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Resumo:
A atividade da delta-aminolevulinato desidratase @-ALA-D) foi analisada

em pacientes com diabetes mellitus e pacientes com hipotireoidismo primario.
Foram estudados cinco grupos de pacientes: diabetes mellitus compensado,
diabetes mellitus descompensado, hipotireoidismo compensado, hipotireoidismo
descompensado e grupo controle.

A andlise da d-ALA-D nesses grupos mostrou os seguintes resultados: a
atividade da d-ALA-D nos pacientes com diabetes mellitus descompensados
encontrava-se diminuida em relacdo ao grupo controle, ao grupo dos diabéticos
compensados. Observamos que nos pacientes com hipotireoidismo
descompensado, a atividade da d-ALA-D encontrava-se aumentada em relacdo ao
controle e também em relacao ao grupo dos hipotireoideos compensados.

Foram realizadas andlises in vitro das medicacGes utilizadas pelos
pacientes diabéticos (metformina, glibenclamida, clorpropamida, glimepirida) e

hipotireoideos (tiroxina), com o objetivo de verificar se havia alteragdo na atividade



da d-ALA-D e como resultados obtivemos que as medicacdes ndo alteraram a
.atividade da referida enzima.

Os metais podem interferir na atividade da d-ALA-D. Por isso foi medida a
guantidade de metais (chumbo, zinco, cobre) presentes no sangue destes
pacientes. Observamos que a quantidade dos referidos metais ndo foi diferente,
do ponto de vista estatistico, entre 0s grupos.

Desta forma, concluimos que a atividade da d-ALA-D estava aumentada no
grupo de pacientes hipotireoideos descompensados e diminuida no dos diabéticos
descompensados, podendo este fato ter relacdo com o desenvolvimento das

complicacdes nestas doencas.

Palavras chave: Delta-aminolevulinato desidratase, diabetes mellitus,

hipotireoidismo
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Abstract:

The activity of Delta-Aminolevulinate Dehydratase @-ALA-D) was analyzed
in patients suffering from diabetes mellitus and primary hypothyroidism. Five
groups of patients were studied: compensated diabetes mellitus, non-compensated
diabetes mellitus, compensated hypothyroidism, non-compensated hypothyroidism
and control group.

The analysis of d-ALA-D in these groups showed the following results: the
activity of d-ALA-D on noncompensated diabetes mellitus decreased comparing
to the control group, to the compensated diabetes mellitus group. The activity of
d-ALA-D on non-compensated hypothyroidism increased compared to the
control group and also to non-compensated hypothyroidism. In vitro analyses of
the drugs used by the patients suffering diabetes mellitus (metformin,
chlorpropamide, glibenclamide, glimepiride) and the drug used by the patients

suffering primary hypothyroidism (thyroxine) were fulfilled to verify some change in



the activity of d-ALA-D, and the findings showed that there was not any changes
.on d-ALA-D activity.

Metals may interfere in the action of d-ALA-D. Consequently,the quantity of
metals (lead, zinc, copper) present in the patients blood was measured. One
observed that the amount of those metals was not different, from a statistical,
among the groups. Therefore, we can conclude that the activity of d-ALA-D
increased in the group of non-compensated hipothyroidism and decreased in the

noncompensated diabetes, and may be it could be related to the complications

observed in such pathologies.

Key words: Delta-Aminolevulinate Dehydratase (d-ALA-D), diabetes mellitus,

hipothyroidism



l.Introducéo

A enzima citoplasmatica delta aminolevulinato desidratase @-ALA-D, E.C.
4.2.1.24), também conhecida como porfobilinogénio sintetase ou 5-aminolevulinato
hidroliase foi isolada na década de 50. Esta enzima catalisa a condensacao
assimétrica de duas moléculas de &cido delta-aminolevulinico (acido 5-
aminolevulinico, ALA), com perda de duas moléculas de agua, formando o
composto monopirrolico porfobilinogénio (PBG). A reacdo  catalisada pela
d-ALA-D faz parte da rota biossintética dos compostos tetrapirrélicos (hemes,
bilinas, clorofilas e corrinas), sendo que a grande importancia destes compostos
reside na sua funcdo como grupo prostético de proteinas. O heme (ferroporfirina)
faz parte da estrutura de proteinas que transportam e armazenam oxigénio
(hemoglobina e mioglobina, respectivamente), transportam elétrons (citocromos a,
b e c), biotransformam xenobidticos (citocromos p450) e protegem contra
peroxidos através das catalases e peroxidases.

Independente de sua fonte, a d-ALA-D é uma enzima de natureza
sulfidrilica, sendo altamente sensivel a bloqueadores de grupos tidlicos tais como
iodoacetamida (IAM) e acido 5-5’ ditiobis (2-nitrobenzdico) (DTNB), iodoacetato,
N-etilmaleimida (NEM) e metilmetanotiosulfonato (MMS).

Alguns semi-metais como 0 selénio e 0 arsénio e, principalmente alguns

metais tais como o cobre, o chumbo, o mercurio , o cadmio e a prata, séo



capazes de inibir esta enzima. A d-ALA-D é facilmente inibida durante a
.purificagao e a perda de sua atividade esta diretamente relacionada a oxidacao de
grupos - SH ou a remocéo/perda do Zn?*. A atividade da d-ALA-D é altamente
sensivel a presenca de oxidantes e, portanto, pode estar inibida em diversas
patologias como no diabetes mellitus.

Doencas crénicas como o diabetes e o hipotireoidismo atingem uma grande
parcela da populacdo e apresentam elevados indices de prevaléncia e incidéncia,
atingindo diferentes camadas sociais. Ambas constituem doencas de interesse em
saulde publica e, portanto devem ser investigadas e tratadas adequadamente.

O diabetes mellitus compreende um grupo heterogéneo de disturbios
metabdlicos de multiplas etiologias caracterizado pela presenca de hiperglicemia
cronica acompanhada de alteragcbes no metabolismo dos hidratos de carbono,
gorduras e proteinas, consequéncias tanto de defeito da secrecdo de insulina
como na acado insulinica. O diabetes mellitus tipo 1 €& responsavel por
aproximadamente 10% dos casos e o tipo 2 corresponde a 90% dos casos. O
diabetes mellitus tipo 1 € uma doenca que ocorre principalmente na infancia e no
inicio da vida adulta, caracteriza-se por deficiéncia na producéo de insulina.

E uma doenca do cromossoma6 e acredita-se que ocorra uma destruicéo
auto-imune das células beta, produtoras de insulina das llhotas de Langerhans. O
diabetes mellitus tipo 2 é uma doencga que se caracteriza, principalmente, por uma

resisténcia a acdo da insulina em suas células alvo. Uma das caracteristicas



clinicas mais importantes do diabetes mellitus €é sua associacdo com
.complica(;c”)es tissulares cronicas. Essas, geralmente, ocorrem muitos anos apés o
surgimento do diabetes e afetam varios 6rgaos e sistemas.

O hipotireoidismo é a alteracdo mais freqiiente da glandula tiredide. E uma
sindrome clinica que resulta da secrecdo ou acdo deficientes dos hormonios
tireoideanos para as necessidades metabdlicas normais do organismo, o que
ocasionard uma diminuicdo dos processos metabolicos. A forma mais comum de
hipotireoidismo € a primaria, também denominada tireoideana (90 % dos casos)
conseqliente a uma alteracdo da glandula, a qual provoca uma diminuicdo na
producdo e secrecdo do hormoénio tireoideano, sendo esta, acompanhada
invariavelmente por secrecdo aumentada de tireotropina (TSH). O hipotireoidismo
€ uma condicdo enddcrina muito freqlente, apresenta prevaléncia na populacao
em geral de 0,5 a 1 % e, na populagdo acima de 65 anos, de 2 a 5 %. Atinge
predominantemente as mulheres com 0,6 a 595 % contra 0,2 % do sexo
masculino. Os indices de prevaléncia dependem do critério de diagndstico e da
populacdo estudada e, como mencionado, a incidéncia tende a aumentar com a
idade, situando-se o0 pico entre a quarta e a sexta décadas de vida. O
hipotireoidismo congénito é diagnosticado em 1 em cada 4.000 recém-nascidos. A
causa do hipotireoidismo é variavel e depende de: fatores geogréficos; fatores

ambientais, como o iodo alimentar e ingestdo de bociogénicos na dieta;

caracteristicas genéticas da populacéo; idade de aparecimento ou seja, se crianca



ou adulto. A funcdo dos hormoénios tireoideanos é regular o metabolismo tissular.
Além disso, nas criancas, sdo também necessarios para o desenvolvimento do
sistema nervoso central e para o crescimento e maturagcdo 6ssea. O mecanismo
de acdo dos hormdnios tireoideanos da-se pela ligacdo aos receptores nucleares
de L-tri-iodotironina (T3) presente na maioria das ceélulas, que influenciam de
maneira positiva ou negativa a transcricdo génica, quando o promotor de um
determinado gene tem a capacidade de interagir com o complexo Tz. Com relacéo
ao sistema hematopoiético, os pacientes sdo habitualmente anémicos, em razao
da reducdo fisiologica da sintese de hemoglobina, causada pela diminuicdo do
consumo de oxigénio e varios outros mecanismos envolvidos. Pelo que foi citado
em relacdo ao hipotireoidismo e sintese de hemoglobina justifica-se nosso

interesse em pesquisar a atividade da d-ALA-D nessa patologia.



OBJETIVOS

2.0bjetivos

Este estudo teve 0s seguintes objetivos:

- Avaliar a atividade da enzima d-ALA-D em pacientes com diabetes mellitus
tipo 2 compensados e descompensados.

- Avaliar a atividade da enzima d-ALA-D em pacientes com hipotireoidismo
primério compensados e descompensados.

- Relacionar a atividade da enzima d-ALA-D entre os grupos citados
anteriormente.

- Avaliar a atividade da enzima d-ALA-Din vitro na presenca dos
medicamentos utilizados pelos pacientes diabéticos ehipotireoideos.

- Determinar a quantidade dos metais: chumbo,zinco e cobre nas amostras

de sangue de todos grupos estudados.



REVISAO BIBLIOGRAFICA
3. Reviséao Bibliografica

3.1. Delta-aminolevulinato desidratase

A enzima citoplasmatica delta-aminolevulinato desidratase @d-ALA-D, E.C.
4.2.1.24), também conhecida como porfobilinogénio sintetase ou 5-aminolevulinato
hidroliase foi isolada na década de 50 (DRESEL & FALK, 1953; GIBSON et al.,
1955). Esta enzima catalisa a condensacdo assimétrica de duas moléculas de
acido delta-aminolevulinico (acido 5-aminolevulinico, ALA), com perda de 2
moléculas de agua, para formar o composto monopirrélico porfobilinogénio (PBG)
(JAFFE, 1995).

No mecanismo proposto para a sintese do porfobilinogénio, um residuo lisil
do sitio ativo da enzima forma uma base de Schiff com a primeira molécula do
substrato (ALA), originando a cadeia lateral P (cadeia propidnica), enquanto uma
segunda molécula do substrato da origem a cadeia lateral A (acética) do
porfobilinogénio (Figura 1) (CASTELFRANCO & BEABLE, 1983).

A reagdo catalisada pela d-ALA-D faz parte da rota biossintética dos
compostos tetrapirrélicos (corrinas, bilinas, clorofilas e hemes) (Figura 2). A
grande importancia destes compostos reside na sua funcdo como grupos
prostéticos de proteinas. O heme (ferroprotoporfirina) faz parte da estrutura de
proteinas que participam do transporte de oxigénio (hemoglobina e mioglobina),

transporte de elétrons (citocromos a, b e ¢), biotransformacdo de xenobidtico
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Figura 1. Condensacao assimétrica de duas moléculas do acido 5-aminolevulinico

catalisada pela enzima d-ALA-D.

Cadeia lateral P (-CH,CH,COOH) do ALA, originaria da primeira molécula de

substrato, a qual forma a porcéo propionil do PBG. O nitrogénio do grupo amino

desta porcédo é incorporado no anel pirrélico do produto. Esta cadeia liga-se

primeiro e forma uma base de Schiff com o residuo lisil (lisina-252 na d-ALA-D de

mamiferos e lisina-246 na d-ALA-D de E. coli).

Cadeia lateral A (-CH,COOH) do ALA, originaria da segunda molécula de

substrato, a qual forma a por¢éo acetil do PBG. O nitrogénio do grupo amino desta

porgdo permanece livre.
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Figura 2. Viade biossintese dos compostos tetrapirrdlicos.

1. Redutase 7. Uroporfobilinogénio descarboxilase
2. DOVA-ransaminase 8. Coproporfobilinogénio oxidase

3. d-ALA sintetase 9. Protoporfobilinogénio oxidase

4. d-ALA desidratase 10. Ferro-quelatase

5. Uroporfirino | sintetase 11. Magnésio-quelatase
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.(citocromo Pss0) € do sistema de protecdo contra peroxidos (catalases e
peroxidases) (TIMBRELL, 1991).

A via para a biossintese de porfirinas € semelhante em bactérias, vegetais e
animais, favorecendo a ampla distribuicdo da d-ALA-D na natureza (BELLINASO,
1985; AMAZARRAY, 1986; RODRIGUES, 1987). Em mamiferos, os tecidos que
apresentam maior atividade sdo o hepético, o renal e o0s tecidos
hematopoiéticos (GIBSON et al.,, 1955). Recentemente, foi demonstrado que a
enzima d-ALA-D é idéntica ao inibidor de proteossoma de 240-kDa (CF-2)
(GUO et al., 1994). Estes achados conferem a d-ALA-D uma importancia adicional,
uma vez que o0s proteossomas atuam na degradacdo de proteinas anormais,
fatores de transcricdo, oncoproteinas, bem como no processamento de antigenos

(WLODAWER, 1995).

