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TS resumo

Chumbo Objetivo: Este estudo teve como objetivo averiguar a atividade enzimatica da N-acetil-B-D-glicosaminidase
(NAG) como possivel biomarcador precoce de disfuncéo renal para a exposicdo ocupacional ao chumbo
inorgénico. Materiais e métodos: Foi selecionado um grupo de 30 pessoas do sexo masculino expostas

N-acetil-3-D-glicosaminidase

Biomarcador ao chumbo inorgénico em uma fabrica de baterias localizada no estado do Parana. Fizeram parte do

Saiide ocupacional grupo os funciondrios que mostraram valores de chumbo sanguineo inferiores a 40 mg/dl. O grupo

i controle foi representado por 15 adultos saudaveis com similaridade em relacéo a idade e ao género do
rina

grupo exposto. Foram determinados os niveis de plumbemia, do acido d-aminolevulinico urinario e a
atividade da NAG urindria. Resultados e discussao: Foi evidenciado que a atividade urinéria da NAG foi
significativamente maior (p < 0,05; teste U de Mann-Whitney) no grupo exposto ao chumbo inorganico
quando comparado ao grupo controle, e houve uma correlacdo negativa com significancia (p < 0,05;
correlacdo de Spearman Rank Order) entre o indicador biolégico de exposicdo plimbica e a atividade
urinaria da NAG. Concluséo: Os resultados demonstraram que o aumento da atividade urinaria da NAG
pode ser utilizado como um biomarcador precoce da exposicdo ao chumbo inorgénico.

abstract ST

Objective: This study aimed to verify the enzymatic activity of N-acetyl-B-D-glucosaminidase (NAG) as a | Lead
possible early biomarker of renal dysfunction due to occupational exposure to inorganic lead. Materials and
methods: We selected a group of 30 males that had been exposed to inorganic lead in a battery factory in
the state of Parand. This group comprised those employees whose blood lead levels were below 40 mg/dl.
The control group consisted of 15 healthy adults of similar age and gender compared with the exposed | Bccupational health
group. Blood lead concentrations, d-aminolevulinic acid levels and urinary NAG activity were measured.
Results and discussion: It was shown that urinary NAG activity was significantly higher (p < 0.05, U test
of Mann-Whitney) in the exposed group in comparison to the control group, and there was a significant
negative correlation (p < 0.05, Spearman Rank Order correlation) between the biological indicator of lead
exposure and urinary NAG activity. Conclusion: The results showed that the increase of urinary NAG activity
may be used as an early biomarker of the exposure to inorganic lead.
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Introducao

Os perigos da exposicdo ocupacional ao chumbo sdo
bastante documentados gracas ao controle dos efeitos
toxicos agudos do chumbo inorganico em trabalhadores
expostos. Devido a esse controle, grande atencdo tem sido
direcionada as desordens cronicas ou subclinicas atribuidas
a tais exposicoes. Entre esses efeitos cronicos tém-se visto
historicamente a hipertensdo e as disfuncdes renais como
as patogéneses mais importantes. No entanto, as conse-
qliéncias fisiolégicas sdo indmeras, com efeitos neurolé-
gicos, hematoldgicos, gastrointestinais, cardiovasculares,
enddcrinos e carcinogénicos® # 162D,

Vérias evidéncias denotam que altos niveis de exposicao
ao chumbo podem ocasionar faléncia renal cronica. Com
a exposicao excessiva e prolongada ao chumbo a doenca
renal é progressiva e irreversivel. A nefropatia por chumbo
é caracterizada por reducdo gradual da funcdo renal e
frequientemente acompanhada por hipertensao. Os efeitos
toxicos do chumbo sobre os rins se dividem principalmente
em disfuncdo tubular renal reversivel e nefropatia tubular
irreversivel. A disfuncdo reversivel ocorre, na maior parte das
vezes, em criancas sob exposicdo aguda e algumas vezes
em trabalhadores expostos. As caracteristicas da nefropatia
aguda incluem corpos de incluséo nuclear, alteracdes fisiol-
gicas na mitocondria e citomegalia das células epiteliais dos
tdbulos proximais. A nefropatia irreversivel, um efeito direto
da exposicdo cronica ao chumbo sobre os rins, é caracteri-
zada por esclerose vascular, atrofia ou hiperplasia da célula
tubular, fibrose intersticial progressiva, nenhum ou poucos
corpos de inclusdo e esclerose glomerular. A forma crénica
é descrita principalmente em trabalhadores expostos, cuja
exposicao primaria se da por inalacdo(*1”.

