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RESUMEN

El hipercortisolismo ha sido sefialado como causante de enfermedad renal por compromiso del comparti-
mento glomerular. Su identificacion precoz y no invasiva se realiza mediante el estudio cualitativo y cuantita-
tivo de las proteinas urinarias, el primero evalda el origen y el segundo la magnitud de las pérdidas.

Estudios recientes proponen al dcido retinoico (AR) como una alternativa terapéutica efectiva en el Cush-
ing de origen pituitario al uso de ketoconazol (Ktz) y otras drogas de accion antiesteroideogénica. El presente
trabajo se realizé con el propdsito de, evaluar la proteinuria en perros con hipercortisolismo pituitario depen-
diente (HPD), y determinar si la terapia con AR y ktz logran controlarla. Se estudid la proteinuria de 22 perros
con HPD, 14 tratados con AR y 8 con Ktz, durante 6 meses. La determinacion cuantitativa (técnica de Rojo de
Pirogalol) mediante la relacion proteina / creatinina urinaria (UP/C) determiné que, en 11/22 (50%) el valor
fue anormalmente alto (= 0,51); en 3/22 (14%) dudoso y 8/22 (36%) tenian valores de proteinuria consideradas
normal (< 0,3). El estudio cualitativo de la proteinuria (técnica SDS-PAGE) indic6 que de los 11 perros con
UP/C alta, 3/11 tenfan proteinuria glomerular (27,3%), 6/11 glomérulo-tubular (54,54%), y 2 fisiolégica o nor-
mal (18,18%). Los 3 perros con valores de UP/C dudoso tuvieron, 2 proteinuria glomerular, y 1 fisioldgica por
el SDS-PAGE. Un perro con UP/C fisiolégica tenia proteinuria tubular por el método cualitativo. El total de
perros con dafio glomerular fue de 11 (50%). Los valores de UP/C persistieron al final del estudio sin cambios
notorios y la evaluacion estadistica entre tratamientos no indicé diferencias significativas. Ningtin perro con



46 AN. VET. (MURCIA) 23: 45-54 (2007). PROTEINURIA Y TRATAMIENTO DEL CUSHING. MARTIARENA, B., ET AL.

proteinuria normal evoluciond hacia la anormalidad, y aquellos que tenfan la UP/C alta no modificaron sig-
nificativamente los valores ni desarrollaron insuficiencia renal. Se concluye que, al momento del diagndstico,
aproximadamente el 50 % de los perros con HPD tendrian dafio glomerular, y que el tratamiento especifico del
Cushing no logra controlar a la enfermedad renal.

Palabras claves: Cushing, proteinuria, enfermedad renal, Ketoconazol, Acido Retinoico.

ABSTRACT

The hypercortisolism has been considered the originator of the renal disease due to problems in the
glomerular compartment. The early and non invasive diagnosis is carried out through the qualitative and
quantitative study of the urinary proteins. The qualitative method determines the origin and the quantitative
method determines the magnitude of the loss.

Recent studies suggest that the retinoic acid (RA) may be an effective therapeutic alternative for the Pituitary
dependent Cushing, instead of the usage of Ketoconazol (Ktz) and other antisteroideogenic drugs. This work
was carried out in order to evaluate the proteinuria in dog with Pituitary dependent Hypercortisolism (PDH)
and to determine if the therapy with RA and Ktz can control it. The proteinuria was studied in 22 dogs with
PDH, 14 of them treated with RA and 8 with Ktz for six months. The quantitative determination (Pyrogallol
Red technique) through the relation protein/creatinine (UP/C) showed that in 11/22 (50 %) the value was
abnormally high ( > 0,51), doubtful in 3/22 (14 %) and in 8/22 (36 %) the proteinuria values were considered
normal (< 0,3). The qualitative study of the proteinuria (SDS-PAGE Technique) showed that out of the 11 dogs
with high UP/C values, 3 of them had glomerular proteinuria (27,3 %), 6 glomerulo-tubular (54,54 %), and 2
physiological or normal proteinuria (18,18 %). The 3 dogs with doubtful UP/C values had by the SDS-PAGE,
2 glomerular proteinuria, and 1 physiological. One dog with normal UP/C value had tubular proteinuria by the
qualitative method. The total number of dogs with glomerular damage damage was 11 (50 %). The UP/C values
remained the same by the end of the study with no significant changes and the statistic evaluation between the
treatments did not show significant differences. Any dog with normal proteinuria became abnormal and those
with high UP/C developed renal insufficiency. We conclude that, at the moment of the diagnosis, it is expectable
that 50 % of the dogs with DPH have glomerular damage, and that the specific treatment of Cushing does not
control the renal disease.

