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RESUMO
Em 24 diabéticos ambulatôrios nao-insulino-dependentes de ambos os sexos (10 mulheres e 14 homens),

corn 58 ± 11 anos de idade media e em 20 controlos saudãveis de idade semelhante foram deterrninados os
valores da glicose plasmâtica em jejum, hemoglobina glicosilada total (HbA1), glicoproteinas sCricas e
microviscosidade da membrana eritrocitária. No grupo de diabéticos observou-se aumento muito signifi
cativo (p<O,00l) da glicCmia, HbA1 e glicoproteinas séricas e elevacAo também significativa (p<0,0l)
para a microviscosidade da membrana. 0 aumento da HbA1 dependeria da glicemia (p < 0,001) e correla
cionava-se corn as glicoproteinas séricas (p <0,01). Entretanto nAo se observou correlacao entre a gli
cémia e os valores das glicoproteinas ou microviscosidade; esta variava negativamente (p <0,05) corn a
concentracAo de glicoproteinas sCricas e também corn a taxa de HbA1 (p<O,Ol). Os resultados obtidos
parecem confirmar o aurnento da glicosilacao das proteinas séricas e hemoglobina na diabetes descompen
sadas, o que talvez possa revelar-se influente no comportamento reolágico do sangue ao afectar a
microviscosidade da rnernbrana eritrocitária.

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 A1 (HbA1) levels. Serum glyco
proteins (SGP) and red cell membrane microviscosity were also determined. The mean values of glucose,
HbA1 and SGP were all very significantly (p < 0.001) elevated. Significantly (p <0.01) higher levels of
membrane microviscosity were observed. HbA1 was highly correlated with glucose (p <0.001) and SGP
(p <0.01). No significant correlation existed between glucose and SOP or membrane microviscosity.
However, a slight negative correlation (p 0.05) was observed between membrane rnicroviscosity and SOP
and also with HbA1 (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.

INTR0DuçA0

A reducAo da deformabilidade eritrocitâria ê urna das al
teracöes hernorreológicas observadas na diabetes mellitus.’5
Entre outros factores, aquela anornalia poderâ contribuir
para o agravarnento da perfusao sanguinea e das trocas de
gases e nutrientes a nivel da rnicrocirculacAo.’.5

ObservacOes anteriores tern sugerido que a reducAo da
deformabilidade eritrocitária na diabetes evolui a par da
descompensacAo metabólica incidente.’

Na diabetes do tipo I, a deformabilidade eritrocitária de
penderia mais da carência de insulina do que da hiperglicé
mia coexistente.6 0 aurnento da viscosidade do nücleo de
hidrocarbonetos da membrana eritrocitária poderia ser,
tambérn, urna das causas da menor deformabilidade das
hernãcias em diabéticos.2 Estudos recentes tendern a confirrnar
esta hipótese, ao revelarem urn aurnento muito significativo da
microviscosidade da rnernbrana eritrocitária em doentes corn
diabetes insulino-dependente e nAo-insulino-dependente.7

Neste trabalho pretende-se relacionar o valor da micro
viscosidade da rnembrana eritrocitária corn alguns indices de
controlo rnetabólico (designadamente a glicérnia, concentra
cão de glicoproteinas séricas e taxa de hernoglobina glicosi
lada total) em diabéticos nAo-insulino-dependentes.

MATERIAL E METODOS

Vinte e quatro diabéticos arnbulatôrios de ambos os Se
xos (10 rnulheres e 14 homens) corn 58 ± 11 (* desvio pa
drao, variacao 30-74) anos de idade e 20 controlos saudá
veis (8 muiheres e 10 homens) corn 55 ± 14 (32-75) anos de
idade media derarn o seu consentirnento para este estudo.

Os doentes, corn diabetes não-insulino-dependente e
sern sinais de cetoacidose ou outra situacAo aguda, forarn
seleccionados corn base em valores de glicose plasrnâtica
≥ 6,17 rnmol/l (em jejurn em pelo rnenos duas arnostras re
centes) e/ou ≥ 10,0 rnrnol/l (60 rnin apôs prova de sobre
carga corn 75 g de glicose).
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De cada indivIduo foram coihidos cerca de 40 ml de san
gue venoso periférico, entre as 8 e as 10 h da manhA, após
urna noite de jejum. Da arnostra, parte coihida corn anti
coagulante, (heparina 12,5 U/mI sangue) e o restante sem
anticoagulante, separou-se imediatarnente plasma para a de
terrninacAo da glicérnia (método de glicose-oxidase, Sigma
Chemical Company n.° 510) e soro para ensaio das glico
proteinas; foram ainda preparados de imediato hernolisados
para a deterrninacAo da hernoglobina glicosilada total
(HbA1 e separadas membranas eritrocitárias para o estudo
de polarizacao de fluorescência.

