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La albuminuria o albumina urinaria
(AU) es junto con el indice de filtracidon
glomerular, la base para el diagndstico,
evaluacién y estadificacién de la enfermedad
renal crénica (ERC). Este analito tiene una
elevada variabilidad bioldgica y multiples
condiciones que pueden afectar su deter-
minacion e invalidar la prueba. En el siguiente
trabajo les presentamos las consideraciones
preanaliticas y analiticas para su deter-
minacién. La estandarizacion del método es
fundamental para el fortalecimiento de este
parametro como indicador precoz de dafio
renaly riesgo cardiovascular.
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Resumen

La albuminuria (AU) se define como
el incremento subclinico y persistente de la
excrecion urinaria de albumina. Los valores
que definen esta condicion son mayores a 30
mg AU/g creatininuria. La AU es un marcador
de dafio renal, de progresion de enfermedad
renal y de riesgo cardiovascular. Este analito
tiene una elevada variabilidad bioldgica y
multiples condiciones pueden afectar su
determinacion e invalidar la prueba: esto
justifica la necesidad de obtener 2 de 3
muestras positivas en un periodo de 3 a 6
meses para confirmar la presencia de AU. La
primera orina de la mafiana es el espécimen
mas adecuado para la pesquisa de AU y su
monitorizacién, expresando los resultados
como la relacién AU/creatininuria (RAC)
(mg/mmol, mg/g). El valor de creatininuria en
el denominador de la RAC depende de la
masa muscular del individuo y puede
subestimar o sobreestimar el valor de
albumina urinaria, por ello este aspecto se
encuentra en revision. La orina recién emitida
es la mejor muestra para medir este analito,
pero se puede conservar en heladera una
semana o a -80 °C durante mas tiempo. Los
inmunoensayos son los métodos mas
utilizados para medir albuminuria, aunque la
falta de estandarizacién, proceso en
desarrollo, es hoy una importante fuente de
sesgo entre los diferentes métodos. Es
imprescindible la mejora analitica y el
consenso respecto del error total e
imprecision para optimizar la mediciéon de
este analito.

Palabra clave: Albuminuria; Relacion albu-

mina/creatinina en orina; Enfermedad renal;
Riesgo cardiovascular.

Introduccién

La albuminuria o albumina urinaria
(AU) (ex microalbuminuria) es actualmente,
junto con el indice de filtracién glomerular, la
base para el diagndstico, evaluacién y estadi-
ficacion de la enfermedad renal crénica (ERC)
(1-4). Tradicionalmente considerada precur-
sor de la nefropatia diabética, es también un
signo de “dafo sistémico” mas alla de la lesion
renal, pues es un marcador independiente de
riesgo cardiovascular global (disfuncién
endotelial, remodelado arterial) (4,5).

La AU se define como el incremento
subclinico y persistente de la excrecién de
albiamina en orina, cuyos valores se
encuentran por encima del rango normal pero
por debajo del umbral de deteccion de las
tiras reactivas para proteinuria (6). Los valores
que definen esta condicion se observan en la
Tabla | y son los adoptados en el Documento
de Consenso: Implicancia de la Proteinuria en
el Diagndstico y Seguimiento de la
Enfermedad Renal Crénica elaborado en
Argentina (7). Las guias K/DOQI sugieren
valores limites de 17 mg/g en hombres y 25
mg/g en mujeres, en virtud de las diferencias
en la masa muscular (1). Sin embargo, se ha
observado que concentraciones menores
podrian tener relevancia clinica (8) por lo cual
los valores de corte se encuentran
actualmente enrevision (9,10).

Consideraciones preanaliticas

Las consideraciones preanaliticas
tienen un alto impacto en la determinacién de



AUy, porlotanto, en el resultado de la misma.

