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RESUMO

Doseou-se a N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG) sérica total, bem como os seus principais isoen-
zimas A (termolabil) e B (termo-estavel) em individuos de ambos os sexos com eutiroidismo, hipertiroi-
dismo e hipotiroidismo. Nos hipertiroideus (n= 20), os niveis da NAG total expressa em nmoles/ml/h -
865,9+ 122,676 (média e desvio padrio), do Isoenzima .A - 490,31+93,592 ¢ Isoenzima B -
361,666,371, encontram-se elevados relativamente aos valores dos hipotiroideus: NAG total -
533,105+ 97,927 (p< 0,001); Isoenzima A - 280,263+ 61,436 (p<< 0,001); Isoenzima B - 251,580+ 50,530
(p<0,001); Isoenzima A - 316,85+ 55,00 (p<0,001); Isoenzima B - 238,95+ 39,60 (p<0,001).
Procedeu-se com intervalos de | més ao doseamento enzimatico total e especifico em sete hipotiroideus,
submetidos, respectivamente, a terapgutica com L-tiroxina (LT, - doses de 0,1 - 0,2 mg/ dia) e Propiltiu-
racilo (doses de 0,3 - 0,4 g/dia). Utilizaram-se os doseamentos das hormonas tiroideias T;e T4 ¢ da
THS como critério de evolugdo. A reducdo da actividade hormonal em 7 hipertiroideus acompanhou-se
de uma diminuigdo significativa da actividade enzimatica (NGA total: p 0,02 ¢ Isoenzima A: p 0,02). As
alteragdes do isoenzima B ndo foram significativas. Em 4 hipertiroideus ndo se observou diminuicdo da
actividade total e especifica da NAG embora os niveis de T3 e T4 do soro tivessem normalizado,
mantendo todavia os doentes alguns sinais e sintomas do hipertiroidismo. Nos hipotiroideus submetidos
i L-tiroxina a NAG total, Isoenzima A e Isoenzima B elevaram-se de forma significativa (p<0,001;
p<0,001: p<0,01 respectivamente).

SUMMARY

Relationship of Thyroidal Hormones with the Total and Specific Serum Activity of
N-Acetyl-8-D-Glucosaminidase

Total serum N-acetyl-8-D-glucosaminidase (NAG), isoenzyme A (labile) and isoenzyme B (stable)
activities were determined in euthyrtoid controls and in thyroid disease. In twenty hyperthyroid indivi-
duals total NAG (856,9 & 122,676 nmols/ h/ ml and isoenzyme A (490,31 93,592) as well as isoenzyme B
(361,61 66,371), were higher than the levels in nineteen hypothyroids [total NAG= 533,105+ 97,927
(p<0,001); isoenzyme A = 280,263+ 61,436 (p<0,001); isoenzyme B=251,580 50,530 (p<0,001)] or
in twenty euthyroids [total NAG=555,55+75,59 (p<<0,001); isoenzyme A= 316,85+ 55,0 (p<0,001);
isoenzyme B=238,95+ 39,60 (p<<0,001)]. Monthly assays were performed in seven hypothyroids and
eleven hyperthyroids over the course of their corrective treatment with L-thyroxine (LT4: 0,1-0,2mg
(day) and propylthiuracil (PTU: 0,3-0,4/day), respectively. Total T4 was taken as the criterion for
thyroid status. The reduction of hormone activity in seven hyperthyroids was accompanied by a signifi-
cant decrease in enzyme activity (NAG=p<0,02; isoenzyme A= p<0,02). Isoenzyme B displayed no
significant variation, In four hyperthyroids submitted to treatment with PTU there was no reduction in
NAG activity and although T4 came down to normal levels. These patients still displayed symtoms of
hyperthyroidism. In the hypothyroid groups treated with L-tiroxine, total NAG and isoenzyme A activi-
ties increased, with highly significant values (p<0,001; p<<0,001), as well as the isoenzyme B activity,
comparing levels before and after the treatment (p<<0,001).

INTRODUCAO

Os enzimas lisosémicos como a N-acetil-8-D-
-glucosaminidase (EC 3-2-30) estdo implicados no catabo-
lismo das glucoproteinas, glucosaminoglicanos e
proteoglicanos '. A regulagiio da sua actividade parece estar
sob o controle de um grande numero de influéncias genéticas
e humorais. Tem-se demonstrado que a concentragdo da
NAG no soro € outros liquidos orgénicos constitue um
indice para o diagndstico, a evolugio e o progndstico de
diversos tipos de patologia — mucolipidoses, patologia hepa-
tica e renal, diabetes mellitus, doengas do foro gastrintesti-
nal, cardiovascular ¢ doengas cancerigenas>*.

