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RESUMO

Há evidência de participação da glicação de proteínas e de produtos fluorescentes dela resul
tantes, na fisiopatologia das complicações tardias da Diabetes Mellitus. Este trabalho teve como
objectivo estudar a fluorescência das proteínas hidrossolúveis de cristalinos de indivíduos diabéti
cos. Foram obtidas proteínas hidrossolúveis dos cristalinos com catarata de 20 indivíduos com
diabetes tipo II e de 21 indivíduos não diabéticos com idades equivalentes. Avaliou-se a fluores
cência da fracção hidrossolúvel (EX-360 nm; EM-454 nm) como indicador de formação de produ
tos tardios de glicação. A glicação de proteínas plasmáticas foi quantificada pelos níveis de fruto
samina. A média das fluorescências no grupo dos diabéticos foi cerca de 2 vezes superior à dos
não diabéticos (p 0,01). A fluorescência nos diabéticos com retinopatia foi superior à dos diabéti
cos sem retinopatia (p<O,Ol). Os níveis de frutosamina foram de 3,1 ± 1,1 mM nos diabéticos e de
1,9 ± 0,8 mM nos não diabéticos (p 0,001). Os resultados sugerem a participação de produtos flu
orescentes, resultantes da glicação de proteínas, na opacificação do cristalino dos diabéticos.

SUMMARY

Fluorescent Products in Lens from Diabetic Patients

A body of evidence suggests that glycation of proteins and the resulting fluorescent products
take part in the late complications of diabetes. The purpose of this study was to analyse the fluo
rescence of lens soluble proteins from diabetic patients. Soluble proteins were obtained from lens
with cataract from 20 type II diabetic patients and from 21 non diabetic controls with similar age.
The fluorescence ofthe soluble fraction (EX-360 nm, EM -454 nm) was quantifled as a parameter
for glycation end products. The glycation of plasma proteins was quantified by fructosamine
levels. The fluorescence mean in the group of diabetics was about twice the non diabetic value
(p 0.01). The fluorescence in the diabetics with retinopathy was higher than that of diabetic
without retinopathy (p 0.01). Fructosamine levels were: diabetics 3.1 1.1 mM, non diabetics 1.9
± 0.8 mM (p 0.001). The results suggest the involvement of fluorescent products, resulting from
glycation ofproteins, in lens opacification in diabetic patients.

INTRODUÇÃO

A glicação de macromoléculas com grupos amina livres,
como as proteínas, constitui processo bioquímico natural.
Maillard, em 19121,2, observou a formação de pigmentos
amarelados quando a glicose era aquecida ou conservada
na presença de aminoácidos ou proteínas3. A reacção não
enzimática da glicose, com um grupo amina livre de uma
proteína origina uma base de Schiff a qual através de um
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rearranjo denominado de Amadori, forma uma cetoamina
relativamente estável. Na progressão da reacção de Mail
lard formam-se polímeros pigmentados e fluorescentes4.
Nos últimos anos, tem-se dado importância crescente a
esta reacção dada a hipótese de constituir um dos mecanis
mos envolvidos no processo do envelhecimento e na pato
genia das complicações da Diabetes Mellitus3.

No envelhecimento do cristalino humano verifica-se:
aumento de proteínas insolúveis, coloração amarelada ou
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acastanhada e fluorescência5. A fluorescência do cristali
no poderá ter origem na reacção de Maillard5; constatou-
se opacificação e formação de agregados de proteínas em
cristalinos bovinos incubados durante meses com glicose
ou glicose-6-fosfato2. Por outro lado, na catarata de dia
béticos, a glicação de proteínas do cristalino foi apontada
como mecanismo patogénico provável. Estas proteínas
têm uma vida muito longa e os produtos de Maillard
nelas encontrados poderiam reflectir o somatório de um
acumular de glicação6. Recentemente foi isolado um pro
duto fluorescente, resultante da glicação e identificado
como pentosidina, em cristalinos com catarata senil e em
cristalinos com catarata diabética5.

Estudámos a fluorescência de proteínas de cristalinos
humanos com catarata provenientes de indivíduos diabé
ticos e não diabéticos. A fluorescência foi avaliada a
comprimentos de onda característicos de produtos de
Maillard (EX-360 nm; EM-454 nm)4. Relacionou-se este
parâmetro com presença ou ausência de microangiopatia
(retinopatia), com a duração da diabetes e com a glicação
de proteínas plasmáticas.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram estudados 20 doentes com diabetes tipo II e cata
rata (8 do sexo masculino e 12 do sexo feminino com uma
idade média de 67,5 + 10,8 anos) e 21 doentes não diabéti
cos com catarata senil (9 do sexo masculino e 12 do sexo
feminino com uma idade média de 72,7 ± 9,6 anos).

