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RESUMO

A actividade da NAG foi doseada em 101 diabéticos e 76 controlos normais. A actividade enzimatica
estava aumentada quando comparada com a dos controlos — média de 739,30 unidades para os diabéticos
vs 626,71 para os controlos (p < 0,05). Ndo se observaram variagdes na concentracao enzimaética relativa-
mente ao sexo ¢ idade. Na diabetes do tipo I a actividade estava aumentada (p < 0,05) comparada com a
do tipo 1. Os diabéticos foram classificados em 3 grupos consoante o tempo de evolugdo da doenga: grupo
A (< 5 anos); grupo B (média de 15 anos de evolugdo) e grupo C (> 20 anos). Os resultados foram
significativos para o grupo A vs C (p < 0,05).

SUMMARY

Serum NAG activity in diabetes mellitus

Serum activity of N-acetyl-8, D-glucosaminidase (NAG) was determined in 101 patients with diabetes
mellitus and in a control group of 76 normal persons. NAG is significantly increased, when compared to
the control group — a mean value of 739,30 units for the diabetics vs 626,71 for the controls. There were
no variations of NAG activity related to sex or age. In diabetes type II NAG activity was increased, when
compared to the activity in diabetes type I. The diabetic patients included 3 groups according to the onset
of the disease: group A (< 5 years); group B (> 5 < 15 years) and group C ( > 20 years). The activities

were significantly different in groups A vs C (p < 0,05).

INTRODUCAO

Diversos autores -3 tém demonstrado o aumento da acti-
vidade das hidrolases lisosémicas no soro de doentes com
diabetes mellitus. Dado que os enzimas lisosdmicos, que in-
cluem a NAG, sdo capazes de degradar varios compostos,
estas alteragdes enzimaticas podem atribuir-se a uma activa-
¢do desses enzimas nos tecidos, que ocorra como resposta a
necessidade metabolica de degradar proteoglicanos e gluco-
proteinas (caso da diabetes com microangiopatia), ou diver-
sos constituintes celulares resultantes do aumento do cata-
bolismo celular.

Belfiore e col,* ndo excluem a possibilidade deste enzima
estar elevado simplesmente devido a uma redugéo da estabi-
lidade lisosdmica. A diminui¢do da velocidade de destrui¢do
do enzima podia contribuir também para a sua elevagdo.

As hidrolases acidas tém sido correlacionadas com as
vasculopatias na diabetes,® encontrando-se as alteracdes en-
zimaticas como a expressdo de um ajustamento bioquimico
na protecgdo dos vasos contra a deposi¢do de proteoglica-
nos e/ou glucoproteinas.® A finalidade deste estudo foi
investigar se a actividade sérica da NAG na diabetes estava
relacionada com as alteragdes metabolicas implicadas pela
hiperglicémia e/ou vasculopatias. Este ultimo grupo inclui
microangiopatias, como a retinopatia diabética (classificada
por exame fundoscopico) e nefropatia (identificada pela
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presenca de proteindria persistente, com ou sem elevacdo da
azotémia e/ou hipertensdo, bem como macroangiopatias,
como a esclerose corondria e a insuficiéncia arterial periféri-
ca (diagnosticada por sinais e sintomas clinicos e registos
electrocardiograficos e oscilomeétricos).

Ni#o foram incluidos neste estudo doentes com outra
patologia além da diabetes e das suas complicacdes meta-
bolicas.

MATERIAL E METODOS

Estudaram-se 101 diabéticos da Consulta Externa do De-
partamento de Diabetologia do Servico de Medicina IV do
Hospital de Santa Maria, 46 individuos do sexo masculino e
55 do sexo feminino, com idades compreendidas entre os 10
e os 76 anos, e, 76 controlos normais do Posto Avangado
do Servico de Transfusdes de Sangue do Hospital de Santa
Maria: 42 individuos do sexo masculino e 34 do sexo femi-
nino, com idades compreendidas entre os 19 e os 59 anos.

Os individuos usados como controlos ndo tinham evidén-
cia clinica ou laboratorial de diabetes mellitus, aterosclerose,
doenga hepatica ou cancerigena.