O rim, por ser um dérgéo compensatério, ndo mostra
mudancas na proteindria, uréia ou creatinina sérica, mesmo
com 50% de perda da capacidade funcional. As alteracdes
dos valores de uréia sanglinea e creatinina sérica ocorrem
com a perda de dois tercos da funcéo renal. Devido a relativa
insensibilidade dos testes clinicos tradicionais de avaliacao
da funcédo renal para a deteccéo de injlria precoce ou
funcdo renal alterada, ha um consideravel interesse sobre
potenciais biomarcadores de efeito precoce de injdria renal
por exposicdo ao chumbo® 121619,

A N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) é uma enzima
hidrolitica localizada nos lisossomos das células dos tibulos
proximais do sistema renal que possui a funcdo auxiliar
na degradacdo de glicoproteinas®. Essas proteinas séo
degradadas, nessas organelas, em aminodcidos, que
sao levados, via membrana basolateral, para a circula-

cdo sanglinea. Baixos niveis da NAG sdo normalmente
encontrados na urina como resultado das atividades de
exocitose e pinocitose das células epiteliais tubulares(?.
Danos nos tGbulos renais aumentam os niveis da NAG na
urina no estagio precoce das lesdes e durante a evolucéo
da quebra estrutural das células tubulares, o que resulta
em necrose celular. Por conseguinte, uma alta atividade
urinaria da NAG pode causar suspeita da presenca de do-
enca renal ou dano téxico. Por isso tem-se sugerido que
a quantificacdo da atividade da NAG urinaria serve como
parametro no diagnéstico de danos renais®.

Na exposicdo de trabalhadores ao chumbo inorganico,
a NAG parece ser um marcador precoce de nefrotoxici-
dade, no entanto as relagdes dose-efeito ainda ndo estdo
bem estabelecidas, e tampouco o significado e os meca-
nismos do aumento da atividade da NAG urinaria neste
tipo de exposicao®@. Portanto a avaliacdo nas mudancas
da atividade urinaria da NAG pode refletir alteracdes
bioquimicas e estruturais nas células tubulares renais.
Assim, o objetivo deste estudo foi averiguar a atividade
enzimatica da NAG como possivel biomarcador precoce de
disfuncdo renal para a exposicao ocupacional ao chumbo
inorganico, sendo esta atividade enzimatica relacionada
com a plumbemia e o 4cido 3-aminolevulinico (ALA-U) na
urina, biomarcadores de exposicdo e efeito ao chumbo,
respectivamente.

Material e métodos

Populagao

Foi selecionado um grupo de 30 pessoas do sexo
masculino expostas ao chumbo numa fébrica de baterias
localizada no estado do Parana. O critério de selecdo foi
baseado no resultado da andlise de chumbo sangiiineo
(PbS) previamente obtido desses trabalhadores. Fizeram
parte do grupo aqueles que mostraram niveis de chumbo
sangliineo < 40 pg/dl, faixa considerada de normalidade
de acordo com o valor de referéncia adotado pela Norma
Regulamentadora n° 7 do Programa de Controle Médico de
Salde Ocupacional do Ministério do Trabalho™. A decisdo
pelo nivel de exposicdo apresentado foi fundamentada na
necessidade de avaliar a atividade da NAG como biomar-
cador precoce de dano renal.

