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Resumo 
GOMES, T. D. U. H.Efeito da concentração de metionina na dieta durante o 
período pré e pós-natal sobre o estresse oxidativo, a instabilidade genômica e 
expressão de RNAm de Mat1a, Bhmt e Cbs em camundongos. 2013. 116 folhas. 
Tese (Doutorado)- Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto, 
Universidade de São Paulo, 2013. 

A metionina é doadora de grupos metil para metilação do DNA, processo responsável 
por modificações da expressão gênica. Diante da importância da metionina para o 
crescimento e desenvolvimento normais, variações desse aminoácido 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 genômica e o estresse 
oxidativo em camundongos e suas mães tratadas durante gestação e lactação e destas 
também foi realizada a expressão de RNAm de Mat1a, Bhmt e Cbsdas vias de 
transmetilação, remetilação e transsulfuração da metionina, respectivamente, em 
fígado. As fêmeas foram divididas nos grupos de dietas de metionina (controle, 0,3% 
DL-metionina; suplementado, 2,0%; e deficiente 0%) até o fim da lactação (10 
semanas) e, para cada grupo de fêmeas, os filhotes foram subdivididos e também 
receberam essas dietas durante 18 semanas após desmame. Foram avaliados o 
consumo de ração, massa corpórea e massa relativa de fígado e rins e a taxa de 
sobrevivência dos filhotes. Também foram realizadas a avaliação da peroxidação 
lipídica (quantificação das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico, TBARS), da 
quantificação de glutationa (GSH)e da atividade da catalase, da instabilidade genômica 
(ensaio do cometa) e a análise do RNAm deMat1a, BhmteCbssomente em fígado das 
fêmeas. A dieta deficiente resultou em menor consumo de ração e massa corpórea em 
ambas fases e reduziu a sobrevivência dos filhotes que receberam essa dieta.A 
suplementação reduziu a concentração de TBARS nas fêmeas em ambos tecidos e a 
deficiência não diferiu. Nos filhotes, a suplementação reduziu a concentração de 
TBARS em fígado, enquanto que a deficiência aumentou. A suplementação aumentou a 
concentração de GSH em fígado das fêmeas, assim como a deficiência em rins. Nos 
filhotes, houve uma inversão de respostas, ou seja, a suplementação reduziu a 
concentração de GSH em fígado, assim como a deficiência, também observada em 
rins. Não houve diferença na catalase das fêmeas, mas houve redução em ambos 
tecidos dos filhotes. A suplementação e a deficiência reduziram os danos ao DNA 
hepático das fêmeas, mas em rins a suplementação aumentou e a deficiência reduziu. 
Nos filhotes, a suplementação e a deficiência aumentaram os danos ao DNA em ambos 
tecidos. A suplementação de metionina em fêmeas não alterou a expressão dos RNAm 
avaliados e a deficiência reduziu em Cbs somente. Concluiu-se que na fase materna, a 
suplementação ou a deficiência de metionina não resultou em estresse oxidativo, mas a 
suplementação reduziu a instabilidade genômica no fígado e aumentou no rim. A 
deficiência resultou em menor instabilidade nos dois tecidos. Na fase descendente, a 
suplementação e a deficiência de metionina apresentaram variação de estresse 
oxidativo em ambos tecidos e também resultaram em maior instabilidade genômica. 

Palavras-chave: metionina, deficiência, suplementação, estresse oxidativo, danos ao 
DNA,expressão de RNAm. 
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1 Introdução 
 

1.1 Nutrigenômica e Epigenética 
 

A exposição de populações humanas a carcinógenos e mutágenos presentes no 

ambiente pode desencadear diversas alterações a nível genômico. Entretanto, essa 

exposição não é considerada a única fonte para modificações no material genético. O 

consumo inadequado de importantes nutrientes requeridos para a manutenção do DNA 

pode induzir efeitos similares aos causados por genotóxicos ambientais, tais como os 

carcinógenos químicos e radiação ionizante (AMES, 2001). A dieta pode ser um fator 

importante no metabolismo do DNA, cujos nutrientes atuam como substrato ou 

cofatores em vias metabólicas relacionadas não somente à síntese e reparo do DNA, 

mas também às de detoxificação de carcinógenos (FENECH, 2002; FENECH; 

FERGUSON, 2001). Dessa forma, o DNA está continuamente suscetível a alterações 

causadas por uma variedade de mecanismos, que incluem mutações pontuais, 

modificação de bases devido à reação com as espécies reativas de oxigênio (EROs), 

quebras e rearranjos cromossômicos, perda ou ganho de cromossomos, silenciamento 

gênico devido à metilação em regiões promotoras e redução do tamanho de telômeros 

(BULL; FENECH, 2008). Portanto, torna-se crescente a necessidade de estudo dos 

efeitos genotóxicos não somente da deficiência, mas também do excesso de nutrientes 

importantes para a alimentação humana. Nessa importante e crescente área das 

ciências nutricionais, a nutrigenômica surge para avaliar o efeito da dieta na 

estabilidade do DNA e expressão gênica, o que pode afetar o balanço entre saúde e 

doença (HERRERA; KEILDSON; LINDGREN, 2011; KAPUT; RODRIGUEZ, 2004). 

