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1. INTRODUCAO

Metionina (Met) é um aminoacido essencial para o crescimento e
desenvolvimento dos mamiferos, e € um importante composto na juncao de diversas
rotas metabdlicas (LEE; GLADYSHEV, 2011). Entretanto, ha diversos estudos
mostrando que altas concentra¢des de Met resultam em aminoacidemia, colestase,
cirrose, hipoglicemia, aterogénese e/ou morte (ZHANG et al., 2004).

Elevadas concentracdes desse aminoacido tém sido encontradas em diversos
erros inatos do metabolismo, dentre eles na deficiéncia da enzima metionina
adenosiltransferase, nos quais metabdlitos como metionina sulféxido (MetO) e
metanotiol também podem estar aumentados no plasma e urina dos pacientes
afetados. Pacientes hipermetioninémicos apresentam danos hepético, como cirrose
e esteatose, assim como diferentes niveis de disfuncdo neuroldgica, cujos
mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos ainda ndo foram completamente elucidados
(MUDD et al., 2001).

O estresse oxidativo, que é caracterizado por um desequilibrio entre os niveis
de espécies reativas e a capacidade antioxidante celular (HALLIWELL, 2011), tem
sido reconhecido como um fator fundamental nas diversas mudancas
fisiopatolégicas observadas em doencas hepéticas, como a hepatite aguda, a cirrose
hepatica e o carcinoma hepatocelular (TANIKAWA; TORIMURA, 2006). Além disso,
estudos demonstraram que elevada concentracdo de espécies reativas podem
promover estresse oxidativo e dano celular (HALLIWELL, 2011).

Diversos estudos in vivo e in vitro tém reconhecido o dano oxidativo como um
fator fundamental em uma variedade de mudancas fisiopatoldgicas observada em
diferentes formas de dano hepético crénico (HA et al., 2010). YALCINKAYA et al.
(2007) demonstraram que uma dieta suplementada com Met pode aumentar a
hepatotoxicidade e o dano oxidativo no figado de ratos tratados com etanol. Estudos
prévios realizados em nosso grupo de pesquisa demonstraram que a exposi¢ao
prolongada a metionina induz estresse oxidativo e promove alteracdes histolégicas
em figado, bem como aumenta as aminotransferases, a fosfatase alcalina e a
glicose em soro de ratos (STEFANELLO et al., 2009).

Considerando o que foi exposto, a elucidagdo dos mecanismos
fisiopatoloégicos envolvidos na hipermetioninemia  possibilitara& um  maior
entendimento  das  alteragbes  hepéaticas observadas nos  pacientes
hipermetioninémicos. Diante disso, 0 presente estudo teve como objetivo investigar
a relagdo in vivo entre os niveis de Met e um de seus metabdlitos, a metionina
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sulfoxido (MetO), bem como a associacdo entre Met e MetO, perante alguns
parametros de estresse oxidativo em figado de ratos jovens.

2. METODOLOGIA

Animais: Foram utilizados ratos Wistar de aproximadamente 29 dias, obtidos no
Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), mantidos em ambiente
com temperatura e umidade controladas, agua e alimento ad libitum, e ciclo
claro/escuro de 12 horas.

Modelo experimental: Os animais foram divididos em quarto grupos: Grupo |
(controle); Grupo Il (tratado com Met 0,4 g/kg); Grupo Il (tratado com MetO 0,1 g/kg)
e Grupo IV (tratado com 0,4 g/kg + MetO 0,1 g/kg). Os ratos receberam uma unica
injecao subcutanea de Met e/ou MetO dissolvidas em salina. Os animais do Grupo |
receberam um volume equivalente de salina. Metade dos animais foi decapitada 1 h
apos a injecao e a outra metade 3 h apés o tratamento.

Apos o sacrificio o figado foi removido e congelado em freezer. O tecido foi
homogeneizado em tampé&o adequado para cada técnica no momento da realizacdo
dos ensaios bioquimicos.

Determinacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS): Foi
realizada pelo método de ESTERBAUER; CHEESEMAN (1990), o qual mede a
formacdo de malondialdeido (produto da peroxidacéo lipidica). Os resultados foram
expressos como nmol de TBARS/mg proteina.

Medida do conteudo tidlico total: Foi determinada pelo método de AKSENOQV;
MARKESBERY (2001), o qual se baseia na redugcdo do &cido ditionitrobenzdico
(DTNB) por tidis, gerando um derivado amarelo (TNB) que € mensurado
espectrofotometricamente em 412 nm. Os resultados foram expressos em nmol
TNB/mg de proteina.

