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RESUMO

A deteccdo de comprometimento renal no periodo neonatal através de
testes laboratoriais é muito importarte, uma vez que, neste periodo, os

sinais das doengas renais estao ausentes ou inespecificos.

Os testes laboratoriais sao uteis no sentido de detectar precocemente
alteracdes da func¢do do rim, para que medidas terapéuticas sejam adotadas

a fim de prevenir o avancgo da doenca.

Nos ultimos anos, tem se dado énfase a dosagem da enzima urindria
N-acetil-#-D-glucosaminidase (NAG) como parametro para deteccdo de

lesdo renal.

Entretanto, os estudos até agora realizados ndo mostram valores
concordantes, o que leva cada centro a determinar seus valores de

normalidade.

Buscando contribuir com mais dados sobre a funcao renal dos recém-
nascidos, procuramos determinar a concentracdo da NAG urinaria, medida

pelo seu indice scbre a creatinina urindria, em amostras de urina de recém-



nascidos a termo normais do HCPA, verificar sua varia¢cdo com o sexo e

viabilizar a técnica de determinacdo da NAG urinaria em recém-nascidos.

Os valores encontrados da NAG urinaria em recéem-nascidos a termo
sadios no nosso estudo foram de 14,14 + 7,56 U/g, sendo a técnica utilizada

nao invasiva, rapida e ndo dispendiosa.

Nzo fol observada diferenca estatisticamente significativa nos valores

do indice NAG quando comparados 0s sexos.



ABSTRACT

The assessment of renal damage in the neonatal period by means of
laboratory tests is very important considering the fact that, in this period, the

signs of renal diseases are absent or may not have a specific presentation

Laboratory tests are useful in the sense that they allow early detection
of renal function abnormalities, giving {o adequate terapeutic management in

order to prevent the progress of the disease.

In the last years, more emphasis has been given to the urinary dosage
of N- acetyl-#D-glucosaminidase (NAG) as a parameter for detection of

renal lesion.

However, the clinical studies performed so far did not demonstrate any
agreement within values, leading each center to determine its own normal

values.

With the idea of contributing with aditional data on renal function in
the newborn population, we conduced a study to determine the urinary
concentration of NAG, measured by its index over urinary creatinine, using

urine samples from the full- term newborn babies, to verify its variation



according to sex and to make feasible the determination of the NAG

technique in newborns.

The values of urinary NAG in healthy fullterm newborn, in our study,

was 14,14 + 7,56 U/g, using a non invasive, fast and low cost technique.

Regarding to sex, there was no statistical significant difference in the

NAG index values.



1 —INTRODUCAO
1.1 - Avaliacdo da Funcio Renal em Recém-Nascidos

E mais dificil estimar a funcfo renal em recém-nascidos do que em lactentes,

pré-escolares e escolares.

A dosagem da creatinina plasmatica e a depuragio da creatinina endégena sdo
as formas mais difundidas de avaliar a fungio renal de adultos e criangas, no entanto,
em neonatos, essas determinagOes ndo sdo pardmetros tdo adequados. A creatinina
plasmatica ¢ elevada ao nascimento, provavelmente refletindo a concentragio
plasmatica de creatinina materna, e cai rapidamente durante os primeiros dias de
vida, com valores estabilizando-se em cerca de 0,4 mg/dl em torno do 5° dia de vida
em bebés a termo e um pouco mais tarde em prematuros (FELDMANN &
GUIGNARD, 1982). Conseqiientemente, nos primeiros dias de vida, a dosagem de

creatinina nao fornece uma idéia adequada da fungéo do rim.

Além dos niveis falsamente elevados nos primeiros dias de vida, outros
fatores podem prejudicar o uso da creatinina plasmatica como marcadora de fungéo
renal em recém-nascidos. Em fungdo dos baixos niveis de creatinina esperados no
sangue de neonatos, pequenas variacdes nas medidas laboratoriais podem falsamente
alterar a concentragdo medida. A maior parte dos laboratérios clinicos determina a
creatinina através da reagio de Jaffé, que pode ser afetada por varias substancias

interferentes, como a bilirrubina. Valores obtidos por esse método muitas vezes
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superestimam a concentragio real de creatinina, quando os valores s3o abaixo de 1,0
mg/dl. Técnicas enziméaticas sio mais especificas, mas também sofrem a
interferéncia da bilirrubina, o que limita seu uso. A cromatografia liquida de alta
pressao e a espectrofotometria de massa dio resultados mais confiaveis, porém nfo

so métodos que possam ser utilizados de rotina (GUIGNARD, 1996).

As dificuldades na determinacio da concentracdo real da creatinina em
recém-nascidos representarmn uma desvantagem no seu uso como marcador de fungdo
renal, principalmente nos prematuros. Por essa razio, tem sido constante a busca por
outros marcadores adicionais de dano renal que, analisados em conjunto com a
creatinina, fornecam uma idéia melhor da possibilidade de lesdo renal em neonatos.
Entre eles destaca-se a dosagem da excregdo urinaria de determinadas enzimas e

proteinas de baixo peso molecular.

1.2 — Proteinas ¢ Enzimas Urinarias como Marcadores de Funcio Renal

Ao longo dos taltimos anos t€m havido um interesse especial na dosagem
urinaria de proteinas de baixo peso molecular para o diagnostico da fungdo renal
(MAACK et al., 1979). Essas proteinas sdo livremente filtradas na membrana basal
glomerular e depois reabsorvidas e catabolizadas nas células do tibulo proximal. Se
a capacidade de reabsor¢do tubular esta reduzida ou se hé dano das célufas tubulares
renais por agentes nefrotoxicos, a excregio dessas proteinas aumenta e pode tornar-
se um indice adequado de disfungdo tubular renal (GUDER & HOFMANN, 1992).
Em um rim normal, a reabsor¢do das proteinas de baixo peso molecular pelas células
tubulares proximais € quase completa, de maneira que apenas tragos delas sio

excretados na urina. Como consequéncia, as proteinas de baixo peso molecular sao
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marcadores sensiveis de alteragdes da fun¢do tubular proximal e sua excregdo
urindria reflete a capacidade reabsortiva dos tlbulos proximais. Portanto, sdo
recomendadas como marcadores Uteis para deteccdo de pequenas mudangas no
tubulo proximal (PISCATOR, 1991). Além disso, a alteracio de sua excregdo
urinaria € um marcador mais precoce de lesdo renal do que as alteragbes na
concentragdo da creatinina plasmatica. Varias proteinas de baixo peso molecular tém
sido utilizadas como marcadores, no entanto algumas dificuldades de ordem pratica
tém limitado seu uso. A B;-microglobulina € instdvel em urina acida (DAVEY &
GOSLING, 1982). A a,-microglobulina e a resinol binding protein (RBP) sdo mais
estaveis e, portanto, melhores marcadores. Contudo sua determinacio laboratonal

nfo € simples, nem barata, para emprego rotineiro

Paralelamente ao uso de proteinas de baixo peso molecular, que so filtradas
pelo glomérulo e reabsorvidas no tibulo proximal, tem sido descrito o emprego de
enzimas urindrias na detecgfo de lesdo renal. Embora um grande nimero de enzimas
urinarias sejam excretadas na urina pelo rim, muitas s30 instaveis e, por isso,
inadequadas para uso clinico. Uma lista parcial de enzimas urinarias inclui a alanina-
aminopeptidase, a gama-glutamiltransferase, a ribonuclease, a fosfatase alcalina, a
lisozima, a PB-glucuronidase e a N-acetyl-B-D-glucosaminidase (NAG) (MUSSAP et
al,, 1996). A NAG tornou-se a enzima urinaria mais utilizada para a detecgdo de
lesdo renal, sendo reconhecida como parametro de referéncia para o estudo de

nefrotoxicidade induzida por drogas (PRICE, 1992; FANOS & CATALDI, 1996).



1.3 — N-acetil- S-D-glucosaminidase (NAG)

1.3.1 — Aspectos Gerais

A NAG ¢ uma hidrolase encontrada em grande quantidade nos lisossomos
dos tibulos contorcidos proximais renais e tem papel importante no catabolismo de
glicoproteinas. Possui um peso molecular de 136.000 daltons, que impede sua
filtragdo pelo glomérulo, ja que apenas proteinas com peso molecular de até 80.000
daltons sdo filtradas; mesmo assim, pequenas quantidades podem ser excretadas
normalmente em decorréncia da acdo metabolica e da rotatividade das células
tubulares renais (LANGHENDRIES et al., 1988; CSATHY et al., 1990, GUDER &
HOFMANN, 1992; PRICE, 1992; CSATHY & POCSI, 1995; FANOS &

CATALDI, 1996).

A NAG sangiiinea ¢ eliminada pelo figado muito rapidamente, com uma
meia-vida de 5 minutos; conseqilentemente, a NAG urinaria € proveniente quase que
exclusivamente dos rins. Ela normalmente nio € encontrada na urina normal ou no

plasma (RAAB, 1972; CHEN et al., 1991).

