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RESUMEN

Se ha determinado la actividad urinaria de la alanina aminopeptidasa (AAP; EC 3.4.11.2.), fosfatasa
alcalina (ALP; EC 3.1.3.1.) y de la g-glutamiltransferasa (GGT; EC 2.3.2.2.) como enzimas presentes en la
membrana en cepillo del tibulo contorneado proximal y de la N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG; EC
3.2.1.30.) y B-D-glucuronidasa (B-Gluc.; EC 3.2.1.31) como enzimas lisosomales, en la orina de ocho perros
Beagle sanos.

Las actividades enzimdticas urinarias, expresadas en relacion a la concentracion de creatinina urinaria para
corregir las variaciones producidas por el volumen de orina, mostraron los siguientes valores medios: 12,9448
U/g. para la GGT, 15,1+13,2 U/g. para la ALP, 1,3+0,2 U/g. para la AAP, 6,4+1,8 U/g. para el NAG y 5,3+2.6
U/g. para la 8-Gluc.

Palabras clave: Perro, enzimas urinarios, alanina aminopeptidasa, fosfatasa alcalina, gamma-glutamil-
transferasa, N-acetil-B-D-glucosaminidasa, B-glucuronidasa.

SUMMARY

Activities of urinary enzymes alanine aminopeptidase (AAP; EC 3.4.11.2.), alkaline phosphatase (ALP;
EC 3.1.3.1.) and g-glutamyltransferase (GGT; EC 2.3.2.2.) as brush border enzymes of the proximal tubuli as
well as N-acetyl-B-D-glucosaminidase (NAG; EC 3.2.1.30.) and B-D-glucuronidase (B-Gluc.; EC 3.2.1.31) as
lysosomal enzymes, was measured in the urine in eight healthy dogs.

Urinary enzyme concentrations were related to urinary creatinine concentration in order to correct for
variations in urinary volume.

In our study, mean values from GGT, ALP, AAP, NAG and B-Gluc. were 12.944.8; 15.1+13.2; 1.3+0.2;
6.4+1.8 and 5.342.6 U/g. respectively.

Keywords: Dog, urinary enzymes, alanine aminopeptidase, alkaline phosphatase, gamma-glutamyltransfe-
rase, N-acetyl-B-D-glucosaminidase, B-glucuronidase.



62 AN. VET. (MURCIA} 9-10: 61-67 (1993-94), ENZIMOLOGIA URINARIA EN PERROS SANOS. PALACIO LIESA, 1. et al.

INTRODUCCION

La valoracion de las actividades enzimdticas
por métodos estandarizados de quimica clinica
ha mejorado las posibilidades diagndsticas de la
medicina clinica. En la actualidad tales determi-
naciones en el suero resultan ser la principal
forma de diagnosticar y de controlar evolutiva-
mente las enfermedades mds comunes.

Desafortunadamente, no existen enzimas es-
pecificos marcadores de lesion renal en el sue-
10, si exceptuamos al infarto renal (Raab, 1972).
Por ofra parte, la presencia de actividad enzima-
tica no solamente se ha descrito en el suero,
sino en otros fluidos, como la orina, que presen-
ta también dicha actividad. Aunque la existen-
cia de actividad enzimdtica en la orina es cono-
cida desde hace mas de 160 aiios, su determina-
cion en relacion con los estados de salud y en-
fermedad ha provocado impacto en la medi-
cina experimental y clinica en las dltimas déca-
das.

La introduccién de la determinacién de la
actividad enzimatica en la orina con fines diag-
ndsticos se realizd en 1959 por Rosalki y Wil-
kinson al descubrir aumento de la actividad glu-
tdmico oxalacética y lactatodeshidrogenasa en
pacientes con enfermedad renal.

En los dltimos afios se han determinado mas
de 40 enzimas urinarios con fines diagndsticos.
Del conjunto de los enzimas urinarios, Raab
(1972) solo considera unos pocos realmente
importantes con fines diagndsticos.

No obstante, las determinaciones enzimati-
cas en la orina no son de realizacién tan fécil
como las séricas, hoy dia en su mayoria auto-
matizadas. La orina es un medio muy inestable
y menos homogéneo que el suero. Los factores
que influyen en las determinaciones enzimati-
cas asi como los detalles practicos a observar en
la recogida, conservacion y andlisis de las mues-
tras han sido descritos anteriormente (Gascon et
al., 1995).