Key words: Cushing, proteinuria, Kidney Desease, Ketoconazole, Retinoic Acid.

INTRODUCCION

El endotelio del capilar glomerular se ca-
racteriza por presentar poros de un tamafio
aproximado de 69 Kd y estar recubierto por una
sialoproteina con carga eléctrica negativa. Esta
estructura de la membrana filtrante determina
que el pasaje de las proteinas sea inversamente
proporcional al tamafio, forma y carga eléctri-
ca de las moléculas proteicas. La proteinuria es
consecuente de enfermedades renales y extrarre-
nales, e independientemente de la causa que la
origina son consideradas por si mismas un agen-
te nefrotdxico responsable de la progresion de la
lesion renal, Burton et al. (1996). Los perfiles de
excrecion varfan dependiendo de la causa o del

mecanismo involucrado en el dafio renal. Ca-
racterizar la calidad de las proteinas eliminadas,
por carga y/o peso molecular, permite no sélo
conocer el origen sino que, en el caso que le
corresponda al rifién, localizar el compartimento
involucrado (glomerular y/o tubular), por lo que
son consideradas un importante marcador de le-
sion renal (Bazzi 2003; Marshal et al. 1998; Zini
et al 2004). La determinacion cuantitativa de la
proteinuria permite determinar la magnitud de
las perdidas (Lulich et al. 1990; Martiarena et
al. 2002; Waters et al. 1997).

El hiperadrenocortisolismo ha sido lista-
do como una causa de enfermedad renal en el
perro que afecta especificamente al glomérulo
(Chen et al. 1998; Waters et al. 1997). Esta aso-
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ciacion fue establecida por diferentes autores, al
encontrarse altos valores de proteinuria, deter-
minados por la relacion proteina / creatinina en
orina (UP/C), en una tercera parte de pacientes
con antecedentes de administracion crénica de
glucocorticoides o con natural hiperadereno-
cortisolismo (Hurley et al. 1998; Waters et al.
1997; Ortega et al. 1996). La enfermedad renal
por alto corticoide se inicia con un hiperfiltrado
que altera la permeabilidad del capilar glomeru-
lar a macromoléculas e incrementa la excrecion
de proteinas, Hurley et al. (1998).

El dcido retinoico (AR) ha sido descripto
como tratamiento del Cushing pituitario depen-
diente; ejerce un efecto inhibidor de la sintesis de
adrenocorticotropina (ACTH) e induce a la apop-
tosis tumoral (Castillo et al. 2006; Pdez-Pareda et
al. 2001). Por lo tanto, al actuar sobre el adenoma
productor de ACTH logra el descenso del cortisol
circulante evitando sus efectos negativos.

El ketoconazol (Ktz) también es indicado
como tratamiento del hipercortisolismo dado
sus efectos inhibidores de la esteroideogéne-
sis adrenal (Feldman et al. 1990; Sonino et al.
1999). Sin embargo, el control de la secrecién
de cortisol no es suficiente, debido a la persis-
tente estimulacién ejercida por los altos niveles
de ACTH circulante, Sonino et al. (1999). De
esta forma los efectos negativos del cortisol
pueden persistir.

El objetivo del presente estudio fue evaluar
en perros con Sindrome de Cushing, origina-
do por el adenoma corticotropo secretante de
ACTH (denominado Enfermedad de Cushing o
hipercorticismo o pituitario dependiente, HPD),
la presencia de proteinas en orina como indica-
dor de dafo renal, y si éste logra ser controlado
por el tratamiento indicado del HPD.