Una de las limitaciones mas rele-
vantes en la evaluacién de este analito radica
en su elevada variabilidad intraindividual, que
es mayor al 40% (11). Esto justifica la
necesidad de obtener 2 valores elevados de
AU en 3 muestras obtenidas durante un
periodo de 3 a 6 meses para poder confirmar
su presencia (4).
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Tablal. Valores de albuminuria.
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Factores que afectan la medicion de
albumina urinaria

Existen condiciones que afectan la
medicién de AU y estas deben ser del
conocimiento tanto del bioquimico como del
médico (Tabla Il) (12). Las mismas deben ser
consideradas tanto en el momento de dar

indicaciones al paciente para la recolecciéon de
la muestra, con el fin de que la orina remitida
al laboratorio cumpla con los requerimientos
preanaliticos adecuados, como en el mo-
mento de lainterpretacion de los resultados.

Diversos factores pueden afectar la
concentracion de AU, ellos son: el tipo de
muestra empleada para el anélisis, el material
del recipiente de recoleccion (absorcion de la
albdmina al pléastico), temperatura de
almacenamiento, turbiedad de la muestra
(13).

Muestra

La determinacion de AU depende
de una adecuada técnica de recoleccion de la
muestray de su procesamiento inmediato.

La excrecidon de AU es variable a lo
largo del dia y depende de factores como el
estrés, el grado de hidratacién, la actividad
fisica o la ingesta proteica. Esto ha llevado a
considerar a la orina de 24 horas como la

muestra de referencia para su medicion, el
gold standard (5). Sin embargo, la dificultad
que representa para los pacientes juntar esta
orinay los errores asociados a su recoleccion,
con frecuencia incompleta, han generado la
necesidad de buscar muestras alternativas
paramedir la excrecién urinaria de albimina.

®

Tabla Il. Condiciones que afectan la determi-
nacién de albumina urinaria.
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En este contexto se han propuesto
como muestras opcionales, la primera orina
de lamafiana u orinas aleatorias o aisladas. En
ambos casos los resultados deben expresarse
referidos a la concentracion de creatinina en
orina, con el fin de eliminar las variaciones en
funcién del grado de hidratacion. Surge asi la
relacion AU/creatininuria (RAC) (14). Dicha
relacién proporciona una estimacién precisa
de la excrecién urinaria de albdmina que no es
afectada por el estado de hidratacion del
paciente. Multiples estudios han demostrado
quelaRACen primeraorinade lamafnanaesel
espécimen mds adecuado para la pesquisa de
AU y su monitorizacion. Dado que la primera
orina de la mafiana esta menos influenciada
por el estado de hidratacion y por la actividad
fisica, posee menor variabilidad bioldgica y
tiene buena correlacidn con la excrecion de
albimina en 24 horas, es en la actualidad la
muestra recomendada (5). Asimismo, existe
evidencia de que la RAC tiene mejor poder
predictivo de eventos renales adversos que
otras muestras de proteinuria tales como: AU
en orina de 24 horas, proteinuria en orina de
24 horas y proteinuria en primera orina de la
mafiana (15). Un estudio realizado en la
poblacion general demostré que de todos los
sujetos que presentaron AU en una muestra
de orina aleatoria, so el 43,5% confirmé esta
condicién en la primera orina de la mafana; la
muestra de orina aleatoria podria sobre-
estimarla AU (16).

Las guias K/DOQI recomiendan la
determinacion de la RAC para el diagndsticoy
seguimiento del paciente adulto, porque es el
biomarcador mas sensible para la deteccién
de nefropatia incipiente y ha sido mas
validado que la proteinuria en enfermedad
glomerular, diabetes e hipertension (1).

