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RESUMEN La enfermedad renal crénica es un problema de la salud pudblica a nivel mundial que requiere es-
trategias de accién tanto para la deteccién temprana como para su monitorizacion. La proteinuria es
considerada un marcador de lesién renal. En ese sentido el presente trabajo pretende evaluar desde
el laboratorio clinico los aspectos metodoldgicos mas relevantes para su valoracién. Entre ellos se
incluyen consideraciones de la etapa preanalitica como condiciones del paciente; tipo de muestra y
su forma de conservacion. Se describen los métodos de cribado y cuantitativos para proteinuria y al-
buminuria. Se destaca la utilidad del andlisis inmunolégico de proteinas marcadoras especificas para
caracterizar la calidad de las proteinas eliminadas. Dada la implicancia de la medicién de la pérdida
de las proteinas urinarias, el laboratorio debe centrar la atencién en la necesidad clinica de obtener
valores precisos y claramente informados.

Palabras clave: diagndstico de enfermedad renal crénica, proteinuria, albuminuria, cociente albumi-
na/creatinina en orina, cociente proteina/creatinina en orina, proteinas marcadoras.

Chronic kidney disease is a public health problem that requires global action strategies for both
early detection and for monitoring. Proteinuria is considered a marker of renal injury. In this sense,
the present work evaluates the clinical laboratory from the most relevant methodological aspects for
assessment. These considerations preanalytical stage as patient conditions include; sample type and
form of conservation. Methods and quantitative screening for proteinuria and albuminuria are descri-
bed. The usefulness of immunological analysis of specific marker proteins stands for characterizing
the quality of the protein deleted. Given the implication of measuring urinary protein loss, the labora-
tory should focus on the clinical need for accurate and clearly reported values
Key words: diagnosis of chronic kidney disease, proteinuria, albuminuria, ratio albumin/creatinine in
urine, ratio protein/creatinine in urine, marker proteins.
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Introduccién
Enlaactualidad la enfermedad renal crénica (ERC.) consti-

poblacional de la ERC,; en la confirmacién diagnéstica de un
resultado positivo del cribado; en el seguimiento y evolucidn

tuye un serio problema que impacta enla salud publica a nivel
mundial y su crecimiento ha sido reportado por distintos es-
tudios epidemiolégicos.

El diagnéstico precoz resulta fundamental para dismi-
nuir las complicaciones cardiovasculares responsables de
la elevada morbimortalidad que presentan estos pacientes®.
Las bases que apoyan el diagndstico de la ERC comprenden
al indice de filtrado glomerular como marcador de la funcién
renal y a la proteinuria como signo de lesion del parénquima
renal®’.

El aumento en la concentracién de proteinas en orina pue-
de deberse a distintos mecanismos etiopatogénicos, cada
uno de los cuales se asocia con proteinurias de diferentes
caracteristicas tanto cualitativas como cuantitativas®0,
Existen determinadas circunstancias clinicas en las cuales
resulta esencial cuantificar la pérdida proteica: en el cribado

de la respuesta terapéutica de quienes poseen proteinuria
previamente cuantificada®?.

La pérdida de pequefias cantidades de albumina urina-
ria representa un marcador aceptado de lesién endotelial
y constituye una variable continua de riesgo renal y cardio-
vasculart?!3, | a cuantificacién de proteinas especificas en la
orina contribuye al diagndstico diferencial que permite carac-
terizar la calidad de proteinas eliminadas a fin de localizar el
compartimiento del rifién afectado’®.

Dada la importancia de la deteccidon y monitorizacién de
la proteinuria tanto en el diagndstico como en el seguimien-
to de la enfermedad renal, este trabajo pretende revisar los
aspectos metodoldgicos mas relevantes con el propdésito de
plantear ventajas y limitaciones de los procedimientos dispo-
nibles en el laboratorio clinico y contribuir a la toma adecuada
y oportuna de decisiones terapéuticas.
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Materiales y métodos

La informacién que se presenta fue recopilada principal-
mente a partir de recomendaciones de guias y consensos de
practica clinica y otros articulos publicados en los Gltimos
afos.

Evaluacion de la proteinuria: consideraciones metodolégi-
cas.