A nutrigenômica baseia-se no estudo da interação gene-nutriente, buscando 

entender como os nutrientes afetam o balanço entre saúde e doença pela alteração na 

expressão e/ou estrutura genética de um indivíduo. Assim, esta ciência recente tem 

como objetivo principal o estabelecimento de dietas personalizadas, com base no 

genótipo, para a promoção da saúde e a redução do risco de doenças crônicas não 

transmissíveis e que apresentam interações complexas entre genes e ambiente, como 
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as doenças cardiovasculares, o câncer, o diabetes, entre outras (FIALHO; MORENO; 

ONG, 2008; KAPUT; RODRIGUEZ, 2004). 

Para a nutrigenômica, os nutrientes são sinais da dieta que são detectados por 

sistemas sensores celulares que influenciam a expressão de genes e proteínas, e 

subsequentemente, produção de metabólitos. Portanto, padrões de expressão de 

genes, de proteínas e produção de metabólitos em resposta a determinados nutrientes 

ou regimes nutricionais podem ser vistos com “assinaturas da dieta” (AFMAN; MÜLLER, 

2006). A nutrigenômica procura examinar essas assinaturas da dieta em células 

específicas, tecidos e organismos e entender como a nutrição influencia a homeostase. 

Além disso, nutrigenômica busca identificar os genes que influenciam o risco de 

doenças relacionadas a dietas em uma escala genômica e entender os mecanismos 

que estão sujeitos essas predisposições genéticas. Ferramentas genômicas podem ser 

usadas em duas estratégias diferentes e complementares na pesquisa de nutrição 

molecular: a abordagem tradicional (genes e proteínas específicos podem ser 

influenciados por nutrientes e são identificados por transcriptômica, proteômica e 

metabolômica, em que as vias regulatórias influenciadas pela dieta são identificadas) e 

a abordagem dos sistemas biológicos (assinaturas de genes, proteínas e metabólitos 

são associados a nutrientes específicos ou a regimes nutricionais, são catalogados e 

podem fornecer os biomarcadores moleculares das mudanças induzidas) (MÜLLER; 

KERSTEN, 2003). 

Os objetivos da nutrigenômica podem ser definidos como a identificação de 

fatores transcricionais que funcionam como sensores nutricionais e os genes-alvo, a 

elucidação de vias de sinalização envolvidas e a caracterização dos principais sinais da 

dieta, a medida e validação das assinaturas da expressão gênica órgão- e célula-

específica das consequências metabólicas de micro e macronutrientes específicos, a 

elucidação de interações entre vias regulatórias específicas relacionadas a nutrientes e 

vias próinflamatórias para entender o processo de desregulação metabólica que leva a 

doenças relacionadas à dieta, a identificação de genótipos que são fatores de risco 

para o desenvolvimento de doenças relacionadas a dietas (diabetes, hipertensão, 

aterosclerose) e quantificação dos seus impactos, o uso de sistemas biológicos 
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nutricionais para o desenvolvimento de biomarcadores de desregulação metabólica e 

suscetibilidade (assinaturas de sinais) que são influenciados pela dieta (MÜLLER; 

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 mudanças hereditárias da 

expressão gênica sem que ocorram mudanças na sequência do DNA, fazendo com que 

haja uma variação dessa expressão por meio de diversas associaçoes. McGowan, 

Meaney e Szyf (2008) definem a epigenética como uma combinação de mecanismos 

que conferem programação genética e que desencadeiam mudanças na função dos 

genes sem alteração na sequência do DNA. Esses mecanismos estão envolvidos em 

funções celulares variadas, como diferenciação, resposta ao estresse e 

desenvolvimento anormal, podendo desencadear o surgimento de doenças(PORTELA; 

ESTELLER, 2010). Os mecanismos envolvidos na modulação epigenética incluem a 

metilação do DNA, remodelação da cromatina e empacotamento do DNA e ação de 

RNAs não codificantes. Pela combinação desses mecanismos, a organização da 

cromatina pode ser alterada, fazendo com que uma determinada região do DNA seja 

mais expressa ou silenciada (HO; TANG, 2007). Tais modificações são herdáveis e 

essenciais para o desenvolvimento normal e manutenção das funções celulares em 

organismos adultos, sendo suscetíveis a fatores ambientais, como a dieta(POGRIBNY; 

BELAND, 2009). 

 

1.2 Metionina 
 

O consumo recomendado de proteínas para um indivíduo adulto é de 0,8g/kg de 

massa corpórea/dia. Estima-se que 97,5% da população necessitem menos proteínas 

que esse valor, uma vez que a dieta ocidental contém de 2 a 3,3 vezes mais proteínas 

que essa média recomendada (LOPEZ-TORRES; BARJA, 2008). No conteúdo proteico 

da dieta, a metionina é um dos aminoácidos sulfurados essenciais (Figura 1). A 

Organização Mundial de Saúde recomenda o consumo de 10,4 mg de metionina/Kg de 
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massa corpórea/dia, que juntamente com 4,1mg/kg/dia de cisteína, representam a 

quantidade adequada de aminoácidos sulfurados para o desenvolvimento humano ideal 

(WHO, 2007).  

