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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 condi-
cion son mayores a 30 mg AU/g creatininuria. La AU es un marcador de
dafio renal, de progresién de enfermedad renal y de riesgo cardiovascular.
Este analito tiene una elevada variabilidad biolégica y multiples condicio-
nes pueden afectar su determinacién 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, ex-
presando los resultados como la relacion 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 albUumina urinaria, por ello este aspecto se encuentra en revisién. 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 albuminu-
ria, aunque la falta de estandarizacion, 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 medicién de este analito.

Palabra clave: albuminuria * relacion albimina/creatinina en orina * enfer-
medad renal * riesgo cardiovascular

Abstract

Albuminuria (AU) was defined as a persistent and subclinical increase in
urinary excretion of albumin. The values that define this condition are high-
er albuminuria 30 mg/g creatininuria. It is a marker of kidney damage,
kidney disease progression and cardiovascular risk. This analyte has a high
biological variability and multiple conditions can affect the determination
and invalidate the test, which justifies the need to get two positive speci-
mens over a period of 3-6 months to confirm the presence of albuminuria.
The first morning urine specimen is best suited for screening and monitoring
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albuminuria, expressing the results as albuminuria/creatininuria ratio (RAC) (mg/mmol, mg/g). The
value of creatininuria in the RAC denominator depends on the individual muscle mass and may
underestimate or overestimate the value of urinary albumin, so this aspect is under review. Freshly
voided urine is the best example to measure the analyte, but it can be kept in the refrigerator one
week or longer, at -80 °C. Immunoassays are the most commonly used methods to measure albu-
minuria, but the lack of standardization which is a process under development is today an important
source of bias between the different methods. Analytical improvement and consensus on total errors
and imprecision are essential to optimize the measurement of this analyte.

Keywords: albuminuria * albumin/creatinine ratio in urine * kidney disease * cardiovascular risk

Resumo

Albumindria (AU) é definida como o aumento subclinico e persistente da excregdo urinaria de al-
bumina. Os valores que definem esta condicdo sdo de mais de 30 mg AU/g creatindria. A AU é um
marcador de dano renal, de progressédo da doenca renal e de risco cardiovascular. Este analito tem
uma alta variabilidade bioldgica e multiplas condicdes podem afetar sua determinagdo e invalidar
o teste, o que justifica a necessidade de obter 2 de 3 amostras positivas ao longo de um periodo
de 3-6 meses para confirmar a presenga de AU. A primeira urina da manha é o espécime mais
adequado para a pesquisa de AU e seu monitoramento, expressando os resultados como a relagédo
AU/ creatindria (RAC) (mg/mmol, mg/g). O valor da creatindria no denominador da RAC depende da
massa muscular do individuo e pode subestimar ou superestimar o valor de albumina urinéria, de
modo que este aspecto estd em revisdo. A urina recém-vertida é a melhor amostra para medir este
analito, mas pode ser mantida em geladeira uma semana ou a menos -80 °C durante mais tempo.
Os imunoensaios sdo os métodos mais usados para medir albumindria, embora a falta de padroniza-
¢do, processo em desenvolvimento, é atualmente uma importante fonte de viés entre os diferentes
métodos. E imprescindivel a melhora analitica e o consenso a respeito do erro total e imprecisdo
para maximizar a medicdo deste analito.

Palavras-chave: albumindria * relacdo albumina/creatinina em urina * doenca renal * risco cardio-

vascular

Introduccién

La albuminuria o albimina urinaria (AU) (ex mi-
croalbuminuria) es actualmente, junto con el indice
de filtracion glomerular, la base para el diagnéstico,
evaluacion y estadificacion de la enfermedad renal
cronica (ERC) (1-4).Tradicionalmente considerada
precursor de la nefropatia diabética, es también un
signo de “dano sistémico” mas alld de la lesioén renal,
pues es un marcador independiente de riesgo cardio-
vascular global (disfuncién endotelial, remodelado
arterial) (4) (5).

La AU se define como el incremento subclinico y
persistente de la excrecion de albumina en orina, cu-
yos 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 I y son los adop-
tados en el Documento de Consenso: Implicancia de la
Proteinuria en el Diagnoéstico y Seguimiento de la En-
fermedad Renal Croénica 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 di-
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Tabla I. Valores de albuminuria.