Antes de describir a los métodos de andlisis propiamente
dichos, es necesario considerar algunos aspectos de la etapa
preanalitica que son fundamentales para la validacién de los
resultados:

Condiciones del paciente

La presencia de fiebre, situaciones de stress y ejercicio
intenso producen aumentos transitorios de la proteinuria.
Ademads las infecciones del tracto urinario y la menstruacién
pueden ocasionar resultados falsos positivos, por tal motivo
se debe evitar la toma de muestra de orina para cuantificar la
proteinuria en estas circunstancias®®.

Tipo de muestra

La eliminacién proteica se va modificando alolargo del dia
por tal motivo la orina de 24 horas es la que homogeniza las
principales condiciones de variabilidad como la ingesta pro-
teica, la actividad fisica o el grado de hidratacién, no obstante
debido a las dificultades asociadas a su recoleccién es que
se plantean otro tipo de muestras alternativas: primera ori-
na de la mafiana o una muestra de orina aleatoria, debiendo
expresarse los resultados en relacién a la creatinina urinaria.
Distintos estudios han demostrado que la relacién proteina/
creatinina (P/C) en una orina aleatoria representa una alter-
nativa comparable a la excresién proteica en 24 horas*®?0,
En nuestro laboratorio se realizé un trabajo para establecer
la correlacion entre la proteinuria en la orina de 24 horas y la
relacién P/Cyademas hallar los limites de concordancia entre
los cuales seria posible reemplazar la proteinuria en orina de
24 horas por la relacién P/C. Los resultados obtenidos fueron
comparables a los de otros autores demostrando que tanto
la correlacién como la concordancia fueron aceptables salvo
en el caso de proteinurias correspondientes al rango nefréti-
co superiores a los de 2,5 g/dia®!. Con respecto a la relacion
albimina /creatinina (A/C] diferentes estudios comprobaron
que la primera orina de la mafiana resulta la muestra mas
adecuada tanto para la deteccién de albuminuria como asf
también para su monitorizacién?2-2°,

Una ultima consideracién relativa a la etapa preanalitica es
la referida a la conservacién de la muestra. La orina es esta-
ble durante 7dias entre 2-8 °%%, Si fuera necesario conservarla
por periodos mas prolongados, la recomendacion es hacerlo
a-70°C. Atemperaturas de -20°C disminuye la concentracién
de albumina, afectando principalmente a aquellas muestras
con valores de albdmina inferiores a los 300 mg/l 2728, La
descongelacién se realiza a temperatura ambiente y se debe
homogeneizar antes de la medicién. Previo a la congelacién

y del andlisis se debe centrifugar la muestra para eliminar la
presencia de precipitados.

Métodos de cribado

Tira reactiva para el cribado de proteina

Cuando el objetivo que se persigue es la busqueda de una
posible pérdida proteica urinaria especialmente en poblacio-
nes de mayor riesgo como diabéticos o hipertensos se pue-
den emplear tiras reactivas. Consisten en una superficie de
celulosaimpregnadas con azul de bromofenolapH 3,1aunién
de proteinas produce un cambio de color variable dependien-
do de su concentracién. El resultado se interpreta por com-
paracién visual o automatizada del color obtenido respecto
a una escala cromatica semicuanitativa correspondiente a
diferentes concentraciones de proteinas. Se considera que
existe proteinuria cuando hay cambio de color de “1+” 0 su-
perior que se corresponde para la mayoria de los fabricantes
a concentraciones entre 150 y 300mg/?°. Las tiras son espe-
cialmente sensibles a proteinas con cargas negativa como la
albdmina y menos a globulinas y proteinas de bajo peso mo-
lecular. Por este motivo en orinas con baja relacién albimina/
proteinas totales aumenta la frecuencia de falsos negativos,
lo mismo ocurre en orinas diluidas. Otra limitacién es la pre-
sencia de resultados falsos positivos en orinas concentra-
das, alcalinas, con hematuria o por interferencias debidas a
farmacos y productos coloreados®C. La exactitud diagnéstica
de latirareactiva se compard con la proteinuria en orina de 24
horas en poblaciones de alta prevalencia con buenos resul-
tados, sin embargo la sensibilidad y especificidad es variable
dependiendo de la concentracién proteica considerada3? 32,
Por las razones mencionadas la mayoria de las guias clinicas
desaconsejan su uso en el cribado y las que la incluyen reco-
miendan la confirmacién de los resultados positivos con una
prueba cuantitativa® 33,