MATERIALES Y METODOS
Poblacion de estudio

Se estudiaron 22 perros (8 machos y 14
hembras) con HPD. La edad promedio de los

animales, tanto en machos y hembras, fue de
9 afios (CI: 8.2 - 9.9, rango 3 - 14 afos). El
Sindrome de Cushing fue sospechado por sig-
nos clinicos, y estudios de laboratorio (recuento
absoluto de eosindfilos, hepatograma y lipido-
grama). Su origen hipofisario fue comprobado
acorde el siguiente protocolo diagndstico: 1)
incremento de la excrecion urinaria de corti-
sol (evaluado por medio de la relacion cortisol/
creatinina en orina, RC/C), Rijnberk et al. 1988,
con inapropiada elevacién de la concentracion
de ACTH plasmatica (Bazzi C. 2003; Castillo
et al. 2006), y 2) por disminucién de la RC/C
a mas del 50%, del valor obtenido como basal,
luego de suministrar 0,1 mg/kg de dexametaso-
na via oral, cada 8 horas, Galac et al. 1997. La
presencia del adenoma hipofisario (corticotropi-
noma) se diagnosticé por medio de resonancia
nuclear magnética contrastado con gadolinio a
los cortes sagital por linea media y coronal.

Los perros seleccionados no tenian otras enfer-
medades concurrentes que pudieran comprometer
la funcién renal. El descarte de ellas se realizd
teniendo en cuenta la anamnesis, examen fisico
general, estudios bioquimicos, hematoldgicos,
andlisis de orina y ultrasonograffa abdominal.

Los perros se distribuyeron, al azar en es-
tudio a simple ciego, en dos grupos segun el
tratamiento recibido:

Grupo A: 14 animales, tratados con AR
como isotretinoina 9-cis, dosis de 2 mg/kg/dia,
Grupo B: 8 animales tratados con Ktz (20 mg/
kg/dia). El estudio se realizé durante 6 meses.

Procedimiento diagnéstico del Sindrome de
Cushing

Se realizaron dos mediciones de ACTH
plasmdtica y de RC/C, al momento del diag-
nostico (basal, recipiente 1) y a los 6 meses de
tratamiento (final de la experiencia, recipiente
3) (Castillo et al 2006; Reijnberk et al, 1988).
La ACTH plasmatica se midié por método in-
munorradiométrico (Nichols Advantage ACTH
Assay, Nichols Institute Diagnostics, Bad Vil-
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bel, Germany). El cortisol urinario se midio por
radioinmunoandlisis (DPC Corporation, San
Diego, California, USA). La creatinina urinaria
fue determinada por el método de Picrato Alca-
lino ® BioSystems, mediante sistema automati-
zado (Metrolab Autoanalizer Merk).

La inhibicién con alta dosis con dexameta-
sona fue efectuada sélo al momento del diag-
nostico.

La orina para determinar la RC/C y UP/C
fue obtenida por los propietarios, por chorro
medio, en domicilio (ambiente sin estrés), al
momento del diagndstico y a los 6 meses de
tratamiento, de la siguiente forma: mezcla en
un mismo recipiente de alicuotas de 2 ml de las
orinas (mantenida refrigerada a 8°C) de cada
una de las micciones, segunda del dia, de la
tarde, dltima de la noche y la primera del dia si-
guiente. Después de colectar la dltima muestra
de orina del estudio basal (recipiente 1) para el
diagnostico de Sindrome de Cushing, se obtu-
vo sangre para medir ACTH plasmatica, a con-
tinuacién se indicé suministrar dexametasona
0,1 mg/kg/peso oral cada 8 horas durante todo
ese dia. Se recolectd la primer orina de la ma-
flana siguiente (recipiente 2). Es indicativo de
supresion a la dexametasona cuando la RC/C
del recipiente 2 es menor del 50% respecto del
recipiente 1, (Rijnberk et al. 1988; Galac et al.
1997).

El coeficiente de variacién intra e interen-
sayo para la ACTH fue de 3% y 6,8% respecti-
vamente. Para el cortisol urinario dichos coefi-
cientes de variacién fueron de 8% y 5%.