Diversas isoenzimas da NAG, com caracteristicas fisico-quimicas proprias
sdo encontradas na urina, sendo as formas A e B as principais. No liquido amnibtico
e na urina de recém-nascidos hd um predominio da isoenzima B, enquanto que na
urina de adultos predomina a forma A (AGOSTI et al, 1986, PRICE, 1992;

VIGANO et al., 1981).
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1.3.2 — Determinago Laboratorial da NAG

Diversas técnicas tém sido descritas para determinar a atividade da NAG
urinaria, entre elas a espectrofotometria desenvolvida por Maruhn em 1976,
utilizando como substrato o 4-nitrofenil-N-acetil-#D-glucosaminida. Um dos
problemas deste meétodo esta no fato de se ter que realizar filtragdo com gel das
amostras urinarias para eliminar substdncias inibidoras e interferentes (JUNG &
PRIEM, 1991; CSATHY & POCSL 1995). Jung et al. mostraram que, em condicGes
ideais, o teste convencional, utilizando como substrato o 4-nitrofenil-N-acetil-#D-

glucosaminida, apresenta resultados idénticos mesmo sem a realizacio da filtracio

com gel (JUNG et al., 1991).

A estabilidade das isoenzimas da NAG em amostras de urina a 37°C ¢ afetada
pelo pH do meio; em condi¢des pouco acidas (pH = 6), ndo ha perda significativa de
sua atividade, mas em condi¢oes alcalinas (pH = 8) a atividade da isoenzima forma A

cai rapidamente (MORITA et al., 1998).

Nao ha perda de atividade da NAG urinaria quando a urina ¢ armazenada por
um periodo de 24h em temperatura ambiente ou até a 4°C, e se mantém apds 1 mes
quando armazenada entre — 20°C e — 70°C. As amostras podem ficar armazenadas
por vérios dias a 4 — 6°C, e por diversos meses a — 20°C, sem que haja alteragio na
atividade da NAG. Nio ha perda da atividade urinaria da NAG apos centrifugacio

(HORAK et al, 1981; MATTEUCCI et al., 1991).

O calculo da atividade enzimatica urinaria por mililitro de urina ¢€

praticamente sem valor, pois em periodos de diurese ou antidiurese, as unidades por



mililitro variam muito em razio da diferenca na perfusdo dos canaliculos tubulares e
alteragdes da permeabilidade da membrana tubular. Além disso, a rotatividade ¢
acelerada com o aumento da diurese. Em urinas concentradas, a concentracio da

enzima ¢ maior (RAAB, 1972).

Os intervalos de referéncia da atividade da NAG podem variar
significativamente devidos as diferencas de analise técnica, principalmente porque a
atividade depende das condi¢gGes da reaglo, como o substrato utilizado, a
concentragdo do substrato e a temperatura do meio. Os principais problemas disto
sdo a falta de comparagio dos resultados encontrados, a insuficiente correlacio entre
os métodos e a indisponibilidade dos valores de referéncia (JUNG, 1991; MUSSAP

et al , 1996).

Diferentes formas de expressio dos valores tém sido utilizados para a
caracterizagdo da excrecdo das enzimas urinarias; a coleta de urina de 24 horas
permanece o método padrdo para a quantificagdo e, geralmente € recomendado para
reduzir a variabilidade analise excretada. Entretanto, essas amostras sio
inconvenientes de se coletar e freqiientemente duvidosas, pela quantidade nfo exata
do volume coletado, especialmente no periodo neonatal. Assim sendo, € mais
conveniente coletar amostra de urina e medir a taxa de excrecdo da enzima tendo
como referéncia a concentragdo de creatinina urinaria presente na amostra (indice
enzima/creatinina), que € apropriada para a idade, para o sexo e para o peso do
paciente (JUNG, 1991; MUSSAP et al, 1996) As diferentes referéncias para a
expressio de excregdo urinaria da enzima s3o apresentadas na tabela 1

(JUNG, 1991). Uma revisdo dos diversos estudos realizados em recém-nascidos,



mostrando que ndc ha uma uniformidade dos valores da NAG, ¢ apresentada na

tabela 2.

Base referéncia Unidade Vantagem Desvantagem
Atividade enzima un Sem necessidade de  Depende da diurese
(concentragio medida ou célculo
catalitica) adicional
Taxa de excregdo por U/24h Meio convencional de  Acuracia da amostra
tempo expressar a excrecdo  da urina e volume
U/minuto medido; depende da

diurese; inativagio

das enzimas ao
longe do dia

Atividade enzima/ U/mmol  Utilizagdo de amostras Medidas adicionais;
creatinina urinaria de urina; compensagdo creatinina depende
Ulg do efeito da diurese da idade, sexo,

massa muscular;
problemas técnicos

de determinacdo da

creatinina
Atividade enzima/ Ulkg Utilizagao de amostras Medidas adicionais;
gravidade de urina; compensagdo  erros causados por
do efeito da diurese aumento de

proteinas, gllgcse e
sais na urina

Atividade enzima/ U/mosmol Utiliza¢do de amostras Medidas adicionais;
osmolalidade de urina; compensa¢do  erros causados por
do efeito da diurese alteracio na
excrecdo de sais
(efeitos da dieta e

hormonal)
Atividade enzima/ un Indicador de massa ~ Medidas e calculos
clearance de creatinina renal funcional adicionais; acuracia
do tempo da

Adaptada de Jung, 1991



Tabela 2 — Valores da WAG. Revisio da Literatura

Autores Pacientes Técnicas Resultados
Agosti et al., 1986 7 RN AT* sadios Fluorimetria 3914nmol/hmg cr
Bertotti et al 1987 38 RN AT sadios Espectrofotometria 27,80um/mg cr
Langhendries et al., 20 RN AT sadios Espectrofotometria 1,75 + 1.1 pmol/mmol

1987
Watanabe et 21,1987 8 RN AT sadios 1 dv **  Espectrofotometria 21 £12 U/mg cr
8 RN AT sadios 2 dv Espectrofotometria 30+ 15 U/mg cr
Feldman et al., 1989 10 BN AT sadios Espectrofotometria 0,32 + 0,09 Uloumot cr
Csathy et al., 1990 30 RN AT sadios Espectrofotometria 3,09+ 1.54
wmol/min/mmol
Roberts et al., 1990 17 RN AT sadios Espectrofotometria 134 pmol/h/mmol
Chenetal, 1991 15 RN AT sadios 1 dv Espectrofotometria 12+8Ulger
15 RN AT sadios 3 dv Espectrofotometria g+6U/ger
15 RN AT sadios 5dv  Espectrofotometria 11+9U/ger
Pécsi et al., 1992 54RN AT sadios Espectrofotometria 3,16 +1,55
pwmol/min/mmol cr
Sheu et al., 1993 25 RN AT sadios Espectrofotometria 41,2+146U/ger
Simeoni et al., 1994 52 RN AT sadios Espectrofotometria 6,94 + 0,38 U/mmol cr

Williset al., 1997

L

n
Lo

]
-8
DB
B

Espectrofotometria 1,89+ 1.21 U/md ¢r

* RN AT - recém-nascidos a termo

** dv - dias de vida

1.3.3 — Importancia Clinica

Por ser um marcador bastante sensivel de dano tubular renal, por um aumento

da sua atividade normalmente preceder as alteragdes dos testes usuais de func@o



renal e por sua atividade variar com o progresso do processo patologico, a
determinac@o urinaria da atividade da NAG tem sido difundida. Estudos tém
demonstrado que este € um marcador efetivo em indicar mais precocemente sinais de
rejeigdo de transplante renal, detectar envolvimento renal em pacientes com diabete
melito e hipertensdo arterial, monitorar os efeitos nefrotoxicos de drogas como
cisplatina, aminoglicosideos e ciclosporina e distinguir infeccdo urindria do trato
urinario superior do inferior, configurando-se ainda como um exame rastreador para
les@o renal decorrente de exposicio ambiental a agentes toxicos como chumbo e

mercurio (FLYNN, 1990).

Wellwood et al. mediram a atividade da NAG urinaria em 181 pacientes
transplantados renais durante um periodo de 15 meses, tendo observado que a
atividade aumentava imediatamente apds o transplante e que diminuia rapidamente

na auséncia de complicagbes (WELLWOOD et al | 1978).

Relatos da literatura demonstram que a atividade urinaria da NAG sofre
variacdo com a idade, havendo uma relagdo inversa entre estas, ou seja, ela vai
decaindo com o aumento da idade (OSBORNE, 1980; JUNG et al., 1990; SIMEONI

et al., 1994).

Storalek et al. propuseram que a NAG urinaria fosse utilizada como exame de
rotina para monitoragido precoce de dano renal por ser pratico, ter pouca variagdo
pela manhd e possuir alto poder de individualidade e baixa heterogeneidade entre

individuos (STORALEK et al., 1989).

Ap0s exercicios fisicos, a excrecdo urinaria da NAG ndo aumenta;, o mesmo

ndo acontece com as concentragSes de proteinas totais, albumina, f-microglobulina
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e creatinina, que t€m seus niveis aumentados apos esfor¢o fisico (MIYAI &

OGATA, 1990).

