ACTA MEDICA PORTUGUESA 1983; 4: 479482

ORIGINAL

MICROVISCOSIDADE DA MEMBRANA ERITROCITARIA,
HEMOGLOBINA GLICOSILADA E GLICOPROTEINAS
SERICAS EM DIABETICOS NAO-INSULINO-

-DEPENDENTES

M. CARLOTA PROENCA, J. M. MARTINS, J. MARTINS E SILVA

Departamento de Bioquimica, Faculdade de Medicina de Lisboa. Lisboa, Portugal.

RESUMO

Em 24 diabéticos ambulatérios ndo-insulino-dependentes de ambos os sexos (10 mulheres e 14 homens),

com 58 + 11 anos de idade média e em 20 controlos saudaveis de idade semelhante foram determinados os
valores da glicose plasmatica em jejum, hemoglobina glicosilada total (HbA;), glicoproteinas séricas e
microviscosidade da membrana eritrocitiria. No grupo de diabéticos observou-se aumento muito signifi-
cativo (p <0,001) da glicémia, HbA, e glicoproteinas séricas e elevagdo também significativa (p < 0,01)
para a microviscosidade da membrana. O aumento da HbA| dependeria da glicémia (p < 0,001) e correla-
tionava-se com as glicoproteinas séricas (p <0,01). Entretanto nfio se observou correlagio entre a gli-
cémia e os valores das glicoproteinas ou microviscosidade; esta variava negativamente (p < 0,05) com a
concentragdo de glicoproteinas séricas e também com a taxa de HbA; (p <0,01). Os resultados obtidos
parecem confirmar o aumento da glicosilagdo das proteinas séricas ¢ hemoglobina na diabetes descompen-
sadas, o que talvez possa revelar-se influente no comportamento reologico do sangue ao afectar a
microviscosidade da membrana eritrocitaria.

SUMMARY

Erythrocyte membrane microviscosity, glycohemoglobin and serum glycoproteins in human
diabetes.

Twenty-four non-acidotic, non-insulin-dependent diabetics of both sexes (10 females and 14 males),
mean age 58 + 11 years, and 20 healthy controls of similar ages volunteered for this study. The degree of
diabetic control was assessed by fasting plasma glucose and haemoglobin A; (HbA) levels. Serum glyco-
proteins (SGP) and red cell membrane microviscosity were also determined. The mean values of glucose,
HbA; and SGP were all very significantly (p <0.001) elevated. Significantly (p < 0.01) higher levels of
membrane microviscosity were observed. HbA | was highly correlated with glucose (p <0.001) and SGP
(p <0.01). No significant correlation existed between glucose and SGP or membrane microviscosity.
However, a slight negative correlation (p 0.05) was observed between membrane microviscosity and SGP
and also with HbA; (p <0.01). These results would confirm the enhanced glycosylation of serum and
hemoglobin in uncontrolled diabetes and suggest an interdependence between these variables and red
cell membrane microviscosity, perhaps with influence on erythrocyte rheological behaviour.

INTRODUCAO

A redugdo da deformabilidade eritrocitaria é uma das al-
teragdes hemorreologicas observadas na diabetes mellitus.!-S
Entre outros factores, aquela anomalia poderd contribuir
para o agravamento da perfusdo sanguinea e das trocas de
gases e nutrientes a nivel da microcirculago.!$

Observagdes anteriores tém sugerido que a reducgdo da
deformabilidade eritrocitdria na diabetes evolui a par da
descompensag¢do metabolica incidente.!

Na diabetes do tipo I, a deformabilidade eritrocitaria de-
penderia mais da caréncia de insulina do que da hiperglicé-
mia coexistente.® O aumento da viscosidade do nacleo de
hidrocarbonetos da membrana eritrocitaria poderia ser,
também, uma das causas da menor deformabilidade das
hemacias em diabéticos.2 Estudos recentes tendem a confirmar
esta hipétese, ao revelarem um aumento muito significativo da
microviscosidade da membrana eritrocitaria em doentes com
diabetes insulino-dependente e n#o-insulino-dependente.”
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Neste trabalho pretende-se relacionar o valor da micro-
viscosidade da membrana eritrocitaria com alguns indices de
controlo metabolico (designadamente a glicémia, concentra-
¢d0 de glicoproteinas séricas e taxa de hemoglobina glicosi-
lada total) em diabéticos ndo-insulino-dependentes.

