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STUDII CLINICE

IMPORTANTA DIAGNOSTICA A DETERMINARII
o-GLICOZIDAZEI NEUTRE SI A BZ-MICR?GLOBULINEI
iN PIELONEFRITA CRONICA

THE DIAGNOSTICAL IMPORTANCE OF DETERMINATION OF NEUTRAL
0o-GLICOZIDASE AND (2-MICROGLOBULIN IN CHRONIC PIELONEPHRITIS

Rezumat
Scopul studiului prezent este
aprecierea activitatii procesului
inflamator al aparatului tubular renal
prin determinarea o-glicozidazei
neutre (EC 3.2.1.20) si a fB2-
microglobulinei (32-M) in urina in pielonefrita cronica (PC), perioada
latentd gi PC in acutizare. Functia renald in ambele loturi a fost
mentinutd. Datele obtinute demonstreaza valori semnificativ
crescute fata de lotul martor ale o-glicozidazei neutre si un nivel
sporit al 32-microglobulinei in urina in lotul cu PC in acutizare pana
si dupa tratament (p<0,001). Aprecierea o-glicozidazei neutre si a
B2-M in urina in PC poate fi utilizata ca markeri simpli ai activitatii
procesului inflamator tubular.

Vera SALI
Laboratorul Central de Cercetdri Stiintifice,
USMF ,,Nicolae TESTEMITANU”,
Spitalul Clinic Republican

Summary

The aim of this study was to appreci-
ate the functional statute of tubular
apparatus of kidneys by determinate
the activity of neutral a-glucozidase
enzyme and $2-microglobulin in urine.
The kidneys function in both groups was saved. The received data,
demonstrate meanings much above till comparisons with group of
the control in neutral c-glucozidase and 2-microglobulin in urine
at chronic pielonephritis acute phase before and after treatment
(p<0.001). The appreciation of neutral a-glucozidase and 2-
microglobulin in urine in chronic pielonephritis can be used as a
simple parameter of the inflammatory activity process in tubular
apparatus of kidneys.

Actualitate

Afectiunile renale tubulo-interstitiale, prin cauze infectioase
nespecifice cu caracter acut sau cronic, reprezinta formele cele
mai frecvente care deseori genereaza probleme de diagnostic
si de tratament '**. Desi in ultimele decenii s-au inregistrat
progrese remarcabile, mecanismele patogene care stau la baza
acestor procese sunt inca incomplet cunoscute * 7.

De aceea cercetarile contemporane sunt orientate spre
studierea aprofundata a etiopatogeniei, a particularitétilor
evolutiei clinice, a sporirii calitativa a diagnosticului, a
eficacitatii tratamentului si spre posibilitatea de a pronostica
aparitia recidivelor si a diverselor complicatii 7 '*'", precum
si a cronicizarii lor.

Sub acest aspect, deosebit de importante sunt cercetarile
enzimelor, mai ales determinarea activititii lor in urind '.
Studiile recente au demonstrat importanta aprecierii activitatii
enzimelor in urind in afectiunile renale plurietiologice, acute
sau cronice, caracterizate histopatologic prin afectarea
dominanta a interstitiului si a tubilor renali. 121617,

Spre deosebire de alte organe, rinichiul are un echipament
enzimatic divers si bogat, situat preponderent la nivelul
nefrocitelor. In norma se elimina o cantitate redusa de enzime
in urind. Orice alterare a functiei tubulare sau glomerulare
antreneaza o tulburare a reabsorbtiei tubulare sau scaderea
filtratului glomerular, manifestatd prin enzimurie. In urin in
prezent se apreciaza activitatea aproximativ a 70 enzime si
izoenzime 15,

Unii savanti (Dance, Hultberg, V.Pais etc.) , prin studiile
lor au demonstrat in diferite patologii renale o crestere
considerabila a activitatii unor glicozidaze. Cresterea activitatii
[B-galactozidazei si B-N-acetilglucozaminidazei a fost apreciata
in diferite forme de diabet juvenil, astfel incat gradul acestor
schimbari corespundea gravitatii maladiei si reflecta gradul
afectarii renale in diabet. Aprecierea glicozidazelor si a 2-M
in urind la pacientii cu transplant renal se realizeaza prin teste
de diagnostic destul de importante, care reflecta starea de rejet
acut ®. Astfel, unele enzime urinare pot fi considerate markeri
ai afectarii tesutului renal in diverse nefropatii >°.