Em caso de proteindria, hda um aumento da excregdo urinaria da NAG, que
retorna aos niveis normais quando da remissdo da doenga que a desencadeou. O
aumento da atividade da NAG nessa situago ndo diferencia pacientes com sindrome
nefrotica de lesdes minimas de pacientes com outras glomerulopatias, somente

reflete a atividade da doenca (RING et al., 1992).

Para diferenciar a excre¢do urinaria da NAG em criangas com infec¢do do
trato urinario superior € em criangas com infecgdo do trato unnario inferior, foi
realizado um estudo que observou excre¢@o urindria maior nas do primeiro grupo
bem como queda da excrecdo da NAG apos o tratamento com antibidticos, exceto
quando o tratamento incluiu aminoglicosideos. Nesse mesmo trabalho houve
aumento da isoenzima B da NAG somente nos pacientes com infecgdo do trato

urinario superior (VIGANO et al., 1983).

Watanabe et al, estudando a excrecdo urinaria da NAG em criangas com até
1 ano de idade, verificaram que a atividade da NAG, avaliada pelo seu indice (NAG/
creatinina urinaria), foi maior no primeiro més de vida e diminuiu ao longo do
primeiro ano. Nao foi constatada diferenga entre amostra de urina de 12 horas e

amostra urinaria unica (WATANABE et al., 1987).

A excregdo urinaria da NAG pode sofrer algumas varia¢Ges durante o dia.
Um estudo, realizado por Feldmann et al., comprovou que a excre¢do urinaria da

NAG em criangas € maior pela manhd (FELDMANN et al., 1989).
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1.3.4 - NAG em Recém-Nascidos

A excrecio urinaria aumentada de NAG tem sido correlacionada com dano
tubular em criancas com uma série de doencas renais. Nos adultos ja se mostrou ser
um bom exame preditivo de toxicidade pelos aminoglicosideos ao epitélio tubular.
Poucos dados existem sobre a excregio urinaria desta enzima em recém-nascidos
(APERIA et al, 1981; PRICE, 1982; LANGHENDRIES et al, 1987). Chen et al.
demonstraram que o indice NAG (NAG/creatinina urinaria) permanece constante no

periodo neonatal (CHEN et al., 1991).

Agosti et al. verificaram que no liquido amnidtico e na urina de recém-
nascidos a NAG ¢ diferente da encontrada na urina de adultos, o que indica que
existem isoenzimas fetais. Tanto no liquido amnidtico quanto na urina dos recém-
nascidos, a concentragdo da NAG foi significativamente maior que na urina de
adultos; da mesma forma que em criangas de 2 anos. Esse estudo também observou
um aumento da isoenzima B na urina de criangas com infecgdo do trato urinario e em
recém-nascidos, sendo considerada a forma imatura; a isoenzima A € encontrada nos

adultos em maior quantidade (AGOSTI et al., 1986).

A atividade da NAG avaliada em 34 recém-nascidos (14 prematuros com
idade gestacional entre 32 e 35 semanas e 20 a termo, todos do sexo masculino)
mostrou ser maior no grupo de recém-nascidos prematuros (média de 4,43£2.41
umol/mmol de creatinina no grupo dos prematuros e de 1,75+1,41 umol/mmol de
creatinina no grupo dos a termo). Nesse mesmo estudo ndo foi encontrada diferenga

estatistica entre coleta de urina de 24 horas e de amostra isolada (3,642,39



pumol/mmol de creatinina e 4,43+2,41 pmol/mmol de creatinina respectivamente)

(LANGHENDRIES et al., 1987).

Watanabe et al , verificaram que ndo havia diferenga na excrecdo urinaria da
NAG nas 2 primeiras semanas de vida, quando comparados recém-nascidos
prematuros com idade gestacional entre 33 e 36 semanas e recém-nascidos a fermo.
Também observaram que os niveis urinarios da enzima, nos recém-nascidos em uso
de tobramicina, mantiveram-se elevados até 5 dias apds a suspens@o da medicaco, e
os recém-nascidos asfixiados tiveram valores mais elevados na primeira semana

(WATANABE et al., 1987).

A fungdo renal ¢ afetada pela idade gestacional, pela idade pos-natal e pelas
condi¢des clinicas dos recém-nascidos. Entretanto, poucos dados sdo disponiveis
sobre os efeitos destes fatores na excre¢io urinaria da NAG. Sabe-se que ela é
estavel na urina e que sua excrecdo diurna varia muito pouco (LANGHENDRIES et

al., 1988; TSUKAHARA et al | 1994).

Em recém-nascidos prematuros aos quais estava sendo administrado
aminoglicosideo (netilmicina), observou-se um aumento significativo, até 2 dias apos
a interrupgdo do tratamento, da excregio urinaria da NAG, medida através do indice

NAG/creatinina (LANGHENDRIES et al |, 1989).

A policitemia provoca aumento na excrecdo urinaria da NAG em recém-
nascidos, sendo que apos o tratamento os niveis voltam ao normal mais rapidamente
nas meninas do que nos meninos. Como na policitemia, recém-nascidos prematuros

com sindrome do desconforto respiratorio apresentam excre¢do urinaria aumentada
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da NAG com retorno aos niveis normais em torno de 14 dias de vida (CSATHY et

al., 1990).

Ao estudarem recém-nascidos asfixiados (indice Apgar < 5 no 5% minuto ou
pH arténia umbilical < 7,2) e compararem-nos com recém-nascidos sadios sem
asfixia, Roberts et al. observaram que a excre¢do urinaria da NAG foi
significativamente maior nos asfixiados (ROBERTS et al, 1990). Os mesmos
achados s3o descritos por Fanos et al. quando os recém-nascidos apresentavam

asfixia;, porém, quando insuficiéncia renal estava associada, os valores eram ainda

maiores (FANOS et | 1996).

Recém-nascidos prematuros e a termo, quando doentes, apresentam excrecio
urinaria da NAG e indice NAG significativamente maiores que recém-nascidos sem

doenca. A presen¢a de liquido amnidtico meconial aumenta a concentracdo urinéria

da NAG. Os dados encontram-se na tabela 3 (CHEN et al., 1991).



14

Tabela 3 — Indice NAG em recém-nascidos a termo e prematuros

INDICE NAG/creatinina*
Dlaner 1 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 35 ..............
RN AT** sadios ( n=15) 12 8 11
RN AT asfixiados ( n = 6) 350 190 125
RN AT com LAM*** (n=13) 14 17 18
RN PMT**** sadios ( n = 12) i8 28 15
RN PMT doentes ( n = 10}) 133 130 116

A(iéﬁ)mdé rde Chén etal, 1991

* valores expressos em U/g creatinina urinaria
** recém-nascidos a termo

*¥*liquido ampiotico mecomnial

#EF*F recém-nascidos prematuros

Sheu et al | observando a excre¢do urinaria de NAG em recém-nascidos com
hiperbilirrubinemia, concluiram que a bilirrubina ndo-conjugada estad diretamente
envolvida no prejuizo da filtragdo glomerular e na func¢io tubular de recém-nascidos
com niveis de bilirrubina ndo-conjugada acima de 20mg/dl. Os defeitos de funcdo
renal s@o transitorios, reversiveis e podem ser prevenidos com a redugdo dos niveis
plasmaticos de bilirrubina. Nesse estudo foram analisados 75 recém-nascidos com
idade gestacional entre 37 e 42 semanas e que apresentavam hiperbilirrubinemia com
predominio da bilirrubina nfo-conjugada (sendo 35 com niveis de bilirrubina nao-
conjugada acima de 20 e 40 com niveis abaixo de 20) e comparados com 25 recém-
nascidos sem hiperbilirrubinemia. Os valores da NAG foram maiores no grupo com

niveis acima de 20, tendo os valores mais acentuadamente se aproximado do normal
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apos inicio do tratamento com fototerapia. Os principais resultados encontram-se nas
tabelas 4 e 5 (SHEU et al., 1993).

Tabela 4 - Comparagdo de dados clinicos em recém-nascidos com
hiperbilirrubinemia e controles

GRUPO 1(n=35) 2(n = 40) 3(n=25)
Bilirrubina (mg/dl) 27,2£5.5 16,4+2.1 7,4+1.9
Indice NAG (Ulg) 134+51,1 45+12.3 41,2414,6

Adaptada de Shen et al., 1993

Tabela 5 — Indice NAG nos recém-nascidos com hiperbilirrubinemia antes e apos
tratamento

Pré-tratamento Pos- Pré-tratamento Pos-
tratamento tratamento

Indice NAG (Ulg) 131.3+47,6  495+20,1 441+1,8  435+143

Adaptada de Sheun etal., 1993

Tsukahara et al. mediram a excre¢io urinaria de NAG em recém-nascidos a
termo e em prematuros com 1, 4, 7, 14 e 21 dias de vida. Os grupos foram divididos
em 73 a termo sadios, 44 prematuros sadios entre 33 e 35 semanas de idade
gestacional, 17 prematuros sadios entre 30 e 32 semanas ¢ 17 prematurcs doentes
entre 30 e 32 semanas que nasceram deprimidos e que desenvolveram insuficiéncia
respiratoria necessitando de ventilagdo mecanica por 1 a 12 dias. Nenhum recém-
nascido apresentava insuficiéncia renal, definida como creatinina plasmatica acima
de 1,5mg/dl por mais de 24 horas. Os autores observaram que a NAG urinaria

mostrou um pico no 4° e no 7° dia e que foi maior conforme o grau de



prematuridade. No grupo dos prematuros doentes ela permaneceu elevada por 2

semanas (TSUKAHARA et al., 1994).

