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RESUMO

A actividade da N-acetil-3-D-glucosaminidase sérica foi determinada no soro de 45 diabéticos tipo I
controlados e de 63 individuos normais, nio se encontrando diferencas significativas entre estes dois grupos.
Nio se observaram elevagdes enzimaticas especificas, evidenciando tanto o isoenzima termolabil A como o
enzima termoestavel B actividades sobreponiveis ds dos controles. A NAG urinaria encontrava-se significa-
tivamente alterada em doentes com ¢ sem nefropatia, quando comparada com a do grupo controle, sendo
a elevacdo mais significativa em doentes com nefropatia. Encontrou-se uma correlagdo positiva altamente
significativa entre a NAG sérica, a glicémia e a frutosamina, respectivamente.

SUMMARY

N-acetyl-3-D-glucosaminidase activity in relation with glycemia, serum frutosamine and type
I diabetic nephropathy

Serum activity of N-acetyl-3-D-glucosaminidase (NAG) was determined in 45 patients with diabetes
mellitus type I compensated and in a control group of 63 normal persons. NAG activity was not signifi-
cantly increased when compared to the control group. No significant variations were observed in the
activities of isoenzyme heat-labile A and isoenzyme heat-stable B when comparing controls and patients.
Urinary NAG was significantly increased in diabetics with and without nephropathy when compared to
the control group. The variation was more significant in diabetics with nephropathy. There is a highly

positive correlation between serum NAG and both blood glucose and plasma fructosamine.

INTRODUCAO

A N-acetil-3-D-glucosaminidase (EC.3.2.1.30) - (NAQG) ¢
um enzima lisosémico relacionado com a hidrélise de diver-
sos glicoconjugados, incluindo oligossacaridos, mucopolis-
sacaridos, glicolipidos, glicoproteinas e proteoglicanos.! E,
pois, uma glucosidase.

O aumento da actividade sérica da NAG na diabetes
mellitus,2 3 bem como o de outros enzimas lisosémicos
como a beta-glucuronidase tem sido encarado como um me-
canismo de defesa contra a acumulagdo dos compostos ja
referidos nas membranas basais dos capilares sanguineos.

Os lisosomas sdo ricos em enzimas hidroliticos capazes
de degradar uma variedade de compostos.’7 Aparentemen-
te, eles contém glucohidrolases para qualquer tipo de liga-
¢do glucosidica das glicoproteinas. Tem sido posta a
hipotese 8-1¢ de que o aumento sérico da NAG exprimiria
uma maior activagdo dos lisosomas dos tecidos. Este feno6-
meno ocorreria, provavelmente, em resposta a necessidade
metabolica de degradar qualquer um dos compostos acumu-
lados nos tecides, como mucopolissacaridos e glucoprotei-
nas nos diabéticos com patologia vascular, ou diversos
outros constituintes celulares resultantes de um aumento do
catabolismo dos tecidos a uma velocidade proporcional ao
grau de descompensacdo metabodlica. Esta hipotese é susten-
tada pela observagdo de que apods activagdo experimental
dos lisosomas existe um aumento da actividade dos enzimas
hidroliticos no soro, consequente a sua libertagdo.!!
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As alteragdes de actividade das hidrolases lisosomicas pa-
recem desempenhar um papel na fisiopatologia da microan-
giopatia diabética. Esta descrita uma elevagdo dos niveis
enzimaticos do soro, a0 mesmo tempo que se verifica uma
reducdo da sua actividade no rim e retina dos ratos dia-
béticos.!2

Pitkanen e col 13 observaram que em diabéticos insulino-
-dependentes, a gravidade da retinopatia diabética ndo
acompanhava o grau de elevagdo da actividade lisosémica
demonstrada pelo seu doseamento sérico. Esta observagdo
sugere que a sintese, secre¢do, e/ou tfurnover no plasma dos
enzimas lisosOmicos ndo parece ser afectada pela microan-
giopatia diabética, ndo se encontrando ainda clarificada a
sua relagdo com estes dados. Bomback e col 4 observaram
uma maior excre¢do uriniria da NAG nos diabéticos.