Nos indivíduos diabéticos a retinopatia foi avaliada por
fundoscopia e angiografia. Dos 20 doentes, 10 não
tinham retinopatia, 1 tinha retinopatia não proliferativa, 2
tinham retinopatia pré-proliferativa e 6 apresentavam
retinopatia proliferativa; em 1 doente não foi possível
caracterizar a retinopatia. A duração da diabetes foi 12,7
± 9,6 anos. Treze doentes estavam medicados com anti
diabéticos orais, 4 com insulina e 3 apenas com dieta.

Os cristalinos obtidos por cirurgia, foram classificados
de acordo com a côr do núcleo em 4 graus, desde o ama
relo pálido até ao castanho7. As colorações amarelo páli
do, amarelo, amarelo acastanhado e castanho (inclui o
castanho avermelhado e o castanho escuro) correspon
dem respectivamente aos graus 1, II, III e IV. Os cristali
nos foram conservados a -80 C até à sua utilização.
Cada cristalino foi pesado e homogeneizado em 10 vezes
o volume do peso respectivo de PBS e centrifugado a
l0.000xg durante 30 minutos a 4 C. Separou-se o
sobrenadante , referido como fracção hidrossolúvel, que
foi utilizado para os ensaios8.

A fluorescência foi detectada com a excitação a 360
nm e a emissão a 454 nm9. Foi determinada a densidade
óptica a 280 nm. A concentração de proteínas foi medida
pelo método de Bradford.

Previamente à cirurgia, foi obtida uma amostra de sangue
venoso de cada indivíduo, em jejum, sendo o soro conser
vado a -80 C. A frutosamina sérica, parâmetro de glicação
de proteínas e de controlo da glicemia, foi determinada por
espectrofotometria tendo em conta o facto da glicose, liga
da a uma proteína por uma ligação cetoamina, reduzir um
corante de tetrazolium em meio alcalino10.

A análise estatística foi efectuada pelo método t de
Student para dados não emparelhados. Os resultados são
expressos como média ± desvio padrão.

RESULTADOS

O peso dos cristalinos foi de 127,0 ± 28,0 mg para os
diabéticos e 134,2 ± 40,6 mg para os não diabéticos. O
número de cristalinos em cada grau de coloração foi o
seguinte: diabético, Grau 1-0, grau 11-7, Grau 111-7, Grau
IV-6; não diabéticos, Grau 1-2, Grau 11-5, Grau 111-5,
Grau IV-9.

A fluorescência da fracção hidrossolúvel dos crista
linos com catarata é expressa como valor relativo do
quociente fluorescência (EX-360 nm, EM-454 nm)
absorvência (280 nm). Foi de 107 ± 57 para os cristalinos
de diabéticos e de 59 ± 27 para os cristalinos de não dia
béticos (p<O,Ol) (fig.1). Nos diabéticos com retinopatia
foi de 136 ± 55 e nos diabéticos sem retinopatia 73 ± 35
(p 0,01). A concentração de proteínas na fracção solúvel
dos homogeneizados foi de 0,8 ± 0,1 mg ml tanto nos
cristalinos de diabéticos como nos de não diabéticos.

Fig. 1 Fluorescência de proteínas solúveis do cristalino. Com
paração entre diabéticos e não diabéticos (p<0,Ol).

Os níveis de frutosamina foram de 3,1 ± 1,1 mM nos
diabéticos e de 1,9 ± 0,8 mM nos não diabéticos
(p<O,OO1).

Constatou-se no grupo dos diabéticos uma correlação
positiva significativa (p<O,Ol) entre a fluorescência da
fracção hidrossolúvel do cristalino e a duracção da diabe
tes «ig.2). Não se verificou qualquer correlação entre a
fluorescência das proteínas do cristalino e os níveis de
frutosamina sérica.

DISCUSSÃO

A patogenia da catarata diabética é multifactorial, no
entanto os resultados obtidos sugerem a possibilidade de
um papel relevante dos produtos de Maillard na mesma. A
sua acumulação leva a modificações estruturais e funcio
nais das proteínas tecidulares2. Nos indivíduos não diabéti
cos existiria uma acumulação mais lenta como se pode
concluir dos valores encontrados. Os resultados obtidos
corroboram as teorias que preconizam um papel importan
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observadas autofluorescências do cristalino nos indiví
duos diabéticos de cerca do dobro das dos não
diabéticos’ ~.

Em conclusão, os estádios avançados da reacção de
Maillard poderão ser um factor importante no envelhe
cimento, principalmente nos tecidos dependentes da acção
da insulina como o cristalino, a membrana basal dos vasos
e a pele8. A exposição destes tecidos a uma concentração
elevada de glicose pode acelerar a formação de produtos
fluorescentes e contribuir para a iniciação mais precoce de
cataratas e de outras complicações da diabetes.
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