Valores de albuminuria

Optimo Normal alto Alto Muy alto
<10 mg/g 10-29 mg/g 30-299 mg/g | =300 mg/g

ferencias 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 en revision (9) (10).

Consideraciones preanaliticas

Las consideraciones preanaliticas tienen un alto im-
pacto en la determinaciéon de AU vy, por lo tanto, en el
resultado de la misma.

Una de las limitaciones mas relevantes en la evalua-
cion 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).



FACTORES QUE AFECTAN LA MEDICION DE ALBUMINA
URINARIA

Existen condiciones que afectan la medicion de AU y
estas deben ser del conocimiento tanto del bioquimico
como del médico (Tabla IT) (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
momento de la interpretacion de los resultados.

Diversos factores pueden afectar la concentraciéon
de AU, ellos son: el tipo de muestra empleada para el
analisis, el material del recipiente de recolecciéon (ab-
sorcion de la albumina al plastico), temperatura de al-
macenamiento, turbiedad de la muestra (13).

Tabla Il. Condiciones que afectan la determinacion
de albumina urinaria.

Condiciones que afectan la determinacion de albdmina urinaria

Actividad fisica intensa

Hora del dia

Posicion vertical (proteinuria ortostatica)

Sobrecarga salina o proteica

Estado de ayuno

Estado de hidratacion

Estados inflamatorios

Sindrome febril agudo

Insuficiencia cardiaca congestiva

Mal control glucémico

Presion arterial descontrolada

Consumo excesivo de alcohol

Condiciones que aumentan la permeabilidad vascular
(e]. septicemia)

Hematuria

Contaminacién de orina con flujo vaginal o secrecion uretral

Infeccién urinaria sintomética

MUESTRA

La determinacion de AU depende de una adecuada
técnica de recoleccion de la muestra y de su procesa-
miento inmediato.

La excrecion de AU es variable a lo largo del dia
y depende de factores como el estrés, el grado de hi-
dratacion, 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 orina y los errores asociados a su
recoleccion, con frecuencia incompleta, han generado
la necesidad de buscar muestras alternativas para medir
la excrecion urinaria de albumina. En este contexto se
han propuesto como muestras opcionales, la primera
orina de la manana u orinas aleatorias o aisladas. En
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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 hidra-
tacion. Surge asi la relacion AU/creatininuria (RAC)
(14). Dicha relaciéon proporciona una estimacién pre-
cisa de la excreciéon urinaria de albiumina que no es
afectada por el estado de hidratacion del paciente. Mul-
tiples estudios han demostrado que la RAC en primera
orina de la manana es el espécimen mas adecuado para
la pesquisa de AU y su monitorizaciéon. Dado que la pri-
mera orina de la manana esta menos influenciada por
el estado de hidratacion y por la actividad fisica, posee
menor variabilidad biolégica y tiene buena correlacion
con la excrecion de albumina en 24 horas, es en la ac-
tualidad la muestra recomendada (5). Asimismo, existe
evidencia de que la RAC tiene mejor poder predictivo
de eventos renales adversos que otras muestras de pro-
teinuria tales como: AU en orina de 24 horas, protei-
nuria en orina de 24 horas y proteinuria en primera
orina de la manana (15). Un estudio realizado en la po-
blacién general demostré que de todos los sujetos que
presentaron AU en una muestra de orina aleatoria, s6lo
el 43,5% confirmé esta condicion en la primera orina
de la manana; la muestra de orina aleatoria podria so-
breestimar la AU (16).

Las guias K/DOQI recomiendan la determinacion
de la RAC para el diagnéstico y seguimiento del pacien-
te adulto, porque es el biomarcador mas sensible para
la deteccion de nefropatia incipiente y ha sido mas va-
lidado que la proteinuria en enfermedad glomerular,
diabetes e hipertension (1).

Otro aspecto a tener en cuenta es la presencia de
creatininuria en el denominador de la RAC. Si se tie-
ne en cuenta que la creatininuria depende de la masa
muscular, y que la misma se ve alterada en mujeres,
ancianos, amputados, individuos musculosos, etc., es
obvio que en estos casos se podria subestimar o sobrees-
timar el valor de AU. Algunos investigadores proponen
estimar la proporcion de albumina excretada median-
te una férmula que incluye la RAC y la creatininuria
estimada. Este tltimo parametro podria calcularse me-
diante férmulas que incluyen datos de edad, sexo, raza
y algunas de ellas, el peso del individuo (17) (18).