MATERIAL E METODOS

Vinte e quatro diabéticos ambulatorios de ambos os se-
x0s (10 mulheres e 14 homens) com 58 + 11 (= desvio pa-
dr3o, variagdo 30-74) anos de idade e 20 controlos sauda-
veis (8 mulheres e 10 homens) com 55 + 14 (32-75) anos de
idade média deram o seu consentimento para este estudo.

Os doentes, com diabetes n3o-insulino-dependente e
sem sinais de cetoacidose ou outra situagdo aguda, foram
seleccionados com base em valores de glicose plasmatica
= 6,17 mmol/l (em jejum em pelo menos duas amostras re-
centes) e/ou = 10,0 mmol/1 (60 min ap6s prova de sobre-
carga com 75 g de glicose).

479



M. CARLOTA PROENCA, J. M. MARTINS, J. MARTINS E SILVA

De cada individuo foram colhidos cerca de 40 ml de san-
gue venoso periférico, entre as 8 e as 10 h da manhi, apos
uma noite de jejum. Da amostra, parte colhida com anti-
coagulante, (heparina 12,5 U/ml sangue) e o restante sem
anticoagulante, separou-se imediatamente plasma para a de-
terminagdo da glicémia (método de glicose-oxidase, Sigma
Chemical Company n.° 510) e soro para ensaio das glico-
proteinas; foram ainda preparados de imediato hemolisados
para a determinagdo da hemoglobina glicosilada total
(HbA, e separadas membranas eritrocitarias para o estudo
de polarizagdo de fluorescéncia.

A taxa de HbA, foi calculada pelo método de Kynoch e
Lehmann 8 até 72 h depois da colheita, com duas modifi-
cagdes adicionais: os hemolisados eritrocitarios foram pre-
viamente dialisados durante 12 h a 4 °C contra tampdo 1
(NaH, PO,. 2H,0, pH 6,8), para remocdo da fraccdo labil
da glicosilagdo® e a eluigio com ambos os tampdes utili-
zados, através de microcolunas cromatograficas contendo
resina Bio Rex 70 (BIO RAD, 200-400 mesh), foi termoes-
tatizada a 22 °C, de acordo com propostas anteriores.!0
Os resultados foram controlados como padrdes de HbA,
(Boehringer Mannheim, GmbH).

O grau de glicosilagdo das proteinas séricas foi determi-
nado por uma modificagdo do teste com acido tiobarbitdri-
co, desenvolvido por Fluckiger e Winterhalter,!! em que a
glicose fixada por mecanismos ndo-enzimaticos ¢ libertada
sob a forma de 5-hidroximetilfurfural (S-HMF) e, deste mo-
do, quantificada colorimétricamente.!> As amostras de soro
foram previamente dialisadas durante 12 h a 4 °C contra
solugdo salina isotOnica, para evitar o aumento aleatdrio
das glicoproteinas pela glicose livre. Em alternativa & galac-
tose, utilizada como padrdo em trabalhos anteriores,!3 cal-
culou-se o valor final da glicosilagio das proteinas séricas
(HMF/mg proteina) com base numa curva de calibragdo em
que se utiliza 5S-HMF puro (Sigma Chemical Company)
como padrfo.’ A concentragdo proteica nas amostras de soro
dialisado foi medida pelo método de biureto. Utilizou-se um
espectrofotometro Beckman-35 com cuvetes de 10 mm na
leitura das absorvancias finais de todos os ensaios anteriores.

As membranas eritrocitarias foram preparadas segundo
o método de Cha et cols.!> Resumidamente, os eritrocitos
foram hemolisados com solu¢do hipoténica (1 mH EDTA,
1 mM Tris. HC1, pH 7,4) a 4 °C, seguindo-se lavagens su-
cessivas com a mesma solugéo e, por fim, com solugio sali-
na a 2% e tris-maleato 5 mM, pH 7,4. Na separagdo das di-
versas fases a 0 °C foi utilizada uma centrifuga Sorval SS.
Do sedimento, constituido por membranas, preparou-se

uma suspensdo com a concentragdo proteica final de
1,2 mg/ml, determinada pelo método de Lowry e col.!¢

