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RESUMO

Introducdo: Diabetes Mellitus (DM) € uma doenca crénica através da qual o organismo deixa
de produzir insulina ou ndo a utiliza de forma adequada. A hiperglicemia crdnica esta associada
a danos de longo prazo, como disfungdo e faléncia de vérios tecidos e 6rgéos, especialmente
olhos, rins, nervos, coracdo, musculo liso, tecido adiposo e vasos sanguineos. Objetivo:
Realizar uma revisdo  narrativa  descritiva  dos  testes  utilizados  para
acompanhamento/diagnostico de diabetes, propondo a criacdo de um teste diagnostico rapido e
simples para auxiliar no acompanhamento das complica¢fes secundarias ao diabetes. Métodos:
Reviséo da literatura com base em artigos de lingua inglesa, portuguesa e espanhola, publicados
entre 1987 e 2018, com énfase nos atuais testes utilizados para avaliagdo dos niveis glicémicos
em pacientes diabéticos. Resultados: Os exames de dosagem das hemoglobinas glicosiladas
ou glicadas (A1C) e das frutosaminas, atualmente em uso corriqueiro na patologia clinica para
avaliacdo dos individuos diabéticos, limitam-se a estimar a glicemia dos ultimos 20 dias, no
caso das frutosaminas, e 120 dias, no caso da hemoglobina glicada. Conclusdo: O
monitoramento dos niveis glicémicos em pacientes diabéticos € de suma importancia para o
ajuste da terapéutica e observacao das lesGes secundarias causadas pela hiperglicemia cronica.
Faz-se necessario 0 desenvolvimento de uma metodologia, teste diagnostico, mais rapido e
simples que possa auxiliar o0 acompanhamento dos pacientes diabéticos.

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Hemoglobina glicada. Frutosaminas. Aldose redutase.



ABSTRACT

Introduction: Diabetes Mellitus (DM) is a chronic disease by which the body stops producing
insulin or does not use it properly. Chronic hyperglycemia is associated with long term damage
such as dysfunction and failure of various tissues and organs, especially eyes, kidneys, nerves,
heart, smooth muscle, adipose tissue and blood vessels. Objectives: To describe the current
scenario of the tests used for diabetes monitoring/diagnosis, proposing the creation of a rapid
and simple diagnostic test to assist in the follow-up of complications secondary to diabetes.
Methods: A literature review was developed based on english, spanish and portuguese articles,
published between 1987 and 2018, with emphasis on the current tests used to evaluate glycemic
levels in diabetic patients. Results: The dosage exams of glycosylated or glycated hemoglobins
(A1C) and fruitsamines, currently in routine use in the clinical pathology for the evaluation of
diabetic subjects, are limited to estimating the glycemia of the last 20 days in the case of the
fruits, and 120 days, in the case of glycated hemoglobin. Conclusion: The monitoring of
glycemic levels in diabetic patients is of paramount importance for adjustment of therapy and
observation of secondary lesions caused by chronic hyperglycemia. It is necessary to develop
a methodology, diagnostic test, faster and simpler that helps the monitoring of diabetic patients.

Keywords: Diabetes mellitus. Glycatedhemoglobin. Fructosamine. Aldose reductase.
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1 INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) ¢ uma doenga cronica, em que ha insuficiéncia na produgado da
insulina ou utiliza¢ao inadequada desse hormdnio pelo organismo. A insulina ¢ produzida pelas
células beta, no pancreas, e sua principal fungio é regular a quantidade de glicose no sangue”.
Deficiéncias relacionadas a esse horménio geram ndo s6 hiperglicemias como disturbios
metabolicos nos carboidratos, gorduras e proteinas®. As células beta estdo ligadas a patogénese
de quase todas as formas de diabetes. A mudanca de normoglicemia a hiperglicemia deve-se a
morte celular, j& que ambos os tipos de diabetes (diabetes tipo 1 e 2) tém como causa principal
o desequilibrio das células beta®.

Segundo a Federacdo Internacional de Diabetes, estima-se que hd 425 milhdes de
diabéticos em todo o mundo e que, até 2045, esse numero, provavelmente, aumentara para 629
milhdes de pessoas™®. A hiperglicemia cronica esta associada a danos em longo prazo, como
disfuncdo e faléncia de varios tecidos e 6rgaos, especialmente olhos, rins, nervos, coragao,
musculo liso, tecido adiposo e vasos sanguineos®. A hiperglicemia pode causar complicacdes
microvasculares e macrovasculares associadas a reacdo de Maillard, quais sejam: formagao de
aldiminas e cetiminas, ativacao da biossintese do sorbitol, aumento de hexosaminas, diferentes
isoformas de ativagdo das proteinas cinases e aumento do estresse oxidativo®. A longo prazo,
as complicag¢des do diabetes incluem retinopatias, com perda potencial de visdo; nefropatias,
levando a insuficiéncia renal; neuropatias periféricas, com risco de tlceras do pé, amputacdes
e elevado risco de problemas cardiovasculares!”.

