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1. INTRODUCAO

A metionina adenosiltransferase (MAT) é uma enzima chave na sintese de
S-adenosilmetionina (SAM), principal doador de grupo metila. A deficiéncia da
MAT é caracterizada pela hipermetioninemia tecidual e plasmética isolada e
persistente (FORUJO et al., 2012). A metionina sulféxido (MetO) é um metabdlito,
com potencial toxico produzido nas rotas alternativas da metionina (Met), o qual
também encontra-se elevado na hipermetioninemia (MOSKOVITZ, 2014).
Pacientes hipermetioninémicos podem manifestar disfun¢des neurolégicas como
déficit cognitivo, edema, retardo no desenvolvimento psicomotor e dismorfismo
facial principalmente associadas a desmielinizac&o atribuido a deficiéncia de SAM
no fluido cérebro espinhal (SURTEES et al.,1991).

A sinalizacdo colinérgica é mediada pelo neurotransmissor acetilcolina
(ACh) e esta envolvida em uma variedade de funcdes biolégicas, como no
processo de aprendizagem, memodria € em outros aspectos de cognicdo. A
enzima acetilcolinesterase (AChE) é responsavel pela hidrélise da ACh regulando
assim a transmissao colinérgica (DREVER et al., 2011). Desse modo, a AChE é
considerada um importante marcador de alterac6es neuroldgicas. Estudos prévios
do nosso grupo de pesquisa demonstraram que elevados niveis de Met causam
um aumento na atividade da AChE em cérebro de ratos jovens. Entretanto, ainda
pouco se sabe da relacdo da hipermetioninemia, especialmente os efeitos da
MetO, sobre a atividade da AChE e os sintomas neuropsicolégicos presentes
nessa doenca.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi investigar o efeito da
administracdo aguda e crbnica da Met e/ou MetO sobre parametros
comportamentais e na atividade da enzima AChE em cértex cerebral, hipocampo,
estriado e cerebelo de ratos jovens.

2. METODOLOGIA
2.1 Animais

Foram utilizados 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 agudo de hipermetioninemia

Neste experimento foram utilizados 40 ratos Wistar (29 dias) os quais
receberam uma unica injecdo subcutanea e foram dividos nos seguintes grupos:
Salina (controle), Met (Met 0,4 g/Kg), MetO (MetO 0,1 g/Kg) e/ou associagao
destes (Met 0,4 g/Kg + MetO 0,1 g/Kg) e foram submetidos a eutanasia 1 e 3 h
apos a administracdo. O encéfalo foi coletado e dissecado para a obtengdo das
estruturas cerebrais.

2.3 Modelo experimental cronico de hipermetioninemia

No tratamento crénico, os animais foram divididos em quatro grupos (n=7):
solugéo salina (controle), Met (0,2-0,4 g/Kg), MetO (0,05-0,1 g/kg) e a associacao
destes (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). Ao final do tratamento, os animais foram
submetidos a trés testes comportamentais. O teste do campo aberto para avaliar
a atividade locomotora dos animais, o teste do labirinto em Y que consiste em
avaliar a capacidade de memoéria espacial dos animais. O teste de
reconhecimento de objetos o qual foi realizado para acessar memaria declarativa,
gue se baseia na tendéncia natural do animal em explorar mais o objeto novo em
detrimento ao familiar, num contexto conhecido. Ap6s 12 h da ultima injecdo, os
animais foram submetidos a eutanasia e o encéfalo foi coletado e dissecado para
a obtencao das estruturas cerebrais.

2.4 Avaliacéo da atividade da enzima acetilcolinesterase

As estruturas cerebrais foram homogeneizadas em Tris HCl 10 mM e
centrifugadas. O sobrenadante foi utilizado para determinar a atividade da AChE
segundo o método de Elmann et al., (1961) sendo a atividade expressa em pmol
AcSCh/h/mg de proteina.