El momento 6ptimo para la recoleccion de la mues-
tra de orina es la manana temprano. Todas las recolec-
ciones deben realizarse en el mismo momento del dia
para minimizar la variacion.

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

CONSERVACION DE LA MUESTRA

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

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

Si fuera necesario realizar la recoleccion de orina de
24 horas, esta debe mantenerse refrigerada, sin necesi-
dad del uso de conservantes.

Consideraciones analiticas

La medicion de AU es compleja pues la albiimina se
presenta en la orina de formas muy variadas y heterogé-
neas; su exposicion a diferentes rangos de pH y de fuer-
za i6nica producen multiples cambios en su estructura.

Asimismo, la fragmentaciéon proteolitica de la albu-
mina que ocurre tanto en el plasma como en los tabu-
los renales y la presencia de diferentes analitos, iones,
péptidos, hormonas y drogas, que se unen a la molécu-
la, afectan su configuracién molecular (5) (28).

En definitiva, la albtiimina en orina se puede encon-
trar fragmentada o en forma de monémeros, dimeros,
polimeros o modificada. De manera interesante se ob-
serva que mads del 99% de AU estd degradada en frag-
mentos con un peso molecular <10 kD, siendo la excre-
cion de albtimina intacta menor a 1% (29).

Algunos autores sostienen que parte de la albimina
intacta presente en la orina es no inmunorreactiva (Figu-
ra 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 frag-
mentacion lisosomal que se lleva a cabo en las células tu-
bulares, lo que impediria su reconocimiento por los an-

Albumina intacta no
inmunorreactiva

=]

Albumina intacta
inmunorreactiva

=

| Albtimina intacta |

Fragmentos
de albumina

Figura 1. Formas moleculares de albumina urinaria.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2017; 51 (1): 45-51

ticuerpos 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 afectacion en el proce-
so de fragmentacion lisosomal atiin 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 3,9 y 2,4 anos segin
el tipo de diabetes 1y 2, respectivamente (31).

Los métodos de diagnostico in vitro disponibles para
medir AU pueden clasificarse en: semicuantitativos (tiras
reactivas) y cuantitativos (inmunonefelometria, inmuno-
turbidimetria, radioinmunoensayos, ELISA, cromatogra-
fia liquida de alta eficiencia (HPLC), electroforesis en un
chip, cromatografia liquida-espectrometria de masa en
tandem (LC-MS) (33). Estos métodos analiticos difieren
en su capacidad de medir las diferentes formas molecula-
res de albamina presentes en la orina.

Los métodos semicuantitativos utilizan diferentes
principios metodolégicos. La reaccion depende de la
concentracion de albiimina, y del volumen de orina,
por lo que el grado de AU se subestima en las orinas
diluidas y se sobreestima en aquellas muy concentra-
das. 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, es-
tan sujetas a interferencias, son operador dependiente,
presentan una elevada variabilidad entre los fabricantes
y difieren entre si en sensibilidad y especificidad (34).

Aunque el uso de tiras reactivas para AU podria dis-
minuir los costos de la prueba, su empleo podria sub-
diagnosticar a la mayoria de los pacientes con AU o au-
mentar el nimero de pacientes que deberian repetir la
prueba (34).

Los inmunoensayos turbidimétricos o nefelométricos
son los métodos analiticos de uso habitual en la practica
clinica (35). En Espana, se ha informado que el 87,8%
de los laboratorios inscriptos en un programa de con-
trol de calidad externo determinan la albiimina en orina
mediante métodos turbidimétricos y 12,1% utilizan mé-
todos nefelométricos. Los coeficientes de variacion que
se han registrado oscilan entre 5,4y 10,0% para los mé-
todos turbidimétricos y 6,8 y 15,5% para los métodos ne-
felométricos, para un intervalo de concentraciones entre
260y 970 mg/L (6), respectivamente. Sus limites de de-
teccion de albuminuria varian entre 2'y 10 mg/L (36).

Los inmunoensayos detectan albimina urinaria in-
tacta inmunorreactiva, fragmentos de albiumina >12KD,
agregados de polimeros de albumina y algunas formas
modificadas (35). Los anticuerpos empleados pueden
ser monoclonales o policlonales con distinta sensibili-
dad para la deteccion de formas anémalas o de frag-
mentos de albumina presentes en la orina (6). Los
métodos que utilizan anticuerpos policlonales poseen
mayor sensibilidad que los monoclonales (31).



