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RESUMO

Nesta revisdo pretende-se relacionar a glicosilagdo ndo-enzimatica de diferentes tipos de proteinas cor-
porais com a patogénese e complicagdes da diabetes mellitus. O mecanismo de glicosilagdo ndo-enzimatica
das proteinas é particularmente desenvolvido a proposito da hemoglobina e proteinas séricas ou plasmati-
cas, com destaque para a formagdo das fracgdes labil e estavel. Relaciona-se a concentragdo da hemoglo-
bina glicosilada com o controlo metabélico existente nas 4 a 8 semanas anteriores a observacdo; por sua
vez, a glicosilagdo das proteinas séricas ou plasmaticas reflectiria a regulagdo da glicémia num periodo mais
limitado (1 a 2 semanas antecedentes). Finalmente, o desenvolvimento das complicagdes macro - € micro-
-vasculares da diabetes & discutido em relagdo com a glicosilagdo ndo-enzimatica de diversas outras protei-
nas, tais como as da membrana basal, colagénio, cristalinas, lipoproteinas, imunoglobulinas, insulina e
proteinas neurais.

SUMMARY

Non-enzymatic glycosylation of proteins. Relationship to the pathogenesis and metabolic control
of diabetes mellitus.

The non-enzymatic glycosylation of different proteins and the relationship of such glycosylation to
diabetes mellitus is the subject of this review. The general mechanism of glycosylation is presented, clari-
fying the labile and irreversible modifications induced on hemoglobin and serum or plasma proteins.
Glycosylated hemoglobin concentration is related to metabolic control during the previous four to eight
weeks. Likewise, plasma or serum glycoproteins are associated to a short-term glycaemia regulation, one
to two-weeks before. Protein glycosylation may also contribute to the complications of diabetes mellitus.
In this regard, the glycosylation of a variety of other proteins (such as basement membrane, collagen, cell

membranes, insulin,

lens crystallins, lipoproteins, immunoglobulins and neural proteins) and the

development of macro-or microvascular complications of diabetes is discussed.

INTRODUCAO

A diabetes mellitus é uma anomalia metabolica complexa
cuja principal caracteristica patoldgica consiste numa dege-
nerescéncia sistémica dos microvasos.! A microangiopatia
diabética representa uma das causas mais importantes das
alteragdes progressivas que afectam alguns oOrgdos (sistema
nervoso central, retina, coracdo, rins), favorecem as infec-
¢Oes, limitam a cicatrizagdo das feridas ou conduzem a am-
putagdes das extermidades gangrenadas.

As alteragdes patologicas da diabetes podem ser analisa-
das como o resultado imediato da auséncia de insulina ou
na base das suas repercussdes teciduais. Embora os funda-
mentos bioquimicos daquela anomalia metabélica estejam
ja bem elucidados, continua por esclarecer o mecanismo
que relaciona o défice de insulina com as alteragdes teci-
duais emergentes.

Recebido para publicagdo: 11 de Julho 1983

GLICOSILACAO PROTEICA E HIPERGLICEMIA

Observagdes clinicas e em modelos experimentais de dia-
betes tornam admissivel que a hiperglicémia mantida seja o
principal factor determinante das complicagdes associadas a
diabetes. Presentemente, assume particular relevo a hipotese
de que o aumento da glicosilagdo ndo-enzimatica das protei-
nas teciduais, induzida pela hiperglicémia, conduza a altera-
¢Oes estruturais e, consequentemente, funcionais dessas pro-
teinas, favorecendo o desenvolvimento das complica¢des
cronicas e progressivas da diabetes.?2 Acessoriamente, mas
ndo menos importante, a avaliagdo da glicosilagdo ndo-enzi-
matica das proteinas parece assumir-se como um indice de
controlo metabdlico,* 4 em alternativa a determinacfo pon-
tual da glicémia e glicostria.

A confirmarem-se ambos os pressupostos, a glicosilagdo
ndo-enzimdatica das proteinas contribuiria para o esclareci-
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Figura 1: O 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) estabiliza a hemoglobina na conformag3o desoxigenada (A), ao fixar-se na cavidade central onde as 4 subunidades da

hemoglobina contactam entre si. O 2,3-DPG (B), contendo cerca de 4 grupos com carga negativa fixa-se a ambas as cadeias 8, ao nivel dos trés residuos de carga

positiva (em cada cadeia): grupo o-amino terminal («-NH3+), lisina 82 e histidina 143. A glicose, ao fixar-se no amino4cido terminal (valina) de cada cadeia 8 (re-

presentado por a-NH3 *), impede a ligag3o do 2,3-DPG & hemoglobina. A uni%o da glicose as valinas terminais (C) envolve a forma aldimina (ou base de Schiff)
que, por rearranjo Amadori, conduz 4 forma estavel, cetoamina.

mento de duas questdes ainda insoldveis na diabetes: a pa-
togénese das suas complicagdes e a apreciacdo do controlo
metabolico.’

Presentemente estdo ja identificadas diversas proteinas
cuja glicosilagdo é acentuada na diabetes mellitus. E o caso
da hemoglobina, proteinas do cristalino, mielina, colagénio,
séricas ou plasmaticas, das membranas eritrocitarias e basal
dos glomérulos, tubulinas cerebrais e, até a insulina.