Analisando o indice urinario da NAG em neonatos a termo sadios (n = 55) e
em neonatos a termo com asfixia perinatal (n = 35), Willis et al. concluiram que a
excre¢ao urinaria da NAG inicialmente aumenta no grupo dos asfixiados e retorna
aos valores do grupo dos normais em 4 a 6 semanas de vida e que 0s niveis s3o
proporcionails ao grau de asfixia. Para poder identificar a influéncia dos
aminoglicosideos na excregio urinaria da NAG, os autores analisaram a enzima em
13 recém-nascidos com taquipnéia transitéria do recém-nascido sem asfixia perinatal
e em 12 com asfixia, todos usando gentamicina pelo menos nas primeiras 24h de
vida. Os niveis foram maiores do que os do grupo de recém-nascidos normais; o
grupo de asfixiados que recebeu gentamicina teve valores maiores do que os do
grupo com taquipnéia transitoria do recém-nascido. Os resultados estdo apresentados

nas tabelas 6, 7 e 8 (WILLIS et al., 1997).

Tabela 6 — Efeito da asfixia sobre a atividade da NAG (gmol/litro)

24-48h 4-6d 4-6sem

(n=35) (1=52) (=41)
Normals _________________________ 189“21 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 33035330 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, : 37i186 ________
Asfixiados 28.84 + 65,56 29.31 + 85,57 2204127

Adaptada de Willis et al., 1997
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Tabela 7 — Efeitos da gentamicina sobre a NAG (umol/litro) em 24 — 48h

Grupo Controle ~  TTRN* + gentamicina Asﬁxza + gentamicina
(nr- 55) (n= 13} (n 47}
Medla 1,89+ 1,21 S,O + 278 22,40 + 56,93

Adaptada de Willis et al., 1997

*Taquipnéia transitoria do recém-nascido

Tabela 8- Concentracdo urinaria da atividade da NAG (gmol/litro) conforme grau
asfixia pelo escore de Samat (estagio clinico de encefalopatia hipdxico-
isquémica)

Grupo Controle Sarnat 1 Sarnat 2 Sarnat 3

(n—5>) (n“i‘Q) (n~15> (n-?)

Meédia 1,86 £1,21 9,28 + 9,08 20,71 £ 14,30 68,54 + 144,56

Adaplada de Willis et al., 1997



2 - JUSTIFICATIVA

Considerando a importancia da avaliagdo da func¢io renal na homeostasia do
recém-nascido e levando-se em conta que em recém-nascidos a utilizacdo da
creatinina plasmatica como pardmetro de estimativa da funcdo renal tem valor
limitado nos primeiros dias de vida, pois reflete os valores maternos, uma
determinacdo laboratorial de facil realizacdo e que ndo exija coleta de sangue poderia

ser uma melhor alternativa para detecgo de les@o renal.

O comprometimento da funcdo renal € determinante no ajuste das dosagens

de administracdo de medicacdes necessarias ao recém-nascido.

A dosagem da NAG urinaria € um potencial marcador de fungdo renal.

Elaboramos este estudo com o intuito de estabelecer os valores normais da
NAG em recém-nascidos a termo normais como ponto de referéncia para

investigagdo futura.



3 - OBJETIVOS

3.1 - Geral

e Determinar a atividade da NAG urinaria, através do indice NAG

(NAG/creatinina urinaria), em recém-nascidos a termo normais.

3.2 - Secundarios

e Awvaliar se existe variacdo na atividade da enzima na urina conforme o

S5€X0.

e Alertar os neonatologistas que existe uma técnica alternativa para a

avaliagdo da funcgio renal do recém-nascido.



4 - MATERIAL E METODOS
4.1 - Delineamento do Estudo

O delineamento basico utilizado fol de um estudo de corte transversal, com
eixo de unidade individual, contemporéneo e de natureza observacional. Teve como
desfecho a concentragdo urinaria da NAG em recém-nascidos a termo normais,

medida através de seu indice, e como fator de estudo o sexo dos recém-nascidos.
4.2 - Consideracdes Eticas

Todas as puérperas cujos fithos foram selecionados para o estudo receberam
uma explicagio verbal e escrita sobre os objetivos da pesquisa e nogdes gerais sobre
o tema da investigacdo, sendo entfio solicitado o consentimento por escrito para a

coleta da urina (Anexo 1).

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo Cientifica e Comissdo de
Etica em Satde, do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacio (GPPG) do HCPA, sob o n®
08266, tendo sido considerado ética e metodologicamente adequado, de acordo com
as Diretrizes ¢ Normas Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo Seres Humanos
(Resolugdo n 196/96 do Conselho Nacional de Saude) e com as ResolugBes

Normativas do GPPG/HCPA.
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4.3 - Local de Realizacio

O estudo foi realizado no HCPA, Hospital Escola da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, nas unidades de Neonatologia e Alojamento Conjunto, onde

foram feitas as coletas da urina e preenchida a ficha de coleta de dados (Anexo 2).

A andlise bioquimica das amostras foi realizada no Laboratério de Pesquisa

do HCPA.
4.4 — Definicdes Gerais

Idade gestacional — a idade gestacional pediatrica, presente na ficha do
recém-nascido, foi avaliada de acordo com o método de Capurro (avaliacdo feita
pelos doutorandos da Faculdade de Medicina da UFRGS) (CAPURRO et al,, 1979)
ou com o de Ballard (avaliagdo feita pelos medicos residentes de Pediatria ou pelos
médicos contratados da UTI Neonatal do HCPA) (BALLARD et al., 1991), sendo
este ultimo utilizado quando o método de Capurro indicava idade gestacional abaixo
de 34 semanas. Para caracterizar prematuridade, foi considerado o crtério da
Organizagdo Mundial da Saide, ou seja, todo recém-nascido com menos de 37

semanas de idade gestacional (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1961).

Atividade NAG ~ quantidade de excregdo da enzima na amostra da urina.

Seu valor € expresso em U/l ou pmol/min/l.

indice NAG — medida da atividade da NAG corrigida pela creatinina

urinéria. Seu valor € expresso em U/g creatinina.
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4.5 - Pacientes

Foram incluidos no estudo os pacientes nascidos a termo sadios no HCPA

entre 13 de outubro e 11 de novembro de 1998.

Nesse periodo foram registrados 362 nascimentos no HCPA. O nimero de

casos estudados foi de 113 pacientes. As perdas ocorreram porque:

e os pais ndo consentiram que o filho participasse do estudo;

e 0s recem-nascidos tiveram alta precoce, antes de 36 horas de vida ( o
tempo meédio de vida dos recém-nascidos quando da coleta da urina foi 2

dias de vida);

e osrecém-nascidos ndo haviam urinado no turno de realizagdo da coleta;

e houve contaminagio da amostra com fezes;

e os recém-nascidos ndo preencheram os critérios de inclusdo.

Paralelamente foram coletados dados num grupo de 39 recém-nascidos, no
mesmo periodo, com potenciais fatores de aumento da excre¢do urinaria da NAG,
como uso de antibiotico, presenca de asfixia, hiperbilirrubinemia e prematuridade.
Os dados desses pacientes serdo apresentados e comentados no capitulo de

Discussdo, mas ndo farao parte do estudo.

As caracteristicas gerais da populagdo podem ser vistas na tabela 9,

considerando a vartavel sexo.
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Tabela 9 — Caracteristicas gerais da populacdo com relagdo ao sexo

Sexo ’ Feminino Masculina
n (%) n (%)
43 (38) 70 (62)

As caracteristicas gerais dos 39 pacientes com fatores que reconhecidamente
aumentam a excrecdo da NAG adicionalmente estudados, podem ser vistas na Tabela
10, considerando as seguintes variaveis: idade gestacional, uso de antibibtico,

hiperbilirrubinemia e asfixia.

Tabela 10 — Caracteristicas gerais do grupo de pacientes doentes

Caracteristicas Frequéncia
AT*Atb ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, S 9 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
AT + Foto 7
AT + Atb + Foto 1
AT + Atb + Asfixia 1
AT + Atb + Foto + Asfixia 1
PMT 8
PMT + Atb 3
PMT + Foto 1
PMT + Atb + Foto 3
PMT + Atb + Asfixia 3
PMT + Atb + Foto + Asfixia 2

AT ( atermo), Atb (uso de antibidtico), Foto (fototerapia), PMT (prematuro)
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4.6 - Coleta do Material

Diariamente, no turno da manhi, um dos coletadores 1a ao centro obstétrico
para conferir 0s nascimentos do dia anterior. A seguir, o mesmo se dirigia a unidade
de Alojamento Conjunto do HCPA onde verificava os dados pertinentes e solicitava
autoriza¢do por escrito dos pais para participagdo de seu filho no estudo. Quando

permitido, eram colocados os sacos coletores de urina nas criangas.

