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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, variagdes 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 expressdo de RNAm de Matla, 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 corpdérea e massa relativa de figado e rins e 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 RNAmM deMatla, BhmteCbssomente 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
suplementacio ou a deficiéncia de metionina nido resultou em estresse oxidativo, mas a
suplementacdo reduziu a instabilidade gendébmica 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.
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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 alteragdes
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 nutricao 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 genémicas 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 sédo 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 sinalizagcédo 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 doencgas relacionadas a dietas (diabetes, hipertenséo,

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 associacoes. 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 alteragdo 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 |
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
dinucleotideoCpG). Apdés a transferéncia do grupo metil, SAM é convertida a S-
adenosilhnomocisteina (SAH) e, posteriormente, hidrolizada a homocisteina. Nesse
momento, a homocisteina pode ser convertida a cistationina pela cistationinap-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
betainahomocisteinametiltransferase (BHMT) ou pela enzima
metilenotetrahidrofolatoredutase (MTHFR) na via de remetilagado(DAVIS; UTHUS, 2004;
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LEE; JACOBS; PORTA, 2009; MATO; MARTINEZ-CHANTAR; LU, 2008; ROWLING;
MCMULLEN; SCHALINSKE, 2002).

Metionina ) REMETILACAO |
TRANSMETILAGAO |paAT| g
SAM
o THF
Gl .
'm\/ ‘Mermransferase \  Coina \/
' _ ' MS
- \cpi] DVA BRI\ d
Sarcosina H;| Proteinas | “Beteina /g et
THF
SAH A
MTHFR
SAH Hidrolase
5,10-metileno
. THF
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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
= cistationinaf-sintetase; BHMT = betainahomocisteinametiltransferase; 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 Matla 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 espontaneo 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 hepatocitos (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 reagaocatalizada pela glutationasintase (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 utilizagao 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 reacdes 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 doencas
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 formagao 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 peroxidagao lipidica
induzidos pelas EROs produzidas por essa hiperhomocisteinemia(LOPEZ-TORRES;
BARJA, 2008; YALCINKAYA; UNLUCERCI; UYSAL, 2007).

1.4 EstresseOxidativo 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 formacao 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
RS-S-HCy +0, —— H,0,

lcpx-l \

Homocisteina (HCY) H.O Hcy

H

I
*HN—C—CO0 ~NH,HCI
( 2

| +OH"
CH,— CH,—SH : \s/':_"o

Hcy-tiolactona

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 formacéo de
substancias, sobretudo aldeidos, que podem ser detectadas pela reacdo com o acido

tiobarbiturico(TBARS, thiobarbituricacidreactivesubstances), 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

H'
0, . 24 I+
4 Fe* Fe Aldeidos
L ITL. LOG - LOOIITY L —=
H?“'\"‘ i = ; Cetonas

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 terminagédo, 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, citotdoxicos 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 enddégenos 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-
glutamilcisteinasintetase, da qual é originada a y-L-glutamil-L-cisteina que sera ligada a
glicina pela agéo da glutationasintetase(GRIFFITH, 1999).

O conteudo de GSH é mantido pela biotransformagdao 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 ¢ 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 agcdo da glutationaperoxidase (Figura
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6B) (GIUSTARINI et al., 2009; GUTTERIDGE, 1995, MORAN; GUTTERIDGE;
QUINLAN, 2001).

Dessa forma, o H,O, é decomposto tanto pela glutationaperoxidase 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
glutationaperoxidase @ em  figado, rins, coracgao, puimées e  plasma
sanguineo(BRIGELIUS-FLOHE, 1999). Além da glutationaperoxidase e catalase, as
outras enzimas do mecanismo antioxidante sdo glutationareductase 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).

Duthieet 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 reagdo 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 diluicbes do pool de cDNA, em que valores entre 90 e 110% séo
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 Matla, 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-gPCR, 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 deMatla, Bhmt e Cbhsenvolvidos 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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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 Matla, Bhmte 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 nao resultou

em estresse oxidativo;

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

apresentaram variacao de estresse oxidativo em ambos tecidos;

+ Na fase materna, a suplementagao reduziu a instabilidade genémica no figado,

mas aumentou no rim. A deficiénciaresultouemmenorinstabilidadenosdoistecidos;

+ 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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