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Riassunto

La proteinuria & il primo, e talvolta I'unico, dato di laboratorio indicante una nefropatia in soggetti asintomatici. In questo
studio é stata valutata I'attendibilita della caratterizzazione della proteinuria, effettuata mediante I'elettroforesi per pesi moleco-
lari su gel d’agarosio (SDS-AGE), nell’identificare la sede del danno renale, confrontando i risultati ottenuti con quelli delle in-
dagini istologiche. Sono stati esaminati 20 animali con proteinuria (6 gatti e 14 cani) in cui erano rilevabili segni clinici o reper-
ti di laboratorio compatibili con una nefropatia. In tutti i soggetti & stata effettuata una valutazione qualitativa della proteinuria
mediante I'elettroforesi SDS-AGE e I'esame istologico del rene. | risultati ottenuti indicano che esiste una buona corrisponden-
za fra SDS-AGE e indagini istologiche nell’indicare la localizzazione delle lesioni renali. Tale tecnica elettroforetica pud essere
quindi considerata un metodo valido, non invasivo e utile nella diagnosi delle patologie renali nel cane e nel gatto.

Summary

Proteinuria is often the first and only laboratory data indicative of nephropathy not clinically manifested. In the present
study, we evaluated renal damage by characterization of proteinuria using agarose gel electrophoresis (SDS-AGE) in order to
localize the renal damage. These results were compared to those obtained by standard histological examination. A total of 20
animals with proteinuria were examined including 6 cats and 14 dogs with clinically evident nephropathy or laboratory fin-
dings compatible with nephropathy. All animals were evaluated for qualitative proteinuria by SDS-AGE and histological exami-
nation of the renal parenchyma. Our results indicated that there is good correlation between SDS-AGE and histological exam
for localization of renal lesions. The former method may be considered as a valid, noninvasive, and useful option for diagno-
sing renal pathologies in both dogs and cats.

INTRODUZIONE

La diagnosi precoce di nefropatia, per quanto difficile
da porre sulla base dei dati clinici e delle comuni indagini
di laboratorio, ¢ di fondamentale importanza nell’approc-
cio terapeutico. Numerose patologie renali del cane e del
gatto sono associate alla presenza di proteinuria, che puo
essere 1'unico, o comunque il primo, dato rilevabile indi-
cante una nefropatia in soggetti asintomatici'. In condizio-

“Articolo ricevuto dal Comitato di Redazione il 1/7/2004 ed accettato
per pubblicazione dopo revisione il 20/12/2004”.

ni di normalita le proteine che passano il filtro glomerula-
re sono rappresentate da piccole frazioni di albumina (cir-
ca 69 kDa) e polipeptidi a basso peso molecolare (compre-
so tra 1,5 e 69 kDa), che vengono riassorbiti a livello del
tubulo prossimale. Nel cane e nel gatto, come nell’'uomo,
vi ¢ una piccola perdita giornaliera di proteine con le urine
in assenza di patologie renali, ma tale proteinuria, conside-
rata fisiologica, il pitt delle volte non ¢& evidenziabile dai
comuni metodi utilizzati (strisce reattive), che possiedono
una sensibilita sufficiente ad individuare concentrazioni di
proteine superiori a 25 mg/dl.

Per interpretare la presenza di proteinuria bisogna ini-
zialmente correlarla al peso specifico dell’urina: una rea-
zione debolmente positiva alle prove colorimetriche con
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strisce reattive, se accompagnata da un’elevata densita del-
le urine, pud essere considerata fisiologica; al contrario, se
il campione di urina ha un peso specifico basso, anche un
risultato debolmente positivo richiede un approfondimen-
to diagnostico®**+> 67,

La tecnica di riferimento per valutare I'effettiva perdita
proteica urinaria ¢ la determinazione del contenuto protei-
co urinario mediante la raccolta dell’'urina prodotta nelle
24 ore. Questa operazione, che richiede I'utilizzo di una
gabbia metabolica, ¢ di difficile attuazione nella normale
pratica ambulatoriale. In alternativa, per accertare la signi-
ficativita della proteinuria, si puo utilizzare il rapporto
proteinuria creatininuria (U-P/C), che non richiede la rac-
colta dell'urina delle 24 ore e sfrutta la concentrazione di
creatinina urinaria quale indice della velocita di filtrazione
glomerulare®. Correlando, quindi, la proteinuria con la
creatininuria si elimina la variabilita del volume urinario
nelle 24 ore e si pud valutare quante proteine sono perse
con l'urina. Nel cane e nel gatto un rapporto U-P/C infe-
riore a 0,5 indica una normale perdita proteica, tra 0,5 e 1
¢ dubbio, mentre ¢ anormale se superiore ad 1 % 1°,