Na pratica laboratorial, as dosagens das hemoglobinas glicadas (A1C) e das
frutosaminas, dosadas no plasma ou soro, tém demonstrado uma alta sensibilidade na avaliagdao
dos pacientes diabéticos, permitindo o acompanhamento das diversas lesdes que complicam a
doenga®. A dosagem das glicohemoglobinas, principalmente da HbA, indica que, dentro dos
tr€s ou mesmo quatro meses passados, Os pacientes apresentaram ou ndo picos
hiperglicémicos®. As frutosaminas, mais precisamente as albuminas plasmaticas glicosiladas,
quando dosadas e encontradas elevadas, constituem resultados mais precisos, mas, mesmo
assim, s6 indicam que os pacientes tiveram picos hiperglicémicos dentro dos tltimos 20 dias!'?.

O objetivo deste trabalho € realizar uma revisao narrativa acerca dos principais métodos
de acompanhamento/diagnéstico de diabetes, propondo ainda uma nova metodologia de
deteccdo através da mensuracao da enzima aldose redutase. Aldose redutase ¢ uma enzima de

resposta rapida, cuja atividade depende da concentracdo da glicose circulante. Sua dosagem no
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sangue permite seguir de perto ndo s6 as variagdes glicémicas dos pacientes diabéticos como a
formacio do sorbitol!". O aumento da atividade enzimatica permite, por extensdo, indicar e
acompanhar o desenvolvimento das lesdes secundarias que sempre complicam o diabetes e
contribuem decisivamente para o agravamento da doenca e a diminui¢do da qualidade de vida

dos pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar uma revisdo narrativa descritiva do cenario atual dos testes utilizados para

acompanhamento/diagnostico do diabetes.

2.2 Objetivos especificos

Propor a criagdo de um teste diagnostico rapido e simples para auxiliar no

acompanhamento das complicagdes secundarias ao diabetes.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Diabetes mellitus (diabetes/epidemiologia)

O diabetes ¢ um conjunto de disturbios metabdlicos que tem por consequéncia a
hiperglicemia decorrente dos defeitos na acdo da insulina. Os tipos mais comuns de DM sao:
diabetes tipo 1, causado por deficiéncia autoimune, no qual as células de defesa do sistema
imunologico atacam a produc¢do de insulina (células beta) no pancreas; diabetes tipo 2, que esta
presente em cerca de 95% dos casos de diabetes, nos quais a acdo e secrecao da insulina sdo
afetadas; e diabetes gestacional, que acontece em cerca de 14% das gestantes, caracterizado por
qualquer intolerancia a glicose, atuando no organismo da mesma forma que o DM tipo 212,
Além desses, existem mais dois tipos de diabetes, os quais, apesar de nao serem tao conhecidos,
tém importancia clinica: o diabetes LADA (diabetes latente autoimune no adulto), caracterizado
por uma deficiéncia autoimune (como no diabetes tipo 1) e observado em pacientes com idade
superior a 30 anos"”, e o diabetes tipo MODY (diabetes de inicio da maturidade dos jovens),
de origem familiar, no qual as mutagdes genéticas afetam a secre¢io da insulina¥).

DM tipo 1 ocorre em criancas e adultos jovens, tendo como principal caracteristica a
insulinopenia (indices baixos de insulina). A confirmag¢do do diagnostico ocorre pela presenca
de autoanticorpos antigénicos especificos que atacam as c€lulas produtoras desse horménio no
pancreas. J4 0 DM tipo 2 € visto em adultos com idade superior a 30 anos. Apesar de ndo possuir
nenhum marcador especifico, esse tipo ¢ observado nos individuos com altas taxas dos niveis
glicémicos. Os outros dois tipos comportam-se de forma particular: no diabetes tipo LADA,
sdao encontrados autoanticorpos que atacam as células beta, ocorrendo em individuos entre 30-
70 anos, e no diabetes tipo MODY ¢ evidenciada a presenca de mutagdes génicas em 6 genes
diferentes, que atuam como fatores de transcrigdo e codificagio!!¥,

O DM ¢ uma das doengas que mais leva pacientes ao 6bito. A Federagdo Internacional
de Diabetes informa que 1 em cada 11 adultos possui diabetes. Estima-se que em 2045 havera
42 milhdes de pessoas com diabetes em toda América do Sul e Central*. Segundo a Organizaco
Mundial da Saude, em 2012, estimou-se que 3,7 milhdes de pessoas no mundo foram a 6bito
devido ao diabetes ou a complicac¢des secundarias a doenca. Diabetes tipo 1 ¢ menos prevalente
que diabetes tipo 2, o que se deve a mudangas culturais e sociais da populagdo, tais como:
envelhecimento, urbanizacdo crescente, atividades fisicas reduzidas, aumento no consumo de
carboidratos e baixo consumo de frutas e hortalicas”.