Tem sido dispendido um grande esfor¢o no estudo da
composicdo quimica e biossintese de macromoléculas em
animais 13- 16 como no ser humano,!”?° mas o seu metabo-
lismo continua mal esclarecido.

Estudos sobre glicosil transferases implicadas na sintese
da membrana basal dos glomérulos 2! indicaram que na dia-
betes induzida no rato pela aloxana, ocorre um aumento da
actividade da glicosiltransferase implicada na sintese de uni-
dades dissacarideas com ligagdes hidroxilisina, enquanto
que a actividade da galactosil transferase participando no
conjunto das unidades heteropolissacarideas ndo esta modi-
ficada. A actividade destes enzimas parece reflectir a altera-
¢do do estado da membrana basal no diabético, que possui
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maior nimero de dissacarideos e manutencdo de um nivel
normal de heteropolissacarideos. O tratamento precoce dos
animais diabéticos com insulina restabelece a actividade
normal da glicosiltransferase e leva a um relentamento da
sintese das membranas basais.

Enquanto que a sequéncia dos acontecimentos desde a
deficiéncia de insulina até & sintese alterada da membrana
basal permanece obscura, existe a possibilidade de que uma
substincia, cujo nivel plasmatico fosse controlado pela
accdo da insulina, como a glucose ou alguns dos seus meta-
bolitos, desempenhe um papel na regulagdo dos diversos esta-
dios pos-ribossdmicos (tais como a hidroxilagdo e a ligagédo
dos glicidos), implicados na associagdo e exportagdo das
subunidades da membrana basal do glomérulo.2?2 Um outro
aspecto é o facto da glucose se ligar &s proteinas por um
mecanismo n3o enzimitico em que a ac¢do de massa é o
factor regulador da glicosilagdo. Por isso & que os indivi-
duos diabéticos evidenciam niveis elevados de proteinas
glicosiladas,?? revestindo-se de interesse a eventual relagdo
entre a actividade enzimatica no metabolismo das glicopro-
teinas e os niveis de glicosilagdo nfo enzimatica.

Sabe-se 24 que o doseamento da hemoglobina glicosilada
(Hb A,C) é valido para a avaliagdo retrospectiva do controle
metabolico do diabético, embora ndo constitua um para-
metro Util na monitorizagdo das alteragbes que ocorrem no
desiquilibrio metabdlico da diabetes.?’

Baker e col 26: 27 propuseram o doseamento da fructosa-
mina como um método rapido e simples para a medi¢do da
concentragdo sérica das proteinas glicosiladas ndo enzimati-
camente. Sendo a semi-vida média dessas proteinas muito
inferior aos 60 dias do eritrocito, este doseamento dar-
-nos-ia uma informagéo retrospectiva correspondente a um
periodo mais proximo do momento de avaliagdo.

A finalidade deste estudo foi o de verificar o comporta-
mento da actividade da NAG sérica em diabéticos do tipo I,
correlacionando-a com os niveis sanguineos da frutosamina
e com a glicémia.

Determinou-se a actividade dos seus principais isoenzi-
mas A e B, a fim de se admitir de uma elevagdo enzimatica
especifica na diabetes do tipo I.

Recorreu-se ainda & actividade da NAG urinaria numa
tentativa de melhor compreensido das complicacdes da dia-
betes, concretamente a nefropatia.

MATERIAL E METODOS

Estudaram-se 45 diabéticos do tipo I da Consulta Externa
do Departamento de Diabetologia do Servigo de Medicina
IV do Hospital de Santa Maria (23 homens e 22 mulheres
com idades compreendidas entre os 9 e os 43 anos, idade
média - 23 anos). O grupo controle incluiu 63 individuos
saudaveis, dadores do Posto Avan¢ado do Servico de Trans-
fusdes de Sangue do Hospital de Santa Maria (32 homens e
31 mulheres com idades entre os 19 e os 48 anos, idade mé-
dia de 40 anos). Os individuos utilizados como controles
eram saudaveis.