Otro aspecto a tener en cuentaes la
presencia de creatininuria en el denominador
de la RAC. Si se tiene en cuenta que la
creatininuria depende de la masa muscular, y
qgue la misma se ve alterada en mujeres,
ancianos, amputados, individuos musculosos,
etc., es obvio que en estos casos se podria
subestimar o sobreestimar el valor de AU.
Algunos investigadores proponen estimar la
proporcién de albumina excretada mediante
una férmula que incluye la RAC vy la
creatininuria estimada. Este Ultimo parametro
podria calcularse mediante férmulas que
incluyen datos de edad, sexo, razay algunas de
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ellas, el peso delindividuo (17,18).

El momento 6ptimo para la reco-
leccién de la muestra de orina es la mafiana
temprano. Todas las recolecciones deben
realizarse en el mismo momento del dia para
minimizar la variacién.

El paciente no debe haber ingerido
ningun alimento en las dos horas previas, pero
debe estar bien hidratado (sin reduccion del
volumen) (19).

Conservacion de lamuestra

La AU deberia medirse en muestra
de orina fresca (20). Si es necesario conservar
dicho espécimen es posible refrigerarlo
durante 7 dias entre 2-8 2C pues tanto la
albimina como la creatinina urinarias son
estables (21-23). También se puede congelara
=70 °C pero no a —20 °C, ya que a esta
temperatura se produce disminucién de la
concentracion de albimina como
consecuencia de la fragmentacion que sufre la
molécula (24-26).

La descongelacion se debe realizar a
temperatura ambiente y la muestra debe ser
homogeneizada con lafinalidad de disolver los
precipitados que hayan podido formarse (en
caso de presentar turbidez es recomendable
centrifugar el espécimen) (27).

Si fuera necesario realizar la
recoleccién de orina de 24 horas, esta debe
mantenerse refrigerada, sin necesidad del uso
de conservantes.

Consideraciones analiticas

La medicion de AU es compleja pues
la albdmina se presenta en la orina de formas
muy variadas y heterogéneas; su exposicion a
diferentes rangos de pH y de fuerza idnica
producen multiples cambios en su estructura.
Asimismo, la fragmentacion proteolitica de la
albumina que ocurre tanto en el plasma como
en los tubulos renales y la presencia de dife-
rentes analitos, iones, péptidos, hormonas y
drogas, que se unen a la molécula, afectan su
configuracién molecular (5,28).

En definitiva, la albumina en orina
se puede encontrar fragmentada o en forma
de mondmeros, dimeros, polimeros o

modificada. De manera interesante se
observa que mas del 99% de AU esta
degradada en fragmentos con un peso
molecular <10 kD, siendo la excrecidon de
albuminaintacta menora 1% (29).

Algunos autores sostienen que
parte de la albumina intacta presente en la
orina es no inmunorreactiva (Figura 1). La
naturaleza de esta molécula podria atribuirse
a cambios en los epitopes producidos como
consecuencia del proceso de protedlisis
incompleta en la via de fragmentacion
lisosomal que se lleva a cabo en las células
tubulares, lo que impediria su reconocimiento
por los anticuerpos utilizados en los
inmunoensayos. La presencia en orina de
albumina intacta no inmunorreactiva, se ha
demostrado en pacientes con diabetes tipo 1y
tipo 2, que son justamente quienes presentan
afectacién en el proceso de fragmentacion
lisosomal aun en etapas tempranas de la
nefropatia diabética (30-32). Un hecho
interesante en estos pacientes es que la
apariciéon de esta albumina intacta no
inmunorreactiva se anticiparia a la aparicion
de albumina inmunorreactiva entre 3,9y 2,4
afios segun el tipo de diabetes 1y 2,
respectivamente (31).

S

Figura 1. Formas moleculares de albumina
urinaria. Albuminuria: consideraciones
preanaliticasy analiticas.

AlEdimina Facta
[nimsroEaa

L=

Albdimina imtacta no
| B

i)

Albiami na intacta

Los métodos de diagndstico in vitro
disponibles para medir AU pueden clasificarse
en: semicuantitativos (tiras reactivas) y
cuantitativos (inmunonefelometria, inmuno-
turbidimetria, radioinmunoensayos, ELISA,
cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC), electroforesis en un chip, croma-
tografia liquida espectrometria de masa en
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tandem (LC-MS) (33). Estos métodos
analiticos difieren en su capacidad de medir
las diferentes formas moleculares de
albumina presentes enlaorina.