No Brasil, ha mais de 13 milhdes de pessoas vivendo com diabetes, nimero equivalente
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a 8,9% da populagdo, entre as quais hd uma maior prevaléncia de mulheres. Em 2017, o Brasil
ocupava o terceiro lugar no ranking internacional de diabetes tipo 1 e o quarto lugar dentre os
10 paises com maior prevaléncia de DM tipo 2. Entre as capitais brasileiras, as trés com maior
numero de casos diagnosticados sdo Rio de Janeiro, Belo Horizonte e Natal. Em Salvador, 8
em cada 100 mil habitantes sao diagnosticados com DM, sendo Boa Vista a capital brasileira
com o menor indice de individuos com diabetes!®).,

A prevaléncia de diabetes praticamente dobrou em todo o mundo entre 1980 e 2014, ¢
um dos maiores fatores de risco associado ¢ a obesidade. A incidéncia de diabetes na populagao
aumenta as taxas de mortes prematuras, causadas principalmente pelas complicagdes associadas
a doenga, dentre elas: cegueira, insuficiéncia renal, doengas coronarianas e problemas
neurais!!”. Tanto a hiperglicemia quanto o acimulo de sorbitol, além do aumento da relacdo
NADH/NAD citoplasmatica, desencadeiam lesdes na retina, que vao desde a dilatagdo e
hipertrofia das células endoteliais ao aumento da permeabilidade, com grandes exsudatos,
oclusdes capilares, microaneurismas ¢ hemorragias retinianas, lesoes isquémicas, proliferacao
vascular, extensas hemorragias intraoculares e edema macular. Altas concentragdes plasmaticas
de carboidratos, a exemplo da glicose e da frutose, além de polidis, como o iditol e,
principalmente, o sorbitol, desencadeiam fenomenos hiperosmoticos intraoculares levando ao

glaucoma e a catarata!®.

3.2 Testes laboratoriais mais usados clinicamente no diagnostico e acompanhamento do

diabetes

3.2.1 Glicose em jejum

Os hidratos de carbono sdo constituidos por oxigénio, carbono e hidrogénio, elementos
que atuam como principais fontes de energia, trabalho e movimento nas fun¢des do organismo.
A glicose ¢ uma hexose simples (rapidamente absorvida), sendo o unico hidrato circulante no
sangue!'”. A glicose ¢ resumidamente originada de trés fontes: digestio de polissacarideos
(amido) e dissacarideos (lactose, sacarose); da conversdo dos acidos aminados (“blocos”
proteicos) e do glicerol (composto organico pertencente a fungdo alcool) das gorduras,
sobretudo do glicerol; e da hidrélise do glicogénio hepatico (principal reserva energética) do

figado, como mostra o Quadro 1¢%:
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Quadro 1 — Obtengao de agucar

Fonte de alimento Leite e derivados Actcar Gréos (milho, arroz, trigo)

Monossacarideos Glicose + Galactose Frutose + Glicose Glicose + Glicose
Polissacarideos - — Amido
Dissacarideos Lactose Sacarose Maltose

Fonte: Adaptado de Lima et al.®?,

A glicose ¢ a principal fonte de energia das células e tecidos. Os niveis glicémicos sdo
controlados e regulados por diversos 6rgdos, tais como: intestino, figado, pancreas, misculo
esquelético, tecido adiposo e rins. Essa regulagdo ¢ realizada, quando ha exigéncias metabolicas
do corpo®®V, através dos horménios, sistema nervoso central e periférico. Apds a absor¢do da
glicose, nao hd armazenamento “liquido” desse carboidrato, consequentemente a glicose ¢
absorvida pelos tecidos e oxidada em CO: ou liberada novamente para a circulacdo,
principalmente como lactato, alanina e glutamina®?.

