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EFEITO IN VITRO E IN VIVO DA METIONINA E/OU METIONINA SULFOXIDO

NA ATIVIDADE DA ENZIMA ADENOSINA DEAMINASE EM LINFOCITOS DE
RATOS
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1. INTRODUCAO

Elevados niveis de metionina e de seus metabdlitos podem ocorrer em
varias anormalidades genéticas. A hipermetioninemia € uma patologia
caracterizada pelo aumento nos niveis de metionina que pode ser resultante de
uma metabolizacdo inadequada desse aminoacido devido a deficiéncia genética
da enzima metionina adenosiltransferase (MUDD, 2011). Dados da literatura tém
demonstrado que pacientes hipermetioninémicos apresentam varios danos
hepéticos e cerebrais como, déficit cognitivo, edema e dismielinizacdo cerebral,
cuja fisiopatologia ainda ndo esta completamente esclarecida (MUDD, 2011).

E bem estabelecido que a adenosina é uma molécula importante para o
funcionamento de varios tecidos. Além de suas propriedades neuroprotetoras e
antiagregantes a adenosina possui potentes atividades anti-inflamatérias e
imunossupressoras por inibir a proliferacdo de células T através da ativacao de
receptores Aa € a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias. Sendo assim, essa
molécula pode regular a funcédo dos linfocitos, macrofagos, células dentriticas e
neutréfilos modulando também a producdo de citocinas (KHODADADI et al.,
2011). A adenosina deaminase (ADA) é a enzima responsavel pela desaminacao
da adenosina a inosina, sendo entdo a principal reguladora da concentracao
extracelular desse nucleosideo. A atividade dessa enzima tem sido investigada
em vdrias situacdes patologicas sugerindo que essa enzima pode ser um
importante marcador associado a inflamacéo e disfuncdes imunolégicas (GINES
et al., 2002; KHODADADI et al., 2011; MARTINEZ-NAVIO et al., 2011).

Neste contexto, tendo em vista que muitos mecanismos envolvendo a
fisiopatologia da hipermetioninemia ainda sdo pouco compreendidos, e
considerando a importancia da ADA nos processos inflamatérios, o presente
estudo teve por objetivo avaliar os efeitos in vitro e in vivo da Metionina (Met),
Metionina Sulfoxido (MetO) e associacdo da Met + MetO (MIX) na atividade da
ADA de linfocitos de ratos com o intuito de elucidar mecanismos inflamatorios
envolvidos na hipermetioninemia.
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2. METODOLOGIA

2.1 Analise in vitro da Met e/ou MetO na atividade da ADA

Foram utilizados 10 ratos machos Wistar (30 dias) provenientes do Biotério
da UFPel. Os animais foram submetidos a eutanasia e o sangue foi coletado com
anticoagulante EDTA. Os linfécitos foram separados usando um gradiente de
densidade (Ficoll) segundo o método de BOYUM (1968) e a atividade da ADA em
linfécitos foi determinada pelo método colorimétrico de dosagem da amodnia
liberada pela acdo da enzima segundo o método de GIUSTI & GALANTI (1984).
Met e MetO foram dissolvidas em agua destilada e adicionadas diretamente no
ensaio enzimatico em concentracdes variando de 20 a 2000uM para Met, 5 a 500
uM para MetO. Além disso, a associagdo de Met e Met-O também foi avaliada
(MIX= Met 1000 uM + MetO 500 uM).

2.2 Andlise in vivo da Met e/ou MetO na atividade da ADA

Neste experimento foram utilizados 40 ratos machos Wistar (30 dias) os
quais foram divididos em quatro grupos (n=10): | (controle), Il (Met 0,4 g/Kg), llI
(MetO 0,1 g/Kg), IV (Met 0,4 g/Kg + MetO 0,1 g/Kg). Os ratos dos grupos Il, lll e
IV receberam uma injecéo subcutanea de Met e/ou MetO, enquanto que o grupo |
recebeu o volume equivalente de solucédo salina. Cinco animais de cada grupo
foram submetidos a eutanasia uma hora apés a injecdo, enquanto que 0s outros
cinco animais foram submetidos a eutanasia apos trés horas de tratamento. O
sangue foi coletado com EDTA e os linfocitos separados. Nessas células a
atividade da ADA foi determinada conforme método descrito acima e expressa em
U/L. Neste trabalho todos os procedimentos experimentais envolvendo animais
foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPel
(CEEA 3527).

2.3 Andlise estatistica dos dados

Os dados foram analisados por ANOVA de uma via seguido do teste de
Duncan. A diferenca entre os grupos foi considerada significativa quando P<0,05.
Todos os dados foram expressos com média + erro padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados in vitro demonstraram que a Met nas concentragdes de 1000
e 2000 uM causou uma inibicdo 23% e 43%, respectivamente, na atividade da
ADA de linfocitos quando comparado ao grupo controle (P<0.05). A MetO causou
uma inibicdo na atividade da enzima de 28% somente na maior concentracao
testada (500 uM) (P<0.05). A associacéo in vitro de Met + MetO (MIX) teve um
resultado similar, onde foi observado uma inibicdo de 42% na atividade da ADA
de linfécitos de ratos quando comparados com os dados do grupo controle
(P<0.05).

Em relacdo aos resultados in vivo ndo foram observadas alteracbes na
atividade da ADA de linfocitos apos uma hora da administracéo de Met e/ou MetO
(Figura 1). Entretanto, ap0s trés horas somente a MetO causou um aumento
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significativo na atividade desta enzima quando comparado aos demais grupos
avaliados (P<0.05) (Figura 2).
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Figura 1: Atividade da enzima ADA em Figura 2: Atividade da enzima ADA em linfocitos
linfécitos de ratos apds uma hora da de ratos apos trés horas da administragdo de
administragcdo de metionina e/ou metionina metionina e/ou metionina sulféxido. *Diferente
sulféxido. dos outros grupos (P<0,05)

Nos resultados in vitro ocorreram alteracdes nas maiores concentracoes
testadas de Met e MetO. E importante destacar que essas concentracdes S0
semelhantes as encontradas em pacientes hipermetioninémicos. Os resultados
obtidos in vivo foram diferentes dos resultados obtidos in vitro o que pode ser
justificado pela absorcio e metabolismo da Met e MetO no organismo. E
importante ressaltar que in vivo a MetO, um metabdlito da metionina, altera a
atividade da ADA em linfécitos de ratos. Um aumento na ADA pode levar a uma
diminuicdo nos niveis de adenosina, uma molécula com acdes anti-inflamatorias
(MARTINEZ-NAVIO et al., 2011)

4. CONCLUSOES

Neste trabalho foi demonstrado que Met e MetO podem alterar a atividade
da ADA em linfocitos de ratos. Mais estudos sdo necessarios para elucidar os
mecanismos envolvidos nesta alteracdo enzimatica e sua contribuicdo para o
desenvolvimento de processos inflamatorios em pacientes hipermetioninémicos.
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