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RESUMO

A actividade sérica total da N-acetil-8-D-glucosaminidade (NAG) e especifica — isoenzima termolabil
A e isoenzima termo-estavel B — bem como as provas da funcdo tiroideia, foram doseadas num grupo de
12 bebés com hipotiroidismo congénito primario (idade média de 30 dias). Utilizaram-se como controlo
dois grupos — um grupo constituido por 10 recém-nascidos em que as determinagdes foram efectuadas no
sangue do corddo umbilical e um outro grupo de 10 recém-nascidos com a idade média de 15 dias. No
hipotiroidismo congénito primario os niveis da NAG total expressos em nmol/ml/h — 985,667 + 167,352
(média e desvio padrdo) e do isoenzima termolabil A — 433,833 = 51,630 encontravam-se significativa-
mente reduzidos quando comparados o grupo controlo de recém-nascidos em que as determinagdes foram
feitas no sangue do corddo umbilical — NAG total 1181,00 + 182,921 (p < 0,02) e isoenzima
A — 482,000 + 35,599 (p < 0,02). As redugdes sdo altamente significativas quando se compara o grupo
patolégico com o grupo controlo dos recém-nascidos do mesmo grupo etario: NAG total
1370,2 + 186,531 (p < 0,001) e isoenzima A — 771,4 + 62,288 (p < 0,001). Nao se observaram correla-
¢Bes significativas para os valores do isoenzima termo-estavel B entre o grupo patologico e 0s grupos con-
trolo.

SUMMARY

Serum NAG activity in primary congenital hypothyroidism

Serum total N-acetyl-8-D-glucosaminidase activity as well as isoenzyme A and isoenzyme B were deter-
mined in 12 babies with primary congenital hypothyroidism (average age — 30 days). Conventional thyroid
tests were performed as well. Two control groups were used. Group I included 10 neonates with an average
age of 15 days and in group II assays were performed in 10 cord blood samples. In congenital hypothyroi-
dism, total NAG activity — 985.667 + 167.352 mol/ml/h as well as termolabile isoenzyme
A — 433.833 x 51.630 was significantly decreased when compared to the control group with assays in
cord blood — total NAG=1,181.00 + 182.921 (p < 0.02) and isoenzyme A — 482.000 + 35.599
(p < 0.02). The reductions were highly significant between the pathological group and the control neona-
tes: total NAG 1,370.2 + 186.531 (p < 0.001) and isoenzymes A: 771.3 + 62.288 (p < 0.001). No signifi-
cant correlations were observed regarding isoenzyme B activity both in controls and hypothyroid babies.

INTRODUCAO

Tem sido estabelecida a relagdio entre os niveis da hor-
mona tiroideia e a actividade de enzimas lisosomicos, do
tipo da N-acetil-3-glucosaminidase.!

A N-acetil-B-glucosaminidase — EC 3.2.1.30 — (NAG)
& uma hexosaminidase, ou seja, um hexoenzima capaz de hi-
drolisar o residuo N-acetil-glucosaminil da extremidade ndo
redutora de varios substratos glucidicos. O termo hexosa-
minidase indica a falta de especificidade da orientagdo do
carbono 4 do amino-agucar,? podendo o enzima eviden-
ciar tanto a actividade-B8-D-N-acetilglucosaminidase como o
B-D-N-acetilgalactosaminidase.

Os principais isoenzimas da NAG s&o o isoenzima A ¢ 0
isoenzima B.3

Robinson e Stirling,* ao isolarem aqueles dois enzimas,
demonstraram uma actividade aminidasica idéntica em
substratos sintéticos relativamente a valores de Km a pH
optimo e a especificidade para vérios inibidores, mas uma
diferente labilidade ao calor, revelando-se o isoenzima A
termolabil e o isoenzima B termo-estavel.

