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1. INTRODUCAO

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo alteragdes genéticas que se
manifestam pela sintese andbmala de uma proteina, geralmente uma enzima, por
uma diminuicdo ou mesmo auséncia de sua sintese (BICKEL, 1987). Essas
alteragbes resultam em deficiéncia na atividade da enzima envolvida,
ocasionando bloqueio das rotas metabdlicas, podendo ocorrer tanto 0 acumulo de
metabdlitos toxicos como a falta de produtos essenciais, ambos com doencas
subsequentes. Dentre os EIM, os mais freqlentes sdo os de aminoacidos, sendo
um exemplo o EIM da metionina em que se observa a deficiéncia da enzima
metionina adenosiltransferase (MAT). Na deficiéncia da MAT, a concentragéao
plasmatica de metionina pode atingir até 2.500 umol/L, sendo que os valores
normais estdo em torno de 30 ymol/L. Elevadas concentracées de metabdlitos,
como a metionina sulféxido, o0 metanotiol e o sulfeto de hidrogénio também podem
ser observadas no plasma e na urina dos pacientes afetados por essa doenca
(MUDD et al,, 2001). Consequentemente, pacientes hipermetioninémicos
apresentam manifestacbes clinicas, como déficit cognitivo, edema e
desmielinizacao cerebral, assim como alteragdes hepaticas e inflamatérias, cuja
fisiopatologia ndo estad completamente estabelecida (FERNANDEZ-IRIGOYEN et
al., 2010). Macréfagos sédo elementos chave do processo inflamatoério e,
dependendo do microambiente em que se encontram podem exibir um fenétipo
pro-inflamatério (classico/M1), o qual € caracterizado por um aumento da
atividade da iNOS, produgédo de radicais livres e citocinas pré-inflamatérias ou
anti-inflamatério (alternativo/M2), caracterizado pelo aumento da atividade da
arginase e de citocinas angiogénicas que estardo relacionadas com a
reconstituicdo tecidual (GORDON e MARTINEZ, 2010). O objetivo desse estudo
foi avaliar o efeito do tratamento com metionina (Met), Metionina-sulféxido (Met-O)
e da combinagcdo dos dois metabodlitos (Met + MetO) sobre o fendtipo dos
macréfagos em cultura.

2. METODOLOGIA

Isolamento de macrofagos peritoneais: Macréfagos residentes peritoniais
foram extraidos de camundongos swiss (8 semanas). Para a extracdo dos
macrofagos foi feita uma injecdo de 5 mL de RPMI gelado na cavidade peritoneal
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e em seguida, o abdémen foi gentiimente massageado (30 s) e as células
aspiradas. As células foram semeadas em placas de 48 pogos em meio de cultivo
RPMI/10% SFB. Apds 30 minutos de ades@o em incubadora a 37°C em atmosfera
umidificada com 5% CO,, os macréfagos foram tratados com Met (1 mM), MetO
(0,5 mM) ou Mix (Met 1 mM + MetO 0,5 mM). Macréfagos tratados com LPS (10
ng/mL) ou IL-4 (10 ng/mL) foram considerados controles positivos para ativagéo
de macrofagos M1 e M2, respectivamente. Apds 24 h de tratamento, o fendtipo
dos macrofagos foi determinado.

Analise do fenétipo de ativacao dos macrofagos: As culturas de macréfagos
de camundongos tiveram seu fenétipo avaliado por meio da andlise da atividade
da iNOS e da arginase, as quais indicam a ativacdo macrofagica pro-
inflamatoéria/M1 ou anti-inflamatéria/M2, respectivamente.

Analise estatistica: Os resultados obtidos neste estudo foram analisados por
ANOVA seguida por post-hoc de Tukey. Os dados foram considerados
significativamente diferentes do controle para um P < 0.05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de analisar o fen6tipo dos macréfagos frente a exposicao
aos metabdlitos acumulados em pacientes portadores de hipermetioninemia,
foram utilizadas culturas de macréfagos peritoneais de camundongo. Tais culturas
representam uma ferramenta interessante para a analise do efeito de moléculas in
vitro, uma vez que o comportamento dos macrofagos de camundongos é
semelhante em alguns aspectos a resposta apresentada em humanos.
Imediatamente apds a adesdo dos macréfagos, os mesmos foram expostos a
LPS, IL-4, Met, MetO e Mix conforme descrito nos materiais e métodos. Conforme
previsto, o tratamento com LPS e com IL-4 induziu um aumento da atividade da
iINOS e da arginase, respectivamente, quando comparado ao controle, indicando
que os macréfagos estavam responsivos a estimulos e apresentaram ativagéo do
tipo M1 induzida por LPS e M2 induzida por IL-4. Além disso, o tratamento com
Met, MetO e o Mix foi eficiente em aumentar a atividade da iINOS em 3 vezes
quando comparado ao controle. Por outro lado, a atividade da arginase nao foi
alterada frente aos tratamentos. Esses dados indicam que a Met, MetO e o Mix
induzem uma polarizagédo dos macréfagos do tipo M1/pré-inflamatério.
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Figura 1. Andlise da atividade da o6xido nitrico sintase induzida (iINOS) e da
arginase em macrofagos tratados com LPS, IL-4, metionina (Met), Metionina



sulfoxido (MetO) ou Mix (Met+MetQO) por 24 h. Dados representam média + DP de
quatro experimentos independentes. *Diferenga significativa com relagdo ao
controle para um P< 0,05. Dados analisados por ANOVA seguido de Tukey.

4. CONCLUSOES

Os dados indicam que a Met, MetO e o Mix induzem a polarizagdo dos
macrofagos para um fendtipo M1/pré-inflamatério, o qual esta relacionado com
injuria tecidual, sendo um componente de processos neurodegenerativos. Assim,
a inducao de um processo inflamatério com a participacao dos macréfagos pode
estar envolvida na fisiopatologia da hipermetioninemia, constituindo um alvo
terapéutico interessante para contornar o dano tecidual e neuroldgico observado
nos pacientes.
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