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RESUMO

A actividade da B-N-acetilglucosaminidase (NAG) foi determinada no soro de um grupo de 23
doentes com cirrose hepatica alcodlica: quinze descompensados e oito com doenga hepatica crénica
compensada. Este grupo foi comparado com um grupo controlo de 76 iridividuos normais. Os resulta-
dos evidenciaram actividades da NAG significativamente elevadas no grupo de doentes descompensados
— média de 931,67 unidades vs. 637,71 unidades para o grupo controlo (p<<0,001). Os valores ndo
foram significativamente diferentes para os doentes compensados. Nao se verificaram correlagSes signi-
ficativas entre os valores da NAG e os das provas funcionais hepaticas. A evolugido para a compensagdo
em |3 doentes descompcnsados acompanhou-se da normalizagdo da actividade da NAG. Nos 7 casos
em que ndo houve compensacao verificou-se uma subida da actividade da NAG em relagdo ao valor
inicial, sendo esta elevagdo mais acentuada nos 5 doentes com encefalopatia porto-snstémlca do que nos
doentes descompensados por outras intercorréncias.

SUMMARY
Study of the activity of S-N-acetilglucosaminidase in chronic alcoholic hepatic disease

Serum N-acetyl-B-glucosaminidase (NAG) activity was determined in a control group of 76 normal
people and in 23 patients with hepatic cirrhosis: 15 non-compensated patients and 8 with compensated
chronic liver fibrosis. NAG is significantly increased in the non-compensated group — mean value of
931.67 units vs 637.71 units for the controls (p<<0.001). There is no significant elevation regarding the
compensated group. No significant correlations were observed between NAG activity and hepatic func-
tional tests. In the follow-up of the non-compensated group, NAG activity returned to normal with the
clinical improvement; in 7 cases where this goal was not achieved there was elevation of NAG activity,

with higher values in phorto-systemic encephalophaty.

INTRODUCAO

A N-acetil-8-D-glucosaminidase (2-acetamido-2-desoxi-8-
-D-glucosido acetamido desoxiglucohidrolase EC 3.2.1.30 —
NAG) é uma hidrolase acida, ou seja, um enzima lisosémico
implicado no catabolismo das glucoproteinas, glucolipidos,
proteoglicanos ¢ mucopolissacaridos. As alterag¢des na activi-
dade enzimética das hidrolases acidas foram inicialmente
referidas nas doengas metabdlicas congénitas!,

A NAG ¢ uma exoglicosidase que hidroliza ligagdes glico-
sidicas em que o residuo N-acetil-glucosamina se encontra na
extremidade n3o redutora dos oligossacaridos.

Aronson e col. 2 demonstraram que a hialuronidase, uma
endomucopolissacaridase, se encontra presente nos lisoso-
mas do figado do rato, existindo a possibilidade de uma
ac¢io combinada deste enzima com a NAG, com implica-
¢Oes bioldgicas na degredagdo dos mucopolissacaridos
acidos.

Demonstrou-se a libertagdo das hidrolases acidas do
tecido hepatico isquémico do rato e que os lisosomas hepati-
cos degradavam mucopolissacaridos altamente polimeriza-
dos estando a actividade da mucopolissacaridase acida
relacionada com a velocidade do rurn-over dos mucopolissa-
caridos hepaticos ¢ com a formagdio da fibrose na cirrose
hepatica * Koizumi ¢ col. ¢ referiram a elevacdo da actividade
da NAG no soro de doentes com lesdo hepitica, concomi-
tantemente com a alteragdo dos mucopolissacaridos 4cidos.

Recebido para publicagdo: 19 de Setembro de 1988.

Desconhece-se ainda qual o papel da NAG bem como o de
outros enzimas lisosémicos em patologia.

Na lesdo hepatica aguda a elevagdo dos enzimas lisosémi-
cos, tanto no soro como na frac¢io sobrenadante, parece
constituir uma indicagio da destruigdo celulars, enquanto
que na lesdo hepatica cronica se observa uma anormal distri-
buigdo intracelular destes enzimas. Estas alteragdes tornam-
-se mais pronunciadas nos estidios mais graves da lesdio
hepética.