A taxa de HbA1 foi calculada pelo método de Kynoch e
Lehmann8 ate 72 h depois da coiheita, corn duas modifi
cacOes adicionais: os hemolisados eritrocitários foram pre
viamente dialisados durante 12 h a 4 °C contra tarnpao 1
(NaH2 P04. 2H20, pH 6,8), para remocAo da fraccão Iábil
da glicosilacão9 e a eluicAo com ambos os tampOes utili
zados, através de microcolunas crornatográficas contendo
resina Bio Rex 70 (BlO RAD, 200-400 mesh), foi termoes
tatizada a 22 °C, de acordo com propostas anteriores.1°
Os resultados foram controlados corno padrOes de HbA1
(Boehringer Mannheim, GmbH).

0 grau de glicosilacAo das proteinas séricas foi determi
nado por uma rnodificacao do teste corn ácido tiobarbitüri
co, desenvolvido por Fluckiger e Winterhalter,” em que a
glicose fixada por mecanismos näo-enzimáticos é libertada
sob a forma de 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) e, deste mo
do, quantificada colorimétricarnente.’2 As amostras de soro
foram previarnente dialisadas durante 12 h a 4 °C contra
solucAo salina isotônica, para evitar o aumento aleatório
das glicoproteinas pela glicose livre. Em alternativa a galac
tose, utilizada como padrao em trabalhos anteriores,’3 cal
culou-se o valor final da glicosilacAo das proteinas séricas
(HMF/mg proteina) corn base numa curva de calibracAo em
que se utiliza 5-HMF puro (Sigma Chemical Company)
como padrao.’4 A concentracAo proteica nas amostras de soro
dialisado foi medida pelo método de biureto. Utilizou-se um
espectrofotômetro Beckrnan-35 com cuvetes de 10 mm na
leitura das absorvâncias fmais de todos os ensaios anteriores.

As membranas eritrocitârias foram preparadas segundo
o método de Cha et cols.’5 Resumidamente, os eritrocitos
foram hemolisados corn solucAo hipotônica (1 mH EDTA,
1 mM Tris. HC1, pH 7,4) a 4 °C, seguindo-se lavagens su
cessivas corn a mesma solucAo e, por fim, com solucäo sali
na a 2 Wo e tris-maleato 5 mM, pH 7,4. Na separacAo das di
versas fases a 0 °C foi utilizada uma centrifuga Sorval SS.
Do sedimento, constituido por membranas, preparou-se

urna suspensão com a concentraçAo proteica final de
1,2 mg/mi, determinada pelo método de Lowry e col.’6

Os estudos da polarizacAo da fluorescência das membra
nas eritrocitárias foram realizados segundo o método de
Schiliro.’7 Utilizou-se 1,6 - difenil 1,3,5 -hexatrieno (DPH)
como sonda hidrofóbica que tende a fixar-se no sistema de
dupla camada IipIdica da membrana, e urn espectrofluori
metro Perkin-Elmer MPF 44A equipado corn registador e
acessórios de polarizacAo para as leituras de fluorescência a
352 nm (excitacAo) e 430 nm (emissão), usando preparacOes
de membranas sern DPH como referência.

Do grau de polarizacão de fluorescência (p) foi calculado
o valor do equivalente da microviscosidade (,~- em poise),
pela seguinte equacAo :18

= 0,46-p

Todas as determinacOes foram realizadas em duplicado. Os
resultados laboratoriais são apresentados como media ± erro
padrao da media, utilizando o teste t de Student e coeficientes
de correlacao para análise e comparacao dos valores de nor
mais e diabéticos, na programacAo de urn microcomputador
Sinclair Spectrum 48 K.

RESULTADOS

As idades de normais e de diabéticos não diferiam esta
tisticamente entre Si.

Como pode ser observado na Tabela 1, os valores da gli
cémia, HbA1 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 e os descritos em trabalho anterior
do nosso grupo,’3 duas a três vezes superiores, deve-se a
substituicao do padrao de galactose pelo 5-HMF.

A microviscosidade da membrana eritrocitária revelou-se
também mais elevada (p < 0,01) nos diabéticos que nos con
trolos. Nos diabéticos a glicémia apresentava correlacao po
sitiva muito significativa (r = 0,72, p <0,001) corn os valo
res de HbA1, por sua vez correlacionados corn as glicopro
teinas séricas (r=0,44, p<O,Ol) e, negativamente, corn a
microviscosidade (r = -0,50, p < 0,01); esta variâvel corre
lacionava-se também negativamente corn as glicoproteinas
séricas, (r = -0,34, p <0,05). Pelo contrário, as variacOes da
glicémia nAo se correlacionavam significativamente com as
glicoproteinas séricas nem corn a microviscosidade da mem
brana eritrocitária.

TABELA 1 Valores médios (± erro padrão da media) da glicose plasrnãtica, hemoglobina glicosilada total (HbA1), glicopro
teinas séricas e microviscosidade do sector lipidico das mernbranas eritrocitârias em diabéticos não-insulino
-dependentes, comparados corn urn grupo de controlos saudãveis.