Recebido para publicagdo: 19 de Setembro de 1988.

Cotes et al® apés a administragdo de L-tiroxina a ratos
adultos demonstraram um aumento da actividade de tréa -
-glicosidades acidas (B-galactdsidase dcida, N-acetil-8-
-glucosaminidase e B-glucuronidase) no tecido hepatico.

As hormonas tiroideias alteram a actividade total dos
enzimas lisosomicos no figado sem afectar a sua distribui¢io
nas diferentes fracgdes celulares, ao contrdrio do que se
passa com a glucagina ou com a insulina .

Os enzimas lisosémicos nfo proteoliticos, incluindo a fos-
fatase acida, a B-galactosidase, a NAG e a L-manosidase,
alteram-se no soro em paralelo com as proteases no figado ¢
musculo esquelético ''. Alteragdes concomitantes no con-
teddo de todos estes enzimas podem resultar de varia¢des
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quer no nimero de lisosomas por célula, quer no nimero de
enzimas por lisosoma.

Dado que a T e a T, também controlam os niveis lisos6-
micos de RNase, DNase e lipases acidas ® é licito admitir que
O turnover dos constituintes celulares ndo proteicos também
pode ser regulado pelas hormonas tiroideias.

Foi demonstrado por Oberkotter et al'> que a tiroxia
aumenta a actividade da NAG total e do isoenzima A no
figado do rato, ndo se verificando altera¢des no isoenzima B
(termoestavel). Os mesmos autores observaram num grupo
de individuos do sexo feminino na puberdade uma elevada
correlagdo entre a actividade total da NAG e os niveis da T,
com uma elevagio selectiva do isoenzima A.

A finalidade deste trabalho foi a de estudar a actividade
total e especifica da NAG em adultos com hiper e hipotiroi-
dismo, efectuando, igualmente, doseamentos periédicos nos
individuos submetidos a terapéutica hormonal.

MATERIAL E METODOS

Estudaram-se 20 doentes com hipertiroidismo, 16 do sexo
feminino e 4 do sexo masculino, com idades compreendidas
entre 0s I! e os 65 anos (idade média — 35 anos) e 19 doen-
tes com hipotiroidismo, 12 do sexo feminino e 7 do sexo
masculino com idades entre os 13 e os 60 anos (idade
média — 30 anos), da Consulta de Endocrinologia do Hospi-
tal de Santa Maria. Com intervalos de | més foram estuda-
dos com doseamentos periédicos da NAG total e especifica,
enquanto faziam terapdutica, até atingirem o estado de euti-
roidismo, onze hipertiroideus (8 do sexo feminino e 3 do
sexo masculino, com idades entre os 36 € 0s 53 anos — idade
média 44 anos) e sete hipotiroideus (5 do sexo feminino e 2
do sexo masculino: 14-60 anos, média 40 anos).

Como controlos eutiroideus estudaram-se 20 dadores do
Posto Avangado do Servico de Transfusdes de Sangue do
Hospital de Santa Maria, sem evidéncia clinica ou laborato-
rial de qualquer tipo de patologia.

A funcdo tiroideia foi avaliada por doseamento por radioi-
muno ensaio da T; total, T, total e THS do soro.
Utilizaram-se kits comerciais (Amerlex); com os seguintes
valores de referéncia: Ty 4,2 - I15ug/ml; Ty 05 - 2,2
ng/ml; THS:<0,6 - 6 uU/ml.

A NAG sérica total foi determinada por doseamento fluo-
rimétrico, pelo método de Leaback © Walker'* com o 4-

-metilumbeliferil glucosaminido como substrato fluorigénico,
sendo a 4-metilumbeliferona (4 MU) libertada pela reacgio
convertida para a sua forma aniénica altamente fluorescente,
pela adi¢do de Tampdo alcalino e o produto da reaccio
doseado fluorimetricamente. A actividade enzimatica especi-
fica foi doseada pelo método de Oberkotter et al 2,
recorrendo-se ao mesmo substrato. A actividade enzimdtica
¢ referida em nmoles de 4-MU liberta por hora a 37° C,
expressa em unidades por ml.

