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RESUMO
A actividade sérica total da N-acetil-~3-D-glucosamiflidade (NAG) e especIfica — isoenzima termolábil

A e isoenzima termo-estável B — bern como as provas da funçAo tiroideia, forarn doseadas nurn grupo de
12 bebés corn hipotiroidismo congénito primário (idade media de 30 dias). Utilizaram-se como controlo
dois grupos — urn grupo constituido por 10 recém-nascidos em que as deterrninacOes foram efectuadas no
sangue do cordäo umbilical e urn outro grupo de 10 recém-nascidos corn a idade media de 15 dias. No
hipotiroidismo congénito prirnário os niveis da NAG total expressos em nmol/ml/h — 985,667 ± 167,352
(media e desvio padräo) e do isoenzima terrnolábil A — 433,833 ± 51,630 encontravarn-Se significativa
mente reduzidos quando comparados o grupo controlo de recém.nascidos em que as determinacOes forarn
feitas no sangue do cordão umbilical — NAG total 1181,00 ± 182,921 (p < 0,02) e isoenzima
A — 482,000 ± 35,599 (p < 0,02). As reducôes são altamente significativas quando se cornpara o grupo
patolOgico corn o grupo controlo dos recérn-nascidos do mesmo grupo etário: NAG total
1370,2 ± 186,531 (p < 0,001) e isoenzima A — 771,4 ± 62,288 (p < 0,001). NAo se observaram correla
cOes significativas para os valores do isoenzima termo-estãvel B entre o grupo patológico e os grupos con
trolo.

SUMMARY

Serum NAG activity in primary congenital hypothyroidism

Serum total~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 ± 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.

INTRODUçAO

Tern sido estabelecida a relacao entre os nIveis da hor
mona tiroideia e a actividade de enzimas lisosómicos, do
tipo da N-aceti1-~3-glucosaminidaSe.’

A N-acetil-~t3-glucosaminidase — EC 3.2.1.30 — (NAG)
é uma hexosaminidase, ou seja, urn hexoenzima capaz de hi
drolisar o residuo N-acetil-glucosarninil da extrernidade não
redutora de vários substratos glucidicos. 0 termo hexosa
minidase indica a falta de especificidade da orientacão do
carbono 4 do amino-acücar,2 podendo o enzirna eviden
ciar tanto a~como o
~3~D~N~acetilga1actosaminidase.

Os principais isoenzimas da NAG são o isoenzima A e o
isoenzima B.3

Robinson e Stirling,4 ao isolarern aqueles dois enzimas,
demonstraram urna actividade aminidásica idêntica em
substratos sintéticos relativamente a valores de KM a pH
óptirno e a especificidade para vários inibidores, rnas uma
diferente labilidade ao calor, revelando-se o isoenzima A
termolábil e o isoenzima B termo-estável.

Entre outros isoenzimas da NAG está descrita uma for
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ma intermediária no soro de mulheres grávidas — o isoenzi
ma P.5

O estudo das doencas metabólicas, corno as glicoprotei
noses, implicando a deficiência de urna ou de ambas as for
mas dos isoenzirnas, tern contribuido para urna meihor in
formacão sobre a actividade das hexosaminidases.6

As glicoproteinoses são caracterizadas por urn défice to
tal ou parcial da actividade de certas hidrolases lisosOmicas
e consequente acumulacão nos tecidos e na urina de mate
rial glucidico resultante do catabolismo incompleto das gli
coproteinas, dos glicolIpidos e dos glicosaminoglicanos.

Na doenca de Sandhoff-Jatz Kewitz existe uma falta tanto
da hexosaminidase A corno da hexosaminidase B, levando a
acumulacão de substâncias contendo N-acetil-hexosa
mina terminal, corno lipidos (gangliósidos GM2, gb
bôsidos),7 glicopéptidos 8 e rnucopolissacáridos.9 Na clás
sica doenca de Tay-Sachs em que so a hexosaminidase A
está deficiente,’° a substância que se acumula é o gangliôsido
GM2. Isto sugere que a hexosaminidase A é especifica para
o catabolismo do GM2, enquanto outras substâncias podem
ser clivadas quer pela hexosaminidase A quer pela hexosa
rninidase B, o que foi confirmado em estudos in vitro.11’ 12

Oberkotter e cob. l3 descreveram em estudos recentes a
existência de uma correlacão significativa entre os niveis da
NAG sérica e o estado tiroideu em adolescentes do sexo
feminino.
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Esta correlaçAo era predominante corn a hexosaminidase
A, ou seja, o isoenzima termolábil que estã deficiente em
várias formas de gangliosidose GM2. 14 Pelo contrário, as al
teraçOes da forrna termo-estável ou isoenzima B não acorn
panhavam a actividade da hormona tiroideia no soro.

