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Resumo

GOMES, T. D. U. H.Efeito da concentracdo de metionina na dieta durante o
periodo pré e pés-natal sobre o estresse oxidativo, a instabilidade gen6mica e
expressdao de RNAm de Matla, Bhmt e Cbs em camundongos. 2013. 116 folhas.
Tese (Doutorado)- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, 2013.

A metionina é doadora de grupos metil para metilagdo do DNA, processo responsavel
por modificagdes da expressdo génica. Diante da importadncia da metionina para o
crescimento e desenvolvimento normais, variagbes desse aminoacido na dieta podem
alterar a estabilidade do DNA. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de dietas
deficiente e suplementada em metionina sobre a instabilidade gendémica e o estresse
oxidativo em camundongos e suas méaes tratadas durante gestacéo e lactagcédo e destas
também foi realizada a expressdao de RNAm de Mat1a, Bhmt e Cbsdas vias de
transmetilagdo, remetilagdo e transsulfuracdo da metionina, respectivamente, em
figado. As fémeas foram divididas nos grupos de dietas de metionina (controle, 0,3%
DL-metionina; suplementado, 2,0%; e deficiente 0%) até o fim da lactagdo (10
semanas) e, para cada grupo de fémeas, os filhotes foram subdivididos e também
receberam essas dietas durante 18 semanas apdés desmame. Foram avaliados o
consumo de ragdo, massa corporea e massa relativa de figado e rinse a taxa de
sobrevivéncia dos filhotes. Também foram realizadas a avaliagdo da peroxidagao
lipidica (quantificagdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico, TBARS), da
quantificagdo de glutationa (GSH)e da atividade da catalase, da instabilidade gendmica
(ensaio do cometa) e a analise do RNAm deMat1a, BhmteCbs somente em figado das
fémeas. A dieta deficiente resultou em menor consumo de ragdo e massa corporea em
ambas fases e reduziu a sobrevivéncia dos filhotes que receberam essa dieta.A
suplementacao reduziu a concentracdo de TBARS nas fémeas em ambos tecidos € a
deficiéncia nao diferiu. Nos filhotes, a suplementagcdo reduziu a concentracdo de
TBARS em figado, enquanto que a deficiéncia aumentou. A suplementagdo aumentou a
concentragao de GSH em figado das fémeas, assim como a deficiéncia em rins. Nos
filhotes, houve uma inversdo de respostas, ou seja, a suplementagdo reduziu a
concentragao de GSH em figado, assim como a deficiéncia, também observada em
rins. Nao houve diferenca na catalase das fémeas, mas houve redugcdo em ambos
tecidos dos filhotes. A suplementacdo e a deficiéncia reduziram os danos ao DNA
hepatico das fémeas, mas em rins a suplementacdo aumentou e a deficiéncia reduziu.
Nos filhotes, a suplementacao e a deficiéncia aumentaram os danos ao DNA em ambos
tecidos. A suplementacao de metionina em fémeas nao alterou a expressdao dos RNAm
avaliados e a deficiéncia reduziu em Cbs somente. Concluiu-se que na fase materna, a
suplementacao ou a deficiéncia de metionina nido resultou em estresse oxidativo, mas a
suplementacdo reduziu a instabilidade gendbmica no figado e aumentou no rim. A
deficiéncia resultou em menor instabilidade nos dois tecidos. Na fase descendente, a
suplementacdo e a deficiéncia de metionina apresentaram variacdo de estresse
oxidativo em ambos tecidos e também resultaram em maior instabilidade gendmica.

Palavras-chave: metionina, deficiéncia, suplementacao, estresse oxidativo, danos ao
DNA,expressdao de RNAm.



Abstract

GOMES, T. D. U. H.Effect of dietary methionine concentration during pre and post-
natal on oxidative stress, genomic instability, and the expression of Matla, Bhmt
and Cbs mRNA in mice.2013. 116 folhas. Thesis (Doctoral)- Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, 2013.

Methionine is the main methyl donor for the DNA methylation, a process responsible for
gene expression modifications. Since this essential amino acid is required for normal
growth and development, variations of this compound in the diet may lead to alterations
on DNA stability. Thus, this study aimed to evaluate the effect of deficient and
supplemented methionine diets on oxidative stress and genomic instability in mice and
their dams treated during pregnancy and lactation, and the expression of Mat1a, Bhmt
and Cbs mRNA of transmethylation, remetthylation, and transulfuration pathways,
respectively, in dams livers. The dams were divided into three methionine diets groups
(control, 0,3% DL-methionine; supplemented, 2,0%; and deficient, 0%) until the end of
lactation (10 weeks). For each dams groups, the offspring were subdivided and were
also treated with the same diets during 18 weeks after weaning. The parameters
evaluated were food intake, body weight, relative liver and kidney weights, and survival
of the offspring. Also, it was carried out theevaluation of lipid peroxidation (thiobarbituric
acid reactive substances, TBARS), quantification of glutathione (GSH) and catalase
activity, and genomic instability (comet assay) in liver and kidneys; andMat1a, Bhmt, and
CbsmRNA analysis only in dams liver. The deficient diet resulted in lower food intake
and body weights in both phases and reduced the survival of the offspring that were
treated with this diet. The supplemented diet reduced the TBARS concentration in both
tissues of dams and the deficient diet did not differ. In the offspring, the supplementation
reduced liver TBARS, whereas the deficiency raised. The supplementation increased
the liver GSH concentration of dams, as well as the deficiency in kidneys. In the
offspring, the responses were different; the supplementation reduced the liver GSH, as
well as the deficiency, also observed in kidneys. There were no differences of catalase
parameter of dams, but there was a reduction in both tissues of the offspring. Both
supplementation and deficiency reduced the liver DNA damage of dams, however the
supplementation increased and the deficiency reduced the DNA damage of kidneys. In
the offspring, both diets increased the DNA damage in both tissues. The methionine
supplementation did not differ the mRNA expression and the deficiency only reduced the
Cbs, mRNA expression. It was concluded that the methionine supplementation or
deficiency did not resulted in oxidative stress in dams, but the supplementation reduced
the genomic instability of liver and raised the kidney one. The deficiency resulted in
lower genomic instability in both tissues in dams. In the offspring, both methionine
supplementation and deficiency presented variation of oxidative stress in both tissues
and resulted more genomic instability.

Key words: methionine, deficiency, supplementation, oxidative stress, DNA damage,
MRNA expression
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1 Introducéao

1.1 Nutrigendmica e Epigenética

A exposigao de populagdes humanas a carcindbgenos e mutagenos presentes no
ambiente pode desencadear diversas alteragées a nivel genémico. Entretanto, essa
exposi¢ao nao é considerada a unica fonte para modificagbes no material genético. O
consumo inadequado de importantes nutrientes requeridos para a manutencdo do DNA
pode induzir efeitos similares aos causados por genotoxicos ambientais, tais como os
carcindgenos quimicos e radiagao ionizante (AMES, 2001). A dieta pode ser um fator
importante no metabolismo do DNA, cujos nutrientes atuam como substrato ou
cofatores em vias metabdlicas relacionadas ndo somente a sintese e reparo do DNA,
mas também as de detoxificagdo de carcindgenos (FENECH, 2002; FENECH;
FERGUSON, 2001). Dessa forma, o DNA esta continuamente suscetivel a altera¢des
causadas por uma variedade de mecanismos, que incluem mutagbes pontuais,
modificacdo de bases devido a reagdo com as espécies reativas de oxigénio (EROs),
quebras e rearranjos cromossémicos, perda ou ganho de cromossomos, silenciamento
génico devido a metilagdo em regides promotoras e redu¢ado do tamanho de telébmeros
(BULL; FENECH, 2008). Portanto, torna-se crescente a necessidade de estudo dos
efeitos genotdxicos ndo somente da deficiéncia, mas também do excesso de nutrientes
importantes para a alimentagcdo humana. Nessa importante e crescente area das
ciéncias nutricionais, a nutrigenbmica surge para avaliar o efeito da dieta na
estabilidade do DNA e expressdo génica, o que pode afetar o balango entre saude e
doenga (HERRERA; KEILDSON; LINDGREN, 2011; KAPUT; RODRIGUEZ, 2004).

A nutrigendmica baseia-se no estudo da interagdo gene-nutriente, buscando
entender como os nutrientes afetam o balango entre saude e doencga pela alteragdo na
expressao e/ou estrutura genética de um individuo. Assim, esta ciéncia recente tem
como objetivo principal o estabelecimento de dietas personalizadas, com base no
genotipo, para a promogao da saude e a redugdo do risco de doengas crénicas nao

transmissiveis e que apresentam interagcbes complexas entre genes e ambiente, como
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as doencgas cardiovasculares, o cancer, o diabetes, entre outras (FIALHO; MORENO;
ONG, 2008; KAPUT; RODRIGUEZ, 2004).

Para a nutrigendmica, os nutrientes sao sinais da dieta que sao detectados por
sistemas sensores celulares que influenciam a expressdo de genes e proteinas, e
subsequentemente, producdo de metabdlitos. Portanto, padroes de expressao de
genes, de proteinas e producado de metabdlitos em resposta a determinados nutrientes
ou regimes nutricionais podem ser vistos com “assinaturas da dieta” (AFMAN; MULLER,
2006). A nutrigenbmica procura examinar essas assinaturas da dieta em células
especificas, tecidos e organismos e entender como a nutri¢ao influencia a homeostase.
Além disso, nutrigendmica busca identificar os genes que influenciam o risco de
doencas relacionadas a dietas em uma escala genémica e entender os mecanismos
que estao sujeitos essas predisposi¢cdes genéticas. Ferramentas gendmicas podem ser
usadas em duas estratégias diferentes e complementares na pesquisa de nutricdo
molecular: a abordagem tradicional (genes e proteinas especificos podem ser
influenciados por nutrientes e s&o identificados por transcriptdmica, proteémica e
metabolémica, em que as vias regulatérias influenciadas pela dieta sdo identificadas) e
a abordagem dos sistemas biologicos (assinaturas de genes, proteinas e metabdlitos
sdo associados a nutrientes especificos ou a regimes nutricionais, sdo catalogados e
podem fornecer os biomarcadores moleculares das mudangas induzidas) (MULLER;
KERSTEN, 2003).

Os objetivos da nutrigendmica podem ser definidos como a identificagcdo de
fatores transcricionais que funcionam como sensores nutricionais e os genes-alvo, a
elucidacao de vias de sinalizagédo envolvidas e a caracterizagdo dos principais sinais da
dieta, a medida e validagcdo das assinaturas da expressdo génica 6rgao- e célula-
especifica das consequéncias metabdlicas de micro e macronutrientes especificos, a
elucidagao de interagdes entre vias regulatorias especificas relacionadas a nutrientes e
vias proéinflamatorias para entender o processo de desregulagdo metabdlica que leva a
doencgas relacionadas a dieta, a identificacdo de gendtipos que sado fatores de risco
para o desenvolvimento de doengas relacionadas a dietas (diabetes, hipertensao,

aterosclerose) e quantificacdo dos seus impactos, o uso de sistemas bioldgicos
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nutricionais para o desenvolvimento de biomarcadores de desregulagdo metabdlica e
suscetibilidade (assinaturas de sinais) que sdo influenciados pela dieta (MULLER;
KERSTEN, 2003).

Para buscar esclarecer como os compostos presentes na dieta podem influenciar
o funcionamento do material genético, diversas abordagens podem ser utilizadas.
Nesse contexto, a epigenética surge como o estudo das mudangas hereditarias da
expressao génica sem que ocorram mudangas na sequéncia do DNA, fazendo com que
haja uma variagdo dessa expressao por meio de diversas associagoes. McGowan,
Meaney e Szyf (2008) definem a epigenética como uma combinagdo de mecanismos
que conferem programacao genética e que desencadeiam mudangas na fungdo dos
genes sem alteragcdo na sequéncia do DNA. Esses mecanismos estdo envolvidos em
fungcbes celulares variadas, como diferenciacdo, resposta ao estresse e
desenvolvimento anormal, podendo desencadear o surgimento de doencas(PORTELA;
ESTELLER, 2010). Os mecanismos envolvidos na modulagdo epigenética incluem a
metilagdo do DNA, remodelagdo da cromatina e empacotamento do DNA e agado de
RNAs nao codificantes. Pela combinagdo desses mecanismos, a organizacdo da
cromatina pode ser alterada, fazendo com que uma determinada regido do DNA seja
mais expressa ou silenciada (HO; TANG, 2007). Tais modificagbes sdo herdaveis e
essenciais para o desenvolvimento normal e manutencdo das fungdes celulares em
organismos adultos, sendo suscetiveis a fatores ambientais, como a dieta(POGRIBNY;
BELAND, 2009).

1.2 Metionina

O consumo recomendado de proteinas para um individuo adulto é de 0,8g/kg de
massa corporeal/dia. Estima-se que 97,5% da populagdo necessitem menos proteinas
que esse valor, uma vez que a dieta ocidental contém de 2 a 3,3 vezes mais proteinas
que essa média recomendada (LOPEZ-TORRES; BARJA, 2008). No conteudo proteico
da dieta, a metionina € um dos aminoacidos sulfurados essenciais (Figura 1). A

Organizagcao Mundial de Saude recomenda o consumo de 10,4 mg de metionina/Kg de
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massa corpéreal/dia, que juntamente com 4,1mg/kg/dia de cisteina, representam a
quantidade adequada de aminoacidos sulfurados para o desenvolvimento humano ideal
(WHO, 2007).

Além de exercer fungdo na constituicdo de proteinas, a metionina é o principal
doador de grupos metil para o processo de metilagdo do DNA, um dos mecanismos

responsaveis por modular a expressao génica (REES, 2002; SZYF, 2011).
S |
H™ -~ “OH
HN H

Figura 1: Metionina

Fonte: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Amminoacido metionina formula.svg

1.2.1 Biotransformacéao

A biotransformacdo do aminoacido metionina € apresentada na Figura 2. A
metionina é convertida em S-adenosilmetionina (SAM) (Figura 3) pela enzima metionina
adenosiltransferase (MAT), principalmente a forma MAT1A presente em figado de
animais adultos. Outra enzima, a DNA metiltransferase (DNMT) transfere o grupamento
metil da SAM para a citosina que precede uma guanina na sequéncia de DNA (o
dinucleotideo CpG). Apos a transferéncia do grupo metil, SAM € convertida a S-
adenosilhnomocisteina (SAH) e, posteriormente, hidrolizada a homocisteina. Nesse
momento, a homocisteina pode ser convertida a cistationina pela cistationina 3-sintase
(CBS) e, ao final da via de transsulfuracao, originar a glutationa. Além dessa via, a
metionina pode ser novamente sintetizada a partir da homocisteina, pela acao da
betaina homocisteina metiltransferase (BHMT) ou pela enzima metilenotetrahidrofolato
redutase (MTHFR) na via de remetilacdo (DAVIS; UTHUS, 2004; LEE; JACOBS;
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PORTA, 2009; MATO; MARTINEZ-CHANTAR; LU, 2008; ROWLING; MCMULLEN;
SCHALINSKE, 2002).

Metionina ) REMETILACAO |
| TRANSMETILACAO |wmaT| g
SAM
- THF
Gl .
'm\/ ‘Mermransferase \  Coina \/
' _ ' MS
- \cpi] DVA BRI\ d
Sarcosina H;| Proteinas | “Beteina /g et
THF
SAH 4
MTHFR
SAH Hidrolase
5,10-metileno
. THF
Homocisteina
cBS TRANSSULFURAGAO |
Cistationina
Y cistationase |
Cisteina — — — Glutationa

Figura 2: Biotransformag&o da metionina.
Fonte: Rowling, McMullen e Schalinske (2002) com adaptacées.

MAT= metionina adenosiltransferase; SAM = S-adenosilmetionina, SAH = S-adenosilhomocisteina, CBS
= cistationina p-sintetase; BHMT = betaina homocisteina metiltransferase; MS = metionina sintetase; THF
= tetrahidrofolato)
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Figura 3: S-adenosilmetionina (SAM)

Fonte: http://www.coenzima.com/s-adenosil_metionina_sam
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A metionina é biotransformada em SAM em todas as células de mamiferos,
porém o tecido hepatico é o local onde aproximadamente metade do consumo diario de
metionina e 85% das reagbes de metilagdo ocorrem, fornecendo grupos metil para
proteinas, nucleotideos no DNA e RNA, acgucares, dentre outros (AVILA et al., 2002;
LU; MATO, 2012). A biotransformagéao é catalizada pela unica enzima responsavel pela
geracdo de SAM, sob as formas de isoenzimas MAT I, Il e Ill, sendo MATI/III
codificadas pelos genes Mat1a e MATII por Mat2a(KOTB et al., 1997; TOMASI et al.,
2012). A enzima MATI é responsavel pela biotransformagéo logo apds o nascimento e
transforma-se no tipo principal em tecidos adultos e MATIIl & expressa em tecidos ndo
hepaticos e no figado durante periodos de rapido crescimento (HUANG et al., 1998; LU;
MATO, 2012).