Os niveis glicémicos sao mantidos pelas interagdes de diversos hormonios, porém a
epinefrina, norepinefrina, o glucagon, os glicocorticoides, o hormonio adrenocorticotréfico
(ACTH) e o hormonio do crescimento atuam de forma antagonica, elevando a glicemia no
sangue. Esses hormonios, que atuam antagonicamente aos niveis glicémicos, sensibilizam, por
sua vez, figado, rins, tecido adiposo e muscular, alterando o funcionamento das enzimas, o que
afeta as reservas de glicogénio e seus precursores. Nessa situacdo, grande parte da glicose €
absorvida em tecidos que ndo t€ém necessidade da insulina (cérebro, medula das suprarrenais,
trato gastrointestinal). Apesar de a insulina e outros hormdnios exercerem uma grande
influéncia na absor¢ao de agtcar no tecido, as alteragdes na liberagdo de glicose hepatica e renal

sdo importantes®®.
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Tabela 1 — Propor¢ao de utilizagdo de glicose em tecidos e 6rgaos

Tecido/Organismo Estado pés absorcao,~11.1 umol(Kg min)  Estado pés prandial, ~55umol(Kg min)

(principalmente insulina independente) (Principalmente insulina estimulada)
% do total % do total

Cérebro 40-45 ~10

Musculo 15-20 30-35

Figado 10-15 25-30

Gastrointestinal (Gl) Trato 5-10 10-15

Rim 5-10 10-15

Outros (e.g, pele, sangue, 5-10 5-10

células

Fonte: Gerich®?.

A tabela 1 demonstra a utilizagdo de glicose nos tecidos ¢ 6rgdos em estado de pds-
absorc¢do e pos-prandial. O cérebro ¢ o 6rgdo que mais utiliza a glicose em estados de pds-
absorcao da insulina, ja o musculo, em condigdes de estimulo, aumenta o uso da glicose como
fonte de energia. Nos demais 6rgdos/tecidos, quase nao se altera o percentual de utilizagdo dessa
hexose em condicdes de estimulo pela insulina. As dosagens da glicose sdo quimicas ou
enzimaticas. A glicemia em jejum € um exame utilizado para medir os niveis glicémicos; a taxa
de glicose no sangue em paciente em jejum de 8 a 12 horas pode variar entre 60-99 mg/dL.
Trata-se do exame mais comumente solicitado na rotina laboratorial, no qual a demonstragao
de niveis elevados (>125mg/dL) sugere a presenc¢a de diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 ou diabetes
gestacional®”. O aumento da glicose no organismo pode ocorrer de forma silenciosa, e a
hiperglicemia € o principal indicativo dessa desordem.

A hiperglicemia ocorre quando h4 pouca insulina no organismo ou quando ela nao ¢
utilizada de forma adequada. Essa desordem ¢ acompanhada de altos niveis de acticar e corpos
cetonicos na urina. Individuos considerados pré-diabéticos sao aqueles que apresentam uma
taxa de glicemia de jejum alterada (GJA) e teste de tolerancia a glicose diminuido (TDG). Essas
pessoas apresentam riscos comprovadamente maiores de desenvolver DM,

Na condicao do diabético com hiperglicemia cronica, os niveis glicémicos podem atingir
valores muito elevados (até 1000 mg/dL). A hiperglicemia deve ser evitada devido aos
problemas microvasculares e macrovasculares originados por ela. Por outro lado, a
hipoglicemia também ¢ algo com que se preocupar, pois o jejum prolongado pode prejudicar o

cérebro, uma vez que limitacdes na disponibilidade de combustiveis alternativos ou no
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transporte pela barreira hematoencefalica tornam a glicose a fonte de energia usual desse

6rgao29).

3.2.2 Sumario de urina

Os rins também estdo envolvidos na manutencao/regulagdo da glicose e em
anormalidades causadas pelo DM. Essas anormalidades podem atuar em trés mecanismos
diferentes: liberacao de glicose na circulagado via glicogénese, absorcao de glicose da circulagdo
e reabsorcdo de glicose do filtrado glomerular na circulagdo para conservar seu nivel
glicémico®”.

Glicosuria ¢ o termo dado a presenga de glicose na urina. O limiar renal para glicose €
de 160mg/dL; acima desse valor, os tubulos renais ndo conseguem reabsorvé-la através dos
glomérulos. Em pacientes diabéticos, ¢ comum a presenc¢a de glicose na urina, motivo por que
o sumario de urina ndo serve para diagndstico/tratamento de DM, embora esse exame seja
complementar no diagndstico da doenca. A presenca de glicose na urina pode ser revelada de
duas formas: pela presenga de glicose na “tira reagente” — baseia-se na a¢ao da glicose oxidase,
que remove dois hidrogénios da molécula de glicose, combinando-os com oxigénio e
produzindo H>O? — ou pela reagdo de Benedict, em que se mistura o reativo (qualitativo) com a
urina, agitando-os na presenca de chama (bico de gas ou lamparina). Apds a ebuligdo,
desenvolve-se uma colorag@o (se houver glicose), e o teor de glicose pode ser verificado de
acordo com a intensidade da cor azul do precipitado®?.

