de ambas variables. La figura 2A muestra los
datos correspondientes a animales sanos cuya
relacion P/C fue < 0,30. Podemos observar una
fuerte asociaciéon entre ambas variables en este
grupo. En cambio, en la figura 2B (animales con
varias enfermedades y relacion P/C > 0,30) la
asociacion entre variables fue muy pobre, lo cual
indica que el aumento de P en estos casos no esta
relacionado con el estado de hidratacion del
paciente.

Consideramos que el anélisis de 45
muestras provenientes de caninos clinicamente
sanos, constituye una cantidad adecuada para
establecer la estimacion de un nuevo intervalo de
referencia en el analisis de la P en nuestro 4mbito.
Las concentraciones de P deben ser interpretadas
considerando la concentracion de la orina; por ello
es importante asociarla a la concentraciéon de
creatinina urinaria, ya que la relaciéon P/C norma-
liza el valor de la PU a la concentracion o diluciéon
de la orina (Trumel et al., 2004). Tvedten (2016)
ha informado, en perros sanos, valores de P que

oscilaron desde 30 a 390 mg/l y relaciones P/C
ligeramente menores a las obtenidas por nosotros
(0,02 - 0,21) vs (0,019 - 0,29). En ambos para-
metros no existen diferencias substanciales con las
observadas en nuestro laboratorio. Por otra parte,
Rossi et al. (2016) han senalado la importancia del
método de determinaciéon de P y su posible efecto
en los intervalos de referencia sobre proteinuria
(International Renal Interest Society guide-lines,
2019). En este trabajo, la relaciéon P/C se incluye
en el limite inferior del grupo borderline (0,20-
0,50) de las guias IRIS (2019), las cuales esta-
blecen una proteinuria < 0,2 como no protei-
nirica. El intervalo (0,019 - 0,29) es mayor y
podria estar asociado a alguna diferencia metodo-
l6gica, tanto en el método usado para la determi-
nacion de proteinas como en la determinacion de
creatinina.
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Figura 1. A- Concentracién de proteina total urinaria y relacién
proteina/creatinina en orinas cuya concentraciéon de proteinas
es < 300 mg/l (n = 45 muestras). B- Concentracién de proteina
total urinaria y relacion proteina/creatinina en orinas cuya
concentracion de proteinas es > 300 mg/1 (n = 29 muestras).
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Respecto del método utilizado para la
determinacion de proteinas en estudios similares,
no estamos de acuerdo con la utilizacién de otras
técnicas que utilizan colorantes como el azul bri-
llante de Comassie, por sus desventajas analiticas,
por ejemplo su adsorcion sobre tubos plasticos,
etc. (Goren et al.,, 1985; Iijima et al.,, 2003;
Shahangian et al., 1986). El método del rojo de
pirogalol, con las modificaciones sugeridas por
otros autores debidas a posibles interferencias
(Marshall & Williams, 2003; Marshall & Williams,
2004) y realizadas por los fabricantes de los kits
disponibles en nuestro medio, constituye, en
nuestra apreciacion, un método simple, econémico
y bastante exacto, considerando la complejidad de
estimar la concentracion de proteinas totales en un
liquido biolégico como la orina. Por lo expuesto,
podemos concluir que, en orinas de caninos de
nuestro medio, la presencia de trazas de P (1+),
detectadas mediante TR, o concentraciones < 300
mg/1, determinadas mediante la reaccion del rojo
de pirogalol, asociada a una relacién P/C < 0,30,
no indican necesariamente una proteinuria
patologica.
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Figura2. A- Concentraciéon de creatinina en orina de caninos
sanos en funcién de la osmolalidad urinaria (n = 45 muestras).
B- Concentracion de creatinina en orina de caninos con
proteinuria en funcién de la osmolalidad urinaria (n = 29
muestras).
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