Os estudos da polarizacdo da fluorescéncia das membra-
nas eritrocitarias foram realizados segundo o método de
Schiliro.!? Utilizou-se 1,6-difenil 1,3,5-hexatrieno (DPH)
como sonda hidrofébica que tende a fixar-se no sistema de
dupla camada lipidica da membrana, ¢ um espectrofluori-
metro Perkin-Elmer MPF 44A equipado com registador €
acessorios de polarizagdo para as leituras de fluorescéncia a
352 nm (excitagio) e 430 nm (emisséo), usando preparacdes
de membranas sem DPH como referéncia.

Do grau de polarizagdo de fluorescéncia (p) foi calculado
o valor do equivalente da microviscosidade (n; em poise),
pela seguinte equagdo:!® ,

p
N=""046p

Todas as determinagdes foram realizadas em duplicado. Os
resultados laboratoriais sdo apresentados como média + erro
padrdo da média, utilizando o teste t de Student e coeficientes
de correlagdo para analise e comparagdo dos valores de nor-
mais e diabéticos, na programag¢io de um microcomputador
Sinclair Spectrum 48 K.

RESULTADOS

As idades de normais e de diabéticos ndo diferiam esta-
tisticamente entre si.

Como pode ser observado na Tabela 1, os valores da gli-
cémia, HbA, e glicoproteinas séricas do grupo de diabéticos
apresentavam-se acentuadamente (p < 0,001) superiores aos
do grupo de controlo. A diferenca de valores obtidos para
as glicoproteinas séricas € os descritos em trabalho anterior
do nosso grupo,!?® duas a trés vezes superiores, deve-se a
substitui¢do do padrdo de galactose pelo 5S-HMF.

A microviscosidade da membrana eritrocitaria revelou-se
também mais elevada (p < 0,01) nos diabéticos que nos con-
trolos. Nos diabéticos a glicémia apresentava correlagdo po-
sitiva muito significativa (r = 0,72, p < 0,001) com os valo-
res de HbA|, por sua vez correlacionados com as glicopro-
teinas séricas (r =0,44, p<0,01) e, negativamente, com a
microviscosidade (r =-0,50, p <0,01); esta variavel corre-
lacionava-se também negativamente com as glicoproteinas
séricas, (r =-0,34, p <0,05). Pelo contrario, as variagbes da
glicémia ndo se correlacionavam significativamente com as
glicoproteinas séricas nem com a microviscosidade da mem-
brana eritrocitaria.

TABELA 1 Valores médios (+ erro padriio da média) da glicose plasmatica, hemoglobina glicosilada total (HbA,), glicopro-
teinas séricas e microviscosidade do sector lipidico das membranas eritrocitarias em diabéticos ndo-insulino-
-dependentes, comparados com um grupo de controlos sauddveis.

Glicose HbA, Glicoproteinas séricas Microviscosidade
(mmol/1) (%) (mmol HMF/mg proteina) (poise)
Controlos Normais 3,88 £0,15 8,0+0,3 0,36 + 0,02 2,92+ 0,17
(20) (20) (15) (20)
valor de p < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,01
Diabéticos 10,68 = 1,09 13,0+ 0,8 0,45 + 0,02 3,77 £ 0,36
(24) (24) (22) (20)

p Indica o significado da diferen¢a entre normais e diabéticos. Entre parentesis é expressa a dimens3o da amostra para cada pardmetro.
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DISCUSSAO

O aumento da glicosilagio ndo-enzimatica de alguns
constituintes sanguineos de diabéticos, com destaque para a
hemoglobina !9: 20 e, mais recentemente, para as proteinas
séricas,!2 4 tem sido referido como um indice de controlo
glicidico mais valioso que hiperglicémias isoladas, sobretudo
em diabéticos insulino-dependentes.!4 1921 A utilidade clini-
ca daquelas glicoproteinas baseia-se essencialmente na sua
estabilidade,!9-23 permitindo uma apreciacdo dos niveis da
hiperglicémia coexistente, ndo no momento da colheita, mas
em periodos reportados as 4-6 semanas (para a HbA ) > ou