3.1.2. Caracteristicas estruturais:

Existe uma grande similaridade entre as seqliéncias do gene da d-ALA-D
isolado de diversas fontes (humano, WETMUR et al., 1986; Escherichia coli,
ECHELARD et al., 1988; camundongo, BISHOP et al., 1989; ervilha, BOESE et al.,
1991), sugerindo que a enzima apresenta estrutura e mecanismo basico de acao

similares em diferentes organismos.
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A d-ALA-D de figado bovino possui peso molecular de 280 KDa (TIGIER et
al.,, 1970; WU et al, 1974; SHEMIN, 1976; FUJITA et al., 1981), sendo composta
por 8 subunidades de 35 KDa cada uma (WILSON et al., 1972; WU et al., 1974;
SHEMIN, 1976; FUJITA et al., 1981), arranjadas em uma estrutura cubica
octameérica, com simetria diédrica (WU et al., 1974).

Todas as enzimas d-ALA-D isoladas at¢é o momento requerem um ion
metélico bivalente para estarem ativas, sendo em sua maioria inibidas por EDTA.
Apesar do alto grau de similaridade entre os genes da d-ALA-D provenientes de
diversos organismos, a enzima requer metais diferentes para sua ativacao, de
acordo com a sua fonte. A d-ALA-D proveniente de animais, leveduras e de
algumas bactérias € uma enzima dependente de zinco (CHEN & NEILANDS,
1973; FINELLI et al., 1974), tendo sido demonstrado o envolvimento de residuos
de cisteina na unido deste metal (DENT et al., 1990; MITCHELL & JAFFE, 1993;
SPENCER & JORDAN, 1994). A enzima proveniente de vegetais, apesar de
possuir uma similaridade de 35-50 % com a d-ALA-D de outras fontes, requer
magneésio ao invés de zinco (SHIBATA & OCHIAI, 1977; TAMAI et al., 1979). A
regido rica em cisteina presentes na enzima de origem animal, e que corresponde
a regido que supostamente liga zinco, € substituida na enzima de vegetais por
uma regiao rica em aspartato, que caracterizaria o sitio para a unido do magnésio

(BOESE et al., 1991; SCHAUMBURG et al., 1991).
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A d-ALA-D, independente de sua fonte, € uma enzima de natureza
sulfidrilica (SHEMIN, 1976; TSUKAMOTO et al., 1979; BEVAN et al.,, 1980),
sendo, portanto, inibida por agentes bloqueadores de grupos tiélicos, tais como N-
etiimaleimida, iodoacetato (BATLLE et al, 1967; CHAUDHRY et al., 1976;
JORDAN et al, 1976; BARNARD et al., 1977), paracloromercuriobenzoato,
monoiodoacetamida e &cido 55’ ditiobis 2 -nitrobenzéico (DTNB-reagente de
Ellman) (BARREIRO, 1967; BATLLE et al., 1967; TIGIER et al., 1970; WILSON et
al.,, 1972; BARNARD et al., 1977; SHIBATA & OCHIAI, 1977; TAMAI et al., 1979) e
por metais pesados que possuem elevada afinidade por grupamentos sulfidrilicos,
tais como o chumbo, o cobre e o mercurio (GIBSON et al., 1955; WILSON et al.,
1972; SHIBATA & OCHIAI, 1977; TAMAI et al., 1979; NELSON et al.,, 1981;
GOERING & FOWLER, 1984, 1985; GOERING et al.,, 1986; RODRIGUES et al.,
1989; BORRALHO et al., 1990; ROCHA et al., 1993, 1995; EMANUELLI et al.,
1996). Alguns compostos organicos e inorganicos de selénio e de teldrio também
podem inibir a enzima d-ALA-D pela oxidacdo de seus grupamentos sulfidrilicos
(BARBOSA et al., 1998).

A enzima é facilmente inativada durante a purificacdo e a perda de
atividade esta diretamente relacionada com a perda de 2 grupos
sulfidrila/subunidade. Para obtencédo da atividade catalitica maxima € necessaria,

geralmente, a adicdo de ativadores tidlicos, como DTT, cisteina, glutationa e b-
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.mercaptoetanol. Entretanto, quando a enzima é isolada na presenca de zinco
(TSUKAMOTO et al.,, 1979) ou de um agente redutor (GIBSON et al., 1955;
TSUKAMOTO et al., 1979; BEVAN et al., 1980), ela apresenta atividade maxima
mesmo sem a adi¢cdo de um ativador tidlico no meio de incubagédo (TSUKAMOTO
et al.,, 1979). O pH étimo para a determinagdo da atividade da d-ALA-D varia de
6,2 a 9,5, de acordo com a sua fonte (BARREIRO et al., 1967; HODSON et al.,
1977). A enzima de origem animal apresenta valores mais baixos de pH 6timo
(GRANICK & MAUZERALL, 1958; GIBSON et al., 1955) que a de origem vegetal
(SHIBATA & OCHIAI 1977; TAMAI et al., 1979). A atividade maxima da enzima
geralmente é observada com temperaturas de incubacdo entre 55 e 65 °C
(TIGIER et al., 1968; WILSON et al., 1972; BELLINASO, 1985). Os valores de Km
(constante de Michaelis-Menten) variam de 0,14 mM para a enzima de figado
bovino (GIBSON et al., 1955) a 6,6 mM para folhas de Ricinus communis
(“mamona”) (AMAZARRY, 1986). Recentemente foi observado que Mg?* reduz o
Km da d-ALA-D de E. coli (JAFFE et al., 1995).

A curva de velocidade da reacdo em funcdo da concentracdo de substrato,
para a d-ALA-D de origem animal, apresenta um perfil sigméide, indicando um
carater alostérico da enzima (VERGNANO et al., 1968; CHINARRO et al., 1983),

enquanto que a d-ALA-D de Saccharomyces cerevisiae exibe uma cinética

tipicamente Michaeliana (BORRALHO et al., 1990).
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Até o momento foram identificadas 3 isoenzimas diferentes em humanos,
designadas d-ALA-D 1-1, d-ALA-D 1-2 e d-ALA-D 2-2 (BATTISTUZZI et al., 1981;
PETRUCCI et al., 1982), resultantes da expressdo de 2 alelos comuns ALA-D! e
ALA-D?. Recentemente foi observado que individuos portadores do alelo ALA-D?
apresentam um maior conteaddo de chumbo no organismo e maior risco de
intoxicacao por este metal, possivelmente devido a maior afinidade da enzima por

este metal, determinada por este alelo (WETMUR, 1994).

3.1.3. Acéo catalitica:

O sitio ativo da enzima parece ser composto por residuos de cisteina, dois
atomos de zinco, um residuo de histidina, um residuo de lisina e residuos de
aminoacidos hidrofébicos (TSUKAMOTO et al., 1979; CHINARRO et al., 1983;
JAFFE et al., 1994).

Estudos utilizando substrato marcado ([5-'*CJALA, JORDAN & SEEHRA,
1980; [5-*C]ALA, JORDAN & GIBBS, 1985) demonstraram que um grupamento -
amino de um residuo de lisina presente no sitio ativo forma uma base de Schiff
com o G da primeira molécula de substrato, a qual origina a cadeia lateral P
(propidnica) da molécula de porfobilinogénio. A unido desta primeira molécula de
substrato ndo requer zinco ou grupamentos sulfidrilicos reduzidos. No entanto,

para a unido da segunda molécula de ALA, a qual originara a cadeia lateral A
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.(acética) do porfobilinogénio, sdo necessarios zinco e/ou grupamentos sulfidrilicos
(JAFFE & MARKHAM, 1987). As duas moléculas de substrato interagem no sitio
ativo da enzima, aparentemente, através de uma ligacdo carbono-nitrogénio (base
de Schiff) (JAFFE et al., 1990). A d-ALA-D possui 8 subunidades, no entanto,
apenas metade das subunidades parece estar envolvida na catalise (SHEMIN,
1976; JAFFE & HANES, 1986), ocorrendo o £ndmeno de “half-site reactivity”
(SEYDOUX et al., 1974).

Atualmente sabe-se que 3 tipos diferentes de aminoacidos sdo essenciais
para a atividade da d-ALA-D:

a- um residuo de lisina ao qual se liga a primeira molécula de substrato, através
de uma base de Schiff (NANDI, 1978; GIBBS & JORDAN, 1986);

b- um residuo de histidina, o qual pode sofrer fotooxidacéo, reduzindo tanto a
atividade enzimética quanto a ligacdo ao zinco (TSUKAMOTO et al., 1979).
Este residuo poderia participar no mecanismo de transferéncia de protons do
meio aquoso ao sitio ativo hidrofébico (BATLLE & STELLA, 1978);

c- dois residuos de cisteina, os quais devem estar reduzidos para que a enzima
apresente atividade (CHEN & NEILANDS, 1976). Estes residuos sao altamente
reativos (GIBBS et al, 1985), podendo formar uma ponte dissulfeto na

presenca de ar, formar mercaptidios por reacdo com metais pesados ou ser
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modificados por agentes quimicos. A oxidagdo desses residuos leva inativacéo

com concomitante perda do zinco ligado (TSUKAMOTO et al., 1979).

3.1.4. Func¢éo do zinco

A atividade da d-ALA-D de mamiferos é inibida por quelantes como EDTA
e 1,10-fenantrolina (CHEN & NEILANDS, 1976; SOMMER & BEYERSMANN,
1984). Esta inibicdo pode ser revertida pela adigdo de zinco (BEVAN et al., 1980),
demonstrando que o zinco faz parte da estrutura da enzima. A d-ALA-D de
mamiferos requer zinco para estar ativa. Quando isolada, esta liga 8
Zn**loctamero (TSUKAMOTO et al., 1979; BEVAN et al., 1980; SOMMER &
BEYERSMANN, 1984), no entanto existe controvérsia quanto ao numero de
atomos de zinco que seria necessario para a atividade maxima da enzima, com
este numero variando entre 4 e 8 (SHEMIN, 1976; BEVAN et al.,, 1980;
TSUKAMOTO et al., 1980; JAFFE et al., 1984). Aparentemente, quando ensaiada
na presenca de altas concentracbes de um agente redutor, a enzima requer
apenas 4 ions zinco por octamero para apresentar atividade maxima (BEVAN et
al., 1980; JAFFE et al., 1984). Estes quatro ions zinco foram denominados
cataliticos.

Durante a purificacdo da d-ALA-D o Zn** freqiientemente é perdido. Apds a

remocado deste metal por EDTA, os grupos —SH da enzima sao facilmente
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.oxidados, com perda da atividade enzimatica. A apoenzima oxidada obtida entao,
nao incorpora zinco na auséncia de um ativador tiolico (TSUKAMOTO et al., 1979;
BEVAN et al., 1980). Entretanto, isto ndo € obrigatoriamente uma evidéncia de
que o0 zinco esta ligado a grupamentos sulfidrila, uma vez que a reducdo de uma
ponte dissulfeto poderia estar abrindo um canal através do qual o Zn?* poderia
entrar e ligar-se a outros grupamentos.

O papel do zinco na atividade da d-ALA-D ainda ndo estd completamente
elucidado. Algumas evidéncias sugerem uma funcdo catalitica direta, enquanto
outras apontam para uma fungéo estrutural do zinco na d-ALA-D (BORDER et al.,
1976; TSUKAMOTO et al., 1979; BEVAN et al, 1980; SOMMER &
BEYERSMANN, 1984; BEYERSMANN & COX, 1984; GIBBS et al.,, 1985;
HASNIAN et al., 1985; BLOCK et al., 1990; DENT et al., 1990; SPENCER &
JORDAN, 1995).

Atualmente, sabe-se da existéncia de 2 sitios estruturalmente distintos para
a ligagdo do zinco na d-ALA-D bovina (DENT et al.,, 1990). Um deles seria
composto por 5 ligantes: 2 ou 3 histidinas, 1 ou nenhum oxigénio de um grupo
como tirosina ou uma molécula de solvente, 1 tirosina ou aspartato e 1 -SH da
cisteina. Este tipo de sitio estaria envolvido na ligagdo dos 4 ions zinco essenciais
para a completa ativacdo da d-ALA-D, os quais tém sido referidos como

cataliticos. O zinco catalitico parece ser importante para a unido da segunda
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.molécula de substrato, para a formagdo da primeira ligagdo entre as duas
moléculas de ALA (ligacdo carbono-nitrogénio) e para a unido do produto (JAFFE
et al., 1992; SPENCER & JORDAN, 1994). O segundo sitio seria composto por 4
residuos de cisteina e estaria envolvido na ligacdo dos outros 4 4tomos de zinco
nao essenciais, 0s quais tém sido referidos como estruturais. O primeiro tem sido
designado sitio A (Zna) e o segundo sitio B (Zng).