Oltre alla quantificazione della proteinuria ¢ fondamen-
tale la sua valutazione qualitativa che si puo effettuare me-
diante frazionamento elettroforetico. Gia da alcuni anni in
medicina umana sono utilizzate metodiche elettroforetiche
che si basano sulla separazione per pesi molecolari su gel
di poliacrilamide (SDS-PAGE) o di agarosio (SDS-AGE),
poiché dotate di maggior sensibilita, soprattutto nell’indi-
viduazione delle microproteine di origine tubulare!!; inol-
tre consentono di localizzare la sede delle lesioni renali e
di monitorare il decorso della patologia'?. In medicina ve-
terinaria & stata evidenziata I’attendibilita della metodica
SDS-PAGE nella caratterizzazione della proteinuria in re-
lazione all’aspetto istologico del danno renale” ed ¢é stata
ipotizzata la presenza di una correlazione fra la gravita del-
le lesioni, soprattutto a livello glomerulare, e il tipo di pro-
teinuria'®. Recenti studi hanno dimostrato la maggior pra-
ticita d’utilizzo della metodica SDS-AGE nei cani e nei
gatti, la sua affidabilita e alta specificita nel cane sia nell’e-
videnziare le lesioni renali puramente glomerulari e tubu-
lari, sia nel riconoscimento delle proteinurie glomerulari
non selettive nei casi di glomerulonefriti secondarie a lei-
shmaniosi, nonché la sua utilita nel monitoraggio dei cani
nefropatici in terapia'> ' 718, Con tale tecnica elettrofore-
tica, applicata sull’'urina di cane, ¢ stato inoltre evidenziato
che le proteine urinarie a bassissimo peso molecolare sono
associate in maniera significativa alla gravita del danno tu-
bulo-interstiziale?’.

La presente ricerca ha il fine di valutare I'attendibilita
della caratterizzazione della proteinuria mediante elet-
troforesi per pesi molecolari su gel di agarosio (SDS-AGE)
nel cane e nel gatto, comparando la localizzazione del dan-
no renale individuata mediante tale metodica (proteinuria
glomerulare, tubulare o mista) con i risultati delle indagini
istologiche.

MATERIALI E METODI

Presso 'Ospedale Didattico della Facolta di Medicina
Veterinaria di Grugliasco (TO), sono stati esaminati 20
animali con proteinuria, 6 gatti e 14 cani (Tab. 1), differen-

Tabella 1
Segnalamento degli animali

Caso n® Segnalamento Sesso Eta
1 Gatto europeo M 6 aa
2 Gatto europeo F 14 aa
3 Cane maremmano M 8aa
4 Cane boxer M 2aa
5 Cane rottweiler M 5aa
6 Gatto europeo F 5aa
7 Cane meticcio M 1aa
8 Cane breton F 5aa
9 Gatto europeo F 8 aa
10 Cane pastore tedesco M 7 aa
11 Cane Labrador F 5aa
12 Gatto europeo M 7aa
13 Cane bassotto M 3aa
14 Gatto europeo M 7aa
15 Cane boxer F 6 aa
16 Cane alano F 1aa
17 Cane meticcio M 16 m
18 Cane boxer M 9aa
19 Cane meticcio M 8aa
20 Cane pastore tedesco M 7 aa

F: femmina; M: maschio.

ti per eta, sesso e razza, in cui erano rilevabili segni clinici
e/o reperti di laboratorio (alterazioni di urea ematica,
creatininemia, densita urinaria e rapporto proteinuria
creatininuria, non dovute a cause extra-renali) compatibili
con una nefropatia.

Tali soggetti sono stati selezionati in relazione all’assen-
za di alterazioni della coagulazione (tempo di protrombi-
na, tempo di tromboplastina parziale e fibrinogeno entro i
range di riferimento) e quindi alla possibilita di sottoporli
a biopsia renale.

