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1. INTRODUCAO

Elevados niveis de metionina (Met) e de seus metabdlitos podem ocorrer
em diversas anormalidades genéticas, especialmente na defiéncia da enzima
metionina adenosiltransferase (MAT) (MUDD, 2011). A metabolizacdo inadequada
deste aminoécido, resulta na formacédo de metabdlitos toxicos como a metionina
sulféxido (MetO), e na deficiéncia de produtos importantes como a S-
adenosilmetionina (SAM). Pacientes hipermetioninémicos apresentam varias
alteracdes neuroldgicas e hepéticas, entretanto os mecanismos fisiopatolégicos
envolvidos nestas alteracdes ainda nao foram completamente elucidados (MUDD,
2000; 2001).

O estresse oxidativo é caracterizado por um desequilibrio entre a producéo
de espécies reativas e 0s niveis de defesas antioxidantes do organismo (BIRBEN
et al.,, 2012). Quando em excesso, as espécies reativas podem causar danos a
biomoléculas como proteinas, lipidios, carboidratos e &cidos nucleicos
comprometendo assim o funcionamento celular. Desta forma, o estresse oxidativo
tem sido associado a etiologia de varias patologias incluindo doencas hepaticas
agudas e cronicas (LOGUERCIO E FEDERICO, 2003; KIM et al., 2004).

Estudos prévios ja demonstraram que a exposicdo prolongada a Met induz
estresse oxidativo e promove alteracdes histolégicas em figado de ratos
(STEFANELLO et al., 2009). Além disto, também foram descritas alteracbes em
parametros de estresse oxidativo em figados de ratos jovens apls a
administragdo aguda de Met e/ou MetO (COSTA et al.,, 2013). Neste contexto,
tendo em vista que os mecanismos fisiopatoldgicos da hipermetioninemia ainda
sao pouco compreendidos, o objetivo deste trabalho foi investigar o efeito da
administracdo crbnica da Met, MetO e da associacao Met/MetO sobre parametros
bioguimicos séricos e de estresse oxidativo em figado de ratos jovens.

2. METODOLOGIA
2.1 Animais

Foram utilizados 28 ratos Wistar obtidos do Biotério Central da UFPel, os
guais foram mantidos em ambiente com temperatura (20-24°C) e umidade (40-
60%) controladas, agua e alimento ad libitum e ciclo claro/escuro de 12 h. Todos
os procedimentos envolvendo os animais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentagdo Animal da UFPel (CEEA 3527).
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2.2 Modelo experimental de hipermetioninemia

Os animais foram divididos em quatro grupos (n=7): Controle (solucdo salina),
Met (0,2 - 0,4 g/kg de peso corporal), MetO (0,05 - 0,1 g/kg de peso corporal) e
MIX (associacdo de Met + MetO). Os animais foram tratados diariamente
recebendo duas injecdes subcutaneas com intervalo de 8 h entre as inje¢des, do
6° ao 28° dia de vida. As doses utilizadas e o tempo de tratamento foram
baseados em trabalhos da literatura (STEFANELLO et al. 2007). Apos 12 h da
altima injecdo, os animais foram submetidos a eutanasia e o sangue e figado
foram coletados para as posteriores analises bioquimicas.

2.3 Avaliacao de parametros bioquimicos séricos

O sangue foi centrifugado a 3500 rpm por 15 min para a obtencao do soro.
No soro foram avaliados os niveis de glicose, colesterol total, triglicerideos (TG) e
ureia atraves de kits comerciais Labtest®.

2.4 Avaliagéo de parametros de estresse oxidativo

O figado foi homogeneizado em tampéo fosfato de sédio 20 mM contendo 140
mM de KCI (pH 7,4) e centrifugado a 3500 rpm por 5 min. O sobrenadante foi
utilizado para avaliar os seguintes parametros de estresse oxidativo:

- Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS): segundo o método de
ESTERBAUER & CHEESEMAN (1990) o qual mede a formacdo de
malondialdeido (produto da peroxidacao lipidica).

- Conteudo tidlico total: avaliado pelo método de AKSENOV & MARKESBERY
(2001), o qual se baseia na reducédo do acido ditionitrobenzéico (DTNB) por tidis,
gerando um derivado amarelo (TNB).