O grupo controle foi representado por 15 adultos sau-
daveis com similaridade em relacdo a idade e ao género
do grupo exposto. A composicdo do grupo se firmou com
a apresentacdo voluntéria dos participantes e a aplicacdo
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de um questionario individual. Foram considerados aptos
os individuos masculinos entre 20 e 55 anos de idade, sem
histérico de nefropatias, hipertenséo e diabetes ou qual-
quer atividade associada a exposicdo ao chumbo. Todos
os participantes assinaram um termo de consentimento
livre e esclarecido. Este estudo foi aprovado pelo Comité
Permanente de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Huma-
nos (COPEP) da Universidade Estadual de Maringa (UEM).
O protocolo foi apreciado de acordo com a Resolugdo n°
196/96, sob o registro n© 0039.0.093.000-05.

Amostras

As amostras de urina colhidas matutinamente nos
laboratérios de toxicologia da Universidade Estadual de
Londrina (UEL) e da UEM foram fracionadas para os ensaios
de atividade da NAG, a analise de creatinina e a determina-
¢do do ALA-U. Para a determinacdo da atividade da NAG, 3
ml da amostra foram centrifugados, sendo o sobrenadante
fracionado e estocado em frasco de polietileno por no ma-
ximo 30 dias a -20°C. Outra por¢ao de 3 ml foi separada
para a andlise de creatinina, realizada logo apds a coleta.
O restante da amostra foi acidificado com acido cloridrico
6 N até atingir o pH 2-3 e refrigerado por no méaximo dois
dias para a determinagdo do ALA-U.

Para a determinacdo da plumbemia (PbS) foram colhi-
dos 10 ml de sangue total heparinizado em seringa BD de
10 ml. A amostra foi estocada na prépria seringa a -20°C
até o momento da andlise, realizada num intervalo maximo
de 15 dias ap6s a coleta.

Determinacéio da atividade da
N-acetil-3-D-glicosaminidase na urina

A determinacdo da NAG urinaria foi baseada no
método descrito por Maruhn™. A amostra contendo a
NAG foi adicionada a uma solucdo contendo p-nitrofenil-
N-acetil-B-D-glicosaminida (Acros® 10 mmol/l) dissolvido
em solucdo tampdo citrato de sédio 0,2 mol/l (pH 4,4).
A mistura resultante foi incubada a 37°C por 15 minutos
para que ocorresse a hidrdlise enziméatica do substrato
com liberacdo do ion p-nitrofenilato. A acédo enzimética foi
interrompida com a adicdo de solugcdo tampao de Kolthoff
0,5 mol/I (pH 10,25). O produto da reacao foi medido em
espectrofotometro Shimadzu® (UV-1601PC), em 405 nm,
sendo a absorbancia proporcional a atividade urinéria da
NAG apds correcdo com a urina sem substrato.

O calculo da atividade urinaria de NAG foi obtido con-
forme descrito por Horak et al.("%:

p. 241-247 * agosto 2008

NAG (U/l) = A[U - UB] X (100 pmol/I) X fator de diluicdo (2) = A[U-UB] X 13,3
A [P - RB] X tempo de incubagéo (15 minutos) A[P-RB]

Sendo: A = absorbancia.
U = urina-teste.
UB = urina branco.
P = padréo.

RB = reagente branco.

A atividade da NAG também é apresentada como
U/g de creatinina. Para isso a atividade urinaria da NAG
expressa em U/l foi dividida pelo teor de creatinina uri-
naria (g/l) obtida de cada individuo.

A precisédo intradia da atividade urinaria da NAG foi
obtida por meio de um pool de urinas normais. Esta de-
terminacdo ocorreu em todos os ensaios de andlise da
NAG dos grupos exposto e controle. A atividade obtida
foi de 2,56 + 0,1 U/l com um coeficiente de variacdo
de 3,9%.