Sia i cani, sia i gatti sono stati premedicati con un’inie-
zione intramuscolare di medetomidina e acepromazina;
successivamente ¢ stata effettuata la somministrazione di
boli endovenosi di diazepam e propofolo ad effetto. Du-
rante ['anestesia e fino al risveglio i soggetti sono stati
mantenuti in infusione endovenosa con soluzione fisiologi-
ca ai dosaggi di mantenimento. La cistocentesi ecoassistita
¢ stata eseguita con i soggetti in decubito dorsale. In segui-
to gli animali sono stati posti in decubito laterale destro e
previa tricotomia e disinfezione chirurgica dell’ipocondrio
sinistro ¢ stata effettuata la biopsia secondo le modalita
descritte in letteratura®’. Da ogni soggetto & stato preleva-
to un singolo campione di tessuto renale (lunghezza cm
2,2 e diametro 18 G) che, conservato in formalina tampo-
nata al 10%, ¢ stato fissato, sezionato e colorato (Ematos-
silina Eosina, PAS, Tricromica di Goldner, Metamina,
Rosso Congo e PTAH) per la successiva valutazione in mi-
croscopia ottica; il campione bioptico & stato considerato
diagnostico quando comprendeva almeno 5 glomeruli per
sezione istologica. Tutti gli esami istologici sono stati effet-
tuati presso un unico laboratorio.

Le urine sono state analizzate a fresco (entro due ore
dal prelievo) per la determinazione della densita (metodo



refrattometrico) e per la preliminare valutazione della pro-
teinuria utilizzando strisce reattive (Multistix 10 SG-
Bayer). Ciascun campione di urina ¢ stato centrifugato
(1500 giri per 5 minuti) e sul surnatante, analizzato entro
due ore dalla raccolta o conservato a -20°C per un massi-
mo di 10 giorni, sono state determinate quantitativamente
con test colorimetrici la proteinuria (metodo Pirogallolo
Red - Sentinel CH) e la creatininuria (metodo Jaffé - ABX
Diagnostics), per il calcolo del rapporto proteinuria creati-
ninuria.

SDS-AGE

I campioni di urina centrifugata sono stati sottoposti ad
elettroforesi SDS-AGE con metodica semi-automatica
(Kit Hidragel 5 Proteinurie — Sebia laboratories) previa
conservazione alla temperatura di -20°C per un massimo
di 30 giorni, dopo I'aggiunta di 20 pl di sodio azide 0,02%
per 1 ml di urina.

Lanalisi dei tracciati ¢ stata eseguita visivamente utiliz-
zando, come confronto, un controllo (fatto migrare insie-
me ai campioni urinari in esame) a quattro pesi molecolari
(PM) noti: rispettivamente 14,3 — 26,6 — 66 — 150 kDa
(Molecular Mass Control — SEBIA) (Fig. 1). In base alle
proteine presenti la proteinuria ¢ stata classificata, in ac-
cordo con quanto descritto in letteratura®', in:

* Proteinuria tubulare: caratterizzata da proteine a PM
inferiore a 69 kDa e da tracce di albumina;

* Proteinuria glomerulare selettiva: caratterizzata da albu-
mina (frazione prevalente) e proteine a PM inferiore a
150 kDa;

* Proteinuria glomerulare non selettiva: caratterizzata da
albumina e proteine a PM superiore o uguale a 150
kDa;

* Proteinuria mista: caratterizzata dalla presenza sia di
proteine tubulari che glomerulari; differenziabile in “mi-
sta incompleta” con proteine a PM tra 23 e 69 kDa, al-
bumina e proteine a PM superiore o uguale a 150 kDa e
“mista completa” con proteine a PM tra 14 e 69 kDa, al-
bumina e proteine a PM superiore o uguale a 150 kDa.

Analisi statistica

Sono state calcolate la sensibilita e la specificita della
metodica nell'individuare correttamente la sede del danno
renale, confrontando i risultati delle migrazioni elettrofo-
retiche con quelli degli esami istologici.