O mecanismo bioquimico e patoldgico da fibrose hepatica
¢ s6 parcialmente compreendido. A acumulagio do colagé-
nio no figado com lesdo cronica resulta provavelmente do
aumento da sua sintese . O excesso da deposicio intercelular
dos proteoglicanos, particularmente do sulfato de dermatan
e condroitino sulfato 7, podem ser o resultado de uma sintese
estimulada, de um reduzido catabolismo ou de um aumento
da acumulagdo passiva no figado dos glicosaminoglicanos
sintetizados nos tecidos extrahepaticos e transportados para
o figado via circulagio sistémica: qualquer que seja 0 meca-
nismo primario, o catabolismo dos glicosaminoglicanos deve
ser reduzido em relagdo a sintese ou deposi¢do passiva a fim
de se dar a acumulagdo no parénquima.

Reglero e col. * referiram na cirrose hepatica uma clevagio
significativa das actividades de diversos enzimas lisosémicos,
evidenciando a NAG ¢ a a-L-fucosidase os aumentos mais
significativos.

Pelo contrdrio, Gressner e col. ? verificaram que os valores
preditivos da NAG para a cirrose hepitica eram baixos.
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mesmo quando referenciados a uma populago de individuos
saudaveis. Os valores obtidos, segundo estes Autores, nio se
revestiam de importancia diagnodstica para este enzima na
cirrose/ fibrose hepatica.

A finalidade deste estudo foi investigar o comportamento
da NAG nos doentes com cirrose hepitica, compensados e
descompensados do ponto de vista clinico e bioquimico,
procurando-se avaliar nestes a actividade sequencial da NAG
na evolucéo, quer para a compensagdo quer durante a manu-
tengdo ¢ agravamento, por encefalopatia porto-sistémica ou
por intercorréncias de outro tipo.

Foram excluidos deste estudo os individuos com patologia
associada como a diabetes, a tuberculose, as pancreatites, a
anemia hemolitica, a hidatidose hepatica, hepatites e lesdes
inflamatérias gastrointestinais, bem como as doengas do
foro osteoarticular ou oncoldgico.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados 23 doentes com cirrose hepatica alcod-
lica do Servigo de Med. II do Hospital de Santa Maria,
sendo 6 do sexo feminino e 17 do sexo masculino, com ida-
des compreendidas entre os 37 e os 73 anos (idade média 53
anos). Como controlos foram efectuadas determinag¢ées em
76 individuos normais de ambos os sexos, escolhidos entre
dadores de sangue (Servigo de Imuno-hemoterapia do Hos-
pital de Santa Maria) e pessoal do nosso Laboratério (41
homens e 35 mulheres, com idades compreendidas entre os
18 € os 65 anos).

O diagnéstico de cirrose hepatica foi em todos os casos
suspeitado pela clinica e laboratério e confirmado pela bié-
psia hepatica. Todos os doentes apresentavam habitos alcod-
licos superiores a 160 g/dia, durante um periodo de 10 a 20
anos.

Casos estudados

Idade média (variagio)

Total d ¢ anos
S
(ct:;r::;icos 23 17 6 53 (233-565)
Controlos 76 41 35 45 (Z30-=60)

Constituiram critérios de descompensagiio da cirrose o
agravamento de sintomas e sinais clinicos, nomeadamente:
adinamia, astenia, ascite, edemas maleolares, ictericia, feror
hepaticus, sinais de fragilidade vascular, alteragbes de com-
portamento, que se complementaram com a avaliagdo de
cxames laboratoriais — transaminases glutdmico oxalacética
¢ glutdmico pirtvica, bilirrubinémias, fosfatase alcalina,
gamaglutamil transpeptidase, tempo de protrombina, protei-
nograma, amoniémia, colesterolémia, ionograma sérico e
urindrio, urobilinogénio urinério. A evolugio para o estado
de compensagdo baseou-se na melhoria clinica e laboratorial
dos pardmetros acima referidos.

Foram as seguintes as causas do internamento dos 23
doentes com cirrose alcodlica, expressos em percentagens do
numero total de doentes (n=23):

Ascite 70%
Ictericia 40%
Quebra do estado geral 39%
Anasarca 33%
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Queixas dispépticas 18%
Hemorragia digestiva 17%
Anemia 15%
Insuficiéncia respiratéria 13%
Coma ou pré-coma 8%

Cirréticos descompensados — Nos casos em que foi possi-
vel estudar a evolugdo (total=13) efectuaram-se 3 determi-
na¢des da NAG, no [.° dia do internamento e os
subsequentes intervalados de 10 dias. Em 2 casos foi possivel
a determinagdo de um tnico doseamento da NAG por morte
do doente em encefalopatia porto-sistémica num caso e
exigéncia de alta em outro caso.