Apos coletada, a urina era acondicionada em tubos de ensaio de wvidro
esterilizados e imediatamente armazenada a —20°C, no Laboratorio de Pesquisa do

HCPA, para subseqliente analise.

O tempo de estocagem do material, até ser ferta a analise da atividade da
enzima, variou de 5 a 7 meses. A diluigdo do substrato para analise era preparado

pelo Bioquimico responsavel por esse procedimento.

A leitura do resultado da atividade da enzima foi feita sempre pelo autor do

trabalho.

A analise da creatinina urinaria foi efetuada no Laboratorio de Pesquisa do

HCPA pelo Chefe do Laboratério e por uma estagiaria, sob supervisao do Chefe.

4.7 - Técnicas Laboratoriais

471 - Analise da NAG

O método adotado para a analise da NAG foi o de espectrofotometria

utilizando como substrato 0 p-nitrofenil-N-acetil- #-D-glucosaminida



(PNP-Glec-Nac-ase) (Sigma Aldrich Quimica Brasil Ltda) pela técnica de Mahrun,

sem ser feita filtragio com gel (MARUHN, 1976).

As determinagdes foram efetuadas em duplicata e utilizada a media das 2

determinacdes.

A atividade da NAG ¢ proporcional 4 absorvancia do ion p-nitrofenilato (405
nm) liberado apos a corregdo da absorvancia da amostra “branca” de urina. A mesma
fo1 calculada em unidades internacionais por litro de urina (U/1 37°C) usando-se o
coeficiente de extingdo molar do p-nitrofenol em solugfo alcalina (pH > 10,0) que ¢
18,5 x 10° 1 mol-'cm-'. Ap6s, procedia-se & correcio por grama de creatinina
urinaria. O resultado final fornece o indice NAG/creatinina urinaria em Ulg

creatinina urinaria.

A leitura foi feita em espectrofotdmetro, aparelho Specirophotometer Hitachi

U-2000 pertencente ao Laboratorio de Pesquisa do HCPA.

4.7.2 - Analise da Creatinina Urinaria

A creatinina urinaria foi dosada pelo método automatizado do picrato alcalino
segundo reacdo de Jaffé (SLOT, 1965), em auto-analisador COBAS MIRA. Seu

resultado € expresso em g/l

4.8 - Yariaveis em Estudo

As variaveis em estudo foram obtidas dos prontuarios obstétricos e dos

recém-nascidos (Anexo 2).
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A wvaridvel independente avaliada foi o sexo do recém-nascido e a varidvel
dependente foi o indice da NAG, medido pela relagdo da concentracdo urinaria da

NAG com a creatining urinaria.
4.9 - Analise Estatistica

O tratamento estatistico dos dados foi realizado com a utiliza¢do do programa

computadorizado SPSS (Statistical Package for Social Science) (SPSS, 1993).
O nivel de significancia adotado foi de 5%.

A partir de uma diferenca de = 1,4 Ul/g creatinina urinaria entre os valores
minimos e maximo da média da concentragio da NAG e um desvio-padrio de
caracteristica de 7,6 U/g creatinina urinaria e, considerando um o de 0,05, foi

estimado um tamanho amostral aproximado de 115 pacientes.

Para a analise das varaveis continuas foram avaliadas a média e o desvio-

padrao e utilizado o teste t de Student.

O resultado da avaliagdo do indice NAG/creatinina urinaria mostrou uma
curva de distribui¢cdo assimétrica, razdo pela qual foram adotados valores de mediana

e amplitude de variacdo (valores minimos e maximos) para analisar os dados obtidos.
Os testes estatisticos aplicados foram ndo-paramétricos.

O teste de Mann-Whitney para amostras ndo pareadas foi usado na

comparacao entre grupos de pacientes.



5« RESULTADOS

A média dos valores da NAG (indice NAG) nos recém-nascidos a termo
normais foi de 14,14 £ 7,56 U/g creatinina urinaria (0,94 — 40.4). A figura 1 mostra
a curva de distribuigdo dos valores encontrados em nosso estude do indice NAG

(NAG/ creatinina urinaria).

FIGURA 1 - Curva de distribuicdo do indice NAG em recém-nascidos a termo
normais

.
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Nao houve diferenca significativa nos valores da NAG entre os sexos dos

recém-nascidos a termo normais (Feminino = 14,06+6,90; Masculino = 14,20+ 8,03).

Os resultados dos testes laboratoniais individuais dos pacientes encontram-se

no Anexo 3.

Os wvalores encontrados no grupo dos pacientes doentes encontram-se

apresentados na tabela 11. Os valores referem-se a média.

Tabela 11 — Valores médios do indice NAG (U/g creatinina urinaria) nos recém-

nascidos doentes

Caracteristicas Fregiiéncia Meédia
AT+Atb ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 9 B 8048 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
AT + Foto 7 27,23
AT + Atb + Foto 1 30,10
AT + Atb + Asfixia 1 232,20
AT + Atb + Foto + Asfixia 1 282,80
PMT 8 17,00
PMT + Atb 3 140,83
PMT + Foto 1 44,00
PMT + Atb + Foto 3 149,48
PMT + Atb + Asfixia 3 129,09
PMT + Atb + Foto + Asfixia 2 123,15

AT (atermo), Atb (uso de antibidtico), Foto (fototerapia), PMT (prematuro)



6 — DISCUSSAQ

A avaliag8o laboratorial da funcfo renal na rotina clinica € feita normalmente
atraveés da dosagem da creatinina. A medida da taxa de filtragio glomerutar pode ser
indiretamente feita através da depuragfo da creatinina enddgena ou calculada através
de formulas, sendo a formula de Schwartz (SCHWARTZ et al, 1987) a mais
difundida e aceita em pediatria. No entanto tais exames, especialmente no periodo
neonatal, nem sempre detectam ou excluem o comprometimento da fungdo renal em
estagios imiciais. Os niveis aumentados de creatinina e uréia plasmaticas sio
manifestagSes tardias de dano renal. A depuragdo da creatinina enddgena, embora
mais precisa, ¢ sujeita a erros, principalmente relacionados a coleta inexata de urina
de 24 horas, além das imprecisdes inerentes a dosagem de creatinina plasmatica em
recém-nascidos. Na pratica pediatrica, o uso da concentragdo plasmatica de
creatinina apresenta desvantagens, principalmente porque ela ¢ dependente da idade
e do sexo do paciente, além da taxa de filtragdo glomerular. Os fatores que mais
influem na concentragdo plasmatica da creatinina nos lactentes e criangas sdo o
progressivo aumento na taxa de filtragio glomerular, o aumento da massa muscular
e, durante os primeiros dias de vida, a carga de creatinina exdgena materna. Nos
recém-nascidos a termo, a queda da creatinina, que expressa os valores maternos,
ocorre nos primeiros 5 dias de vida; nos prematuros essa queda € mais lenta. Outros
fatores que podem afetar a acuracia da determinagdo plasmatica da creatinina sao as

pequenas variacdes laboratoriais devido a baixas concentragdes de creatinina no
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sangue dos recém-nascidos e a interferéncia de substdncias como a bilirrubina na
determinag@o pela reagdo de Jaffé (GUIGNARD, 1996). Assim sendo, cabe enfatizar
que valores normais ndo significam auséncia de disfuncgio renal, o que determina um
valor diagnostico limitado. A creatinina plasmatica nio mostra alteragdo até que
cerca de 40% da taxa de filtragdo glomerular esteja reduzida em adultos e criangas
mais velbas. Em neonatos, que ja nascem com a taxa de filtragio glomerular

“fisiclogicamente” reduzida, isso adquire importincia ainda maior.

O ttibulo proximal € o principal local de reabsorgio de proteinas, eletrdlitos e

glicose e muito sensivel a agentes nefrotoxicos e lesbes isquémicas.

As pesquisas na area da insuficiéncia renal aguda mostram que a agressdo
toxica ou isquémica ocorre primariamente no compartimento tibulo-intersticial e ndo
no glomerulo. Estudos em pacientes com uma série de nefropatias onde foi feita a
analise histomorfologica de biopsias renais mostraram que o prejuizo da fungio renal
¢ maior nos tubulos e intersticio. Nesses trabathos ficou evidente que, quando ha
atrofia tubular e fibrose intersticial, a perda da fun¢8o renal pode ser antecipada; na
auséncia delas, a fungdo renal pode ser preservada, mesmo se ocorrerem alteracdes
evidentes na morfologia do glomérulo (MUSSAP et al |, 1996). Sendo assim, testes
que megam a func¢io tubular sdo marcadores mais precoces € sensiveis de lesdo renal
incipiente, enquanto a creatinina, que € marcador de funcdo glomerular, é mais

tardia.