La totalita dei soggetti & stata suddivisa, in un primo
momento, in due gruppi: uno comprendente i casi che
presentavano sul tracciato elettroforetico bande protei-
che di origine glomerulare, I’altro quelli che presentavano
bande di origine tubulare; in questa suddivisione i sog-
getti con proteinuria mista sono stati inclusi in entrambi i
gruppi, per la presenza di bande proteiche sia di natura
glomerulare sia tubulare. Successivamente la totalita dei
soggetti ¢ stata suddivisa in tre gruppi: casi che presenta-
vano proteinuria tubulare, casi con proteinuria glomeru-
lare e casi con proteinuria mista; questi ultimi, in questa
seconda suddivisione, erano considerati come gruppo a
sé stante.
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FIGURA 1 - n. 1 proteinuria mista completa, n. 2 proteinuria tubulare, n.
3 mista incompleta, n. 4 mista completa, n. 5 controllo di massa mole-
colare.

RISULTATI

I dati relativi alle indagini di laboratorio effettuate, al ti-
po di proteinuria riscontrato e alla diagnosi istopatologica
sono riportati nella tabella 2.

I valori delle proteine urinarie nel cane sono compresi
tra 36 e 616 mg/dl (media 255), nel gatto tra 16 e 496
mg/dl (media 121).

I valori U-P/C nei 20 animali considerati sono compresi
tra 0,2 e 24,5 e risultano inferiori nel gatto, con estremi tra
0,2 e 4,4 (media 1,6), rispetto al cane con estremi tra 0,6 e
245 (media 5,8).

La valutazione qualitativa della proteinuria mediante
SDS-AGE ha permesso I'identificazione di quattro pattern
elettroforetici: 13 casi di proteinuria mista (di cui 8 con
proteinuria mista incompleta e 5 completa), 2 casi di pro-
teinuria glomerulare selettiva, 3 di proteinuria glomerulare
non selettiva e 2 di proteinuria tubulare (Fig. 2).

L’esame istologico ha localizzato il danno renale a livello
glomerulare in 9 casi, a livello tubulo-interstiziale in 3 e in
entrambe le sedi in 6; in 2 casi (n. 5 e n. 15) I’esame istolo-
gico da prelievo bioptico non ha evidenziato alterazioni
del parenchima renale.

Il confronto fra quadro elettroforetico e istologico ha
evidenziato un totale accordo in 12 casi (5 gatti e 7 cani);
in 5 casi, a proteinurie di tipo misto, corrispondeva un
danno localizzato esclusivamente a livello glomerulare; in
un caso (n. 14) a una proteinuria glomerulare non selettiva
corrispondeva un danno localizzato all’interstizio.

I valori relativi a sensibilita e specificita, calcolati suddi-
videndo la totalita dei soggetti come descritto in preceden-
za, sono riportati nelle tabelle 3 e 4.

DISCUSSIONE

Questo studio evidenzia una non totale corrispondenza
fra i risultati del frazionamento proteico urinario eseguito
con SDS-AGE e I'esame istologico nella localizzazione del
danno renale.
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Tabella 2
Indagini di laboratorio e diagnosi istopatologica
e p.S. Prot. mg/dl U-P/C SDS-AGE Esame istologico
1 1038 26 0,2 Glomerulare selettiva Glomerulopatia mesangiale di modesta entita
2 1033 26 0,2 Glomerulare selettiva Glomerulopatia ischemica di modesta entita
3 1005 36 0,6 Mista incompleta Glomerulopatia ischemica, nefrite interstiziale
4 1018 523 7,8 Mista incompleta Glomerulopatia mesangiale
5 1035 215 1,2 Mista incompleta Parenchima renale a normale morfologia
6 1028 496 2,0 Glomerulare non selettiva Glomerulopatia mesangiale proliferativa
7 1019 616 24,5 Mista completa Glomerulonefrite membranosa
8 1002 181 14,3 Mista completa Amiloidosi glomerulare
9 1011 32 2,2 Tubulare Nefrite interstiziale con aree di fibrosi
10 1005 127 5,0 Mista incompleta Glomerulosclerosi, fibrosi interstiziale e atrofia tubulare
1 1006 46 1,5 Tubulare Nefrite interstiziale
12 1016 16 0,3 Mista incompleta Glomerulopatia mesangiale, nefrite interstiziale
13 1043 339 2,5 Mista incompleta Glomerulonefrite mesangiale
14 1010 130 44 Glomerulare non selettiva Nefrite interstiziale
15 1014 378 11,2 Mista incompleta Parenchima renale a normale morfologia
16 1014 107 1,7 Mista completa Glomerulonefrite mesangiale, nefrite interstiziale
17 1010 182 3,6 Mista completa Glomerulosclerosi, fibrosi interstiziale
18 1026 208 1,5 Glomerulare non selettiva Glomerulopatia mesangiale
19 1044 150 0,7 Mista incompleta Glomerulopatia mesangiale
20 1032 467 48 Mista completa Glomerulopatia mesangiale, nefrosi tubulare