SAM ¢ a ligacao de quatro vias metabdlicas, incluindo a de transmetilacdo e a de
transsulfuracédo, que constituem o metabolismo de 1-carbono, e também a de sintese
de poliaminas e de transformacgao bioquimicas mediada pelo radical 5’-deoxiadenosil 5'.
SAM atua como molécula doadora de grupo metil em reagbes realizadas por
metiltransferases para diversas moléculas aceptoras, tais como nucledfilos (oxigénio,
enxofre, nitrogénio) e atomos de carbono em proteinas, acidos nucleicos, carboidratos,
lipideos, dentre outras (LU; MATO, 2012). No figado, a concentragdo de SAM controla o
fluxo da biotransformacgao, direcionando a homocisteina posteriormente originada para
as duas vias para restabelecer a homeostase. Assim, elevadas concentragdes de SAM
podem inibir a enzima MTHFR e ativar CBS, direcionando a homocisteina para a via de
transsulfuracéo irreversivel, na sintese de cisteina e de GSH ou é excretada para o
plasma e catabolizada, enquanto que baixos niveis direcionam para a via de
remetilagdo para regenerar metionina (FINKELSTEIN et al., 1982; MARTINOV et al.,
2000; PRUDOVA et al., 2006). Por outro lado, quando a disponibilidade de metionina é
baixa, o conteudo de SAM é reduzido e ndo ha a inibigdo que essa molécula exerce
sobre BHMT e MTHFR. Com isso, ha o direcionamento do fluxo para via de

remetilacédo, objetivando restabelecer os niveis normais do conteudo de metionina.

Em modelos de camundongos Matknockout, em que as concentragdes de SAM e

GSH hepaticos séo reduzidos, o figado torna-se maior e mais suscetivel a danos, com
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desenvolvimento esponténeo de esteatose (LU et al., 2001; PRUDOVA et al., 2006).
Além disso, ocorre decréscimo nos niveis de metilagdo, gerando acumulo de quebras
no DNA e expressao de oncogenes, alteracdo da conformagao do DNA e estrutura da
cromatina, tornando-a mais acessivel a agentes genotoxicos (POGRIBNY et al., 1995;
TOMASI et al., 2009).

A enzima BHMT cataliza a ressintese de metionina usando homocisteina e o
doador de metil obtido da dieta, betaina. Essa reacado é responsavel por processar
aproximadamente 25% do conteudo de homocisteina em hepatdcitos (FINKELSTEIN;
MARTIN, 1984).

A enzima CBS é a primeira enzima envolvida na via de transsulfuracao,
utilizando homocisteina como substrato. Nessa via, inicialmente a homocisteina liga-se
a uma molécula de serina para formar cistationina em reacgao irreversivel que é
catalisada pela CBS, utilizando como cofator o piridoxal-5'-fosfato, um derivado da
piridoxina ou vitamina B6. Posteriormente, a cistationina € hidrolisada em cisteina e
acido a-cetobutirato, reacdo esta que também requer vitamina B6 e é catalisada pela
enzima y-cistationase. A partir desse ponto, a cisteina pode originar taurina e sulfato ou
formar glutationa, sendo essa ultima reagao catalizada pela glutationa sintase (NEVES;
MACEDO; LOPES, 2002).

Desta forma, além da producdo de cisteina, a via de transsulfuracido é
responsavel pelo catabolismo da homocisteina téxica, que ndo € necessaria no ciclo de
transferéncia de grupos metil. Portanto, essa via de metabolizagdo visa a excregao
renal da homocisteina, diminuindo a concentracdo sérica desse aminoacido. Em
condicdes metabodlicas normais, a metabolizacdo da homocisteina € distribuida
igualmente entre essas duas vias, que sdo coordenadas e competem pela utilizagdo da
homocisteina disponivel (MOSHAROV; CRANFORD; BANERJEE, 2000; SELHUB,
1999). Entretanto, em casos de hiperhomocisteinemia pode ser atribuida ao excesso de
ingestao de metionina, mas também pode relacionar-se a falhas na via de remetilacéo,
como inibicdo da enzima BHMT, metionina sintase e/ou as outras reagdes que
fornecem o substrato 5-metiltetrahidrofolato e deficiéncia de folato (MOSHAROV;
CRANFORD; BANERJEE, 2000; SELHUB, 1999; UELAND et al., 1993).
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Com o envelhecimento, o metabolismo da metionina altera-se, ocorrendo um
decréscimo da atividade de algumas enzimas do ciclo de metabolizagdo, enquanto
outras apresentam aumento de expressao (UTHUS; BROWN-BORG, 2003). Alteracdes
na atividade enzimatica podem acarretar em desequilibrio de grupos metil e
comprometer o padrdo de metilacdo do DNA (HEIL et al., 2007; UTHUS; BROWN-
BORG, 2003). Além disso, o processo de metilagdo pode ser considerado como um dos
mecanismos responsaveis pela programacao fetal e metabdlica (CHMURZYNSKA,
2010).

1.3 Nutricdo Materna e Hipo6tese Fetal de Origem de Doencas

A expressao génica pode ser afetada por fatores ambientais, como os
componentes da dieta, sobretudo durante periodos criticos do desenvolvimento.
Eventos epigenéticos que ocorrem in utero podem levar a mudangas persistentes na
expressao génica, influenciadas pelos padrdes de metilacdo e podem ser modificadas
pela dieta (CHMURZYNSKA, 2010; WATERLAND; JIRTLE, 2004). Durante o
desenvolvimento embrionario, ainda entre a fertilizagdo e implantacdo, o embrido sofre
uma ampla desmetilagdo. Apdés a implantagdo, os padrdoes de metilagdo séao
restabelecidos e realizados pelas DNMT de novo, originando os diferentes tipos
celulares (JIMENEZ-CHILLARON et al., 2012; SZYF, 2011). Devido a esses processos,
falhas podem ocorrer e ocasionar desregulagao da expressao génica irreversivel, sendo
que a exposicdo a determinados nutrientes principalmente durante o periodo
gestacional pode influenciar o desenvolvimento fetal e a saude do individuo na fase
adulta (DOLINOQY et al., 2007; JIMENEZ-CHILLARON et al., 2012). Por exemplo, a
nutricdo durante a gestagao pode influenciar a estrutura e o desenvolvimento funcional
do sistema nervoso central de fetos, devido as alteragdes epigenéticas influenciadas
por manipulagdes da dieta durante os periodos pré e neo-natal(BAYDAS et al., 2007;
CHMURZYNSKA, 2010; LEE; JACOBS; PORTA, 2009). E proposto que os nutrientes
podem influenciar os padrées de metilacdo do DNA pelo fornecimento de substratos

necessarios para metilagdo, pelo fornecimento de cofatores que modulam as DNMT e
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pela alteragdo da atividade das enzimas que regulam o ciclo da metionina e
consequentemente a biodisponibilidade de grupos metil (JIMENEZ-CHILLARON et al.,
2012).

Dessa maneira, foi proposta uma hipétese fetal de origem de doengas, em que a
exposicao nutricional durante o desenvolvimento inicial pode permanentemente
determinar a estrutura e fungdo dos 6rgaos pelo processo de programacgao epigenética,
produzindo alteragbes estaveis na expressdo génica (JACKSON; BURDGE;
LILLYCROP, 2010; LILLYCROP et al., 2005). E possivel, portanto, associar as
condi¢cdes ambientais, os padrdes de crescimento iniciais e a subsequente fungcao de
tecidos ao desenvolvimento de uma vida saudavel ou ao risco de desenvolvimento de
doengas na vida adulta, tais quais as cardiovasculares, diabetes tipo 2, cancer e
obesidade (LANGLEY-EVANS, 2009; SINCLAIR, 2009; WATERLAND; MICHELS,
2007).

Estudos epidemioldgicos mostraram que a ma nutrigdo durante a vida fetal esta
relacionada com o aumento da suscetibilidade ao desenvolvimento de doencgas
complexas, tais como cancer, doengas cardiacas e respiratérias (HOFFMAN, 2010;
ROSEBOOM et al., 2001; WANG et al., 2010), assim como o comportamento materno
apos o nascimento dos filhotes pode induzir reprogramacdo epigenética nesses
descendentes (MCGOWAN; MEANEY; SZYF, 2008; WEAVER; MEANEY; SZYF, 2006).
Variagbes no consumo materno de metionina, por exemplo, podem induzir alteracbes
no padrao de metilacdo do DNA e expressao génica dos descendentes e possivelmente
persistir na vida adulta dos individuos (WATERLAND:; JIRTLE, 2004). E sugerido que os
efeitos da nutricdo materna em desequilibrio estdo relacionados com modificagdes na
estrutura e metabolismo dos 6rgaos dos descendentes, como rins e pancreas, defeitos
estruturais do sistema nervoso e déficit de aprendizado dos descendentes (BAYDAS et
al., 2007; ENGEHAM; HAASE; LANGLEY-EVANS, 2010; ZHENG et al., 2011). Embora
a existéncia de tal modelo de heranga apresente aspectos ainda ndo completamente
esclarecidos, existe um aumento de evidéncias cientificas sobre a influéncia da dieta na
programacao fetal em roedores e humanos (FRANKLIN; MANSUY, 2010; JIMENEZ-
CHILLARON et al, 2012; LANGLEY-EVANS, 2009). E proposto que
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nutrientesinfluenciam os padrdes de metilacdo do DNA pelo fornecimento de substratos
necessarios para metilagdo, pelo fornecimento de cofatores que modulam as DNMT e
pela alteragdo da atividade das enzimas que regulam o ciclo da metionina e
consequentemente a biodisponibilidade de grupos metil (JIMENEZ-CHILLARON et al.,
2012).

Estudos com animais mostraram que a quantidade de metionina na dieta
materna é importante, sendo que o crescimento fetal ndo é somente retardado pelas
dietas que sao deficientes, mas também pelas que contém excesso de
metionina(REES; WILSON; MALONEY, 2006). Ross (2003) mostrou que a
administracdo crbénica de dietas deficientes em colina/metionina resultou em
hipometilagdo de DNA hepatico, levando a formacao de tumor em ratos. Por outro lado,
dietas ricas em metionina desencadearam efeitos toxicos em alguns tecidos, como
cardiaco, nervoso e hepatico, provavelmente produzidos pelo excesso de homocisteina
(JAKUBOWSKI, 2006) ou pelo estresse oxidativo e peroxidacéo lipidica induzidos pelas
EROs produzidas por essa hiperhomocisteinemia (LOPEZ-TORRES; BARJA, 2008;
YALCINKAYA; UNLUCERCI; UYSAL, 2007).

1.4 Estresse Oxidativo e Sistema Antioxidante

A homocisteina produzida ao final da via de transmetilagdo (Figura 2) é
amplamente associada com diversas desordens que afetam o sistema nervoso central,
doengas cardiovasculares e hepaticas (FENECH, 2003; FENECH, 2010; MARON;
LOSCALZO, 2009; MATTE et al., 2009). Em condig¢des intracelulares normais, a
homocisteina é encontrada em baixas concentragdes devido a seu potencial téxico. A
toxicidade da homocisteina € caracterizada pela formagao de homocisteina-tiolactona e
de EROs durante a autoxidagéo (Figura 4), ambos responsaveis por causar danos a
estruturas biolégicas (HUANG et al., 2001; JAKUBOWSKI, 2006; MARON; LOSCALZO,
2009; NEVES; MACEDO; LOPES, 2004).
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As EROs sao o anion superéxido (O2), o peroxido de hidrogénio (H2O.) e a
hidroxila (OH") e sao formadas como resultado de diversos processos bioldgicos,
atuando como mediadores e reguladores do metabolismo, diferenciacao celular,
ativacédo de genes, transmissao de sinais entre células e processo de defesa (DROGE,
2002; HALLIWELL, 2012). Entretanto, sob condigbes descontroladas de formagéo de
EROs e capacidade antioxidante insuficiente, ocorre estresse oxidativo, que promove
danos ao DNA, lipideos e proteinas e que contribui para o desenvolvimento de doencas
(HALLIWELL, 2012; STADTMAN; LEVINE, 2003). Estudos tém associado o estresse
oxidativo a inumeras condi¢cbes clinicas como diabetes, aterosclerose e cancer
(GIUSTARINI et al., 2009).

Meio intracelular Meio extracelular
(condigdes redutoras) (condigdes oxidativas)

SOD
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Figura 4: Autoxidagdo da homocisteina.

Fonte: MARON; LOSCALZO (2009)

1.4.1 Peroxidacéo Lipidica

A peroxidagao lipidica € uma cadeia de processos de oxidagao de acidos graxos
poliinsaturados ou seus residuos (Figura 5), em fungédo da agdo das EROs, resultando
na formac&o de peréxidos dos seus compostos (GUTTERIDGE, 1995). E caracterizada
por trés fases, sendo a fase de terminacdo o momento em que ha a formacado de
substancias, sobretudo aldeidos, que podem ser detectadas pela reacdo com o acido

tiobarbiturico(TBARS, thiobarbituric acid reactive substances), em meio acido a altas
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temperaturas (BUEGE; AUST, 1978; GUTTERIDGE, 1995; HALLIWELL; WHITEMAN,
2004; LIMA; ABDALLA, 2001).

Em consequéncia da peroxidagado lipidica, perdxidos sao formados, o que
permite a difusdo de compostos e ions para dentro da célula, como o calcio. fons calcio
ativam a fosfolipase A2, que por sua vez causa a liberagdo de acido araquiddnico dos
fosfolipideos das membranas celulares, danificando a integridade desta(BLASZCZYK et
al., 2009).

Iniciagdio Propagacdo Terminagio
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HJ| H,0 22" Fe¥* + HO Epoxidos

Figura 5: Fases da peroxidagao lipidica

Fonte: SANTOS et al. (2007)

Um dos compostos gerados durante a peroxidagao lipidica € o malondialdeido
(MDA). O MDA é um aldeido formado como um produto secundario durante a oxidagao
de acidos graxos poliinsaturados (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004; LIMA; ABDALLA,
2001). O MDA pode formar aductos com o DNA, mas podem ser removidos por
sistemas de reparo e metabolizado por vias oxidativas (PAMPLONA; BARJA, 2007;
VALKO et al., 2007). Além do MDA, outros produtos podem ser produzidos ao final da
fase de terminagdo, como o 4-hidroxinonenal (HNE) e isoprostanos (GIUSTARINI et al.,
2009; LIMA; ABDALLA, 2001).

Esse e outros compostos obtidos durante a peroxidagdo reagem com 0s grupos
tiol e amina de proteinas, lipideos e bases nitrogenadas de acidos nucléicos. Além
disso, podem reduzir a atividade de varias enzimas, inibir a replicagcéo e transcrigdo do
DNA, tornando-se, portanto, compostos mutagénicos, citotdéxicos e carcinogénicos
(BLASZCYK et al., 2009).
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1.4.2 Sistema Antioxidante

Para manter o correto funcionamento do organismo, especialmente contra os
danos causados pelas EROs, existe uma necessidade em conservar um balanco
oxidagao-reducdo, por meio do sistema antioxidante, formado por compostos
enzimaticos e ndo enzimaticos. Os mecanismos de acado dos antioxidantes, portanto,
variam desde a remogao do oxigénio do meio intracelular e extracelular até o sequestro
de metais catalizadores da formacao de radicais, podendo haver a interacdo de mais de
um mecanismo em diferentes tecidos (GUTTERIDGE, 1995; KIRKHAM; RAHMAN,
2006).

Dentre os compostos ndo enzimaticos, a glutationa, sob a forma reduzida (GSH)
€ um dos mais conhecidos, sendo a maior responsavel pela detoxificacdo de
compostos téxicos endoégenos ou exdégenos por transforma-los em compostos
hidrossoluveis menos reativos e de mais facil eliminagdo (HALLIWELL, 2012;
STADTMAN; LEVINE, 2003; VALKO et al., 2007). A GSH é um tripeptideo (y-glutamil-
cisteinil-glicina), sendo o mais abundante dos grupos tiol ndo proteicos encontrados no
meio intracelular (MORAN; GUTTERIDGE; QUINLAN, 2001). A biossintese da GSH
ocorre no meio intracelular em duas reagdes, sendo que na primeira reagdo ocorre a
ligacao peptidica entre o aminoacido glutamato e cisteina, catalisada pela enzima y-
glutamilcisteina sintetase, da qual é originada a y-L-glutamil-L-cisteina que sera ligada a
glicina pela agéo da glutationa sintetase (GRIFFITH, 1999).

O conteudo de GSH é mantido pela biotransformagao da metionina na via de
transsulfuracédo (Figura 2), regeneragado da sua forma oxidada (GSSH) e absorgéo de
meio extracelular, sendo que o figado é o tecido que apresenta as maiores quantidades
deste antioxidante (IWASAKI et al., 2009). Sob condigdes normais, mais da metade da
metionina é usada para a sintese de GSH no figado, sendo posteriormente transferida
para o plasma (GARCIA; STIPANUK, 1992; GUTTERIDGE, 1995). Assim, a GSH ¢é a
forma encontrada em grande quantidade nas células sob condigbes normais e sua
atividade antioxidante ocorre pela oxidagdo do grupo tiol em presenca de H,O, (Figura

6A), gerando a glutationa oxidada (GSSG) pela acdo da glutationa peroxidase (Figura
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6B) (GIUSTARINI et al., 2009; GUTTERIDGE, 1995, MORAN; GUTTERIDGE;
QUINLAN, 2001).