Além de exercer função na constituição de proteínas, a metionina é o principal 

doador de grupos metil para o processo de metilação do DNA, um dos mecanismos 

responsáveis por modular a expressão gênica (REES, 2002; SZYF, 2011).  

 

Figura 1: Metionina 

Fonte: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Amminoacido_metionina_formula.svg 

 

1.2.1 Biotransformação 
 

A biotransformação do aminoácido metionina é 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 fígado de 

animais adultos. Outra enzima, a DNA metiltransferase (DNMT) transfere o grupamento 

metil da SAM para a citosina que precede uma guanina na sequência de DNA (o 

dinucleotídeoCpG). Após a transferência do grupo metil, SAM é convertida a S-

adenosilhomocisteína (SAH) e, posteriormente, hidrolizada a homocisteína. Nesse 

momento, a homocisteína pode ser convertida a cistationina pela cistationinaβ-sintase 

(CBS) e, ao final da via de transsulfuração, originar a glutationa. Além dessa via, a 

metionina pode ser novamente sintetizada a partir da homocisteína, pela ação da 

betaínahomocisteínametiltransferase (BHMT) ou pela enzima 

metilenotetrahidrofolatoredutase (MTHFR) na via de remetilação(DAVIS; UTHUS, 2004; 
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LEE; JACOBS; PORTA, 2009; MATO; MARTINEZ-CHANTAR; LU, 2008; ROWLING; 

MCMULLEN; SCHALINSKE, 2002).  

 

Figura 2: Biotransformação da metionina. 

Fonte: Rowling, McMullen e Schalinske (2002) com adaptações. 

MAT= metionina adenosiltransferase; SAM = S-adenosilmetionina; SAH = S-adenosilhomocisteína; CBS 
= cistationinaβ-sintetase; BHMT = betaínahomocisteínametiltransferase; MS = metionina sintetase; THF = 
tetrahidrofolato) 

 

 

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 mamíferos, 

porém o tecido hepático é o local onde aproximadamente metade do consumo diário de 

metionina e 85% das reações de metilação ocorrem, fornecendo grupos metil para 

proteínas, nucleotídeos no DNA e RNA, açúcares, dentre outros (AVILA et al., 2002; 

LU; MATO, 2012). A biotransformação é catalizada pela única enzima responsável pela 

geração de SAM, sob as formas de isoenzimas MAT I, II e III, sendo MATI/III 

codificadas pelos genes Mat1a e MATII por Mat2a(KOTB et al., 1997; TOMASI et al., 

2012). A enzima MATI é responsável pela biotransformação logo após o nascimento e 

transforma-se no tipo principal em tecidos adultos e MATII é expressa em tecidos não 

hepáticos e no fígado durante períodos de rápido crescimento (HUANG et al., 1998; LU; 

MATO, 2012). 

SAM é a ligação de quatro vias metabólicas, incluindo a de transmetilação e a de 

transsulfuração, que constituem o metabolismo de 1-carbono, e também a de síntese 

de poliaminas e de transformação bioquímicas mediada pelo radical 5’-deoxiadenosil 5’. 

SAM atua como molécula doadora de grupo metil em reações realizadas por 

metiltransferases para diversas moléculas aceptoras, tais como nucleófilos (oxigênio, 

enxofre, nitrogênio) e átomos de carbono em proteínas, ácidos nucleicos, carboidratos, 

lipídeos, dentre outras (LU; MATO, 2012). No fígado, a concentração de SAM controla o 

fluxo da biotransformação, direcionando a homocisteína posteriormente originada para 

as duas vias para restabelecer a homeostase. Assim, elevadas concentrações de SAM 

podem inibir a enzima MTHFR e ativar CBS, direcionando a homocisteína para a via de 

transsulfuração irreversível, na síntese de cisteína e de GSH ou é excretada para o 

plasma e catabolizada, enquanto que baixos níveis direcionam para a via de 

remetilação 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 conteúdo de SAM é reduzido e não há a inibição que essa molécula exerce 

sobre BHMT e MTHFR. Com isso, há o direcionamento do fluxo para via de 

remetilação, objetivando restabelecer os níveis normais do conteúdo de metionina.  

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

GSH hepáticos são reduzidos, o fígado torna-se maior e mais suscetível a danos, com 
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desenvolvimento espontâneo de esteatose(LU et al., 2001; PRUDOVA et al., 2006). 

Além disso, ocorre decréscimo nos níveis de metilação, gerando acúmulo de quebras 

no DNA e expressão de oncogenes, alteração da conformação do DNA e estrutura da 

cromatina, tornando-a mais acessível a agentes genotóxicos(POGRIBNY et al., 1995; 

TOMASI et al., 2009). 