A d-ALAD de E. coli possui as sequéncias que supostamente
correspondem aos sitios A e B para a unido de zinco, encontrados na d-ALA-D de

2*Imol de subunidade,

mamiferos (JAFFE, 1993). Esta enzima apresenta 2 mol Zn
possuindo 2 sitios diferentes de ligacdo para o metal, sitios alfa ou A e os sitios
beta ou B (SPENCER & JORDAN, 1995). A presenca de 2 sitios diferentes para a
ligacdo do metal (Zn** , na enzima de origem animal e Mg®* na enzima de origem
vegetal) pode indicar mais de uma funcéo para os ions metéalicos, possivelmente
catalitica e estrutural (SPENCER & JORDAN, 1993). Jaffe et al. (1994) obtiveram
evidéncias de que o sitio B para a unido de zinco na enzima de mamiferos estaria
localizado no sitio ativo da enzima, mas ndo possuiria acao catalitica, tendo sido
especulado que o zinco ligado a este sitio poderia ter a funcdo de manter grupos —
SH no estado reduzido. Evidéncias experimentais recentes confirmam a hipétese

de que o zinco ligado ao sitio B na d-ALA-D de mamiferos possui um papel

antioxidante (EMANUELLI et al., 1998).
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.3.1.5. Importancia toxicolégica

Devido a sua natureza sulfidrilica, a enzima d-ALA-D pode ser inibida por
uma variedade de metais pesados e ndo metais que possuam a propriedade
quimica de oxidar grupamentos -SH. Sabe-se que 0 progndstico de pacientes que
sofreram intoxicacdo por chumbo pode ser avaliado de acordo com a inibicdo da
d-ALA-D de eritrécitos e seu indice de reativacdo por DTT (BONSIGNORE, 1966;
NAKAO et al.,, 1968; HERNEBERG et al, 1970; MITCHELL et al., 1977,
MEREDITH et al., 1979). A inibicdo da d-ALA-D pode prejudicar a rota
biossintética do heme, resultando em consequéncias patoldgicas (SASSA et al.,
1989; GOERING, 1993). Além da insuficiente producéo de heme, a inibicdo da d-
ALA-D pode resultar no acumulo do substrato ALA no sangue, com conseqiiente
aumento na excrecdo urinaria do mesmo. O acumulo de ALA esta relacionado
com a superproducdo de espécies reativas de oxigénio (MONTEIRO et al., 1989;
PEREIRA et al., 1992; BECHARA et al., 1993). Pesquisas recentes demonstram
que, em ratos, a oxidacdo aerdébica do ALA promove um aumento anormal no
tamanho de mitocondrias HERMES-LIMA et al., 1990). Em estudos feitos com
equinos e roedores, o0 excesso de ALA induz a liberacdo do ion ferro da ferritina in
Vvivo, iniciando um processo de peroxidagédo lipidica no baco e no figado destes
animais (OTEIZA et al.,, 1994). O ALA gerado no figado e medula 6ssea pode

atravessar a barreira hematoencefalica, sendo distribuido pelo sistema nervoso
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.central, além de outros 6rgaos (McGILLION et al, 1974; 1975). A nivel
neuroquimico, 1 UM de ALA é capaz de inibir a liberagcdo do neurotransmissor
acido-g-aminobutirico, assim como a sua ligagcdo nas membranas sinapticas
(BRENNAN et al., 1979; 1980). ALA também demonstrou poder inibitorio sobre a
atividade da Na* K* ATPase de cérebro e eritrécitos de coelhos (BECKER et al.,
1971), além de diminuir a velocidade de condu¢do de impulsos nervosos motores
em camundongos (CUTLER et al., 1979). Assim, 0 aumento na concentragdo de
ALA, devido a inibicdo da enzima d-ALA-D, pode acarretar em consegiéncias
patolégicas inespecificas, uma vez que a producdo exagerada de espécies
reativas de oxigénio pode atuar nos mais diferentes 6rgdos e compartimentos

celulares dos organismos nos quais sao gerados.
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3.2.Diabetes mellitus

3.2.1.Conceito

O Diabetes mellitus (DM) compreende um grupo heterogéneo de disturbios
metabdlicos de multiplas etiologias caracterizado pela presenca de hiperglicemia
cronica acompanhada de alteracdes no metabolismo dos carboidratos, gorduras e
proteinas, conseqiéncias tanto de defeito na secrecédo de insulina como na acgéo

insulinica (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 1998).

3.2.2. Diagnostico do diabetes mellitus

Apesar do teste oral de tolerdncia a glicose (TOTG) ser um teste
diagnostico para o diabetes mellitus, ndo € recomendado na rotina clinica. A
glicemia de jejum apresenta a vantagem da maior aceitacdo por parte do paciente,

menor custo e maior reprodutibilidade que a glicemia 2 horas apds sobrecarga de

glicose. E considerado diabético todo o individuo que apresente duas glicemias,

coletadas em datas diferentes, com valores maiores ou iguais a 126 mg/dL ou
glicemia realizada ao acaso, maior ou igual a 200 mg/dL associado com sintomas

classicos da doenca (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 1998-Figura 3).
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Figura 3. Critérios Diagnoésticos.
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3.2.3.Classificacao
l. Diabetes mellitus tipo 1

Mediado por processo imune
Idiopatico
Il. Diabetes mellitus tipo 2

lll. Outros tipos especificos

¢ Defeitos genéticos na fungdo da célula b
¢ Defeitos genéticos na agéo da insulina
¢ Doencgas do pancreas exocrino

® Endocrinopatias

¢ Induzido por drogas / produtos quimicos
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® Infecgdes
¢ Formas incomuns de diabetes auto-imune
¢ Sindromes genéticas associadas com diabetes

IV. Diabetes mellitus gestacional

Caracteristicas fisiopatoldgicas

O DM tipo 1, também chamado de Diabetes mellitus insulino-dependente
(IDDM) ou diabetes juvenil, compreende aproximadamente 10% da populagéo
diabética, e manifesta-se em criancas, adolescentes e adultos jovens, com pouca
influéncia hereditaria e suposta relagdo com doenca auto-imune e 6rgao-
especifica. Resulta a quadros com destruicdo das células beta pancreéticas e
consequente falta de fornecimento de insulina. Os pacientes sdo magros, com
tendéncia a cetoacidose e com inicio repentino dos sintomas, havendo
necessidade de tratamento com insulina (WHO, 1999; AKERBLOOM et al., 2002).

O DM tipo 2, também chamado de Diabetes mellitus n&o-insulino-
dependente (NIDDM) ou diabetes senil, Compreende, aproximadamente, 90% da
populacdo diabética, que esta estimada em 200 milh6es de pessoas em todo
mundo (MONEVA & DAGOGO, 2002). Manifesta-se em pacientes com idade
superior a 40 anos, e tem elevado componente hereditario. Sdo reconhecidos
como fatores etiologicos a idade, a obesidade e a predisposicdo genética

(FERRANNINI, 1995; BECK-NIELSE et al, 1995). Resulta de graus variaveis de
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resisténcia a insulina e/ou deficiéncia relativa de secrecdo de insulina pelas

células beta pancreéticas (ARNER et al., 1991; GERICH, 1998)

3.2.5. Complicacdes diabéticas crénicas

O diabetes mellitus como doenca primaria causa uma série de doencas
secundérias, que sdo chamadas de complicacdes diabéticas cronicas, tardias ou
de longo prazo, conseqgientes dos distlrbios bioquimicos produzidos pelo estado
de hiperglicemia (GROSS, 2000). Existem varias rotas metabdlicas que tentam
explicar como a hiperglicemia, de longa duracéo, causa as complicacdes crbnicas
do diabetes mellitus, entre elas, a glicacdo de protinas e o estresse oxidativo
(GODIN et al.,1988; SCHNACKENBERG, 2002).

As proteinas glicosiladas podem mediar muitas das alteracbes
microvasculares precoces do diabetes. As principais complicacdes crénicas para
ambos os tipos de diabetes s&o: doencas vasculares, nefropatia, retinopatia, e
neuropatia (MOHAMED et al.1999, DAGOGO et al., 2002).

A doenca microvascular € um aspecto importante do diabetes, e é
responsavel por muitas das complicagcbes patologicas. Pequenas artérias e
capilares mostram um espessamento da membrana basal, denominado de
arterioesclerose hialina. O espessamento hialino da parede do vaso aumenta a

sua rigidez, limita a capacidade de expanséo e constricao, e reduz o diametro do
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.Il’Jmen. Supbe-se que esta substancia hialina seja resultado da glicacdo do
colageno, nos vasos. Esta anormalidade nos pequenos vasos é disseminada e
responsavel por alteragbes isquémicas que sao sintomaticas nos rins, retinas,
céerebro e nervos periféricos (JANDELEIT & COOPER, 2002).

Nos rins, os capilares glomerulares mostram espessamento acentuado da
membrana basal, associado ao aumento na permeabilidade das paredes
capilares. Isto permite uma filtracdo plasmatica no filtrado glomerular em
quantidade superior a capacidade de reabsorcdo na parede tubular do néfron,
ocasionando proteindria e possivel evolucdo para insuficiéncia renal. Atualmente,
o diabetes é uma das causas mais comuns de insuficiéncia renal cronica
(WAEBER et al.,, 2001). Os rins, encontram-se lesados de véarias maneiras no
diabetes. Ha certas lesdes renais que estdo particularmente associadas ao
diabetes, como o0 espessamento da membrana basal glomerular, a
glomeruloesclerose diabética (difusa ou nodular), lesbes exsudativas glomerulares
e necrose papilar. Estas lesées quando progressivas causam morte dos néfrons e

podem levar ao longo do tempo a insuficiéncia renal crénica (CRITCHLEY et al.,

2002; VALI & HENRICH, 2002).
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.3.2.5.1. Glicosilacdo ndo-enzimética das proteinas

E o processo pelo qual a glicose une-se quimicamente com proteinas, sem
a ajuda de enzimas. A hiperglicemia existente nas condicdes diabéticas, altera a
cinética de uma série de fendmenos bioquimicos naturais, conhecidos como
“Reacbes de Maillard”. Este processo inicia com reacfOes de glicosilacdo nao-
enzimatica entre glicose e grupamento amino de proteinas (CABALLERO et al.,
1998).

A glicose e outros agucares reagem com residuos N-terminais e/ou grupos
amino de macromoléculas para formar inicialmente os adutos de “Bases de
Schiff”. Em seguida estas aldiminas sofrem um rearranjamento quimico para
formar uma cetoamina, que € um composto quimicamente mais estavel
(MOHAMED et al., 1999). Esta cetoamina € chamada de Produto de Amadori,
nome do quimico italiano que descreveu primeiramente este tipo de
rearranjamento (BROWNLEE et al., 1988).

Tanto as bases de Schiff, quanto os produtos de Amadori, S0 compostos
intermediarios quimicamente reversiveis, formam-se sem a ajuda de enzimas, e
sdo chamados de Produtos Iniciais de Glicosilagdo ndo-enzimatica (PIG). As
bases de Schiff sdo formadas dentro de horas, enquanto que os produtos de
Amadori sdo formados em questdo de semanas (BROWNLEE et al.,, 1988;

BROWNLEE et al., 1984).
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As cetoaminas (Produtos de Amadori) de cadeia aberta, podem reagir com

grupamento amino de outras proteinas e formar ligacbes cruzadas irreversiveis,

por meio de rea¢bes quimicas, como de, condensacao, 3 eliminacdo ou hidratacédo

e, portanto, alterar a estrutura e a funcdo destes substratos (BIERHAUS et al.,

1998; VLASSARA et al., 1994). Estas rea¢Oes resultam na formacdo de produtos

irreversiveis, chamados de Produtos Terminais de Glicosilagdo Avancada (PTGA),

ou “Advanced Glycation End Products” (AGE’s), (MOHAMED et al., 1999).
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Figura 4. Glicosilacdo né&o-
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A quantidade de PIG aumenta quando os niveis de glicose sanguinea séo
altos, e retorna para o normal quando os niveis de glicose sdo normalizados, uma
vez que, sdo compostos reversiveis, e sua formacdo € dependente da
concentracédo de glicose ao longo do tempo.

Visto que os PIG ndo se acumulam no coldgeno ou outras proteinas
estaveis de tecido, em diabetes cronica a sua concentragdo nao esta
correlacionada com a presenca ou com a severidade das complicacdes diabéticas
tardias (VISHWANATH et al., 1986; BROWNLEE et al. 1988).

Os PIG sofrem um rearranjamento quimico complexo para formar os PTGA.
Os niveis de PTGA ndo retornam para o normal quando a hiperglicemia é
corrigida, acumulando-se, portanto, nas proteinas de longa duracdo, como nas
proteinas dos vasos sanguineos.

Os PTGA estdo ligados irreversivelmente as proteinas e acumulam-se
continuamente ao longo do tempo. A razdo deste acumulo é proporcional ao nivel
de glicose sanguinea e o tempo de exposicdo do tecido (BROWNLEE et al.,
1988).

A formacéo de PTGA ocorre lentamente em condi¢des glicémicas normais,
mas estd aumentada na presenca de hiperglicemia e/ou condi¢bes de estresse

oxidativo, onde o “turnover” de proteinas e lipideos é prolongado.
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Consequentemente, a hiperglicemia crénica resulta na formacdo aumentada
de PTGA, e esta € considerada um parametro de exposi¢do dos tecidos a altas
concentracdes de glicose, ao longo do tempo (MAKITA et al., 1992,
WOLFFENBUTTEL et al., 1996; MOHAMED et al., 1999).

A hemoglobina glicosilada, que resulta da glicosilagdo néo-enzimatica da
hemoglobina, € considerada um marcador para a formacdo de PTGA, sendo
portanto irreversivel. O nivel de hemoglobina glicosilada no sangue pode refletir o
grau de glicosilagdo de outras proteinas que estdo livremente expostas a altas
concentracdes de glicose, pela circulacdo sanguinea (PALMER & JAIN, 1997). Os
efeitos deletérios da hiperglicemia foram observados também em outras proteinas
abundantes fisiologicamente, tais como o colageno e a albumina (SCHWARTZ,
1995; FU et al., 1992).