Entre outros isoenzimas da NAG esta descrita uma for-
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ma intermediaria no soro de mulheres gravidas — o isoenzi-
ma P.}

O estudo das doengas metabolicas, como as glicoprotei-
noses, implicando a deficiéncia de uma ou de ambas as for-
mas dos isoenzimas, tem contribuido para uma melhor in-
formacdo sobre a actividade das hexosaminidases.®

As glicoproteinoses sdo caracterizadas por um défice to-
tal ou parcial da actividade de certas hidrolases lisosomicas
e consequente acumula¢@io nos tecidos € na urina de mate-
rial glucidico resultante do catabolismo incompleto das gli-
coproteinas, dos glicolipidos ¢ dos glicosaminoglicanos.

Na doenga de Sandhoff-Jatz Kewitz existe uma falta tanto
da hexosaminidase A como da hexosaminidase B, levando a
acumulagdo de substdncias contendo N-acetil-hexosa-
mina terminal, como lipidos (gangli6sidos GMa, glo-
bosidos),” glicopéptidos 8 e mucopolissacaridos.® Na clas-
sica doenga de Tay-Sachs em que s6 a hexosaminidase A
esta deficiente,® a substincia que se acumula é o gangliésido
GMs,. Isto sugere que a hexosaminidase A ¢ especifica para
o catabolismo do GM>, enquanto outras substincias podem
ser clivadas quer pela hexosaminidase A quer pela hexosa-
minidase B, o que foi confirmado em estudos in vitro.!!. 12

Oberkotter e col. !3 descreveram em estudos recentes a
existéncia de uma correlagio significativa entre os niveis da
NAG sérica ¢ o estado tiroideu em adolescentes do sexo
feminino.
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Esta correlacio era predominante com a hexosaminidase
A, ou seja, o isoenzima termolabil que esta deficiente em
varias formas de gangliosidose GM,.!4 Pelo contrario, as al-
teracdes da forma termo-estavel ou isoenzima B ndo acom-
panhavam a actividade da hormona tiroideia no soro.

Em estudos efectuados numa populacdo adulta com dis-
funcgdo tiroideia !5 confirmamos os dados de Oberkotter e
col.,'3 mas obtivemos nos hipertiroideus correlagdes alta-
mente significativas entre as provas da funcio tiroideia e a
actividade da NAG total e especifica, isto &, tanto do isoen-
zima A como do isoenzima B.

O objectivo deste trabalho foi o de estudar a actividade
total e especifica da NAG no hipotiroidismo congénito pri-
mario, procurando avaliar o comportamento do isoenzima
termolébil, A, dada a sua deficiéncia nos tipos de doengas
metabolicas congénitas referidas.

MATERIAL E METODOS

Estudaram-se 12 crian¢as com hipotiroidismo congénito
primario, 7 do sexo feminino e 5 do sexo masculino, com
idades compreendidas entre os 4 e os 60 dias (idade média:
30 dias).

Os controlos eutiroideus incluiram dois grupos de 10 re-
cém-nascidos cada sem evidéncia de patologia. Um grupo
com idades entre os 4 e os 30 dias (idade média de 15 dias),
sendo 6 do sexo feminino e 4 do sexo masculino, e, um 2.°
grupo em que as determinagdes foram efectuadas no sangue
do corddo umbilical.

A disfungdo tiroideia foi diagnosticada com base nos si-
nais e sintomas clinicos, bem como nos doseamentos de Ta,
T3 e TSH.

Dada a pequena quantidade de sangue disponivel nestes
grupos etarios ndo se recorreu ao doseamento de Ty livre,
estando descritas correlagdes igualmente significativas da
NAG com a T4 e a Ty livre.!6 )

A Ty sérica total, bem como a T3 e a TSH foram deter-
minadas radio-imunologicamente (Amerlex T4 RIA kit,
Amerlex T3 RIA kit e Amerlex TSH RIA kit) com os valo-
res de referéncia explicitados no Quadro 1 — Valores mé-
dios com limites de variagdo até 95 %.!7

As determinacdes foram efectuadas em sangue venoso
colhido para um tubo seco, e, apos coagulagiio, o soro era
separado por centrifuga¢do, procedendo-se de imediato aos
doseamentos, ¢ guardando-se a —20 °C até ser utilizado.