En medicina veterinaria, los métodos utili-
zados en el diagnéstico diferencial de las distin-

tas enfermedades renales en el perro, son hasta
la actualidad limitados y no permiten poner en
evidencia etapas tempranas de las enfermeda-
des renales crénicas o incluso lesiones leves de
caracter agudo provocadas por ejemplo por sus-
tancias nefrotéxicas (Hofmann y Guder, 1989).
Segtin Kunin et al. (1978) la prueba renal ideal
seria aquella que indicara la existencia de lesion
en las células de los tibulos renales antes de
que hubiera alteraciones en la funcién renal; por
ello, las aplicaciones mas frecuentes de esta téc-
nica en nuestras especies domésticas han sido
los estudios experimentales de nefrotoxicidad
inducida, llevados a cabo en caballos (Brobst et
al., 1986), ovejas (Garry et al., 1990a; Garry et
al., 1990b), terneros (Crowell et al., 1981), ga-
tos (Hardy et al., 1985) y perros (Ellis y Price,
1973; Ellis et al., 1973a; Ellis et al., 1973b;
Greco et al., 1985). Sin embargo, es dificil en-
contrar valores de referencia para los distintos
enzimas en la bibliografia veterinaria; al contra-
rio de lo que ocurre en medicina humana, donde
a pesar de todo los estudios son muy limitados.

En nuestro trabajo hemos escogido un perfil
enzimatico compuesto por cinco enzimas, de
distinta localizacién celular, de utilidad diag-
ndstica contrastada en medicina humana y de
los mds empleados actualmente: AAP, GGT y
ALP como enzimas presentes en la membrana
en cepillo del tibulo contorneado proximal y el
NAG y B-Gluc. como enzimas lisosomales, con
una metodologia de trabajo puesta a punto a
raiz de las revisiones bibliogréficas realizadas.

MATERIAL Y METODOS
« Animales

Para realizar el presente trabajo se utilizé
orina y sangre de 8 perros (6 hembras y 2 ma-
chos), clinicamente sanos, de raza Beagle y con
2 afios de edad todos ellos.

El examen fisico y los perfiles hematoldgi-
cos y bioquimicos, no revelaron ninglin signo
de enfermedad.
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* Recogida de la orina

Una media de 15 a 25 ml. de orina se toma-
ron por cistocentesis entre las 8:30 y 10:00 h. de
cada perro.

= Preparacion de la orina

Una primera valoracién semicuantitativa de
la orina se realizé mediante las tiras reactivas de
inmersién Combur-9-Test® (Boehringer Mam-
nheim) con resultados normales.

El pH urinario se comprobé con un pHme-
tro digital marca Beckman, modelo 3500 y la
densidad urinaria mediante un urodensitémetro
y a20°C.

El examen del sedimento urinario se realizéd
tras una centrifugacién a 1500 r.p.m. durante 5
minutos en una centrifuga refrigerada Hermle
7k365.

Una vez realizadas estas determinaciones
previas, la orina fue centrifugada de nuevo a
3000 r.p.m. durante 10 minutos y a 4° C para la
total eliminacion de los elementos formes de la
misma. Una parte del sobrenadante se destiné al
andlisis de la creatinina y proteinas urinarias,
mientras que otra cantidad (2,5 ml.) fue destina-
da al analisis enzimatico previa filtracién en gel.

La cromatografia de filtracién en gel se rea-
1iz6 en columnas preparadas para su uso inme-
diato, Sephadex G25M (Pharmacia LKB, Upp-
sala, Sweden) segin el método descrito por
Grotsch y Mattenheimer (1983) y equilibrando
el gel con 20 ml. de una solucién de cloruro
sodico 0,15 mol/l.

Las orinas filtradas y sin adicién de ningin
conservante se almacenaron a —20° C hasta la
fecha del analisis enzimatico.

» Procedimientos analiticos

* Determinacién cuantitativa de las proteinas
urinarias y cociente UP/C

Se realizé6 mediante el método Bradford

(1976) empleando el Coomassie Brilliant Blue
G (Sigma Chemical) como colorante y midien-
do la absorbancia a 595 nm. en un espectrofotd-
metro Perkin-Elmer, modelo Lambda 5. Se cal-
culd la razén UP/C mediante el cociente de las
proteinas urinarias con la creatinina urinaria.

* Determinacion de la creatinina urinaria

Se determiné con el test de color Test-Com-
bination Creatinina n° 124192 (Boehringer Mam-
nheim GmbH) basado en el método Jaffé con
desproteinizacidn.

* Determinaciones enzimdticas urinarias

a) Determinacion de la GGT urinaria (EC
23223

La actividad se mide con el Kit «<Monotest»®
g-GT nuevo, n® 1087584 (Boehringer Mamn-
heim GmbH).

b) Determinacién de la ALP urinaria (EC
3.1.3.1).