Determinacao de chumbo no sangue

A determinacéo de PbS foi realizada segundo Hessel®.
Ap6s hemolise da amostra de sangue com Triton X-100
(Merck®), o chumbo foi complexado com pirrolidina-
ditiocarbamato de aménio (Sigma®) e o complexo foi
extraido em metil-isobutilcetona (Merck®). O conteldo
de chumbo na fase organica foi determinado por espec-
trofotometria de absorcdo atémica em 283,3 nm, usando-
se a chama de ar acetileno. Validacdo intralaboratorial:
a) linearidade — 6 a 160 pg/dl; b) limite de detec¢do - 1
pg/dl; c) limite de quantificacdo — 6 ug/dl; d) precisao
-5 %; e) recuperacao — 94% a 120%.

Determinacao de acido 5-aminolevulinico
na urina

O ALA-U foi determinado de acordo com Tomokumi
e Ogata@®. A determinacdo quantitativa foi baseada na
condensacéo do acido 8-aminolevulinico com acetoaceta-
to de etila, produzindo o composto 2-metil-3-carbetoxi-
4-(acido-3-propidnico) pirrol. Este composto ALA-pirrol,
ap6s extracdo com acetato de etila, complexou-se com
reativo de Ehrlich modificado, resultando num composto
colorido determinado por espectrofotometria em 553 nm
(Shimadzu®-UV-1601PC). Validacao intralaboratorial: a)
linearidade — 1 a 30 mg/l; b) limite de deteccéo - 0,1
mg/l; ) limite de quantificacdo — 1 mg/l; d) precisao
- 9,8 %,; e) recuperacdo - 93% a 117%.
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Determinacédo de creatinina na urina

A quantificacdo de creatinina urinéria foi realizada usan-
do-se o teste da Labtest®. A creatinina forma um complexo
com a solucdo de picrato em meio alcalino, segundo a
reacao de Jaffé, que foi medido fotometricamente em 540
nm (colorimetro — Siel® 300).

Métodos estatisticos

Para os célculos estatisticos foi utilizado o programa
Statistic Analysis System (SAS Institute, Cary, NC, USA),
versdo 6.0. As diferencas estatisticas entre os grupos
foram avaliadas com aplicacdo do teste U de Mann-
Whitney. Para a obtencdo da relagcdo entre as varidveis
foi utilizada a correlacdo de Spearman Rank Order.
Os testes que obtiveram p < 0,05 foram considerados
significativos.

Resultados

A exposicdo ocupacional ao chumbo inorganico pode ser
avaliada por indicadores biolégicos. O indicador de dose in-
terna mais utilizado é a determinagéo de chumbo no sangue
(PbS). O indicador de efeito do chumbo no organismo, por
sua vez, é a determinacao de ALA-U, que representa a acéo
inibitéria do chumbo sobre a enzima ALA-desidratase.

A anélise comparativa dos indicadores biol6gicos de
dose interna e de efeito da exposicdo ao chumbo na po-
pulacdo estudada esta representada na Tabela 1. Nesta
foi constatado que o indicador biolégico de dose interna
(PbS) difere significativamente entre o grupo exposto e o
grupo-controle, e ndo houve diferenca quando se compa-
rou o biomarcador de efeito (ALA-U) relacionado com a
biossintese da heme.

Concentracao de PbS e ALA-U
do grupo-controle (n = 15) e do

grupo exposto (n = 30) ao chumbo

Tabela 1 ghLlIEENE

Biomarcadores  Grupo-controle  Grupo exposto

PbS (ug/dl) 14,6 £ 1547 24,05+ 10,45
[6-39,4] [6-40]*

ALA-U (mg/g 1,54 £ 0,37 1,21 £0,6

creatinina) [1-2,2] [1-2,7]

*p < 0,05.

PbS: chumbo sangiiineo; ALA-U: acido d-aminolevulinico urindrio.

Ao se avaliar a atividade urinaria da NAG (Tabela 2).
€ possivel observar que o grupo exposto ao chumbo
inorganico apresentou, significativamente, uma ativida-
de de excrecdo urinaria maior desta enzima quando em
comparagcao com o grupo-controle. Esta significancia foi
obtida tanto na atividade da NAG em unidades de ativi-
dade enzimatica por litro de urina (U/l), quanto apds a
correcdo pela creatinina (U/g creatinina).

