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1. INTRODUÇÃO 

 
 A metionina (Met) é um aminoácido sulfurado, proteinogênico e essencial 
para o crescimento e desenvolvimento saudável. A oxidação da Met até metionina 
sulfóxido (MetO) é um processo fisiológico que pode acontecer na presença de 
espécies reativas de oxigênio (EROs) (WILLKE, 2014). Sabe-se que elevadas 
concentrações da Met e MetO, como encontrado na hipermetioninemia podem ser 
tóxicas a diversos órgãos e tecidos do organismo. A hipermetioninemia pode 
ocorrer em virtude de distúrbios metabólicos hereditários como na deficiência da 
enzima Metionina Adenosiltransferase ou em condições não genéticas como 
prematuridade e baixo peso ao nascer (ROMER et al., 2012). Pacientes 
hipermetioninêmicos podem apresentar várias características clínicas, tais como 
retardo mental e motor, déficit cognitivo e dismorfia facial (ROMER et al., 2012; 
MUDD, 2011). Estas observações foram corroboradas por estudos experimentais 
em animais, onde elevadas doses de Met e MetO induziram  morte celular 
cerebral, déficit cognitvo e alterações em diversos sistemas biológicos em cérebro 
de ratos jovens (NURU et al., 2018; SOARES et al.,  2017). 

Os astrócitos possuem diversas funções cruciais no sistema nervoso 
central como a sustentação e nutrição de neurônios, manutenção da homeostase 
cerebral, liberação de neurotransmissores, participação na barreira 
hematoencefálica e regulação de respostas imunes inatas e adaptativas 
(COLOMBO e FARINA, 2016). Além disso, os astrócitos parecem ser capazes de 
proteger as outras células do sistema nervoso do estresse oxidativo. Esse papel 
protetor pode surgir de vários fatores como o seu conteúdo relativamente alto de 
antioxidantes, transporte e metabolismo de aminoácidos e glicose e transporte de 
vitamina C (WILSON, 1997) 

Considerando que os mecanismos envolvidos nas disfunções neurológicas 
associadas a hipermetioninemia permanecem pouco compreendidos, o objetivo 
deste trabalho foi avaliar o efeito in vitro da exposição a Met e/ou MetO sobre a 
integridade celular e em parâmetros de estresse oxidativo em cultura primária de 
astrócitos. 

2. METODOLOGIA 
 

2.1 Cultivo primário de astrócitos 
 

Foram utilizados ratos Wistar obtidos do Biotério Central da UFPel. Todos 
os procedimentos envolvendo os animais foram aprovados pelo Comitê de Ética 
em Experimentação Animal da UFPel (CEEA 6210-2017). Ratos Wistar com 1-2 
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dias foram utilizados para obtenção de astrócitos corticais os quais foram 
cultivados e mantidas com meio DMEM suplementado com 10% de Soro Fetal 
Bovino (SFB) (GOTTFRIED, 1999). As células foram mantidas em condições 
padrões (5% CO2, 37°C e atmosfera umidificada) durante 15 dias, recebendo 
troca periódica de meio de cultivo até receberem os tratamentos. 

 
2.2 Tratamento com metionina e metionina sulfóxido 

Os astrócitos foram tratados com as concentrações de 1 e 2 mM de Met, 
0,5 mM de MetO e com associação da Met 1 e 2 mM com a MetO 0,5 mM.  As 
células foram expostas a essas concentrações por 72h. Após o tratamento, a 
integridade celular e parâmetros de estresse oxidativo foram analisadas. 

 
2.3 Teste de iodedo de propídeo 

O dano celular foi avaliado por análise de imagem fluorescente de 
captação de iodeto de propídio (IP). No final dos tratamentos, as culturas de 
células astrocíticas foram incubadas com IP (7,5 µM) durante 1 h. A fluorescência 
IP foi excitada a 515-6 560 nm utilizando um microscópio invertido (Olympus IX71, 
Tóquio, Japão) equipado com um filtro de rodamina padrão. As imagens foram 
capturadas usando uma câmera digital conectada ao microscópio. 

 
2.4 Avaliação dos parâmetros de estresse oxidativo 
 Após os tratamentos, o lisado celular foi preparado para avaliar conteúdo 
tiólico total (SH), espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), nitritos e 
atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Os níveis 
de espécies reativas de oxigênio (EROS) foram  mensurados em células viáveis 
semeadas em placas de 96 poços. 