A enzima BHMT cataliza a ressíntese de metionina usando homocisteína e o 

doador de metil obtido da dieta, betaína. Essa reação é responsável por processar 

aproximadamente 25% do conteúdo de homocisteína em hepatócitos (FINKELSTEIN; 

MARTIN, 1984). 

A enzima CBS é a primeira enzima envolvida na via de transsulfuração, 

utilizando homocisteína como substrato. Nessa via, inicialmente a homocisteína liga-se 

a uma molécula de serina para formar cistationina em reação irreversível que é 

catalisada pela CBS, utilizando como cofator o piridoxal-5'-fosfato, um derivado da 

piridoxina ou vitamina B6. Posteriormente, a cistationina é hidrolisada em cisteína e 

ácido α-cetobutirato, reação esta que também requer vitamina B6 e é catalisada pela 

enzima γ-cistationase. A partir desse ponto, a cisteína pode originar taurina e sulfato ou 

formar glutationa, sendo essa última reaçãocatalizada pela glutationasintase (NEVES; 

MACEDO; LOPES, 2002). 

Desta forma, além da produção de cisteína, a via de transsulfuração é 

responsável pelo catabolismo da homocisteína tóxica, que não é necessária no ciclo de 

transferência de grupos metil. Portanto, essa via de metabolização visa à excreção 

renal da homocisteína, diminuindo a concentração sérica desse aminoácido. Em 

condições metabólicas normais, a metabolização da homocisteína é distribuída 

igualmente entre essas duas vias, que são coordenadas e competem pela utilização da 

homocisteína disponível (MOSHAROV; CRANFORD; BANERJEE, 2000; SELHUB, 

1999). Entretanto, em casos de hiperhomocisteinemia pode ser atribuída ao excesso de 

ingestão de metionina, mas também pode relacionar-se a falhas na via de remetilação, 

como inibição da enzima BHMT, metionina sintase e/ou as outras reações que 

fornecem o substrato 5-metiltetrahidrofolato e deficiência 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 metabolização, enquanto 

outras apresentam aumento de expressão (UTHUS; BROWN-BORG, 2003). Alterações 

na atividade enzimática podem acarretar em desequilíbrio de grupos metil e 

comprometer o padrão de metilação do DNA (HEIL et al., 2007; UTHUS; BROWN-

BORG, 2003). Além disso, o processo de metilação pode ser considerado como um dos 

mecanismos responsáveis pela programação fetal e metabólica (CHMURZYNSKA, 

2010).  

 

1.3 Nutrição Materna e Hipótese Fetal de Origem de Doenças 
 

A expressão gênica pode ser afetada por fatores ambientais, como os 

componentes da dieta, sobretudo durante períodos críticos do desenvolvimento. 

Eventos epigenéticos que ocorrem in utero podem levar a mudanças persistentes na 

expressão gênica, influenciadas pelos padrões de metilação e podem ser modificadas 

pela dieta (CHMURZYNSKA, 2010; WATERLAND; JIRTLE, 2004). Durante o 

desenvolvimento embrionário, ainda entre a fertilização e implantação, o embrião sofre 

uma ampla desmetilação. Após a implantação, os padrões de metilação são 

restabelecidos e realizados pelas DNMT de novo, originando os diferentes tipos 

celulares (JIMENÉZ-CHILLARÓN et al., 2012; SZYF, 2011). Devido a esses processos, 

falhas podem ocorrer e ocasionar desregulação da expressão gênica irreversível, sendo 

que a exposição a determinados nutrientes principalmente durante o período 

gestacional pode influenciar o desenvolvimento fetal e a saúde do indivíduo na fase 

adulta (DOLINOY et al., 2007; JIMENÉZ-CHILLARÓN et al., 2012). Por exemplo, a 

nutrição durante a gestação pode influenciar a estrutura e o desenvolvimento funcional 

do sistema nervoso central de fetos, devido às alterações epigenéticas influenciadas 

por manipulações da dieta durante os períodos pré e neo-natal(BAYDAS et al., 2007; 

CHMURZYNSKA, 2010; LEE; JACOBS; PORTA, 2009). É proposto que os nutrientes 

podem influenciar os padrões de metilação do DNA pelo fornecimento de substratos 

necessários para metilação, pelo fornecimento de cofatores que modulam as DNMT e 
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pela alteração da atividade das enzimas que regulam o ciclo da metionina e 

consequentemente a biodisponibilidade de grupos metil (JIMENÉZ-CHILLARÓN et al., 

2012). 

Dessa maneira, foi proposta uma hipótese fetal de origem de doenças, em que a 

exposição nutricional durante o desenvolvimento inicial pode permanentemente 

determinar a estrutura e função dos órgãos pelo processo de programação epigenética, 

produzindo alterações estáveis na expressão gênica (JACKSON; BURDGE; 

LILLYCROP, 2010; LILLYCROP et al., 2005). É possível, portanto, associar as 

condições ambientais, os padrões de crescimento iniciais e a subsequente função de 

tecidos ao desenvolvimento de uma vida saudável ou ao risco de desenvolvimento de 

doenças na vida adulta, tais quais as cardiovasculares, diabetes tipo 2, câncer e 

obesidade (LANGLEY-EVANS, 2009; SINCLAIR, 2009; WATERLAND; MICHELS, 

2007). 