Os diabéticos incluiam um grupo de 27 diabéticos do
tipo I e 75 individuos com diabetes do tipo II.

Relativamente ao tempo de evolugdo foram considerados
3 grupos: 32 individuos do grupo A (< 5 anos de
evolugdo); 46 do grupo B (> 5 < 20 anos de evolugdo) ¢
23 do grupo C (> 20 anos).
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A presencga e o grau de retinopatia foi estabelecido pelo
exame oftalmologico; a nefropatia pelo exame analitico da
urina e do doseamento da creatinina e/ou ureia no soro e a
neuropatia pelo exame clinico.

QUADRO 1

Individuos N° total © Q Idade média
Normais 76 42 34 40 anos (19 - 59)
Diabéticos 101 46 55 50 anos (10 - 76)

Grupo A (diabéticos
¢/ < 5 anos de evolugdo) 32 12 20
Grupo B (diabéticos
¢/ > 5 anos < 20 anos) 46 20 26
Grupo C (diabéticos

40 anos (14 - 66)

55 anos (10 - 74)

¢/ > 20 anos) 23 13 10 58 anos (35 - 75)
Tipo 1 27 14 13 34 anos (14 - 65)
Tipo II 75 32 43 61 anos (10 - 76)
C/ insulina 39 17 22 46 anos (14 - 75)
S/ insulina 63 29 34 57 anos (10 - 76)
C/ macroangiopatia 41 23 18 58 anos (10 - 75)
S/ macroangiopatia 61 23 38 49 anos (14 - 76)
C/ microangiopatia 49 25 24 59 anos (15 - 75)
S/ microangiopatia 53 20 23 47 anos (10 - 76)

As amostras de sangue foram colhidas por pun¢do veno-
sa cerca de 3 horas apds o pequeno almogo, e, submetidas a
centrifugacfio, dividindo-se o sobrenadante em 3 partes ali-
quotas, procedendo-se imediatamente ao doseamento da
NAG ou congelando-se os soros a — 20 °C para determina-
¢Oes posteriores.

Foram também colhidas urinas nas quais foi doseada a
albumintria, glicosuria e cetonuria pelo método enzimatico
(Boehringer-Manheim Teste).

Fizeram-se simultaneamente doseamentos de glicémia
nos mesmos soros, pelo método da glucose oxidase (Kit da
Sigma), com modificagses.’

A NAG sérica foi determinada fluorimetricamente utili-
zando-se 50 ul de soro para cada amostra, em duplicado,
pelo método de Leaback e Walker 8 com o 4-metilumbelli-
feril (4MU) glucosaminido como substrato fluorigénico,
sendo o 4-MU liberto pela reac¢do convertido para a sua
forma anionica, altamente fluorescente, pela adi¢do de tam-
pao alcalino e o produto da reac¢do doseado fluorimetrica-
mente.

RESULTADOS

O grupo diabético apresenta uma actividade sérica total
superior a do grupo controlo.

QUADRO 2 NAG total (Act. enzimatica nmoles
4-MU/h/ml soro)

N° X SD T-Student

Diabéticos 101
Normais 76

739,30 + 214,442

636,71 = 141,673 p <0,05

QUADRO 3 NAG total (Act. enzimética nmoles
4 MU/h/ml soro)

N.° X SD T-Student
1. Diabéticos o 46 731,19 % 206,274 1vs2 p < 0,001
2. Normais © 42 663,5 + 143,19 2vs4d p=n.s.
3. Diabéticos Q@ 55 743,58 + 225,442 1vs3 p=n.s.
4. Normais Q 34 581,2 + 141,186 3vs4 p <0,001

Ndo ha diferenga entre os sexos, quer nos diabéticos,
quer nos normais.

QUADRO 4 NAG total (Act. enzimatica nmoles
4 MU/h/ml soro)

Tempo de evolugio N° X SD T-Student

1. grupo A (< S anos) 32 692,25 +£172,908 1vs2 p=n.s.
2. grupo B(>5 <20 anos) 46 761,98 +203,942 2vs3 p=n.s.
3. grupo C ( > 20 anos) 23 803,60 +228,486 1vs3 p<0,05

Da analise do quadro ressalta que o grupo C com mais
de 20 anos de evolugio tem valores séricos elevados compa-
rados com os do grupo A (> 5 anos de evolugéo).