Medida do conteddo de carbonilas: O método utilizado foi conforme descrito por
REZNICK; PACKER (1994). A presenga do grupamento carbonila é um indicativo de
modificacdo oxidativa de proteinas. A medida do dano foi feita por leitura de
absorbéancia a 370 nm. Os dados foram expressos em nmol de carbonilas/mg de
proteina.

Determinacdo da atividade da catalase (CAT): Realizou-se conforme o método
descrito por AEBI (1984), baseado na decomposicdo de H,0,, acompanhada a 240
nm. Os resultados foram expressos em unidades de CAT (sendo uma unidade
definida como a quantidade de enzima que decompde 1 pmol de H,O, /min/mg de
proteina).

Determinacdo da atividade da superoxido dismutase (SOD): A atividade da SOD
foi determinada através do kit RANSOD-SD125 da Randox. Os resultados foram
expressos em unidades da SOD/mg de proteina.

Deteccdo das espécies reativas de oxigénio (ERO): A deteccdo das ERO foi
realizada por coloragdo de células hepaticas com 10 puM de 2’,7’- diclorofluoresceina
(DCF) diacetato por 30 min a 37°C. Os comprimentos de onda foram de 488 nm e
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530/30 nm respectivamente. Dados foram coletados em escala logaritmica e
analisados usando o software Cell Quest Pro®.

Determinacdo proteica: As proteinas foram determinadas pelo método de LOWRY
et al. (1951), utilizando albumina bovina como padréo.

Anadlise estatistica: Os resultados obtidos neste estudo foram analisados
estatisticamente por meio do programa SPSS (“Stastistical Package for the Social
Sciences”), através da ANOVA de uma via, seguida pelo teste multiplo de Duncan
guando indicado, ao nivel minimo de 95% de significancia (P<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O conteddo de sulfidrilas, que indica dano a proteinas, diminuiu na presenca
de Met e Met mais MetO apdés 1 h de administracéo (P<0,01), enquanto o seu valor
foi significativamente maior do que o grupo controle apés 3 h (P<0,01). Além do
conteddo de tidis totais, a medida do conteddo de carbonilas é frequentemente
utilizada como marcador de oxidacéo de proteinas. Verificamos que a Met aumenta
o conteudo de carbonilas, enquanto MetO diminui esse parametro 1 h apos
administracdo (P<0,01). Contudo, nenhuma alteracdo foi observada apdés 3 h de
administracdo dos compostos.

Nossos resultados mostraram que, 1 h ap6s a administracdo subcutanea,
Met, MetO e a associacao entre ambos os compostos diminuiram significativamente
os niveis de TBARS (P<0,01), mas ndo houve modificacdo desse parametro apos 3
h. Em relacdo as enzimas antioxidantes, a atividade da CAT foi significativamente
reduzida pela Met, MetO e Met mais MetO, 1 h (P<0,01) e 3 h (P<0,01) apés a
injecao desses compostos. Entretanto, a atividade da SOD foi aumentada somente 3
h ap6s a administracdo de MetO (P<0,01). Por fim, nés avaliamos a producédo de
ERO por oxidacdo de DCF. Nesse parametro, Met, MetO e associagdo de ambos
diminuiram a producédo de ERO apés 1 h (P<0,01) e 3 h (P<0,01) de administracdo
subcutanea.

O exato mecanismo pelo qual os compostos alteram esses parametros de
estresse oxidativo ndo foi possivel esclarecer neste estudo. Entretanto, uma das
hipoteses para explicar esses resultados € que a reducdo da peroxidacgao lipidica e
atividade da CAT podem estar associados com a reducdo das ERO. Além disso,
outro importante aspecto a ser considerado é que as alteracdes nos parametros de
estresse oxidativo foram diferentes em 1 e 3 h. Essas diferencas podem ser
atribuidas ao metabolismo da Met, visto que o maior produto da Met € a MetO (LEE;
GLADYSHEV, 2011). Além disso, MetO pode ser metabolizada em acido
homocisteico e metionina sulfona (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007), sugerindo
gue outros metabdlitos podem estar interferindo nesses resultados.

4. CONCLUSOES

Em conclusdo, nés demonstramos que a Met e MetO modificam a
homeostase hepatica por alterar o estado redox celular. Além disso, ao analisar os
dados em conjunto, Met e MetO parecem ter mais efeito antioxidante que pro-
oxidante nos tempos de 1 e 3 h. Os mecanismos e a significancia biologica desses
dados precisam de mais estudos para serem totalmente esclarecidos.
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