HEMOGLOBINAS GLICOSILADAS

O primeiro exemplo de glicosilagdo ndo-enziméatica sob
condigdes fisiologicas foi demonstrado para a hemoglobina,
hé cerca de 25 anos.S A fracgéo glicosilada, posteriormente
identificada como a hemoglobina A;. (HbA|.), tem vindo a
ser objecto de renovado interesse clinico, ao verificar-se que
os seus niveis aumentavam dos 5 a 6 % que constituem o
normal para valores que podem atingir 18 a 20 % nos diabé-
ticos descompensados, em propor¢do com a hiperglicémia
incidente.>* In vivo, a hemoglobina glicosilada aumenta len-
ta e irreversivelmente com a idade eritrocitaria,” sendo tam-
bém, in vitro, dependente da concentragdo de glicose, tem-
po e temperatura de incubagdo.! A HbA,. resulta de uma
modificagdio pds-tradugdo das moléculas de hemoglobina A
por glicosilagdo n#o-enzimatica da extremidade-N das ca-
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deias B por um residuo de glicose.?!! Esta altera¢do quimi-
ca, que acaba por ser irreversivel logo que se forme uma li-
gacdo cetoamina (Fig. 1), bloqueia os centros de fixag¢do do
2,3-difosfoglicerato a hemoglobina.! 13 Em consequéncia,
o equilibrio alostérico do tetramero de hemoglobina desvia-
-se ligeiramente para a esquerda, ao que corresponde um
aumento da afinidade da hemoglobina para o oxigénio.
(Fig. 2). Em doentes com sistema vascular relativamente
normal, aquele desvio da curva de dissociagdo da oxiemo-
globina pouco ou nada afectard a oxigenagdo dos tecidos
envolventes.* 2 Em contrapartida, nos doentes com degene-
rescéncia vascular e limitag®es relevantes da microcircula-
¢do, € de prever que o aumento, mesmo ligeiro, da afinida-
de da hemoglobina para o oxigénio, subjacente 3 elevagdo
de HbA,, induza o fornecimento de oxigénio aos tecidos
periféricos abaixo dos niveis criticos.

A HbA| ¢ a fracgdo mais importante dos componentes
glicosilados da hemoglobina. Entre as frac¢des menores iso-
lam-se a HbA .1 € HbA,,; (por condensagio das extremida-
des-N das cadeias 8 da hemoglobina A com aglicares fosfo-
rilados), além da HbA,, que contém um agicar ainda por
identificar, também fixado na extremidade-N das cadeias
B.11 13 Todas estas fracgdes, designadas em conjunto por
HbA;, aumentam na diabetes descompensada, particular-
mente & custa da HbA,..% 1418 Em consequéncia, a taxa de
HbA,, que exibe elevada correlagio com a da subfracgio
A '8 é tida como um indice geral da hemoglobina glicosi-
lada e, como tal, utilizada para fins clinicos.!6
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Mais recentemente, foi verificado que a glicose forma li-
gagdes cetoamina ndo sb6 ao nivel das extremidades-N das
cadeias 8 mas também nas extremidades-N das cadeias o €
grupos e-amina de residuos de lisina dispersos por ambas as
cadeias da hemoglobina.!* Assim, a glicosilagdo da hemo-
globina parece ser muito menos especifica do que se previa,
apesar de aumentar proporcionalmente 4 HbA . nos eritro-
citos de diabéticos.* 16

OUTRAS GLICOPROTEINAS DE SINTESE
NAO-ENZIMATICA

A relativa inespecificidade da fixagdo do grupo glicidico
3 hemoglobina intensificou as pesquisas sobre a glicosilagdo
de outras proteinas, sobretudo daquelas que, pela sua lon-
gevidade, seriam mais susceptiveis aos efeitos da hiperglicé-
mia mantida. Na sequéncia, foi confirmada a glicosilagdo
ndo-enzimatica dos residuos de lisina, inicialmente no cola-
génio, depois nas membranas eritrocitarias e, por fim em
outras proteinas, com as cristalinas, albumina e insulina.
Grande parte dessas glicosilagdes revela-se aumentada na
diabetes mellitus ou experimental.? 3

Glicosilagéio do colagénio

O colagénio intersticial, pelo seu elevado periodo de re-
novagdo, tem a capacidade de fixar gradualmente residuos
de hexoses.!® A estabilidade dos complexos de glicose-e-NH,
lisina resultantes parece basear-se num rearranjo Amadori,
conducente a formagdo de uma liga¢do cetoamida. A N-gli-
cosilagdo do colagénio ocorre com a glicose e galactose mas
ndo com a manose, sendo significativa apenas para a con-
densagdo da glicose com a hidroxilisina.?

Estudos em diabéticos revelaram alteragdes do colagénio
(como diminuigfo da solubilidade, superior resisténcia a en-
zimas e aumento das interligagdes) que seriam consistentes
com um envelhecimento acelerado.? No envelhecimento
normal diminuem as interliga¢des da lisina e aumentam os
grupos hexosil-lisina.!% !

Os grupos hexosil-lisina observados no colagénio da aor-
ta de diabéticos eram estabilizados por rearranjo Amadori;®
in vitro, o colagénio é estabilizado por incubag¢des com
glicose.? Destes estudos podera concluir-se que a glicose fa-
vorece, independentemente do envelhecimento normal, a
estabiliza¢do do colagénio.?