Bargnoux AS, et al. realizaron la comparacién de 5
ensayos inmunoturbidimétricos y concluyeron que los
mismos tuvieron una imprecisiéon 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 implementacion
del método, a la fuente de anticuerpos, y al proceso de
calibracion (37).

Los inmunoensayos son influenciados por los epito-
pes reconocidos por el anticuerpo y la reactividad con las
formas modificadas de albimina presentes en la muestra
de orina (31). Los anticuerpos policlonales podrian reac-
cionar con formas modificadas y fragmentadas de albu-
mina 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 albimina (13).

Altas concentraciones de antigeno pueden causar un
efecto hook, lo que resulta en concentraciones falsamen-
te bajas (38), consideracién analitica muy importante a
tener en cuenta.

La cuantificacién de AU por HPLC arroja valores su-
periores a los que se obtienen por los métodos inmuno-
logicos. Esto podria atribuirse a que el método HPLC
detecta albumina intacta inmunorreactiva y no inmu-
norreactiva (32); sin embargo, algunos autores sostie-
nen que esta sobreestimacion 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 la cromatografia,
se debe a la presencia de proteinas que coeluyen junto
con la albumina. A esta metodologia se le cuestiona la
especificidad (40).

Tanto los métodos inmunolégicos como la HPLC
son incapaces de medir fragmentos de albumina
<10 KD (35).

La comparacién de los métodos inmunolégicos y
HPLC wversus el método LC-MS, demostr6 que HPLC
sobreestima la AU (41).

Recientemente se publicaron los resultados de un
trabajo de comparaciéon de 17 métodos comerciales
para la medicién de AU con cromatografia liquida di-
lucion isotopica espectrometria de masa (IDMS), pos-
tulado como método de referencia para la medicion
de AU. Algunos procedimientos de medicion de rutina
exhibieron sesgos relativamente pequenos en compara-
cion con el procedimiento de IDMS, sin embargo, en la
mayoria de ellos, los sesgos fueron importantes y varia-
bles con la concentracion (-35% a 34%). El bias fue la
principal fuente de discrepancia entre los métodos de
medicion de rutina (42).

Las diferencias observadas entre los resultados ob-
tenidos de distintos laboratorios difieren en virtud de
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multiples factores que afectan la medicion de AU; en-
tre otros, la inexistencia de un procedimiento analitico
de referencia y de un material de referencia interna-
cional; la presencia de diferentes formas moleculares
de la albumina en orina, tanto en la muestra como en
los calibradores (moléculas modificadas, fragmentadas,
glicosiladas, formas diméricas, polimeros), la existen-
cia de albimina no reactiva a los anticuerpos, la unién
inespecifica de la albumina a los tubos utilizados para
la recoleccion del espécimen y los fenomenos de poli-
merizacion y fragmentacion que se producen durante
su almacenamiento y en los procesos de congelacion y
descongelacion de las muestras (6).

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

La falta de estandarizacion de la prueba es un incon-
veniente para lograr valores reproducibles entre los dis-
tintos equipos comerciales de rutina.

En la actualidad, no hay objetivos analiticos de con-
senso para el error total, sesgo o imprecision de las me-
diciones de albumina en orina (42).

El Grupo de Trabajo de Laboratorio del National
Kidney Disease Education Programy el de la International
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
estan llevando a cabo las tareas vinculadas con la es-
tandarizacion de AU, un proceso que se encuentra
en etapas avanzadas y que permitira a los fabricantes
de equipos comerciales realizar mejoras en los proce-
dimientos de medicién(10), lo que redundard en la
obtencion de resultados precisos y confiables para los
pacientes.

Conclusiones

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 evaluacion del riesgo cardiovascular. El bioquimico
debe conocer qué condiciones preanaliticas afectan su
resultado, para dar indicaciones adecuadas al paciente
y proceder correctamente con el manejo de la muestra
hasta su medicion. Por otra parte, es importante cono-
cer que existen diferentes formas moleculares de AU,
que seran detectadas o no segun el método y que inci-
den en la interpretacion de los resultados. La estanda-
rizacion del método y armonizacién entre laboratorios
seran los pilares fundamentales para el fortalecimiento
de este parametro como indicador precoz de dano re-
nal y riesgo cardiovascular.
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