As amostras de sangue foram colhidas por pungio venosa
em jejum, e, submetidas & centrifugagio, dividindo-se o
sobrenadante em 2 partes aliquotas e procedendo-se imedia-
tamente aos doseamentos hormonais e da actividade da
NAG, ou congelando-se os soros a -20° C até as referidas
determina¢des num periodo inferior a 15 dias.

O substrato fluorgénico e o padrio 4-MU foram da
Sigma.

As restantes solugdes empregues, todas do grau reagente,
da Merck.

A anilise estatistica dos dados incluiu o cileculo das
médias, desvio padrio e varidncias. Baseado nas variancias
observadas foi utilizado o Teste de Student para determinar
os niveis de significAncia. Recorreu-se 4 regressio linear para
o Tragcado das Rectas, utilizando o método dos minimos
quadrados.

RESULTADOS

O Quadro | mostra que a diferenca da actividade NAG
total dos hipertiroideus vs eutiroideus ¢ hipotiroideus ¢ alta-
mente significativa (p<<0,001), sendo igualmente significati-
vas as actividades do enzima Termolabil A (p<0,001) e
Termoestavel B (p<0,001).

As actividades enzimaticas dos eutiroideus comparadas
com as dos hipotiroideus ndo sio significativas no que diz
respeito 4 NAG total ¢ isoenzima B, mas ligeiramente signifi-
cativas as actividades do isoenzima Termolabil A (p<0,05).

Observa-se que a normalizagio das provas da fungdo tiroi-
deia foi acompanhada per uma redugfio da actividade da
NAG tanto total como especifica; o periodo de duragdo da
terapéutica variou entre os 2 e 11 meses, ou seja, para cada
caso foram efectuadas determinagdes, oscilando entre um
total de 2 a I1.

QUADRO | —Provas da funciio tiroideia vs actividade NAG total e especifica (nmoles de 4MU/ml/h)

Estado Tx Ty TSH Actividade NAG (nmoles/ ml/h)
NAG total A B
I Hipertiroideus
(n=20) 3,197+ 1,691 17,2631 2,953 1,541+ 0,662 8569 £122,676 490,3 +93592 3616 + 66,371
I Eutiroideus
(n=20) 1,083+ 0,497 7,680+ 1,501 1,977+ 0,756 555,55 + 75,59 316,85 £5500 28395 + 39,60
11l Hipotiroideus
(n=19) 0,511+0,422 3,2151+2,750 50,5351+ 26,129 533,105t 97,927 280,263+ 61436 251 ,380+ 50,530
Teste de Student
t= 5,095 t=12,353 t= 1,865 t= 8,885 t=6,778 t=6,713
Ivs 1l .
p<0,001 p<0.001 p=n.s. p<0,001 p<<0,00! p<0,001
t=6,396 t= 14,743 t=28,165 t=8,616 t=7.819 t=15485
I vs LI
p<<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
t=3,707 t=6,171 t=8,092 t=0,762 t=1,961 t=0,826
I vs 111
p<0,001 p< 0,001 p<0,001 p=ns. p=0,05 p=ns.
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QUADRO 2 — Actividade NAG total, 4 e B (nmoles/ml/h) num grupo de 7 hipotiroideus submetidos & terapeutica com Propiltiuracilo até
a0 estado eutiroideu e normalizagiio da actividade enzimdtica. Os valores referam-se & actividade enzimdtica e da funcdio tiroideia antes e
depois da terapéutica (as colheitas foram efectuadas periodicamente com intervalos de 1 mes). Os casos estio numerados de 1 a 7.

T, Ty THS Actividade NAG (nmoles/ml/h)
(0.5-1,9ng/ ml) (4.2-11 ug/ml) (0,6-6 .U/ ml) NAG total A B

N.° de casos ¢
duracdo da terapéutica Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes  Depois

2 Nr;‘l\esles) 39 2,06 14,09 9,37 0,46 0,65 617 580 396 378 221 221
© Nléeszes) 2,58 1,07 16,0 11,0 1,76 1,39 753 491 461 340 287 151
(ZNr;:es:z:s) 2,79 0,91 15,03 8,98 0,95 0,99 . 684 538 440 388 244 7 150
( ION;?e:es) 3,32 1,07 13,59 10,14 1,3 0,6 677 480 378 320 299 160
(1 lN;(r’)eies) 1,9 0,97 20,0 1,0 1,2 1,45 707 407 413 220 294 187
(9Nr;:esf:s) 3,20 2,07 20,9 11,0 1,2 1,52 - 806 479 590 343 216 136
( ION;ne-s]es) 0,95 0,88 15 9,9 1,2 1,19 656 535 377 304 279 231