-1-2 semanas anteriores (para as glicoproteinas séricas).!
Nesta perspectiva, os valores obtidos para a HbA, e glico-
proteinas (Tabela 1) assimilariam uma situagdo de franca
descompensa¢io metabolica, ja existente nas semanas prece-
dentes; a elevada correlagdo detectada entre a HbA, e a gli-
cémia confirmaria a relativa estabilidade da situacdo meta-
bolica nos diabéticos ndo-insulino-dependentes, bem paten-
teada pela estreita correlagdo entre a glicémia em jejum e os
valores integrados de 24 h (75). A manutencdo da hipergli-
cémia a niveis relativamente constantes seria, nos diabéticos
do tipo II, um factor predisponente para o aumento da gli-
cosilagdo proteica, designadamente da hemoglobina e sero-
proteinas.

Em trabalhos anteriores do nosso grupo, com diabéticos
do tipo I e II, ja haviam sido assinalados resultados
idénticos !> aos agora apresentados. Todavia, os valores
obtidos para as glicoproteinas séricas eram, nos controlos e
diabéticos, superiores aos agora obtidos. Em parte esta dife-
renca devera ser atribuida ao tipo de padrdes utilizados;
mesmo assim, os valores do grupo de diabéticos sdo inferio-
res aos verificados por Kennedy e cols,!4 em contraste com
os normais, que se sobrepdem aos nossos resultados. Relati-
vamente & HbA|, os niveis observados assemelham-se aos
descritos por outros grupos, em condi¢des clinicas e meto-
dologicas equivalentes. 2. 26

O aumento observado para a microviscosidade da mem-
brana eritrocitaria de diabéticos (Tabela 1) confirma resulta-
dos anteriores;” 27 ainda que os valores referidos sejam
substancialmente mais elevados que os nossos, quer para os
controlos ou diabéticos, essas diferencas podem ser justifi-
cadas pelas temperaturas de incubagfo utilizadas, pois que a
37 °C obtém-se valores nitidamente inferiores aos registados
a 25 °C.!8 Em comparagdo com a relativa homogenidade
dos valores observados no grupo de diabéticos e controlos 7> 25
os nossos resultados revelam-se muito mais dispersos no
grupo de diabéticos (1,38-8,34 poise), por razdes ainda des-
conhecidas.

A Thiperviscosidade da membrana globular tem sido
apontada como um dos factores determinantes da diminui-
¢do da deformabilidade eritrocitaria referida na diabetes.?
Em associagdo com o aumento da viscosidade sanguinea 2 29
e e hiperagregacdo eritrocitaria,!- 28 a reduzida deformabili-
dade dos globulos vermelhos ! 2 estaria envolvida na patogé-
nese da microangiopatia diabética.

As propriedades viscoelasticas da membrana eritrocitaria
subjacentes 4 deformabilidade globular sdo definidas pela
resisténcia ao movimento bidimensional da membrana, de-
pendente da frac¢do proteica.3® Em contraste, a microvis-
cosidade explicita a difusdo tridimensional das moléculas
através da dupla camada lipidica da membrana.!® A hipervis-
cosidade observada neste estudo e anteriores 7> 27 devera ser
assim interpretada como o resultado de eventuais alteracdes
de composi¢do lipidica da membrana, que parecem predo-
minar no sector mais hidrofébico da dupla camada.?’ E ain-
da admissivel que o aumento da microviscosidade da mem-

brana possa resultar de outros factores complexos; os valo-
res mais elevados da microviscosidade em diabéticos ndo-
-insulino-dependentes, relativamente aos calculados em insu-
lino-dependentes,?” podera ser atribuida a efeitos da insulina
nas propriedades estruturais da membrana.3!, 32

A correlagdo negativa observada neste trabalho entre a
microviscosidade da membrana eritrocitaria e a taxa de
HbA, ou concentragio das glicoproteinas séricas poderia,
na mesma ordem de ideias, reflectir os efeitos de hiperglico-
silagdo proteica nas propriedades estaticas e dindmicas dos
componentes lipidicos das membranas eritrocitarias de dia-
béticos. A natureza da interrelagdo estrutura-fungdes da
membrana eritrocitaria ainda esta por definir. Todavia, as
alteracdes da organiza¢do molecular daquela estrutura tal-
vez se constituam um factor influente nas anomalias reolo-
gicas observadas na diabetes.
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