A actividade do NAG total foi medida segundo o méto-
do de Laback e Walker,!8 e a especifica — isoenzima termo-
labil A e isoenzima termolabil B — segundo a técnica des-
crita por Oberkotter e col.!?

Usou-se o substrato fluorigénico 4-metil-umbeliferil-8-N-
-acetil-glucosaminido (Sigma), tendo sido determinada pre-
viamente a linearidade com o tempo e com a concentragio.

QUADRO ! Valores médios da concentracfio sérica
das hormonas tiroideias
(com limites de varia¢iio até 95 %)

T4 T3 TSH
Idade w/dl ng/dl wU/dl
recém-nascidos 11,5 0,5 5,4
(6-20) (0,15-0,85) 1,5-9,5)
1-2 dias 16,5 4,19 12,0
(11,5-21,5) (1,0-7,4) (1-20)
1 més 12,0 1,70 1,9
(8-16) (1,05-2,35) (0,6-6,3)
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A 4-metil-umbeliferona (4-MU) liberta foi convertida para
a sua forma anibnica altamente fluorescente pela adicdo
do tampdo alcalino de glicina, e o produto da reac¢do do-
seado num espectrofluorimetro Aminco-Bowman, a 360 nm
de excitacdo e 440 nm de emissdo.

A actividade enzimética é referida em mmoles de 4-metil-
-umbeliferona (4-MU) liberta por hora a 37 °C, expressa em
unidades por mil.

CONCLUSOES

O Quadro 2 mostra que as actividades da NAG total e
especificas — isoenzimas A — estdo significativamente ele-
vadas no sangue do corddo umbilical e nos recém-nascidos
normais comparadas com as do grupo do hipotiroidismo
congénito primario.

Sdo altamente significativas (p< 0,001) as diferencas de
actividades do isoenzima termolabil A no grupo de criangas
com disfungdo tiroideia vs recém-nascidos do mesmo gru-
po etério (grupo III — bebés com idade média de 15 dias).

No que respeita a actividade enzimatica do isoenzima B
ndo se observam alteragdes significativas comparando-se os
diversos grupos.

QUADRO 3 Hipotiroidismo congénito primario —
regressiio linear
(Método dos minimos quadrados)

NAG total Ta a = 8,732 P = n.s.
(nmol/ml/h)  (ug/dl) b = —0,0036
r = 0,148
t = 0,473
y = bx+a NAG = —277,778 T4 = 2425,833
Ts = —0,0036 NAG = 8,733
NAG B Ta a = 4,701 p = n.s.
(nmol/ml/h)  (ug/dl) b = —0,00107
r = 0,062
t = 0,195
y = bx+a Ts = —0,00107 B = 4,701
B = —934,579 T4 = 4393,458
NAG A T4 a = —13,246 p<0,02
(nmol/ml/h)  (ug/dl) b = 0,040
r = 0,660
t = 2,777
y = bx+a Ta = 0,040 A = —13,246
A =2 T4 = 331,15

a = ordenada na origem; b = declive; r = coeficiente de correlagio;
t = Test de Student; p = probabilidade.

Da analise do Quadro 3 ressalta que ndo se verifica
qualquer correlagdo entre os valores de T, e a actividade da
NAG total e do isoenzima termo-estavel B. Os tragados das
rectas de regressdo ndo teriam qualquer significado pelos
baixos coeficientes de correlagfo. Existe, porém, uma corre-
lag@io positiva significativa entre a tiroxina total e o isoenzi-
ma termolabil A. A recta de regressdo na Fig. 1 demonstra
bem esta correlagdo.

DISCUSSAO

Tenore e col.?0 referiram uma elevagio paralela das he-
xosaminidases séricas e dos niveis de T4 no recém-nascido.
Ha evidéncia de que a NAG, & semelhanga do que acontece
com a B-glucosaminidase, estd sob um controlo hormonal
comum no Gtero do rato.2!
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Foi sugerido por Walker e col.22 que 0 progressivo au-
mento sérico da NAG ao longo da gravidez pode ser devido
aos efeitos da produgido crescente de estrogéneos, sendo ma-
ximo na gravida de termo e regressando & normalidade 8
dias pés-parto. Esta elevagdo seria feita essencialmente a
custa do aumento da forma P cuja origem ndo se encontra
ainda estabelecida, tendo sido evidenciada pelos referidos
Autores a presen¢a de uma elevada concentracdo de NAG
nas células deciduais e no corion com uma eventual partici-
pagiio destes tecidos na elevagdo enzimatica observada du-
rante a gravidez.