Existe uma correlacdo positiva significante entre a formagédo aumentada de
PTGA, e as complicacdes diabéticas tardias (BROWNLEE et al. 1988).

Existem algumas evidéncias de que a glicacdo de proteinas, por si sO, pode
induzir a formacado de espécies reativas de oxigénio, e esta, pode causar um dano
oxidativo em moléculas enddgenas (INOUYE et al., 1998).

Portanto, uma producdo excessiva de radicais livres, e consequente

deplecdo de antioxidantes, estdo associadas com manifestacdes diabéticas
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.(HUNT et al.,, 1988; WOLFF & DEAN, 1987; RIZK et al., 1998) em eritrocitos de
pacientes diabéticos (CABALLERO, 1995).

Evidéncias sugerem uma possivel ligagdo entre o estresse oxidativo
associado a hiperglicemia, e consequente dano celular, com desenvolvimento

secundario de complica¢fes diabéticas ( Figura 5).
3.2.5.2. O papel dos PTGA nas complicac6es diabéticas tardias

Os PTGA tem um papel fundamental no desenvolvimento das complicacdes
diabéticas tardias e, por isso, tem-se investigado muito para entender melhor esta
rota metabdlica (BROWNLEE, 1995). O aumento da formacdo de PTGA nos
tecidos diabéticos precede, e esta correlacionado, com as manifesta¢des iniciais
das complicacdes diabéticas tardias (BEISSWENGER et al.,, 1995). A
glicosilacdo das proteinas foi originalmente caracterizada como um marcador de
proteinas senescentes, para subsequente degradacdo pelos macréfagos
(MOHAMED et al. , 1999). Recentemente, acredita-se que os PTGA, uma vez
formados, podem ligar-se a varios receptores de superficie celular e, portanto,
induzir a sinalizacdo pos-receptor, ativacdo de transcricdo, e a expressao de
genes, tanto “in vivo” quanto “in vitro” (BIERHAUS et al., 1996; BIERHAUS et al.,

1997; BIERHAUS et al., 1998, ESPOSITO et al.,, 1989; LI & SCHMIDT, 1997,
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.SCHMIDT et al., 1994; SCHMIDT et al., 1995; STITT et al., 1997; VLASSARA et
al., 1994; VLASSARA et al., 1996; WAUTIER et al., 1996; YAN et al., 1994; YAN
et al,, 1997). Portanto, os PTGA ndo sdo apenas marcadores, mas também
mediadores de complicacdes diabéticas tardias.

O papel dos PTGA como mediadores no desenvolvimento de complicacdes
diabéticas tardias, foi pesquisado por alguns autores em modelos animais
diabéticos, por meio da administracdo de PTGA, a curto e a longo prazo
(BIERHAUS et al., 1998; SCHMIDT et al., 1995; STITT et al., 1997; VLASSARA et
al.,, 1992; VLASSARA et al., 1994; VLASSARA et al., 1995; VLASSARA et al.,
1996; WAUTIER et al., 1996). A administracdo a curto prazo de PTGA por varias
horas, em até 6 dias, resultou em conseqiéncias como, 0 aumento da
permeabilidade vascular, a diminuicdo do relaxamento endotelial, o recrutamento
mononuclear subendotelial, a ativacdo do fator de transcricdio NF-KB, e
subsequente, expressdao do gene dependente de NF-KB (BIERHAUS et al., 1998;
SCHMIDT et al., 1995; SCHMIDT et al., 1995). A administracao, a longo prazo, de
PTGA, por véarias semanas, levou ao espessamento na membrana basal das
arteriolas, e uma complexa disfungcdo vascular. Também levou a expanséo
mesangial, a glomeruloesclerose e proteindria ( WAUTIER et al., 1996). Todas
estas manifestacdes fisiolégicas sdo também caracteristicas das complicacdes

diabéticas tardias em pacientes diabéticos.
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Figura 5. Possivel ligacdo entre estresse oxidativo induzido pela
hiperglicemia e, subseqliente desenvolvimento de complicacfes diabéticas

(Figura modificada de Mohamed et al.,1999).
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Um mecanismo suposto pelo qual os PTGA exercem seus efeitos nas
células, é por meio de interacbes especificas com receptores celulares e com
proteinas ligadas aos PTGA.

Um dos receptores que tem sido investigado em detalhes, € o receptor
“RAGE” ( receptor para AGE’s), 0 qual esta presente nhuma grande variedade de
células, tais como células endoteliais e macréfagos (ABEL et al., 1995; BIERHAUS
et al,, 1996; BIERHAUS et al., 1997; BIERHAUS et al., 1998; BIERHAUS et al.,,
1998; ESPOSITO et al., 1989; LI & SCHMIDT, 1997; SCHMIDT et al., 1994;
SCHMIDT et al., 1995; SCHMIDT et al., 1995; WAUTIER et al., 1996; YAN et al.,
1994; YAN et al., 1997; VLASSARA, 2001).

A ligacdo dos PTGA com os “RAGE” resulta na geracgéo intracelular de
espécies reativas de oxigénio (ESPOSITO et al.,, 1989; SCHMIDT et al.1995;
YAN et al., 1997) e deplecdo paralela dos mecanismos de defesa antioxidantes
(BIERHAUS et al., 1997).

O estresse oxidativo celular elevado, devido a formacé&o exacerbada de
PTGA, conseglientemente, leva a uma ativacao do fator de transcricdo NF-KB, e
subseqiente expressdo do gene dependente do fator NF-KB. Estes resultados
foram observados em células endoteliais, células musculares lisas, mondcitos,
macrofagos e neurdnios (BIERHAUS et al, 1997; BIERHAUS et al., 1997,

BIERHAUS et al., 1998; ESPOSITO et al., 1989; SCHMIDT et al., 1994, SCHMIDT
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.et al.,, 1995; YAN et al., 1994; YAN et al.,, 1997). A inducdo da expressao do
receptor “RAGE” endotelial foi identificada em vasos de pacientes com diabetes,
uremia, arterioesclerose, e vasculite.

Em diabetes mellitus, ha um aumento das espécies reativas de oxigénio, e
conseqliente decréscimo na capacidade antioxidante, conduzindo para um
estresse oxidativo elevado (GODIN et al., 1988; SUZUKI et al., 1992; BIERHAUS

et al., 1997; SCHNACKENBERG, 2002).

3.3. d-ALA-D e Diabetes Mellitus

A d-ALA-D é uma enzima essencial para todos os organismos aerdbicos,
uma vez que ela participa da rota biossintética dos compostos tetrapirrélicos, 0s
quais formam grupos prostéticos de proteinas fisiologicamente importantes como
a hemoglobina e citocromos (JAFFE et al., 1995; SASSA, 1998).

A d-ALA-D é uma das enzimas mais sensiveis da rota biossintética do
grupo prostético heme e, portanto, ela tem sido investigada em vérias patologias.
A rota do heme est4 alterada em muitas doencas, entre elas as porfirias, as quais,
frequentemente, coexistem com diabetes mellitus (BURNHAM & FOSSNAUGH,
1961; GOERZ & KORDA, 1977; STRIFFLER et al.,, 1998; BITAR & WEINER,

1984; SCASSA et al., 1998).
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Alguns autores tém relatado também que, em animais diabéticos
experimentais, a atividade de varias enzimas esta alterada (STRIFFLER et al.,
1998; BITAR, 1984). Estudos relatam que 25% dos pacientes com porfirias tem
associacao clinica com diabetes, sugerindo, portanto, que € alta a prevaléncia de
diabetes na populagédo porfirica, e também que a porfiria pode fazer parte da
relacdo das chamadas complicacdes diabéticas tardias (CABALLERO et al.,
1995). Essas alteracbes, ocorrem como consequéncia de bloqueios especificos na
rota biossintética do heme, causadas pela inibicdo da primeira enzima desta rota
bioguimica, a enzimad-ALA-D (CABALLERO et al., 1995).

Outros estudos demonstram que algumas enzimas da rota biossintética do
heme, tais como a d-ALA-D, a porfobilinogénio desaminase, e a
uroporfobilinogénio descarboxilase, sdo inibidas in vitro por altas concentracdes de
glicose, tanto em preparados de eritrocitos , como em eritrécitos de pacientes
diabéticos (CABALLERO et al., 1995), e em animais com diabetes experimental
induzida por estreptozotocina (POLO et al., 1995). De acordo com estes
resultados recentes, conclui-se, que o indice de alteracdes na rota biossintética
do grupo prostético heme na populacio diabética é elevado (FERNANDEZ-
CUARTERO et al., 1999).

RATNAIKE et al.(1987), em seus relatos, sugeriram que o dano na

atividade da d-ALA-D de eritrocitos, em pacientes diabéticos, é paralelo ao
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.aumento da hemoglobina glicosilada, provavelmente como resultado da
glicosilagdo desta enzima.Também, foi concluido que ocorre uma reducdo na
atividade e/ou na concentracdo da enzima d-ALA-D eritrocitaria em pacientes
diabéticos, e que isto € dependente do aumento da concentracdo de glicose e/ou
de hemoglobina glicosilada (POLO et al., 1993). Semelhantemente, em
experimentos com ratos diabéticos, pesquisas demonstram que ha uma
correlacdo inversa entre o nivel de glicose sanguinea e a atividade da d-ALA-D,
tanto nos eritrocitos quanto no tecido hepatico (POLO et al., 1990; GARRO et al.,
1990; BITAR et al., 1984).

Em suas pesquisas Folmer et al. (2002) observaram que, no tecido renal,
hepatico e cerebral, houve uma correlacdo negativa entre a atividade da d-ALA-D
e a porcentagem de HbA, e da mesma forma entre a atividade da d-ALA-D e os
niveis de TBARS.

Autores concluiram também que a atividade da d-ALA-D eritrocitéaria,
inibida em pacientes diabéticos, pode ser um parametro usual na avaliacdo do

metabolismo alterado dos carboidratos (FERNANDEZ-CUARTERO et al., 1999).
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3.4.Hipotireoidismo

O hipotireodismo uma sindrome clinica que resulta da secre¢cdo ou acao
deficiente dos horménios tireoideanos para as necessidades metabdlicas normais
do organismo (BRAVERMAN & UTIGER, 1996).

A forma mais comum de hipotireoidismo € a primaria, também denominada
tireoideana (90 % dos casos), consequiente a uma alteracdo da glandula, a qual
provoca uma diminuicdo na producéo e secrecdo do hormodnio tireoideano, sendo
esta, acompanhada invariavelmente por secrecdo aumentada de tireotropina
(TSH) (MULDER, 1998).

O hipotireoidismo € uma condicdo enddcrina muito freqliente, apresenta
prevaléncia na populacdo geral de 0,5 a 1 % e, na populacdo acima de 65 anos,
de 2 a5 %. Atinge predominantemente as mulherescom 0,6 a 5,95 % contra
0,2 % do sexo masculino (HELFAND & CRAPO,1990). Os indices de prevaléncia
dependem do critério diagnéstico e da populacédo estudada e, como mencionado,
a incidéncia tende a aumentar com a idade, situando-se o0 pico entre a quarta e a
sexta décadas de vida. O hipotireoidismo congénito é diagnosticado em 1 em cada
4.000 recém-nascidos (HELFAND & CRAPO, 1990). A causa do hipotireoidismo é

variavel e depende de: fatores geograficos; fatores ambientais, como o iodo

alimentar e ingestdo de bocigenos na dieta; caracteristicas genéticas da
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.popula(;éo; idade de aparecimento, ou seja, se crianga ou adulto (LINDSAY &
TOFT, 1997).

A sintese hormonal tiredidea é iniciada pelo transporte ativo do substrato
iodeto pela membrana basolateral da célula folicular, por intermédio de um
importador de sodio e iodeto (Na*/l ou NIS) (De LA VIEJA et al.,2000). A pendrina,
cambiador aniénico recentemente identificado, pode facilitar o transporte do iodeto
através da membrana apical (EVERETT et al.,1999; KOPP , 2000). Na face
luminal desta ultima, a tireoperoxidase (TPO) oxida o iodeto e, subsequentemente,
introduz o iodo em residuos tirosil da tireoglobulina (Tg) intrafolicular (incorporacdo
de iodeto). As iodotirosinas (MIT e DIT) sdo conjugadas para formar T3 e T4,
reacdo também catalisada pela TPO (conjugacao).

As reacdes de incorporacdo e conjugacdo necessitam do agente oxidante
H.O,, gerada por um sistema dependente de flavoproteina. Recentemente, foram
identificadas 2 nicotinamida-fosfato (NADPH) oxidases (Thox 1 e Thox 2) as quais
participam do sistema gerador de peroxido de hidrogénio (DE DEKEN, et al.,
2000).

A Tg contendo T3 e T4 é internalizada na célula folicular por micro e
macropicnose e digerida nos lisossomos. Enquanto o T3 e T4 sdo secretados na

corrente sangiinea, o MIT e DIT sdo desalogenados e reciclados.
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Até o presente foram identificados varios defeitos genéticos que afetam a
biossintese hormonal tiredidea. Estas moléstias decorrem de mutacdes
inativadoras em genes codificadores de proteinas essenciais a sintese,
armazenamento, secre¢cdo ou utlizagdo dos horménios (MEDEIROS-NETO;

STANBURY,1994).