Estudos epidemiológicos mostraram que a má nutrição durante a vida fetal está 

relacionada com o aumento da suscetibilidade ao desenvolvimento de doenças 

complexas, tais como câncer, doenças cardíacas e respiratórias (HOFFMAN, 2010; 

ROSEBOOM et al., 2001; WANG et al., 2010), assim como o comportamento materno 

após o nascimento dos filhotes pode induzir reprogramação epigenética nesses 

descendentes (MCGOWAN; MEANEY; SZYF, 2008; WEAVER; MEANEY; SZYF, 2006). 

Variações no consumo materno de metionina, por exemplo, podem induzir alterações 

no padrão de metilação do DNA e expressão gênica dos descendentes e possivelmente 

persistir na vida adulta dos indivíduos (WATERLAND; JIRTLE, 2004). É sugerido que os 

efeitos da nutrição materna em desequilíbrio estão relacionados com modificações na 

estrutura e metabolismo dos órgãos dos descendentes, como rins e pâncreas, 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 existência de tal modelo de herança apresente aspectos ainda não completamente 

esclarecidos, existe um aumento de evidências científicas sobre a influência da dieta na 

programação fetal em roedores e humanos (FRANKLIN; MANSUY, 2010; JIMENÉZ-

CHILLARÓN et al., 2012; LANGLEY-EVANS, 2009). É proposto que 
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nutrientesinfluenciam os padrões de metilação do DNA pelo fornecimento de substratos 

necessários para metilação, pelo fornecimento de cofatores que modulam as DNMT e 

pela alteração da atividade das enzimas que regulam o ciclo da metionina e 

consequentemente a biodisponibilidade de grupos metil (JIMENÉZ-CHILLARÓN et al., 

2012). 

Estudos com animais mostraram que a quantidade de metionina na dieta 

materna é importante, sendo que o crescimento fetal não é somente retardado pelas 

dietas que são deficientes, mas também pelas que contêm excesso de 

metionina(REES; WILSON; MALONEY, 2006). Ross (2003) mostrou que a 

administração crônica de dietas deficientes em colina/metionina resultou em 

hipometilação de DNA hepático, levando a formação de tumor em ratos. Por outro lado, 

dietas ricas em metionina desencadearam efeitos tóxicos em alguns tecidos, como 

cardíaco, nervoso e hepático, provavelmente produzidos pelo excesso de 

homocisteína(JAKUBOWSKI, 2006) ou pelo estresse oxidativo e peroxidação lipídica 

induzidos pelas EROs produzidas por essa hiperhomocisteinemia(LOPEZ-TORRES; 

BARJA, 2008; YALCINKAYA; UNLUCERCI; UYSAL, 2007). 

 

1.4 EstresseOxidativo e Sistema Antioxidante 
 

A homocisteína produzida ao final da via de transmetilação (Figura 2) é 

amplamente associada com diversas desordens que afetam o sistema nervoso central, 

doenças cardiovasculares e hepáticas (FENECH, 2003; FENECH, 2010; MARON; 

LOSCALZO, 2009; MATTE et al., 2009). Em condições intracelulares normais, a 

homocisteína é encontrada em baixas concentrações devido a seu potencial tóxico. A 

toxicidade da homocisteína é caracterizada pela formação de homocisteína-tiolactona e 

de EROs durante a autoxidação (Figura 4), ambos responsáveis por causar danos a 

estruturas biológicas (HUANG et al., 2001; JAKUBOWSKI, 2006; MARON; LOSCALZO, 

2009; NEVES; MACEDO; LOPES, 2004).  
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As EROs são o ânion superóxido (O2
-), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e a 

hidroxila (OH-) e são formadas como resultado de diversos processos biológicos, 

atuando como mediadores e reguladores do metabolismo, diferenciação celular, 

ativação de genes, transmissão de sinais entre células e processo de defesa (DROGE, 

2002; HALLIWELL, 2012). Entretanto, sob condições descontroladas de formação de 

EROs e capacidade antioxidante insuficiente, ocorre estresse oxidativo, que promove 

danos ao DNA, lipídeos e proteínas e que contribui para o desenvolvimento de doenças 

(HALLIWELL, 2012; STADTMAN; LEVINE, 2003). Estudos têm associado o estresse 

oxidativo a inúmeras condições clínicas como diabetes, aterosclerose e câncer 

(GIUSTARINI et al., 2009).  

 

 

Figura 4: Autoxidação da homocisteína. 

Fonte: MARON; LOSCALZO (2009) 

 

1.4.1 Peroxidação Lipídica 
 

A peroxidação lipídica é uma cadeia de processos de oxidação de ácidos graxos 

poliinsaturados ou seus resíduos (Figura 5), em função da ação das EROs, resultando 

na formação de peróxidos dos seus compostos (GUTTERIDGE, 1995). É caracterizada 

por três fases, sendo a fase de terminação o momento em que há a formação de 

substâncias, sobretudo aldeídos, que podem ser detectadas pela reação com o ácido 

tiobarbitúrico(TBARS, thiobarbituricacidreactivesubstances), em meio ácido a altas 
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temperaturas (BUEGE; AUST, 1978; GUTTERIDGE, 1995; HALLIWELL; WHITEMAN, 

2004; LIMA; ABDALLA, 2001). 