Foi sugerido por Stirling 2 que a elevagdo da NAG pode-
ria resultar da associagdo dos isoenzimas A ou B com algum
componente sérico, ainda por determinar, que estaria eleva-
do durante a gestagdo. Este Autor demonstrou que a forma
P tem uma termo-estabilidade semelhante & da forma B,
ndo sendo possivel distinguir estas duas formas recorrendo-
-se 4 determinacgdo diferencial da actividade destas glucosa-
minidases aplicando o método de termo-estabilidade.!3

Num estudo efectuado em gravidas (dados ainda néo pu-
blicados) observamos niveis altamente significativos da for-
ma termo-estavel da NAG (p < 0,001) comparados com 0s
das mulheres nio gravidas, sendo presumivel que esta frac-
¢do inclua ndo s6 a forma B como a forma P.

Assim, a elevacdo da actividade do isoenzima B que
observamos no sangue do corddo umbilical pode dever-se
A transmissdo placentaria do enzima. Da mesma forma expli-
car-se-ia uma elevagdo relativa do isoenzima A, & custa da
reducdio ou desaparecimento parcial da forma estavel
(B +P) a partir do 4.° dia do nascimento.

A hormona tiroideia modula muitos aspectos do metabo-
lismo celular.2#25 No homem, o hipotiroidismo é caracteri-
zado por uma pléiade de sinais e sintomas clinicos, incluin-
do o atraso no crescimento e atraso mental.26

No hipotiroidismo grave ha uma tendéncia para a depo-
sicdo de material mucinoso na pele resultando no caracteris-
tico edema-sem godé. Este material é constituido por muco-
polissacarideos 4cidos, glicosaminoglicans € polissacaridos
complexos.??
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Figura 1. Correlagdo entre tiroxina total e enzima termolabil.

A adi¢do da hormona tiroideia inibe a acumulagdo dos
glicosaminoglicans em culturas de fibroblastos incubados
num meio deficiente em hormona tiroideja.?

Sabe-se que os fibroblastos da pele elaboram normal-
mente grandes quantidades de glicosaminoglicans (GAG) a
maior parte constituida por acido hialurénico.? Foi descrito
por Smith e col. ¥ um efeito inibidor da hormona tiroideia
na sintese do acido hialurénico, nfo estando claro se a T3
afecta o alongamento da cadeia ou a sintese de novo (€
necessario ter presente que o metabolismo das hormonas
tiroideia pelo fibroblasto implica uma conversio de T4
para T3.3!

QUADRO 2 Actividade da NAG total, A e B, e provas de fungiio tiroideia num grupo de 12 hipotiroidismos
congénitos primérios e 20 recém-nascidos controlo (10 com determinacdes efectuadas com sangue do cordéo
umbilical e 10 recém-nascidos com uma idade média de 15 dias)

Actividade da NAG (gmol/ml/h)

Casos estudados T3 T4 TSH
e meédias das idades N° (ng/dl) ug/dl) (uU/dl) NAG total A B
X DP X DP X DP X DP X DP X DP

Hipotiroidismo congénito
primario (30 dias)
[4)] 12 0,973 0,90 4,108 +£3,13 74,925+12,036 985 667 167 352 433 833 51 630 551 833 148 573
Sangue do corddo
umbilical (II) 10 0,50¥0,35 13,0¥6,5 10,0+9,5 1181 000 182 921 482 000 33 599 699 000 188 862
Recém-nascidos (15 dias)
(11D 10 1,7+0,65 12,0+4,0 3,0+£2,9 1370 200 186 531 771 400 61 288 558 800 109 243
Teste de Student
IvsIl t = 1,493 t = 3,996 t = 13,196 t = 2,491 t = 2,418 t = 1,552