Dessa forma, o H,O, € decomposto tanto pela glutationa peroxidase quanto pela
catalase, porém é neutralizado por essa ultima sempre que estiver em grandes
quantidades, considerando o local onde essas enzimas se encontram: a catalase esta
presente em figado, rins, eritrécitos e leucécitos (BLASZCZYK et al., 2010) e a
glutationa peroxidase em figado, rins, coragdo, pulmdes e plasma
sanguineo(BRIGELIUS-FLOHE, 1999). Além da glutationa peroxidase e catalase, as
outras enzimas do mecanismo antioxidante sédo glutationa reductase e superoxido
dismutase (SOD)(HALLIWELL, 2012).

A

Catalase

2 H202 — 02+2 H20

H,0, _ 2% GSSG +2H,0

—_—
Glutationa Peroxidase

Glutationa Peroxidase

H,0, =H,0

——————

Glutationa (GSH) Glutationa Oxidada (GSSG)

NADP —~NADPH
Glutationa Redutase

Figura 6: Ag¢do do sistema antioxidante. A: Neutralizagdo do peroxido de hidrogénio (H,O,) pelo sistema
antioxidante. B: Ciclo de regeneragao da glutationa GSH.

Fonte:GUTTERIDGE (1995)

A quantificacédo da GSH baseia-se na reagao de grupos sulfidrilas presentes na
molécula com o acido 5,5 -ditiobis (2-nitrobenzéico) (DTNB), gerando acido 2-nitro-5-
mercapto-benzoico de coloragao amarela (SEDLAK; LINDSAY, 1968). A quantificagéo
das concentragdes de GSH, bem como das outras substancias envolvidas na sua
regeneracao, e de atividade enzimatica, como a da catalase, podem ser um indicativo

do estresse oxidativo pelo qual o organismo esta submetido (GIUSTARINI et al., 2009).
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A reducao das concentragcdes de GSH e o0 aumento da GSSH ja foram associados com
o desenvolvimento de algumas doengas como insuficiéncia hepatica, doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas, como Parkinson e Alzheimer (PASTORE et al.,
2003).

A suplementacdo de metionina na dieta pode favorecer o direcionamento do
fluxo da biotransformagdo para a via de transsulfuracdo e, consequentemente,
aumentar a concentracdo de GSH. Com isso, a possivel elevagdo das concentragdes
de EROs pode ser neutralizada pela acao antioxidante da GSH, assim como a reducéao
do danos causados por estas espécies (BROSNAN; BROSNAN, 2006; MOSHAROV;
CRANFORD; BANERJEE, 2000; NEVES; MACEDO; LOPES, 2004).

1.5 Instabilidade Gendmica e Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa representa uma importante ferramenta para avaliagao de
danos ao DNA que podem ou nao ser fixado no material genético (ROTHFUSS et al.,
2011). Nessa avaliagado, o material genético é submetido a eletroforese e a migragao
produz os cometas, cujo tamanho e distribuicdo do DNA sao proporcionalmente
correlacionados aos danos (FAIRBAIRN; OLIVE; ONEILL, 1995). Por esse ensaio, é
possivel detectar instabilidade genémica pela indugéo de quebras de dupla fita ou de
fita simples, sitios alcali labeis e danos oxidativos as bases do DNA (SINGH et al.,
1988; TICE et al.,, 2000). Comparado com outros ensaios de genotoxicidade, as
vantagens da técnica incluem: sua sensibilidade demonstrada para detectar baixos
niveis de danos ao DNA, reduzida quantidade de amostra, flexibilidade, baixo custo,
facil aplicagéo e curto periodo necessario para completar o experimento (HARTMANN
et al., 2004;TICE et al., 2000).

Os cometas ou nucleoides sao formados pelo relaxamento da fita de DNA
supercondensada causada por alguma quebra e que, sob condigdes de migragao em
diregdo ao anodo em eletroforese, origina as estruturas com formato de cometa
(COLLINS et al., 2008). Devido a essa migragao em fungédo das quebras, a quantidade

de DNA presente na cauda, bem como seu o tamanho, sdo proporcionais ao dano
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causado pelo composto avaliado, embora tal dano ainda possa ser corrigido por
sistema de reparos (ROTHFUSS et al., 2011; SINGH et al., 1988)

Para a avaliagdo dos cometas, sdo utilizados softwares especificos, em que é
possivel mensurar o tamanho e a quantidade de material genético da cauda,
fornecendo parametros mais precisos dos danos (BURLINSON et al., 2007,
KUMARAVEL; JHA, 2006; KUMARAVEL et al., 2009). Diversos parametros sao
comumente utilizados no ensaio do cometa, dentre eles o comprimento da cauda ou da
migracéo, a % de DNA na cauda e a distribuigdo do DNA na cauda s&o considerados
medidas primarias obtidas da analise densiométrica primaria de imagens de cometa,
dos quais sao derivados os outros parametros (COLLINS et al., 1997; KUMARAVEL;
JHA, 2006; KUMARAVEL et al., 2009).

Duthie et al. (2002), James et al. (2003) e Bagnyukova et al. (2008)
demonstraram que a deficiéncia de doadores de grupo metil pode causar erros de
replicacdo do DNA, ocasionando quebras de fita dupla, danos cromossémicos e cancer,
demonstrados pelo aumento da instabilidade do material genético. Esse aumento pode
ser uma consequéncia da incorporagao errébnea de uracila na molécula de DNA em
casos de deficiéncia de doadores de grupo metil.

As diferengcas de concentracbes de metionina nas dietas e da duracdo do
tratamento podem explicar os resultados de estudos com metionina nos tecidos
avaliados (MORI; HIRAYAMA, 2000). Por exemplo, a restrigdo de metionina por sete
semanas foi responsavel por reduzir danos ao DNA em funcéo da redugao na producgao
de EROs em figado de ratos (GREDILLA; BARJA; LOPEZ-TORRES, 2001). Por outro
lado, dietas ricas em metionina foram relacionadas com maior instabilidade
cromossémica em mitocdndrias em fungdo do aumento na producdo de EROs. Nessa
situagao, a instabilidade do DNA mitocondrial gerada pela agdo das EROs desencadeia
mais producdo de EROs e, consequentemente, mais danos ao material genético
(GOMEZ et al., 2009; PARK et al., 2008).

1.6 Expresséo Génica por RT-gPCR
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A reacao da transcriptase reversa associada a reagcao em cadeia da polimerase
quantitativa (RT-gPCR, Reverse Transcription- Polymerase Chain Reaction) € o método
utilizado recentemente para a quantificagdo da expressdo génica(LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001). Nesse método, ocorre a quantificacdo dos produtos em tempo
real durante os ciclos da PCR, ao contrario da PCR convencional, em que os produtos
sdo quantificados apo6s o término da reacdo, utilizando eletroforese em
gel(VANGUILDER; VRANA; FREEMAN, 2008). Devido a isso, as vantagens da RT-
gPCR sao a sua maior sensibilidade e a possibilidade de quantificagdo mais precisa e
confiavel (BUSTIN; MUELLER, 2005;HUGGETT et al., 2005). Para a detecgéo, sao
utilizados sondas TagMan ou corantes, como o corante intercalante SYBR Green®,
especifico para DNA dupla-fita. Apés a amplificagcdo da sequéncia-alvo mediada pelo
primer na reacdo de PCR, as moléculas de SYBR Green® ligam-se ao DNA dupla-fita

amplificado e emitindo fluorescéncia.

Previamente a quantificagdo, € necessario verificar a pureza do RNA pelas
razdes Azsor30 € Azesorzso, a integridade do RNA em gel de agarose e se as amplificagdes
apresentam eficiéncia satisfatoria. Nessa situacao, a eficiéncia é obtida pela curva de
regressao linear de diluigdes do pool de cDNA, em que valores entre 90 e 110% séao
considerados aceitaveis para a aplicacdo do método de quantificacdo relativa 24t
proposto por Pfaffl (2001)(NOLAN; HANDS; BUSTIN, 2006). Para a aplicagao desse
método, a eficiéncia da amplificagdo do gene alvo tem que ser semelhante a eficiéncia
do gene de referéncia (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; PFAFFL, 2001).

Para resultados confiaveis de quantificacdo, € necessaria a utilizagdo de um
gene de referéncia, visando ndo haver interferéncias na analise dos dados em fungao
de variagdes entre replicatas (VANGUILDER; VRANA; FREEMAN, 2008). Assim, um
gene de referéncia ideal deve apresentar expressdo semelhante em todas as amostras
estudadas, ser resistente as condigdes experimentais e passar por todas as etapas da
reacdo de RT-gPCR com a mesma cinética que o gene-alvo (BUSTIN, 2000;
VANGUILDER; VRANA; FREEMAN, 2008). Um dos genes utilizados como referéncia
em estudos de quantificacéo relativa € a Actb, uma proteina do citoesqueleto presente

em quase todos os tipos celulares (GARIBALDI et al., 2012).
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Nao ha na literatura informacdo sobre monitoramento de fémeas submetidas a
dietas deficiente ou suplementada em metionina, com o objetivo de avaliar a expressao
dos RNAm de Mat1a, Bhmt e Cbs envolvidos no ciclo da metionina. Além disso, as
possiveis alteragdes no metabolismo da metionina podem ser demonstradas pelos
parametros de genotoxicidade e de estresse oxidativo, uma vez que estes podem
indicar como o estresse oxidativo no nascimento esta relacionado com a influéncia
direta da dieta materna (LANGLEY-EVANS; SCULLEY, 2005). Assim, o estudo com
duas fases de tratamento, consistindo de uma materna e outra de descendentes, pode

sugerir como a dieta materna em desequilibrio é capaz de interferir nos descendentes.

A reagao da transcriptase reversa associada a reagdo em cadeia da polimerase
quantitativa(RT-qPCR, Reverse Transcription- Polymerase Chain Reaction) é o método
utilizado recentemente para a quantificagdo da expressdao génica(LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).Nesse método, ocorre a quantificacdo dos produtos em tempo
real durante os ciclos da PCR, ao contrario da PCR convencional, em que os produtos
sdo quantificados apdés o término da reacdo, utilizando eletroforese em
gel(VANGUILDER; VRANA; FREEMAN, 2008). Devido a isso, as vantagens da RT-
gPCR sao a sua maior sensibilidade e a possibilidade de quantificagdo mais precisa e
confiavelHUGGETT et al., 2005).

N&o ha na literatura informacao sobre monitoramento de fémeas submetidas a
dietas deficiente ou suplementada em metionina, com o objetivo de avaliar a expressao
dosRNAm deMat1a, Bhmt e Cbsenvolvidos no ciclo da metionina. Além disso, as
possiveis alteragcdes no metabolismo da metionina podem ser demonstradas pelos
parametros de genotoxicidade e de estresse oxidativo, uma vez que estes podem
indicar como o estresse oxidativo no nascimento esta relacionado com a influéncia
direta da dieta materna (LANGLEY-EVANS; SCULLEY, 2005). Assim, o estudo com
duas fases de tratamento, consistindo de uma materna e outra de descendentes, pode

sugerir como a dieta materna em desequilibrio € capaz de interferir nos descendentes.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de dietas deficiente e suplementada em metionina sobre a
instabilidade gendmica e o estresse oxidativo em camundongos e suas maes tratadas
durante gestacdo e lactagdo e avaliar a expressdo do RNAmde Mat1a, Bhmt e

Cbsdessas.

2.20bjetivos Especificos

e Avaliar oganho de massa corpérea e consumo de ragao;

e Avaliar a relacdo massa do érgéao (figado e rins) e massa corporea,;

e Avaliar a taxa de sobrevivéncia dos filhotes;

e Avaliar a peroxidacao lipidica em figado e rins pela quantificagdo de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico;

¢ Avaliar a instabilidade genémica em figado e rins pelo ensaio do cometa;

e Avaliar a atividade da enzima catalase em figado e rins;

e Avaliar o conteudo de glutationa reduzida em figado e rins;

e Avaliar a expressdao do RNAm deMat1a, Bhmt eCbsem figado de camundongos
fémeas tratadas com dietas deficiente ou suplementada em metionina durante os

periodos gestacional e lactacional.



Materiald e Métodos



Material e Métodos 36

3 Material e Métodos

3.1 Animais

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Campus de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo (USP), sob o
nuamero 10.1.271.53.7 (ANEXO).

Foram utilizados camundongos (Swiss albinus) machos e fémeas com peso
inicial entre 20 a 30g, provenientes do Servico de Biotério da Prefeitura do Campus da
USP de Ribeirdao Preto e mantidos segundo os critérios para o cuidado e uso de
animais de laboratério. Os machos adquiridos do Biotério Geral foram utilizados
somente para o acasalamento, sendo posteriormente eutanasiados de acordo com os
procedimentos éticos. Durante os experimentos, os animais foram mantidos no biotério
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP em caixas de
polietileno com tampa-grade, sob condigbes controladas de temperatura e ciclo
alternado de luz/escuro de 12 h. O fornecimento de ragdo (de acordo com o

delineamento experimental) e agua foi ad libitum.

3.2 Delineamento Experimental

3.2.1 Estabelecimento das Dietas de Metionina

As modificagdes no conteudo de metionina seguiram os critérios propostos pelo
National Research Council (NRC, EUA) em que as dietas podem exceder o
requerimento de determinado nutriente ou mesmo ser deficiente em algum especifico,
permitido pela manipulagdo dos ingredientes em uma formulagcdo aberta(REEVES,
1997). Dessa forma, a composigao da dieta foi estabelecida de acordo com dados de

literatura, consistindo em uma dieta com conteudo basal (Controle) e cujo o conteudo
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de 0,3% de DL-metionina representa a quantidade necessaria para a manutengao
adequada de aminoacidos sulfurados de acordo com o NRC(FINKELSTEIN; MARTIN,
1986; REEVES, 1997; REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993); uma dieta suplementada
(Suplementada) em 2,0% de DL-metionina, sendo esse conteudo responsavel por
promover uma hiperhomocisteinemia toleravel(PARK et al., 2008; YALCINKAYA;
UNLUCERCI; UYSAL, 2007); e uma dieta deficiente (Deficiente) em 0% de DL-
metionina, baseando-se na formulagdo semi-purificada da AIN-93 recomendada pelo
American Institution of Nutrition (AIN) apresentada na Tabela 1(MORI; HIRAYAMA,
2000; REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). As rag¢des dos trés tipos de dietas foram

adquiridas do mesmo fabricante (Rhoster, Sdo Paulo, SP).

O estudo foi constituido por duas fases de tratamento, uma em que inicialmente
as fémeas foram submetidas as dietas de metionina durante 10 semanas (Fase
Materna) e a outra em que os descendentes machos foram tratados durante 18

semanas (Fase Descendente).

Tabela 1: Composicéo das dietas

Nutrientes AIN-93 Suplementada  Controle
Energia total (kcal/ Kg dieta) 3601,0 3795,0 3816
Umidade (g/ Kg dieta) 68,0 68,0 68,0
Caseina (g/ Kg dieta) 140,0 140,0 140,0
Amido de milho (g9/ Kg dieta) 466,6 446,6 483,29
Amido de milho dextrinizado (g/ Kg dieta) 155,0 155,0 155,0
Sacarose (g/ Kg dieta) 100,0 100,0 100,0
Celulose (9/ Kg dieta) 50,0 50,0 50,0
Oleo de soja (9/ Kg dieta) 40,0 40,0 40,0
Mix de minerais (g/ Kg dieta) 35,0 35,0 35,0
Mix vitaminico (g/ Kg dieta) 10,0 10,0 10,0
Bitartrato de colina (g/ Kg dieta) 2,5 2,5 2,5
Tert-Butilhidroquinona (g/ Kg dieta) 0,008 0,008 0,008
L-Cistina (g/ Kg dieta) 1,8 1,8 1,8
DL-Metionina (g/ Kg dieta) - 20 3,0

Fonte: (MORI;HIRAYAMA, 2000; PARK et al., 2008; YALCINKAYA; UNLUCERCI; UYSAL, 2007;
REEVES, 1997; REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993)(Rhoster, Sao Paulo, SP).
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3.2.2 Fase Materna

As fémeas foram divididas em trés grupos de tratamento (n=8/grupo), em

delineamento inteiramente casualizado:

* Controle (FC): dieta basal (0,3% DL-metionina);
* Suplementado (FS): dieta suplementada (2,0% de DL-metionina);

» Deficiente (FD): dieta ausente em metionina (0% de DL-metionina).