QUADRO 3 — Actividade NAG total, A e B (nmoles/ml/h) num grupo de 4 hipertiroideus submetidos & terapéutica com Propiltiuracilo até
a0 estado de eutiroideus definido pelas provas da fungiio tiroideia mas com manutengiio da sintomatologia clinica, niio se verificando uma
normaliza¢do da actividade enzimdtica. Os valores referem-se a actividade enzimdtica e da fungfio tiroideia antes e depois da terapéutica
(colheitas efectuadas periodicamente com intervalos de 1 més)

T, T, THS Actividade NAG (nmoles/ ml/h)
(0,5-1,9ng/ ml) (4,2-11 ug/ml) (0,6-6 uU/ml) NAG total A B

N° de casos €
duragia da terapéutica Antes Depois Antes Depois Antes Depois  Antes Depois Antes Depois Antes Depois

N2 1
(14 meses) 2 1,36 17,5 7,8 1,04 0,94 926 959 500 550 426 409
N 2
(10 meses) 4,43 1,31 20,37 10,05 1,15 0,64 733 760 423 550 310 210
NS 3
(4 meses) 3,61 1,6 17,2 10,0 0.83 0,6 694 00 amn 435 284 265
N’ 4
(10 meses) 1,57 1,04 23,3 10,6 0,8 1,45 856 888 454 560 402 328
A andlise do quadro 3 revela que a normaliza¢io das pro- Ha uma elevagdo da actividade total e especifica da NAG
vas da fungio tiroideia nfio foi acompanhada por uma redu- acompanhando a normalizagio das provas de fungio tiroi-
¢do da actividade total e especifica da NAG; o periodo da deia, variando o periodo da duragio da terap&utica entre os
instituigdo da teraptutica oscilou entre os 4 ¢ 14 meses, com 2 e os 8 meses, com uma evolugdo laboratorial implicando
doseamentos periddicos mensais de 4 a 14. idéntico nimero de determinagbes (Quadro 4).

QUADRO 4 — Actividade NAG total, 4 e B expressa em nmoles/ml/h num grupo de 7 hipotiroideus controlados com L-Tiroxina
(dose de 0,1-0,2mg/dia) até ao estado eutiroideu e normalizagdio da actividade enzimdtica, com colheitas periédicas intervaladas de 1 més,
referindo-se os valores is provas de fungfio tiroideia e actividade enzimitica antes e depois d# terapéutica

T; Ty THS Actividade NAG (nmoles/ml/h)
(0.5-1,9ng/ ml) (4,2-11 pg/ml) (0,6-6 uU/ml) NAG total A B

N.° de casos e
duragdo da terapéutica Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois

(4Nr;“17es]cs) 0,88 1,71 2,1 10,2 63,15 3,1 446 730 260 440 186 290
(4Nr;11’eszes) 0,81 1,09 20 . 517 31,15 3.19 481 527 280 360 201 167
5 NI;‘I’CS3CS) 0,63 0,58 2 10,72 21,12 2,46 350 551 270 366 80 185
Qa3 Nr;(l’ests) 1,0 0,66 32 828 12,5 1.6 365 443 230 268 135 181
(8 Nr;lesscs) 0,68 1,23 4,2 1,0 14,3 5.36 526 666 306 415 220 251
2 Nr;‘l’esis) 1,06 1,45 34 8,45 8,7 2,0 295 643 189 375 106 268
3 Nn'iesls) 0,85 1,06 4,6 8,7 34 4,3 586 706 300 456 286 250
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DISCUSSAO

Oberkotter et al ' referiram uma correlagio significativa
entre a actividade sérica total e especifica da NAG e o estado
tiroideu de adolescentes do sexo feminino, ao doseamento
sequencial da NAG a par das provas da fun¢io tiroideia ao
longo do tratamento a que estes doentes hipertiroideus e
hipotiroideus foram submetidos, respectivamente a Propil-
tiuraciclo e a L-Tiroxina. Verificaram que a normaliza¢io da
actividade hormonal foi acompanhada nos casos de hiperti-
roidismo por uma redugdo significativa da actividade da
NAG total € do isoenzima Termolabil A e nos casos de hipo-
tiroidismo por uma elevago igualmente significativa dessas
mesmas actividades enzimaticas. Ndo se observaram altera-
¢bes significativas no isoenzima Termolabil B. Assim, o
efeito hipertiroideu no nivel sérico do enzima lisosémico nio
era global, tornando-se evidente que a elevagio do nivel
hexasominidase sérica estava relacionada com a actividade
do isoenzima Termolabil A, aspecto particularmente impor-
tante na medida em que o isoenzima A esta deficiente em
varios tipos de doengas metabdlicas congénitas, como por
exemplo as gangliosidades GM ,,