Apds um longo periodo (14-16h), a glicose ¢ liberada na circulagdo. Por possuir pouco
glicogénio e as células renais ndo serem capazes de sintetiza-lo, o rim ndo € capaz de liberar
glicose através da glicogenolise. O figado e os rins possuem glicose-6-fosfatase, o que explica

o fato de esses orgios serem capazes de realizar a gliconeogénese®®.

3.2.3 Hemoglobina glicada

A dosagem da hemoglobina glicada ¢ necessaria para acompanhamento de pacientes
diabéticos e para rastreio da doenga sem manifestagdo clinica. Na pratica clinica atual, utilizam-
se as dosagens da hemoglobina glicosilada e das frutosaminas como marcadores da evolugao e
progndstico da DM.

A hemoglobina glicada (A1C) ¢ derivada de um grupo de substancias formadas através

da hemoglobina e carboidratos. A membrana da hemacia é permeavel a glicose, de modo que
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aumentos dos niveis glicémicos no plasma influem na velocidade da biossintese da A1C??. Os
eritrocitos vivem, em média, 120 dias, portanto € possivel avaliar picos hiperglicémicos nos
tltimos 60 a 90 dias que antecederam a dosagem desse marcador?).

Ahemoglobina A ¢ a principal forma estavel da hemoglobina no organismo, sendo HbAy
seu principal componente. Existem subtipos provenientes da hemoglobina A, tais como: A1A,
A1B, A1C; dessas fragdes, a A1C corresponde de fato a hemoglobina glicada, pois um de seus
terminais ¢ ligado a glicose®?. A partir da pesquisa desenvolvida por dois estudos clinicos —
Diabetes Control and Complications Trial (DCCT), em 1993, e United Kingdom Prospective
Diabetes Study (UKPDS), em 1998, ambos os estudos relativos ao DM tipo 1 ¢ 2 —, a dosagem
da A1C tornou-se um parametro essencial para avaliagdo do DM. Esses estudos demonstraram
que baixos niveis de A1C (>7%) reduzem significativamente as complica¢des derivadas do
diabetes®!3?), A partir de 2010, as recomendagdes para diagnostico de DM foram modificadas:
A1C >6,5% e glicose em jejum >200mg/dL indicam diabetes, e individuos que apresentassem
A1C entre 5,7% e 6,4% tinham grandes riscos de desenvolvimento da doenga®?).

A dosagem das hemoglobinas formadas através de A1C ¢ considerada padrao ouro para
acompanhamento e controle dos niveis glicémicos plasmaticos. Alteragdes vistas nesse

marcador indicam alta probabilidade de o individuo estar com DM®©?,

3.2.4 Frutosaminas

Além da hemoglobina glicosilada, as frutosaminas sdo utilizadas também como
marcadores para acompanhamento dos pacientes diabéticos. Essas proteinas sdo derivadas de
processos que ndo envolvem a glicdlise nem a glicosilagao®?.

As frutosaminas sdo a totalidade das proteinas séricas sob a forma de cetosaminas e de
derivados de amina ou de acetil de frutosamina®. Essas proteinas surgem de processos nio
enzimaticos a partir de carboidratos e albumina; sdo decorrentes de uma modificacdo pos-
traducdo, diferentemente do mecanismo envolvido nas glicoproteinas. A dosagem das
frutosaminas permite o acompanhamento dos picos hiperglicémicos em um menor tempo, ao
se comparar com a metodologia de dosagem da A1C, pois a estimativa da glicose ¢ mensurada
em menor tempo (picos hiperglicémicos dos ultimos 20 dias)®®).

As frutosaminas servem como um parametro alternativo da automonitoragdo da
glicemia capilar para estimar o controle glicémico em curto prazo®”). Correlacionam-se também
com a hiperglicemia pés-prandial e a variabilidade glicémica®®®.

O aumento das frutosaminas em pacientes diabéticos ¢ decorrente da formacao de
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cetoaminas estaveis e reversiveis na presenca de hiperglicemia cronica. Assim como a
hemoglobina glicada, as frutosaminas sdo dependentes da concentragdo de glicose e, como sdo
derivadas de processos ndo enzimaticos das proteinas séricas (precisamente, albumina), as

frutosaminas estimam a glicemia média das tltimas trés semanas®?).

3.2.5 Aldose redutase

Além dos métodos tradicionais para detec¢ao e acompanhamento do DM, ¢ possivel
acompanhar a evolucdo das complica¢des secundarias ao diabetes previamente através da
dosagem da enzima aldose redutase (AR), com amostras obtidas através do plasma (uso de
anticoagulante) ou soro (livre de aditivos) dos pacientes.