O tratamento iniciou-se com um periodo de 4 semanas para aclimatagcao as
dietas, mesmo para as fémeas do grupo controle, objetivando manter as mesmas
condi¢gdes de tratamento a todos os animais. O tratamento foi mantido durante o
periodo de gestacdo e de lactagdo com duragdo de trés semanas em cada um,
totalizando as 10 semanas de tratamento (Figura7). Somente foram utilizadas para
obtencdo das amostras as fémeas que geraram descendentes, o que variou de 5 a 7
fémeas por grupo de tratamento, exceto para o grupo deficiente. Foram utilizadas nesse
grupo, todas as fémeas, pois apresentaram baixa taxa de natalidade e alta taxa de

mortalidade dos descendentes.

Inicio do Acasalamentoe Nascimento dos
tratamento inicio da prenhez filhotes e lactagdo Eutanasia
v v v v
| |
0 semana 4% semana 7% semana 10° semana
3 semanasdeidade 7 semanas de idade 10 semanas deidade 13 semanasdeidade

Figura7: Protocolo experimental da Fase Materna.

3.2.3 Fase Descendente

A segunda fase do experimento consistiu no tratamento dos descendentes
machos durante 18 semanas (Figura 8), divididos em grupos (n=4 a 10 animais/grupo)

em delineamento inteiramente casualizado, conforme os respectivos tratamentos:
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Os animais descendentes do grupo Controle materno (FC) foram divididos em:

. Controle Controle (MCC): foi mantida a dieta basal (0,3% DL-metionina);

. Controle Suplementado (MCS): os animais receberam a dieta suplementada
(2,0% de DL-metionina);

. Controle Deficiente (MCD): os animais receberam a dieta ausente de

metionina (0% DL-metionina).
Os animais descendentes do Suplementado materno (FS) foram divididos em:

. Suplementado Controle (MSC): os animais receberam a dieta basal (0,3%
DL-metionina);

. Suplementado Suplementado (MSS): foi mantida a dieta suplementada (2,0%
de DL-metionina);

. Suplementado Deficiente (MSD): os animais receberam a dieta ausente de

metionina (0% DL-metionina).

Em virtude da baixa taxa de natalidade e alta taxa de mortalidade dos
descendentes, nao foi possivel realizar os experimentos com os descendentes do grupo
de fémeas que receberam a dieta deficiente em metionina. Além disso, os grupos de
descendentes tratados com dieta deficiente, independente da dieta materna,
apresentaram menor numero de animais devido a alta taxa de mortalidade e que,
portanto, justifica o numero variavel de animais nos grupos de descendentes tratados (4

a 10 animais).

Fim do desmamee

inicio do tratamento

v

Eutanasia

v

[

]

0 semana
3 semanasdeidade

Figura 8: Protocolo experimental da Fase Descendente.

18% semana
21 semanasdeidade
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Apés cada periodo de tratamento, os animais foram eutanasiados (hidrato de
cloral 10%, dose 0,4mL/100g, intraperitoneal) e as amostras de figado e rins foram
coletadas, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -80°C para

realizagdo dos ensaios subsequentes.

3.3 Metodologia

3.3.1 Consumo de Racéo

O consumo de ragao foi determinado pela pesagem diaria, fazendo-se a
diferenca entre a quantidade de racdo fornecida e a quantidade presente no dia
seguinte. Foi realizada diariamente durante o periodo de aclimatacdo das fémeas para

observar a adaptacéao, sendo, posteriormente, realizado semanalmente.

3.3.2 Relacdo Massa do Org&o e Massa Corporea

Para todos os grupos de tratamentos de ambas as fases foi verificadaa massa
corpérea, realizada semanalmente para minimizar o estresse provocado pelo manuseio

constante.

As massas dos 6rgaos (figado e rins) foram expressas em termos relativos de

massa corporea no momento da eutanasia.
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3.3.3 Estresse Oxidativo

3.3.3.1 Avaliacdo da Peroxidacao Lipidica: Quantificacdo das Substancias

Reativas ao Acido Tiobarbitarico

Para avaliagado do estresse oxidativo por meio da peroxidagao lipidica em figado
e rins, a determinagdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico foi realizada
segundo Buege e Aust (1978). Homogenato das amostras foi obtido homogenizando-se
0,2g dos orgaos em 2mL de KCI 1,15% refrigerado e 500uL foram retirados para serem
adicionados a 1mL de solugdo de acido tiobarbiturico 26mmol/L, acido tricloroacético
15% e HCI 0,25mmol/L. Apds aquecimento em banho-maria por 15 minutos, as
misturas foram centrifugadas (2100 G, 20 minutos) e procedeu-se a leitura em
espectrofotdmetro (Micronal B580, Sao Paulo, Brasil) a 535nm. Os resultados foram
expressos em nmol de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS,
thiobarbituric acid reactive substances) por mg de proteinas. A quebra do produto
1,1,3,3-tetraetoxipropano (Sigma-Aldrich, CAS 102-52-3) foi usado como padrdao. A
quantidade de proteinas totais foi determinada segundoHartree (1972) para a
normalizagcao dos resultados. Para esse ensaio, 100uL do homogenato foram diluidos
em 5mL de agua destilada e em uma aliquota de 0,2mL, onde foram adicionados 1mL
de agua destilada e 0,9mL de solucdo A (tartarato de Na e K 10mmol/L, Na;COs3
1mmol/L, NaOH 1N). Essa mistura foi incubada (50 °C, 10 minutos) e resfriada a
temperatura ambiente (10 minutos), sendo depois adicionado 0,1mL de solugcdo B
(tartarato de Na e K 70mmol/L, CuS0O4.5H,0 40mmol/L, NaOH 1N) e posterior repouso
a temperatura ambiente (10 minutos). Apos esse procedimento, 3mL de Folin-
Ciocalteau (Imbralab, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) foram adicionados e as
misturas novamente foram incubadas (50 °C, 10 minutos) para posterior leitura
espectrofotométrica a 650nm(Micronal B580, Sao Paulo, Brasil). As concentragdes de

proteinas foram expressas em mg/mL.
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3.3.3.2 Quantificacdo do Contetudo de Glutationa (GSH)

A quantificagdo do conteudo de GSH em tecidos seguiu a metodologia de Sedlak
e Lindsay (1968), por meio da deteccdo dos grupos sulfidrilas nao-proteicos. Das
amostras de figado e rins, foi obtido um homogenato homogenizando-se 100mg dos
orgdos em 1mL de KCI 1,15% refrigerado. Foram adicionados 100uL de &cido
tricloroacético 50% a 600 yL do homogenato e centrifugado (1200 G, 10 minutos). A
500uL do sobrenadante, adicionaram-se 100 pyL de solugcdo de acido 5,5'-ditio-bis-(2-
nitrobenzoéico) (DTNB, Sigma, St. Louis, Missouri, EUA, CAS 69-78-3) em metanol (0,01
mol/L) ao sobrenadante. Foi utilizada cisteina (Merck, Darmstadt, Alemanha) como
padrdo. Apos descanso em temperatura ambiente, procedeu-se a leitura em
espectrofotdmetro (Micronal B580, S&o Paulo, Brasil) a 412 nm. Os resultados foram

expressos em nmol de GSH/mg de proteinas.

As proteinas totais foram quantificadas segundo Hartree (1972), como descrito

anteriormente.

3.3.3.3 Quantificacdoda Atividade da Catalase

Para a quantificacdo da atividade da enzima catalase nos tecidos hepatico e
renal, seguiu-se a metodologia de Beers e Sizer (1952). 100 mg de tecido foram
homogeneizados em 1 mL de tamp&o fosfato (50m mol/L) refrigerado e depois
centrifugado a 4°C (18500 G, 12 minutos). Do sobrenadante, retiraram-se 250uL onde
adicionaram-se 2,5uL de Triton X-100 (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA, CAS 9002-93-
1) puro e sonicou-se por 1 minuto. Foi feita uma diluicdo do sonicado na proporgéo
1:200 em tampao fosfato. Imediatamente anterior a leitura, foi preparada uma solugao
de H,O2 30mM em tampao fosfato (30,5 pl de H,O, em 10mL tampéo fosfato). Para a
leitura a 240nm (RayLeigh UV-1601, China), foram utilizados 2 mL da amostra e 1mL
da solugcdo de H,O,(Merck, Darmstadt, Alemanha) recém preparada. A avaliacdo da

atividade da catalase foi expressa emumol/min/mg de proteinas.
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A determinacdo de proteinas totais seguiu a mesma metodologia descrita por
Hartree (1972).

3.3.4Instabilidade Gendmica: Ensaio do Cometa ou Eletroforese em Gel de Célula
Unica

O ensaio do cometa alcalino foi realizado no figado e nos rins seguindo o método
descrito por Singh et al. (1988) e Tice et al. (2000). Suspensbes celulares foram
preparadas com 0,2g das amostras em 1 mL de solugdo de Hanks em 10% de
dimetilsulféxido (DMSO). Foi determinada a viabilidade pelo método de exclus&o por
azul de tripan 0,4% (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA), sendo as amostras
analisadas somente quando a viabilidade observada foi superior a 70% (BURLINSON
et al., 2007). Células, cuja membrana encontra-se comprometida, apresentam-se
coradas pelo azul de tripan em seu interior, mas as células viaveis, ou seja, com a
membrana normal, ndo permitem a entrada do corante e apresentam-se com coloracéo
amarela-esverdeada (BURLINSON et al., 2007). Para todos os grupos avaliados em
ambas fases, a viabilidade celular obtida esteve sempre acima dos 70% recomendados,

validando o prosseguimento do ensaio do cometa.

A suspensdo celular foi adicionada agarose em baixo ponto de fuséo (0,5%) e
espalhada sobre |aminas previamente revestidas em agarose com ponto de fuséo
normal (1,5%) (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA, CAS 9012-36-6). As laminas
foram imersas em solucéo de lise (NaCl 2,5 mol/L, acido etilenodiaminotetracético
(EDTA, Sigma, St. Louis, Missouri, EUA, CAS 60-00-4) 100mmol/L, DMSO 10%
(Amresco, Solon, Ohio, EUA, CAS 67-68-5), Triton X-100 1%, Tris 10mmol/L (Sigma, St.
Louis, Missouri, EUA, CAS 77-86-1, pH 10) por um periodo de 20 a 22 horas sob
refrigeracdo a 4 °C. Apos esse periodo, as laminas foram colocadas em solugdo
tampéo de eletroforese por 20 minutos (NaOH 300mmol/L, EDTA 1,0 mmol/L, pH> 13)
para desnaturacdo do DNA e posterior realizacdo da eletroforese horizontal por 20
minutos em 1V/cm (25V, 300mA). As amostras foram, entdo, acondicionadas em

solugado tampao de neutralizagao (0,4mmol/LTris-HCI, pH 7,5) por 5 minutos e, apés
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secas a temperatura ambiente, foram fixadas em etanol absoluto por 10 minutos. As
ldminas foram coradas com brometo de etideo (20pug/mL) no momento da analise,
sendo contabilizados 100 nucleoides por animal em microscopio de fluorescéncia
(Axiostar Plus, Zeiss, Alemanha) com filtro de 510-560nm e barreira de 590nm em
400x. Os nucleoides foram analisados usando-se os programas CometScore® (TriTek,
EUA) nas amostras maternas e Comet Assay IV (Perceptive Instruments, RU) nas
amostras dos descendentes, sendo que o parametro utilizado foi a percentagem de
DNA na cauda (% DNA na cauda).

3.3.5Anélise da Expressdo do RNAm dos Genes Matla, Bhmte Cbsem Figado da
Fase Materna

Amostras de figado coletadas apds a eutanasia em criotubos contendo
RNAlaterTM (Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos) foram armazenadas em
freezer (-80°C) para posterior procedimento de extragao do material genético e analise
do RNAm.

3.3.5.1Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido de figado pelo método do reagente Trizol LS®
(Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos, CAS 10296-010), de acordo com o protocolo
do fabricante e seguido por purificagdo por mini-colunas com o kit SV Total RNA

Isolation System® (Promega, Madison, W1, Estados Unidos).

3.3.5.2 Avaliagdo Quantitativa e Qualitativa do RNA Total por Espectrofotometria

A quantificacdo do RNA total foi realizada por leitura espectrofotométrica em
comprimento de onda UV 260 nm (BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg, Alemanha). A
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pureza das amostras foi verificada pelas razdées Azso/A2so, que mostra possiveis
contaminagdes por proteinas e DNA; e pela razdo Azso/Az30 que mostra contaminagao
por sais e compostos organicos, como guanidina ou fenol. Amostras de RNA total com
grau de pureza aceitavel apresentam razdes Azso/Azzo entre 1,7 e 2,2 e Agso/Azgo entre
1,8 e 2,0.

3.3.5.3 Avaliacao da Integridade do RNA Total

A integridade do RNA extraido foi avaliada por meio de eletroforese em gel de
agarose 1%. 500 mg de agarose foram fundidos em 50 mL de tampao TAE (Tris-
acetato 40 mmol/L e EDTA 1 mmol/L, pH 8,0), sendo adicionados 5 uL de corante
GelRed® (Biotium, Hayward, California, Estados Unidos, CAS 67-68-5). Cada amostra
aplicada no gel foi preparada com 1 ug de RNA e 20% v/v de tampao de aplicagao dye
loading solution(30% de glicerol, 0,25% de azul de bromofenol e 0,25% de xileno cianol)
e, posteriormente, submetida a eletroforese no mesmo tampao TAE (90 minutos, 80V,
30 mA). Em seguida, o gel foi fotografado em foto-documentador UV (Molecular
Imager® Gel Doc® XR, Bio-Rad, Hercules, CA, Estados Unidos).

3.3.5.4 Sintese de cDNA

A sintese do cDNA a ser utilizado na reacdo da RT-qPCR foirealizadaa partir de
1 ug de RNA total por meio do kit High Capacity cONA Reverse Transcription (Applied
Biossystem, Foster, Estados Unidos), seguindo as orientagdes do fabricante.
Imediatamente antes desse processo, todas as amostras foram tratadas com o kit
Deoxyribonuclease I, Amplification Grade (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos)

para a eliminagao de qualquer DNA gendmico.

3.3.5.5 Escolha dos Primers



Material e Métodos 46

Todos os primers foram selecionados com o auxilio do softwarePrimer-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) e sintetizados pela Sigma—Aldrich (St.
Louis, MO, Estados Unidos) (Tabela 2). As sequéncias amplificadas pelos primers
foram preferencialmente escolhidas compreendendo uma regido entre exons,
dificultando a amplificacdo de DNA gendbmico na RT-PCR quantitativa (RT-qPCR).
Todos os primers foram testados in silico para a possivel formacdo de
dimeros,heterodimeros e grampos. Os primers referentes ao gene B-Actina(Actb) foram
selecionados a partir de um estudo que utilizou este gene como controle enddgeno
(GARIBALDI et al., 2012). Além disso, foi verificado a especificidade de cada par de
primer por meio da curva de dissociagdo, em que 0 pico unico indica a especificidade

dos primers.

Tabela 2:Primers selecionados para as reagbes de RT-qPCR

Gene Forward (5°-3") Reverse (5'-3) Produto PCR (pb)
Matla TGTGACCAGATTAGTGATGC  CAGTAGCACCATACCTGTCT 102

Bhmt GGAACAGCTACCCTCCAATC  ATCCTCCATCTCCAATCACA 142

Cbs GATCCAATCACGAGACCAGG AAGTTTAGCAGGTCAATGGC 123

3.3.5.6 RT-gPCR

Os niveis de expressao relativa dos transcritosdos genesMat7a, Bhmte Cbsforam
avaliados por ensaios de RT-qPCR, comparando os niveis de expressdo entre os
grupos tratados com as dietas suplementada ou deficiente em metionina e o grupo
tratado com a dieta controle. As reagbdes foram preparadas com o reagente Platinum®
SYBR® GreenqPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos) e
realizadas no termociclador CFX96 (BioRad, Hercules, Estados Unidos) no Laboratorio
de Biologia Molecular da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, coordenado pelo
Prof. Dr. Adalberto Luiz Rosa. Para a amplificagcdo do cDNA, as reagbes apresentaram

volume final de 13 pL por pogo, constituido por 7 pL de SYBR® Green, 5 uL de
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amostra diluida de cDNA (100 ng de cDNA/poc¢o) e 0,5 uL de primersreversee forward
na concentracao final de 0,38 umol/L de cada primer em ciclos inicial de desnaturacéo a
95°C por 10 minutos, seguido de 35 ciclos constituidos de desnaturagédo a 95°C por 15

segundos e anelamento e extens&o a 60°C por 1 minuto.

Os niveis de expressado relativa foram calculados segundo o método de
quantificagdo relativa 22! proposto porPfaffl (2001), utilizando o Actbcomo gene de

referéncia.

3.3.5.7 Eficiéncias da RT-gPCR

Para atestar a qualidade dos resultados do ensaio de RT—gPCR, foi obtida uma
curva de regressao linear derivada dos valores de Cq (quantification cycle) de diluigbes
seriadas do pool de cDNA de todos os animais. Os valores de slope entre 3,10 a 3,59
correspondem a uma variagao entre 90 e 110%, sendo valoresaceitaveis (NOLAN;
HANDS; BUSTIN, 2006).