Atividade urinaria da NAG do grupo-

controle (n = 15) e grupo exposto

Tabela 2 JUEREE T RTEELE)
NAG Grupo-controle  Grupo exposto
U/l 3,52+1,1 6,07 £ 2,27***
[1,32-5,72] (3,1-13,21]
U/g creatinina 2,88+ 1,4 461 +1,84**
[0,08-5,68] [1,76-9,14]

**p < 0,01; ***p < 0,001.
NAG: N-acetil-p-D-glicosaminidase.

A faixa referencial da atividade urinaria da NAG foi ob-
tida apos analise da populagdo-controle. Com cobertura
de 95%, estimou-se que o intervalo referencial da NAG
em U/l foi de 1,32-5,72 e que a atividade da NAG em
U/g de creatinina foi de 0,08-5,68, conforme demonstra
a Tabela 2. Este intervalo estd em conformidade com os
propostos por Horak et al."9, 0,4-5,6 U/g de creatinina,
e Whiting et al.?, 0,2-5,8 U/g de creatinina, com a
utilizacdo da mesma metodologia analitica.

Pelo coeficiente de correlagdo entre a atividade
urinaria da NAG e o biomarcador de dose interna no
referente estudo, observou-se correlacdo negativa com
significancia, conforme mostra a Tabela 3.

Coeficiente de correlacao entre os
biomarcadores de exposicao (PbS), o

efeito (ALA-U) e a atividade urindria

Tabela 3 EERVAY
Biomarcadores NAG NAG

(/L) (U/g creatinina)
PbS (pgidl)  -0,3772* -0,1121
ALA-U (mg/g 0,0287 0,0033
creatinina)
*p<0,05.

PbS: chumbo sangtiineo; ALA-U: ALA-U: &cido 8-aminolevulinico urinario;
NAG: N-acetil-B-D-glicosaminidase.
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A Figura 1 demonstra que, no grupo exposto ao Pb,
33% apresentaram aumento da atividade da NAG (U/g
creatinina) quando em comparagao com o valor de refe-
réncia estudado por Horak et al.1. Entre o grupo controle,
uma atividade da NAG maior que o indice referencial foi
observada em apenas dois (13%) participantes.

100
a0
&0

0% com sumanto de
afividade da NAG

40

B % com afvidade de
MAG deniro dos
valres on rfaninca

20

1 (controle)

2 (exposto)

NAG: N-acetil-B-D-glicosaminidase.

Figura 1 - Diferencas de atividade da NAG entre o grupo-controle e o grupo exposto
ao chumbo em fungdo do valor de referéncia de Horak et al.(”

Discussao

Nos tibulos proximais renais, a degradacao protéica lisos-
somal é realizada por hidrolases como as cisteina-proteinases
e a N-acetil-3-D-glicosaminidase, que auxiliam na degrada-
cdo de glicoproteinas™®. A NAG é uma enzima que, por ser
encontrada em altas concentracdes nos tlbulos renais, ser
estavel na urina e nao comumente influenciavel por variagdes
pré-renais, pode ser utilizada como marcador diagndstico e
prognéstico de disfungdo tubular renal®: 11120,

Neste estudo, os niveis de atividade urinaria da NAG
num grupo de individuos expostos ao chumbo inorgénico
(menos de 40 ug/dl de plumbemia) foram avaliados e
comparados com os niveis de um grupo-controle néo-
exposto ao metal. As dosagens da NAG foram comparadas
entre os grupos e correlacionadas com os indicadores
biolégicos de efeito (ALA-U) e de dose interna (PbS). Os
resultados mostraram que no grupo exposto os niveis de
PbS foram significativamente maiores quando em compa-
racdo com o controle, demonstrando o carater expositivo
deste grupo. No entanto ndo houve diferenca no indicador
ALA-U entre os grupos controle e exposto (Tabela 1). Esta
ndo-constatacdo de efeito sobre a biossintese do grupo
heme pela determinacdo de ALA-U pode ser justificada
pelos baixos teores de plumbemia da populagédo exposta
(24,05 £ 10,45 pg/dl).