O pesquisador Van Heyningen (1959) descobriu a presenga de sorbitol no globo ocular
de pacientes diabéticos. O sorbitol ¢ catalisado pela AR, que transforma a glicose em sorbitol,
e, juntamente com outra enzima (sorbitol desidrogenase), converte o sorbitol em frutose,
constituindo assim a via do poliol. Esse achado fez com que os cientistas procurassem a ligacao
entre a enzima AR ¢ o desenvolvimento das complicagdes do diabetes, uma vez que a reagao
envolvendo a enzima é efetiva, com a elevagdo da glicose™?).

A ligacdo entre a enzima AR e o diabetes foi observada através das lesdes secundarias,
por conta da presenca da enzima em pacientes que desenvolveram catarata. A terapia
convencional, embora utilize insulina para controle do diabetes, ndo previne as complicagdes
secundarias decorrentes da hiperglicemia cronica®”. Tanto a hiperglicemia quanto o acimulo
de sorbitol, além do aumento da relagdo NADH/NAD citoplasmatica, desencadeiam lesdes na
retina que vao desde a dilatacdo e hipertrofia das células endoteliais ao aumento da
permeabilidade, com grandes exsudatos, oclusdes capilares, microaneurismas e hemorragias
retinianas, lesdes isquémicas, proliferacdo vascular, extensas hemorragias intraoculares e
edema macular. Altas concentragdes plasmaticas de carboidratos, a exemplo da glicose e da
frutose, além de polidis como o iditol e, principalmente, o sorbitol, desencadeiam fenomenos
hiperosméticos intraoculares, levando ao glaucoma e a catarata®?,

A formacdo do sorbitol através da aceleracdo do processo quimico da AR estd
correlacionada ao aumento da glicose intracelular. Dessa forma, hd uma maior saturagao de
poliol desidrogenase para oxidar o sorbitol em frutose. O sorbitol ndo passa normalmente pela
membrana celular, o que ocasiona o seu acimulo®”. Estudos experimentais em ratos
demonstraram que o acimulo de sorbitol no espago extracelular esta associado a uma deple¢ao

de inositol (mioinositol), importante componente dos fosfolipidios das membranas plasmaticas,
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principalmente dos nervos e do endotélio vascular. O gasto de NADPH na transformacao de
glicose em sorbitol compete com a enzima 6xido nitrico (NO) sintetase, diminuindo a formagao
de NO. A reducao do 6xido nitrico, potente vasodilatador, diminui o fluxo sanguineo que irriga
os nervos, levando a uma isquemia relativa, com alteragdes da relagio NADH/NAD
citoplasmatica e do estado de 6xido-reducio celular™).

A AR (estrutura alditol: NADP o6xido-redutase, E.C 1.1.1.21) ¢ uma enzima que
transforma aldoses, principalmente a glicose e a galactose, em sorbitol e dulcitol,
respectivamente. Nao apresenta atividade significantiva quando dosada no sangue ou nos
diferentes tecidos dos individuos normais, ndo diabéticos. Como se trata de uma enzima
altamente adaptavel, nos pacientes diabéticos que cursam com crises de hiperglicemia,
dependente de NADP reduzido, responde com aumento de sua atividade em todos os tecidos,
normalmente onde a captacdo de glicose ndo depende de insulina, como o tecido nervoso, a
retina, o sistema vascular ¢ o glomérulo renal. Neles e nas hemacias em regime de
hiperglicemia, 30% da glicose sio transformados em sorbitol*¥.

Como a AR ¢ uma enzima de resposta rapida cuja atividade depende da concentracdo
da glicose circulante, sua dosagem no sangue permite seguir de perto ndo s6 as variagdes
glicémicas dos pacientes diabéticos como a formacgao do sorbitol. O aumento da atividade
enzimatica permite, por extensdo, indicar e acompanhar as lesdes secundarias que sempre
complicam o diabetes e contribuem decisivamente para o agravamento da doenca e a

diminui¢ao da qualidade de vida dos pacientes.
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4 METODOLOGIA

A revisao da literatura foi realizada por meio de busca nas bases de dados Scielo,
Pubmed e Science Direct, nos sites da Sociedade Brasileira de Diabetes, Organiza¢do Mundial
da Satde, Ministério da Saude ¢ Federacdao Internacional de Diabetes, ¢ em livros, sendo
utilizados os seguintes descritores: em portugués, diabetes mellitus, hemoglobina glicada,
frutosaminas e aldose redutase, e, em inglés, diabetes mellitus, glycated hemoglobin,
fructosamine and aldose reductase. Foram utilizados estudos nos idiomas portugués, espanhol
e inglés, entre os anos de 1987 e 2018.