Antes das analises de expressdo, todos os genes foram analisados quanto a
eficiéncia de amplificacdo. A Tabela 3 mostra que todas as amplificacbes apresentaram
uma eficiéncia entre 90 e 110%, consideradas ideais para a aplicagdo do método de

quantificacdo relativa 2*“* proposto por Pfaffl (2001).

Tabela 3. Eficiéncias das amplificagdes dos transcritos de figado da Fase Materna na reagao de
RT-gPCR

Genes Eficiéncia (%)
Mat1a 92,88
Bhmt 99,82
Cbs 99,08

Actb 99,52
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3.3.6Anéalise Estatistica

Os dados foram verificados quanto a normalidade pelo Teste K-S (Teste

Kolmogorov-Smirnov).

Os resultados foram expresssos como média £ erro padréo e foram analisados
usando GraphPad Prism 5 (GraphPad, EUA). As comparag¢des entre os grupos de
tratamento foram analisadas usando-se ANOVA one-way com poés-teste Tukey, com

nivel de significancia P<0,05.
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4 Resultados

4.1 Fase Materna

Os tratamentos durante 10 semanas com as diferentes dietas de metionina nao
provocaram mortes das fémeas. Entretanto, somente foram consideradas as que

geraram descendentes, explicando o fato de haver numero entre 5 a 7 animais por

grupo.

4.1.1 Consumo de Racao

O consumo de racdo semanal das diferentes dietas de metionina esta mostrado
na Figura 9. O grupo FD apresentou um menor consumo médio semanal de racéo ao
longo do experimento. N&o houve diferengas significativas de consumo semanal entre

os grupos controle (FC) e suplementado (FS).
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Figura 9:Consumo médio de ragdosemanal das fémeas de camundongos tratadas com diferentes dietas
de metionina.

ANOVA, Tukey. Média + erro padrdo com mesmas letras indicam auséncia de diferenga estatistica
(P>0,05). Média * erro padrdao com letras diferentesindicam diferenga estatistica (P<0,05). n=5 a 7

animais/grupo.

FC: controle (0,3% DL-metionina); FS: suplementado (2,0% DL-metionina); FD: deficiente (0% DL-

metionina).
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4.1.2 Massa Corpérea

A Figura 10mostra a massa corporea das fémeas durante as 10 semanas de
tratamento com as diferentes dietas de metionina. Durante os periodos de adaptacao e
prenhez, ndo foram observadas diferengcas (P>0,05) de massas corpéreas entre as
fémeas dos trés grupos de tratamento. Somente apds sete semanas de tratamento, o
grupo deficiente apresentou diferenga de massa (P<0,05) em relagdo aos outros
grupos, provavelmente em fungdo da baixa taxa de natalidade destas fémeas. Nao

houve diferenga (P>0,05) entre os grupos controle e suplementado.

Massa corpéea (g)

Semanas

—~— FC -®- FS & FD

Figura 10: Massa corpdrea de fémeas de camundongos tratadas com diferentes dietas de metionina
durante 10 semanas de tratamento.

ANOVA, Tukey. Média = erro padrdo com mesmas letras indicam auséncia de diferenca estatistica
(P>0,05). Média + erro padrédo com letras diferentes indicam diferenga estatistica (P<0,05). n=5 a 7

animais/grupo.

FC: controle (0,3% DL-metionina); FS: suplementado (2,0% DL-metionina); FD: deficiente (0% DL-
metionina).
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4.1.3 Relacdo Massa Orgéo e Massa Corpdrea

As massas absolutas de figado e rins, a massa corpérea no momento da
eutanasia e a relagdo entre as massas desses 6rgdos e a massa corporea estao
mostradas na Tabela 4. E possivel observar que o grupo FD apresentou menores
valores para as massas absolutas dos 6rgdos e para a massa corpérea quando
comparado aos outros grupos (P<0,05). Nao houve diferenga entre as massas relativas
dos orgaos entre os grupos (P>0,05), indicando a proporcionalidade das massas dos
orgaos e a massa corporea dos animais. Os grupos FC e FS nao diferiram entre si nos

parametros avaliados (P>0,05).

Tabela 4:Massas absolutas de figado e rim, massa corporea e relagdo entre massa do 6rgao e
massa corporea em fémeas de camundongos tratadas com diferentes dietas de metionina
durante 10 semanas

Grupos de Massa Figado/Massa Rim/Massa

Tratamento Figado(g) Rim(g) Corporea (g) corpérea (%) corporea (%)
FC 2,01+046a 0,43+0,04a 33,14+2,90a 6,03+0,011a 1,29+ 0,01 a
FS 2,18+0,72a 0,46+0,09a 33,95%+3,66a 6,33+0,014a 1,33+£0,02a
FD 1,45+0,35b 0,31+0,06b 23,32+496b 6,25+0,008a 1,35+ 0,02 a

n= 5 a 7 animais/grupo

ANOVA, Tukey Média = erro padrédo dentro da mesma coluna e com a mesma letrando diferem
estatisticamente(P>0,05).Média + erro padrdo com letras diferentes na mesma colunaindicam diferenga
estatistica (P<0,05).

FC: controle (0,3% DL-metionina); FS: suplementado (2,0% DL-metionina); FD: deficiente (0% DL-
metionina).
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4.1.4Estresse Oxidativo

4.1.4.1 Peroxidacdo Lipidica: Quantificacdo de TBARS

A peroxidacéo lipidica avaliada pelas concentragdes deTBARS em figado e rins
das fémeas € mostrada naFigura 11. Em figado (Figura 11A), o grupo suplementado
apresentou redugao na concentragao de TBARS (P<0,05), quando comparado ao grupo
controle e ao deficiente, que nao diferiram entre si (P>0,05). Em rins (Figura 11B), ndo
foram observadas diferencas significativas (P>0,05) entre as dietas suplementada e
deficiente, quando comparadas ao grupo controle. As concentragdes de TBARS foram

semelhantes entre os dois tecidos analisados.
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Figura 11: Peroxidagao lipidica obtida em tecidos hepatico e renal de fémeas de camundongos tratadas

com diferentes dietas de metionina durante 10 semanas. A: Figado. B: Rins.

ANOVA, Tukey. Média *+ erro padrdo com mesmas letras no mesmo grafico indicam auséncia de
diferenga estatistica (P>0,05). Média * erro padrdo com letras diferentes no mesmo grafico indicam

diferencga estatistica (P<0,05). n=5 a 7 animais/grupo.

FC: controle (0,3% DL-metionina); FS: suplementado (2,0% DL-metionina); FD: deficiente (0% DL-
metionina).
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4.1.4.2 Quantificacdo de GSH

Os resultados da concentracdo de GSH das fémeas tratadas com as dietas de
metionina estdo apresentados na Figura 12. Observa-se que houve um aumento
significativo (P<0,05) na concentracdo de GSH em figado de fémeas tratadas com dieta
suplementada em metionina (Figura 12A). A concentracdo de GSH em rins esta
apresentada naFigura 12B, onde é possivel observar um aumento estatistico (P<0,05)
no grupo deficiente em comparagdo aos grupos controle e suplementado, que nao
diferiram entre si (P>0,05). Além disso, a concentragdo de GSH obtida em rins foi

menor do que a obtida em figado.
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Figura 12: Quantificacdo de GSH (glutationa reduzida) nos tecidos hepatico e renal em fémeas de
camundongos tratadas com dieta suplementada em metionina durante 10 semanas. A: Figado. B: Rim.

ANOVA, Tukey. Média *+ erro padrdo com mesmas letras no mesmo grafico indicam auséncia de
diferenca estatistica (P>0,05). Média + erro padrdao com letras diferentes no mesmo grafico indicam
diferencga estatistica (P<0,05). n=5 a 7 animais/grupo.

FC: controle (0,3% DL-metionina); FS: suplementado (2,0% DL-metionina); FD: deficiente (0% DL-
metionina).
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4.1.4.3 Quantificacdo da Atividade da Catalase

Analisando-se a atividade da catalase (Figura 13), verifica-se que nao houve
alteracédo (P>0,05) da atividade dessa enzima em ambos os tecidos analisados, tanto
no grupo suplementado quanto no deficiente quando comparados ao grupo controle. O

tecido hepatico (Figura 13A) apresentou valores maiores que o renal (Figura 13B).
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Figura 13: Atividade da catalase em tecidos hepatico e renal de fémeas de camundongos tratadas com
dieta suplementada em metionina durante 10 semanas. A: Figado. B: Rim.

ANOVA, Tukey. Média *+ erro padrdo com mesmas letras no mesmo grafico indicam auséncia de

diferenca estatistica (P>0,05). Média + erro padrdao com letras diferentes no mesmo grafico indicam
diferenca estatistica (P<0,05). n=5 a 7 animais/grupo.

FC: controle (0,3% DL-metionina); FS: suplementado (2,0% DL-metionina); FD: deficiente (0% DL-
metionina).

4.1.5 Instabilidade Gendmica: Ensaio do Cometa

A instabilidade gendmica que foi avaliada pelo ensaio do cometa, considerando o
parametro porcentagem de DNA presente na cauda esta representada na Figura 14.Em
células hepaticas, o tratamento com ambas dietas de metioninaresultou em reducéao

significativa (P<0,05) nos danos ao DNA quando comparado ao grupo tratado com a
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dieta controle (Figura 14A). Nos rins (Figura 14B), a dieta suplementada induziu um
aumento (P<0,05) de danos ao DNA, enquanto a dieta deficiente em metionina reduziu

(P<0,05) os danos ao DNA, quando comparado ao controle (P<0,05).
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Figura 14: Instabilidade gendmica obtida pelo ensaio do cometa em células hepaticas e renais de fémeas
de camundongos tratadas com diferentes dietas de metionina durante 10 semanas.A:% de DNA na
cauda em células hepédticas. B: % de DNA na cauda em células renais.

ANOVA, Tukey.Média + erro padrdo com mesmas letras no mesmo grafico indicam auséncia de diferenca
estatistica (P>0,05). Média + erro padrdo com letras diferentes no mesmo grafico indicam diferenga
estatistica (P<0,05). n=5 a 7 animais/grupo.

FC: controle (0,3% DL-metionina); FS: suplementado (2,0% DL-metionina); FD: deficiente (0% DL-
metionina).

4.1.6Expressao dos RNAm de Matla, Bhmt e Cbs por RT-gPCR

4.1.6.1 Avaliacdo Quantitativa do RNA Total

Na Tabela 5, & apresentado o resultado da quantificagdo do RNA totaldas
amostras de figado apds a extragdo, demonstrando bom rendimento e qualidade

suficiente para os ensaios de RT-qPCR.
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Tabela 5: Quantidade de RNA total e as razées Axso/Argo € Axso/Assgindicadoras da purezaem
amostras de figado de fémeas de camundongos tratadas com diferentes dietas de metionina
durante 10 semanas.

Grupos de

Tratamento Quantidade de RNA (ug/mL) Assol Asgo Aseo/Azzo
FC 3250,18 + 879,31 2,10 £ 0,05 1,63 + 0,21
FS 1164,26 + 893,42 2,08 + 0,04 2,21 £ 0,03
FD 642,10 + 586,61 2,05 £ 0,07 2,01 + 0,37

FC: controle (0,3% DL-metionina); FS: suplementado (2,0% DL-metionina); FD: deficiente (0%
DL-metionina).

4.1.6.2Avaliacdo Qualitativa: Integridade do RNA Total

As amostras de RNA total foram submetidas a avaliagdo em gel de agarose 1%.
A avaliacédo da integridade do RNA total extraido foi determinada com base na
presenca de bandas de RNA ribossémicos (RNAr) 18S e 28S. A observagao do gel de
agarose demonstrou auséncia de rastros, indicando que o RNA nao estava degradado
e que nao houve contaminagdo por DNA gendmico, ou seja, demonstrando que as

amostras apresentaram integridade satisfatoria para a realizagdo dos experimentos.

4.1.6.3 Expresséo Relativa do RNAm

A expressao relativa do RNAm dos genes Mat1a, Bhmt e Cbs estaapresentada
na Figura 15. Observa-se que nao houve diferencas (P>0.05) na expressao do RNAm
de Mat1ados grupos que receberam as dietas suplementada e deficiente em metionina
em comparagao com o grupo controle (Figura 15A). A expressdo do RNAm do gene
Bhmtnao foi alterada significativamente (P>0,05) pelos tratamentos com as diferentes

dietas de metionina (Figura 15B).No entanto, a deficiéncia de metionina reduziu
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estatisticamente (P<0,05) a expressdo relativa do RNAm do gene Cbsquando
comparado ao grupo controle. Nao houve diferenga de expressdo do RNAmM do gene

Cbsno grupo suplementado,em comparagao ao grupo controle (Figura 15C).
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Figura 15: Expressao relativa dos RNAm de genes envolvidos na biotransformacdo da metionina em
amostras de figado de fémeas de camundongos tratadas com diferentes dietas de metionina durante 10
semanas. A: Mat1a. B: Bhmt. C: Cbs.

ANOVA, Tukey. Média *+ erro padrdo com mesmas letras no mesmo grafico indicam auséncia de
diferenca estatistica (P>0,05). Média + erro padrdao com letras diferentes no mesmo grafico indicam
diferencga estatistica (P<0,05). n=5 a 7 animais/grupo. Gene de referéncia: Actb.

FC: controle (0,3% DL-metionina); FS: suplementado (2,0% DL-metionina); FD: deficiente (0% DL-
metionina).
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4.2 FaseDescendente

4.2.1 Taxa de Sobrevivéncia

A taxa de mortalidade dos filhotes durante o periodo de tratamento é apresentada na
Figura 16. Observa-se que apds a sexta semana de tratamento, os grupos de filhotes
que receberam a dieta deficiente, independentemente das dietas maternas (MCD e
MSD), apresentaram redugdo no numero de animais. Os outros grupos (MCC, MCS,

MSC, MSS) nédo reduziram redugao durante todo o periodo experimental.

NUmero de animais
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-¥- MSC MSS -®- MSD

Figura 16: Taxa de sobrevivéncia dos filhotes de camundongos tratados com diferentes dietas de
metionina durante 18 semanas.

MCC: descendentes do grupo controle e tratados com dieta controle (0,3% DL-metionina); MCS:
descendentes do grupo controlee tratados com dieta suplementada (2,0% DL-metionina); MCD:
descendentes do grupo controle e tratados com dieta deficiente (0% DL-metionina); MSC: descendentes
do grupo suplementado e tratados com dieta controle; MSS: descendentes do grupo suplementado e
tratados com dieta suplementada; MSD: descendentes do grupo suplementado e tratados com dieta
deficiente.
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4.2.2 Consumo de Racéo

O consumo de ragdo semanal dos filhotes de camundongos tratados com
diferentes dietas de metionina € mostrado na Figura 17. Os grupos de filhotes que
receberam a dieta suplementada (MCS e MSS), independentemente da dieta que as
maes receberam, apresentaram reducdo no consumo de ragdo semanal, quando
comparado com o grupo MCC. Da mesma maneira, independentemente da dieta
materna, os grupos de filhotes que foram tratados com dieta deficiente (MCD e MSD)
apresentaram redug¢ao no consumo de ragao quando comparado com 0s outros grupos
de tratamentos. Nao houve diferenga no consumo semanal de ragéo entre o grupo MSC

e o grupo MCC.
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Figura 17: Consumo semanalde ragédo dos filhotes de camundongos tratados com diferentes dietas de
metionina durante 18 semanas.

ANOVA, Tukey. Média * erro padrdo com mesmas letras indicam auséncia de diferenga estatistica
(P>0,05). Média * erro padrao com letras diferentes indicam diferenga estatistica (P<0,05). n=4 a 10
animais/grupo.

MCC: descendentes do grupo controle e tratados com dieta controle (0,3% DL-metionina); MCS:
descendentes do grupo controlee tratados com dieta suplementada (2,0% DL-metionina); MCD:
descendentes do grupo controle e tratados com dieta deficiente (0% DL-metionina); MSC: descendentes
do grupo suplementado e tratados com dieta controle; MSS: descendentes do grupo suplementado e
tratados com dieta suplementada;, MSD: descendentes do grupo suplementado e tratados com dieta
deficiente.
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4.2.3 Massa Corpérea

A metionina presente em diferentes concentracées na dieta sobre a massa
corpérea dos filhotes demonstrou acentuada diferenga (P<0,05) nos grupos tratados
com dieta deficiente, independente das dietas maternas (MCD, MSD), quando
comparados ao grupo cujo tratamento manteve a dieta controle (MCC) (Figura 18). Por
outro lado, nao houve diferenga (P>0,05) entre os grupos tratados ou com dieta controle
ou com dieta suplementada, independente do tratamento materno (MCS, MSC e MSS),

quando comparados ao grupo MCC.

Massa Corpoérea (g)

Semanas
-— MCC —#= MCS MCD
—+— MSC MSS -®- MSD

Figura 18: Massas corporeasdos filhotes de camundongos tratados com diferentes dietas de metionina
durante 18 semanas.