3.4.1.Tireoglobulina

A Tg é elemento chave na sintese hormonal e no armazenamento de iodo e
hormonios tiredideos. Concentracdo baixa ou limitrofe de Tg pode indicar defeito
guantitativo, enquanto pacientes com defeito qualitativo exibem niveis normais ou
elevados. Em outros casos, a alteracdo genética provoca retencao intracelular ou
modificagbes secundérias. Alguns individuos com Tg estruturalmente alterada
exibem conjugacdo prejudicada das iodotirosinas onde a maioria do iodo
incorporado encontra-se na forma de MIT e DIT. A situagdo metabdlica oscila
entre o eutireoidismo, hipotireoidismo subclinico e hipotireoidismo franco. O
primeiro relato de mutag¢éo associada a expressao anormal de Tg foi descrita por
LEIRI e cols. em 1991. Estudos de sequenciamento mostraram a perda do exon 4
do gene da Tg, que levava a sintese de uma glicoproteina anormal, isto €, sem um

segmento peptidico de 68 aminoéacidos.
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3.5. d-ALA-D e Hipotireoidismo

A funcdo dos hormonios tireoideanos € regular o metabolismo tissular. Além
disso, nas criancas, sao também necessarios para o desenvolvimento do sistema
nervoso central e para o crescimento e maturagdo 6ssea (BRENT & LARSEN,
1996).

A biossintese dos hormonios da tirdide depende do funcionamento normal
de uma série de proteinas que sdo necessarias tanto para a captacdo de iodeto
da membrana basolateral dos tiredcitos como sua incorporacdo a proteina
acetona, a tireoglobulina (Tg), o que ocorre na superficie apical da célula folicular.

O co-transportador sédio-iodeto (NIS) é responsavel pela tireoideana de iodeto, a
primeira etapa da biossintese hormonal tireoideana.

No pdlo apical dos tiredcitos, o iodeto é transportado através da membrana
celular pela pendrina (PDS) e subsequientemente incorporando a Tg, uma proteina
de alto peso molecular secretado no limen folicular. A oxidacdo do iodeto e sua
organificacdo parecem ocorrer principalmente na superficie apical da célula
folicular e estas reacdes sao catalisadas pela tireoperoxidase (TPO), na presenca
de peréxido de hidrogénio.

Assim, a organificacdo do iodo depende da TP O a qual € modulada pelas

concentra¢des dos substratos tireoglobulina, iodeto e perdxido de hidrogénio.
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A enzima responsavel pela geragcéo de perdxido de hidrogénio associada a
hormonogénese tireoideana é a NADPH oxidase (Th Ox) que, se encontra no polo
apical dos tiredcitos, ela € estimulada pela tireotrofina (TSH) e inibida pelo iodo.
Aparentemente a geracdo de perdxido de hidrogénio é o passo limitante da
biossintese dos horménios tireocideanos em concentracdes suficientes de iodo.

O mecanismo de acdo dos hormoénios tireoideanos ¢é feito através da
ligacdo aos receptores nucleares de T3 presente na maioria das células, que
influenciam de maneira positiva ou negativa a transcricdo génica, quando o
promotor de um determinado gene tem a capacidade de interagir com o complexo
T3 (TOFT, 1994). Um exemplo seria a célula cardiaca, que apresenta diversos
genes condicionados por T; (receptores colinérgicos, Na/K ATPase, enzimas da
miosina, adenilciclase, enzimas do reticulo sarcoplasmatico, hormdnio natriurético
atrial) (TOFT, 1994). Portanto, a consequéncia do hipotireoidismo na funcéo
cardiaca expressa-se pelos efeitos que a deficiéncia de T; causara na inibicdo ou
na expressao dessas proteinas.

Com relagdo ao sistema hematopoiético, os pacientes sao habitualmente
anémicos, em razdo da reducao fisiolégica da sintese de hemoglobina, causada
pela diminuicdo do consumo de oxigénio e Varios outros mecanismos envolvidos

(WERNER & INGBAR, 2000).
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Observacdo: até esse momento, ndo ha na literatura referéncias

bibliograficas sobre hipotireoidismo e d-ALA-D.

3.6. d-ALA-D e Metais

Devido a sua natureza ti6lica, a enzima d-ALA-D pode ser inibida por uma
variedade de metais pesados e ndo metais que possuam a propriedade quimica
de oxidar grupamentos —SH.

A presenca de ions metalicos em excesso aceleram a degradacdo de
heme e prejudicam as funcdes oxidativas das células, principalmente aquelas
dependentes de citocromo P450, o que determina um impacto bioldégico em
relacdo as substancias que sao detoxificadas ou transformadas metabolicamente
pelo mesmo (MAINES & KAPPAS, 1977).

A acdo inibitoria de metais sobre a enzima tem sido objeto de numerosos
estudos.

O estudo desta enzima intensificou-se ao se constatar que a diminuigéo da
sua atividade, em sangue humano, poderia ser significativamente correlacionada
com a concentracdo sanglinea de chumbo e, desta forma, auxiliar no diagnéstico
da intoxicacdo aguda e cronica por esse metal (BONSIGNORE et al.,1966;

NAKAO et al.,1968; HERNBERG et al,1970; MEREDITH et al.,1979). GRANICK
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.(1973), para a avaliacdo do nivel de inibicdo enzimatica por chumbo, utilizou o
guociente entre a atividade da enzima reativada por ditiotreitol (DTT) e a atividade
nao reativada. O inverso desse quociente também foi utilizado por SAKAI et al.,
(1980). Em ambos os casos, foram encontrados indices de correlacdo ainda
superiores ao observado entre a concentracdo sanguinea de chumbo e a atividade
enzimatica como tal. O zinco (Zn**) que apesar de ser, normalmente ativador da
enzima em baixas concentracfes (ABDULLA & HAEGER-ARONSEN,1971), inibe-
a em concentracbes elevadas (na ordem de 10° M) (FINELLI et al., 1974;
ANDERSON & DESNICK, 1979; SOMMER & BEYERSMANN, 1984). O cadmio
(Cd?") in vitro, em baixas concentracées, exerce um efeito ativador da d-ALA-D de
sangue humano e, em concentracbes elevadas um efeito inibidor (BELLINASO,
1985). Um comportamento semelhante foi demonstrado para a enzima de figado
bovino (WILSON et al., 1972). No entanto, o efeito de Cd®* in vivo sobre a d-ALA-D
parece néo ser relevante. LAUWERYS et al., (1973) observaram uma correlagéo
nao significativa entre a concentragdo sangiinea de cadmio e o logaritmo da
atividade dad-ALA-D , em trabalhadores exposto, ocupacionalmente, ao cadmio.

Foi descrito por alguns pesquisadores que o cobre in vitro inibe a atividade
da enzima d-aminolevulinato desidratase (NELSON et al.,1981).

O Hg?, outro fon que apresenta elevada afinidade por grupos sulfidrilas,

também é um inibidor da d-ALA-D. WADDA et al., (1969) demonstraram que havia
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.uma diminuicdo da atividade da d-ALA-D em trabalhadores expostos ao mercurio
que excretavam mais de 200 ng Hg?/g de creatinina na urina. Contudo
MITCHELL et al. (1977), demonstraram que o Hg?*, quando presente em baixas
concentracdes in vitro, aumenta a atividade da d-ALA-D de sangue humano,
inibindo-a em altas concentracdes. Segundo 0s autores, esta é a primeira

evidéncia de um efeito ativador do Hg?* sobre a d-ALA-D.
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.4.1. ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the influence of type 2 diabetes
mellitus and primary hypothyroidism on the activity of the delta-aminolevulinate
dehydratase d-ALA-D) enzyme in human blood. This enzyme is important for all
aerobic organisms as it takes part in the route of tetrapirrolic molecules as prostetic
groups. d-ALA-D enzyme activity in the blood was determined in normal (healthy)
people (n=29), compensated (n=11) and noncompensated diabetic patients
(n=23), and in patients with compensated (n=19) and non-compensated primary
hypothyroidism (n=10). The in vitro effect of medicines (metformin, chlorpropamide,
glibenclamide, glimeperide and thyroxine) used by patients was evaluated and no
alteration was found on d-ALA-D activity. The amount of metal (lead, copper and
zinc) present in the blood of the patients was also measured. There was no
difference among the groups studied. A significant aspect of this study shows that
d-ALA-D activity was decreased (p< 0.001) in situations associated to
hyperglycemia maintained for long periods (HbAs: high). Another finding of this
study suggests that states of hypofunction of the thyroid gland, when non-
compensated, increase the activity of d-ALA-D (P< 0.001). This result points out

that there is a correlation among diabetes, hypothyroidism and d-ALA-D activity.

Key words: d-aminolevulinate dehydratase, diabetes mellitus, hypothyroidism.
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4.2. INTRODUCTION

The d-ALA-D enzyme is essential for all aerobic organisms and takes part in
the route of formation of tetrapirrolic molecules fieme and chlorophyll). The main
importance of these compounds is their function as prostetic groups of proteins,
such as hemoglobin, myoglobin, cytrochromes, catalases and peroxidases (1).
This enzyme is sensitive to oxidant agents in vitro and also can be decreased in
situations associated with oxidative stress, including diabetes (1).

Diabetes mellitus is a metabolic disturbance with multiple etiologies
characterized by the presence of chronic hyperglycemia, which causes alterations
in the metabolism of carbohydrates, fats and proteins. The main fact that
determines the presence of abnormal glucose levels results either from the
deficient or inappropriate action of insulin (2).

Advanced glycation end products (AGE’s) are commonly generated in
diabetic patients. The origin of these products depends on the long-term
exposition to hyperglycemia (3) and associated with the production of free radicals
(4). The glycation of proteins can cause changes in physiologically abundant
proteins, such as collagen, which can be related to micro and macro-circulation
problems found in diabetes. Furthermore, enzymes sensitive to pro-oxidant states,

such as d-ALA-D, are also inhibited in human and experimental diabetes (5-6).
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.Therefore, the study of d-ALA-D activity in dabetic patients may be an additional
parameter useful to evaluate whether the metabolic control of patients is suitable.

Hypothyroidism is a clinical syndrome that results from the insufficient
production or action of thyroid hormones, leading to a total decrease of metabolic
processes (7). Thyroid hormone biosynthesis depends on the normal functioning of
a series of proteins such as thyroglobulin and thyroperoxidase, which is necessary
for the uptake of iodine into thyrocytes (8-9). Although limited data are still
available, there are points of evidence in the literature indicating that
hypothyroidism is associated with oxidative stress. Thus, we have hypothesized
that d-ALA-D, which is sensitive to pro-oxidant states, could be altered by
uncontrolled hypothyroidism.

The main objective of this study was to detect possible alterations on d-ALA-
D activity in diabetes mellitus and primary hypothyroidism with particular emphasis

on the compensated and non-compensated states of these pathologies.

4.3. MATERIALS AND METHODS
4.3.1. Sample

Samples were obtained from patients of both genders, with ages varying
from 13 to 90 years. They were recruited from the Astrogildo de Azevedo Caridade

Hospital in Santa Maria or from the out-patient treatment center.
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This study was approved by the Ethical Committee of the Universidade
Federal de Santa Maria (resolution 196/96). All the patients gave written informed
consent to participate in this study. d-ALA-D activity was analyzed in 92 patients,
29 control patients (healthy, without disease or medications), 11 compensated
diabetic patients, 23 non-compensated diabetic patients, 19 compensated
hypothyroidism and 10 non-compensated hypothyroidism. All patients possess
registered data (disease, glucose level, hematocrit, hemoglobin, glycated
hemoglobin Ac, leucocytes number, medicines, age, weight, time of the disease
and gender).

For classification of diabetes patients

A patient was considered diabetic when he/she had 2 fasting glycemia tests
equal or greater than 126 mg/dL or when his/her oral tolerance test (75 g of
glucose) was equal or superior to 200 mg/dL (measured 2 hours after ingestion).

Compensated diabetics were those who had glycated hemoglobin Ajc
smaller or equal to 7% and non- compensated diabetics were those who had
glycated hemoglobin A;¢ higher than 7%.

For classification of hypothyroidism patients
TSH (thyroid stimulating hormone) was used as the biochemical criterion.

Further, patients with TSH equal or superior to 6 mMU/mL were classified as non-
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compensated (hypothyroidism), whereas the patients with TSH inferior to 6 mu/mL

were considered compensated.

4.3.2. d-ALA-D determination

Blood d-ALA-D activity was determined as described by Berlin and Schaller
method, 1974 (10).

In order to determine whether d-ALA-D activity alterations caused by

diseases could be related to enzyme oxidation, a set of tubes was assayed using a
similar incubation medium, except that 2 mmol/L of dithiothreitol (DTT) was added

to obtain the reactivation index.

4.3.3. Glycated hemoglobin A;c and glucose
HA1c was measured by low pressure chromatography using DiaSTAT (BIO-

RAD equipment) (11) and glucose was determined as described by Trinder (12).

4.3.4. TSH hormone

The determination of the thyroid stimulanting hormone (TSH) was carried
out through a third generation method in a Immunometric assay in
chemiluminescent solid phase by IMMULITE 2000 equipment, which is the most

appropriate test for this hormone determination (13).
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.4.3.5. Metal dosages

The concentration of metals was determined by spectrophotometer method
of atomic absorption with generation of cold vapor (CVAAS) using a spectrometer
of atomic absorption Perkin Elmer (mod.3030), with a generator of cold vapor

Perkin Elmer (mod. MHS 10).

4.3.6. Statistics

Data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) (SPSS for
Windows 8.0, SPSS 1998, Chicago, IL). When the one-way ANOVA was
significant, differences between groups were determined using Duncan’s Multiple
Range test (SPSS for Windows 8.0, SPSS 1998, Chicago, IL). Differences
between groups were considered to be significant when P<0.05. Linear correlation

between variables was also carried out.