A glicosilagdo do colagénio, que aumenta com a idade, &
acentuada pela diabetes, sobretudo na sua forma juvenil. . 2
A partir de determinada idade, ndo se observam diferen-
¢as na quantidade do colagénio glicosilado de diabéticos e
normais do mesmo grupo etario.2’ Aparentemente, existe
um limite de centros disponiveis no colagénio para a fixagdo
da glicose, que seriam ocupados precocemente no decurso
da hiperglicémia. Desta forma, o aumento da glicosilagcdo
em tecidos como o colagénio contribuiria para o desenvolvi-
mento das complicagdes da diabetes, semelhantes a altera-
¢0es por envelhecimento.? 20

Outra implicagdo do aumento de N-glicosilagdo no cola-
génio intersticial fibroso, com a idade e maturagfo, resulta
da sua interaccdo com as plaquetas: o colagénio intensa-
mente glicosilado, in vivo ou in vitro, desfavorece a agrega-
¢do plaquetaria, 0 que podera revelar-se de grande impor-
tincia na diabetes e tecidos envelhecidos.?
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Figura 2: Compara¢do de duas curvas de dissociagdo da oxiemoglobina, em
individuos normais (A) e doentes com diabetes mellitus (B). Nos diabéticos, a
afinidade de hemoglobina para o oxigénio (calculada de valores da pressdo
parcial de oxigénio que satura 50% da hemoglobina) ¢, teoricamente, supe-
rior ao normal (expressando-se por um valor de P50 inferior a 27 mmHg).

As consequéncias funcionais (aumento de permeabili-
dade) e patolégicas (espessamento) das alteragdes da mem-
brana basal dos glomérulos e pericapilares sio por demais
conhecidos na diabetes, de que constituem uma das compli-
cacdes mais significativas.! No rato, a inducio experimental
da diabetes pela estreptozotocina acompanha-se de espessa-
mento significativo da membrana basal glomerular.?* Esta
alteracdo correlacionava-se positivamente com a hiperglicé-
mia que, por si, constituiria o principal factor determinante
do espessamento da membrana basal dos glomérulos.

Embora permanega desconhecida, a etiologia do espessa-
mento da membrana basal vem sendo associada ao aumento
de glicosilagio ndo-enzimatica do colagénio constituinte.
Tal como o colagénio intersticial, o da membrana basal pa-
rece renovar-se muito lentamente, o que facilitaria a sin-
tese de grupos hexosil-lisina26 em proporgdes particular-
mente significativas na diabetes.?” De facto, o colagénio pu-
rificado da membrana basal glomerular de ratos diabéticos
por estreptozotocina evidenciava um aumento significativo
da glicosilagdo ndo-enzimatica;? essa alteragdo resultaria da
interacgdo ndo-enzimatica da glicose com a membrana ba-
sal, sendo a glicosilacdo in vitro proporcional ao tempo de
exposigdo, temperatura de incubagio e concentragio do
meio em glicose.?” Os residuos da lisina e hidroxilisina,
componentes do colagénio da membrana basal, constitui-
riam os locais preferenciais para a fixacdo da glicose.?

Com base nestes resultados poderia supor-se que a hiper-
glicémia, através da glicosilagdo ndo-enzimatica, interfere
nas propriedades quimicas de proteinas especificamente en-
volvidas na glomeruloesclerose diabética, alterando a inte-
gridade das barreiras capilares e favorecendo a permeabili-
dade microvascular. Por sua vez, a progressiva glicosilacdo
(durante semanas ?) da membrana basal normal, ao limitar
hipoteticamente a eficiéncia do sistema degradativo, justifi-
caria o aumento da sua vida biol6gica e, portanto, a acu-
mulagdo verificada na diabetes.?

S3o de salientar os surpreendentes resultados obtidos em
murganhos n3o-diabéticos que, injectados repetidamente
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com proteinas plasmaticas glicosiladas, desenvolveram es-
pessamento da membrana basal glomerular, com aspecto
ultramicroscopico semelhante ao observado na diabetes
humana e experimental.® Qualquer que seja a etiologia do
referido espessamento da membrana basal, ha que admitir
uma estreita interrelacdo entre a glicosilagdo proteica e a
nefropatia diabética. De acordo com o conceito clinico que
considera as complicagdes da diabetes relacionadas com a
gravidade e duragdo da doenga,? é de prever que oscilagbes
no controlo da hiperglicémia, ao reflectirem-se no aumento
da glicosilagdo das proteinas que atravessam os glomérulos
renais ou se formam no local, induzam modifica¢gdes fun-
cionais progressivas com posterior tradugdo morfoldgica.

Cristalinas

As cristalinas das lentes oculares sdo outras proteinas de
grande longevidade, sendo a maior entre todas as proteinas
teciduais. Uma vez formadas, as cristalinas permanecem in-
tactas nas células fibrosas do cristalino durante toda a vida
do portador; isto n3o exclui, contudo, a sua glicosilacdo
ndo-enzimatica, demonstrada em animais e humanos.30-33

Nas lentes de bovinos normais, a glicosilagio aumenta
com a idade, todavia muito mais lentamente do que sucede
com a hemoglobina.?

Em parte, a glicosilagdo podera ser facilitada pela inde-
pendéncia que o cristalino, tal como os eritrocitos, exibe
face a insulina, justificando que a concentracdo de glicose
intracelular se equivalha & do meio exterior.3* De facto, a
hiperglicémia experimental em ratos pelo aloxano ou niveis
elevados de glicose (ou glicose 6-fosfato) em solucdes de
cristalinas purificadas (de ratos ou bovinos) induz a glicosi-
lagdo lenta dos grupos e-amino da lisina.?® In vitro, a glico-
silacdo favorece a oxidagdo dos grupos SH, que, pelas inter-
ligagdes dissulfito, parecem estar na origem de agregacdes
de elevado peso molecular e da opalescéncia das solugdes de
cristalinas.

Estudos prévios em cataratas humanas j4 haviam de-
monstrado o envolvimento da oxidagdo dos grupos sulfidri-
licos na formagio de ligagdes dissulfito e consequente refor-
¢o da polimerizag¢do proteica, a par da intensa formacgdo de
agregados proteicos de elevado peso molecular. A matura-
¢do das cataratas, p. ex., estaria correlacionada com o de-
créscimo de grupos sulfidrilicos e aumento de proteinas
insoltiveis, em ambos os casos atribuiveis a formac¢do de
ligagdes S-S.