Relativamente ao tempo de evolugdo foram considerados
3 grupos: 24 individuos do grupo A (<5 anos de evolug#o);
12 individuos do grupo B (5 a 10 anos de evolugéo) € 9 indi-
viduos do grupo C (>10 anos de evolugdo).

Também se descriminaram estes diabéticos consoante a
presenga ou auséncia de retinopatia, nefropatia e neuropa-
tia. A presenga e o grau de retinopatia foi estabelecida pelo
exame oftalmologico; a nefropatia pela persisténcia da albu-
min{iria e doseamento de creatinina e/ou ureia no soro e a
neuropatia pelo exame clinico.

QUADRO 1

Individuos N2 total &} o Idade média
Normais 63 32 31 40 anos (19-48)
Diabéticos tipo 1 45 23 22 23 anos ( 9-43)
Grupo A (diabéticos ¢/ 5 anos de evolugéo) 24 14 12 19 anos ( 9-38)
Grupo B (diabéticos ¢/ 5-10 anos) 12 7 5 25 anos (14-41)
Grupo C (diabéticos ¢/ >10 anos) 9 4 5 28 anos (12-42)
Com retinopatia 4 3 1 31 anos (18-41)
Sem retinopatia 41 20 21 22 anos ( 9-43)
Com neuropatia 8 4 4 24 anos (17-39)
Sem neuropatia 37 21 16 21 anos ( 9-43)
Com nefropatia 38 20 13 26 anos ( 9-43)
Sem nefropatia 7 3 4 24 anos (11-42)

As amostras de sangue foram colhidas por pun¢do veno-
sa cerca de 3 horas apds o pequeno almogo, e, depois da
coagulacdo o sangue era centrifugado, congelando-se os
soros a —20 °C até a sua utiliza¢go.

As amostras de urina foram colhidas entre as 10-12
horas e armazenadas a —20 °C sem preservativo. O dosea-
mento da NAG era executado no prazo minimo de § dias.
Numa aliquota destas amostras analisavam-se imediata-
mente apds a colheita a glicos(iria, proteintria e cetondria
pelo método enzimatico (Boehringer-Manheim Teste).

A glicémia foi determinada pelo método de glucose oxi-
dase (Kit da Sigma) com modificagdes.28

A determinagdo da frutosamina foi feita segundo o me-
todo referido por Johnson e col.26
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A actividade sérica da NAG foi doseada recorrendo-se
ao glicosido 4-metilumbeliferil (4-MU), da Sigma, como
substrato fluorigénico.?®

A inactivagdo selectiva do isoenzima Termolabil A foi ba-
seada no método de Oberkotter € col.* A actividade da NAG
urinaria foi determinada pelo método de Dance e col,3! recor-
rendo-se a0 mesmo substrato fluorigénico. O grupo controlo
era constituido por 20 individuos saudaveis (10 do sexo mascu-
lino e 10 do sexo feminino com a idade média de 30 anos).
Todos os ensaios foram efectuados em duplicado. As actividades
séricas da NAG sdo expressas em unidades por ml de soro ¢ as
urindrias em unidades por mg de creatinina urinaria, sendo a
creatinina doseada pelo método de Jaffe.»?

A frutosamina é expressa em nmoles por litro.
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RESULTADOS E CONCLUSAO

QUADRO 2 NAG sérica total e actividade do isoenzima A e B (n moles 4-MU/ml/h)

NAG total Isoenzima ‘A" Isoenzima “B”
N° X pP X DP X DP
Diabéticos 45 605 511 120 451 361 556 73 946 246 178 73 951
Normais 63 586 159 92 289 349 2170 57 682 237 254 56 842
t = 0,650 t = 0,960 t = 0,702
p = n.s. p = n.s. p = n.s.
X - média; DP - Desvio padrdo; t - test de Student; p - probabilidade.
Os valores de NAG sérica total, isoenzima A e isoenzima Nio se verificaram diferengas entre 0s sexos, quer nos

B, ainda que ligeiramente superiores nos diabéticos tipo I
ndo sio significativos relativamente ao grupo controlo.

normais, quer nos diabéticos, tanto para actividade total
como especifica (Quadro n3o apresentado).