Cirréticos compensados — Executou-se uma unica deter-
minagdo da actividade da NAG na 3.* semana do
internamento.

A Encefalopatia porto-sistémica foi avaliada segundo a
classificagdo de Scherlock 1981 em graus: 1, 2, 3, 4 ¢ §.

As amostras de sangue foram colhidas em tubos secos por
pungio venosa e o soro separado do sangue coagulado por
centrifugacdo (centrifuga refrigerada), a 1500 g, dividindo-se
o sobrenadante em 3 partes aliquotas (para a eventualidade
de posteriores determinagdes), tendo-se procedido imediata-
mente ao doseamento da NAG ou congelando-se os soros a
-20°C.

A NAG sérica foi determinada fluorimetricamente em
50ul de soro, em duplicado, pelo método de Leaback e
Walker 1, utilizando-se como substrato fluorigénico 4-metil-
-umbseliferil glucosaminido, sendo a 4-metil-umbeliferona (4-
-MU) libertada na reacgdio convertida para a sua forma
anidnica, altamente fluorescente, pela adicdo de tampio
alcalino glicina-NaOH e doseada fluorimetricamente.

A actividade enzimatica é expressa em nmoles de 4-
-MU/h/ml de soro.

A analise estatistica dos dados incluiu o calculo das
médias, desvio padrdo e varidncias; baseado nas varidncias
observadas foi utilizado o teste de Student para determinar
os niveis da significdncia.

RESULTADOS

No Quadro | evidencia-se uma significAncia de p<0,001
para a NAG sérica nos cirréticos descompensados quando
comparada com os valores dos controlos. Os cirréticos com-
pensados apresentam valores ligeiramente inferiores aos con-
trolos embora ndo significativos.

Quando comparamos actividades da NAG nos individuos
do sexo masculino e feminino (Quadro nido apresentado),
ndo se encontraram diferengas significativas quer nos doen-
tes cirréticos, quer nos controlos, como ja tinha sido verifi-
cado em trabalhos anteriores ''.

No Quadro 2 verifica-se a ndo existéncia de correlagdes
significativas entre os valores da NAG e algumas das provas

QUADRO [ — Actividade sérica da NAG expressa em nmoles
4MU/h/ml em doentes com cirrose hepitica descompensada e
compensada comparada com individuos normais

N.° NAG DP
Cirroticos
descompensados 15 931,67 206,69
I
Cirroticos
compensados 8 606,25 68,17
11
Controlos 76 636,71 141,67
11
I vs 111 T=6,692 p<<0,00t
Test de Student IT vs 111 T=0,594 p=ns
I vs Il T=4,134 p<<0,001
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QUADRO 2— Correlagiio da actividade sérica da NAG expressa em nmoles/ml/h com as provas funcionais hepdticas

NAG Albuminé- ¥ TGO TGP GT FA TP
mia globulina
Valores normais 495,04/ 35—55 07—1,7 6 — 181U 3 — 26IU <35 21 — 911U 75 — 120%
778,38 g/ 100 ml g/ 100 ml
nm/ml
Valores limites = 703,00 =14 21,87 215 =10 =23 265 =45
patologicos = 1434 =3,57 =3,53 =16l =280 =282 =386 =70
Correlagdes e r=0,096 r=0,538 r=0,017 r=0,064 r=0,092 r=0,208 r=0,325
Test de Student T=0,348 T=2,732 T=10,067 T=0,231 T=0,335 T=0,785 T=1309
p=n.s p=ns. p=ns. p=n.s. p=n.s. p=ns. p=ns.

Coeficiente de correlagdo (r), nimero (n), valores de Test de Student (T) e grau de significincia (p) das determinagdes efectuadas nos

doentes descompensados

funcionais utilizadas, nomeadamente a Albuminémia, y glo-
bulinémia, Transaminases glutdmico oxalacéticas (TGO);
Transaminases glutdmico piravicas (TGP), gama-glutamil-
-transpeptidase (yGT), fosfatase alcalina (FA) e tempo de
protrombina (TP), ao contrario do que foi demonstrado na
lesdo hepatica aguda para algumas provas 2,

A actividade da NAG nos cirrdticos descompensados
apresenta-se mais elevada nos doentes com encefalopatia
porto-sistémica (total de 6 casos) com valores de NAG
maxima de 1434 nmoles/ml do que nos 3 doentes descom-
pensados por intercorréncias de outro tipo (infec¢do respira-
toria, insuficiéncia renal): valores de NAG mdaxima de
1002 nmoles/ ml.