Estudio de las proteinas en orina

Se estudiaron las proteinas urinarias (basal
y a los 6 meses del tratamiento), como método
no invasivo de marcador de enfermedad renal.
Las muestras de orina fueron obtenidas del re-
cipiente 1 mencionado como basal y de una
segunda recoleccion al termino del tratamiento,
recipiente 3. La creatinina fue medida por el
método de Picrato Alcalino ® BioSystems, en

mg/dl, y las proteinas con la técnica de precipi-
tacidn y coloracién con Rojo de Pirogalol, Proti
U/ LCR ® Wiener, en mg/dl. La cuantificacion
de proteinas en orina se realizé mediante la re-
lacion proteina/creatinina (UP/C), consideran-
do como valor normal a menos de 0,3, dudoso
entre 0,31 y 0,5 y anormales para los mayores
de 0,51, Martiarena et al. (2002). Un ml fue
congelado a - 20°C para luego realizar la de-
terminacion cualitativa de proteina, mediante
la separacion de cada una de sus fracciones por
peso molecular (PM), efectuado en gel de po-
liacrilamida en presencia de dodecil sulfato de
sodio técnica de SDS-PAGE (con coloracion
argéntica rdpida); interpretando como fisiold-
gica o normal a una leve banda de proteinas de
PM 69 kd (20 mg/L), como glomerular a las
de PM = 69 kd y como tubular a las de PM <
69 kd, figura N° 1(Marshal et al 1998; Zini et
al. 2004).

Analisis Estadistico

Se compararon los valores pre y postrata-
miento (intra e intergrupo) por el test de Mann-
Whitney, siendo significativo p< 0.05. Los va-
lores se expresan en promedio + SEM.

Se correlacion6 ACTH vs UP/C y RC/C vs
UP/C utilizando el test de correlacién de Spear-
man (basal y pos tratamiento).

El programa estadistico utilizado fue Gra-
phPad Prism, version 3 (GraphPad Software,
Inc.).

5) Procedimiento ético con animales de ex-
perimentacion.

El presente estudio fue aprobado por el Co-
mité de Etica de la Facultad de Ciencias Veteri-
narias de la Universidad de Buenos Aires y por
la Secretaria de Ciencia y Técnica (UBACyT)
de la mencionada Universidad (proyecto VO45),
adaptandose a las leyes nacionales y normas in-
ternacionales vigentes sobre el uso de animales
en experimentacion y ensayos clinicos. Se ob-
tuvo el consentimiento firmado de los propieta-
rios para realizar el presente estudio.
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Figura 1. Determinacion cualitativa de las proteinas en orina por el método de SDS-PAGE.
a) patron de control, muestra todas las bandas proteica, b) proteinuria fisiolégia, se observa
una leve banda en la zona de coincidencia con las con las proteinas de PM 69 Kd (albumi-
nas, 20 mg/dl), ¢) proteinuria glomerular (banda anormal en la zona de coincidencia con las
albuminas), y d) proteinuria tubular (bandas en la zona coincidente con las proteinas de PM

<69 Kd) y e) glomérulo-tubular.
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RESULTADOS

En la anamnésis no se encontraron datos
que pudieran revelar la existencia de enfer-
medad renal por otra causa a la de la EC. El
sedimento urinario carecia de elementos infla-
matorios en todos los perros. Los valores de
Urea y Creatinina en sangre fueron normales
al momento del diagndstico y al finalizar el
estudio. La anormalidad de los datos del he-
patograma y la hepatomegalia, detectada por
ecograffa, fueron hallazgos consistentes y rela-
cionados a la EC. La ultrasonografia determi-
nd cierto aumento en la ecogenicidad cortical
y perdida en la definicién corteza/médula en
14 de los 22 perros, dichos hallazgos no corre-
lacionaron significativamente con los valores
de proteinuria.

La RC/C y ACTH plasmatica (Fig. 2 y Cua-
dro 1), elevadas al comienzo de la experiencia,
disminuyeron significativamente (p=0,0002 y
p<0,0001 respectivamente) a los 6 meses de tra-
tamiento en el grupo tratado con dcido retinoico.
En los perros que recibieron el ketoconazol se
observd descenso de la RC/C (p=0,0001) pero
aumento de la ACTH plasmdtica (p<0,002).
Pese al descenso de RC/C en el grupo con ke-
toconazol, ésta relacion fue significativamente
mds elevada (p=0,012) respecto a la obtenida en
el grupo que recibid 4cido retinoico.