Se sigue un método standard con el Kit
«Monotest»® ALP opt., n® 1087517 (Boehrin-
ger Mamnheim GmbH).

¢) Determinacién de la AAP (EC 3.4.11.2.).

La actividad de la AAP se mide con el mé-
todo descrito por Reusch (1991) que modifica
parcialmente el método descrito por Mattenhei-
mer (1988). El incremento de absorbancia se
midié a 405 nm. durante 5 minutos y a 25° C.

d) Determinacién del NAG (EC 3.2.1.30).

Se ha seguido la técnica colorimétrica de
Maruhn (1976) con las modificaciones hechas
en el tiempo de incubacién por Aulesa (1981) a
una temperatura de incubacién de 37° C y 405
nm.

e) Determinacién de la B-Gluc. (EC 3.2.1.31.).

Aungue Golbarg et al. (1959) ya propuso un
método para la determinacion de este enzima en
orina, se sigue el método actualizado descrito
por Stahl y Fishman (1983). La incubacién de
la mezcla se realiza a 37° C durante 4 horas
valorando la variaci6n de absorbancia a 540 nm.
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El resultado es expresado en unidades Fishman
(factor de correccion=318).

Todas las actividades enzimadticas urinarias
se expresaron en Unidades de actividad enzima-
tica por gramo de creatinina urinaria excretada
(Ulg.).

RESULTADOS

El examen del sedimento urinario no mostré
la presencia de cilindros, cristales o células anor-
males; tan sélo 2 animales contaban con la pre-
sencia de eritrocitos en ndmero aproximado a 3
por campo de elevada potencia (cep), sin signi-
ficacién patoldgica y compatible con la préctica
de la cistocentesis.

La densidad oscilé en un rango de 1010-
1045 y el pH entre 5,6-6,9.

Las proteinas urinarias presentaron valores
normales con una media de 28,22 mg/dl. El
cociente UP/C mantuvo unos valores similares
en todos los animales y dentro de la normalidad
(0,1410,05).

El estudio de la enzimologia urinaria (véase
figura) revelé unos valores de 12,948 U/g.
para la GGT, 15,1£13,2 U/g. para la ALP y
1,3+0,2 para la AAP. Como enzimas lisosoma-
les, la actividad enzimdtica del NAG fue de
6.,4x1,8 U/g. y de 5,3+2,6 U/g. para la B-Gluc.

Ulg

DISCUSION

Comparando la orina con el suero, €sta po-
see un namero considerable de desventajas a ia
hora de ser utilizada en las mediciones cuantita-
tivas enzimaticas, resultando dificil la distin-
cién entre valores fisiolégicos y patologicos
(Grotsch y Mattenheimer, 1983).

En la bibliografia consultada, Reusch et al.
(1991) establece por primera vez valores me-
dios en la especie canina, también provisionales
(10 animales), con una media similar a la de
nuestro trabajo en cuanto a los valores obteni-
dos en la AAP (3,7 U/g.) considerando que la
determinaban a 37° C y una media inferior pero
también cercana a la de nuestro estudio para los
valores del NAG (1,7 U/g.).

Heiene et al. (1991) determiné también va-
lores medios para la GGT y ALP caninas utili-
zando otros procedimientos, con lo que no po-
demos comparar los resultados con los de nues-
tro estudio.

Los resultados de B-Gluc. obtenidos en nues-
tro estudio pueden considerarse como de refe-
rencia, pues en la bibliografia consultada no se
han encontrado valores medios en la especie
canina.

No obstante, resulta imprescindible estanda-
rizar las condiciones de trabajo (recogida, pro-

2

0 T T
GGT ALP

AAP

NAG  B-GLUC

Ficura. Valores medios y sus desviaciones tipicas para los distintos enzimas urinarios.
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cesado y andlisis de las muestras), a fin de valo-
rar la fluctuacién enzimdética en condiciones fi-
siologicas.

En la recogida de la orina, la cistocentesis es
la técnica de eleccién reduciendo el riesgo de
contaminaciones de la muestra a través de la
uretra o del tracto genital, y siendo bien tolera-
da por la mayoria de los perros. Por otra parte,
la préctica comin en nefrologia humana de re-
coger la orina en 24 h. reduce la variabilidad en
la liberacién de ciertas sustancias, producidas
por los ritmos diurnos; pero €sta no es recomen-
dada para la determinacién de enzimas urina-
rios, porque periodos prolongados de recogida
pueden conducir a la inactivacién de los enzi-
mas (Maruhn et al., 1977). Ademas, es de con-
siderar su dificil aplicacion en la especie cani-
na, pues supone el trabajar en jaulas metabdli-
cas con un riesgo adicional de contaminacién
de la muestra por heces, pelos, etc. Por este
motivo, la cistocentesis cobra mayor fuerza como
método a elegir en la extraccién de la orina.