A semelhan¢a quimica subjacente a esta evolugdo ¢ a
opacificagdo das cristalinas in vifro, ou as cataratas desen-
volvidas em ratos diabéticos,?® sugere um novo mecanismo
de cataractogénese da diabetes, com base na glicosilagdo
ndo-enzimatica das cristalinas. Neste caso, a hiperagregacéo
das proteinas da lente através das ligagdes dissulfito seria
acelerada pela exagerada glicosilagio ndo-enzimatica das
proteinas, em condi¢des de hiperglicémia.3%: 32 Por via das
transformagdes quimicas subsequentes, a coloragdo amarela
ou castanha observada sob fluorescéncia nas cataratas hu-
manas poderia reflectir estados finais da glicosilagdo ndo-
-enzimatica das cristalinas.

Estados de hipergalactosémia experimental conduzem,
tal como na hiperglicémia, ao aumento da glicosilagdo néo-
-enzimatica (nos residuos de lisina), oxida¢do sulfidrilica e
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agregacio das proteinas do cristalino.3? Assim, a glicosila-
¢do ndo-enzimatica assume-se como um dos possiveis facto-
res envolvidos na formacgdo das cataratas, na giabetes ¢ ga-
lactosémia.

Membranas eritrocitarias

Condensagcdes de glicosil-lisina tém sido demonstradas
em todas as principais fracgdes proteicas das membranas
eritrocitarias de individuos normais ¥ 36 ou em quantidades
cerca de duas vezes superiores em diabéticos.’¢ 37 In vitro,
bastam 3 dias de incubagdo a 37 °C com 500 mg/dl de gli-
cose para aumentar mais de duas vezes as quantidades do
complexo glicosil-lisina nos eritrocitos de individuos nor-
mais.’” Inicialmente, havia sido referida a existéncia de
complexos da glicosil- e manosil-lisina nas proteinas eritro-
citarias, estabilizadas por rearranjo Amadori da ligacdo al-
dimina.

A glicosilagdo, prevalecente nos grupos e-NH da lisina,
revelou-se particularmente superior 4 da hemoglobina, tal-
vez em resultado da permanente exposicdo a glicose de am-
bas as faces da membrana. A correlagdo observada entre o
aumento da glicosilagdo ndo-enzimatica das proteinas da
membrana eritrocitaria e a HbA,. em diabéticos 36 37 sugere
que a glicosilacdo depende, em ambos os casos, da glicémia
¢ idade globular.

Tal como a hemoglobina, as proteinas da membrana eri-
trocitaria sdo formadas durante a eritropoiese ¢ permane-
cem virtualmente inalteradas até & senescéncia globular. A
extensdo das modificagdes emergentes da ligagdo cetoamina
serdo, assim, um reflexo da ac¢do constante da glicose e,
particularmente, do controlo glicidico nas hemacias jovens
postas em circulaggo.

A moderada diminui¢io da sobrevivéncia eritrocitaria
em diabéticos, corrigida pelo controlo metabélico instituido 38
podera ser uma consequéncia funcional do aumento da gli-
cosilagdo ndo-enzimatica das proteinas da membrana ou,
em alternativa, de alteragdes na composi¢cdo lipidica da
dupla camada. A reduzida deformabilidade eritrocitaria
observada em diabéticos 3 4 talvez constitua uma consequén-
cia adicional da hiperglicosilagdo ndo-enzimatica da respec-
tiva membrana.

Proteinas plasmaticas e séricas

A seguir & hemoglobina, as proteinas plasmaticas e séri-
cas constituem a area em que mais intensivamente tem sido
estudada a glicosilagdo nio-enzimética, sobretudo em asso-
ciagdo com a diabetes humana ou experimental. Embora a
generalidade destes estudos seja muito recente, & de notar
que ja em 1921 havia sido detectado um aumento da fixa-
¢do de compostos glicidicos nas proteinas séricas em doen-
tes com diabetes mellitus.#! A natureza quimica daquela
anomalia permaneceu desconhecida até se verificar que dife-
ria das composi¢des e concentragdes habituais das glicopro-
teinas por sintese enzimatica. Em alternativa, aquela glicosi-
lagdo assumia-se como uma transformac¢io nio-enzimatica
das proteinas ja existentes em circulagdo.

In vitro a extensdo e velocidade de glicosilagdo ndo-enzi-
matica das proteinas evidencia-se proporcional 4 concentra-
¢do da glicose, temperatura, tempo de incubagdo e pH. Este
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fendmeno tem sido particularmente evidenciado para a al-
bumina, em parte devido a sua abundéancia e rapida renova-
¢d0.44 De facto, cerca de 90 % das glicoproteinas séricas é
representada pela albumina, cuja semi-vida é calculada em
17 a 20 dias no homem.*’ Na incuba¢do de soro humano
com D-(6-3H)-glicose regista-se uma acumulagdo gradual da
radioactividade em todas as principais classes de proteinas
séricas, com destaque para a albumina.*> 4 Cerca de 8 % da
albumina sérica total em individuos normais é constituida
pela fracgdo glicosilada.#