La evaluacién cuantitativa de las proteinas
urinarias, mediante la relacion UP/C, de los 22
perros al momento del diagndstico de EC iden-
tificé, 11/22 (50%) con proteinuria anormal-
mente alta, 3/22 (14%) dudoso y 8/22 (36%)
con proteinuria normal.
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El estudio cualitativo de la proteinuria in-
dic6 que de los 11 perros con proteinuria alta,
3/11 (27,3%) tenian proteinuria glomérular,
6/11 (54,54%) proteinuria glomerulo - tubular,
y 2/11 (18,18 %) fisiolégica o normal.

La evaluacion de la proteinuria de los 3
perros con valores de UP/C dudoso por el mé-
todo SDS-PAGE determind, 2 con proteinu-
ria glomerular y 1 con proteinuria fisioldgica
(UP/C = 0,39). Un perro con valor de UP/C
normal tenfa proteinuria tubular por el método
cualitativo. Por lo tanto la cantidad de perros
con proteinuria anormal detectado por SDS-
PAGE fue de 12/22. Aunque, el total de perros
con proteinuria indicativa de dafio glomerular
fue de 11/22 (5/22 glomerular y 6/22 glomé-
rulo-tubular).

Si bien se observa una disminucién de la
relacion UP/C pos tratamiento en ambos grupos
(Fig 3 y Cuadro 1), ésta no es significativa. La
proteinuria patoldgica se mantiene, aunque, con
cierta tendencia a disminuir. No se encontré co-
rrelacion entre las variables estudiadas.

DISCUSION

Los glucorticoides pueden ser toxicos direc-
ta o indirectamente al rifion. Ejercen su efecto
adverso sobre el glomérulo e inducen a la pro-
teinuria, ésta a su vez tiene un efecto nocivo
sobre el rifion (Burton et al. 1996; Chen et al.
1998; Waters et al. 1997). En la lesion por ele-
vada concentracion de corticoides se propone
a la enfermedad glomerular como mecanismo
de la lesion renal; siendo asi la albumina la
proteina predominante en la orina (Waters et
al. 1997; Zini et al. 2004). De los resultados
obtenidos por el SDS-PAGE se desprende que
es esperable la presencia de dafio renal en un
50% de los perros diagnosticados con EC por
compromiso glomerular, y una parte lo com-
bina con dafio tubular como posible avance de
la enfermedad renal. El andlisis cuantitativo,
también, arrojé un 50 % de animales con va-
lores de UP/C anormalmente alto. Esta técnica
no permite determinar que tipo de proteinas se
encuentran en orina, aunque, cuanto mayor es

Cuadro 1. Resultados de ACTH, RC/C y UP/C en perros tratados con acido retinoico (isotre-

tinoina 9-cis) vs ketoconazol.

Acido Retinoico

Ketoconazol

Pre tratamiento

Pos tratamiento

Pre tratamiento Pos tratamiento

ACTH 3904+ 11,9 226,6 =+ 11 @ 3323 +92 3876 = 16,6 ®©
RC/C 130,5 =+ 17,4 445 +39 @ 148.4 + 20,5 65,05 + 5,9 D
U/PC 1,3+0,7 09+0,3 1,7+ 0,6 09 +0,5

ACTH: *P<0,0001 vs AR pretratamiento, ®* P<0,0001 vs AR postratamiento, ¢ P<0,002 vs Ktz pretratamiento

R C/C: ¢P=0,0002 vs AR pretratamiento, ¢ P=0,012 vs AR postratamiento»f P=0,0001 vs Ktz pretratamiento

UP/C : no hay diferencias significativas entre los tiempos estudiados y entre los grupos.

Valores expresados como promedio = SEM, test de Mann-Whitney.