Gllcose HbA8 Glicoproteinas séricas Microviscosidade
(mmol/I) (¾) (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

DiabCticos 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 diferenca entre normais e diabéticos. Entre parentesis e expressa a dimensAo da amostra para cada parâmetro.
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DISCUSSAO

0 aurnento da glicosilacAo nAo-enzimática de alguns
constituIntes sanguineos de diabéticos, corn destaque para a
hemoglobina ~ 20 e, mais recentemente, para as proteinas
sêricas,’2~ 14 tern sido referido como urn Indice de controlo
glicidico mais valioso que hiperglicémias isoladas, sobretudo
em diabéticos insulino-dependentes.14’ 19-21 A utilidade cilni
ca daquelas glicoproteinas baseia-se essencialmente na sua
estabilidade, 19-23 perrnitindo uma apreciacao dos niveis da
hiperglicémia coexistente, nAo no rnomento da coiheita, mas
em periodos reportados as 4-6 semanas (para a HbA1)24 ou
1-2 semanas anteriores (para as glicoproteinas séricas).’4
Nesta perspectiva, os valores obtidos para a HbA1 e glico
proteinas (Tabela 1) assimilariam uma situacao de franca
descompensacao metabólica, já existente nas semanas prece
dentes; a elevada correlacão detectada entre a HbA1 e a gli
cémia confirmaria a relativa estabilidade da situacao rneta
bôlica nos diabéticos nao-insulino-dependentes, bern paten
teada pela estreita correlacAo entre a glicérnia em jejum e os
valores integrados de 24 h (75). A rnanutencAo da hipergli
cémia a niveis relativarnente constantes seria, nos diabéticos
do tipo II, urn factor predisponente para o aumento da gli
cosilacao proteica, designadarnente da hemoglobina e sero
proteinas.

Em trabaihos anteriores do nosso grupo, corn diabéticos
do tipo I e II, já haviam sido assinalados resultados
idénticos 13 aos agora apresentados. Todavia, os valores
obtidos para as glicoproteinas séricas cram, nos controlos e
diabéticos, superiores aos agora obtidos. Em parte esta dife
renca deverá ser atribuida ao tipo de padroes utilizados;
rnesrno assim, os valores do grupo de diabéticos são inferio
res aos verificados por Kennedy e cols,’4 em contraste corn
os normais, que se sobrepOern aos nossos resultados. Relati
vamente a HbA1, os niveis observados assemeiharn-se aos
descritos por outros grupos, em condicoes clinicas e rneto
dolôgicas equivalentes.12’ 26

0 aumento observado para a microviscosidade da mem
brana eritrocitária de diabéticos (Tabela 1) confirrna resulta
dos anteriores;7 27 ainda que os valores referidos sejarn
substancialmente mais elevados que os flOssoS, quer para os
controlos ou diabéticos, essas diferencas podem ser justifi
cadas pelas temperaturas de incubacao utilizadas, pois que a
37 °C obtérn-se valores nitidamente inferiores aos registados
a 25 OC.18 Em comparacao corn a relativa homogenidade
dos valores observados no grupo de diabéticos e controlos7 25

os nossos resultados revelarn-se muito mais dispersos no
grupo de diabéticos (1,38 - 8,34 poise), por razOes ainda des
conhecidas.

A hiperviscosidade da mernbrana globular tern sido
apontada corno urn dos factores deterrninantes da diminui
cao da deforrnabilidade eritrocitãria referida na diabetes.2
Ern associacAo corn o aurnento da viscosidade sanguinea28’ 29

e e hiperagregacao eritrocitária,” 28 a reduzida deforrnabili
dade dos glóbulos verrnelhos 1,2 estaria envolvida na patogé
nese da microangiopatia diabética.

As propriedades viscoelásticas da rnembrana eritrocitâria
subjacentes a deforrnabilidade globular são definidas pela
resistência ao movimento bidimensional da rnembrana, de
pendente da fraccao proteIca.3° Ern contraste, a microvis
cosidade explicita a difusão tridimensional das rnoléculas
através da dupla camada lipIdica da mernbrana.’8 A hipervis
cosidade observada neste estudo e anteriores 7, 27 deverã ser
assim interpretada como o resultado de eventuais alteracOes
de composicao lipidica da membrana, que parecem predo
minar no sector mais hidrofbbico da dupla camada.27 E am
da admissivel que o aumento da microviscosidade da rnem

brana possa resultar de outros factores cornplexos; Os valo
res mais elevados da rnicroviscosidade em diabéticos não
-insulino-dependentes, relativamente aos calculados ern insu
lino-dependentes,27 poderá ser atribuida a efeitos da insulina
nas propriedades estruturais da rnembrana.31’ 32

A correlacao negativa observada neste trabalho entre a
microviscosidade da rnembrana eritrocitãria e a taxa de
HbA1 ou concentracao das glicoproteinas séricas poderia,
na mesma ordern de ideias, reflectir os efeitos de hiperglico
silacAo proteica nas propriedades estáticas e dinârnicas dos
componentes lipidicos das rnernbranas eritrocitârias de dia
béticos. A natureza da interrelacão estrutura-funcOes da
membrana eritrocitária ainda estã por definir. Todavia, as
alteracOes da organizacAo molecular daquela estrutura tal
vez se constituarn um factor influente nas anomalias reolô
gicas observadas na diabetes.
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