A concentragdo de hexose fixada as proteinas séricas re-
velava-se significativamente mais elevada em diabéticos que
pareciam encontrar-se sobre razoavel controlo metab6-
lico.%: 47 Acessoriamente, os niveis de proteinas séricas gli-
cosiladas equivaliam-se em doentes com e sem retinopatia.’
Assim, o desenvolvimento da microangiopatia nao seria
influenciada, sendo de forma irrelevante, pela glicosilagdo
das proteinas séricas glicosiladas, o que estaria de acordo
com os niveis elevados observados em estados precoces da
diabetes, sem sinais de vasculopatia.’®: 48 Todavia, ndo se
exclui que o desenvolvimento da microangiopatia (ou de
outras complicagdes da diabetes) seja essencialmente afec-
tado por determinada fracg¢do proteica do soro, mais sen-
sivel & glicosilagdo e 4 metodologia utilizada.* Com méto-
dos especificos que individualizam a formacgdo da ligacdo
cetoamida (estavel) foi de facto confirmado um aumento
muito significativo da glicosilagdo nio-enzimatica das pro-
teinas séricas na diabetes humana 47> 495! ¢ também em ra-
to0s.52 In vitro, diferentes classes de proteinas humanas e de
ratos estdo sujeitas a glicosilagdo ndo-enzimatica.*? 43 52 Em
qualquer destas condi¢des, a elevacdo das proteinas séricas
glicosiladas era proporcional & hiperglicémia 4 5% 52 ou &
concentragdo de glicose no meio da incubagdo.* 4 A eleva-
da correlagdo observada entre as proteinas totais e a albu-
mina, glicosiladas, 4> 52 ndo exclui, contudo, uma intensa
glicosilagé@o a nivel das outras fracgdes proteicas, designada-
mente demonstradas nas regides de eluigdo cromatografica
das imunoglobulinas IgG e IgM/a-macroglobina.?

A glicosilagdo ndo-enzimatica das proteinas plasmaticas
assemelha-se 4 do soro. In vitro, depende da duragdo e tem-
peratura de incubagdo.’? Todas as proteinas plasmaéticas
(com destaque para a albumina) sdo passiveis de glicosilagdo

ndo-enzimatica, ndo se detectando diferencas de reactivida-
de entre amostras de normais e diabéticos, nem correlagdo
significativa com os niveis incidentes de outras glicoprotei-
nas plasmaéticas, como o fibrogénio, az-macroglobulinas e
haptoglobina.’® Embora a fracgdo glicosilada do plasma de
doentes diabéticos seja, como a do soro, nitidamente supe-
rior a0 normal,’* observagbes em estirpes de hamsters dia-
béticos pdem em causa a validade daquelas determinagdes.’’
Na origem deste desacordo estaria a heterogeneidade gené-
tica da populacio humana.!

Em diabéticos verifica-se um acentuado aumento da al-
bumina glicosilada # 5% 57 por vezes mais significativo que o
da HbA;.’” Em doentes que pareciam estar metabolicamen-
te controlados, com base em critérios convencionais (glicé-
mia e glicostria)®! ou pelos valores de HbA,;,%” observaram-
-se niveis elevados de albumina (ou proteinas) séricas glico-
siladas. Esta discrepancia podera justificar a auséncia de
correlacdo significativa entre a HbA, e a albumina glicosila-
da,’” ao que se opde, contudo, a nitida interdependéncia
observada em outros trabalhos para os mesmos parime-
tros.5¢ Esta diferenga talvez seja explicada pelo estado de
controlo metabdlico e evolugdo terapéutica de doentes estu-
dados, ja que a variagdo dos niveis de albumina glicosilada
ocorre muito mais rapidamente que a da hemoglobina glico-
silada, a concentragdes comparaveis de glicémia.

A glicosilagdo processa-se por mecanismo nao-enzima-
tico com a formagdo da ligagdo cetoamida? ao nivel de
grupos e-amina da lisina.* A ciclizagdo da cetoamina na
estrutura de hemicetal contribui provavelmente para a esta-
bilidade da condensag¢do glicosil-proteina em condigOes
fisiologicas (Fig. 3).

A par da glicose, outros monossacaridos como a frutose,
galactose, manose e ribose, t&m a capacidade de formar gli-
cosil-albumina in vitro.** A incorporagio da galactose, tal
como a da glicose, na albumina humana purificada evolui
segundo uma reacgdo da 1.* ordem (relativamente & concen-
tragdo da albumina e do monossacarido), aumentando ain-
da com o pH e temperatura de incubagdo. A galactosilagdo
da albumina apresenta-se muito mais rapida e cerca de 300
vezes mais extensa que a glicosilacdo,’® ambas ocorrendo
por mecanismos nio-enzimaticos e sob condi¢des experi-
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mentais equivalentes que conduzem a formac¢ido de uma li-
gacdo covalente.

Eventualmente, as diferengas relativas de reactividade da
galactose ¢ glicose para a albumina poderdo derivar da exis-
téncia de centros de fixagdo diferentes e com especificidade
propria para cada monossacarido. Esta hipotese estaria de
acordo com os resultados da incorporagdo ndo-enzimatica
da manose e glicose na insulina, muito mais rapida e exten-
sa cogl o primeiro daqueles monossacaridos que para a gli-
cose.

A modificacdo quimica de uma proteina pela galactose,
aparentemente semelhante a obtida com a glicose, permite
sugerir que algumas das complicagbes patolégicas associa-
das a galactosémia derivam da condensag¢do ndo-enzimatica
e pos-tradugdo de alguns tipos de proteinas corporais com a
galactose, em excesso nos tecidos in vivo.

De facto, numa crianga com galactosémia a concentra-
¢do de albumina sérica galactosilada era quase o triplo do
normal.* A confirmar-se em situa¢des idénticas, aquela al-
teragdo talvez afecte a capacidade de transporte de metabo-
litos pela albumina, p.ex., a bilirrubina, deste modo justifi-
cando a ictericia observada nos galactosémicos.