p.s.: peso specifico urinario; prot.: proteinuria; U-P/C: rapporto proteinuria creatininuria.

FIGURA 2 - A. proteinuria tubulare: albumina (*) e proteine a PM < 69 kDa (freccia blu). B. proteinuria glomerulare selettiva: albumina e proteine a PM < 150kDa (frec-
cia bianca). C. proteinuria glomerulare non selettiva: albumina e proteine a PM = 150kDa (freccia rosa). D. proteinuria mista: incompleta (n. 4, 5, 10,13) con proteine a
PM tra 23 e 69 kDa, albumina e proteine a PM = 150 kDa; completa (n. 7, 20) con proteine a PM tra 14 e 69 kDa, albumina e proteine a PM= 150 kDa.




Suddividendo gli animali in due gruppi (Tab. 3) si os-
serva che ’'SDS-AGE ha un’elevata sensibilita nell’evi-
denziare le proteine sia di origine tubulare, sia di origine
glomerulare, ma una scarsa specificita; questo ultimo da-
to potrebbe dipendere dal basso numero di animali
esenti da lesioni renali.

Considerando invece i soggetti con proteinuria mista
come gruppo a sé stante, differenziandoli da quelli con
proteinuria esclusivamente tubulare o glomerulare (Tab.
4), si evidenzia che la metodica possiede un’elevata sen-
sibilita e una minore specificita nel localizzare le lesioni
miste, un’elevata specificita e una minore sensibilita nel
rivelare quelle puramente tubulari ed elevata specificita
ma bassa sensibilita nell’individuare le lesioni puramen-
te glomerulari.

Nei casi in cui si riscontrino proteinurie esclusivamen-
te tubulari o glomerulari risulta quindi estremamente
probabile la presenza delle relative lesioni renali. Tutta-
via, 'SDS-AGE, dotata di elevata sensibilita e minore
specificita nel riconoscimento delle proteine di origine
glomerulare e tubulo-interstiziale, potrebbe sovrastima-
re le lesioni presenti.

La possibile falsa positivita nella localizzazione del
danno si & avuta in 7 soggetti: 5 con proteinuria mista, la
cui componente tubulare, localizzata in 4 casi in zona 25
kDa, non ¢ stata confermata dall’esame istologico e 2
con assenza di lesioni e presenza di proteinuria patologi-
ca, confermata da alti valori di U-P/C. Tale disaccordo
potrebbe essere ricondotto, almeno in parte, al fatto che
la biopsia non & sempre in grado di fornire una diagnosi
corretta in presenza di lesioni focali®2. E da notare peral-
tro che la presenza di bande proteiche localizzate esclu-
sivamente in zona 25 kDa potrebbe non essere ricondot-
ta a un danno tubulo-interstiziale ma a un sovraccarico
di catene leggere libere in circolo. Tali molecole, nor-
malmente filtrate a livello glomerulare, non riescono ad
essere riassorbite del tutto dal comparto tubulo-intersti-
ziale funzionante, come gia evidenziato in corso di pato-
logie che provocano una forte stimolazione immunita-

Tabella 3
Sensibilita e specificita della metodica SDS-AGE nel riconoscimento
delle proteine di origine tubulare e glomerulare

Proteine tubulari Proteine glomerulari
Sensibilita 89% 100%
Specificita 36% 40%
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ria? 2%, Nel caso n. 14, affetto unicamente da nefrite in-
terstiziale, in cui non si sono evidenziate proteine di ori-
gine tubulare bensi una proteinuria indicante un danno
glomerulare, I'inadeguata identificazione elettroforetica
delle proteine tubulari potrebbe essere imputata al cam-
pione di urina molto diluita e/o a lesioni interstiziali po-
co estese!”. Come gia sottolineato precedentemente il
mancato ritrovamento di lesioni glomerulari puo essere
spiegato con la presenza di un danno focale o non visibi-
le in microscopia ottica?> .