Tiras para el cribado de albimina

Existen diferentes disefios de tiras reactivas para el criba-
do de albumina, algunos son ensayos inmunoldgicos y otros
emplean colorantes de alta sensibilidad y especificidad como
la tetrabromosulfoftaleina?. El limite de deteccion esta com-
prendido entre 30-40 mg/I . Existen algunos dispositivos co-
merciales que incorporan a la tira una zona para la medicion
de creatinina basada en la actividad pseudoperoxidasa de los
complejos cobre-creatinina. El valor de corte es de 30 mg/g.
Estos sistemas presentan buena exactitud diagnéstica tanto
en poblacién general como en pacientes con ERC, su uso esta

muy difundido en la deteccion precoz de la nefropatia diabé-
tica3®3®,

Métodos cuantitativos para proteinas urinarias totales

La cuantificacién de proteinas urinarias presenta impor-
tantes dificultades debido a la variabilidad tanto en la compo-
sicién como en la proporcidn de distintos tipos de proteinas,
como asi también por la presencia de sustancias no protei-
cas que pueden interferir en los procesos de medida. Si bien
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se han desarrollado una gran cantidad de métodos, muchos
fueron abandonados por la inexactitud e impresicién en los
resultados que brindaban. Actualmente los métodos reco-
mendados pertenecen a dos grandes grupos; turbidimétricos
ylos de fijacion a colorantes.

Dentro de los turbidimétricos el cloruro de bencetonio es el
de uso mas difundido internacionalmente y el de mayor sen-
sibilidad, otros reactivos que pueden emplearse son el acido
tricloroacético y el acido sulfosalicilico. La sensibilidad es de
10-20mg/I.

De los métodos de fijacién a colorantes, existen distintas
alternativas como Ponceau-S; azul brillante de Coomassie y
rojo de pirogalol. Este Gltimo tiene una sensibilidad compren-
dida entre 40-60 mg/I y en nuestro medio es el que presenta
mayor grado de aceptacién principalmente por su posibilidad
de automatizacion.

Tanto los métodos turbidimétricos como los de fijacién a
colorantes presentan diferente sensibilidad analitica para los
distintos tipos de proteinas, reaccionando en mayor propor-
cién con la albdmina3® 37,

Los datos procedentes del Programa de Control Externo de
la Calidad (FPCOLC) de la Sociedad Espafiola de Bioquimica
Clinica y Patologia Molecular (SEQC] del afio 2009 indican
que los coeficientes de variacion oscilaron entre 7,7 y 10,5%
para los métodos turbidimétricos y 4,5y 7,7% para los de fija-
cién al colorante rojo de pirogalol®®.

En Argentina, una encuesta al sector bioquimico, organi-
zada por el Grupo Multidisciplinario conformado por la Socie-
dad Argentina de Nefrologia, la Confederacién Unificada Bio-
quimica de la Republica Argentina, la Asociacion Bioquimica
Argentina y la Fundacién Bioquimica Argentina indica que los
métodos utilizados se distribuyen de la siguiente manera:
Rojo de Pirogalol 51.7%, Acido Sulfosalicilico 33.6%, Acido Tri-
cloroacético 3.9%y Cloruro de Bencetonio 10.8%%.

Los coeficientes de variacién interlaboratorios( CV%) fue-
ron de 26% y 28% para los métodos colorimétricos y turbidi-
métricos respectivamente. Esta gran variabilidad entre los
resultados obtenidos en los diferentes laboratorios puede
explicarse por el hecho que no existe actualmente ningln
procedimiento de medida definitivo ni material de referencia
para la determinacién de proteina en orina. La mayor varia-
cién afecta, sobre todo, a las concentraciones bajas y es me-
nos importante para las mas elevadas, en parte debido a que
estas Ultimas tienen una mayor concentracion relativa de
albdmina.

Métodos cuantitativos para albimina

Los métodos mas habituales para medirla son los del in-
munoanalisis principalmente turbidimétricos y nefelométri-
cos con limites de deteccion entre 2y 10 mg/l, la nefelome-
tria presenta mejor rendimiento analitico*C.