4.4, RESULTS

Demographic data, gender, glycemia, hemoglobin Aic, hematocrit and TSH
are represented on table 1. The age of the patients varied from 13 to 90 years
(P<0.001). Glycemia was higher in the non-compensated diabetics when
compared to the other groups studied (P<0.001). Although the controlled diabetic

patients had lower glycemic levels than uncontrolled diabetic patients, their
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.glycemia was higher than the controls. Similarly, HbAlc was higher in uncontrolled
diabetic patients, than in controlled patients, whereas controlled diabetic patients
showed higher levels of HbAlc when compared to control subjects. The glycated
hemoglobin was higher in non-compensated diabetics when compared to the
control group (108.4%, P< 0.0001).

The TSH analysis was expressively high in the group of patients with non-
compensated hypothyroidism when compared to the other groups ( 3,360.66 %,
P<0.001). More details about these data see table 1.

d-ALA-D activity in non-compensated diabetic patients was decreased about
50 % when compared to that of the control and compensated diabetic subjects
(Figure 1). Similar results were obtained when d-ALA-D activity was determined in
the presence of DTT (Figure 2).

d-ALA-D activity in non-compensated hypothyroidism was increased when
compared to the control group (79.31%), compensated hypothyroidism (79.31%),
non-compensated diabetic (255.89%) and compensated diabetic group (93.38%)
(Figure 1).

Analyzing only the groups of compensated and non-compensated diabetic
patients (n=34) there was a statistically significant correlation between the diabetic
state (controlled group was scored as 1 and non-controlled as 2) and blood

glucose (r=0.753, P<0.001), glycated hemoglobin Axc (r=0.812, P<0.001), and
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.d—ALA—D activity (r= -0.733, P<1.0001). The glycated hemoglobin levels were
correlated with glucose levels (r=0.819, P<0.0001); body weight (r=0.419,
P=0.014), and d-ALA-D activity (r= -0.718, P<0.0001). Glucose levels were
correlated with body weight (r=0,375, P=0.029), and d-ALA-D activity (r=-0,596,
P<0.0001). TSH level was correlated with d-ALA-D activity (r=0,769, P<0.001).

There was no effect on d-ALA-D activity in vitro in the presence of different
concentrations of medicines used by the patients (Data not shown). Also, levels of

lead, copper and zinc were not different among the groups (data not shown).

4.5. DISCUSSION

In this study we found that d-ALA-D activity was decreased in patients with
noncompensated diabetes mellitus. Our data are in accordance with Fernandez
Cuartero et al. 1999 (5). The authors above mentioned showed that
d-ALA-D activity in the erytrocytes of insulin dependent diabetic and non insulin-
dependent diabetic patients was decreased when compared with the control group.
Fernandez-Cuartero et al. (5), found that in diabetic insulin-dependent patients the
reduction of enzyme activity was related to the concentration of glycated
hemoglobin; in non insulindependent diabetics, the reduction of d-ALA-D activity
was related to glicemic levels. However, to the best of our knowledge, our study

compares d-ALA-D activity between non-controlled and controlled diabetics for the
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first time. Thus, we were able to show that control of the diabetic state can modify
the activity of d-ALA-D. Since d-ALA-D is sensitive to pro-oxidant states, this
indicates that controlled diabetic patients are exposed to a lower level of oxidative
stress than uncontrolled diabetics patients.

Djordjevic (1985) (14) showed that d-ALA-D activity in the blood of normal
patients exposed in vitro to glucose was decreased, whereas the insulin addition
did not alter the enzymatic activity. In this same study, the decrease in d-ALA-D
activity was correlated with the levels of glucose in the blood of diabetic patients.
Similarly d-ALA-D activity was impaired after the addition of high levels of glucose
in vitro (15) and also in the erythrocytes of the diabetic patients (16). In our study,
we showed a correlation among the elevation of glucose levels, glycated
hemoglobin A;c and the decrease in enzymatic activity in non-compensated
diabetic patients.

Non-enzymatic glycation of lemoglobin is a slow process and it seems to
reflect the degree of glycation of other proteins, which are often exposed to current
glucose (17). Thus, the inhibition of d-ALA-D in noncompensated diabetes
mellitus is supposed to be a consequence of the glycation in the lysine residue
from the active site of d-ALA-D, which is involved in the formation of the Schiff
basis with the first molecule of ALA. In addition, oxidation of essential cysteine from

the enzyme, can contribute to the inhibitory effect of hyperglycemia (18).
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The results of the present investigation are in accordance with data from
animal models of diabetes (3,5,19,20) where a significant inhibition of d-ALA-D is
invariably described.

Our research also studied the d-ALA-D activity in patients with primary
hypothyroidism. A thyroperoxidase is a glycated hemeprotein, which has an
important role in the synthesis of thyroid hormones (21-24). When precursors of
heme biosynthesis were added, such as holotransferrin or aminolevulinic acid,
thyroperoxidase activity saw an increase of 20% (23). Hence, aminolevulinic acid
is a positive modulator of thyroperoxidase activity. Hypothyroidism is an altered
metabolic state where the production of thyroperoxidase hormones are decreased
and consequently, thyroperoxidase is as well. In hypothyroidism there is more
aminolevulinic acid available and this could explain the elevation of d-ALA-D

activity observed in hypothyroidism.

4.6. CONCLUSION

We can conclude that the activity of d-ALA-D is increased in the group of
noncompensated hipothyroidism and non-compensated and decreased in the
noncompensated diabetes, and may be it could be related to the complications

observed in such pathologies. There was no effect on d-ALA-D activity in vitro in

the presence d different concentrations of medicines used by the patients (Data
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not shown). Also, levels of lead, copper and zinc were not different among the

groups (Data not shown).
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Table 1. Characteristic of the five groups: Age (years), Sex (M:F),Glycemia, Glycated
Hemoglo bin Aic; Hematocrit, Thyroid Stimulanting Hormone (TSH).

DM DM Hypothyroidi Hypothyroidi
sm ONE-
Controls compensa non- sm
non- WAY
ted compensated compensated
compensated
Characteristic n=29 n=11 n=23 n=19 N=10 P
+ +
Age, years 27{;2‘17' STAXITA 56 44116° 53.0+14.8P° 402417520 <0.001
Sex M:F 7:22 6:5 7:16 2:17 1:9 0.066
queemamgl 90095 1256223 5836+653° 925+11.0%° 859:143°  <0.001
HbA;c, % 47+0.72% 6.1+0.8° 99+15° 5.2+0.7 2P 4.8+0.42 <0.001
;)ematocr't’ 371423 37.143.7 359453 36.4%2.0 37.8+2.0 0.578
TSH, mMU/mL  19+092 2.1+1.1% 22+1.1°% 26+1.52 66.0£55.6°  <0.001

DM: diabetes mellitus; Hb glic: glycated hemoglobin A;¢c; TSH: Thyroid stimulant hormone.
Non-coinciding index letters represent statistically significant differences.
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Table 2. Correlation between diabetes, glucose, Hb glycated,d- ALA-D and

body weight.
Glucose HbAj;c d-ALA-D d-ALA- Body weight
D+DTT
Diabetes r=0.753 r=0.812 r=-0.733 r=-0.570 r=0.236
Mellitus (n=34) P<0.000 P<0.000 P<0.000 P<0.0001 P=0.179
1 1 1
HbA1c r=0.819 r=1.000 r=-0.718 r=-0.626 r=0.419
P<0.000 P ---- P<0.000 P<0.0001 P=0.014
1 1
Glucose r=1.000 r=0.819 r=-0.596 r=-0.476 r=0.375
P ---- P<0.000 P<0.000 P=0.004 P=0.029
1 1
d-ALA-D r=-0.596 r=-0.718 r=1.000 r=0.929 r=-0.196
P<0.001 P<0.000 P ---- P<0.0001 P=0.267
1
Age,Years r=-0.119 r=-0.161 r=0.253 r=0.287 r=-0.545
P=0.502 P=0.361 P=0.148 P=0.100 P=0.001
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Table 3. Correlation between hypothyroidism, TSH, hematocrit, body
weight, and d-ALA-D activity.

Thyroid d-ALA-D d-ALA-D
Stimulating With DTT
Hormone

Hypothyroidism  r=0.612 r=0.554 r=0.522

Plus Control (n= P<0.0001 P<0.000 P<0.0001

58) 1

TSH R=1.000 r=0.769 r=0.744
P ---- P<0.000 P<0.0001

1

Hematocrit r=0.236 r=0.324 r=0.304
P=0.074 P=0.013 P=0.020

Weight r=-0.082 r=-0.213 r=-0.197
P=0.539 P=0.107 P=0.137

d-ALA-D r= 0.769 r=1.000 r=0.955
P<0.0001 P ---- P<0.0001
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. d- ALA-D activity human blood obtained from compensated
Diabetes mellitus (CDM, n=11), noncompensated Diabetes mellitus (NCDM
n=23), compensated hypothyroidism (CH, n=19), non-compensated
hypothyroidism (NCH, n=10) and control (n=29). Activity is expressed as nmmol
PBG/h/mg of protein. Results represent the meant standard deviation of each

group. * Different from the others to p < 0.05.

Figure 2. d-ALA-D activity with reactivation (DTT) from human blood
obtained from compensated Diabetes mellitus (CDM, n=11), non-compensated
Diabetes mellitus (NCDN, n=23), compensated hypothyroidism (CH, n=19), non-
compensated hypothyroidism (NCH, n=10) and control (n=29). Details are
described in material and methods. Activity is expressed as mmol PBG/h/mg of
protein. Results represent the meant standard deviation of each group. * Different

from the others to p < 0.05.
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5. Discusséao

As alteracBes na atividade da d-ALA-D foram enfocadas nesse trabalho,
numa tentativa de melhor compreender 0s mecanismos bioquimicos das
alteracbes do  diabetes melltus e do hipotireoidismo  primario.
Pesquisadores concluiram que ocorre uma reducdo na atividade e/ou na
concentracdo da enzima d-ALA-D eritrocitaria em pacientes diabéticos, e que isto
€ dependente do aumento da concentracdo de glicose e/ou de hemoglobina
glicosilada (POLO et al., 1993).

Nesse trabalho, verificou-se que a atividade da d-ALA-D apresenta-se
diminuida nos pacientes com diabetes mellitus descompensados. Estes dados
estdo de acordo com aqueles de Fernandez-Cuartero et al. (1999). Os referidos
autores demonstraram que a atividade da d-ALA-D de eritrocitos de pacientes
diabéticos insulino-dependentes e de pacientes diabéticos ndo insulino-
dependentes encontrava-se diminuida quando comparada com o grupo controle .
Nos diabéticos insulino dependentes a reducdo da atividade da enzima esteve
relacionada diretamente com a concentracdo da hemoglobina glicosilada, ja nos
diabéticos ndo insulino-dependentes a reducdo da atividade da d-ALA-D foi
relacionada aos niveis glicémicos. Também nesse mesmo estudo os autores

verificaram a atividade da d-ALA-D de ratos com diabetes induzido por
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.estreptozotocina, gue mostrouse diminuida nos eritrécitos e tecido hepatico |,
guando comparados ao grupo controle.

Semelhantemente, experimentos com ratos diabéticos demonstraram que
ha uma correlacdo inversa entre o nivel de glicose sanguinea e a atividade da d-
ALA-D, tanto de eritrocitos quanto de tecido hepético (POLO et al., 1990; GARRO
etal., 1990; BITAR et al., 1984).

Djordjevic (1985) demonstrou, ao estudar a atividade da d-ALA-D de
sangue de pacientes normais, que apéds adicdo de glicose, houve diminuicao
consideravel da atividade da enzima, porém a adicdo de insulina ndo alterou a
atividade enzimatica. Nesse mesmo estudo foi correlacionada o decréscimo na
atividade da d-ALA-D com os niveis de glicose no sangue.

RATNAIKE et al. (1987), sugeriram que a diminuicdo na atividade da d-ALA-
D de eritrdcitos, de pacientes diabéticos, € paralelo ao aumento da hemoglobina
glicosilada, provavelmente como resultado da glicosilacdo destas enzimas. No
presente trabalho, demonstrou-se que tanto niveis glicémicos como hemoglobina
glicosilada A;c elevados ocorrem em paralelo a diminuicdo da atividade enzimatica
nos pacientes com diabetes mellitus tipo 2. A porcentagem da hemoglobina
glicosilada Asc, um indice classico de controle glicémico a longo prazo apresentou-
se elevada no grupo dos pacientes diabéticos descompensados. A glicosilacdo

nao enzimatica da hemoglobina é um processo lento e parece refletir o grau de
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.glicosilagéo de outras proteinas que sao expostas constantemente a glicose
circulante (PALMER & JAIN, 1997). De acordo com isso tenta-se explicar porque a
d-ALA-D é inibida no diabetes mellitus. Acredita-se que ocorre a glicolisacdo do
sitio ativo da lisina, envolvida na formacdo da base de Schiff com a primeira
molécula ALA ou oxidagdo de residuos essenciais de cisteina reduzida da enzima,
contribuindo para a formacédo da cadeia lateral P da molécula de porfobilinogénio
( JAFFE, 2000).

Autores demonstraram que 0s niveis de glicose plasmética e de
triglicerideos estdo significativamente mais altos em ratos alimentados com dieta
contendo 70 % de glicose livre (HG) do que em ratos alimentados com dieta com
altos teores de amido (HS). Os mesmos autores demonstraram que 0s ratos
alimentados com HG eram também mais pesados do que 0s ratos controle
(FOLMER et al.,2003). Esses dados estdao de acordo com esse trabalho que
demonstrou que 0s paciente que apresentam peso mais elevado tem glicemias
mais elevadas.

