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1 INTRODUCAO

A metionina (Met) € um aminoacido essencial para o crescimento e 0
desenvolvimento dos mamiferos; contudo, pode tornar-se toxico quando em altas
concentracbes (Benevenga e Steele, 1984; Cooper, 1983; Mudd et al.,, 2001).
Elevadas concentracbes deste aminoacido e de seus metabdlitos tém sido
encontradas em diversos erros inatos do metabolismo, dentre eles na deficiéncia da
enzima metionina adenosiltransferase (Mudd et al., 2000, 2001, Augoustides-
Savvopoulou et al.,, 2003). Pacientes hipermetioninémicos apresentam danos
hepatico e diferentes niveis de disfungdo neurologica, cujos mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos ainda ndo foram completamente elucidados (Mudd et al.,
2000; Mudd et al., 2001).

O estresse oxidativo, que € 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 hepaticas, como a hepatite aguda, a cirrose hepatica e o
carcinoma hepatocelular (Loguercio e Federico, 2003; Kim et al., 2004; Tanikawa e
Torimura, 2006). Estudos prévios realizados em nosso grupo de pesquisa
demonstraram que a exposi¢do prolongada a metionina induz estresse oxidativo e
promove alteracdes histologicas 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 elucidagcdo dos mecanismos
fisiopatoldégicos envolvidos na hipermetioninemia possibilitardA um  maior
entendimento  das  alteragbes  hepaticas observadas nos  pacientes
hipermetioninémicos. Diante disso, o presente estudo teve como objetivo investigar
se h& uma relagcdo entre os niveis de Met e um de seus metabdlitos, a metionina
sulfoxido (MetO), com alguns parametros de estresse oxidativo em figado de ratos
jovens.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Utilizaram-se ratos Wistar de aproximadamente 29 dias, obtidos no Biotério
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), mantidos em ambiente com
temperatura (20 - 24°C) e umidade (40 - 60%) controladas, agua e alimento ad
libitum, e ciclo claro/escuro de 12 horas. Os animais foram alojados em gaiolas de
manutencao do tipo padréo para ratos com dimensdes de P49cmxL34cmxAl6cm,
com no maximo 5 animais por gaiola.
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Os animais foram sacrificados por decapitacdo em guilhotina. Apdés o
sacrificio o figado foi removido e congelado em freezer -70°C. O tecido foi
homogeneizado em tampao adequado para cada técnica no momento da realizacéao
dos ensaios bioquimicos. O efeito in vitro de diferentes concentracdes de Met (0,02
— 2 mM), MetO (5 - 500 pM) e associacao de Met 1 mM e MetO 500 uM (Mix) foi
estudado nos seguintes parametros de estresse oxidativo:

Determinagéo de substéncias reativas ao acido tiobarbiturico: Foi realizada pelo
método de Esterbauer e Cheeseman (1990), o qual mede a formacdo de
malondialdeido (produto da peroxidacéo lipidica). Quando aquecida em presenca de
acido tiobarbitarico, essa substancia forma um composto corado que é medido
espectrofotometricamente em 532 nm. Para a curva de calibracao utilizou-se 1,1,3,3-
tetrametoxipropano, seguindo 0 mesmo tratamento das amostras. Os resultados
foram expressos como nmol de TBARS/mg proteina.

Medida do conteldo tiélico total: Foi determinada pelo método de Aksenov e
Markesbery (2001), o qual se baseia na reducdo do &cido ditionitrobenzoico (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.

Determinacgéo 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 umol de H,O, /min/mg de proteina).

Determinacdo da atividade da superdxido dismutase: O método utilizado seguiu
o descrito por Spitz e Oberley (1989). Os reagentes em presenca da superoxido
dismutase sofrem inibicAo da oxidacdo e a atividade enziméatica é mensurada
espectrofotometricamente em 420 nm. Uma unidade de atividade de superodxido
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 proteica: As proteinas foram determinadas pelo método de Lowry e
colaboradores (1951), utilizando albumina bovina como padréao.

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 quando indicado ao nivel
minimo de 95% de significancia (P<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando que pacientes hipermetioninémicos apresentam alteracfes
hepaticas, avaliamos o efeito da Met e/ou MetO em figado de ratos. Os nossos
resultados demonstraram que a Met (1 e 2 mM), MetO 500 pM e Mix aumentaram
significativamente a atividade da superoxido dismutase em figado de ratos (P<0,05).
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Além disso, a Met nas concentracbes de 1 e 2 mM, bem como o Mix,
promoveram aumento estatisticamente significativo na atividade da enzima catalase
(P<0,05); entretanto, a MetO nédo alterou a atividade desta enzima em figado de
ratos. Os niveis de substancias reativas ao &cido tiobarbitlrico e conteudo tidlico
total ndo sofreram modificacbes por nenhum dos compostos analisados em figado
de ratos.

4 CONCLUSAO

Os dados demonstraram que Met e MetO alteram as defesas antioxidantes
enzimaticas em figado de ratos, sugerindo o estresse oxidativo como um possivel
mecanismo  fisiopatoléogico das  alteracbes  hepéticas presentes na
hipermetioninemia.
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