Em estudos efectuados nurna populaçAo adulta corn dis
funcAo tiroideia 15 confirrnãrnos os dados de Oberkotter e
col.,’3 mas obtivemos nos hipertiroideus correlacOes alta
mente significativas entre as provas da funcAo tiroideia e a
actividade da NAG total e especifica, isto é, tanto do isoen
zima A corno do isoenzima B.

O objectivo deste trabaiho foi o de estudar a actividade
total e especifica da NAG no hipotiroidismo congénito pri
mario, procurando avaliar o comportarnento do isoenzima
termolábil, A, dada a sua deficiência nos tipos de doenças
metabOlicas congénitas referidas.

MATERIAL E METODOS

Estudaram-se 12 criancas com hipotiroidismo congénito
primário, 7 do sexo ferninino e 5 do sexo masculino, corn
idades compreendidas entre os 4 e os 60 dias (idade media:
30 dias).

Os controlos eutiroideus incluIram dois grupos de 10 re
cérn-nascidos cada sem evidéncia de patologia. Urn grupo
corn idades entre os 4 e Os 30 dias (idade media de 15 dias),
sendo 6 do sexo feminino e 4 do sexo masculino, e, urn 2.°
grupo em que as determinacOes foram efectuadas no sangue
do cordAo urnbilical.

A disfunçao tiroideia foi diagnosticada corn base nos si
nais e sintomas clinicos, bern como nos dosearnentos de T4,
T3 e TSH.

Dada a pequena quantidade de sangue disponivel nestes
grupos etãrios não se recorreu ao doseamento de T4 livre,
estando descritas correlaçOes igualmente significativas da
NAG corn a T4 e a T4 livre.16

A T4 sérica total, bern como a T3 e a TSH foram deter
minadas radio-irnunologicarnente (Amerlex T4 RIA kit,
Amerlex T3 RIA kit e Amerlex TSH RIA kit) com os valo
res de referência explicitados no Quadro 1 — Valores me
dios corn limites de variaçAo ate 95 %•17

As deterrninaçOes foram efectuadas em sangue venoso
coihido para urn tubo seco, e, após coagulacao, o soro era
separado por centrifugaçao, procedendo-se de imediato aos
doseamentos, e guardando-se a —20 °C ate ser utilizado.

A actividade do NAG total foi medida segundo o rnéto
do de Laback e Walker,18 e a especifica — isoenzirna termo
lábil A e isoenzima termolábil B — segundo a técnica des
crita por Oberkotter e col.19

Usou-se o substrato fluorigenico 4-metil-urnbeliferil-f3-N-
-acetil-glucosaminido (Sigma), tendo sido determinada pre
viarnente a linearidade corn o tempo e corn a concentração.

QUADRO I Valores médios da concentraçAo sérica
das hormonas tiroidelas
(corn limites de variaçao ate 95%)

T4 T3 TSH
Idade ~/dl ng/dl ~sU/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 rnês 12,0 1,70 1,9
(8-16) (1,05-2,35) (0,6-6,3)

A 4-rnetil-urnbeliferona (4-MU) liberta foi convertida para
a sua forrna aniônica altamente fluorescente pela adicao
do tampao alcalino de glicina, e o produto da reaccao do
seado nurn espectrofluorjrnetro Aminco-Bowman, a 360 nrn
de excitaçào e 440 nrn de ernissAo.

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

CONCLUSÔES

0 Quadro 2 mostra que as actividades da NAG total e
especIficas — isoenzimas A — estAo significativarnente ele
vadas no sangue do cordAo umbilical e nos recém-nascidos
normais cornparadas com as do grupo do hipotiroidismo
congénito primãrio.

São altamente significativas (p < 0,00 1) as diferenças de
actividades do isoenzirna terrnolábil A no grupo de criancas
corn disfunçao tiroideia vs recém-nascidos do rnesmo gru
P0 etário (grupo III — bebés corn idade media de 15 dias).

No que respeita a actividade enzimática do isoenzirna B
não se observarn alteracOes significativas comparando-se os
diversos grupos.

QUADRO 3 Hipotiroidisrno congénito prirnârio —

regressão linear
(Método dos minimos quadrados)

a = 8,732 p = n.s.
b = —0,0036
r = 0,148

= 0,473

a = 4,701 p = n.s.
b = —0,00107
r = 0,062

= 0,195

a = —13,246 p<0,02
b = 0,040
r = 0,660

= 2,777

Da análise do Quadro 3 ressalta que nAo se verifica
qualquer correlaçAo entre os valores de T4 e a actividade da
NAG total e do isoenzima termo-estãvel B. Os tracados das
rectas de regressao nAo teriam qualquer significado pelos
baixos coeficientes de correlacao. Existe, porérn, uma corre
lacao positiva significativa entre a tiroxina total e o isoenzi
ma terrnolábil A. A recta de regressAo na Fig. I demonstra
bem esta correlaçao.