Un interes major la elaborarea testelor pentru depistarea
afectiunilor renale 1l prezinta enzimele specifice pentru tesutul
renal. O astfel de enzima este a-glicozidaza neutrd (EC
3.2.1.20), care a fost depistatd in urina umana, a carei origine
mult timp riménea incerta. in serul sanguin activitatea acestei
enzime este redusd, > dar este prezentd in tesutul renal in
cantitati mari.

a-Glicozidaza neutra mai poate fi atestatd in mucoasa
intestinala in cantitati destul de reduse, astfel incat concentratia
sa nu poate fi supusa aprecierii. in alte tesuturi si organe nu a
fost depistata. a-Glicozidaza neutra catalizeaza reactiile de
scindare a glicogenului, a dextrinelor macromoleculare, a
dizaharidelor cu legaturile a- 1,2, a- 1,3, a- 1,4 si a- 1,6
glicozidice si manifesta activitate maximala la pH 6,0 —7,0 4.

S-a stabilit deci cd aceastd enzima este de origine exlusiv
renald, fiind localizatd pe marginea ,,de perie” a celulelor
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epiteliale ale canaliculelor proximale si ansa Henle. Lipseste
in glomeruli si in alte tesuturi renale. Sub acest aspect,
aprecierea o-glicozidazei in urind prezintd interes in
diagnosticul leziunilor renale localizate in sectorul tubulo-
interstitial '*. Excretia crescutd a o-glicozidazei in urina a fost
inregistratd in: pielonefrite cronice, nefropatii diabetice,
amiloidoza renald, hidronefroza, hipertonie arteriala cu
angiopatie renald 215,

Cercetérile ultimilor ani au adus contributii importante in
ceea ce priveste rolul $2-microglobulinei (32-M) in patologia
bolilor renale *7#!2 Aceasta este o proteind globulara
neglicolizatd, cu masa moleculard mica — 11,8 kDa. A fost
izolata pentru prima data in 1964 in urina bolnavilor cu
patologia Wilson si a fost caracterizatd in 1968 de catre
J.Berggard si A.Bearn. f2-M 1in ser si urina se considera un
indice destul de sensibil in afectarea timpurie a tesutului renal.
Orice alterare a functiilor tubulare va antrena o tulburare a
reabsortiei tubulare a $2-M si vor creste considerabil valorile
ei urinare °. Conform datelor unor savanti, nivelul 2-M poate
fi aplicat n calitate de criteriu de diagnostic al functiei renale
la pacientii cu afectiuni interstitiale ale rinichilor *. De aceea,
am considerat oportun studiul activitatii a-glicozidazei si al
nivelului 32-M in pielonefritele cronice sub aspectul de evaluare
a modificarilor functiei tubulare in functie de gravitatea
procesului patologic, dar si in planul definirii criteriilor pentru
ameliorarea diagnosticului timpuriu, a tratamentului adecvat si
a masurilor de prevenire a complicatiilor bolii.

Scopul prezentului studiul consta in aprecierea activitatii
procesului inflamator i a starii functionale a aparatului tubular
renal prin determinarea a-glicozidazei neutre si a b-2M in urina
la pacientii cu pielonefrite cronice in acutizare si in formele
latente.

Material si metode

In studiu au fost inclusi 36 de pacienti cu PC in acutizare
(lotul 1) 5132 de pacienti cu PC faza latenta (lotul II), spitalizati
in Sectia Nefrologie a Spitalului Clinic Republican. Varsta
medie a pacientilor in loturile studiate a constituit 49+7,1 ani
in lotul I (28 femei, 8 barbati) si 47+6,8 ani in lotul II (26
femei, 6 barbati). In ambele loturi de studiu au fost selectati
pacienti cu functia renald mentinutd. Durata patologiei a variat
intre 1-7 ani. Lotul martor a fost constituit din 32 de persoane
aparent sandtoase (27 femei, 5 barbati) cu varsta medie de
49,747,3 ani, in lipsa datelor clinice caracteristice pielonefritei,
cu valori normale ale examenului sumar de urind, cu valori
normale ale ultrasonografiei renale, ale organelor abdominale
si ale cercetarilor instrumentale la care au fost supusi si pacienti
din loturile de studiu.