Foram selecionados artigos de revisdo, observacionais, experimentais e livros de
bioquimica clinica que abordaram o DM, os principais testes utilizados para avaliagcao dos
niveis glicémicos em pacientes diabéticos e a funcdo enzimdtica da AR. Foram excluidos
resumos ¢ estudos que abordaram o acompanhamento de pacientes diabéticos por outras

dosagens, tais como: glicemia média estimada, teste de tolerancia e glicose pds-prandial.
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5 RESULTADOS/DISCUSSAO

A hiperglicemia cronica gera diversas alteracdes teciduais e estruturais. A sintese da
glicose no diabetes ¢ modificada devido as altas taxas no nivel dos agucares, o que supera as
taxas fisiologicas. Alguns autores sugeriram que essa sintese ocorre por 3 mecanismos
diferentes: o primeiro deles ¢ a via do poliol, na qual a hiperglicemia eleva o fluxo de glicose,
induzindo a uma maior taxa de sorbitol, produzindo NADPH, que ¢ consumido pela enzima AR
(primeira enzima utilizada nessa via)*’; o segundo mecanismo proposto ¢ baseado na
capacidade de reacdao quimica da glicose com proteinas no processo nao enzimatico de glicagao;
e o terceiro mecanismo ¢ baseado na deficiéncia de mioinositol (principal fator de regulagdo
neural), pois o distirbio no metabolismo do mioinositol e fosfolipidios derivados pode ter
ligagdo com a hiperglicemia, o que compromete o funcionamento neural e axonal*®.

As referéncias pesquisadas demonstraram que os exames mais comumente solicitados
para diagnostico do DM sdo: glicose em jejum, A1C, frutosamina, teste de tolerancia a glicose
e sumario de urina, evidenciando A1C como teste padrdo-ouro para acompanhamento da
referida doenga. Apesar de existirem diversos exames que auxiliam no diagnostico do DM,
ainda nd3o h4 uma técnica com maior especificidade e sensibilidade capaz de evidenciar
alteragdes em pacientes diabéticos com hiperglicemia cronica antes do aparecimento das lesdes
secundarias (como demonstra a figura 1).

Foi desenvolvida ainda uma técnica para mensuracdo da enzima AR, como proposta
para acompanhamento mais preciso dos pacientes que cursam com hiperglicemia cronica antes

do desenvolvimento das lesdes ligadas ao diabetes.

Figura 1 — Fatores que contribuem para o desenvolvimento de patologias secundarias ao
diabetes
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5.1 Proposta para deteccio da aldose redutase

5.1.1 Deteccao da aldose redutase

A glicose, na presenca da enzima aldose redutase, ao ser reduzida, gera sorbitol e
dulcitol. As enzimas aldose redutase (estrutura quimica alditol: NADP oxido-redutase, E.C.
1.1.1.21) e sorbitol desidrogenase (estrutura quimica L-iditol: NAD o¢xido-redutase, E.C.

1.1.1.14) transformam a glicose em frutose (demonstrada na figura 2).

Figura 2 — Biossintese do sorbitol.
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Fonte: Rodrigues™).

A atividade da AR pode ser medida pelo decréscimo da absorbancia em 340nm, que
representa a quantidade de NADP reduzido, gasto na redugdo da D-galactose em dulcitol, em 5
minutos de incubagdo a 37 °C. Como a AR tem maior afinidade pela D-galactose (Km =20mM)
que pela D-glicose (Km = 70mM), aquele agucar sera usado como substrato para a avaliagdo
da atividade enzimatica.

Em condic¢des normais, a glicose possui alta afinidade pelas hexocinases (enzima que
catalisa ATP) e, ao mesmo tempo, baixa afinidade pela AR, o que consequentemente nao
possibilita a formagdo de sorbitol. Em condi¢des hiperglicémicas, a atividade da AR ¢
aumentada e o sorbitol desidrogenase ¢ diminuido, gerando assim actmulo de sorbitol

intracelular®?),

5.1.2 Proposta de reagentes utilizados na avaliacdo da atividade enzimatica

Para aplicacdo da metodologia de detec¢do da enzima AR, € necessario amostra de soro
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de pacientes diabéticos e ndo diabéticos, com idade superior a 18 anos e de ambos os sexos. Os
critérios de inclusdo das amostras a serem testadas serdo: amostras obtidas de punc¢do venosa
em tubo sem aditivo e pacientes com historico de hiperglicemia; e os de exclusdo, amostras
obtidas através de pun¢ao venosa, porém com outros aditivos, € pacientes que cursavam com
outras complicagdes ndo derivadas do diabetes. Ainda para detec¢do da enzima AR, seriam

necessarios os seguintes reagentes:

1. Solugdo tamponada de TRIS-EDTA-MgCl,, 56mM, pH 7.4.

2. Solugao tamponada de NADP reduzido, 340 uM. 1,0 ml dessa solugdo distribuido em cada
frasco de 2,5 — 3,0 ml de capacidade, liofilizado ¢ marcado como frasco A. Foi demonstrada,
por meio de fluorescéncia, a maior afinidade da AR ao NADPH do que ao NADP, indicando
assim a presenca dessa enzima no metabolismo redutivo®.