I pattern elettroforetici ottenuti con SDS-AGE non
sembrano peraltro correlati ai diversi aspetti istologici
delle lesioni, come gia descritto in uno studio effettuato
utilizzando la metodica SDS-PAGE!. Limitando, infatti,
I’analisi ai 12 casi in cui le due metodiche concordano
nella localizzazione del danno renale, a lesioni renali con
differenti caratteristiche istologiche corrispondono tal-
volta proteinurie simili (Fig. 3).

Una corrispondenza si rileva esclusivamente in 2 casi
(n. 1 e 2), con modesta proteinuria e scarsa sintomato-
logia, in cui si evidenzia una proteinuria di tipo glome-
rulare selettivo e I’esame istologico individua la presen-
za di glomerulopatie di lieve entita, a prognosi favore-
vole. Sembra inoltre che le proteinurie miste di tipo
completo possano essere associate a danni renali gravi,
poiché i soggetti giunti a morte (n° 7, 8, 16, 17, 20) per
insufficienza renale presentavano questo tipo di protei-
nuria. Tale riscontro ¢ in accordo con quanto riportato
in medicina umana e veterinaria, dove ¢ stata evidenzia-
ta una correlazione tra la presenza di proteine a bassis-
simo peso molecolare e la gravita della compromissione
renale in atto!? 12627,

FIGURA 3 - Le frecce indicano la
medesima localizzazione elettrofore-
tica delle proteine urinarie riscontra-
ta in un caso di glomerulonefrite
mesangiale e nefrite interstiziale (n.
16) ed in uno di glomerulosclerosi e
fibrosi interstiziale (n. 17).

Sensibilita e specificita della metodica SDS-AGE nel rictTle:neslt:?m“emo del danno misto, tubulo-interstiziale e glomerulare

Danno misto Danno tubulo-interstiziale Danno glomerulare
Sensibilita 100% 67% 47%
Specificita 50% 100% 91%
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CONCLUSIONI

L’SDS-AGE si ¢ dimostrata una metodica valida nell’i-
dentificazione delle lesioni esclusivamente tubulo-intersti-
ziali, mentre nel riconoscimento delle lesioni miste mostra
una carenza di specificita. L’identificazione del danno
esclusivamente glomerulare, anche se dotata di una bassa
sensibilita, possiede un’elevata specificita. Tali risultati
concordano con la maggior parte degli studi effettuati in
medicina umana e veterinaria'’> -7 18 1%; tuttavia per valu-
tare Ieffettiva capacita diagnostica dell’SDS-AGE, sareb-
be opportuno confrontarla con la valutazione istologica
del parenchima renale “in toto”, in modo da escludere
possibili variabili relative al campionamento del tessuto re-
nale. Occorre comunque ricordare che tale metodica pre-
senta dei limiti in quanto & possibile evidenziare la presen-
za di proteinuria in soggetti non nefropatici, bensi affetti
da patologie infiammatorie o neoplastiche a carico delle
basse vie urinarie?®; a tale riguardo risulta essenziale, per
l'interpretazione clinica, disporre almeno di un profilo
biochimico di base e di un esame urinario completo che
escluda la presenza di inflammazione.

Risulta peraltro utile associare la valutazione qualitativa
della proteinuria all’esame istologico da prelievo bioptico,
per completarne eventuali carenze diagnostiche; fermo re-
stando che la biopsia rimane I'unico metodo per ottenere
informazioni sul tipo delle lesioni, consentendo una cor-
retta diagnosi “in vivo” e la successiva valutazione progno-
stica. Se la capacita diagnostica, nella localizzazione del
danno, e la capacita prognostica, relativa alla gravita del
danno, verranno confermate da ulteriori studi, 1’elettrofo-
resi urinaria per pesi molecolari su gel di agarosio, grazie
alla non invasivita e semplicita d’esecuzione, potra rivesti-
re un ruolo di fondamentale importanza nel monitoraggio
delle patologie renali proteino-disperdenti, come gia av-
viene in medicina umana.
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