ANOVA, Tukey. Média + erro padrdo com mesmas letras indicam auséncia de diferenga estatistica
(P>0,05). Média * erro padrao com letras diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,05). n=4 a 10
animais/grupo.

MCC: descendentes do grupo controle e tratados com dieta controle (0,3% DL-metionina); MCS:
descendentes do grupo controlee tratados com dieta suplementada (2,0% DL-metionina); MCD:
descendentes do grupo controle e tratados com dieta deficiente (0% DL-metionina); MSC: descendentes
do grupo suplementado e tratados com dieta controle; MSS: descendentes do grupo suplementado e
tratados com dieta suplementada; MSD: descendentes do grupo suplementado e tratados com dieta
deficiente.
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4.2.4 Relacdo Massa Orgéo e Massa Corpdrea

Na Tabela 6 estédo representadas as massas absolutas de figado e rins, a massa
corporea no momento da eutanasia e as relagbes entre as massas desses 6rgaos com
a massa corpérea dos filhotes de camundongos tratados com as diferentes dietas de
metionina. Observa-se que houve uma reducgdo significativa (P<0,05) nas massas
absolutas de ambosorgéos nos grupos MCD e MSD, bem como na massa corporea. As
massas relativas dos 6rgaos nao diferiram entre os grupos, indicando que a redugao
das massas dos 6rgaos observadas em MCD e MSD foi proporcional a redugédo da
massa corporea desses animais. Os outros grupos (MCC, MCS, MSC e MSS) néo
diferiram entre si nesses parametros avaliados.

Tabela 6: Massas absolutas de figado e rim, massa corporea e relagao entre massa do 6rgao e

massa corporea em filhotes de camundongos tratados com diferentes dietas de metionina
durante 18 semanas

Grupos de Figado Rim Massa Corpérea Figado/Massa Rim/Massa

Tratamento (9) (9) (9) Corpérea (%) Corporea (%)
MCC 1,87+0,25a 0,65+0,09 a 41,50+ 2,36 a 4,50 £ 0,47 a 1,56+ 0,15 a
MCS 1,80+ 0,20 a 0,58 £ 0,04 a 39,563+2,08a 4,56 £ 0,49 a 1,49+0,10 a
MCD 0,63+0,17b 0,20+ 0,06 b 11,95+1,35b 5,23 £0,91a 1,73+0,33 a
MSC 1,79+0,21 a 0,61 +0,07 a 40,69 +2,60 a 4,39+£0,38 a 1,50+ 0,14 a
MSS 1,89+0,34 a 0,65+ 0,07 a 39,90 £ 3,51 a 475+0,71 a 1,63+1,52 a
MSD 0,53+0,08b 0,15+0,02b 9,52+1,23b 563+0,85a 1,65+0,29 a

Média * erro padrdo com mesmas letras na mesma coluna indicam auséncia de diferenga estatistica
(P>0,05). Média * erro padrdao com letras diferentes na mesma colunaindicam diferenga estatistica
(P<0,05).ANOVA, Tukey. n=4 a 10 animais/grupo.

MCC: descendentes do grupo controle e tratados com dieta controle (0,3% DL-metionina); MCS:
descendentes do grupo controlee tratados com dieta suplementada (2,0% DL-metionina); MCD:
descendentes do grupo controle e tratados com dieta deficiente (0% DL-metionina); MSC: descendentes
do grupo suplementado e tratados com dieta controle; MSS: descendentes do grupo suplementado e
tratados com dieta suplementada;, MSD: descendentes do grupo suplementado e tratados com dieta
deficiente.
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4.2 .5Estresse Oxidativo

4.2.5.1 Peroxidacdo Lipidica: Quantificacdo de TBARS

Observou-se uma reducao da peroxidagao lipidica (P<0,05) nos grupos MSC e
MSS em ambos tecidos (Figura 19). O grupo MSD apresentou aumento (P<0,05) na
peroxidagcdo somente no tecido hepatico (Figura 19A), quando comparados ao grupo
MCC. Os grupos MCS e MCD néo diferiram (P>0,05) do grupo MCC em ambos os

tecidos.

A B
Figado Rim
1.0q 1.0
a
= g a i
(=
© 0.8+ = -
2 c e O a
° °
o o
g, 0.6+ a,c o 0.6
£ 1S
A = o .
= b b <
2 2 B
° 0.24 % = 0.24
1S / IS
c c -
0.0 T T Z 0.0 T
¢] @] ) Q ¢
S
W R RN g

Figura 19: Peroxidagaolipidica nos tecidos hepatico e renaldos filhotes de camundongos tratados com
diferentes dietas de metionina durante 18 semanas.A: Figado. B: Rim.

ANOVA, Tukey. Média *+ erro padrdo com mesmas letras no mesmo grafico indicam auséncia de
diferenca estatistica (P>0,05). Média + erro padrdao com letras diferentes no mesmo grafico indicam
diferencga estatistica (P<0,05).n=4 a 10 animais/grupo.

MCC: descendentes do grupo controle e tratados com dieta controle (0,3% DL-metionina); MCS:
descendentes do grupo controlee tratados com dieta suplementada (2,0% DL-metionina); MCD:
descendentes do grupo controle e tratados com dieta deficiente (0% DL-metionina); MSC: descendentes
do grupo suplementado e tratados com dieta controle; MSS: descendentes do grupo suplementado e
tratados com dieta suplementada;, MSD: descendentes do grupo suplementado e tratados com dieta
deficiente.
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4.2.5.2 Quantificacdo de GSH

A quantificagdo de GSH dos filhotes esta apresentada na Figura 20. No tecido
hepatico (Figura 20A), os grupos tratados com dieta suplementada (MCS e MSS) ou
deficiente (MCD) apresentaram uma menor quantidade (P<0,05) de GSH quando
comparados ao MCC. O grupo MSD apresentou uma quantidade de GSH semelhante
ao grupo MCC (P>0,05). Nesse tecido, o grupo MSC apresentou uma maior quantidade
de GSH (P<0,05) quando comparado a MCC.No tecido renal (Figura 20B), os grupos
tratados com suplementagdo de metionina (MCS e MSS) ou deficiéncia (MCD e MSD)
apresentaram menor quantidade de GSH quando comparados ao grupo MCC (P<0,05).
Assim como no tecido hepatico, o grupo MSC apresentou um aumento na quantidade
de GSH em relacéao do grupo MCC (P<0,05).
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Figura 20: Quantificagdo de GSH (glutationa reduzida) em tecidos hepatico e renal defilhotes de

camundongos tratados com difererentes dietas de metioninadurante 18 semanas. A: Figado. B: Rim.

ANOVA, Tukey. Média * erro padrdo com mesmas letras no mesmo grafico indicam auséncia de
diferenca estatistica (P>0,05). Média + erro padrdao com letras diferentes no mesmo grafico indicam
diferencga estatistica (P<0,05). n=4 a 10 animais/grupo.

MCC: descendentes do grupo controle e tratados com dieta controle (0,3% DL-metionina); MCS:
descendentes do grupo controlee tratados com dieta suplementada (2,0% DL-metionina); MCD:
descendentes do grupo controle e tratados com dieta deficiente (0% DL-metionina); MSC: descendentes
do grupo suplementado e tratados com dieta controle; MSS: descendentes do grupo suplementado e
tratados com dieta suplementada;, MSD: descendentes do grupo suplementado e tratados com dieta
deficiente.
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4.2.5.3 Quantificacdo da Atividade da Catalase

Os resultados obtidos na quantificacdo da atividade da catalase estdo

representados na

Figura 21.0s grupos MCS e MCD apresentaram menor atividade da catalase

(P<0,05) quando comparado ao grupo MCC em figado (

Figura 21A). Os grupos cujas mées receberam dieta suplementada (MSC, MSS e

MSD) n&o diferiram do grupo MCC (P>0,05).
Em rins (

Figura 21B), os grupos MCS, MCD, MSS e MSD nao diferiram (P>0,05) entre si e
apresentaram atividade da catalase estatisticamente (P<0,05) menor em relagdo ao
grupo MCC. O grupo MSC apresentou atividade da catalase semelhante (P>0,05) ao

grupo MCC em ambos os tecidos.
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Figura 21: Quantificagdo da atividade da catalase em tecidos hepatico e renal de filhotes de
camundongos tratados com difererentes dietas de metioninadurante 18 semanas. A: Figado. B: Rim.

ANOVA, Tukey. Média *+ erro padrdo com mesmas letras no mesmo grafico indicam auséncia de
diferenga estatistica (P>0,05). Média + erro padrdo com letras diferentes no mesmo grafico indicam
diferenca estatistica (P<0,05). n=4 a 10 animais/grupo.
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MCC: descendentes do grupo controle e tratados com dieta controle (0,3% DL-metionina); MCS:
descendentes do grupo controlee tratados com dieta suplementada (2,0% DL-metionina); MCD:
descendentes do grupo controle e tratados com dieta deficiente (0% DL-metionina); MSC: descendentes
do grupo suplementado e tratados com dieta controle; MSS: descendentes do grupo suplementado e
tratados com dieta suplementada; MSD: descendentes do grupo suplementado e tratados com dieta
deficiente.

4.2.6 Instabilidade Gendmica: Ensaio do Cometa

Em figado (Figura 22A), houve aumento (P<0,05) na instabilidade genémica nos
grupos MCS, MSS e MSD quando comparado ao MCC. Os grupos MSS e MSD nao
diferiram entre si (P>0,05). Nao houve diferenga entre os grupos MCD e MSC entre si e
quando comparados ao grupo MCC (P>0,05).Em rins (Figura 22B), a instabilidade
gendmica apresentou maiores valores nos grupos MCS, MCD, MSS e MSD quando
comparados ao grupo MCC (P<0,05). Somente o grupo MSC nao diferiu do MCC
(P>0,05).
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Figura 22: Instabilidade gendmica obtida pelo ensaio do cometa de células hepaticas e renais dos filhotes
de camundongos tratados com diferentes dietas de metionina durante 18 semanas. A: % de DNA na
cauda em células hepédticas. B: % de DNA na cauda em células renais.

ANOVA, Tukey. Média + erropadrdo com mesmas letras no mesmo grafico indicam auséncia de diferenca
estatistica (P>0,05). Média + erro padrao com letras diferentes no mesmo grafico indicam diferenga
estatistica (P<0,05).n=4 a 10 animais/grupo.

MCC: descendentes do grupo controle e tratados com dieta controle (0,3% DL-metionina); MCS:
descendentes do grupo controlee tratados com dieta suplementada (2,0% DL-metionina); MCD:
descendentes do grupo controle e tratados com dieta deficiente (0% DL-metionina); MSC: descendentes
do grupo suplementado e tratados com dieta controle; MSS: descendentes do grupo suplementado e
tratados com dieta suplementada; MSD: descendentes do grupo suplementado e tratados com dieta
deficiente.
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5 Discussao

A metionina € um aminoacido sulfurado, essencial para os mamiferos, atuando
como doador de grupos metil para reagdes de metilagdo e precursor da cisteina, da
glutationa e constituinte de proteinas. Devido as suas fungbes, torna-se relevante
investigar como a suplementacdo ou deficiéncia desse aminoacido pode causar
alteragdes relacionadas aos tecidos hepatico e renal. E importante também verificar
como a variagdo de metionina na dieta pode afetar o estresse oxidativo, analisando-se
a peroxidacao lipidica e o sistema antioxidante, tanto o enzimatico, representado pela
catalase, quanto ondo-enzimatico, representado pela GSH. Além disso, investigar a
possivel influéncia de diferentes dietas de metionina na fase materna sobre o
desenvolvimento dos descendentes pode fornecer informagcdes dos possiveis

mecanismos de toxicidade envolvidos em ambas as fases.

Ha evidéncias de que doadores de grupo metil envolvidos na biotransformagao
da metionina sao importantes durante a gravidez e o consumo deficiente ou excessivo
pode ter impacto na programacgao epigenética de humanos e animais(ZEISEL, 2009). A
metionina € um desses nutrientes indispensaveis, requerida para sintese de proteinas e
produgdao de SAM(REES; WILSON; MALONEY, 2006). SAM é um intermediario chave
no metabolismo da metionina, conhecido também como “metionina ativa”, requerido
para a sintese de creatina pela metilagdo de guanidinoacetato e a doagéo de grupo
metil para outras reagdes. Adicionalmente, atua como fonte de grupos metileno para a
sintese de acidos graxos ciclopropil, amino grupos para a sintese de biotina, grupos
aminoisopropil para a sintese de poliaminas e radicais 5-deoxiadenosil, iniciando
muitas reagdes metabodlicas e vias biossintéticas de assimilagcdo de hidrogénio.
Também atua como fonte de atomos de enxofre na sintese de biotina e acido
lipoico(BROSNAN; BROSNAN, 2006; FONTECAVE; ATTA; MULLIEZ, 2004).

A suplementagdo da dieta materna com doadores de grupo metil induz o
aumento na metilagdo do DNA nos descendentes, levando a permanentes alteracdes
na regulacdo de genes e na modulagédo fenotipica(COONEY; DAVE; WOLFF, 2002;
JIMENEZ-CHILLARON et al., 2012; SANTOS et al., 2005; WATERLAND, 2006; WOLFF
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et al.,, 1998). Foi demonstrado que quantidades excessivas de metionina na dieta
durante a gravidez podem levar a0 aumento nas concentragdes de homocisteina
plasmatica, que em humanos é associado a complicagdes, como pré-eclampsia, aborto
espontaneo, doencgas na placenta e defeitos de tubo neural nos fetos, além de causar o
desequilibrio no estado redox pela formacdo de EROs(GU et al., 2012
KHOSROWBEYGI; AHMADVAND, 2013; KOZ et al., 2010).

Dietas semissintéticas sdo uma ferramenta util na pesquisa que requer o controle
de algum nutriente. Entretanto, devido ao fato de ser fornecida aos animais uma mistura
fixa de aminoacidos, carboidratos e acidos graxos, pode haver um comprometimento no
metabolismo quando se compara com animais consumindo uma mistura de diferentes
proteinas, carboidratos elipideos(REES; HAY; CRUICKSHANK, 2006). A caseina
presente nas formulagbes para animais e fonte de proteinas apresenta baixo conteudo
de cisteina e, por isso, é insuficiente em fornecer o requerimento de enxofre para o
crescimento do organismo. Essa deficiéncia € corrigida pela suplementacdo da dieta
com metionina, permitindo que o animal sintetize cisteina adicional pela via de
transsulfuracédo (REES; WILSON; MALONEY, 2006; REEVES; NIELSEN; FAHEY,
1993).

A administracdo da dieta deficiente em metionina nas fémeas com trés semanas
de vida previamente ao acasalamento impediu a prenhez. Quando ha um intenso
desequilibrio de nutriente na dieta, como a restricdo de metionina, mecanismos
endocrinos  envolvendo  estrogénio e  progesterona podem  bloquear a
reproducdo(MATSUEDA; NIIYAMA, 1982; REES; WILSON; MALONEY, 2006).Rees et
al. (1999) obtiveram que a restricdo proteica a 60% durante a prenhez de ratas causou
a reducdo tanto no numero de fetos quanto na massa que estes apresentaram no
momento do nascimento. Dessa forma, a auséncia de descendentes do grupo
deficiente em metionina do presente trabalho reforca os resultados desses autores,
sugerindo que nao somente o conteudo proteico, mas também de metionina na dieta é
importante durante a gravidez.Doadores de grupo metil sdo todos derivados da dieta,
sendo que para humanos, a maior fonte de grupos metil em alimentos provém da

metionina (10 mmol de metil/dia) que, juntamente com a cisteina, é considerada o
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principal aminoacido sulfuroso incorporado em proteinas (BROSNAN; BROSNAN,
2006; NICULESCU; ZEISEL, 2002).

O consumo de racado na fase materna refletiu na massa corpérea observada
durante o experimento. Ou seja, as fémeas dos grupos controle (FC) e suplementado
(FS) ndo apresentaram diferengca no consumo de ragdo, assim como na massa
corporea. Por sua vez, as fémeas do grupo deficiente (FD) consumiram
significativamente menos ragdo e também mostraram-se com menor massa corporea,
sobretudo ao final do experimento. Resultado semelhante foi encontrado com os
filhotes, em que os grupos que foram tratados com dieta deficiente (MCD e MSD)
apresentaram menor consumo de ragdo e menor massa corpérea ao longo do
experimento, independentemente da dieta materna. Os grupos que foram tratados com
dieta suplementada (MCS e MSS) apresentaram massa corpdrea semelhante aos que
receberam dieta controle (MCC e MSC), apesar de consumirem menos ragao. Ou seja,
o menor consumo da dieta suplementada nao refletiu em menor massa corpérea dos
animais dos grupos MCS e MSS. Os resultados apresentados pelo presente estudo
demonstram a importancia do conteudo de metionina para a manutencdo da massa
corpérea durante o desenvolvimento do organismo, ou seja, a retirada de metionina da

dieta prejudicou o ganho de massa dos animais.