Los métodos semicuantitativos
utilizan diferentes principios metodoldgicos.
La reaccidn depende de la concentracion de
albdmina, y del volumen de orina, por lo que
el grado de AU se subestima en las orinas
diluidas y se sobreestima en aquellas muy
concentradas. Aunque la medicién cualitativa
por tiras reactivas es rapida y facil de realizar,
las tasas de falsos positivos y falsos negativos
limitan su utilidad. Por otra parte, estan
sujetas a interferencias, son operador
dependiente, presentan una elevada
variabilidad entre los fabricantes y difieren
entre sien sensibilidady especificidad (34).

Aunque el uso de tiras reactivas
para AU podria disminuir los costos de la
prueba, suempleo podria subdiagnosticarala
mayoria de los pacientes con AU o aumentar
el nimero de pacientes que deberian repetir
laprueba(34).

Los inmunoensayos turbidi-
métricos o nefelométricos son los métodos
analiticos de uso habitual en la practica clinica
(35). En Espafia, se hainformado que el 87,8%
de los laboratorios inscriptos en un programa
de control de calidad externo determinan la
albimina en orina mediante métodos
turbidimétricos y 12,1% utilizan métodos
nefelométricos. Los coeficientes de variacion
que se han registrado oscilan entre 5,4 y
10,0% para los métodos turbidimétricos y 6,8
y 15,5% para los métodos nefelométricos,
para un intervalo de concentraciones entre
260 y 970 mg/L (6), respectivamente. Sus
limites de deteccion de albuminuria varian
entre2y 10 mg/L(36).

Los inmunoensayos detectan
albumina urinaria intacta inmunorreactiva,
fragmentos de albumina >12KD, agregados
de polimeros de albumina y algunas formas
modificadas (35). Los anticuerpos empleados
pueden ser monoclonales o policlonales con
distinta sensibilidad para la deteccion de
formas andmalas o de fragmentos de
albumina presentes en la orina (6). Los méto-
dos que utilizan anticuerpos policlonales
poseen mayor sensibilidad que los
monoclonales (31).
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Bargnoux AS, et al. realizaron la
comparacion de 5 ensayos inmunotur-
bidimétricos y concluyeron que los mismos
tuvieron una imprecision aceptable (CV<6%),
sin embargo, no fueron estrictamente
equivalentes. Las diferencias observadas se
atribuyeron en gran parte a la falta de
armonizacion del ensayo, a la implemen-
tacién del método, a la fuente de anticuerpos,
yal proceso de calibracién (37).

Los inmunoensayos son
influenciados por los epitopes reconocidos
por el anticuerpo y la reactividad con las
formas modificadas de albumina presentes
en la muestra de orina (31). Los anticuerpos
policlonales podrian reaccionar con formas
modificadas y fragmentadas de albumina
mientras que los monoclonales son mas
sensibles a las modificaciones estructurales
de albumina (39). El National Kidney Disease
Education Program (NKDEP) y los grupos de
trabajo de la International Federation of
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
(IFCC) recomiendan el uso de inmunoensayos
con sueros policlonales, ya que reaccionan
con formas modificadas de albumina (13).

Altas concentraciones de antigeno
pueden causar un efecto hook, lo que resulta
en concentraciones falsamente bajas (38),
consideracion analitica muy importante a
tenerencuenta.