Em dois casos, com insuficiéncia respiratéria e EPS (n.° 7
€ 9) s6 foi possivel uma wnica determinacio.

Doseando-se sequencialmente a actividade da NAG em
cirrticos descompensados com posterior normalizagdo do
seu estado clinico (total de 6 casos) verifica-se que os valores
da NAG acompanham a evolugdo para a melhoria (Quadro
4).

DISCUSSAO

Tem sido demonstrado que a NAG ¢ preferencialmente
captada pelas células hepdticas ndo parenquimatosas dos
ratos e que a captagdo destes enzimas ¢ mediada por ligagio
a receptores da superficie celular, que reconhecem residuos
manose e N-acetilglucosamina 314,

Sabe-se que as células ndo parenquimatosas designadas
até ha pouco tempo por células de Kupffer constituem na
realidade uma populagdo heterogénea que pode agora
subdividir-se em células de Kupffer (34% do volume), células
endoteliais (44%), lipocitos (22%) e as pit-cells (volume
desconhecido) ',

Os lisosomas das células hepaticas ndo parenquimatosas
sdo responsaveis por 42,9% dos lisosomas hepdticos totais !¢,

As células de Kupffer evidenciam um enriquecimento
especifico em lipase &cida, B-glucuronidase, catepsina D e
amino peptidase B, enquanto as actividades especificas da
fosfatase acida, DNAase 4dcida, NAG e arilsulfatase B sio
superiores nas células endoteliais comparadas com as células
de Kupffer !,

No que diz respeito ao elevado nivel de glicosidases lisos6-
micas nas células sinusoides € possivel que sejam parcial-
mente de origem extracelular. As células sinusoidais sio
capazes de reduzir as actividades da B-glucuronidase e NAG
no soro '§

Dado que os enzimas lisosdmicos endocitados ndo sofrem
um catabolismo rapido ', parece licito concluir que a activi-
dade destes enzimas nas células de Kupffer e células endote-
liais podem resultar em parte de moléculas enzimdticas
adquiridas do plasma. Todavia desconhece-se até hoje a

QUADRO 3 — Actividade sérica da NAG expressa em nmoles ml/ h cirréticos
descomp dos com manutengiio deste estado ao longo do estudo

Doentes Determinages sequénciais (NAG nm/ml)

doente/sexo Dia 1 Dia 10 Dia 21 Intercorréncias
I M 955 1190 - H1? Hem.Digestiva ¢ EPS
EPS 11 EPS 11
2 M 855 943 802 Insufici¢ncia renal
3 M 1300 1283 950 EPS
EPS II-1l1  EPS II-111 EPS U
4 M 803 807 1134 EPS
EPS 1 EPS I EPS 11
5 F 1434 1302 1341 EPS
EPS III EPS 111 EPS Il
6 F 855 1002 814 Insuf. respiratdria
7 M 931
EPS 11
8 F 1003 990 870 EPS
EPS 11 EPS I-11
9 M 859 Infecgdo respiratéria

extensdo da possivel contribuigio destas moléculas extrace-
lulares para a actividade enzimatica enddgena.

Assim, no presente trabalho, a elevagio dos niveis séricos
da NAG obtidos na disfun¢fio hepatica poderia ser explic-
vel pelo compromisso do mecanismo de depuragdio descrito,
atendendo a que nestes casos ocorre frequentemente uma
descompensagio hepatica com aumento do catabolismo
celular.

Estdo descritas alteragdes dos mucopolissacaridos 4cidos
durante a fibrogénese hepética 2.2, Tem sido sugerido que
estas alteracBes resultam de um aumento na sintese dos
mucopolissacdridos sendo presumivel que esteja também
afectada a degradagdio destas macromoléculas 22,

Nakamura e col. 2 referiram uma eleva¢io da hialuroni-
dase tanto no homogeneizado como no soro de doentes
hepéticos cronicos, excepto numa fase avangada, sugerindo
que o metabolismo dos mucopolissacaridos seria mais inac-
tivo no estiddio irreversivel da lesio hepatica.