QUADRO 3 Actividade da NAG sérica total, isoenzima A e isoenzima B (n moles 4-MU/h/ml)

NAG total Isoenzima ‘‘A’’ Isoenzima ‘B’
Tempo de evolugdio Ne° X DP X DP X DP
1. Grupo A (5 anos) 24 609 320 115 994 375 385 78 701 230 68 67 086
2. Grupo B (5-10 anos) 12 589 583 111 132 333 333 66 378 256 417 55 502
3. Grupo C (10 anos) 9 541 556 92 238 332 222 40 552 209 333 53 712
Teste de Student t P. t p. p.
1vs2 0,481 n.s 1,563 n.s 1,128 n.s
2vs3 1,001 n.s 0,442 n.s 1,855 n.s
1vs3 1,541 n.s 1,530 n.s 0,839 n.s

Nio ha diferengas significativas entre os diversos grupos,
considerando o tempo de evolugdo da diabetes. Atribuimos

o facto dos valores no serem significativos para os grupos

B e C vs. A pelo niimero restrito de individuos nestes grupos.

QUADRO 4 NAG sérica total e actividade dos isoenzimas A e B (n moles/4-MU/ml/h)

NAG total Isoenzima ‘‘A" Isoenzima ‘‘B”’
Tempo de evolugdo Ne X DP X DP X DP
1. S/ retinopatia 41 563 966 133 523 348 220 78 941 217 508 73 115
2. C/ retinopatia 4 593 667 92 716 351 667 34 308 242 000 77 920
3. Normais 63 586 159 92 289 349 270 57 682 237 254 56 892
Teste de Student t. p. t. p. t. p.
1vs2 0,524 n.s 0,377 n.s. 0,755 n.s
2vs3 1,065 n.s 0,781 n.s. 0,765 n.s
1vs3 0,788 n.s 0,564 n.s. 1,518 n.s
QUADRO 5 NAG sérica total e actividade dos isoenzimas A e B (n moles 4-MU/ml/h)

NAG total Isoenzima “A’’ Isoenzima ‘‘B”’

Tempo de evolugio N° X DP X DP X DP
1. S/ nefropatia 38 563 816 150 757 350 510 80 792 222 857 73 597
2. C/ nefropatia 7 582 000 109 753 332 500 80 490 249 500 81 548
3. Normais 63 586 159 92 289 349 270 57 682 237 254 56 892
Teste de Student t. p. t. p- t. p.
1vs2 0,321 n.s. 0,575 n.s. 0,506 n.s.
2vs3 0,716 n.s. 0,687 n.s. 0,918 n.s.
1vs3 0,958 n.s. 0,558 n.s. 1,050 n.s.
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A analise dos Quadros”4 ¢ 5 demonstra que o grupo
de diabéticos tipo I com retinopatia e nefropatia nio eviden-
cia valores de NAG sérica total ou especifica mais elevados

que os diabéticos sem complicagdes vasculares. De notar o
reduzido numero de individuos com complicacdes vas-
culares.

QUADRO 6 Actividade da NAG urinaria expressa em n moles de 4 MU/mg de creatinina urinaria.

N2 X DP Teste de Student
1. S/ nefropatia 38 67,79 106,491 1vs2 t=1,118 p = n.s.
2. C/ nefropatia 7 125,429 97,600 2vs3 t = 4,847 p 0,001
3. Normais 20 14,9 7,42 1vs3 t = 2,879 p 0,01

Verifica-se que ambos os grupos, diabéticos com e sem
nefropatia, tém uma elevagdo significativa da NAG urinaria
comparados com o grupo dos controlos, sendo a elevagio
mais significativa para o grupo com nefropatia.