Se han desarrollado diversos métodos para cuantificar
albuimina en orina, incluyendo radioinmunoensayo (RIA), ti-
ras reactivas, enzimoinmunoensayo (ELISA) y cromatografia
liquida de alta perfomance(HPLC). Los datos procedentes

del FPCOLC de la SEQC del afio 2009 muestran que el 87,8%
de los laboratorios participantes determinan la albimina
en orina mediante métodos turbidimétricos, frente al 12,1%
que utilizan métodos nefelométricos. Los métodos de HPLC
producen valores mas altos con respecto a los métodos de
inmunoandlisis ya que detectan formas de albdmina no in-
munorreactivas. Distintos programas de control externo de la
calidad evidencian que existen diferencias entre los resulta-
dos obtenidos por distintos laboratorios y en las unidades de
expresion de los mismos®*!. Ello es consecuencia de la inexis-
tencia de un procedimiento analitico de referencia; de un ma-
terial de referencia internacional; de la presencia en orina de
diferentes formas moleculares de la albdmina, tanto en el es-
pécimen como en los calibradores (moléculas fragmentadas,
glicosiladas y formas diméricas); de albuimina degradada o
no reactiva a los anticuerpos; de las uniones inespecificas
de la albimina a los tubos utilizados para la recoleccién del
espécimen, asi como de los fenémenos de polimerizacién y
fragmentacién que se producen durante su almacenamien-
to y en los procesos de congelacién y descongelacién de las
muestras®.

Se esta trabajando en la busqueda de un método de refe-
rencia como un método basado en cromatografia liquida aco-
plada a espectrometria de masas por dilucién isotépica como
posible candidato®. La preparacién de un material de refe-
rencia con propiedades bien definidas y una concentracion
correctamente asignada es esencial para el establecimiento
de la cadena de trazabilidad de los inmunoensayos de albu-
mina en orina.

Diagnéstico diferencial mediante proteinas marcadoras

El desarrollo de ensayos inmunolégicos por nefelometria
para proteinas especificas en la orina, representa una herra-
mienta adicional que contribuye al diagndstico diferencial
con el propésito de caracterizar la calidad de las proteinas
eliminadas. Asi se pueden organizar las proteinas en modelos
que permiten identificar cudl es el compartimiento del rifién
que se encuentra afectado. Los instrumentos actuales ase-
guran la elevada sensibilidad analitica requerida para medir
correctamente las proteinas dentro del rango de referencia
normal cuyo limite superior se acerca a 1mg/g de creatinina.

Existen distintos algoritmos diagnésticos'# 44, En primer
lugar en todas las muestras con una concentracién de pro-
tefnas totales entre 100 y 300 mg/g de creatinina se deben
dosar las proteinas marcadoras mas sensibles y especificas
para la funcién glomerular y tubular: albimina y alfa-1micro-
globulina respectivamente. Si una de estas proteinas esta
elevada, es necesario profundizar con proteinas macadoras
adicionales para completar la tipificacion. En estos casos la
proteinuria requiere la determinacién de transferrina y de in-
munoglobulina IgG para las proteinurias glomerulares y la de
la proteina ligadora de retinol y beta-2 microglobulina paralas
tubulares.

En muestras con hematuria se afiade la determinacién
de alfa-2 macroglobulina para confirmar o excluir una conta-
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minacién postrenal'® 45, Para el caso de proteinurias prere-
nales el tipo mas frecuente es la aparicién de cadenas livia-
nas libres monoclonales. Esta situacién puede sospecharse
cuando el cociente kappa/ lambda es superior a 2.8 o inferior
a 1; posteriormente sera confirmada o excluida por inmunofi-
jacion urinaria®.

Discusion

En la valoracién de las proteinas urinarias, la orina de 24
horas es el gold standard, sin embargo existe buena correla-
cién y concordancia de los resultados obtenidos en muestras
aleatorias para la relacién P/C salvo para proteinurias de ran-
go nefrético.

Los resultados positivos obtenidos mediante tiras reacti-
vas para el cribado poblacional, requieren siempre confirma-
cién por un método cuantitativo.

Para la medicién de albuminuria la primer orina de la ma-
fiana es la mas adecuada tanto para el cribado como para su
monitorizacién. Las tiras reactivas de elevada especificidad
para albumina presentan demostrada utilidad en la detec-
cion de nefropatia diabética.

La gran variabilidad de los resultados entre laboratorios
puede explicarse por la inexistencia de procedimientos ana-
liticos de referencia y de un material de referencia interna-
cional y en estos aspectos se centran las futuras lineas de
investigacion.

En la enfermedad renal, la comprensién del mecanismo
fisiopatolégico junto al conocimiento exhaustivo de los méto-
dos de analisis disponibles para su estudio, resultan esencia-
les para prevenir la acumulacién de complicaciones respon-
sable de |a elevada morbimortalidad de estos pacientes.
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