Estudos na literatura tém demonstrado que um desequilibrio de metionina em
relacdo a outros aminoacidos na dieta pode retardar o crescimento de ratos (REES;
HAY; CRUICKSHANK, 2006; ROWLING et al., 2002). Esses estudos mostram que
dietas baseadas em caseina apresentam um equilibrio de metionina que pode
influenciar o crescimento fetal. Observou-se que a redugéo do crescimento pode afetar

tanto a massa corporea no momento do nascimento, quanto no organismo adulto.

Variagbes na massa corpérea ou do 6rgao podem ser indicativas de alteragbes
fisiologicas, induzidas pela substancia estudada(WOLFSEGGER et al., 2009). O
tratamento com dieta suplementada de metionina ndo demonstrou diferengas entre as
massas dos orgaos e corpéreas dos grupos, incluindo o da fase materna (FS) e os da
fase descendente (MCS e MSS), independentemente do tratamento que suas

respectivas maes tiveram. Por sua vez, o tratamento com a dieta deficiente em
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metionina resultou em menores massas absolutas dos érgdos e massa corpoérea dos
animais (FD, MCD e MSD) durante os experimentos. Apesar das menores massas
absolutas dos 6rgéos, a analise das massas relativas nao diferiu entre os grupos de
fémeas entre si e os grupos de filhotes, indicando que as menores massas dos 6rgaos

foram proporcionais as menores massas dos animais.

Richie et al. (1994) observaram a redugédo de massa corpérea de ratos tratados
com dieta restrita em metionina (0,17%) durante todo o tratamento de 150 semanas,
demonstrando que a restricdo de metionina na dieta inibe o crescimento. Da mesma
forma, esses autores obtiveram a redugcdo da massa de figado e rins, quando
comparados aos animais do grupo controle (0,86% de metionina). Em um tratamento
reduzido de 12 semanas, Richie et al. (2004) também observaram que ratos tratados
com metionina nas mesmas condigbes apresentaram pouco crescimento, ganhando
pouca massa ao longo do experimento. Rees, Hay e Cruickshank (2006) obtiveram
reducdo de massa de rins e figado de fetos, cujas maes foram tratadas com dieta
deficiente de proteinas e suplementada com 0,3% de metionina durante a prenhez.
Essa reducéo foi proporcional a mudanca da massa corpérea total, persistindo na vida

adulta dos descendentes.

Alguns 6rgaos de fetos podem ser mais sensiveis que outros quando dietas com
conteudo de proteina balanceado com metionina é administrada a fémeas durante a
gravidez(MALONEY et al., 2005). Maloney et al. (2005) obtiveram que uma dieta de 9%
de proteina suplementada com 0,5% de metionina reduziu a razdo da massa de rins e
massa corporea de fetos, mas em figado ndo houve alteragdo da razdo. Esses
resultados sugerem uma alteracdo da expressao de genes envolvidos na parada de
crescimento e proliferagdo celular.Dessa maneira, o crescimento e o desenvolvimento
de tecidos dependem de divisdes celulares e isso pode ser limitado pela disponibilidade
de nucleotideos ou replicacdo de DNA(ENGEHAM; HAASE; LANGLEY-EVANS, 2010).

A suplementacédo de metionina a 2,0% na dieta materna reduziu a concentragao
de TBARS no tecido hepatico. Blaszcyk et al. (2009) obtiveram reducdo na
concentragao de MDA em figado de fémeas de ratos Wistar tratadas com 10 mg de

metionina/Kg de massa corpdrea/dia por 5 semanas para amenizar os efeitos do
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fluoreto de sédio. Provavelmente, esse resultado esta associado ao fato de o figado ser
o local principal para a biotransformagdo da metionina, com uma maior taxa de
absor¢céo desse aminoacido em comparagao com rins e sangue(STEAD; BROSNAN;
BROSNAN, 2000). A reducédo de TBARS, sobretudo no figado, pode se relacionar ao
conteudo de GSH, uma vez que essa substancia, produzida principalmente neste
orgao, atua nos processos antioxidantes, reduzindo os efeitos nocivos causados, por

exemplo, pelas TBARS.

Com relagao aos filhotes, o tratamento com suplementagdo de metionina (2,0%)
na dieta ou nao diferiu (MCS) ou reduziu (MSS) as concentragdes de TBARS quando
comparado ao grupo controle MCC. Toborek et al. (1996) ndo observaramaumentona
concentragdo de TBARS em figado de coelhos tratados com suplementacdo de
metionina durante 24 semanas. Entretanto, quando o tratamento foi durante 36
semanas, houve aumento concentracdo de TBARS.Assim, o tratamento inferior a 24
semanas como o presente estudo (18 semanas) ndo € responsavel por aumentar a
concentragao de TBARS em figado e rins.

A deficiéncia de metionina (0%) na dieta das fémeas n&o elevou a concentracao
de TBARS. Jordado et al. (2009) observaram aumento no tecido hepatico de ratos
tratados com dieta deficiente em metionina e colina por 4 ou 8 semanas. Esse resultado
pode ser atribuido ao acumulo de lipideos, e consequente peroxidagcédo, causado por
esse tipo de dieta deficiente em colina, um modelo de esteatose hepatica ndo-alcodlica.

Da mesma maneira, o grupo de filhotes que recebeu a dieta deficiente de
metionina (MSD) apresentaram aumento de TBARS no figado somente. Pelo fato de as
dietas controle e suplementada ter reduzido TBARS, pode-se sugerir que o tratamento
pos-natal com a dieta deficiente foi determinante para a concentragdo de TBARS em
figado. Entretanto, esse resultado ndo foi observado nos rins, em que nao houve
diferengas significativas em relagdo ao grupo MCC.

O conteudo de GSH é mantido pela biotransformacdo da metionina na via de
transsulfuracédo, regeneracdo da sua forma oxidada (GSSH) e absor¢cdo de meio
extracelular, sendo que o figado é o tecido que apresenta as maiores quantidades
deste antioxidante(IWASAKI et al., 2009). Assim, a GSH é a forma encontrada em

grande quantidade nas células sob condi¢des normais e sua atividade antioxidante
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ocorre pela oxidagao do grupo tiol em presenca de H,O, gerando a glutationa oxidada
(GSSG) pela agao da glutationa peroxidase (GIUSTARINI et al., 2009; GRIFFITH, 1999;
GUTTERIDGE, 1995; MORAN; GUTTERIDGE; QUINLAN, 2001). A atividade
antioxidante é caracterizada pela detoxificagdo de toxicos endégenos ou exdgenos por
transforma-los em compostos hidrossoluveis menos reativos e de mais facil eliminacao
(HALLIWELL, 2012; STADTMAN et al., 2003; VALKO et al., 2007).

A concentragdo de GSH foi elevada em figado das fémeas do grupo
suplementado quando comparada aos grupos controle e deficiente, que nao diferiram
entre si. Além disso, o figado apresentou maior concentracdo de GSH do que rins, uma
vez que o figado é o principal érgao onde ocorre a produgédo desse composto. Apesar
do aumento de GSH em figado, a analise da expressdao do RNAm de Cbs,cuja enzima
€ a primeira da via de transsulfuragcdo que origina GSH, ndo demonstrou aumento
significativo na expressao do RNAm. Esse resultado pode ser devido ao fato de metade
da GSH ser derivada da biotransformacao da metionina pela via de transsulfuracéao,
enquanto que a outra parte é derivada da liberacdo da cisteina durante o catabolismo
de proteinas ou importada do meio extracelular (MOSHAROV; CRANFORD;
BANERJEE, 2000).Além disso, € sugerida a participagdo de outros mecanismos
regulatérios alternativos para a manutencdo da concentracédo de GSH, como a troca

desse composto entre os 6rgaos e o transporte (RICHIE et al., 2004).

A circulagdo de GSH no organismo ocorre inicialmente pela captagao,
envolvendo a quebra da molécula e transporte de precursores contendo cisteina por
meio das y-glutamiltranspeptidades, seguido pela ressintese de GSH. Os rins, que
possuem alta concentragdo de vy-glutamiltranspeptidades, reciclam GSH em seus
componentes aminoacidos para o transporte até o figado, onde acontece a
regeneracdo de GSH (LU, 2009). Esse ciclo € importante para a manutencdo da
concentragao de GSH em sitagdes em que o substrato € limitante, o que pode explicar
o resultado de maiores concentragdes de GSH em rins das fémeas do grupo deficiente
e a auséncia de diferengca no tecido hepatico nesse grupo quando comparado ao
controle (RICHIE et al., 2004).
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Diferentemente, a concentragao de GSH nos grupos de filhotes que receberam a
dieta suplementada a 2,0% de metionina (MCS e MSS) apresentaram reducgao

significativa em ambos tecidos analisados.

Yalginkaya et al. (2009) demonstraram que uma dieta de metionina a 1g/Kg de
dieta durante 24 semanas foi responsavel por diversas alteragbes em figados de ratos,
tais quais aumento na concentracdo de MDA e reducédo de GSH, inflamacao e apoptose
indicadas por analises histopatoldgicas e histoquimicas. Mori e Hirayama (2000), no
entanto, observaram um aumento na concentracdo de GSH em ratos tratados com
suplementacédo de metionina a 2,0% durante quatro e 12 semanas e que néao foi
mantido quando o tratamento foi de 24 e 36 semanas, assim como Richie et al. (1994)
que obtiveram uma reducdo do nivel de GSH em figado e rins em 51% e 70%,
respectivamente, em ratos tratados durante 150 semanas com metionina a 0,17%. Mori
e Hirayama (2000) e Yalginkaya et al. (2009) atribuem as diferengas de resultados as
variacdes no conteudo de metionina, a duracdo do tratamento, a idade dos animais,
bem como ao conteudo proteico e as linhagens de animais empregadas nos estudos
que utilizaram ratos ou camundongos. Por exemplo, uma concentragdo de metionina a
8 g/Kg de dieta em ratos normotensos Wistar-Kyoto causou redug¢do na atividade da
catalase e no conteudo de GSH e aumento de TBARS em figado apds nove semanas
de tratamento (ROBIN et al., 2004). Songet al. (2009), ao tratarem camundongos ApoE
knockout com 32 semanas de idade durante 20 semanas com dieta suplementada em
metionina 2,0%, nao obtiveram diferenga entre as concentracées de GSH, todavia o

grupo suplementado apresentou um aumento na concentragao de TBARS.

Portanto, o tratamento prolongado parece ser determinante na resposta do
organismo com relagdo a concentracdo de GSH, reduzinda-o significativamente. Além
da duracdo de tratamento ser distinto entre a fase materna e a fase descendente, os
resultados obtidos podem ser atribuidos as alteragdes que ocorrem no organismo das
fémeas durante a gravidez e lactagdo, como forma de auto-protecédo e protegcao dos
fetos gerados. Também pode haver influéncia da dieta materna na resposta dos
filhotes, como no grupo MSC, que apresentou valores significativamente diferentes do

grupo MCC. Da mesma forma, a dieta materna ter sido controle ou suplementada pode
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ter influenciado nas diferencas de respostas dos filhotes dos grupos MCS e MSS, e
MCD e MSD.

A auséncia de diferencas na atividade da catalase entre os grupos tratados com
diferentes dietas de metionina na fase materna, bem como a redugédo nos grupos de
filhotes tratados com dieta suplementada (MCS e MSS) ou deficiente (MCD e MSD) do
presente estudo sugere que a atividade dessa enzima ndo aumenta em fungdo do
conteudo de metionina/homocisteina da dieta durante o tempo de tratamento. Chanson
et al. (2007) encontraram que a hiperhomocisteinemia induzida pela deficiéncia de
acido folico na dieta de ratos por quatro semanas ndo aumentou a atividade da catalase
em figado, assim como de SOD. Esses autores obtiveram que o conteudo de GSH total,
isto €, a quantidade da forma reduzida mais a quantidade da forma oxidada GSSG em
figado, ndo diferiu entre os grupos tratados. Esses resultados foram atribuidos as
atividades das enzimas antioxidantes dependentes de GSH, como uma resposta
compensatoria ao estresse oxidativo induzido pela deficiéncia de acido félico e indugao
de hiperhomocisteinemia. Esses autores estabeleceram, portanto, uma correlagao
positiva entre a homocisteina plasmatica com enzimas antioxidantes dependentes de

GSH, mas que nao houve com SOD e catalase.

Langley-Evans, Lilley, McMullen (2006) ndo encontraram diferengas na atividade
da catalase em figado de ratas com dieta deficiente em proteina durante a
prenhez.Matte et al. (2009a; 2009b) obtiveram reducdo na atividade da catalase em
cérebro e figado de ratos tratados com homocisteina para induzir
hiperhomocisteinemia. Além disso, o tratamento com homocisteina levou ao aumento
dos niveis de TBARS em figado e de danos ao DNA no coértex cerebral dos ratos
tratados durante duas semanas (MATTE et al., 2009a; 2009b). Em camundongos
ApoEknockout com hiperhomocisteinemia induzida pela suplementagdo com metionina
2,0% durante 20 semanas nao houve diferenga na expressdo do RNAm da catalase em
figado (SONG et al., 2009). Huang et al. (2001) ndo observaram diferenga na atividade
da catalase em figado de ratos Wistar com hiperhomocisteinemia induzida pela
deficiéncia de acido fdlico por quatro semanas. Toborek et al. (1996) também nao

observaram diferenca na atividade da catalase em figado de coelhos tratados com
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suplementacdo de metionina durante 24 semanas. Porém, quando o tratamento
aumentou para 36 semanas, houve um aumento significativo na atividade da catalase
(TOBOREK et al.,, 1996). Nao ha na literatura uma explicagdo sobre a relagdo do
conteudo de metionina com a atividade da catalase, esclarecendo por que a
suplementacdo com metionina somente aumenta a atividade quando o periodo de
tratamento € maior que o desenvolvido no presente estudo.

A suplementagao de metionina na dieta materna apresentou respostas diferentes
nos tecidos avaliados no parametro de instabilidade gendmica, que avalia os danos ao
DNA pelo ensaio do cometa. Em figado, houve uma reducgdo significativa na
instabilidade do grupo suplementado quando comparado ao grupo controle. Entretanto,
foi obtido um aumento da instabilidade em rins, sugerindo a existéncia de uma resposta
tecido-especifica (POGRIBNY et al.,, 2004). At¢é o momento, ndo ha trabalhos na
literatura que tenham avaliado a instabilidade genémica por meio do ensaio do cometa
em fémeas gravidas tratadas com diferentes dietas de metionina, ou mesmo outros

tipos de doadores de grupo metil.

Esse aumento de danos ao DNA em rins induzidos pela suplementacdao de
metionina pode ser causado pelo fato dos rins serem um dos locais de maior produgao
de homocisteina, principalmente em humanos(DO AMARAL et al., 2011; GARIBOTTO
et al., 2009). Além disso, em tentativa de reduzir a provavel altaconcentragdo de
homocisteina, é possivel que essa substancia tenha sido direcionada para o plasma e
tenha seguido para excreg¢ao renal. Essa possibilidade € corroborada pela analise da
expressdao do RNAm de Cbs, cuja enzima € a primeira na via de transsulfuragcéao
responsavel, dentre outros objetivos, por metabolizar o excesso de homocisteina
presente no organismo. Por meio dessa analise, verificou-se que ndo houve aumento
na expressdo do RNAm de Cbs, indicando que o possivel excesso de homocisteina
induzido pela dieta suplementada ndo foi direcionado para essa via, sendo
provavelmente transferida para os rins, elevando possivelmente os danos ao material
genético nesse 6rgao. Por outro lado, a deficiéncia de metionina em ambos tecidos das
fémeas causou a redugéo significativa na instabilidade genémica. Esse fato pode ser

resultado da baixa concentracdo de homocisteina, um subproduto do metabolismo da



Discusséo 78

metionina e consequente baixa producdo de EROs (LOPEZ-TORRES; BARJA, 2008;
MARON; LOSCALZO, 2009; MATTE et al., 2009; NEVES; MACEDO; LOPES, 2004).

Além da funcdo de antioxidante, atuando principalmente no balanco redox, a
GSH também participa em outros aspectos da fisiologia celular, incluindo a redugéo de
ribonucleotideos a desoxirribonucleotideos. Consequentemente, as concentracbes de
GSH podem indiretamente afetar os processos que requerem desoxirribonucleotideos
(JORDAN; REICHARD, 1998). Rojas et al. (2000) demonstraram a relagdo da
concentragdo de GSH e cisteina em figado, rins e pulmdes como importantes
determinantes da instabilidade do DNA pelo ensaio do cometa, ou seja, as
concentragdes dessas duas substancias foi inversamente proporcional aos danos ao
material genético. Essa relagdo pode explicar, em parte, os resultados encontrados no
presente estudo, uma vez que 0s grupos que apresentaram aumento na concentragao
de GSH (FS, MSC), ou que ndo demonstraram diferenga em relagao ao grupo controle
(FD), exibiram redugao da instabilidade genémica (FS, FD) ou nao diferiram do controle
(MSC) em figado, por exemplo. E os grupos que apresentaram redugdo na
concentragao de GSH (MCS e MSS) desenvolveram maior instabilidade gendmica em
figado. Essa relagédo inversa entre concentragcdo de GSH e instabilidade gendmica

também é observada em rins.