NAG/Glicémia

a=—64939
b = 0,504
r = 0913
t = 14,628
p<0,001

5

~

o

£

=

£

3

(5]

a -~ ' -1

NAG (n moles/mi/h)

Figura 1: Correlagdo entre a actividade da NAG sérica e a glicémia.

DISCUSSAO

O aumento sérico da NAG na diabetes foi postulado
como um mecanismo compensador para a elevada deposicdo
de mucopolissacaridos nos capilares dos diabéticos, tendo
sido sugerido por Fushimi e col 12 como um bom indicador
do aparecimento da microangiopatia.

QUADRO 7

N2 de Diabéticos = 45 X DP
Glicémia (mg/dl) 275,188 107,546
Frutosamina (n moles/L) 4,932 1,269
NAG (n moles/ml/h) 605,511 120,451
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No Quadro seguinte estabelecemos correlagdo entre a
actividade da NAG sérica, a glicémia e frutosamina, tragando
as respectivas rectas de regressdo (Fig. 1 e 2).

NAG/Frutosamina
a = 3,356

b = 0,003

r = 0,908

t = 14,181
p<0,001

Frutosamina m moles/L

\

NAG (n moles/mi/h)

Figura 2: Correlagio entre a actividade da NAG sérica e a frutosamina.

Whiting e col 3 verificaram que os niveis séricos da NAG
inicialmente elevados na diabetes idiopatica reduzem-se com
a insulinoterapia ou restrigdo dietética.

Estes mesmos Autores observaram que um grupo de dia-
béticos insulino dependentes estavel tinha valores séricos de
NAG intermediarios entre controles nfo diabéticos e diabé-
ticos diagnosticados recentemente.

Bomback ¢ col 4 referiram uma alteracdo quantitativa
dos principais isoenzimas da NAG no soro de diabéticos
com um aumento constante da forma B ou isoenzima termo-
-estavel e um aumento variavel do isoenzima termo-1abil A.

Estas conclusdes ndo foram perfilhadas por Poon e col
que observaram que as propor¢des relativas do isoenzima B
e do isoenzima A eram idénticas nos diabéticos e normais.
Estes Autores também ndo encontraram diferengas signifi-
cativas entre as actividades séricas dos diabéticos com e sem
retinopatia.
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O aumento dasactividade das hidrolases acidas em doen-
tes diabéticos pode reflectir uma variedade de altera¢des pa-
tolégicas incluindo um turnover celular acelerado ou lesdo
celular inerente a instabilidade lisosdmica. Contudo a de-
monstragdo de uma alteracdo selectiva da actividade da
NAG descrita pelos referidos autores sugere que a base para
estas alteragcdes & mais especifica e pode estar relacionada de
uma forma directa com as alteragdes fisiopatologicas obser-
vadas na diabetes.

Os niveis de actividade enzimatica nfo significativamente
elevados por nés observados, podem constituir o reflexo
metabdlico do nimero relativamente pequeno de diabéticos
apresentando complicagdes secundarias.

Em estudos efectuados anteriormente 3 encontramos
actividades significativamente elevadas da NAG no soro dos
diabéticos quando comparados com as do grupo controle.
Isto deve-se, talvez, a um nimero mais elevado de diabé-
ticos com vasculopatias nesse grupo, (tanto micro como ma-
croangiopatia), o que ndo sucede no grupo presentemente
estudado. Por outro lado, ndo encontramos correlagdo entre
a actividade sérica da NAG e a glicémia.

Parecia assim confirmar-se que a presenca de complica-
¢bes vasculares constituia um factor de interferéncia que
afecta a actividade deste enzima lisosémico, independente-
mente da glicémia do instante.

Neste trabalho, tinhamos igualmente, posto a hipotese
de que a elevagdo sérica da NAG poderia resultar de uma
redugdo da estabilidade lisosdmica.