- Atividade da catalase (CAT): mensurada conforme o método descrito por AEBI
(1984), baseado na decomposicao de peroxido de hidrogénio (H205).

- Atividade da superéxido dismutase (SOD): avaliada pelo método de MISRA &
FRIDOVICH (1972), baseado na auto-oxidagao da adrenalina pela SOD.

- Atividade da glutationa peroxidase (GPX): avaliada através de kit comercial
(RANSEL®; Randox Lab, Antrim, United Kingdom).

2.5 Analise estatistica dos dados

Os dados foram analisados por ANOVA de uma via seguido do teste de
Tukey. A diferenca entre os grupos foi considerada significativa quando P<0,05.
Todos os dados foram expressos com média + erro padrao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram um aumento nos niveis de glicose e ureia nos
animais dos grupos Met, MetO e MIX quando comparado ao grupo controle
(P<0,05). Um aumento nos niveis de triglicerideos foi observado somente no
grupo MetO (P<0,05). Nao foram encontradas diferencas significativas nos niveis
de colesterol total entre os grupos avaliados (Tabela 1).
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Tabela 1: Parametros bioquimicos em soro de ratos jovens submetidos ao
tratamento cronico com Met, MetO e MIX. *Diferente do grupo controle (P<0,05).

Grupos Glicose (mg/dL) Colesterol Total (mg/dL) Triglicerideos (mg/dL) Ureia (mg/dL)

Controle 95,3+3,1 44,0£2,4 26,2+0,8 40,11+4,4
Met 113,7+4,0* 43,6%1,1 32,2+29 75,1+5,6*
MetO 118,5+1,6* 37,7£1,1 38,0+1,8* 75,0+7,4*
MIX 126,4+2,2* 39,4+2.4 33,2+2,8 88,7+10,3*

Em relagéo aos parametros de estresse oxidativo, ndo foram observadas
alteracdes nos niveis de TBARS e do conteudo tidlico total no figado dos animais
de nenhum grupo avaliado. Entretanto pode-se observar que nos grupos Met,
MetO e MIX houve uma inibigéao significativa da atividade da CAT (P<0,05) (Figura
1). A atividade da enzima SOD também foi diminuida nos grupos MetO e MIX
(P<0,05) (Figura 2). Por outro lado, houve um aumento significativo na atividade
da enzima GPX em figado de ratos tratados com MetO e MIX (P<0,05) (Figura 3).
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Figura 1: Atividade da enzima CAT em figado de Figura 2: Atividade da enzima SOD em figado de
ratos jovens submetidos & administra¢@o crénica ratos jovens submetidos & administracdo cronica
de Met, MetO e MIX. *Diferente do grupo controle de Met, MetO e MIX. *Diferente do grupo controle
(P<0,05). (P<0,05).
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Figura 3: Atividade da enzima GPX em figado de
ratos jovens submetidos & administragdo cronica de
Met, MetO e MIX. *Diferente do grupo controle
(P<0.05).

Os efeitos da administracdo crbnica de Met sobre paréametros de estresse
oxidativo corroboram com os achados prévios do nosso grupo de pesquisa
(STEFANELLO et al., 2009). Sabe-se que a enzima SOD catalisa a dismutacao
do radical superoxido, formando H,O, que é reduzido pelas enzimas CAT e GPX
formando compostos néo reativos (BIRBEN et al., 2012). Sendo assim, uma
diminuicdo da atividade da SOD e da CAT poderia levar a um aumento nos niveis
dessas espécies reativas no figado. Em contraste, ocorreu um aumento da
atividade da GPX, sugerindo um provavel efeito compensatdrio ao acumulo de

HzOz.



Com relacao ao perfil bioquimico sérico, os elevados niveis de aminoacidos na
corrente sanguinea poderiam justificar o aumento da glicemia, provavelmente
pela ativacdo da gliconeogénese, assim como o aumento da sintese de TG e de
ureia, as quais estdo diretamente relacionadas ao tecido hepatico.

4. CONCLUSAO

A administracdo crénica de Met e/ou MetO alterou o perfil bioquimico e
parametros de estresse oxidativo em figado de ratos jovens, sugerindo uma
possivel associacdo destes achados com as alteracfes hepaticas presentes na
hipermetioninemia. Porém, mais estudos s&8o necessarios para elucidar os
mecanismos envolvidos nestas alteracdes.
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