. 
2.5 Análise estatística 

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

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 Como demonstrado na figura 1, não foi possível observar morte celular por 
necrose em nenhuma condição experimental após 72h de tratamento. 
 

Figura 1: Incorporação de iodeto de propídeo em cultivo primário de astrócitos tratados 

por 72 h com metionina (Met) 1 e 2mM e/ ou metionina sulfóxido (MetO) 0,5 mM. 
 
 Em relação aos resultados de estresse oxidativo, pode-se observar na 
figura 2 que houve uma redução dos níveis de EROS quando as células são 
expostas a MetO ou associação da Met + MetO (P<0,05 Figura 2A). Por outro 

lado, os níveis de nitritos foram significativamente aumentado em todas as 
condições experimentais quando comparadas com o controle (DMEM) (P<0,05 
Figura 2B). Quando os astrócitos foram  tratados com Met 2 mM, MetO e a 
associação da Met + MetO foi  possível observar uma redução do conteúdo tiólico 



 

 

total (P<005, Figura 2C) bem como um aumento dos níveis de TBARS (P<0,05 
Figura 2D). 

Figura 2: Níveis de espécies reativas de oxigênio (EROS) (A), nitritos (B), conteúdo 
tiólico total (C) e espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) (D) em cultivo primário 
de astrócitos tratados por 72 h com metionina (Met) 1 e 2mM e/ ou metionina sulfóxido 
(MetO) 0,5 mM. Os dados estão expressos como média ± erro padrão. *P<0,05 ** P<0,01 

e *** P<0,001 quando comparado com controle (DMEM). 
 
 Com relação a atividade das enzimas antioxidantes, não foi possível 
observar alterações na atividade da SOD (P>0,05 Figura 3 A). Em contrapartida, 
houve uma redução da atividade da CAT após o tratamento das células com Met 
1 e 2 mM e/ou MetO 0,5 mM (P<0,05 Figura 3B).  
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Figura 3: Atividade da superóxido dismutase (SOD) (A) e catalase (B) em cultivo primário 
de astrócitos tratados por 72 h com metionina (Met) 1 e 2mM e/ ou metionina sulfóxido 
(MetO) 0,5 mM. Os dados estão expressos como média ÷ erro padrão.  *** P<0,001 
quando comparado com controle (DMEM). 

 
Já é bem estabelecido que o estresse oxidativo é uma condição envolvida 

na patogênese de várias doenças, incluindo doenças neurodegenerativas. 
Algumas características do cérebro o fazem particularmente vulnerável ao 
estresse oxidativo, como o grande consumo de oxigênio, o qual representa 20% 
do total de O2 consumido em repouso por um indivíduo adulto (WILSON, 1997). 
Dentro desse contexto, os astrócitos desempenham um papel importante na 
defesa antioxidante no sistema nervoso central e são as células mais resistentes 
ao estresse oxidativo (VASILE et al., 2017).  

A diminuição dos níveis de EROS pode estar envolvido com uma resposta 
endógena compensatória dos astrócitos, uma vez que estas células possuem 
elevados níveis de glutationa,  uma molécula com potente atividade antioxidante, 
além de elevada atividade da glutationa peroxidase que é capaz de detoxificar o 
peróxido de hidrogênio, corroborando assim a redução na atividade da enzima 
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CAT (WILSON, 1997). Por outro lado, o aumento nos níveis de nitritos  podem 
favorecer a produção de espécies reativas de nitrogênio, com consequente 
redução do conteúdo tiólico total e aumento TBARS, um marcador de peroxidação 
lipídica. Dessa forma, embora não tenha sido observado morte celular, a 
presença de estresse oxidativo mediado pelo aumento de espécies reativas de 
nitrogênio pode estar envolvido no processo de astrogliose reativa, um evento em 
resposta a qualquer dano cerebral, caracterizado principalmente pela presença de 
uma grade número de astrócitos reativos e de maior tamanho (PEKNY  e 
NILSSON, 2005). 

 
4. CONCLUSÕES 

Níveis elevados de Met e/ou MetO, induzem estresse oxidativo em 
astrócitos sugerindo que esses aminoácidos podem alterar a homeostase redox 
das células gliais. Esta alteração pode estar associada com as disfunções 
neurológicas presentes a hipermetioninemia. 
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