Numa comunica¢do preliminar estudando uma populagio
adulta '’ confirmamos os resultados de Oberkotter et al'
embora tivessemos obtido correlagdes menos significativas
tanto para a actividade total como especifica da NAG com-
parada com a T, total.

Atribuimos o facto ao catabolismo das glucoproteinas ser
menos acentuado no estado adulto do que na adolescéncia
caracterizada por uma maior actividade metabblica.

A interpretagio das alteragdes  das hidrolases acidas é
controversa.

A presenca da hormona tiroideia parece ser directamente
responsdvel pelo aumento dos niveis séricos dos enzimas
lisosémicos como a NAG e a glucuronidase '*. Assim o pro-
vam a correlagio entre as actividades da NAG total e especi-
fica e os niveis de T 4, nos estudos ja referidos, a redugiio dos
valores enzimdticos em doentes hipertiroideus apés o trata-
mento com Propiltiuracilo, bem como a elevagio da NAG
apés o tratamento dos doentes hipotiroideus com L-
-Tiroxina. De Martino et al "’ demonstraram que as hormo-
nas estimulavam a biossintese dos enzimas lisosémicos
hepaticos e esqueléticos mesmo fora dos produtos de cresci-
mento e diferencia¢io dos tecidos.

Segundo Weissman et al ', ¢ improvavel que a glandula
tiroideia seja por si s6 o indutor da sintese dos enzimas liso-
sémicos, dado que a administra¢io da Triodotironina induz
niveis muito elevados da actividade sérica enzimatica. A ele-
va¢lo dos niveis das glucosidades pode, assim, representar
um aumento da sintese ou libertagdo do enzima dos tecidos
tornados hipermetabdlicos pela administracdo da hormona
tiroideia.

Entre as virias hipéteses propostas para o aumento dos
niveis séricos nos doentes hipertiroideus podiamos conside-
rar uma modificagdo da permeabilidade da membrana ou
um aumento na destruigdo celular, ou, ainda, um reflexo do
estimulo da exocitose resultante de um elevado metabolismo
celular.

Uma diminui¢do na velocidade da depuragio das hidrola-
ses dcidas também pode ser responsdvel pela sua elevagio.
Knook et al '® sugeriram que o aumento dos niveis das gluco-
sidades séricas em determinada patologia pode estar ligado a
alteragGes estruturais nos enzimas, com incapacidade de
reconhecimento por parte das células hepaticas, impedindo
assim a sua depuragio plasmadtica.

Estes enzimas s3o eliminados da circulagfio principalmente
por um processo de endocitose pelas células de Kiipffer
mediado por receptores especificos da membrana °.
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A redugdo ou inactivagdo destes receptores pode alterar
todo este mecanismo.

O doseamento da NAG nio sera talvez especifico do diag-
nostico da patologia tiroideia, dado que se observam altera-
¢des da sua actividade em varias outras situagdes 2.

Neste estudo demonstramos que a determinagdo sequen-
cial da actividade sérica total e especifica da NAG oferece
um meio quantitativo de seguir a evolugfio da resposta tera-
peutica na disfungfo tiroideia. O valor da actividade enzima-
tica da NAG ¢ ainda relevante se atendermos ao facto de que
a administracio de compostos iodados ou outras drogas
alteram as provas convencionais da fungdo tiroideia.

Um outro aspecto importante ¢ que num subgrupo dos
hipertiroideus submetidos 4 teraputica com Propiltiuracilio,
assistimos & normalizagdo dos niveis da hormona tiroideia
ndo acompanhados pela redugio que seria de prever tanto
na actividade total da NAG como na do isoenzima Termola-
bil A e Termoestavel B. Este grupo de individuos mantinha
sinais e sintomas clinicos de hipertiroidismo e seria interes-
sante verificar na sequéncia da evolugio patoldgica qual o
significado ou valor progndstico da manutengio desses enzi-
méticos elevados, alargando inclusivamente o estudo a gru-
pos mais amplos.
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