FOLMER et al. (2002) também demonstraram que os ratos alimentados
com dieta HG apresentavam atividade da d-ALA-D hepatica diminuida em relacédo
aos alimentados com dieta HS. Os resultados desse estudo suportam a hipétese
gue o consumo de uma dieta com altos teores de glicose livre pode promover o

desenvolvimento do estresse oxidativo o qual experimentalmente foi atribuido a
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.hiperglicemia. Nesse aspecto, também, esse trabalho estd de acordo com os
autores citados, ja que nos dados apresentados, a hiperglicemia apareceu como
um importante fator de reducédo da atividade da d-ALA-D.

Autores concluiram também que a atividade da d-ALA-D eritrocitaria inibida
em pacientes diabéticos, pode ser um parametro usual na avaliacdo do
metabolismo alterado dos carboidratos (FERNANDEZ-CUARTERO et al., 1999).

Avaliou-se também a atividade da d-ALA-D nos pacientes com
hipotireoidismo primario. A tireoperoxidase € uma hemoproteina glicosilada que
tem um importante papel na sintese dos hormdnios da tiredide. Foi observado que
guando adicionava-se succinil acetona (um inibidor da biossintese dos horménios
tireoideanos) a atividade da tireoperoxidase tinha uma diminuicdo de até 80%
(FAYADAT et al., 1999). Porém, quando foram adicionados precursores da
biossintese da heme, como a holotransferrina ou acido aminolevulinico a atividade
da tireoperoxidase teve um aumento de 20 %. J&, quando foi adicionado
holotransferina mais acido aminolevulinico a atividade foi 120% superior ao grupo
controle (DePILLIS et al., 1997). Como podemos notar, o acido aminolevulinico é
um modulador positivo da atividade da tireoperoxidase. O hipotireodismo € um
estado metabdlico alterado onde a producdo de hormoénios tireoideanos é
diminuida e conseguentemente a atividade da tireoperoxidase também. Sendo

assim, no hipotireiodismo haverd mais acido aminolevulinico disponivel, o que
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talvez explique nossos resultados. Nesse trabalho foi demonstrado que no
hipotireoidismo descompensado ha um aumento estatisticamente significativo da

atividade dad-ALA-D.

6. Conclusoes
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Com base nos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:
A- A atividade da enzima d-ALA-D apresenta-se diminuida nos pacientes com
diabetes mellitus descompensados. Nos pacientes com diabetes mellitus
compensado a atividade da d-ALA-D nédo apresentou-se alterada.
B- Nos pacientes com hipotireoidismo descompensado a atividade da enzima
delta-aminolevulinato  desidratase encontrava-se aumentada. No grupo dos
pacientes com hipotireoidismo compensado ndo ocorreu alteracdo da atividade

enzimatica.

C- Os medicamentos utilizados pelos pacientes diabéticos e pelos pacientes com
hipotireoidismo néo alteraram a atividade in vitro da d-ALA-D.

D- Por fim, a quantidade dos metais chumbo, zinco e cobre néo foi diferente, do
ponto de vista estatistico, nas amostras de sangue dos diferentes grupos

analisados.
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ANEXO 1

PERMISSAO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1.Titulo: Analise da atividade da enzima delta-aminolevulinato desidratase
(d-ALA-D) no diabetes mellitus e no hipotireoidismo

2.0bjetivos:

- Avaliar a atividade da enzima delta-aminolevulinato desidratase {@-ALA-D) em
pacientes com diabetes mellitus tipo 2 compensados e descompensados.

- Avaliar a atividade da enzima delta-aminolevulinato desidratase @-ALA-D) em
pacientes com hipotireoidismo primario compensados e descompensados.

- Avaliar a atividade da enzima delta-aminolevulinato desidratase (d-ALA-D) in vitro
na presenca dos medicamentos utilizados pelos pacientes diabéticos e

hipotireodeos.
-Mensurar, nas amostras de sangue, de todos grupos a quantidade dos metais:

chumbo,zinco e cobre.
3. Registro

O estudo sera desenvolvido no Laboratério de Enzimologia Toxicoldgica,

do departamento de quimica, da Universidade Federal de Santa Maria. O presente
estudo envolvera pacientes diabéticos tipo Il e pacientes com hipotireoidismo

primario, atendidos ambulatorialmente ou hospitalizados no HC de Santa Maria.
Esse estudo com voluntarios humanos obteve a aprovagdo junto a
Comissao de Etica do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de

Santa Maria, com protocolo n°® 9.569.
4. Procedimentos

Os pacientes serdo submetidos a uma puncdo venosa. O material
biolégico, sangue total, sera destinado para andlise de atividade da d-ALA-D. As
amostras serdo processadas no Laboratério de Enzimologia toxicoldgica,
Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Maria, RS.
5. Estocagem de amostras do sangue

As amostras ap0s serem analisadas ndo serdo estocadas, e sim
descartadas, seguindo as normas técnicas da instituicao.

6. Riscos Individuais
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Os pacientes que voluntariamente se submeterem as punc¢des venosas,
poderdo em casos de coleta mal realizada, desenvolver flebite, flebotrombose,
hematoma local e petéquias.

7. Participacdo voluntaria
A participacdo nesse estudo é livre e voluntaria, ndo havera nenhuma forma
de compensacao financeira e também ndo havera custos para o participante. A

recusa nao acarretara nenhum prejuizo ou comprometimento dos cuidados
meédicos do paciente.

8. Confidencialidade
A identidade do paciente que participar desse estudo permanecera sempre
em sigilo. Os registros dos dados no prontuario também serdo confidenciais.
9. Identificagcdo do paciente
Nome:

Identidade:

Assinatura:
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ANEXQO 2

Instructions to Authors for Endocrinology

Purpose and Scope

Endocrinology  primarily  publishes original subcellular  biochemical and
physiological studies. The Endocrine Society also publishes the following journals:
Endocrine Reviews publishes scholarly review articles in all areas of experimental
and clinical endocrinology on a bimonthly basis. The Journal of Clinical
Endocrinology & Metabolism publishes endocrine and metabolic studies related to
human and primate physiology and disease. Molecular Endocrinology published
papers that use a molecular approach to study the regulatory mechanisms of
hormones and related substances in nonprimate and primate cells.

Endocrinology is published by The Endocrine Society and functions under the
auspices of the Publications Committee. The daily functions of the journal are
managed by an appointed Editor-In-Chief, Editors, and Editorial Board Members.
The policy of the journal is to administer the peer review and publication process of
submitted manuscripts that encompass studies directed at understanding various
aspects of endocrinology. The mission of Endocrinology is to increase and broaden
the scientific knowledge base of its readers by publishing papers that provide
significant and novel information at the molecular, cellular, tissue and organismal
level of hormone function in the field of endocrinology.

General Information

Original investigative reports may be submitted to Endocrinology as a regular
manuscript or as a Brief Communication. The former may be of any length and the
latter is limited to four (4) journal publication pages. Brief Communications are
short reports that must contain new observations of unusual interest, importance,
or immediate benefit to the endocrine community. They should not be preliminary
reports or incomplete studies. Authors should indicate in their cover letter that the
paper is being submitted as a Brief Communication. Papers whose main emphasis
is  methodological must be submitted as Brief Communications. Brief
communications are organized as indicated below for regular manuscripts except
that should not contain more than 30 references. In addition, Brief Communications
can no longer be submitted in camera-ready copy and can only be submited
electronically on the Endocrinology E-review site (http://endo.endojournals.org/).
Manuscripts not written in idiomatic English or not conforming to the specifications
set forth here will not be reviewed, but returned to the author for necessary
revision. Manuscripts submitted to Endocrinology are evaluated by confidential
peer review. Authors are given three (3) months to revise a manuscript that is not
rejected. Editorial policy allows only one revision of a manuscript. A manuscript
returned to the Editorial Office after three (3) months will be treated as a new
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submission. Authors must present a written request (via email or regular mail) to
the Editor-in-Chief for possible extension of any due date associated with a
manuscript returned for revision. A rejected manuscript that is re-submitted will be
treated and dated as a new manuscript. Manuscripts will not be returned after
review.

Manuscript Submission

Electronic Submission

Endocrinology only uses electronic manuscript submission. See the link to E-
Review on the Endocrinology web page (http://endo.endojournals.org/).If you have
never had a manuscript reviewed through EReview, click "New to Rapid Review"
on the EReview page to create an author account. If you already have an author
account from a previous submission, enter your user name and password to
submit a new or revised manuscript. Do not create a new author account if you
forget your password. E-mail the editorial office for assistance.

Note that your author account will be the same for Endocrinology, Molecular
Endocrinology, and The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism.

Note to Authors

Beginning January 1, 2004, Endocrinology will only accept electronic submissions.
There will be no submission fee for electronic submissions.

Authors who are unable to submit electronically are encouraged to first create a

manuscript record in E-Review. Authors must complete the online submission
form. When you have completed the manuscript submission form, click "Submit
Manuscript by Mail" and contact the editorial office indicating why the elecronic files

are being mailed. Please note that submission by regular mail will result in a
significant delay in the review process.

Send manuscripts by mail to:
Jeffrey E. Pessin, Ph.D., Editor-in-Chief
Endocrinology Editorial Office

8401 Connecticut Avenue, Suite 900

Chevy Chase, MD 20815-5817 USA
Phone: 301-951-2615; Fax: 301-951-2617
Email: endocrinology@endo-society.org

All submissions MUST INCLUDE:

Cover letter stating the authors’ wish that the manuscript be evaluated for
publication in Endocrinology. This letter must list the title and all authors of the
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paper. Elsewhere on the submission form authors can include up to 5 suggested
reviewers and 3 reviewers to exlude.

Completed Copyright Assignment & Affirmation of Originality form. This form
should be faxed to the editorial office at 301-951-2617 and should include the
manuscript number in the top right corner.

At least three (3) key terms.

Authors are encouraged to submit a PDF for the initial submission. See the
instructions on the Endocrinology homepage. If you do submit original files, E
Review will create a PDF of your files, but it may take some time depending on the
size of the files.

IF MAILED AUTHORS MUST INCLUDE

Printout of the submission numbers from E-Review.

Disks or CD of text and figures prepared according to Digital Art guidelines.
Manuscript Preparation

General Format

The manuscript should be typed, with all text double-spaced (including references,
tables and legends). Use wide (1" or larger) margins, and print on one side only of
standard paper. Number all pages. The following sections must begin on separate
pa?es: title page, references, footnotes, tables, legends.

Title

The title page should include the following:

Full title (a concise statement of the article’s major contents)

Abbreviated title of not more than 40 characters for page headings

Authors' names and institutions

Corresponding author's address, telephone and fax numbers, and email address
Name and address of person to whom reprint requests should be addressed

At least three key words to support indexing and information retrieval

Any grants or fellowships supporting the writing of the paper

Abstract

Do not exceed 250 words

Briefly describe in complete sentences the purpose of the investigation, the
methods used, the results obtained, and the principal conclusions

Do not refer to the text or references

Write the abstract with a general audience in mind

Introduction

The article should begin with a brief introductory statement that places the work to
follow in historical perspective and explains its intent and significance.
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Experimental Subjects

It is assumed that all clinical investigation described in the paper was conducted in
accordance with the guidelines in The Declaration of Helsinki and has been
formally approved by the appropriate institutional review committees, or equivalent.
All manuscripts should indicate that such approval was obtained. The study
populations should be described in detail. In many studies details of age, race, and
sex are important. In experiments involving human subjects, it should be
documented that informed consent was obtained from the subjects and that an
institutional human research committee had approved the investigations.

In text, tables, and figures subjects must be identified by number or letter rather
than by initials or names.

Photographs of patients’ faces should be included only if scientifically relevant.
Authors must obtain written consent from the patient for use of such photographs.
For further details, see the Ethical Guidelines.

Experimental Animals

A statement confirming that all animal experimentation described in the submitted
manuscript was conducted in accord with accepted standards of humane animal
care, as outlined in the Ethical Guidelines, should be included in the manuscript.
Materials and Methods

These should be described and referenced in sufficient detail for other
investigators to repeat the work. The source of hormones, unusual chemicals and
reagents, and special pieces of apparatus should be stated. For modified methods
only the modifications need be described.

Results and Discussion

The Results section should briefly present the experimental data in text, tables, or
figures (for details on the preparation of tables and figures, see below). The
Discussion should focus on the interpretation and significance of the findings with
concise objective comments that describe their relation to other work in that area.
Results & Discussion may be presented separately or combined into a single
section.

Acknowledgments (not required for submission)
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References

References to the literature should be cited in numerical order (in parentheses) in
the text and listed in the same numerical order at the end of the manuscript on a
separate sheet or sheets. There must be only one reference to a number.
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The number of references cited should be kept to a reasonable minimum; to this
end, appropriate recent reviews should be cited whenever possible.

Examples of the reference style that should be used are given below. The titles of
journals should be abbreviated according to the style used in the Index Medicus.

Journal articles and abstracts: List all authors. The citation of unpublished
observations, of personal communications, and of manuscripts in preparation or
submitted for publication is not permitted in the bibliography. Such citations should
be inserted at appropriate places in the text, in parentheses and without serial
number, or be presented in the footnotes. The citation of manuscripts in press (i.e.,
accepted for publication) is permitted in the bibliography; the name of the journal in
which they appear must be supplied. If references to personal communications are
made, authors are encouraged to keep written proof of the exchange. If it is
necessary to cite an abstract because it contains substantive data not published
elsewhere, it must be designated at the end of the reference [e.g., . . .68:313
(Abstract)]. The author is responsible for the accuracy of references.