A glicosilagdo ndo-enzimética da albumina poderia reve-
lar-se também um factor influente na patogénese da mi-
croangiopatia diabética. Na realidade, verifica-se que micro-
vasos isolados da camada adiposa do epididimo de ratos
captam com grande avidez a albumina glicosilada, ao con-
trario da forma nio-glicosilada, que é rejeitada.® Contudo,
se a albumina glicosilada exceder os niveis fisiologicos, esti-
mula a endocitose da frac¢do ndo-glicosilada. Aparentemen-
te, a glicosilagdo ndo-enzimatica da albumina ocorre a par
de idéntica transformag¢io dos componentes da membrana
endotelial, a qual favorece a endocitose da albumina glicosi-
lada e rejeita a frac¢do ndo-glicosilada. A causa destas dife-
rengas € por enquanto desconhecida.

A extravasdo da fluoresceina, que ocorre em unido com
a albumina, é uma das alteragdes mais precoces da retinopa-
tia diabética.b! Na diabetes juvenil de deteccdo precoce ou
de longa duragdo verifica-se um aumento da permeabilidade
microvascular as proteinas plasmaticas.? Em geral, podera
dizer-se que o espessamento da membrana basal dos vasos
de determinados tecidos, que constitui uma das caracteristi-
cas iniciais da diabetes mellitus, é acompanhada pelo au-
mento da permeabilidade aos ides ¢ macromoléculas, desig-
nadamente da albumina.3. 6 Estas alteracdes variam com a
dura¢do da doenga,5% 6 qualidade do controlo metabélico 66
e actividade fisica.’

Neste contexto podera suceder que a glicosilagdo ndo-en-
zimatica da albumina e proteinas da membrana endotelial
contribua para o extravasamento da albumina em sectores
restritos. A verificar-se também na diabetes humana, pode-
ra admitir-se que a perda crénica da albumina (ou de outras
proteinas plasmaticas) contribua para o desenvolvimento da
microangiopatia diabética.

Lipoproteinas plasmaticas

Finalmente, o aparente excesso da glicosilagdo ndo-enzi-
matica das lipoproteinas humanas de baixa densidade
(LDL)%: % poder4 abrir novas perspectivas na patogénese da
arteroesclerose da diabetes. De facto, as lipoproteinas em
referéncia exercem acgdo relevante no desenvolvimento da
arteroesclerose que, por si, representa a principal causa da
morbilidade ¢ mortalidade na diabetes.’”®”2 Em condigdes
normais, as lipoproteinas sdo removidas do plasma por en-
docitose, apos fixacdo a receptores especificos da membrana
celular. Segue-se a degradacdo lisosomica da apolipoprotei-
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na (3 (a principal proteina das LDL) e a hidrolise dos ésteres
de colesterol das lipoproteinas.” O colesterol livre resultante
estimula a propria reesterificacio e, simultaneamente, depri-
me a sua sintese o que, em conjunto, se reflecte na homeos-
tase intracelular do colesterol. Interferéncias neste mecanis-
mo tendem a acelerar a arteroesclerose. E o que parece
suceder na diabetes, j4 que modificagdes quimicas nos grupos
de lisina da apolipoproteina 8 limitam a fixagdo das LDL
aos receptores de membrana.’

In vitro, as lipoproteinas de baixa densidade sdo glicosi-
ladas proporcionalmente a concentragdo de glicose do meio,
com a formacdo de complexos glicosil-lisina.%8: 6 Esta trans-
formagdo diminui a degradagdo das lipoproteinas nos fibro-
blastos humanos em cultura, em correlagdo positiva com a
quantidade de glicose incorporada.® Enquanto as lipopro-
teinas normais inibem a actividade da B-hidroximetil-gluta-
ril-CoA-redutase e estimulam a da acilcoenzima A-coleste-
rol-aciltransferase, a frac¢do glicosilada n3o parece revelar
qualquer efeito.®

A glicose 6-fosfato restringe, ainda com mais eficacia, a
afinidade para o receptor ¢ a degradagdo das lipoproteinas
glicosiladas resultantes. Assim, tal como sucede nos eritroci-
tos de diabéticos, que contém pequenas quantidades de he-
moglobina conjugada com glicose 6-fosfato, também as
LDL complexadas com este metabolito evidenciam compor-
tamento semelhante ao das lipoproteinas condensadas com
glicose livre. In vivo a degradagido das LDL glicosiladas re-
vela-se subnormal em cobaias, a par do aumento da percen-
tagem de lisina glicosilada nas LDL de doentes diabéticos
insulino-dependentes.%® Este resultado foi ainda confirmado
com um método diferente em doentes diabéticos.58

Misceldnea

A glicosilagdo ndo-enzimdtica abrange uma diversidade
insuspeitada e, por vezes, surpreendente de proteinas corpo-
rais. Alguns desses exemplos, limitados a estudos experi-
mentais, poderédo revelar-se de grande importincia no con-
texto do controlo e evolugdo da diabetes mellitus. E o que
sucede designadamente com a insulina que, in vitro, incor-
pora por covaléncia residuos de glicose e manose.” A glico-
silacdo da insulina por ambas as hexoses limita a sua activi-
dade biolégica no tecido adiposo, relativamente a oxidacédo
da glicose, lipogénese e antilipolise. Se, como tudo leva a
crer, a glicosilagdo da insulina também ocorrer in vivo, par-
ticularmente na diabetes mellitus, diversas questdes hoje
ainda em aberto na evolugdo e tratamento desta doenga
terdo de ser reanalisadas sob perspectivas mais realistas.