Em consequência da peroxidação lipídica, peróxidos são formados, o que 

permite a difusão de compostos e íons para dentro da célula, como o cálcio. Íons cálcio 

ativam a fosfolipase A2, que por sua vez causa a liberação de ácido araquidônico dos 

fosfolipídeos das membranas celulares, danificando a integridade desta(BLASZCZYK et 

al., 2009).  

 

Figura 5: Fases da peroxidação lipídica 

Fonte: SANTOS et al. (2007) 

 

Um dos compostos gerados durante a peroxidação lipídica é o malondialdeído 

(MDA). O MDA é um aldeído formado como um produto secundário durante a oxidação 

de ácidos 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 terminação, como o 4-hidroxinonenal (HNE) e isoprostanos(GIUSTARINI et al., 

2009; LIMA; ABDALLA, 2001). 

Esse e outros compostos obtidos durante a peroxidação reagem com os grupos 

tiol e amina de proteínas, lipídeos e bases nitrogenadas de ácidos nucléicos. Além 

disso, podem reduzir a atividade de várias enzimas, inibir a replicação e transcrição do 

DNA, tornando-se, portanto, compostos mutagênicos, citotóxicos e carcinogênicos 

(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 balanço 

oxidação-redução, por meio do sistema antioxidante, formado por compostos 

enzimáticos e não enzimáticos. Os mecanismos de ação dos antioxidantes, portanto, 

variam desde a remoção do oxigênio do meio intracelular e extracelular até o sequestro 

de metais catalizadores da formação de radicais, podendo haver a interação de mais de 

um mecanismo em diferentes tecidos (GUTTERIDGE, 1995; KIRKHAM; RAHMAN, 

2006). 

Dentre os compostos não enzimáticos, a glutationa, sob a forma reduzida (GSH) 

é um dos mais conhecidos, sendo a maior responsável pela detoxificação de 

compostos tóxicos endógenos ou exógenos por transformá-los em compostos 

hidrossolúveis menos reativos e de mais fácil eliminação (HALLIWELL, 2012; 

STADTMAN; LEVINE, 2003; VALKO et al., 2007). A GSH é um tripeptídeo (γ-glutamil-

cisteinil-glicina), sendo o mais abundante dos grupos tiol não proteicos encontrados no 

meio intracelular (MORAN; GUTTERIDGE; QUINLAN, 2001). A biossíntese da GSH 

ocorre no meio intracelular em duas reações, sendo que na primeira reação ocorre a 

ligação peptídica entre o aminoácido glutamato e cisteína, catalisada pela enzima γ-

glutamilcisteínasintetase, da qual é originada a γ-L-glutamil-L-cisteína que será ligada à 

glicina pela ação da glutationasintetase(GRIFFITH, 1999).  

 O conteúdo de GSH é mantido pela biotransformação da metionina na via de 

transsulfuração (Figura 2), regeneração da sua forma oxidada (GSSH) e absorção de 

meio extracelular, sendo que o fígado é o tecido que apresenta as maiores quantidades 

deste antioxidante (IWASAKI et al., 2009). Sob condições normais, mais da metade da 

metionina é usada para a síntese de GSH no fígado, sendo posteriormente transferida 

para o plasma (GARCIA; STIPANUK, 1992; GUTTERIDGE, 1995). Assim, a GSH é a 

forma encontrada em grande quantidade nas células sob condições normais e sua 

atividade antioxidante ocorre pela oxidação do grupo tiol em presença de H2O2 (Figura 

6A), gerando a glutationa oxidada (GSSG) pela ação da glutationaperoxidase (Figura 
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6B) (GIUSTARINI et al., 2009; GUTTERIDGE, 1995; MORAN; GUTTERIDGE; 

QUINLAN, 2001).  

Dessa forma, o H2O2 é decomposto tanto pela glutationaperoxidase quanto pela 

catalase, porém é neutralizado por essa última sempre que estiver em grandes 

quantidades, considerando o local onde essas enzimas se encontram: a catalase está 

presente em fígado, rins, eritrócitos e leucócitos (BŁASZCZYK et al., 2010) e a 

glutationaperoxidase em fígado, rins, coração, pulmões e plasma 

sanguíneo(BRIGELIUS-FLOHÉ, 1999). Além da glutationaperoxidase e catalase, as 

outras enzimas do mecanismo antioxidante são glutationareductase e superóxido 

dismutase (SOD)(HALLIWELL, 2012).  

 

 

Figura 6: Ação do sistema antioxidante. A: Neutralização do peróxido de hidrogênio (H2O2) pelo sistema 
antioxidante. B: Ciclo de regeneração da glutationa GSH. 