Books: List all authors or editors.
Sample References

Binoux M, Hossenlopp P 1986 Insulinlike growth factor (IGF) and IGF-binding
proteins: comparison of human serum and lymph. J Clin Endocrinol Metab 67:509-
514

MacLaughlin DT, Cigarros F, Donahoe PK 1988 Mechanism of action of Mullerian
inhibiting substance. Program of the 70th Annual Meeting of The Endocrine
Society, New Orleans, LA, 1988, p 19

Bonneville F, Cattin F, Dietemann J-L 1986 Computed tomography of the pituitary
gland. Heidelberg: Springer-Verlag; 15-16

Burrow GN 1987 The thyroid: nodules and neoplasia. In: Felig P, Baxter JD,
Broadus AE, Frohman LA, eds. Endocrinology and metabolism. 2nd ed. New York:
McGraw-Hill; 473-507

For general aid in the preparation of manuscripts, authors should consult: CBE
Style Manual: A Guide for Authors, Editors and Publishers. 5th ed. Bethesda, MD:
Council of Biology Editors; 1983
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Figure Legends

Figure legends and titles should be submitted on a separate page from the figures.
Figure legends should add meaning and significance to the figure, and should not
require reference back to the text.

Tables

Submit tables as printed text on plain paper only. Photographs of tables are not
acceptable. Each table must have a concise heading and be constructed as simply
as possible; it must be intelligible without reference to the text. At the foot of the
table a description of experimental conditions may appear together with footnotes.
Tables that duplicate text or figures are not acceptable. The width of the table must
be designed to occupy one or both journal columns: no more than 4 table columns
(one journal column), or no more than 810 table columns (two journal columns).
See the chart under Figures for dimensions.

Figures

Digital art: Authors are encouraged to submit digital art to expedite the review and
publication processes. Please review the detailed instructions for preparing digital
art at Cadmus Digital Art. E-mail queries can be sent to Cadmus Digital Art.
Authors must also review the instructions for submitting through E-Review.

Sizing and labeling the figure: The author is responsible for providing digital art that
has been properly sized, cropped, and has adequate space between images. Plan
the size of the figure to fill 1, 1.5, or 2 columns in the printed journal (see chart
below for dimensions). In most cases, figures should be prepared for l-column
width. Produce original art at the size it should appear in the printed journal.

1 column =18 picas, 7.5cm, 3.0 in
1.5. columns = 30 picas, 12.5cm, 5.0 in

2 columns = 38 picas, 16.0cm, 6.4 in

At 100% size, no lettering should be smaller than 8 point (0.3 cm high) or larger
than 12 point (0.4 cm high). Use bold and solid lettering. Lines should be thick,
solid, and no less than 1-point rule. Avoid the use of reverse type (white lettering
on a darker background). Avoid lettering on top of shaded or textured areas. Titles
should be clear and informative. Keep wording on figures to a minimum, and
confine any explanation of figures to their separate-page legends. Label only one
vertical and one horizontal side of a figure. Freehand lettering or drawing is
unacceptable.

Special requirements for 4color art: Save files in CMYK mode (cyan-magenta-

yellow-black). Color saturation of the shadow portion cannot exceed 280% (%cyan
+ %magenta + %yellow + %black cannot exceed 280%).
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Shading: Avoid the use of shading, but if unavoidable, use a coarse rather than a
fine screen setting (80-100 line screen is preferred). Avoid 1-20% and 70-99%
shading; make differing shades vary by at least 20%, i.e., 25%, 45%, 65%. Instead
of shading, denote variations in graphs or drawings by cross-hatching; solid black;
or vertical, horizontal, or diagonal striping. Avoid the use of dots.

Grouped figures: For grouped figures, indicate the layout in a diagram. Place
grouped figures so that they can be printed in 1 column width with uniform margins.
Indicate magnification in the legends and by internal reference markers in the
photographs. Their length should represent the fraction or multiple of a micrometer,
appropriate to the magnification.

Hard copy submissions: Authors must submit two original sets of figures. In soft
pencil or as a typed adhesive label on the back of each figure, indicate the
following: 1) figure number; 2) corresponding author's name; 3) orientation (top).
Because the figures will be scanned for ondine review, they must also be labeled
with the figure number on the front of each figure. Figures must be clean and neat.
Avoid writing in ink on the back of figures. Surface smoothness is critical: avoid
tape and creases. Do NOT mount figures.

Graphs: Graphs with axis measures containing very large or small numbers should
convert to easily readable notations. Example: For an ordinate range of "counts per
minute" values from 1,000 to 20,000, the true value may be multiplied by 10-3
(scale would read from 1 to 20) and the ordinate axis display "cpm (x10-3)."
Similarly, for a Scatchard plot with values ranging from 0.1 to 2 femtomolar (10-15
M), the scale may run from 0.1 to 2 with the abscissa labeled "M(x1015)." Three-
dimensional bar graphs will rot be published if the information they refer to is only
two-dimensional.

Genomic, Proteomic and Bioinformatic Papers

Endocrinology encourages the submission of manuscripts using genomic,
proteomic and bioinformatics approaches investigating problems related to
hormone function. However, manuscript utilizing gene expression arrays or protein
profiling methodologies must go beyond simply cataloging and validating changes
under various conditions. These studies must include independent verification that
the results obtained have physiological and/or functional significance.
Bioinformatics studies require independent experimentation to confirm predicted
models, hypotheses and/or conclusions. Manuscripts not meeting these criteria will
not be accepted and may be returned prior to peer review.
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Units of Measure

Results should be expressed in metric units. Systeme Internationale (S| units) must
be added in parentheses. Temperature should be expressed in degrees Celsius
(e.g., 28 C) and time of day using the 24-hour clock (e.g., 0800 h, 1500 h). Do not
express molecular weight in daltons. Molecular weight is considered to be the
relative molecular mass of a substance, i.e., the ratio of the mass of one molecule
of the substance to 1/12 of the mass of one atom of carbon 12. Therefore,
molecular weight is dimensionless. The dalton is a unit of mass equivalent to 1/12
of the mass of one atom of carbon 12.

Manuscripts Reporting New Amino Acid or Nucleotide Sequences

Manuscripts reporting amino acid or nucleotide sequences of proteins with
sequences already known from other tissues or species will be considered only if
they provide new biological insight. Manuscripts dealing with partial sequence data
are not likely to be considered. The Endocrine Society has established policy that
deals with submission of new protein or nucleic acid sequences. When a
manuscript is accepted that contains novel sequences, such sequences must be
deposited in the appropriate database (such as GenBank) and an accession
number obtained before the manuscript is sent to the printer. It is recommended
that the following statement containing the assigned accession number be inserted
as a footnote: '"These sequence data have been submitted to the
DDBJ/EMBL/GenBank databases under accession number UI2345."

Manuscripts Reporting on Novel Compounds

Manuscripts describing experiments with new compounds must provide their
chemical structures. For known compounds, the source and/or literature reference
to the chemical structure and characterization must be provided.

Validation of Data and Statistical Analysis

Assay validation: Bioassay and radioimmunoassay potency estimates should be
accompanied by an appropriate measure of the precision of these estimates. For
bioassays, these usually will be the standard deviation, standard error of the mean,
coefficient of variation, or 95% confidence limits. For both bioassays and
radioimmunoassays, it is necessary to include data relating to withinrassay and
between-assay variability. If all relevant comparisons are made within the same
assay, the latter may be omitted. Authors should be aware that the precision of a
measurement depends upon its position on the dose-response curve.

In presenting results for new assays, it is necessary to include data on the
following: 1) within-assay variability; 2) betweenassay variability; 3) slope of the
dose-response curve; 4) mid-range of the assay; 5) leastdetectable concentration
(concentration resulting in a response two standard deviations away from the zero
dose response); 6) data on specificity; 7) data on parallelism of standard and
unknown and on recovery; and 8) comparison with an independent method for
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assay of the compound. When radioimmunoassay Kkits are utilized or hormone
measurements are conducted in other than the authors' laboratories and the assay
is central to the study, data regarding performance characteristics should be
included.

Pulse analysis: Data from studies of pulsatile hormone secretion should be
analyzed using a validated, objective pulse detection algorithm. The algorithm used
should require that false-positive rates of pulse detection be defined in relation to
the measurement error of the data set being analyzed, and the methods used to
determine the measurement error should be described. The author(s) also should
describe the methods used: 1) to deal with missing or undetectable values; 2) to
determine peak frequency, interpeak interval, and pulse amplitude; and 3) For
statistical comparisons of peak parameters.

Data Analysis: It is the author's responsibility to document that the results are
reproducible and that the differences found are not due to random variation. No
absolute rules can be applied, but in general quantitative data should be from no
fewer than three replicate experiments. Appropriate statistical methods should be
used to test the significance of differences in results. The term "significant” should
not be used unless statistical analysis was performed, and the probability value
used to identify significance (e.g., P > 0.05) should be specified.

When several t tests are employed, authors should be aware that nominal

probability levels no longer apply. Accordingly, the multiple t test, multiple range
test, or similar techniques to permit simultaneous comparisons should be
employed. Also, in lieu of using several t tests, it is often more appropriate to utilize

an analysis of variance (ANOVA) to permit pooling of data, increase the number of
degrees of freedom, and improve reliability of results. Authors should use ap-

propriate nonparametric tests when the data depart substantially from a normal
distribution.

Analysis of variance tables should not be inserted in manuscripts. F values with the
degrees of freedom as subscripts together with the P values are sufficient.

In presenting results of linear regression analyses, it is desirable to show 95%
confidence limits.

When data points are fitted with lines (as in Scatchard or Lineweaver-Burk plots),
the method used for fitting (graphical, least squares, computer program) should be
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specified. If differences in slopes and/or axis intercepts are claimed for plotted
lines, these should be supported by statistical analysis.

Useful references for statistical methods are McArthur, J. W., and T. Colten (eds.),
Statistics in Endocrinology, MIT Press, Cambridge, 1970, and Finney, D. J.,
Statistical Method in Biologic Assays, ed. 2, Griffin, London, 1967.

Supplemental Data

Supplemental Data allows authors to enhance papers in Endocrinology by making
additional substantive material available to readers. Supplemental Data may take
the form of figures, tables, datasets, derivations, or videos, and is published only in
Endocrinology online; it does not appear in the printed version of the journal.
Authors who wish to include Supplemental Data should state so in the cover letter
when the manuscript is submitted.

Supplemental Data files should be submitted through E-Review at the time of
manuscript submission, and will be reviewed along with the manuscript. The files
should be uploaded in the field marked "Upload Supplemental Data Files", and
should NOT be attached with the manuscript and figure files. Authors submitting
hard copies may submit Supplemental Data on a separate disk clearly marked
"Supplemental Data for the Web", and with the manuscript title, corresponding
author's name, file names, and name and version of programs used to create the
files. Authors should refer to the Supplemental Data in the manuscript at an
appropriate point in the text or figure/table legend.

The file formats listed below may be used for Supplemental Data. Provide a brief
description of each item in a separate HTML or Word file (i.e., figure or table
legends, captions for movie or sound clips, etc.). Do not save figure numbers,
legends, or author names as part of an image. File sizes should not exceed 5 MB.
Images should not exceed 500 pixels in width or height. Do not use tabs or spaces
for Word or WordPefect tables; please use the table functions available within
these word processing programs to prepare tables. For web pages, provide a
complete list of files and instructions for creating directories.

htm, HTML*

Jpg, JPEG image*

.gif, Graphical image

.pdf, Adobe Portable Document Format
Xls, MS Excel Spreadsheet

.mov Quick Time

.wav, Sound
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.doc, MS Word 6 documents**
ixt, Plain ASCII*

*These files can be viewed directly on standard web browsers.
*MS Word may be used for text only.

Publication and Production Guidelines

Electronic Editing

For hard copy submissions, authors must submit electronic diskettes of the final
accepted version of their manuscripts along with the typed revised manuscript.
Please be sure that the file you send is the most recent version of the manuscript,
and that it matches the printed copy that was accepted for publication. The file
should contain all parts of the manuscript text in one file. Mathematics and tabular
material, however, will be processed in the traditional manner and may be
excluded from the diskette file. Digital art must be submitted on a separate disk.

The journal does not assume responsibility for errors in conversion of customized
software, newly released software, or special characters.

Please label the outside of the diskette with the journal name; manuscript number;
senior author's name, telephone and fax numbers; name of the file. Please be sure
to also include the following information: name used to access file on diskette; type
of hardware used (e.g., IBM/PS2); operating system and version (e.g., DOS 3.3);
word processing program and version (e.g., WordPerfect 5.0); special characters
used in the file (e.g., Greek, mathematical symbols).

Authors preparing diskettes on Macintosh computers should not use the Fastsave
option. Files in ASCII can also be used, but are not preferred.

Proofs and Reprints

Proofs and a reprint order are sent to the corresponding author unless the Editorial
Office is advised otherwise. The author should designate by footnote on the title
page of the manuscript the name and address of the person to whom reprint
requests should be directed. Questions about reprints should be referred to
Cadmus Professional Communications at 410-819-3912 (direct) or 800-407-9190
(toll-free).

Page and Other Charges

There is no submission fee for The Endocrine Society journals. There will be a
charge o $90 per printed page in the journal. There will be a charge of $300 per
color figure if the author submits usable digital art that passes Cadmus's Rapid
Inspector. Queries on page charges may be directed to Joy Williams at Cadmus
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Professional Communications (410-691-6439; fax 410-684-2792). In extraordinary
cases, on appeal by the author, the Publications Committee may consider waiving
some of the color charges.

Archiving

The editorial office will retain all manuscripts and related documentation
(correspondence, reviews, etc.) for 12 months following the date of publication or
rejection.
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