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1 INTRODUCAO

A metionina € um amino&cido cuja concentragdo encontra-se aumentada em
varias doencas metabdlicas hereditarias, como na deficiéncia da metionina
adenosiltransferase. Pacientes hipermetioninémicos podem apresentar
manifestagbes neuroldgicas incluindo deficiéncia cognitiva, retardo mental, edema
cerebral e desmielinizagdo, cujos mecanismos nao estdo completamente
esclarecidos (Mudd et al., 2000; Mudd et al., 2001).

O estresse oxidativo, o qual é caracterizado pelo aumento da producao de
oxidantes e/ou diminuicdo dos niveis de defesas antioxidantes, € um importante
processo que tem sido relacionado a patogénese de algumas condi¢des que afetam
o Sistema Nervoso Central (SNC), tais como epilepsia, esclerose multipla, deméncia
e doencas neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson (Halliwell, 2006;
Mancuso et al., 2006; Halliwell & Gutteridge, 2007).

Diversos estudos in vitro demonstram que a metionina induz estresse
oxidativo e altera importantes parametros do metabolismo energético como a
producdo de CO,, a liberagéo de lactato e a atividade da enzima Na*,K*-ATPase em
encefalo de ratos (Streck et al., 2002, 2003; Stefanello et al., 2005). Além disso, foi
mostrado que a administracdo aguda e crénica de metionina inibe a atividade da
enzima Na*,K'-ATPase e aumenta a peroxidacdo lipidica em hipocampo de ratos
(Stefanello et al., 2007a). Finalmente, a hipermetioninemia crénica provoca déficit de
memoria em ratos, aumenta a atividade da enzima acetilcolinesterase e reduz o
conteudo de importantes lipideos de membrana (gangliosideos, fosfolipideos e
colesterol) em cérebro de ratos (Stefanello et al., 2007b; Stefanello et al., 2007c).

Dessa forma, a elucidacdo dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na
hipermetioninemia possibilitara um maior entendimento das altera¢gées neurologicas
observadas nessa sindrome metabdlica. Para tanto, o presente trabalho teve como
objetivo estudar o efeito in vitro da metionina e/ou seu metabdlito metionina sulféxido
sobre parametros de estresse oxidativo em cortex cerebral de ratos jovens.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Foram utilizados ratos Wistar de aproximadamente 30 dias, obtidos no
Biotério da UFPel, mantidos em ambiente com temperatura (20 - 24°C) e umidade
(40 - 60%) controladas, dgua e racdo ad libitum e ciclo claro/escuro de 12 horas.

Os animais foram submetidos a eutandsia e o cortex cerebral foi
cuidadosamente removido e armazenado em freezer a -70°C. Posteriormente, o
tecido cerebral foi homogeneizado em tampdo adequado para a realizacdo dos
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ensaios bioquimicos. O efeito in vitro de diferentes concentracdes de metionina
(Met) (0,02 — 2 mM), metionina sulféxido (MetO) (5 - 500 pM), bem como da mistura
(Mix) (1 mM Met + 500 uM MetO) foi estudado nos seguintes parametros de estresse
oxidativo:

Determinacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS): Foi
realizada pelo método de Esterbauer e Cheeseman (1990), o qual mede a formacao
de malondialdeido (produto da peroxidacéao lipidica). Quando aquecida em presenca
de &cido tiobarbitdrico, essa substancia forma um composto corado que € medido
espectrofotometricamente em 532 nm. Para a curva de calibracao utilizou-se 1,1,3,3-
tetrametoxipropano, seguindo o mesmo tratamento das amostras. Os resultados
foram expressos como nmol de TBARS/mg proteina.

Medida do conteudo tiélico total: Foi determinada pelo método de Aksenov e
Markesbery (2001), o qual se baseia na reducdo do acido ditionitrobenzoéico (DTNB)
por tidis, gerando um derivado amarelo (TNB) que €é mensurado
espectrofotometricamente em 412 nm. Os resultados foram expressos em nmol
TNB/mg de proteina.

Determinacdo da atividade da catalase: Realizou-se conforme o método descrito
por Aebi (1984), baseado na decomposicdo de H,O,, acompanhada a 240 nm, a
temperatura ambiente. Os resultados foram expressos em unidades de atividade de
catalase (sendo uma unidade definida como a quantidade de enzima que decompde
1 1 mol de H,0O2 /min/mg de proteina).

Determinacdo da atividade da superoxido dismutase (SOD): O método utilizado
seguiu o descrito por Spitz e Oberley (1989). Os reagentes em presenca da
superéxido dismutase sofrem inibicdo da oxidacdo e a atividade enzimética é
mensurada espectrofotometricamente em 420 nm. Uma unidade de atividade de
superdoxido dismutase é definida como a quantidade de enzima necessaria para
reduzir a velocidade da reacdo em 50%. Os resultados foram expressos em
unidades de SOD/mg proteina.

Determinacdo protéica: As proteinas foram determinadas pelo método descrito por
Lowry e colaboradores (1951), utilizando albumina bovina como padrao.

Andlise estatistica: Os resultados obtidos neste estudo foram analisados atraves
do programa SPSS (“Stastistical Package for the Social Sciences”). Os dados
bioquimicos foram analisados por ANOVA de uma via seguida pelo teste de
multiplas comparacdes de Duncan quando indicado.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstraram que a Met, na concentracdo de 2 mM,
aumentou em torno de 40% a atividade da enzima antioxidante superéxido
dismutase (P<0,05). Entretanto, a MetO e o Mix ndo alteraram a atividade da
enzima. Além disso, Met (1 e 2 mM) e o Mix aumentaram significativamente a
atividade da catalase em torno de 45% (P<0,05), contudo MetO ndo alterou a
atividade dessa enzima. Em contraste, os niveis de substancias reativas ao acido
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tiobarbitrico, medida de lipoperoxidacdo, e o conteudo tidlico total ndo foram
alterados por nenhum dos compostos analisados.

4 CONCLUSAO

Diante do exposto, pode-se concluir que Met e MetO alteram as defesas
antioxidantes enzimaticas em cortex cerebral de ratos, sugerindo o estresse
oxidativo como um possivel mecanismo fisiopatologico das alteracbes cerebrais
presentes na hipermetioninemia.
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