D{SCUSSAO

Tenore e col.2° referirarn urna elevaçao paralela das he
xosaminidases séricas e dos niveis de T4 no recém-nascido.
Ha evidéncia de que a NAG, a sernelhança do que acontece
com a /3-glucosarninidase, está sob urn controlo hormonal
comurn no ütero do rato.2’

T4 = 2425,833
NAG = 8,733

NAG total T4
(nmol/ml/h) (jtg/dI)

y = bx+a NAG = —277,778
T4 = —0,0036

NAGB T4
(nmol/ml/h) (~sg/d1)

y = bx+a T4 = —0,00107
B = —934,579

NAGA T4
(nmol/ml/h) (jLg/dl)

y = bx+a T4 = 0,040
A = 25

B = 4,701
T4 = 4393,458

A = —13,246
T4 = 331,15

a ordenada na origem; b declive; r = coeficiente de correlação;
Test de Student; p probabilidacle.

I—-

250



A ACTIVIDADE DA NAG NO HIPOTIROIDISMO CONGENITO PRIMARIO

Foi sugerido por Walker e col.22 que o progressivo au
mento sérico da NAG ao longo da gravidez pode ser devido
aos efeitos da producao crescente de estrogéneos, sendo ma
xirno na grávida de termo e regressando a normalidade 8
dias pôs-parto. Esta elevacao seria feita essencialmente a
custa do aurnento da forma P cuja origem nAo se encontra
ainda estabelecida, tendo sido evidenciada pelos referidos
Autores a presenca de uma elevada concentracAo de NAG
nas células deciduais e no corion corn uma eventual partici
pacAo destes tecidos na elevacao enzimática observada du
rante a gravidez.

Foi sugerido por Stirling23 que a elevacAo da NAG pode
na resultar da associação dos isoenzimas A ou B corn algum
componente sérico, ainda por determinar, que estaria eleva
do durante a gestacao. Este Autor dernonstrou que a forma
P tern urna termo-estabilidade serneihante a da forma B,
nAo sendo possIvel distinguir estas duas formas recorrendo
-Se a deterrninacao diferencial da actividade destas glucosa
minidases aplicando o método de termo-estabilidade.’3

Num estudo efectuado em gravidas (dados ainda não pu
blicados) observárnos niveis altamente significativos da for-
ma termo-estâvel da NAG (p< 0,001) comparados corn os
das mulheres nAo gravidas, sendo presumivel que esta frac
cao inclua não sO a forrna B como a forma P.

Assirn, a elevacão da actividade do isoenzima B que
observárnos no sangue do cordão umbilical pode dever-se
a transmissäo placentária do enzima. Da mesma forma expli
car-se-ia uma elevacAo relativa do isoenzima A, a custa da
reducäo ou desaparecimento parcial da forma estável
(B+P) a partir do 4.° dia do nascimento.

A hormona tiroideia modula muitos aspectos do metabo
lismo celular.24-25 No homem, o hipotiroidismo é caracteri
zado por uma plêiade de sinais e sintomas clinicos, incluin
do o atraso no crescirnento e atraso mental.26

No hipotiroidismo grave ha uma tendência para a depo
sicao de material mucinoso na pele resultando no caracteris
tico ederna-sem godé. Este material é constituido por rnuco
polissacarideos ácidos, glicosaminoglicans e polissacãridos
cornplexos.27

A adicao da hormona tiroideia inibe a acurnulacão dos
glicosaminoglicans em culturas de fibroblastos incubados
num meio deficiente em hormona tiroideia.28

Sabe-se que os fibroblastos da pele elaboram normal
mente grandes quantidades de glicosaminoglicans (GAG) a
major parte constituida por ácido hialurOnico.29 Foi descrito
por Smith e col. 30 urn efeito inibidor da hormona tiroideia
na sintese do ácido hialurOnico, não estando claro se a T3
afecta o alongamento da cadeia ou a sintese de novo (é
necessário ter presente que o metabolismo das hormonas
tiroideia pelo fibroblasto implica uma conversão de T4
para T3.31

QUADRO 2 Actividade da NAG total, A e B, e provas de função tiroideia num grupo de 12 hipotiroidismos
congénitos primãrios e 20 recérn-nascidos controlo (10 corn determinaçOes efectuadas corn sangue do cordão
umbilical e 10 recérn-nascidos com uma idade media de 15 dias)