Nos ultimos anos tem se observado um interesse na avaliagdo renal mediante
a dosagem das proteinas de baixo peso molecular presentes no plasma e urina, que

sdo livremente filtradas através da parede capilar, reabsorvidas e catabolizadas nas
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células tubulares proximais. Se a capacidade de reabsor¢io tubular estiver reduzida
ou se as células tubulares forem danificadas por 1squemia, drogas ou agentes toxicos,
a excre¢do urindria dessas proteinas aumenta, podendo ser um indice adequado de
disfun¢do tubular renal. No rim normal, a reabsor¢do dessas proteinas pelas células
tubulares renais € quase completa, tanto que somente tragos de proteinas sdo
excretados na urina. Em situagdes de lesdo, quantidades maiores passam a ser

excretadas em funcio do prejuizo na reabsor¢do tubular.

A detecglo precoce de dano renal € importante tanto nos recém-nascidos
prematuros quanto nos recém-nascidos clinicamente doentes, para que se possa
adequar o aporte hidrico e eletrolitico e tentar remover o agente causador de lesdo,
bem como proteger esse neonato de danos renais subseqiientes. Tais consideragSes
levam ao reconhecimento da necessidade de se utilizar um método mais facil, mais
preciso e que ndo exija coleta de sangue para a determinagio da funcio renal no

recém-nascido.

A medida da atividade da NAG urinaria estd bem estabelecida como um util
marcador de detec¢io de dano tubular renal. A espectrofotometria utilizada para sua
determinacio laboratorial € mais simples e mais rapida do que as técnicas utilizadas
na dosagem de fGrmicroglobuling, o-Il-microglobulina e RBP (radioimunoensaio e
imunoabsorventes ligadores de enzimas), todos também reconhecidos e sensiveis
marcadores de lesdo tubular. A NAG € estavel na urina, ao contrario da labilidade da

[, microglobulina.

A pesquisa da NAG tem se mostrado eficiente marcador precoce de lesdes

renais: ela ndo sofre variacio diurna em sua excrecdo; as varia¢des no fluxo urinario
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podem ser compensadas pela corregiio da atividade urinaria da NAG pela
concentracio urinaria de creatinina; a atividade da NAG nio é afetada pela
colonizagdo bacteriana da urina; a atividade da NAG geralmente ¢ normal em
sujeitos com proteiniria postural; as amostras de urina podem ser armazenadas por
muitos dias a 4 — 6° C e a —20°C por meses sem alterar a atividade da enzima
(HORAK et al., 1981). As técnicas de pesquisa da NAG sdo simples e baratas, pelo
que sua pesquisa pode ser usada como teste de rotina para detecg@o e monitoragio de
lesdo renal.  Com base na bibliografia consultada optamos pela dosagem da NAG,
fazendo sua corregdo pela creatinina urindria. Esta técnica tem a vantagem de utilizar
amostra de urina ocasional e ser compensada pelo efeito da diurese (JUNG, 1991), o
que facilita a coleta, pois em recém-nascidos ¢ dificil recolher urina em 24h. O ajuste
dos valores baseados na concentragio de creatinina € preferivel, principalmente em
urinas muito concentradas, em que a atividade enzimatica pode estar aumentada, ou
muito diluidas, situacio na qual a atividade enzimatica pode estar diminuida (PRICE,

1982).

Embora o HCPA funcione durante as 24 horas do dia, tivemos o cuidado de
fazer as coletas sempre no turno da manha e sempre pelas mesmas pessoas treinadas,
sob supervisdo do autor do trabatho, para que todas as amostras fossem coletadas da
mesma forma. E mais, como a matoria das altas no Alojamento Conjunto ocorre pela
manha, poderia se tornar dificil ou até mesmo inviavel a coleta das amostras em
outro horario. Os relatos na literatura ndo mostram variagdes nas concentracdes da
NAG conforme o horario da coleta (BERTOTTT et al., 1987). Um trabalho, realizado

em criancas sadias com idade variando entre 6 e 15 anos, indica uma variagio diurna
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na excre¢do da NAG sendo sua atividade maior pela manhd (FELDMANN et al,

1989).

Alguns aspectos devem ser considerados quando da decisdo da medida de
rotina da excre¢do da NAG urinaria: a atividade deve ser diretamente determinada
em uma amostra nio tratada de urina; a medida da atividade deve ser realizada com
um equipamento analitico utilizado nos laboratérios de analises quimicas e, quando
possivel, uma medida continua deve ser aplicada para a sua determinacio (JUNG &

PRIEM, 1993).

Uma descricdo detathada com a caracterizacdo das diversas técmicas usadas
na determinacfo da atividade da NAG, incluindo as formulas estruturais de seus
substratos, foi feita por Price (PRICE, 1992). Um levantamento dos métodos usados
na determinac@o da NAG em recém-nascidos e criancas foi efetuado por Csathy e

Pocsi (CSATHY & POCSI, 1995).

Numerosos testes colorimeétricos tém sido recomendados para determmar a
atividade da NAG. Uma Vaz que a atividade ¢ afetada por inibidores presentes na
urina, um pre-tratamento das amostras com filtracdo com gel, diluigdo ou
ultrafiltracdo tem sido sugerido antes de a determinacdo ser realizada (JUNG et al |
1991). Em condigbes ideais, utilizando-se o j& conhecido substrato PNP-GlcNac, nao
se faz necessaria a filtracdo com gel, € na comparagdo com outros trés substratos —
2 metoxi-4-(2 -nitrovinil)-fenil N-acetil-4-D-glucosaminida (MNP-GlcNAc), sodio
m~cresolsulfoftaleinil ~ N-acetil-fD-glucosaminida ~ (MCP-NAG) e 3.3-
diclorofenilsulfoftaleinil (CPR-NAG) —, a NAG mostrou ter alta atividade e boa

correlacdio. Por ser a coloragio do fon p-nitrofenolato parecida com a da urina, um
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pré-tratamento de cada amostra deveria ser realizado com filtragio com gel (JAVED

etal., 1992).

Inicialmente a enzima foi pesquisada fluorometricamente, mas, devido a
problemas de padronizagdo laboratorial, o método acabou sendo substituido pela
técnica colorimétrica ou espectrofotometria. O primeiro substrato usado na técnica
colorimétrica foi o PNP-GlcNac, mas este procedimento tem a desvantagem de
apresentar um background muito elevado devido & coloragdo da urina. Para evitar
esse problema em nossa pesquisa, sempre foi usado um frasco considerado branco,
que n3o continha urina, para corrigir a interferéncia da colora¢do da urina entre uma

analise e outra (PRICE et al., 1950).

Péesi et al. compararam os substratos MNP-GlcNAc e 5-[4-(2-acetoamido-2-
deoxi-S-D-glucopiranosiloxi)-3-metoxifenilmeetilene]-2-tioxotiazolidin-4-one-3-
etanoato (VRA-GlcNac) com o anteriormente usado PNP-GlcNac na técnica
colorimétrica. Observaram que o VRA-GlcNac possui maior sensibilidade e maior
precisdo mesmo quando a atividade da enzima ¢ baixa.; também uma filtragdo com
gel como pré-tratamento da urina ndo se faz necessaria com este substrato ( POCSI et

al, 1992). Em outro estudo, os autores concluem que a técnica com estes trés

2

substratos pode ser usada com alta confianca pelos pediatras (OLAH et al., 1994).

Como pode ser observado na tabela 2 (pag. 8) os valores de literatura para

NAG em RN variam mutto.

Os variagdo dos resultados mostrada na tabela 2 aponta para a auséncia de um
consenso em torno das unidades-padréo utilizadas para o valor da NAG e dos valores

de referéncia, talvez porque cada estudo seja feito com substratos diferentes, devendo



cada centro adotar a sua unidade e determinar os seus valores. Nosso estudo optou
pela técnica de espectrofotometria, utilizando como substrato o PNP-Glc-Nac por ja

ser usado em analise de adultos no HCPA.

A anéalise de nossos resultados nos permite sugerir o valor de 14 + 7,56 U/g

como o intervalo de normalidade da NAG para os recém-nascidos a termo normais.

A comparacdo dos valores da NAG urinéria entre os sexos nfo mostrou
diferenca estatisticamente significativa no presente estudo. Esses achados sdo

semelhantes aos observadospor Osbome ao avaliar a atividade desta enzima em

adultos (OSBORNE, 1980).

Mesmo ndo se constituindo objetivo de nosso estudo, optamos por também
fazer a medida da NAG urinaria em RN prematuros e a termo doentes, para observar
se realmente havia alteracdo nos niveis e validar ¢ método como forma de
rastreamento de disfuncdo renal. Trata-se de uma observagdo de poucas criangas e,
como o grupo era muito heterogéneo, ndo foi possivel inferir quais os niveis
esperados nas diferentes situagbes. No entanto, pode-se claramente perceber que a
atividade da NAG tende a ser mais elevada nos prematuros e nos recém-nascidos a
termo doentes, ictéricos e em uso de antibidticos, fato que refor¢a a importancia do

teste como marcador.