Fonte:GUTTERIDGE (1995) 

 

A quantificação da GSH baseia-se na reação de grupos sulfidrilas presentes na 

molécula com o ácido 5,5´-ditiobis (2-nitrobenzóico) (DTNB), gerando ácido 2-nitro-5-

mercapto-benzoico de coloração amarela (SEDLAK; LINDSAY, 1968). A quantificação 

das concentrações de GSH, bem como das outras substâncias envolvidas na sua 

regeneração, e de atividade enzimática, como a da catalase, podem ser um indicativo 

do estresse oxidativo pelo qual o organismo está submetido (GIUSTARINI et al., 2009). 
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A redução das concentrações de GSH e o aumento da GSSH já foram associados com 

o desenvolvimento de algumas doenças como insuficiência hepática, doenças 

cardiovasculares e neurodegenerativas, como Parkinson e Alzheimer (PASTORE et al., 

2003).  

A suplementação de metionina na dieta pode favorecer o direcionamento do 

fluxo da biotransformação para a via de transsulfuração e, consequentemente, 

aumentar a concentração de GSH. Com isso, a possível elevação das concentrações 

de EROs pode ser neutralizada pela ação antioxidante da GSH, assim como a redução 

do danos causados por estas espécies (BROSNAN; BROSNAN, 2006; MOSHAROV; 

CRANFORD; BANERJEE, 2000; NEVES; MACEDO; LOPES, 2004). 

 

1.5 Instabilidade Genômica e Ensaio do Cometa 
 

O ensaio do cometa representa uma importante ferramenta para avaliação de 

danos ao DNA que podem ou não ser fixado no material genético (ROTHFUSS et al., 

2011). Nessa avaliação, o material genético é submetido à eletroforese e a migração 

produz os cometas, cujo tamanho e distribuição do DNA são proporcionalmente 

correlacionados aos danos (FAIRBAIRN; OLIVE; ONEILL, 1995). Por esse ensaio, é 

possível detectar instabilidade genômica pela indução de quebras de dupla fita ou de 

fita simples, sítios álcali lábeis e danos oxidativos às 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 

níveis de danos ao DNA, reduzida quantidade de amostra, flexibilidade, baixo custo, 

fácil aplicação e curto período necessário para completar o experimento (HARTMANN 

et al., 2004;TICE et al., 2000).  

Os cometas ou nucleoides são formados pelo relaxamento da fita de DNA 

supercondensada causada por alguma quebra e que, sob condições de migração em 

direção ao anodo em eletroforese, origina as estruturas com formato de cometa 

(COLLINS et al., 2008). Devido a essa migração em função das quebras, a quantidade 

de DNA presente na cauda, bem como seu o tamanho, são 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 avaliação dos cometas, são utilizados softwares específicos, em que é 

possível mensurar o tamanho e a quantidade de material genético da cauda, 

fornecendo parâmetros mais precisos dos danos (BURLINSON et al., 2007; 

KUMARAVEL; JHA, 2006; KUMARAVEL et al., 2009). Diversos parâmetros são 

comumente utilizados no ensaio do cometa, dentre eles o comprimento da cauda ou da 

migração, a % de DNA na cauda e a distribuição do DNA na cauda são considerados 

medidas primárias obtidas da análise densiométrica primária de imagens de cometa, 

dos quais são derivados os outros parâmetros (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 deficiência de doadores de grupo metil pode causar erros de 

replicação do DNA, ocasionando quebras de fita dupla, danos cromossômicos e câncer, 

demonstrados pelo aumento da instabilidade do material genético. Esse aumento pode 

ser uma consequência da incorporação errônea de uracila na molécula de DNA em 

casos de deficiência de doadores de grupo metil.  

As diferenças de concentrações de metionina nas dietas e da duração do 

tratamento podem explicar os resultados de estudos com metionina nos tecidos 

avaliados (MORI; HIRAYAMA, 2000). Por exemplo, a restrição de metionina por sete 

semanas foi responsável por reduzir danos ao DNA em função da redução na produção 

de EROs  em fígado de ratos (GREDILLA; BARJA; LOPEZ-TORRES, 2001). Por outro 

lado, dietas ricas em metionina foram relacionadas com maior instabilidade 

cromossômica em mitocôndrias em função do aumento na produção de EROs. Nessa 

situação, a instabilidade do DNA mitocondrial gerada pela ação das EROs desencadeia 

mais produção de EROs e, consequentemente, mais danos ao material genético 

(GOMEZ et al., 2009; PARK et al., 2008).  

 

1.6 Expressão Gênica por RT-qPCR 
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A reação da transcriptase reversa associada à reação em cadeia da polimerase 

quantitativa (RT-qPCR, Reverse Transcription- Polymerase Chain Reaction) é o método 

utilizado recentemente para a quantificação da expressão gênica(LIVAK; 

SCHMITTGEN, 2001). Nesse método, ocorre a quantificação dos produtos em tempo 

real durante os ciclos da PCR, ao contrário da PCR convencional, em que os produtos 

são quantificados após o término da reação, utilizando eletroforese em 

gel(VANGUILDER; VRANA; FREEMAN, 2008). Devido a isso, as vantagens da RT-

qPCR são a sua maior sensibilidade e a possibilidade de quantificação mais precisa e 

confiável (BUSTIN; MUELLER, 2005;HUGGETT et al., 2005). Para a detecção, são 

utilizados sondas TaqMan ou corantes, como o corante intercalante SYBR Green®, 

específico para DNA dupla-fita. Após a amplificação da sequência-alvo mediada pelo 

primer na reação de PCR, as moléculas de SYBR Green® ligam-se ao DNA dupla-fita 

amplificado e emitindo fluorescência. 