QUADRO 5 NAG total (Act. enzimatica nmoles
4 MU/h/ml soro)

N.° X SD T-Student
1. Tipo I 27 666,22 + 119,666 1vs2 p < 0,01
2. Tipo II 75 768 + 230,849  2vs3 p < 0,001
3. Normais 76 626,71 + 148,073 1vs3 p =1n.s.

Os diabéticos do tipo II apresentam valores de NAG ele-
vados comparados com os do tipo I.

QUADRO 6 NAG total (Act. enzimitica nmoles
4 MU/h/ml soro)

N.° X sSD T-Student
1. S/ insulina 62 765,95 + 218,23 1vs2 p=n.s.
2. C/ insulina 38 721,78 + 179,428 2vs3 p < 0,001
3. Normais 76 626,71 + 148,073 1vs3 p < 0,001

Os diabéticos sob insulinoterapia ndo apresentam valores
de NAG significativamente diferentes comparados com os
diabéticos ndo submetidos a insulinoterapia.

QUADRO 7 NAG total (Act. enzimatica nmoles
4 MU/h/ml soro)

N°e X SD T-Student

1. C/ macroangiopatia 41 758,87 + 223,775 1vs2 p=n.s.
2. S/ macroangiopatia 61 746,95 + 194,627 1 vs 3 p < 0,001
3. Normais 76 626,71 + 148,073 1 vs 3 p < 0,001
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QUADRO 8 NAG total (Act. enzimatica nmoles
4 MU/h/ml soro)

N.° X SD T-Student

1. C/ microangiopatia 49 773,12 +218,04 1vs2 p=n.s.
2. S/ microangiopatia 51 717,01 £211,961 2vs3 p <0.001
3. Normais 76 626 + 148,073 1vs3 p < 0,001

A analise dos Quadros 5 e 6 demonstra que o grupo de
diabéticos com complicagdes vasculares ndo evidencia valo-
res de NAG mais elevados que os dos diabéticos sem macro
ou microangiopatia.

DISCUSSAO

Os enzimas com actividade glucosidica estdo implicados
na degrada¢do de glucosaminoglicanos, glucolipidos e glu-
coproteinas.

Existe alguma controvérsia relativamente aos niveis séri-
cos de NAG, grau de hiperglicémia e gravidade da microan-
giopatia.

Belfiore e col.? observaram uma elevagdo da actividade
acompanhando a gravidade da diabetes que, todavia, ndo
foi confirmada por Whitting e col.!® e Miller e col.!! que
nédo encontraram correlagdo entre o nivel da hiperglicémia ¢
os niveis da NAG sérica.

Ainda ha quem admita que a incidéncia da microangio-
patia em doentes com diabetes secundaria ndo € tdo grande
como na diabetes idiopatica ¢ as alteragdes microvasculares
podem ser o resultado de uma deficiéncia da insulina.

GLUCOSE
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N-acetil glucosamina
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N-acetil galactosamina
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No grupo estudado, os diabéticos com microangiopatia
ndo evidenciaram alteragdes significativas da NAG sérica,
sendo admissivel que a actividade enzimatica elevada na dia-
betes idiopatica possa reduzir-se com o tratamento com in-
sulina ou o melhor equilibrio da diabetes. Fushimi e Col.!2
demonstraram este efeito em ratos diabéticos (diabetes induzi-
da pela estreptozotocina), apds administragdo da insulina.

O facto de ndo se ter encontrado diferenca no nivel da
actividade sérica em doentes com e sem retinopatia sugere
que o aumento da actividade enzimatica pode estar associa-
do a alteracdes metabdlicas intrinsecas da diabetes mellitus
devidas a deficiéncia absoluta ou relativa da insulina.

O papel fisiologico da elevagdo da actividade enzimatica
¢ ainda desconhecido. Alhadef e col.!? sugeriram que a acti-
vidade das glucohidrolases poderia estar implicada na pato-
logia secundaria associada & diabetes cronica.