AR: 4cido retinoico, Ktz: ketoconazol., RC/C: relacion cortisol/creatinina en orina, UP/C: relacién proteina/creatinina en

orina.
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Figura 2. ACTH plasmatica (a) y RC/C (b) en perros con Sindrome de Cushing por causa
de adenoma productor de ACTH, previo y posterior al tratamiento con acido retinoico y
ketoconazol.
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Figura 3. Variacion de la proteinuria en perros con Enfermedad de Cushing previo y posterior
al tratamiento con Acido Retinoico y ketoconazol.
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su valor mds se acerca al diagnostico de dafio
glomerular, Lulich et al. (1990).

Los valores aportados por la determinacion
cuantitativa de las proteinas pueden dar falsos
positivos y falsos negativos. Esto explicaria los
2 perros con UP/C mayor a 0,51 pero con Pro-
teinuria fisioldgica por el SDS-PAGE, y aquel
con UP/C normal de 0,17 y proteinuria tubular.
Los 2 valores de UP/C obtenidos como dudo-
sos pero con identificacion de proteinuria glo-
merular podrian expresar una fase inicial de la
enfermedad renal.

Pese al descenso observado de la RC/C en
ambos grupos (y por lo tanto de sintesis de
cortisol) el AR controla la EC, con mayor so-
brevida y no recurrencia de la enfermedad una

vez suspendido el tratamiento respecto al Ktz,
Castillo et al.(2006). El AR inhibe directamente
la secrecion de ACTH, mientras que el Ktz, al
inhibir la sintesis de esteroide, permite que la
ACTH continte siendo secretada por el cortico-
tropinoma, (Feldman et al, 1990), perdiendo la
regulacién que el cortisol tiene sobre la célula
corticotropa, atin la tumoral (Sonino y Boscaro,
1999; Orth, 1995), por lo que los valores de RC/
C no descienden de la misma forma que con
AR. Este fendmeno ha sido reportado también
con el uso del trilostano y el OP’-DDD (Sieber
et al, 2006; Orth et al, 1988).

Si bien los tratamientos empleados contro-
laron la secrecion de cortisol, no resolvieron la
proteinuria presente en los 11 perros menciona-
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dos, durante el periodo del estudio. Indicando
que la lesion renal persistiria pese al control de
la enfermedad de base, en particular con el AR.
Aunque, dado que ambas afecciones son croni-
cas, es probable que se necesite mayor tiempo
al utilizado en éste estudio para lograr la remi-
sién de la enfermedad renal.

No se puede establecer, a ciencia cierta,
si los animales ya tenfan proteinuria antes de
adquirir la EC, en especial si se considera la
edad avanzada de estos perros, en los cuales
es factible el desarrollo de enfermedad renal
con identidad desconocida. Pero se puede de-
cir, al menos, que la lesién no progresa en
forma agresiva, mds bien se mantiene con
cierta tendencia a disminuir segun los valores
de UP/C (Fig 3). Los perros con UP/C consi-
derado normal o dudoso no evidenciaron, en
los 6 meses que durd el estudio, progresion
hacia la anormalidad. Evaluando lo antedicho,
serfa factible que el dafio renal sea consecuen-
cia de la EC o se viese agravada si estaba en
forma incipiente. Por lo tanto el control del
hipercortisolismo lograrfa evitar el dafio ne-
frologico glomerular en aquellos animales con
proteinuria normal, mientras que, en aquellos
que ya lo presentan evitaria la progresion.
Si bien ambos tratamientos se han mostrado
igualmente efectivos respecto al control de la
proteinuria y por lo tanto del dafio renal, es
necesario remarcar que los perros con ketoco-
nazol tienen recurrencia del Cushing luego de
suspendido el medicamento, por lo que seria
esperable una progresion del dafio renal ante
cada recaida.

Proponemos a la evaluacién del perfil pro-
teico en orina como herramienta de utilidad
clinica con el propdsito de identificar la enfer-
medad renal por compromiso glomerular en
perros con EC. El correcto tratamiento de la
EC permitiria proteger al rifdn de los efectos
nefrotéxicos de los glucocorticoides. E1 AR
deberfa ser el tratamiento de eleccién por pre-
sentar un control mas efectivo del Cushing,
Castillo et al, 2006.
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