Previamente à quantificação, é necessário verificar a pureza do RNA pelas 

razões A260/230 e A260/280, a integridade do RNA em gel de agarose e se as amplificações 

apresentam eficiência satisfatória. Nessa situação, a eficiência é obtida pela curva de 

regressão linear de diluições do pool de cDNA, em que valores entre 90 e 110% são 

considerados aceitáveis para a aplicação do método de quantificação relativa 2-∆∆Ct 

proposto por Pfaffl (2001)(NOLAN; HANDS; BUSTIN, 2006). Para a aplicação desse 

método, a eficiência da amplificação do gene alvo tem que ser semelhante à eficiência 

do gene de referência (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; PFAFFL, 2001). 

Para resultados confiáveis de quantificação, é necessária a utilização de um 

gene de referência, visando não haver interferências na análise dos dados em função 

de variações entre replicatas (VANGUILDER; VRANA; FREEMAN, 2008). Assim, um 

gene de referência ideal deve apresentar expressão semelhante em todas as amostras 

estudadas, ser resistente às condições experimentais e passar por todas as etapas da 

reação de RT-qPCR com a mesma cinética que o gene-alvo (BUSTIN, 2000; 

VANGUILDER; VRANA; FREEMAN, 2008). Um dos genes utilizados como referência 

em estudos de quantificação relativa é a Actb, uma proteína do citoesqueleto presente 

em quase todos os tipos celulares (GARIBALDI et al., 2012). 
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Não há na literatura informação sobre monitoramento de fêmeas submetidas a 

dietas deficiente ou suplementada em metionina, com o objetivo de avaliar a expressão 

dos RNAm de Mat1a, Bhmt e Cbs envolvidos no ciclo da metionina. Além disso, as 

possíveis alterações no metabolismo da metionina podem ser demonstradas pelos 

parâmetros de genotoxicidade e de estresse oxidativo, uma vez que estes podem 

indicar como o estresse oxidativo no nascimento está relacionado com a influência 

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 desequilíbrio é capaz de interferir nos descendentes. 

 

A reação da transcriptase reversa associada à reação em cadeia da polimerase 

quantitativa(RT-qPCR, Reverse Transcription- Polymerase Chain Reaction) é o método 

utilizado recentemente para a quantificação da expressão gênica(LIVAK; 

SCHMITTGEN, 2001).Nesse método, ocorre a quantificação dos produtos em tempo 

real durante os ciclos da PCR, ao contrário da PCR convencional, em que os produtos 

são quantificados após o término da reação, utilizando eletroforese em 

gel(VANGUILDER; VRANA; FREEMAN, 2008). Devido a isso, as vantagens da RT-

qPCR são a sua maior sensibilidade e a possibilidade de quantificação mais precisa e 

confiável(HUGGETT et al., 2005). 

Não há na literatura informação sobre monitoramento de fêmeas submetidas a 

dietas deficiente ou suplementada em metionina, com o objetivo de avaliar a expressão 

dosRNAm deMat1a, Bhmt e Cbsenvolvidos no ciclo da metionina. Além disso, as 

possíveis alterações no metabolismo da metionina podem ser demonstradas pelos 

parâmetros de genotoxicidade e de estresse oxidativo, uma vez que estes podem 

indicar como o estresse oxidativo no nascimento está relacionado com a influência 

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 desequilíbrio é capaz de interferir nos descendentes. 
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6 Conclusões 
 

Nas condições experimentais propostas, o presente trabalho objetivou avaliar o 

efeito de dietas deficiente e suplementada em metionina sobre a instabilidade genômica 

e oestresse oxidativo em camundongos e suas mães tratadas durante gestação e 

lactação, das quais também foi realizada a expressão do RNAm de Mat1a, Bhmte Cbs 

em fígado. Foram obtidos que: 

• A dieta deficiente resultou em menor consumo de ração e massa corpórea em 

ambas fases; 

• Na fase materna, a suplementação ou a deficiência de metionina não resultou 

em estresse oxidativo; 

• Na fase descendente, a suplementação e a deficiência de metionina 

apresentaram variação de estresse oxidativo em ambos tecidos; 

• Na fase materna, a suplementação reduziu a instabilidade genômica no fígado, 

mas aumentou no rim. A deficiênciaresultouemmenorinstabilidadenosdoistecidos; 

• Na fase descendente, a suplementação ou a deficiência de metionina resultou 

em maior instabilidade genômica; 

• Na fase materna, a deficiência de metionina reduziu a expressão do RNAm de 

Cbs em fígado. 
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