A relagdo da actividade glucosidase no soro com o esta-
do diabético e o controlo da glicémia nfo esta ainda bem
definida no ser humano. !

Neste estudo, o grau de hiperglicémia n&o tem correlagdo
com o nivel da actividade sérica de NAG, o que pode suge-
rir que a actividade sérica da NAG no diabético reflecte
maior utilizagdo de uma via que nfo é sensivel a insulina.

Esta hipotese foi citada por autores, como Winegraad e
De Pratti 15 que demonstraram que o ciclo do acido glucu-
ronico néo é sensivel & insulina e estaria exacerbado no me-
tabolismo da glucose no diabético, ao contrario do que se
passa nos controlos normais.

A via do acido glucurénico esta parcialmente representa-
da na Figura 1, tornando-se evidente que o aumento da uti-
lizagdo desta via conduziria a uma maior sintese de uridina
difosfato e consequente sintese de proteoglicanos e gluco-
proteinas.

glucose-l—PUa

3

wl

uridina difosfato

a 0lucose

4

uridina difosfato

ac. glucurdnico

ac. hialuronico

(mucopolissacarido)

condroitino sulfatos

(mucopolissacarido)

Figura I: Representagdo esquematica da via do acido glucurénico.
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Ja Spiro !¢ sugerira que o Shunt da glucose para esta via
seria responsavel pelo aumento da sintese € deposi¢do de
gliicidos complexos no sistema vascular dos diabéticos.

E geralmente admitido que uma alteragdo bioquimica
fundamental na diabetes mellitus & o aparecimento de um
excesso de polissacaridos ligados as proteinas (glucoprotei-
nas) nas membranas basais dos capilares sanguineos.!”

Neeley € col.!® referem que os lisosomas sio maiores e
mais frageis em figados perfundidos na auséncia da insuli-
na. Uma alteragdo semelhante seria admissivel na diabetes
mellitus e poderia estar em relagdio com a saida da célula
das glucosidases lisosémicas.

Por outro lado, a depuragdo das glucosidases sanguineas
é levada a cabo por receptores glucoproteicos especificos
das membranas plasmaticas das células hepaticas. Chandra-
mouli e col.!”? referiram que ocorre uma redugdo aparente
no contetdo glucidico das glucoproteinas da membrana ¢
que tal modificagdo pode alterar varias propriedades celula-
res como a permeabilidade, receptores hormonais lipopro-
teicos, propriedades ligantes do mitogénio, bem como o re-
conhecimento das glucosidases, do que resultaria uma redu-
¢do da depuragdo destes enzimas ¢ um aumento da sua con-
centragdo no sangue.

Certos tecidos, como o rim, nfo necessitam da insulina
para o transporte da glucose intracelular, sendo livremente
permeéveis a esta. Na presenca da deficiéncia da insulina e
hiperglicémia pode ocorrer o shunt da glucose da via meta-
bolica insulino-dependente para vias insulino-independen-
tes como as do sorbitol, hexosamina e das glucoproteinas
(Figura 1).

Assim, a elevagio das glucosidases seria um efeito secun-
dario respeitante & superprodu¢do da hexosamina e gluco-
proteinas, actuando como um mecanismo compensador.

Estes considerandos explicaram os resultados esquemati-
zados no Quadro 2 relativamente ao tempo de evolugio da
diabetes e a respectiva elevagdo da NAG sérica.

Quanto a uma melhor definicdo dos resultados explicitos
no Quadro 5 evidenciando valores da NAG na diabetes do
tipo II significativamente diferentes dos do tipo I, impdem-
-se estudos posteriores, abrangendo grupos mais latos, e,
com o mesmo tempo de evolugdo, para avaliar da alteragdo
da actividade deste enzima lisosOmico consoante 0 esquema
terapéutico instituido, visando um melhor equilibrio da dia-
betes. No que diz respeito ao recurso aos antidiabéticos
orais mais vulgarmente utilizados, ou seja, as sulfonilureias
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e as biguanidas, seria interessante determinar a sua influén-
cia na actividade dos enzimas lisosdOmicos, comparando as
diferentes alteragdes metabodlicas produzidas por estes dois
tipos de agentes terapéuticos.
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