p. 241-247 * agosto 2008

A avaliacdo da atividade urinaria da NAG foi significati-
vamente maior no grupo exposto ao chumbo quando em
comparagdo com o controle. Portanto, no grupo exposto
ao chumbo, em niveis de PbS considerados normais, pode
haver lesdes dos tdbulos renais e, conseqlientemente,
um efeito toxico sobre o sistema renal, com evidéncia de
nefrotoxicidade subclinica (Tabela 2). Mortada et al.(9,
ao avaliarem policiais de transito expostos ao chumbo,
demonstraram um aumento urinario de NAG e albumina,
ratificando os danos nos tibulos e glomérulos, respecti-
vamente. Meyer et al.") e Sonmez et al.?? relataram um
aumento na atividade urindria da NAG na exposicdo ocu-
pacional ao chumbo. Gerhardsson et al.®, contrariamente,
ao avaliarem os efeitos renais do chumbo em trabalhadores
com longa exposicdo, ndo encontraram significancia na
excrecao urinaria da NAG ou outros marcadores de fungdo
renal entre os grupos exposto e nao-exposto. Em Gennart
et al®, a avaliacdo de um grupo exposto com PbS acima de
40 pg/dl também néo evidenciou diferenca significativa da
NAG quando em comparag¢do com um grupo controle nem
correlacdo com os indicadores bioldgicos PbS e ALA-U. De
acordo com Chia et al.?, a falta de correlacdo entre a ativi-
dade urindria da NAG e os varios indicadores de exposicao
ao chumbo decorre do fato de que estes nao refletem uma
sobrecarga renal por chumbo. Além disso, 0 aumento na
atividade urinaria da NAG pode ndo ser devido ao acimulo
crénico deste metal nos tdbulos. Estes mesmos autores suge-
riram ainda que a atividade urindria aumentada da NAG seja
uma resposta aguda ao aumento repentino de chumbo sobre
o sistema renal. Isto pode explicar a incoeréncia de resultados
e justificar o aumento da atividade urinaria da NAG quando
trabalhadores séo novamente expostos ao metal.

No presente estudo foi encontrada baixa correlacdo
negativa entre o biomarcador PbS e a atividade urinaria
da NAG (Tabela 3), expressa em (U/l). Este aumento da
NAG poderia ser justificado pela exposicédo continua dos
participantes ao chumbo. Nao houve correlacdo entre o
PbS e a atividade da NAG quando corrigida pela creatinina
(Tabela 3). A correlacdo também néo foi obtida entre o
biomarcador de efeito (ALA-U) e a atividade da NAG (Ta-
bela 3). Portanto o aumento da atividade urinaria da NAG
parece ocorrer somente quando ha sobrecarga de chumbo
sobre o sistema renal, o que parece acarretar uma lesdo
tubular, ndo apresentando progressdao de aumento com
os biomarcadores de efeito e de dose interna.

Ao se avaliar a porcentagem de participantes com
aumento da atividade da NAG entre os grupos exposto
e controle, constatou-se que, no grupo exposto, 33% de
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seus integrantes demonstraram aumento da atividade da
NAG. No grupo-controle, apenas dois individuos (13%)
apresentaram este aumento da atividade da NAG quando
em comparacao com os limites referenciais obtidos neste
estudo (Figura 1) e nos de Horak et al.?. Este dado de-
monstrou maior porcentagem de individuos com aumento
da NAG e possivel lesdo tubular entre os participantes do
grupo exposto ao chumbo inorgénico.

Conclusao

Com os resultados obtidos conclui-se que o aumento
da atividade urinaria da NAG e o possivel efeito subclinico

da exposicdo a baixos niveis de chumbo (< 40 ug/dl)
podem ser evidenciados antes da alteracdo dos niveis de
ALA-U, o biomarcador de efeito de escolha na exposicao
a este metal. Isto sugere que o aumento da atividade uri-
naria da NAG poderia ser utilizado como um biomarcador
precoce de disfuncdo renal na exposicdo plimbica.
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