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1. INTRODUCAO

A metionina (Met) € um aminoacido essencial que participa de diversos
processos biolégicos fundamentais no organismo (SUAREZ et al.,, 2010). A
enzima metionina adenosiltransferase (MAT) é responséavel por metabolizar este
aminoacido formando o produto S-adenosilmetionina (SAM) (FINKELSTEIN,
2006). A deficiéncia da MAT é a principal alteracdo genética encontrada em casos
de hipermetioninemia, que por sua vez € caracterizada por um acumulo tecidual
de Met, juntamente com uma deficiéncia do produto SAM e um aumento de
metabdlitos como a metionina sulfoxido (MetO) (MUDD et al., 2001, 2000). Os
pacientes hipermetioninémicos podem manifestar disfungdes neuroldgicas como
déficit cognitivo, desmielinizacdo, edema e retardo no desenvolvimento
psicomotor (SURTEES et al.,1991). Entretanto, os mecanismos envolvidos nestas
alteracdes ainda ndo sdo bem estabelecidos.

O estresse oxidativo € caracterizado pelo aumento da producdo de
oxidantes e/ou diminuicdo dos niveis de defesas antioxidantes. O desequilibrio
entre a formacdo e a remocdo de espécies reativas pode levar a um dano
oxidativo a biomoléculas como lipideos, proteinas e DNA, comprometendo assim
a integridade celular (LIANG et al.,, 2012; VOGT, 1995). A Met, por ser um
aminoécido sulfurado, é especialmente sensivel a oxidacao por espécies reativas.
Neste contexto, estudos in vitro ja demonstraram que a Met induz estresse
oxidativo e altera importantes parametros do metabolismo energético (STRECK et
al., 2002, 2003). Além disto, ja foi demonstrado também que a administracao
aguda de Met e/ou MetO altera a atividade de enzimas antioxidantes em cortex
cerebral de ratos (SOARES et al., 2017). Sendo assim, o objetivo deste trabalho
foi avaliar se o tratamento crénico com Met e/ou MetO altera os niveis de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrito em estruturas cerebrais de ratos
jovens.

2. METODOLOGIA

2.1 Animais

Foram utilizados 28 ratos Wistar, os quais foram obtidos do Biotério Central
da UFPel. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura e umidade
controladas, agua e racdo ad libitum e ciclo claro/escuro de 12 h. Todos os
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procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da UFPel (CEEA 3527).

2.2 Modelo experimental de hipermetioninemia

Os animais foram divididos em quatro grupos (n=7): (salina), Met (0,2 - 0,4
g/kg), MetO (0,05 - 0,1 g/kg) e associacdo de Met+MetO. Os animais foram
tratados diariamente recebendo duas inje¢cdes subcutaneas com intervalo de 8 h
entre as inje¢des, do 6° ao 28° dia de vida. Apos 12 horas da ultima injecdo, os
animais foram submetidos a eutanasia e o cértex cerebral, hipocampo, estriado e
cerebelo foram coletados e armazenados a -80 °C para as posteriores analises.

2.3 Quantificacdo das espécies reativas de oxigénio (ERO)

Este ensaio foi realizado segundo Ali et al. (1992). A oxidacdo de diacetato
de dicloro-dihidrofluoresceina (DCFH-DA) para 2',7'-diclorofluoresceina (DCF)
fluorescente foi usada para a deteccdo de ERO. A emissdo de intensidade de
fluorescéncia de DCF foi registrada a 525 e 488 nm de excitacdo apds 30 min da
adicdo de DCFH-DA ao meio. A quantificacdo de ERO foi expressa em umol DCF
por mg de proteina.

2.4 Quantificacdo dos niveis de nitrito

Os niveis de nitrito foram avaliados em sobrenadante das estruturas
cerebrais atraveés de reagdo colorimétrica com Griess (STUEHR et al., 1989) em
540nm. A quantidade de nitrito foi expressa como pmol de nitrito por 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.
Os dados foram expressos com média + erro padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que os niveis de ERO tanto em hipocampo
quanto em estriado aumentaram significativamente nos grupos Met, MetO e
Met+MetO em comparagdo com o controle (P<0,05) (Figura 1). N&o foram
observadas diferencas nos niveis de ERO em cortex cerebral e cerebelo em
nenhum dos grupos experimentais avaliados neste estudo.

Em hipocampo, pode-se observar que houve uma reducao significativa dos
niveis de nitrito nos animais tratados com MetO e Met+MetO quando comparado
ao grupo controle (P<0,05) (Figura 2). Os animais tratados com Met, MetO,
Met+MetO também tiveram uma reducdo nos niveis de nitrito em estriado em
relacdo ao controle (P<0,05). Nenhuma alteracdo foi observada em cortex
cerebral e cerebelo (Figura 2).

O aumento da producdo de ERO pode danificar biomoléculas resultando
em alteracdes celulares (BARBOSA, et al., 2010), as quais podem comprometer a
funcdo das estruturas cerebrais o que poderia implicar, pelo menos em parte, nos
sintomas neuroldgicos de pacientes hipermetioninémicos.

Além disto, cabe salientar que 0 nosso grupo de pesquisa ja demonstrou
anteriormente que elevadas doses de Met e/ou MetO é capaz de induzir estresse
oxidativo em cérebro, figado, rim de ratos jovens, bem como em cultivo primario
de macrofagos (SANTOS, et al.,, 2016; SOARES et al., 2017a). Desta forma,
podemos inferir que esse desequilibrio nos niveis de espécies reativas em
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diferentes estruturas cerebrais pode contribuir para a fisiopatologia da
hipermetioninemia.
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Figura 1: Niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) em cértex cerebral, hipocampo, estriado
e cerebelo de ratos jovens tratados cronicamente com metionina (Met), metionina sulféxido (MetO)
e associacdo de metionina e metionina sulféxido (Met+MetO). *P<0,05,**P<0,01,***P<0,001
diferente do controle.
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Figura 2: Niveis de nitritos em coértex cerebral, hipocampo, estriado e cerebelo de ratos jovens
tratados cronicamente 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

A administracdo cronica de Met e/ou MetO modifica os niveis de espécies
reativas de oxigénio e de nitrito em hipocampo e estriado de ratos jovens. Estas
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alteracdes podem estar associadas com as disfun¢des neurologicas encontradas
em pacientes hipermetioninémicos.
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