Diagnosticul clinic a fost confirmat in clinica in baza datelor
istoricului bolii, tabloului clinic, rezultatelor cercetarilor de
laborator, investigatiilor imagistice (USG rinichilor) si
radiologice, cum ar fi ecografia rinichilor, a organelor
abdominale, urografia intravenoasd, metodele radionuclide:
renografia radioizotopica, scintigrafia renala (studiu dinamic).

Investigatiile biochimice s-au efectuat in laboratorul
biochimic al Centrului de Dializa si Transplant Renal SCR si
in laboratorul biochimic al LCCS, USMF “Nicolae
Testemitanu”.

Activitatea a-glicozidazei neutre in urind si nivelul b-2 M
in ser si urind s-au studiat in urina de dimineatd proaspat
colectata, fara utilizarea conservantilor. Probele au fost supuse
centrifugarii (3000 rot/min) si au fost dializate. Parametrii
biochimici de uz curent: proteina totald, Na*, K*, Ca™ , Mg",
CI', fosforul anorganic, nivelul moleculelor medii in ser si in
urina etc. au fost stabiliti prin metode cinetice, enzimatice,
spectrofotometrice de rutina.

Evaluarea sistemului renal a fost realizatd prin urmatoarele
investigatii:

1. sumarul urinei

2. urocultura

3. probe functionale renale care au vizat :

* creatinina serica, émol/l;

* creatinina in urind, g/24 h;

* ureea sericd, mmol/l;

* clearance - ul creatininei, ml/min.

Metoda data este de baza in explorarea functionala renala,
fiind in masura sa confirme integritatea functiei renale sau sa
stabileasca gradul deficitului functional cu acuratete suficienta.

Pentru relevarea procesului inflamator din rinichi au fost
determinate proteina C-reaciva, fibrinogenul si viteza de
sedimentare a hematiilor. Activitatea enzimei o-glicozidazei
neutre 1n urina a fost determinata dupé procedeul A.Petric in
modificarea noastra (Certificat de inovator nr.3783 din
05.11.2001, autori Vera Sali, Dumitru Melnic) bazat pe hidroliza
substratului para-nitrofenil-o-glucopiranozidului in mediu
neutru de cétre enzima mentionatd. Activitatea o-glicozidazei
neutre si nivelul f2-M 1in ser si urind au fost apreciate la
internarea bolnavilor si la externarea lor. Rezultatele au fost
exprimate 1n unitéti pentru 1 mmol de creatinina.

Determinarea proteinuriei s-a realizat in cadrul examenului
de rutina 1n urina proaspat emisa si in urina din 24 ore (metoda
cantitativa).

Nivelul cantitativ al $2-M 1in ser si in urina a fost apreciat
prin metoda radioimunologica cu aplicarea seturilor de reagenti
Rio-Beta-2-Micro-J'?* (Belarusi) Radioactivitatea, stabilitd in
probe, a variat invers proportional cu cantitatea de 32-M

Tabel 1
Dinamica activititii a-glicozidazei neutre si a nivelului 42-M in urin la bolnavii cu pielonefrita cronici
PC acutizare PC latenta
Indici studiati Lotul martor
internare externare internare externare
o-Glicozidaza neutra in urina,
2,96+0,66™* 2,13+£0,48** 2,16+0,59** 1,41+0,57 1,25+0,39

(nmol/s/mmol creatinina)
B2— M (mg/l) in urina 0,30+0,04** 0,28+0,05** 0,32+0,08** 0,21£0,04** 0,13+0,02
f2-M (mg/l) in ser 1,97+0,26* 1,48+0,13 1,45+0,1 1,3+0,12 1,29+0,30

Nota: diferente semnificative fatd de lotul martor *P<0,05; **P<0,001
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Fig.1. Activitatea a-glicozidazei neutre si nivelul de 42- M in urina in pielonefrita cronica ( in % fata de valorile normale)

nemarcatd, prezentd in probd. Limita de detectie minimala
pentru 32-M cu aceasta trusa constituie 3&g/1. Probele de urina
cercetate s-au diluat cu solutie fiziologica in raport de 1:5.

Analiza statistica
Rezultatele au fost analizate statistic utilizindu-se programul
Stat Soft 6.0.2.15.

Rezultate si discutii

Nu au fost inregistrate diferente semnificative statistic intre
loturile studiate in privinta nivelului seric al ureei, cretininei,
glucozei, colesterolului, electrolitilor si a altor parametri
biochimici.