Embora Simeoni et al. tenham demonstrado valores de atividade da NAG
urinaria maiores nos recém-nascidos prematuros quando comparados com 0s a
termo, uma diferenca estatisticamente significativa no indice NAG entre os recem-
nascidos prematuros normais e os a termo normais nao foi observada no presente

estudo. Isto pode ter ocorrido porque em nosso trabalho, além do tamanho amostral
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entre os grupos ser muito diferente, o que dificulta a comparagdo, todos esses recém-
nascidos prematuros tinham idade gestacional igual ou acima de 34 semanas, periodo
no qual a nefrogénese estd completa. Ao analisarmos todos os recém-nascidos
prematuros, incluindo aqueles com algum problema, e os compararmos com os a
termo normais, encontramos diferenca estatistica significativa (SIMEONI et al,
1994). Langhendries et al. também encontraram diferenga nos valores da NAG
quando compararam os resultados entre recém-nascidos prematuros, com idade
gestacional entre 32 e 35 semanas, e recém-nascidos a termo (LANGHENDRIES et

al, 1987).

Por outro lado, Watanabe et al. ndo observaram diferenca nos niveis urinarios
da NAG nas duas primeiras semanas de vida entre recém-nascidos prematuros de 33
a 36 semanas de idade gestacional e recém-nascidos a termo, o que vem corroborar
nossos achados (WATANABE et al, 1987). Da mesma forma, Csathy et al. ndo
puderam demonstrar diferenca estatistica nos indices da NAG entre recém-nascidos a

termo e prematuros nas duas primeiras semanas de vida (CSATHY et al., 1990).

Embora houvesse somente um pequeno nimero de pacientes a termo em uso
exclusivo de antibidtico e que ndo tinham outra patologia associada, observamos
uma diferenca estatisticamente significativa entre esse grupo, que apresentou valores
maiores, e o dos recém-nascidos a termo normais. Langhendries et al. mostraram que
o uso de aminoglicosideo aumenta o indice NAG e que, ap0s a interrupgao do uso,

esse indice retorna aos valores de normalidade (LANGHENDRIES et al., 1989).

Como todos os pacientes que sofreram asfixia apresentavam outros fatores

que alteram os valores da NAG — prematuridade e/ou hiperbilirrubinemia e/ou uso de
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antibidtico — ndo foi possivel determinar a real influéncia deste incidente nos valores
da NAG. O pequeno numerc de pacientes ndo permitiu realizar-se uma analise
utilizando o teste Q de comparac®es multiplas para localizar as diferengas entre esses

Srupos.

Em relac@o a hiperbilirrubinemia, ndo for feita uma analise estatistica isolada
porque o numero de casos que se apresentava somente com ictericia era muito
pequeno € porque ndo haviamos feito as dosagens da enzima nos pacientes antes e
apos o inicio do tratamento, como Sheu et al. j& mostraram em seu trabalho, em que
apos o inicio do tratamento com fototerapia os valores da NAG caifram. Esses
mesmos autores observaram que quanto maior o nivel de ictericia, mais elevados

eram os valores da NAG (SHEU et al., 1993).



7 - CONCLUSOES

Tendo em vista os objetivos a que nos propusemos e pela analise dos dados
obtidos de 113 amostras de urina de recém-nascidos a termo normais do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre, podemos estabelecer as conclusdes abaixo.

s A concentra¢ido da NAG, medida pelo seu indice, apresentou uma média

de 14,14 + 7,56 U/g creatinina urinaria..

e Nio foi encontrada diferenca estatisticamente significativa nos valores do

indice NAG entre 0s sexos.

® A técnica proposta ¢ passivel de realizagdo em nosso meio, sendo pouco
dispendiosa, de aplicacdo precoce, de execugdo rapida e dispensando
coleta sangliinea; sem deixar, contudo, de prescindir da execugio de

outros exames laboratoriais habitualmente utilizados.

Sugerimos que novos estudos, preferentemente multicéntricos e
randomizados, sejam realizados para que a NAG urinaria possa vir a ser utilizada

como um real marcados da  fun¢do remal do  recém-nascido.
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ANEXOS

ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO

HEstamos realizando um estudo sobre a quantidade de uma enzima (N-acetil-B-
D-glucosaminidase) que existe na urina dos recém-nascidos. Esta enzima, quando em
niveis aumentados, sugere lesdio renal. A realizacdo deste estudo nos permitira
determinar os valores normais da enzima nos bebés e com isso poderemos detectar

mais cedo recém-nascidos com problemas nos nins.

Estamos nos propondo a verificar a atividade desta enzima na urina dos bebés
e sua variagdo com o tempo de gestacdo; para isto estamos coletando amostras de

urina dos bebés,

Gostariamos de contar com sua colaboragio no sentido de autorizar a coleta
deste material de seu filho. Ser4 colocado um saco coletor para a coleta da urina; nfo
havera coleta de sangue nem procedimentos que prejudiquem o bem-estar de seu

filho.

Todos os dados utilizados serdo usados para esta pesquisa € Serao

confidenciais.

Eu responsavel  pelo RN  de

2

, fui informada (o) dos objetivos e da

justificativa desta pesquisa, de forma clara e detalhada. Recebi informagées sobre os
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procedimentos previstos, tanto quanto dos beneficios esperados. As minhas dividas
foram respondidas com clareza e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a
qualquer momento. Além disto, set que novas informacdes, obtidas durante o estudo,
me serdo fornecidas e que terei liberdade de retirar meu consentimento de
participagdo na pesquisa pelo Dr. Arlenio Pereira da Costa se assim o quiser, sem
haver prejuizo no atendimento ao meu filho. Desta forma, autorizo a inclusdo de meu

filho neste estudo.

Assinatura do responsavel

Porto Alegre,




ANEXO 2 - FICHA DE COLETA DE DADOS

Nome:

Data de nascimento:

Data da coleta:

Idade gestacional pediatrica:

indice de Apgar:

Uso de medicag@o no RN:

Patologias associadas:

Valor da NAG:

Valor da creatinina urinaria

Indice NAG/creatinina urinaria

49
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ANEXO 3 — CARACTERISTICAS INDIVIDUAIS DOS PACIENTES

RN A TERMO SADIOS

Numero | IG | Dia |Peso|Sexo| Atb |Foto| Apgar | NAG U/L Crur NAG/cr ur
2 278 | 2 128401 M N ! N 9 19 0,97 19,59
12 270 { 2 2295 F N | N 9 53 0,24 22,08
13 288 | 2 13830} M N | N 10 4.7 1,36 3,46
16 270 | 2 |3355| M N | N 9 22,34 0,63 35,46
17 2751 2 3170 F N | N 9 14,46 0,68 21,26
19 283 | 2 13540 F N I N 9 8,68 0,48 18,87
20 260 | 2 3085, M N | N 10 6,36 0,47 13,53
27 260 | 2 11930 F N | N 8 11,08 0,38 29,16
38 275 | 2 3190 M N | N 10 13,36 0,88 15,20
39 268 | 2 (3765 M N | N 10 10,8 1,08 10,00
45 260 2 (2830, M N | N 10 2,22 0,49 453
46 278 1 32901 M N N 10 11,8 1,08 10,93
57 278 | 3 |2925| F N | N 9 21,4 0,67 31,94
68 278 | 2 13430 M N | N 9 8,52 0,68 12,53
70 270 | 2 |3235] F N | N 10 10,9 0,73 14,93
71 27 2 085 M N | N 7 72 1,78 3,78
77 262 1 127800 M N N g 6,3 0,31 20,32
80 273 | 2 |3400| F N | N 10 0,7 0,49 1,43
89 2701 2 13500 F N | N 9 10,72 0,85 12,61
90 283 | 2 3330 M N | N 9 21,26 1,24 17,15
94 283 | 2 2720 M N | N 16 19,08 0,67 28,48
96 277 | 2 (2970 M N | N 9 2,24 1,27 1,76
97 287 | 2 13640 M N | N 10 13,44 1,1 12,22
98 264 1 (3310 M N N 7 2,5 1 2,50
g9 283 1 3080, F N N 10 1,26 0,45 2,80

102 288 1 2 3540 M N | N 10 7,64 1,38 5,54
103 288 2 ({3835 M N N 9 11,26 1,31 8,60
104 285 | 4 13540 M N | N 9 07 0,21 3,33
108 288 | 3 13180 M N | N 10 16,5 1,16 14,22
115 293 | 2 12940 M N | N 9 5,56 1,29 4,31
117 296 1 13385 F N | N 10 14,06 2,32 6,06
125 273 1 12500 F N | N 9 1,26 0,39 3,23
127 273 | 3 |3230| F N | N 9 15,58 0,98 15,90
130 278 2 127700 F N | N 8 2,56 0,19 13,47
134 273 3 13290 M N | N 9 1,26 1,34 0,94
138 260 | 2 (3245, F N | N 10 10,62 1.4 7,59
142 283 | 2 3525 F N | N 9 15,12 1,3 11,63
146 283 | 2 |3195| F N | N 10 11,68 1,19 9,82
148 280 | 2 14240 M N I N 9 15,7 1,37 11,46
151 273 2 124701 F N N 9 19,84 1 19,84
155 2831 2 3615 M N | N 9 2,64 0,21 12,57