La cuantificacién de AU por HPLC
arroja valores superiores a los que se
obtienen por los métodos inmunoldgicos.
Esto podria atribuirse a que el método HPLC
detecta albumina intacta inmunorreactiva y
no inmunorreactiva (32); sin embargo,
algunos autores sostienen que esta sobre-
estimacion en la medicion de AU se debe a
que la albumina no se puede separar de otras
proteinas presentes en la orina. Se estima que
20-30% del pico de albumina observado en |a
cromatografia, se debe a la presencia de
proteinas que coeluyen junto con laalbimina.
A esta metodologia se le cuestiona la
especificidad (40).

Tanto los métodos inmunoldgicos
como la HPLC son incapaces de medir
fragmentos de albimina <10 KD (35)

La comparacién de los métodos
inmunolégicos y HPLC versus el método LC-

MS, demostré que HPLC sobreestima la AU
(41).

Recientemente se publicaron los
resultados de un trabajo de comparacién de
17 métodos comerciales para la medicién de
AU con cromatografia liquida dilucién
isotdpica espectrometria de masa (IDMS),
postulado como método de referencia para la
medicién de AU. Algunos procedimientos de
medicion de rutina exhibieron sesgos
relativamente pequefios en comparacion con
el procedimiento de IDMS, sin embargo, en la
mayoria de ellos, los sesgos fueron
importantes y variables con la concentracion
(-35% a 34%). El bias fue la principal fuente de
discrepancia entre los métodos de medicién
derutina (42).

Las diferencias observadas entre los
resultados obtenidos de distintos labora-
torios difieren en virtud de multiples factores
que afectan la medicidn de AU; entre otros, la
inexistencia de un procedimiento analitico de
referencia y de un material de referencia
internacional; la presencia de diferentes
formas moleculares de la albimina en orina,
tanto en la muestra como en los calibradores
(moléculas modificadas, fragmentadas,
glicosiladas, formas diméricas, polimeros), la
existencia de albumina no reactiva a los
anticuerpos, la unién inespecifica de la
albumina a los tubos utilizados para la
recoleccion del espécimen y los fendmenos
de polimerizacién y fragmentacion que se
producen durante su almacenamiento y en
los procesos de congelacién y descongelacion
delasmuestras (6).

La mayoria de los fabricantes de
productos para diagndstico in vitro declaran
que el valor asignado a sus calibradores es
trazable al material de referencia que se
utiliza para la calibracién de la albdmina en
suero. Existen diferencias entre los fabri-
cantes en cuanto a los protocolos de
preparacion del calibrador, diluyente
utilizado, factor de dilucidon, matriz de suero u
orina, etc. (6).

La falta de estandarizacion de la
prueba es un inconveniente para lograr
valores reproducibles entre los distintos
equipos comerciales de rutina.

En la actualidad, no hay objetivos



analiticos de consenso para el error total,
sesgo o imprecision de las mediciones de
albuminaenorina(42).

El Grupo de Trabajo de Laboratorio
del National Kidney Disease Education
Program y el de la International Federation of
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
estan llevando a cabo las tareas vinculadas con
la estandarizacion de AU, un proceso que se
encuentra en etapas avanzadasy que permitird
a los fabricantes de equipos comerciales
realizar mejoras en los procedimientos de
medicién(10), lo que redundara en la
obtencidn de resultados precisos y confiables
paralos pacientes.

En conclusién, la AU, muy solicitada
en los laboratorios de analisis clinicos, es un
parametro de gran utilidad tanto para el
estudio de la enfermedad renal incipiente
como para la evaluacidn del riesgo
cardiovascular. El bioquimico debe conocer
qué condiciones preanaliticas afectan su
resultado, para dar indicaciones adecuadas al
paciente y proceder correctamente con el
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manejo de la muestra hasta su medicién. Por
otra parte, es importante conocer que existen
diferentes formas moleculares de AU, que
seran detectadas o no segln el método y que
inciden en la interpretacion de los resultados.
La estandarizacion del método y armonizacién
entre laboratorios seran los pilares funda-
mentales para el fortalecimiento de este
parametro como indicador precoz de dafio
renaly riesgo cardiovascular.
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