Au fost analizate i evaluate rezultatele activitatii a-
glicozidazei neutre si nivelul $-2M in ser si in urind in
pielonefritele cronice, in functie de forma maladiei. Aceste date
sunt expuse in tabelul si in figura de mai jos.

In baza investigatiilor noastre, efectuate in PC in acutizare,
au fost Inregistrate valori semnificativ crescute a activitatii a-
glicozidazei neutre in urin la internare 2,96+0,66 (P<0,001)
nmol/s/mmol creatinind. La externare, (la 7-10 zile de tratament)
indicii acestei enzime raman majorati - 2,13+0,48 nmol/s/mmol
creatinind (p< 0,001), fapt ce confirma activitatea procesului
patologic, determinat de inflamatie in sistemul tubular. Valoarea
medie a 32-M in urina in PC in acutizare la internare a constituit
(0,30+0,04 mg/1) (P<0,001) si este veridic semnificativa fata
de lotul martor (0,13+0,02 mg/1). Nivelul f2-M 1in urind in
primul lot, dupd tratamentul administrat, rimane majorat,
veridic semnificativ (0,28+0,05 mg/l) comparativ cu subiectii
sanatosi.

In lotul II la pacientii cu PC faza latenta determinim o
excretie veridic semnificativa fatd de valorile normale a a-
glicozidazei neutre la internare (2,16+0,59) (P<0,001). La
externare indicii a-glicozidazei neutre in urina fatd de lotul de
referinta sunt statistic neconcludenti, marcand astfel diminuarea
gradului de inflamatie in rinichi.

Indicii $2-M in urind PC latente au fost majorati veridic
semnificativ pand la tratament (0,32+0,08)(P<0,001). Dupa
tratament nivelul f2-M in urina (0,21+0,04 mg/1), comparativ
cu subiectii sanatosi (0,13+0,02 mg/l), rimane majorat, fiind
veridic semnificativ (P<0,001). Acest fapt vorbeste despre
persistenta inflamatiei tubulare din pielonefritele latente, ceea
ce indica necesitatea unui tratament continuu cu uroseptice,
antioxidante, dezagregante, tratament fizioterapeutic. Nivelele
[32-M in ser pana la tratament si pand la externare sunt in limitele
normei.

Datele obtinute de noi se afld in concordanta cu rezultatele
cercetarilor unor savanti care considera ca in glomerulonefritele
cronice, pielonefrite, amiloidoza a-glicozidaza neutra constituie
un criteriu independent in afectarea renala, deoarece activitatea
sa nu depinde de gradul de exprimare a proteinuriei >!° si spre
deosebire de activitatea altor enzime cum ar fi:
lactatdehidrogenaza, N-acetil-f-glucozaminidaza, f3-
glucuronidaza coreleaza in mare masura cu gradul de acutizare
al maladiei '"'%". Excretia urinara inaltd a a-glicozidazei neutre,
enzima localizata pe marginea ,,de perie” a epiteliului tubilor
renali, determinata de noi la bolnavii cu pielonefrite cronice in
acutizare si in perioada latentd, indica afectarea pronuntata a
apratului tubular renal care se manifesta prin distructia marginii
,.de perie” a epiteliului tubilor renali. Consecinta acestui proces
distructiv este diminuarea functiei de reabsorbtie a aparatului
tubular renal, fapt confirmat de cresterea importanta a excretiei
urinare a 32-M in loturile de pacienti cu pielonefrite cronice.

Astfel, studiul nivelului o-glicozidazei neutre in urina,
completat prin cel al excretiei urinare a $2-M, proteind cu
greutate moleculara mica, poate fi considerat criteriu sensibil
de apreciere a gradului afectarii tubulare renale 1n pielonefritele
cronice.

Concluzii
1. Activitatea a-glicozidazei neutre si nivelul B2-
microglobulinei in urind se majoreaza veridic semnificativ la
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pacientii cu pielonefrite cronice in faza de acutizare, aceste

valori riman majorate si dupa cura de tratament.

2. Dozarile a-glicozidazei neutre si f2-microglobulinei pot
fi considerate markeri sensibili ai activitatii procesului

inflamator tubular in pielonefritele cronice.

3. Aprecierea o-glicozidazei neutre este o metoda
neinvaziva, mai simpla in realizare §i mai putin costisitoare in

comparatie cu costul dozarii nivelului f2-microglobulinei.
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