Nomero | IG | Dia |Peso|Sexo| Atb |Foto| Apgar | NAG U/L Crur NAG/cr ur
166 275 1 2 |3340| F N | N 10 6,84 0,26 26,31
167 2831 1 3310 M N | N 16 15,02 3,89 15,17
1869 275 1 13620 F N N 10 3,28 0,75 8,75
170 2751 1 132001 F N | N 10 6,14 0,74 16,59
171 283 1 12935 F N | N 10 8,38 1,18 7,10
172 2851 2 13730 M N | N 9 18,52 1,15 16,10
174 288 | 2 13880 M N | N 9 5,94 1,11 5,35
176 278 | 2 3740 F N | N 9 13,66 1,17 11,68
177 283 | 2 13120 F N | N 10 6,96 0,54 12,89
184 288 | 2 133851 M N | N 9 17,48 0,99 17,67
185 273 2 12315 M N N 9 20,06 1,2 16,72
195 265 1 13325 M N | N 9 2,48 0,33 7,52
196 283 1 13645| F N | N 9 18,5 0,99 18,69
197 280 | 2 3190 M N | N 9 8,42 0,81 10,40
201 266 | 3 129501 M N | N 10 20,74 2,05 10,12
210 273 1 13560 M N | N 9 17,02 1,66 10,25
214 283 1 30751 M N | N 9 11,08 1,06 10,45
217 275 1 2 3930 M N | N 10 3,08 0,12 25,67
218 2701 2 33001 M N | N 9 2378 1,32 18,02
219 2831 2 136857 F NI N 9 18,32 217 244
221 280 2 3635 F N | N 9 4,36 0,26 18,77
224 275 1 13500) F NI N 9 11,96 0,74 16,16
228 273 1 2 13195 M N | N 9 8,4 0,47 17,87
231 2851 2 12540 M N | N 9 7,82 0,27 28,96
236 273 1 2 (33401 M N I N 9 16,06 1,28 12,55
240 283 2 134407 M N N 10 10,16 0,57 17,82
241 278 | 2 26057 M N | N 9 18,02 0,45 40,04
242 261 3 {37251 M N | N 10 14,14 0,57 24,81
243 273 | 2 2775} F N | N 9 2,1 0,4 5,25
244 280, 2 2970, F N | N 9 1,52 1,32 16,30
249 274 | 2 |3035] M N | N 10 15,42 1,37 11,26
251 281 1 13400 F N | N 9 18,96 1,34 14,15
267 2831 2 12310 M N | N 9 281 1,11 25,32
272 287 2 13390 F N N 10 20,14 0,97 20,76
273 287 | 2 12335; M N | N 10 13,54 0,84 14,40
274 266 1 12940 M N N 10 13,9 0,84 16,55
280 288 | 3 14705 M N | N 8 12,9 0,88 14,66
283 265 | 2 (2685 M N | N 9 7.4 0,27 27 .41
284 280 2 3150 M N | N 9 15,1 1,4 10,79
285 288 1 3 129357 M N | N 9 14,6 0,59 2475
287 288 2 13420 M N N 9 17,12 1,64 10,44
292 293 1 13185, M N | N 9 586 0,66 8,48
296 265 | 2 (35851 M N | N 10 18,36 1,29 14.23
297 278 2 (3055 M N N 10 19,1 1,03 18,54
298 273 | 2 (20680} F N | N 10 19,02 1,31 14,52
299 278 | 2 3665 F N | N 9 10,5 0,82 12,80
301 2831 2 3185 F N | N 9 10,7 1,26 8,49
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Numero | IG | Dia |Peso|Sexo| Atb |Foto| Apgar | NAGU/L | Crur NAG/cr ur
307 273 | 3 2755 F N | N 9 13,8 0,55 25,09
310 2831 2 {3340, F NI N 9 5,9 0, 8,94
315 288 2 13650 M N N 9 13 1,1 11,82
317 288 | 3 13810 M N | N 8 15,2 1,38 11,01
321 280 | 2 14000] M NI N 9 3.5 0,31 11,29
322 283 | 2 13190 M N | N 9 146 0,93 15,70
326 2806 | 2 13795 M N | N 9 9,8 1,57 6,24
327 278 | 3 (2650 M N | N 9 11,6 0,76 15,26
328 275 1 3 |3780| F N | N 9 20,14 1,26 15,98
333 250 1 2 12480 M N I N 9 20,08 0,79 256,42
337 260 | 3 126830 M N | N 10 3,54 0,25 14,16
338 275 1 12840 F N | N g 14,96 1,26 11,87
339 284 | 2 12945 F N | N 9 13,44 0,76 17,68
341 288 | 2 12820| F N | N 10 16,26 1,03 15,63
342 2661 2 (24101 F N | N 9 17,6 072 24,44
347 280 | 2 |3470| F N | N 10 21,88 1,11 19,71
348 286 | 2 (2890 M N | N 10 18,76 1,03 16,27
353 278 1 13940 M N | N 9 9,76 1,52 6,42
361 288 | 1 |2760| F N | N 9 276 0,39 7,08
364 280 1 2 13350 M N | N 9 2,46 0,29 848
367 285 2 (4100 M N | N 10 8,84 1,4 6,31
368 2801 2 3990 M N | N 10 22,16 1,44 15,39
370 265 | 2 |2740| F N | N 9 6,66 1,08 6,17
372 294 | 2 13480 M N | N 7 13,78 2,43 5,67
375 266 | 2 13400} M N | N 7 8,08 0,29 23,38

RN A TERMO DOENTES

Namero | IG | Dia |Peso|Sexo| Atb |[Foto| Apgar | NAG U/L Crur NAG/cr ur

3 2700 2 12680 F S| N 10 21,48 0,32 87,13
18 288 2 144551 M S N 8 1,72 0,2 8,60
28 278 | 2 3620 M S| N 9 23 0,28 82,14
31 260 | 3 |2870| F S| S 3 14,14 0,05 282,80
35 280 | 2 (3235| M N | S 10 17 2,61 6,51
42 278 | 4 124500 M NI S 8 10,58 07 15,00
72 263 2 13085 F N S 9 20,06 1,31 15,31
137 288 | 2 42351 M S | N 9 18,74 0,08 234,25

138 265 | 3 36101 M N | S 10 10,1 0,12 84,17
190 266 2 3135 M N S 9 4.4 0,22 20,00
192 288 | 2 (3415 F S| S 10 ,02 0,2 30,10
193 278 | 2 [3130| F N | S 10 20,48 0,78 26,26
206 288 | 2 4070 M St N 7 21,32 0,3 71,07
232 268 | 2 (2640 F S| N 9 8,18 0,45 18,17
234 263 2 12565 M S N 9 243 0,2 121,50
340 278 | 2 835, F S | N 9 18,5 51 36,31
349 288 2 13340 F S N 3 23,22 1 232,20
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Ndamero | IG | Dia |Peso|Sexo| Atb |Foto| Apgar | NAG U/L Crur NAG/cr ur
352 263 1 128301 M N S 9 3,86 0,17 23,29
357 278 1 2 (4100 F SN 7 20,44 0,24 85,17

RN PREMATUROS

Namerco | IG | Dia |Peso|Sexo| Atb |Foto| Apgar | NAG UL Crur NAG/cr ur

26 244 | 2 12260 M N N 9 22,26 063 3533
34 235 2 22701 M S S 10 23,186 0,21 110,30
862 253 | 2 4335 F S N 9 25,16 0,07 359,40
69 253 3 |2585| M N N 9 18,76 1,86 10,80
73 250 | 2 27701 M S S 5 13,2 0,14 94,29
78 248 1 127000 M N N 9 4,32 0,1% 28 80
105 189 3 770 M 3 S 4 10,64 0,07 152,00
119 258 | 3 1245 M N N 10 1,34 0,16 8,38
133 245 1 2 2665 M N N 8 2,68 0,36 7,44
153 252 1 1800 | M S N 8 1,36 0,08 17,00
158 231 2 (2015, F S| N g 12,48 0,34 3870
159 224 2 118501 M S N 4 23,84 0,07 340,58
183 256 | 2 2335 M S | N 0 1,2 0,12 10,00
209 243 | 2 |1805| F NI & 10 4.84 0,11 44 00
238 245 2 11840 M S N 9 18,44 0,4 46,10
280 245, 2 2610 M N N g 476 8,71 570
295 217 2 11330 M S S 9 25,48 0,08 318,50
303 255 1 2705, F N N 10 14,74 0,58 25,41
334 2551 2 12885 M N N 9 16,44 1,26 13.05
359 240 2 122551 M S 5 9 13,894 0,71 18,63

IG - idade gestacional em dias
Dia — dias de vida na coleta de urina
Peso — em gramas
Sexo — (F) fermunino; (M) masculino
Atb — antibidtico
Foto — fototerapia
S -Sim; N -Ndo
Apgar — dado no 5° minuto de vida

Cr ur - creatinina urinaria (valores expressos em g/1)
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