2.5 Analise estatistica

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 que nao houve alteracdo da atividade
locomotora no campo aberto em nenhum dos grupos experimentais. Em relacao
ao teste do labirinto em Y, foi possivel observar que tanto o numero de entradas
quanto o percentual de tempo gasto na exploragéo do brago novo foi menor nos
grupos Met, MetO e Met+MetO, mostrando que altas concentracbes desses
aminoacidos alteram a memoria espacial desses animais (Figura 1). Além disso,
foi possivel observar que os animais dos grupos Met, MetO e Met+MetO
apresentaram um desempenho exploratério diminuido na tarefa do
reconhecimento de objetos, explorando menos o objeto novo, o que permite inferir
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gue os tratamentos sdo capazes de causar prejuizo na memoria nos animais

(Figura 1).
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Figura 1: Efeitos da administracdo cronica por 21 dias de metionina (Met), metionina sulféxido
(MetO) e associacao de metionina e metionina sulféxido (Met+MetO) nos teste de labirinto em Y
(A e B) e reconhecimento de objetos (C) em ratos jovens . * P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
comparado com o grupo controle.

A atividade da AChE foi maior nos grupos MetO e Met+MetO em cortex
cerebral, estriado e cerebelo apds 1 h de tratamento. Por outro lado, houve uma
reducdo da atividade da AChE em hipocampo nos grupos MetO e Met+MetO.
Apés 3h da administracdo dos aminoéacidos, foi possivel observar um aumento da
atividade da AChE em cértex cerebral nos grupos MetO e Met+MetO e no
estriado em todos os grupos experimentais. Nao foram observadas alteracées em
cerebelo em nenhum dos grupos experimentais apos 3h. Com relacéo a atividade
da AChE em hipocampo houve uma reducéo nos grupos MetO e Met+MetO
(Tabela 1)

Tabela 1: Atividade da acetilcolinesterase em cortex cerebral, hipocampo, estriado e cerebelo de
ratos jovens apés 1 h e 3 h da administracdo de metionina (Met), metionina sulféxido (MetO) e
associacdo de metionina e metionina sulféxido (Met+MetO).* P<0.05,**P<0.01,***P<0.001
comparado com o controle.

AChE (umol AcSCh/h/mg de proteina) AChE (umol AcSCh/h/mg de proteina)
1h 3h
Cce?;tbi);l Hipocampo Estriado  Cerebelo c%?é:)i);l Hipocampo Estriado  Cerebelo
Controle 2.3#0.1 4.4+0.1 5.4+0.5 1.3+0.1 2.4+0.1 4.0+0.2 7.0£0.2 1.6+0.06
Met 3.4+0.1 4.1+0.1 6.7+0.8 1.8+0.1 3.5+0.5 4.2+0.5 10.1+0.5*** 1.7+0.08
MetO 3.6+£0.4* 2.9+£0.1*  12.7+£0.9***  2.3+0.1*** 5.140.1%** 2.4+0.2* 9.4+0.2%** 1.6+0.05
Met+MetO  3.8+0.1* 2.9+0.3** 9.5+0.5* 2.0+0.1* 4.2+0.3** 2.4+0.1* 8.3+0.18* 1.6+£0.04

No tratamento cronico foi possivel observar um aumento na atividade da
AChE em cértex cerebral, hipocampo e cerebelo nos grupos Met, MetO e
Met+MetO enquanto que no estriado houve um aumento da atividade da AChE
nos grupos MetO e Met+MetO (Figura 2). As implicacdes fisiologicas bem como a
relevancia clinica da neurotransmisséo colinérgica sdo numerosas. Um aumento
da atividade da atividade da AChE como observado neste trabalho, poderia levar
a uma diminuicdo dos niveis de ACh comprometendo assim a transmissao
colinérgica a qual esta relacionada com importantes fun¢cdes como o alerta, o
controle motor, o aprendizado e a memoria (DREVER et al., 2011). Além disso, foi
observado que o aumento da atividade da AChE no tratamento cronico pode estar
relacionado com a menor capacidade de aprendizagem e memoéria observado nos
testes comportamentais em todos 0s grupos experimentais.
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Figura 2: Atividade da acetilcolinesterase em cortex cerebral (A), hipocampo (B), estriado (C) e
cerebelo (D) de ratos jovens tratados por 21 dias com metionina (Met), metionina sulféxido (MetO)
e associacdo de metionina e metionina sulfoxido (Met+MetO).* P<0.05,**P<0.01,***P<0.001
diferente do controle.

4. CONCLUSOES

Esses achados sugerem que altas concentracbes de Met e/ou MetO
alteram a atividade da enzima AChE, o que pode contribuir para as disfuncdes
cerebrais principalmente no processo de aprendizagem e memdria como
observado nos testes comportamentais neste trabalho e em pacientes
hipermetioninémicos. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para melhor
esclarecer os mecanismos envolvidos nestas alteracdes.
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