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1. INTRODUCAO

Elevadas concentracdes de metionina (Met) e de seus metabdlitos como a
metionina sulféxido (MetO) podem ocorrer em virtude de problemas genéticos
como na deficiéncia da enzima Metionina Adenosiltransferase, ou de condigbes
nao genéticas como prematuridade e baixo peso ao nascer (MUDD, 2011).
Pacientes hipermetioninémicos podem apresentar alteracfes neuroldgicas como
déficit cognitivo, retardo no desenvolvimento psicomotor, dismorfismo facial,
edema e desmielinizagdo cerebral (SURTEES et al.,1991). Além disso, ja tem
sido demonstrado que Met e MetO sao capazes de induzir dano oxidativo e morte
celular em cortex cerebral de ratos jovens (SOARES et al., 2017).

Os astrécitos sédo células que possuem diversas funcgdes cruciais no
sistema nervoso central (SNC) tais como a sustentacédo e nutricdo de neurdnios,
manutencdo da homeostase cerebral, liberacdo de neurotransmissores,
participacdo na barreira hematoencefalica e regulacdo de respostas imunes inatas
e adaptativas (COLOMBO e FARINA, 2016). Dados da literatura tem
demonstrado que o0s astrécitos expressam varios componentes colinérgicos,
incluindo os receptores a7 nicotinicos e a enzima acetilcolinesterase (AChE). A
AChE é responsavel pela hidrolise da acetilcolina regulando assim a sinalizacéo
induzida por esse neurotransmissor (DREVER et al., 2011). Estudos prévios ja
demonstraram que niveis elevados de Met aumentam a atividade da AChE em
cérebro de ratos jovens (STEFANELLO et al.,, 2007) demonstrando que este
aminodcido interfere com a sinalizac&o colinérgica.

Considerando que os mecanismos envolvidos nas disfun¢des neuroldgicas
associadas a hipermetioninemia permanecem ainda pouco compreendidos, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito in vitro da exposi¢cdo a Met e/ou MetO
na viabilidade e proliferacdo celular e na atividade da enzima AChE em cultura
primaria de astrocitos.

2. METODOLOGIA

2.1 Cultivo primario de astrocitos

Foram utilizados ratos Wistar obtidos do Biotério Central da UFPel. Todos
os procedimentos envolvendo os animais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da UFPel (CEEA 6210-2017). Ratos Wistar com 1-2
dias foram utilizados para obtencdo de astrocitos corticais os quais foram
cultivados em placas de 96 (3x10* por poco) ou 6 (5x10° por poco) pocos e
mantidos com meio DMEM suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB)
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(GOTTFRIED, 1999). As células foram mantidas em condi¢des padrbes (5% CO2,
37°C e atmosfera umidificada) durante 15 dias, recebendo troca periddica de meio
de cultivo até receberem os tratamentos.

2.2 Tratamento com metionina e metionina sulfoxido

Os astrocitos foram tratados com as concentragbes de 1 e 2 mM de
metionina e/ou 0,5 mM de metionina sulfoxido. As células foram expostas a essas
concentragbes por 24h, 48h e 72h. ApOs o tratamento, a viabilidade e
proliferacéo celular foram analisadas e o lisado celular foi usado para determinar
a atividade da AChE.

2.3 Teste de citotoxicidade e proliferacao celular

A viabilidade celular foi determinada pelo teste do 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-
2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT) que se baseia no nimero de mitocondrias
ativas das células. O teste de proliferacdo celular foi realizado pelo teste de
Sulforodamina B (SRB), que se baseia no principio de que a SRB cora proteinas
dentro das células. DMEM foi utilizado como controle.

2.4 Avaliacéo da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da AChE foi avaliada em lisado celular pelo método
colorimétrico de Ellman et al. (1961). A atividade da AChE foi 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 meédia + erro padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstram que Met, MetO ou a associagdo de ambas nao
alteram a viabilidade (Figura 1) e proliferacdo (Figura 2) dos astrécitos em
nenhum dos tempos experimentais (P>0.05).
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Figura 1 - Avaliacdo do efeito citotoxico de metionina (Met) e metionina sulféxido
(MetO) em cultura primaria de astrocitos. As culturas foram tratadas nas
concentragbes de 1 e 2 mM de Met, 0,5 mM de MetO ou a associacido de
Met+MetO nas mesmas concentracdes por 24 h, 48 h e 72h. Os dados estdo
expressos com percentagem comparado com o grupo controle
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Figura 2 - Avaliacdo do efeito de metionina (Met) e metionina sulfoxido (MetO)
sobre a proliferagdo celular em cultura primaria de astrécitos. As culturas foram
tratadas nas concentracbes de 1 e 2 mM de Met, 0,5 mM de MetO ou a
associacdo de Met+MetO nas mesmas concentracdes por 24 h, 48 h e 72h. Os
dados estédo expressos com percentagem comparado com o0 grupo controle.

Em relacdo a atividade da AChE, nos grupos MetO (0,5 mM) (P<0.01) e
Met (1 e 2 mM) + MetO (0,5 mM) (P<0.05) houve um aumento significativo na
atividade da AChE em 24 e 48 h ap0s a exposicdo dos astrocitos aos
aminoacidos. J4 apés 72 h, somente no grupo MetO ocorreu um aumento na
atividade da AChE em relacdo ao grupo controle (DMEM) (P<0.01).
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Figura 3 - Avaliacdo da atividade da acetilcolinesterase (AChE) em cultura primaria de
astrdcitos expostas a metionina (Met) e/ou metionina sulféxido (MetO). As culturas foram
tratadas nas concentragcdes de 1 e 2 mM de Met, 0,5 mM de MetO ou a associacao de
Met+MetO nas mesmas concentracdes por 24 h, 48 h e 72h. ** P<0,01 e * P<0.05
comparado com o grupo controle.

Os astrocitos estdo envolvidos em uma variedade de cascatas de
sinalizacdo, além disso, desempenham um papel importante na resposta a injaria
por mudancas na atividade metabdlica, na defesa antioxidante e na secrecéo de
fatores neurotroficos (VASILE et al., 2017). Entretanto, a contribuicdo dos
astrocitos na fisiopatologia da hipermetioninemia ainda é pouco compreendida.

A acetilcolina além de atuar como um neurotransmissor crucial para os
processos de aprendizado e memoria, também possui um importante papel anti-
inflamatorio, uma vez que estudos j& demonstraram que a exposi¢ao de astrécitos
a acetilcolina atenua cascatas inflamatorias mediadas pelo TNF-a (DARREH-
SHORI et al.,, 2013). Neste contexto, um aumento da atividade da AChE em
astrocitos causado pela exposicdo a Met e ou Met/O sugere que estes
aminoacidos podem levar a uma diminuicdo dos niveis de acetilcolina
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contribuindo assim para processos de neuroinflamacdo e déficits cognitivos.
Corroborando com esta hipotese SURTES et al. (1991) j& demonstrou que
pacientes com hipermetionimenia apresentam alteracdes relacionadas com
memoria e aprendizagem.

4. CONCLUSOES
Niveis elevados de metionina, especialmente de seu metabdlito MetO,
aumentam a atividade da enzima AChE em astrécitos sugerindo que esses
aminoacidos podem alterar a sinalizacdo colinérgica em células gliais. Esta
alteracdo pode estar associada com as disfungdes neurolégicas presentes a
hipermetioninemia.
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