Nos diabéticos tipo I esta instabilidade parece corrigida
pela insulinoterapia.

A microangiopatia associada a diabetes mellitus & carac-
terizada por um espessamento da membrana basal, estrutu-
ralmente diferente na diabetes.36

Nio esta estabelecido se o excesso verificado de deposi-
¢do dos glicosaminoglicanos é somente o resultado da depo-
sicdo ou uma combinacdio desta com um desiquilibrio na
remogfio. Sabe-se que as hidrolases acidas degradam glicosa-
minoglicanos e que os niveis destes enzimas no soro, urina e
tecido renal estdo alterados na diabetes experimental.?”

Os principais factores que determinam a permeabilidade
da membrana basal do glomérulo parecem ser as dimensdes
dos poros bem como a carga electroestatica fixa.3 Enquan-
to que os poros podem resultar da condensacdo das cadeias
polipeptidicas do colagénio, estudos recentes sugerem que a
carga electroestatica & atribuida a um glicosaminoglicano,
sulfato de heparano,?® que foi isolado, caracterizado e evi-
denciado como constituinte integral da membrana basal.40. 41

Broahard e col 42 descreveram recentemente uma correla-
¢do positiva significativa da NAG urinaria com microalbu-
minfiria, preconizando o recurso a determinagfo da activi-
dade urinaria deste enzima como um marcador ndo s6 para
a nefropatia diabética mas também no que diz respeito ao
controle metabolico do doente.

Os mesmos resultados parecem indicar uma elevagéo pre-
coce da NAG urinaria, antes do estabelecimento da protei-
ndria € o seu consequente valor como pardmetro no prog-
nostico da nefropatia ou mesmo na detec¢do de nefropatia
incipiente, ainda ndo identificada pelos métodos classica-
mente utilizados.

A confirmac¢ido da importincia dos doseamentos urina-
rios da NAG s6 pode ser definida seguindo grupos de diabé-
ticos durante um periodo de tempo consideravel até que
surjam albuminarias persistentes. Além disso, estes dosea-
mentos poderiam constituir um indice do controle diabé-
tico, independentemente dos niveis de glicémia.

O doseamento da hemoglobina glicosilada (HbA ) au-
mentou enormemente a capacidade de monitorizar os efei-
tos dos ajustamentos terapéuticos no controle a longo prazo
da glicémia, dado que os niveis da hemoglobina glicosilada
reflectem os niveis médios da glickmia ao longo das seis
semanas precedentes.*3 4

Os niveis da hemoglobina glicosilada levam 4-6 semanas
para normalizarem apos a euglicémia se ter estabelecido, de-
vido ao facto dos eritrocitos terem uma vida média de 120
dias. Por esta razdo, os indicadores a curto prazo da manu-
tencdo de concentragdes elevadas de glicémia, revestem-se
de uma diferente utilidade clinica, dado que evidenciam um
intervalo mais breve na resposta temporal.

Estudos efectuados por Brownlee e col 4 demonstraram
que os niveis dos péptidos glicosilados urinarios considera-
dos os produtos de degradagfio das varias proteinas glicosi-
ladas se encontravam significativamente elevados na diabe-
tes ao contrario do que se passava nos controles. No entanto,
o método utilizado é moroso e recorre a substdncias ra-
dioactivas.

No presente estudo, a correlagdio altamente significativa
entre a NAG e a frutosamina sugere que os doseamentos
destes compostos pode constituir um método clinico labora-
torial 1itil na monitorizagdo dos doentes diabéticos.

Outra hipétese explicativa da elevada correlagdo entre a
NAG e a frutosamina é que as hidrolases 4cidas sdo extrai-
das do plasma por sistemas de reconhecimento dos glo-
cidos 4 nos hepatocitos e células reticulo endoteliais.

Assim, a glicosilagdo das proteinas séricas pode conver-
ter estas em inibidores da depuragdo das glicosidases, pro-
longando o tempo de circulagdo e, consequentemente ele-
vando o seu nivel plasmatico.
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