Um aumento dos mucopolissacaridos urindrios foi des-
crito por Koizumi e col. * em ratos com lesdo hepatica expe-
rimental ¢ em doentes com cirrose e fibrose hepatlca
evidenciando-se uma boa corrclagio entre os niveis séricos
da NAG e a quantidade dos mucopolissacaridos hepéticos.
A semelhanga dos resultados explicitados, estes Autores nio
observaram nos docntes estudados correlagdo entre a activi-
dade sérica ou hepitica da NAG ¢ as provas funcionais
hepaticas.
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QUADRO 4 — Actividade sérica da NAG expressa em nmoles/ml/h em
cirroticos descompensados com normalizagio do seu estado clinico

Doentes Determinagdes sequenciais
doente/ sexo 1.” Dia 10." Dia 21." Dia

I M 773 707 550
2 M 763 619 549
3 F 1023 919 750
4 F 802 778 630
5 M 790 608

6 M 1035 878 764

Em estudos posteriores 2 os mesmos Autores verificaram
um aumento da actividade enzimatica sérica que se acen-
tuava com a progressdo de lesdo hepatica. Estes factos pare-
cem indicar que existem factores comuns as altera¢Ses dos
mucopolissacaridos hepaticos e elevagio sérica da NAG no
processo fibrético. Dado que os resultados histolégicos nos
casos considerados no presente estudo revelaram fibrose em
actividade (dados nio apresentados), o aumento da NAG
podera reflectir a actividade da fibrose hepatica.

A encefalopatia porto-sistémica (EPS) é proveniente da
hipertensdo portal avangada. A ela estio ligadas todas as
perturbagdes psiquicas e neurolégicas de que sofrem os
doentes hepaticos. Parece ser provocada por metabolitos
proteicos toxicos que insuficientemente destoxificados pelo
figado do cirrdtico acabam por chegar ao cérebro.

A importancia do shun! é acentuada pelo facto de que um
by-pass da ordem dos 5% pode levar a um aumento de 1009
na frac¢io que escapa a extracgiio hepética 2. A elevagio dos
niveis da NAG obtidos no presente trabalho na EPS poderia
ser o resultado da sua ndo metabolizagdo a nivel hepatico,
visto existir o desvio porta sistémico citado.

Tem sido induzido nos macréfagos com agentes do tipo
das endotoxinas o aumento do conteido intracelular ¢ a
libertagdc das hidrolases 4cidas?. Assim, o aumento da
NAG observado em doentes internados com hemorragia
digestiva (HD), embora constituindo uma minoria, podia
dever-se a uma maior libertagdo dos macréfagos secundaria
a endotoxinémia proveniente do metabolismo bacteriano
intestinal como consequéncia das HD, uma das causas
desencadeantes da EPS.

Falando nos parimetros bioquimicos inerentes a EPS, a
alcalose cursando com hipocaliémia, aumenta a permeabili-
dade das menbranas & difusio n#o iénica conduzindo a
modificages ultra-estruturais, levando a uma libertagfio dos
enzimas lisosomicos que poderia explicar a marcada eleva-
¢do da actividade da NAG na EPS.

Entre os agentes que afectam a fun¢dio do SNC temos
ainda a considerar as aminas biogénicas (octopamina e
outras) que podem funcionar como falsos neurotransmissores.

Fisher et col. * sugeriram recentemente um modelo geral
para o transporte dos enzimas lisosémicos em que os recep-
tores fosfomanosil actuariam como veiculos no transporte
intracelular dos enzimas lisosémicos, verificando que as ami-
nas lisosomotrdpicas, do tipo acima referido, alteram a reci-
clagem dos receptores, bloqucando a capta¢io enzimatica.

A luz deste conceito uma outra hipétese explicativa surgi-
ria para o acentuado aumento observado na actividade da
NAG na EPS.

Embora nio havendo correlagio da NAG com as classicas
provas dc funcdo hepitica, cste estudo sugere que os niveis
da NAG em dosecamentos sequenciais permitem seguir a evo-
lugdo clinica da EPS. Serio necessarios estudos mais com-
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pletos com ensaios simultineos de outras hidrolases
lisosémicas para se avaliar da importincia deste enzima
como pardmetro valido no prognéstico da EPS e noutras
intercorréncias da doenga hepitica crénica.
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