3. Solugdo concentrada de D-galactose, SOmM. Distribuir 1,0 ml dessa solugdo em cada frasco

de 2,5 — 3,0 ml de capacidade, e, apds liofilizacao, ele sera marcado como frasco B.

5.1.3 Técnica proposta para a dosagem da aldose redutase em pacientes diabéticos

Para dosagem da AR nos soros dos pacientes, foi desenvolvida uma técnica para a qual
seriam necessarios as amostras, reagentes, banho-maria e um espectrofotdometro, seguindo os

seguintes procedimentos:

1. Juntar 1 mL de dgua destilada em cada um dos frascos liofilizados, A (solu¢dao tamponada de
NADP) e B (solugdo concentrada de D-galactose), agitando até completa dissolucao dos seus
conteudos.

2. Adicionar o contetdo de um deles no outro (denominado frasco C). Dessa maneira, nos dois
mililitros resultantes, o substrato da AR, a D-galactose, fica na concentragdo final de 25mM
(450 mg/dL), e sua coenzima, o NADP reduzido, na concentragao de 170mM, dissolvidos na
solucao tamponada TRIS-EDTA-MgCl,, 28 mM, pH 7.4.

3. Incubar esse frasco a 37 °C durante 5 minutos. Acrescentar 50 pL do soro ou plasma e,
imediatamente, ler a densidade Optica em 340nm, depois de ajustar (calibrar) o
espectrofotometro para 100% de transmissdo com agua destilada. Anotar a absorbancia
correspondente ao tempo zero.

4. Incubar a 37 °C durante 5 minutos, e, de imediato, ler e anotar a nova absorbancia

correspondente ao tempo citado.



5.1.4 Calculo da atividade enzimatica

Para obtermos o valor da atividade da AR, expressa em micromoles de substrato

reduzido por minuto, elaboramos a seguinte féormula:

AD.O/mn 2050
U/g = X

6.3x10° 005

min = tempo de incubagao;

6,3 x 1073 = coeficiente de extingdo micromolar do NADP reduzido a 340 nm;
A D.O = diferenga entre os valores de absorbancia dos tempos zero ¢ 5 minutos;
2.050 = volume total do meio de incubacao;

0,05 = volume da amostra plasmatica ou sérica.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo teve o objetivo de realizar uma revisao narrativa acerca dos métodos
de deteccao do DM, propondo ainda uma metodologia para a mensuracdo da enzima AR
(proposta pela técnica descrita no capitulo 5), evidenciando que esta pode ser uma alternativa
para acompanhar mais precisamente os pacientes diabéticos. A presenca dessa enzima foi
demonstrada em estudos anteriores através de técnicas de imunohistoquimicas em ratos.
Nenhuma dosagem foi vista em seres humanos, a partir das lesdes secundarias a citada doenga.
A prospecgao tecnoldgica demonstrou ainda mais a importancia de se criar um novo kit para
detec¢do/acompanhamento da doenga, j4 que as pesquisas existentes encontram-se apenas no
ambito de inibicdo da enzima ¢ nao detecgao.

Para auxilio no acompanhamento dos pacientes diabéticos, faz-se necessaria a
mensuracdo da enzima aldose redutase no sangue, para um controle mais preciso desses
pacientes que cursam com hiperglicemia. Dessa forma, ha possibilidade de prever, e at¢ mesmo

conter, as lesoes secundarias ocasionadas pela citada doenca.
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7 LIMITACOES

A proposta da técnica de dosagem da aldose redutase sérica/plasmatica nao foi testada,
devido a insuficiéncia de recursos financeiros para a compra da enzima catalisadora (NADPH),
que ¢ de suma importancia para demonstrar a presenca da enzima aldose redutase. A prospec¢ao
apos teste da técnica € a producdao de um kit rapido e simples para dosagem da enzima nos
pacientes hiperglicémicos. Ha, ainda, a possibilidade de comparagdes desse método com o que

¢ utilizado como padrao-ouro (A1C).
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