Os grupos de filhotes que foram tratados com dieta suplementada (MCS e MSS),
independentemente da dieta materna, apresentaram aumento da instabilidade
genbmica, tanto em figado quanto em rins. Assim como nas fémeas, é possivel haver
alguma relacao entre a instabilidade genémica com a concentragdo de GSH, pois estes
mesmos grupos apresentaram reducado de GSH e aumento da instabilidade. Wu et al.
(2004) citam, dentre varias fungdes, que a GSH participa na regulagcdo dos danos ao
DNA, expressao génica e apoptose, uma vez que a deficiéncia de GSH contribui para o
estresse oxidativo e mais danos ao DNA. Faletti e Douki (2008) demonstraram que a
reducdo no conteudo de GSH correlacionou-se com maiores danos encontrados no
DNA, induzidos pela formagao de aductos com 4-hidroxi-2(E)-nonenal (HNE),um tipo de
aldeido insaturado produzido pela peroxidacao lipidica, em cultura celular de monécitos
humanosTHP1.
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Além disso, a GSH atua em outras fung¢des celulares, tais como replicacdo do
DNA e regulacédo do ciclo celular e regulagdo epigenética envolvidas na expressao
génica (CHATTERJEE, 2013; LU, 2009). Por exemplo, o nucleo precisa estar em um
estado reduzido para manter os padroes de expressao génica (SCHAFER; BUETTNER,
2001). Em situagdes de estresse oxidativo, as modificagdes no DNA s&o inversamente
proporcionais ao conteudo de GSH (GREEN et al., 2006). Outro exemplo € a regulagéo
epigenética, onde o desequilibrio no estado redox pode afetar a acdo de histonas
acetilases e deacetilases, importantes enzimas envolvidas na remodelacédo e
compactacdo da cromatina por meio da acetilagdo e deacetilagdo de histonas
(TORRES et al., 2009). Para a replicagdo do DNA, a matriz nuclear é preservada pela
formacéo de pontes dissulfeto mantidas por grupos tiol, como a GSH, para garantir que
a arquitetura nuclear seja mantida e permita a correta replicagcdo do DNA (GREEN et
al., 2006; LEONHARDT et al., 2000). Outro fator em que a GSH esta envolvida é a
associacao dos cromossomos com proteinas da matriz nuclear, estabelecida por meio
da glutationilacdo de proteinas nucleares por pontes dissulfeto, uma modificagao
importante como mecanismo regulatério na proliferagdo celular (COTGREAVE;
GERDES, 1998).

Portanto, os resultados da instabilidade gendmica em figado e rins podem ter
alguma associagdo com a concentragao de homocisteina, a concentragcdo de GSH, a
interrelacado entre os tecidos onde ocorre a biotransformag¢ao da metionina, bem como
as vias e seus diversos mecanismos de regulagdo. Assim, a suplementagcdo de
metionina que possivelmente elevou o nivel de homocisteina pode ndo ter direcionado
o fluxo para a via de transsulfuracédo no tecido hepatico, haja vista que ndo houve
aumento na expressao do RNAm do gene Cbs. Para evitar os danos causados por esse
subproduto potencialmente tdxico a estruturas biolégicas em figado, o provavel excesso
de homocisteina foi direcionado via plasma para excreg¢ao renal, onde houve maiores

valores de instabilidade gendmica em rins.

A deficiéncia, por sua vez, reduziu a instabilidade no material genético de ambos
tecidos na fase materna. De modo semelhante a suplementacao, é possivel que esse

resultado seja uma associagao da concentragdo de homocisteina, da concentragédo de
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GSH, da interrelacédo entre os tecidos e das vias de biotransformacdo da metionina.
Assim, a homocisteina originada foi usada para manter os niveis de metionina, por meio
da via de remetilagcédo ao invés de ser transportada para o plasma e ser excretada pelos
rins. Devido a baixa concentragdo de homocisteina nos rins, € possivel que a redugao

na instabilidade gendmica esteja relacionada a este fato.

Os grupos de filhotes que foram tratados com dieta deficiente (MCD e MSD),
independentemente da dieta materna, apresentaram aumento na instabilidade
genbmica em rins, porém somente o grupo MSD apresentou em figado. Esse resultado
pode ser relacionado a deficiéncia de metionina na dieta por um periodo prolongado.
Isso porque o folato, sob a forma de 5,10-metiltetrahidrofolato, € utilizado para a
metilacdo da homocisteina, ressintetizando metionina na via de remetilagdo (DUTHIE;
GRANT; NARAYANAN, 2000). Adicionalmente, o folato € conhecido por participar da
biossintese de purinas (adenina e guanina) e pirimidina (timina e citosina). Timina, que
€ essencial para a sintese de reparo do DNA, € um analogo metilado da uracila. Essa
reacao de metilagdo, que é catalizada pela timidalato sintetase, especificamente requer
5,10-metiltetrahidrofolato como doador de grupo metil. Sob condi¢des normais, o
conteudo de folato fornece a quantidade de grupos metil para a ressintese de metionina
pela via de remetilacdo e para a formacado de timina. Entretanto, a concentragao de
metionina tem um papel importante na determinagéo da prioridade metabdlica de folato.
Quando o conteudo de metionina é baixo, o folato é utilizado preferencialmente para a
ressintese de metionina, em detrimento da sintese de DNA. Como resultado,
nucleotideos de uracila permanecem na molécula de DNA erroneamente, promovendo
quebras de fitas, reducado do reparo do DNA e apoptose, assim como o obtido pelo
ensaio do cometa com os grupos de filhotes tratados com dieta deficiente em metionina
(BAGNYUKOVA et al., 2008; DUTHIE; HAWDON, 1998; JAMES et al., 2003;
LERTRATANANGKOON et al., 1997).

Ambos o excesso e a deficiéncia de SAM podem desencadear um descontrole
do metabolismo hepatico, causando acumulo de gordura, estresse oxidativo, divisdo
celular, apoptose, instabilidade genbémica, desenvolvimento de hepatocarcinoma (LU;
MATO, 2012; MARTINEZ-LOPEZ et al., 2008). Assim, o comprometimento na sintese



Discusséo 81

de SAM pode causar o desenvolvimento de danos ao tecido hepatico, uma vez que
esta atua ndo somente como doador de grupo metil, mas também como reguladora de
funcbes hepaticas essenciais, tais como regeneracao e diferenciagdo (AVILA et al.,
2002; CHEN et al., 2004; CORRALES et al., 2002).

A analise da expressao génica relativa de RNAmM de Mat71a em células hepaticas
das fémeas demonstrou nao haver diferengas entre os grupos suplementado e controle.
Apesar de haver uma suplementacédo de metionina a 2,0%, esse resultado pode ser
devido a suplementagdo nessa concentragdo ser indicativa de causar uma
hiperhomocisteinemia toleravel (PARK et al., 2008), sendo possivel que nao eleve
significativamente os niveis de expressdao do RNAmM de Mat7a e consequente produgao
de SAM. Além disso, durante o periodo gestacional, bem como lactacional, ha um
intenso catabolismo de proteinas, que juntamente com os nutrientes presentes na dieta
materna, fornecem os compostos para o desenvolvimento do feto e dos recém-
nascidos. Portanto, o desenvolvimento fetal e dos recém-nascidos € dependente do
organismo materno para a obtengdo de nutrientes para sustentar as altas taxas de
divisdo celular que acontecem nos primeiros estagios da vida.Assim, a composi¢gao do
corpo materno e a taxa de metabolizacdo de proteinas podem exercer influéncia no
suprimento de aminoacidos para os fetos(DUGGLEBY; JACKSON, 2001).A deficiéncia
de metionina na dieta das fémeas nao reduziu significativamente a expressdo do RNAm
de Mat1a em células hepaticas. Como a dieta desse grupo foi baseada na formulagéo
AIN93, o conteudo de caseina fornece aproximadamente 17% de proteinas, sendo que
o conteudo de aminoacidos sulfurados € encontrado somente sob a forma de
cisteina/cistina (3,7 g/Kg dieta), ja que a metionina foi excluida dessa dieta (REEVES et
al., 1993). Assim, a semelhanga na expressao para esse RNAm comparado ao grupo
controle pode ser uma consequéncia do baixo conteudo de cisteina/cistina presente na
formulacao, responsavel por se converter em metionina, e alimentagao normal prévia ao
inicio do tratamento, uma vez que foram utilizadas fémeas com trés semanas de vida.
Adicionalmente, ha a ressintese da metionina obtida pela via remetilagdo, por meio da

atividade enzimatica da metionina sintase e BHMT.
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A analise da expressédo de RNAm de Bhmt em figado demonstrou auséncia de
diferenca estatistica entre os trés grupos de tratamento de metionina. Este resultado
pode ser devido ao também semelhante nivel de Mat1a entre os grupos de tratamento.
Como o suprimento de metionina na dieta dos grupos controle e suplementado
provavelmente forneceu grupamento metil e SAM adequado as necessidades das
fémeas, ndo houve direcionamento do fluxo para a via de remetilagdo da metionina
através da BHMT, uma das vias de remetilagdo que utiliza homocisteina e betaina
como substratos e geralmente acionada quando ha maior demanda por metionina e
SAM.

A deficiéncia de metionina na dieta resultou em semelhanga na expressao do
RNAm de Bhmt. Isso € uma consequéncia da também expressado semelhante de Mat1a
e consequente nivel de SAM. Desse modo, apesar da deficiéncia de metionina na dieta
e, provavelmente, baixos niveis de homocisteina, o grupo deficiente ndo diferiu do
grupo controle na expressao tanto de Bhmt quanto de Mat71a. Finkelstein et al. (1982)
também demonstrou que deficiéncia de metionina aumentou a atividade enzimatica de
BHMT, assim como a suplementacdo, resultado posteriormente obtido por Park,
Renduchintala e Garrow (1997) e Park et al. (1999).

Pela analise da expressdo do RNAmM de Cbs nédo houve diferenca estatistica
entre o grupo suplementado quando comparado ao grupo controle. Mesmo havendo
suplementacéo a 2,0%, a auséncia de aumento na expressido desse gene pode ser em
funcdo da expressao do RNAm de Mat1a também néo ter sido diferente do grupo
controle. Infere-se que os niveis de homocisteina provavelmente obtidos dessa dieta
nao tenham direcionado o fluxo da biotransformagdo da metionina para a via de
transsulfuracdo, iniciada pela enzima CBS e responsavel por reduzir os niveis de
homocisteina (FINKELSTEIN et al., 1982; SELHUB, 1999; UELAND et al., 1993).

A expressao do RNAmM de Cbhs ndo aumentou em resposta a suplementagao de
metionina quando ratos foram tratados durante 2 semanas com dietas com baixo ou
alto conteudo de caseina adicionadas com metionina a 0,5% e 1,0% (OHUCHI et al.,
2009), assim como o reportado no presente estudo. Esses autores atribuem tal

resultado ao fato da CBS hepaticaresponder a dietas com alto conteudo de caseina,
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mas nao a suplementacdo de metionina, o que pode estar relacionado ao equilibrio
entre a metionina e os outros aminoacidos presentes na dieta (REES; HAY;
CRUICKSHANK, 2006; REEVES et al., 1997).

O grupo deficiente apresentou redugao significativa da expressdo de RNAm de
Cbs. Uma vez que SAM atua como regulador do equilibrio entre as vias de
biotransformacdo da metionina, sendo ativador alostérico de CBS e inibidor de BHMT
quando em elevadas concentragdes, a analise da expressao dos trés genes
apresentados sugere que parte do conteudo de SAM biotransformado em homocisteina
foi usada para ressintetizar a metionina na via de remetilacdo, reduzindo, portanto a
demanda por CBS. Assim, houve semelhanca na expressdao do RNAm de Matia e
Bhmt entre os grupos FD e FC, mantendo a concentragdo de SAM adequada ao

funcionamento do organismo durante o periodo de tratamento proposto,

Devido a auséncia de dados referentes a expressao génica em filhotes, ndo é
possivel saber se as diferentes dietas de metionina influenciaram a expressao dos
RNAm das enzimas envolvidas em cada uma das vias de biotransformacao, buscando

esclarecer a relagao de conteudo de metionina e direcionamento do fluxo.

Baseado nos resultados apresentados pelo presente estudo e em trabalhos na
literatura, a suplementacao ou deficiéncia de metionina apresenta diferentes efeitos em
tecidos distintos, devido ao local preferencial de biotransformagdo desse aminoacido,
ou mesmo entre o equilibrio nas vias envolvidas nesse processo. As fases de
desenvolvimento do organismo influenciam a maior necessidade desse aminoacido em
determinados tecidos, interferindo também na disponibilidade e no transporte entre os
diferentes 6rgaos. Além disso, variagbes na composi¢cao da dieta, como a quantidade
de metionina empregada, bem como na duragdo dos tratamentos e linhagens de
animais podem gerar diferentes respostas entre os estudos sem, contudo, invalidar os

resultados.

De acordo com os parametros avaliados e as condi¢des experimentais
estabelecidas, pode-se concluir que a deficiéncia de metionina causou efeitos

prejudiciais nos animais das fases materna e deficiente. Isso porque a auséncia de
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metionina na dieta pode ter causado alteragdbes no seu proprio ciclo de
biotransformagao, ciclo esse importante por fornecer compostos essenciais para a
manuten¢do adequada do organismo. Houve auséncia de ganho de massa corpérea e
de diferenga na peroxidagao lipidica e houve respostas variadas de danos ao DNA,
dependendo do tecido avaliado.A concentragédo de GSH ou nao foi alterada ou reduziu
dependendo do tecido, provavelmente e diretamente pelas alteragdes no ciclo de
biotransformagdes da metionina, ja que € uma das substancias derivadas desse.
Mesmo em concentragdes ideal ou suplementada de metionina durante o periodo pré-
natal, a dieta deficiente quando administrada apds a lactagédo determinou alteragdes

importantes nos parametros avaliados.

A suplementacdo de metionina, apesar de ser uma concentragdo capaz de
resultar hiperhomocisteinemia de acordo com a literatura, ndo aumentou a massa
corpérea, a peroxidacéo lipidica e os danos ao DNA, sobretudo em figado dos animais.
Isso se deve ao fato desse ser o 6rgao principal pela biotransformacédo da metionina e

local preferencial para a produgédo de GSH, onde apresentou maior concentragao.

O estudo nas duas fases propostas, isto é na fase materna durante
gestacao/lactacao e na fase descendente apés desmame até a vida adulta, demonstrou
haver possivelmente algum mecanismo que proteja tanto o organismo materno quanto
o fetal, como sugerido pela literatura. E possivel que os tratamentos das dietas no
periodo poés-natal possa alterar efeitos da dieta materna durante a gravidez,
demonstrando as modificagdes e adaptagdes a que os organismos sao submetidos

durante o desenvolvimento.

O ciclo de biotransformacédo da metionina envolve mecanismos complexos de
regulagcao e ocorre em varios orgaos, integral ou parcialmente. Pode ser modulado de
acordo com as variagdes dos componentes da dieta, que doam micro e macronutrientes
diretamente para o ciclo e cofatores para enzimas. Por ocorrer integral ou parcialmente
entre os oOrgédos, € possivel haver mecanismos de transporte das substancias
originadas no ciclo da metionina, de modo a direciona-las de acordo com as
necessidades do organismo, como demonstrado por outros estudos. Além disso, cada

tecido pode responder diferentemente aos efeitos da suplementacao ou da deficiéncia
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de metionina, como o figado. Por ser o local preferencial para a biotransformacao da
metionina e de GSH, o figado apresentou resultados que foram modulados pela

variagao do conteudo de metionina da dieta.
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6 Conclusdes

Nas condi¢cbes experimentais propostas, o presente trabalho objetivou avaliar o
efeito de dietas deficiente e suplementada em metionina sobre a instabilidade gendmica
e oestresse oxidativo em camundongos e suas maes tratadas durante gestacédo e
lactacdo, das quais também foi realizada a expressdao do RNAm de Mat71a, Bhmt e Cbs

em figado. Foram obtidos que:

» A dieta deficiente resultou em menor consumo de ragdo e massa corpérea em

ambas fases;

+ Na fase materna, a suplementagdo ou a deficiéncia de metionina ndo resultou

em estresse oxidativo;

« Na fase descendente, a suplementacdo e a deficiéncia de metionina

apresentaram variagcao de estresse oxidativo em ambos tecidos;

* Na fase materna, a suplementagao reduziu a instabilidade genémica no figado,
mas aumentou no rim. A deficiéncia resultou em menor instabilidade nos dois

tecidos;

+ Na fase descendente, a suplementagdo ou a deficiéncia de metionina resultou

em maior instabilidade genémica;

» Na fase materna, a deficiéncia de metionina reduziu a expressao do RNAm de

Cbs em figado.
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