Actividacle da NAG (~mol ml h)

Casos estudados T3 T4 TSH
e m~dias das idades N.~ (ng/dl) ~g/dl) (j~U/dl) NAG total A B

X DP X OP K OP X OP X OP K OP

Hipotiroidismo congénito
primário (30 dias)
(I) 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 cordäo
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)
(III) 10 1,7±0,65 12,0*4,0 3,0±2,9 1370200 186 531 771 400 61 288 558 800 109 243

Teste de Student
I VS II t = 1,493 t = 3,996 t = 13,196 t 2,491 t 2,418 t 1,552

p = n.s. p 0,001 p 0,001 p 0,02 p 0,02 p n.s.

I VS 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 p 0,001 p 0,001 p 0,001 p n.s.

II vs III t = 4,876 t = 0,393 t — 2,114 t 2,173 t — 12,268 t — 1,515
p 0,001 p = n.s. p 0,05 p 0,05 p 0,002 p n.~.
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Figura 1: CorrelacAo entre tiroxina total e enzima termolãbil.
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Smith e col. 30 sugerern que a hormona tiroideia regula a
sIntese dos glicosaminoglicans e a sua acumuluacAo, deven
do-se esta acumulacAo mais provavelmente a reducAo da
sIntese do que a alteracão na degradacAo dos GAG. Já Ar
bogast e col. 32 tinham referido a ausência da actividade da
hialuronidase em fibroblastos da pele humana.

A inibicao da acurnulacao dos GAG é aparenternente de
vida a efeitos especificos na velocidade da sIntese macromo
lecular, dado que nAo foi demonstrada uma alteração na
sintese total das proteinas celulares.

Os hossos resultados no hipotiroidismo congénito prima-
rio confirmam a reducao dos niveis da hexosaminidase A,
já descrita num grupo de hipotiroideus adultos,’9 e a corre
lacAo entre a actividade deste isoenzirna e a hormona tiroi
deia.

A reducAo do isoenzima termolãbil observada no presente
estudo, torna-se ainda mais evidente, atendendo ao facto
de se observar urna elevaçAo da NAG total na gravidez e
consequente aurnento relativo dos seus isoenzimas.33

Walker e col. 22 observararn igualrnente uma elevação da
actividade da NAG total no sangue do cordão umbilical em
bora com valores mais baixos quando comparados corn os
do sangue materno.

Os nossos resultados parecem indicar que esta reducAo
de actividade se manifesta essencialmente na alteraçao da
forma terrno-estável corn uma subida relativa do isoenzima
terrnolâbil A. A reducao selectiva de A na falta da hormona
tiroideia torna-se ainda mais significativa se atendermos a
que a depuracao das hidrolases ãcidas séricas in vivo é me
diada pelo menos por dois sisternas de reconhecirnento dis
tintos.

Fischer e col. 34 descrevern uma depuracao plasrnática
mediada por receptores dos hepatocitos.

Trabaihos efectuados por Furbisch e outros Autores,35-36
referindo-se as hidrolases acidas e outras glicoproteinas corn
manose e/ou N-acetil glucosamina como açücares terminais,
descrevern receptores ligados as células do sistema reticulo
-endotelial. As glicoproteinas, após a sua depuracAo seriam
degradadas nos lisosomas e este fenOrneno contribuiria para
uma elevacao das gluco-hidrolases nas alteracOes lisosômi
cas.37 A nAo maturacão do equipamento de depuracao
enzimãtica poderia explicar tambérn os elevados niveis da
NAG observados nos recérn-nascidos. Em muitas glucopro
teinas nAo se verifica urn aurnento das hidrolases séricas.

Urna explicacão plausivel seria a de que nas doencas corn
patologia lisosOrnica em que são afectados preferencial
mente órgaos, do sistema reticulo-endoteial conduzindo por
exernplo a urna hepatopatia, haveria uma falência de depu
racAo das hidrolases ácidas pela disfunçAo hepática, e a so
brecarga lisosómica resultante levaria a urn compromisso
de todo o apareiho lisosôrnico corn reducao da própria sin
tese das gluco-hidrolases.

Assim, a reducao total e especifica da NAG no hipotiroi
dismo congénito prirnãrio terá que ser valorizada ern terrnos
de deficiência da horrnona tiroideia e/ou disfuncão dos liso
somas como consequência da falência na depurac&o das glu
coproteinas.

o dosearnento da NAG oferece uma nova perspectiva na
abordagern destes doentes impondo-se urn controlo a longo
prazo para avaliar do valor desta determinacão em termos
de prognóstico e/ou evolucao terapêutica.
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