En las muestras recogidas de este modo, es
necesario un ajuste de la actividad enzimatica
determinada, en relacién a otros parametros, para
reducir la variacion en la concentracion del en-
zima analizado debido a la inconstante dilucién/
concentracién de las muestras de orina. Se han
utilizado tanto el peso especifico, como la os-
molalidad y la creatinina urinaria, siendo ésta
ultima la que mas reduce la variabilidad en la
excrecién enzimdtica urinaria (Wemer et al,
1970; Jung et al., 1987; Jung, 1991) y la utiliza-
da en nuestro trabajo.

Mattenheimer (1977) y Maruhn et al. (1977)
describen variaciones diurnas en la excrecién
urinaria de muchos enzimas. Maruhn propone
el uso de muestras obtenidas durante o cerca del
miximo pico de liberacién del enzima. Asi pues,
para evitar este factor de variacion la toma de
muestras se efectué en todos los animales en
periodos de tiempo comprendidos entre las 8:30
y 10 h., periodo en el que enzimas como la -
Gluc. tienen un pico de excrecién mayor (Ma-
ruhn et al., 1977).

Por otra parte, es bien conocida la presencia
de inhibidores-activadores enzimaticos en la ori-
na, sustancias que interfieren como la urea, dro-
gas y metabolitos de éstas, aminoécidos, etc. y
que aceleran la inactivacién enzimdtica y que
deben ser eliminados antes de proceder al anili-
sis (Werner et al., 1969; Astley y Reid, 1992).
La filtracién en gel es hasta hoy el método mds
efectivo y utilizado para la eliminacién de los
inhibidores enzimdticos presentes en la orina.
Las elevaciones descritas para algunas activida-
des enzimdticas como la alanina-aminopeptida-
sa en el perro tras la filtracion en gel, ponen de
manifiesto la presencia de inhibidores en la ori-
na para este enzima (Reusch et al., 1991).

En cuanto a las posibles variaciones debidas
al sexo de los animales, en medicina humana se
han encontrado actividades enzimdticas supe-
riores, en condiciones normales, en los hombres
para enzimas como la GGT (Mattenheimer,
1977). En nuestro estudio, el escaso nimero de
animales disponible (2 machos y 6 hembras) no
permitié encontrar diferencias entre sexos. En
la especie canina, no hay todavia resultados con-
cluyentes, si bien Reusch et al. (1991) encontré
niveles medios superiores de AAP y NAG en
perros machos, atribuyéndolo al alto contenido
enzimdtico de los espermatozoides (Raab, 1972);
no obstante, en su trabajo el nimero de mues-
tras fue también reducido para obtener conclu-
siones definitivas.

La edad es un factor que no influye direc-
tamente en la excrecién enzimdtica cuando la
actividad se expresa en relacién a un volumen
(U/1). Sin embargo. cuando el resultado se ex-
presa en relacién a la cantidad de creatinina
excretada en orina (U/g., U/mmol) induce va-
riacién (Jung et al., 1990). Por tanto, a la hora
de publicar valores de referencia, es importante
establecer y fijar la edad en todos los animales a
estudio. En nuestro trabajo, todos los animales
tenian 2 afios de edad, eran de la misma raza y
se encontraban en idénticas condiciones de ma-
nejo, alimentacion y sanitarias.

Los criterios para la eleccion de los enzimas
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urinarios que van a componer nuestro perfil fue-
ron establecidos por Gonicket et al. (1973) y
reafirmado por distintos autores posteriormente
(Cuxart, 1981; Flandrois et al., 1986). Siempre
es interesante escoger enzimas de distinta loca-
lizacion celular. Los enzimas con una mayor
aplicacion clinica han sido los presentes en los
tibulos contommeados proximales, tanto en la
membrana en cepillo de las células (GGT, ALP,
AAP) como a nivel lisosomal (NAG y B-Gluc.).

La enzimologia urinaria ha demostrado ser
en muchos trabajos una técnica laboratorial muy
sensible y precoz en la deteccion de lesiones a
nivel renal, incluso mas que otras pruebas tradi-
cionalmente utilizadas para el diagnéstico de
estas alteraciones. Por tanto, y en medicina ve-
terinaria, su continuo estudio, tanto experimen-
tal como clinico, puede contribuir a la mejora
de los diagnésticos y pronésticos de las enfer-
medades renales.
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