A glicosilagdo potencial das proteinas dos nervos perifé-
ricos constitui outro exemplo relevante. Em cées e ratos dia-
béticos, a glicosilagdo ndo-enzimatica das proteinas dos ner-
vos periféricos era duas a trés vezes superior aos valores dos
controlos normoglicémicos.”® Nesse estudo verifica-se que
os principais complexos de glicosilagdo eram glicosil-lisina
ou produtos de rearranjo hidroliticos, eventualmente locali-
zados nas proteinas axonais, da mielina ou diversos compo-
nentes de ambos.

Igualmente sugestivo, pelos seus efeitos potenciais, € o
aumento da glicosilagdo ndo-enzimatica das tubulinas cere-
brais de rato, quer in vitro ou in vivo.”” Aquela ocorréncia
justificaria a diminui¢do da polimerizagdo das tubulinas
que, em alternativa, se organizavam em complexos amorfos
de elevado peso molecular.

A demonstrar-se idéntica ocorréncia em humanos diabé-
ticos estaria confirmado um potencial factor determinante
das anomalias morfologicas, fisiologicas e degenescéncia cli-
cinas que caracterizam a neuropatia diabética. Nesta com-
plicacéo, a alteragdo morfologica mais significativa associa-
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da a diminuicdo da velocidade de condugdo ¢ uma desmieli-
nizagdo parcelar. A glicosilagdo ndo-enzimatica demonstrada
para a mielina apoia, em principio, a interferéncia deste
mecanismo na patogénese da neuropatia diabética.

Finalmente, as consequéncias imunologicas da glicosila-
¢do ndo-enzimatica das IgG e IgM,* ainda por avaliar, ndo
podem ser ignoradas.

IMPLICACOES NO CONTROLO METABOLICO

De todos os tipos de proteinas glicosiladas por mecanis-
mos ndo-enzimaticos apenas as que intervém como compo-
nentes sanguineos parecem revestir-se de interesse pratico na
avaliagio do estado de controlo metabélico na diabetes,> 4
por duas razdes principais. Em primeiro lugar, qualquer
amostra de sangue representa como que uma bibpsia teci-
dual, de facil obtengio e donde se individualizam rapi-
damente os constituintes desejados; pelo contrario, a ca-
racterizacdo dos restantes tecidos € dificultada pela sua
inacessibilidade e, sobretudo, pela metodologia e cuidados
requeridos, por vezes injustificados. Em segundo lugar, os
constituintes eritrocitarios ou séricos tém uma vida-meédia
estabelecida entre dias ou meses, renovando-se num prazo
razoavelmente adequado ao estudo pretendido; por con-
traste, a glicosilagdo ndo-enzimatica em outros tecidos (p.ex.,
colagénio, nervos periféricos, componentes renais, do
cristalino) referem-se a alteragdes duradouras € aparentemente
estabelecidas em periodos de hiperglicémia precoce, em
estruturas que se renovam pouco ou nada ao longo da vida
do portador.

A hemoglobina® % 16 ¢ as proteinas séricas totais® sdo,
entre as fraccdes sanguineas susceptiveis & glicosilagdo ndo-
-enzimatica, as mais utilizadas como indice de controlo me-
tabolico. Os métodos disponiveis para a sua determinac@o
sdo relativamente acessiveis a qualquer laboratério de rotina
e, sobretudo, existem provas concludentes de que os niveis
obtidos reflectem a concentracio média de glicose coexis-
tente num determinado limite de tempo.2*

Relativamente a hemoglobina glicosilada podera deter-
minar-se a fracdo de HbAjc ou, em alternativa, a fraccdo
glicosilada total (HbA,), que representa o somatorio dos
componentes Aja, A ¢ Aic. Atendendo contudo a elevada
correlagiio evidenciada com a HbAc,'s & ™ considera-se que
a HbA, é significativamente representativa, para fins clinicos,
da extensdo da glicosilagdo nfo-enzimatica da hemoglobina.
A determinagdo da HbA|., que requer equipamento sofisti-
cado dificilmente acessivel a generalidade dos laboratérios,
ficara assim reservada para estudos mais individualizados e
de investigacdo.

Quanto s proteinas séricas ha que referir a sua relativa
facilidade de doseamento, tecnicamente mais simples que o
da albumina glicosilada, que ndo dispensa a purificagdo pré-
via da albumina. Considerando a elevada percentagem de
albumina na composi¢do das proteinas séricas e a estreita
correlagdo positiva existente entre ambas as fracgdes glicosi-
ladas, o ensaio para as glicoproteinas séricas parece ser,
também, um indicador bastante valido do grau de hipergli-
cémia.

O outro componente sanguineo demonstradamente sus-
ceptivel de glicosilagio ndo-enziméatica é a membrana eritro-
citaria. Em termos praticos podera dizer-se que ndo oferece
vantagens, relativamente a determinagdo da HbA;; requer
metodologia muito diferenciada e, por outro lado, a vida-
-média das membranas identifica-se com a dos restantes
componentes proteicos eritrocitarios e, portanto a da HbA,,
muito mais facil de dosear.

Tradicionalmente, o diagnostico e avaliagdo clinica da
diabetes mellitus baseiam-se em testes de glicosuria e glicé-
mia, estes com ou sem sobrecarga oral de glicose.! Embora
a sua utilizagdo continue a ser recomendada, particularmen-
te em diabéticos ndo-insulino dependentes,’ ? aqueles testes
apresentam limitagdes, em que se destacam as seguintes:
(a) aferem apenas valores pontuais, representativos do mo-
mento de observacdo; (b) requerem a cooperacdo activa
dos doentes; (c) sdo influenciados por variaveis como o periodo
do dia, exercicio ou ingestdo alimentar.