p = n.s. p 0,001 0,001 p 0,02 p 0,02 p = n.s.
Ivs III t = 2,133 t = 4,948 t = 17,597 t = 4,856 t = 13,252 t = 0,117

p 0,05 p 0,001 0,001 p 0,001 p 0,001 p = n.s.
Il vs II1 t = 4,876 t = 0,393 2,114 t = 2,173 t = 12,268 t = 1,515

p 0,001 p = n.s. 0,05 p 0,05 p 0,002 p = n.s.
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Smith e col. 3 sugerem que a hormona tiroideia regula a
sintese dos glicosaminoglicans e a sua acumuluagio, deven-
do-se esta acumulacdo mais provavelmente a redugdo da
sintese do que a alteracio na degradagio dos GAG. Ja Ar-
bogast e col. 32 tinham referido a auséncia da actividade da
hialuronidase em fibroblastos da pele humana.

A inibi¢do da acumulagio dos GAG é aparentemente de-
vida a efeitos especificos na velocidade da sintese macromo-
lecular, dado que ndo foi demonstrada uma alteragdo na
sintese total das proteinas celulares.

Os hossos resultados no hipotiroidismo congénito prima-
rio confirmam a reducdo dos niveis da hexosaminidase A,
ja descrita num grupo de hipotiroideus adultos,!? e a corre-
lagdo entre a actividade deste isoenzima e a hormona tiroi-
deia.

A reduggio do isoenzima termolabil observada no presente
estudo, torna-se ainda mais evidente, atendendo ao facto
de se observar uma elevagio da NAG total na gravidez e
consequente aumento relativo dos seus isoenzimas.33

Walker e col. 22 observaram igualmente uma elevacio da
actividade da NAG total no sangue do corddo umbilical em-
bora com valores mais baixos quando comparados com 0s
do sangue materno.

Os nossos resultados parecem indicar que esta reducdo
de actividade se manifesta essencialmente na alteracdo da
forma termo-estavel com uma subida relativa do isoenzima
termolabil A. A reducéo selectiva de A na falta da hormona
tiroideia torna-se ainda mais significativa se atendermos a
que a depuragdo das hidrolases 4cidas séricas in vivo € me-
diada pelo menos por dois sistemas de reconhecimento dis-
tintos.

Fischer e col. 3 descrevem uma depuragdo plasmatica
mediada por receptores dos hepatocitos.

Trabalhos efectuados por Furbisch e outros Autores,35-36
referindo-se as hidrolases acidas e outras glicoproteinas com
manose e/ou N-acetil glucosamina como agiicares terminais,
descrevem receptores ligados as células do sistema reticulo-
-endotelial. As glicoproteinas, apos a sua depuragdo seriam
degradadas nos lisosomas e este fendmeno contribuiria para
uma elevacdo das gluco-hidrolases nas alteragdes lisosomi-
cas.3” A ndo maturacio do equipamento de depuracdo
enzimatica poderia explicar também os elevados niveis da
NAG observados nos recém-nascidos. Em muitas glucopro-
teinas ndo se verifica um aumento das hidrolases séricas.

Uma explicagio plausivel seria a de que nas doengas com
patologia lisosbmica em que sdo afectados preferencial-
mente 6rgdos, do sistema reticulo-endotelial conduzindo por
exemplo a uma hepatopatia, haveria uma faléncia de depu-
racdo das hidrolases acidas pela disfungio hepatica, e a so-
brecarga lisosomica resultante levaria a um compromisso
de todo o aparelho lisosdémico com reducdo da prépria sin-
tese das gluco-hidrolases.

Assim, a redugdo total ¢ especifica da NAG no hipotiroi-
dismo congénito primario tera que ser valorizada em termos
de deficiéncia da hormona tiroideia e/ou disfungdo dos liso-
somas como consequéncia da faléncia na depuragéo das glu-
coproteinas.

O doseamento da NAG oferece uma nova perspectiva na
abordagem destes doentes impondo-se um controlo a longo
prazo para avaliar do valor desta determinagdo em termos
de prognostico e/ou evolugdo terapéutica.
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