Em alternativa, qualquer medigdo que reflectisse a glicé-
mia integrada de determinado periodo de tempo ofereceria
a vantagem de avaliar, com rapidez, a eficicia de eventuais
altera¢bes terapéuticas ou, genericamente, o estado de con-
trolo metabolico nesse periodo.

A informagdo acumulada sobre a estrutura e biossintese
da HbA, considera-a um parametro representativo do indice
de glicémia verificada em dado doente diabético nas 4 a 6
semanas anteriores.>: 4 16: 80 A gravidade da hiperglicémia e
as variagdes da hemoglobina glicosilada evidenciam estreita
interrelagio em murganhos e doentes diabéticos.!> 2* Entre-
tanto, verifica-se idéntica correlagdo entre os niveis de
HbA|. (ou HbA;) e alguns dos pardmetros convencionais
de controlo da diabetes, como a glicémia de jejum ou a gli-
cosﬁria.3v 7, 14, 79, 80

Eventualmente, a determina¢do da HbA,; podera contri-
buir para o diagnoéstico da diabetes, embora seja menos des-
crimativa que o teste da sobrecarga ou a glicémia de jejum,
no despiste da diabetes subclinica. De facto, uma proporcdo
significativa de doentes assintomaticos com teste anormal de
tolerancia & glicose apresentava valores normais de HbA,c.”

Por sua vez, valores normais de HbA; poderdo diferen-
ciar da diabetes situagdes agudas que evoluem com hipergli-
cémia, por.ex., o enfarte agudo do miocardio.8! A determi-
nacgio da Hb glicosilada foi também proposta no despiste
da anemia hemolitica e avaliagdo do grau de hemolise, des-
de que a diabetes mellitus possa ser excluida.®

O doseamento da HbA; (ou HbA;) poderd assumir-se
como um indice valido em diabetologia, sobretudo na dia-
betes insulino-dependente, que evolui com flutuag¢des por
vezes acentuadas da glicémia. Estas oscilagbes da glicémia
raramente ocorrem em diabéticos ndo-insulino-dependentes
sob controlo dietético e/ou antidiabéticos orais;!* 8 em
consequéncia, a avaliagdo da intolerincia a glicose podera
ser efectuada com maior rapidez e economia através da gli-
cémia de jejum.> 16

A aceitagdo da HbA, como indicador metabolico da dia-
betes continua a ser posta em causa por outros estudos,
que referem a inexisténcia de vantagens significativas, quer
na rentabilidade ou especificidade do diagnéstico.!> 3

Tal como a hemoglobina glicosilada, as proteinas séricas
glicosiladas parecem correlacionar-se apenas com outros in-
dices de controlo glicidico e ndo com situagdes gerais, como
a idade, sexo, duracdo da diabetes e presenga ou auséncia
de retinopatia.*” 3 De facto, a extensdo da glicosilagdo das
proteinas séricas ou plasmaticas correlacionava-se significa-
tivamente com a HbA; e também com a glicémia de
jejum.*: 3* Os niveis de albumina glicosilada eram também
proporcionais ao aumento de HbA,, correlacionando-se na-
queles estudos com a glicémia em jejum 50 ou apenas com a
glicémia média.’® Aparentemente, algumas destas discrepén-
cias poderdo ser atribuidas a diferencas na gravidade de
evolugio dos diabéticos analisados e, também, a problemas
metodologicos consequentes a remogdo ou inclusdo da frac-
¢do labil glicosilada. 3

A correlagdo entre as glicoproteinas séricas e a glicémia
de jejum era mais acentuada em diabéticos do tipo 2 que
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nos insulino-dependentes,*’ o que seria a favor da utilidade
das proteinas séricas glicosiladas como medida da glicémia
relativamente estabilizada.

Observag¢des em doentes com insulinoma % sugerem que
a velocidade de formagiio de glicosil-albumina é muito supe-
rior a sua eliminagdo da corrente sanguinea. Assim, & de
prever que a hiperglicémia incidente induza ao rapido au-
mento daquela proteina na forma glicosilada, que se de-
monstra proporcional aos valores médios de glicémia.5s
Todavia, a velocidade de renova¢do da albumina ou, gene-
ricamente, das proteinas séricas glicosiladas é 4 a 5 vezes
superior & da hemoglobina.

A excepgio da albumina, virtualmente todas as proteinas
séricas sdo glicoproteinas isto €, proteinas com uma ou mais
cadeias glicidicas unidas por ligagdes covalentes. Todavia, a
glicose ndo parece incluir-se entre os componentes normais
de proteinas circulantes.®> Em consequéncia, o aumento da
frac¢do glicosilada por mecanismos ndo-enzimaticos e, so-
bretudo, a glicosilagdo da albumina face & hiperglicémia da
diabetes representa uma situagfio claramente anormal, com
potencial incidéncia nas fun¢des dessas proteinas (p.ex.,
transporte, propriedades imunoldgicas, etc.).

Poder-se-a também supor que as flutuacdes de glicémia
sejam sensibilizadas mais pelas proteinas séricas glicosiladas
que pela HbA,. Este aspecto sobressai particularmente no
decurso da terapéutica antidiabética, em que a par de quase
40% de diminuigdo dos niveis das proteinas séricas glicosi-
ladas ndo se verificam alteragdes significativas nos valores
de HbA,.#”- 6 Em ratos diabéticos 52 foi possivel verificar,
através da terapéutica com insulina, que as variagdes na al-
bumina glicosilada eram mais sensiveis que as da glicoemo-
globina as variagdes da glicémia.

Em conformidade, o valor das proteinas séricas glicosila-
das podera considerar-se um indicador 1til do estado da gli-
cémia decorrente uma a duas semanas antes das colheitas.5!. 53
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