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Resumo

SOARES, Mayara Sandrielly Pereira. Efeito da administragéo aguda e cronica de
metionina e/ou metionina sulfoxido na atividade das enzimas dos sistemas
purinérgico e colinérgico e sobre parametros inflamatérios em linfocitos e soro
de ratos jovens, 2016. Dissertacado (Mestrado) — Programa de Pos-Graduacdo em

Bioquimica e Bioprospecc¢éao. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Elevados niveis plasmaticos de metionina (Met) e de seus metabdlitos podem
ocorrer em varias anormalidades genéticas, como na deficiéncia da metionina
adenosiltransferase levando a muitas desordens fisiologicas. O ATP esta envolvido
em funcdes proé-inflamatérias, enquanto a adenosina e a acetilcolina tem efeitos anti-
inflamatorios. A acdo destas moléculas no local de inflamagcdo € controlada
principalmente por enzimas, como Ecto-Nucleosideo Trifosfato Difosfoidrolase
(NTPDases), a adenosina deaminase (ADA), a acetilcolinesterase (AChE) e
butirilcolinesterase (BuChE). O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do
tratamento agudo e croénico com Met e/ou metionina sulféxido (MetO) na atividade
das ectonucleotidases e colinesterases e nos niveis de proteina-C reativa (PCR) e
interleucina 10 (IL-10) em linfocitos e soro de ratos jovens. Os animais foram
divididos em quatro grupos: | (controle); Il (Met); Il (MetO) e IV (Met mais MetO). No
protocolo agudo, os animais receberam uma administracdo subcutanea de Met e/ou
MetO e foram submetidos a eutanasia 1 h ou 3 h apds o tratamento. No protocolo
cronico, Met e/ou MetO foram administradas nos animais duas vezes por dia com
um intervalo de 8 h entre as injecdes, durante 21 dias. Os resultados mostraram que
a hidrélise do ATP foi diminuida em linfocitos apds 1 h de tratamento nos animais
dos grupos Il e IV (P <0,05). Em contrapartida, observou-se um aumento da
hidrolise de ATP e ADP em linfécitos nos grupos Il e VI e um aumento na atividade
da ADA no grupo Il apés 3 h a administragdo dos aminoé&cidos (P <0,05). Ndo foram
observadas alteraces na atividade da NTPDase e da ADA em linfécitos e soro no
tratamento crénico. A atividade da AChE também foi aumentada em linfocitos apds 3
h e 21 dias do tratamento nos animais dos grupos lll e IV (P <0,05), enquanto que a
atividade de BuChE foi diminuida ap6s 1 h e 21 dias ap0s o tratamento dos mesmos
grupos (P<0,05 ). No tratamento crénico foi observado um aumento nos niveis de
PCR no soro dos ratos tratados com MetO ou com a associagdo de Met mais MetO
e uma diminui¢do nos niveis de IL-10 nos animais tratados com Met e MetO quando
comparado ao grupo controle (P <0,05). Os resultados demonstraram que oS
parametros inflamatdrios foram alterados principalmente no tratamento com MetO.
As alteracdes provocadas no sistema purinérgico e colinérgico e nas citocinas anti-
inflamatérias pode contribuir para a compreensdo das alteracdes inflamatorias
presentes em pacientes hipermetioninémicos.

Palavras-chave: NTPDase, metionina, metionina sulféxido, colinesterases, IL-10,
hipermetioninemia



Abstract

SOARES, Mayara Sandrielly Pereira. Effect of acute and chronic administration
of methionine and/or methionine sulfoxide on enzyme activity of the purinergic
and cholinergic systems and on inflammatory parameters in the lymphocytes
and serum of young rats 2016. Dissertation (MSc.) — Programa de Pds-Graduacéo

em Bioquimica e Bioprospeccao. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Elevation of plasma methionine (Met) and its metabolites may occur in several
genetic abnormalities, such as methionine adenosyltransferase deficiency, causing a
broad spectrum of physiological disorders. ATP is involved in proinflammatory
functions while adenosine and acetylcholine have anti-inflammatory effects. The
action of these molecules at the site of inflammation is controlled mainly by enzymes
such as NTPDase, Adenosine Deaminase (ADA), Acetylcholinesterase (AChE) and
Butyrylcholinesterase (BuchE). In the present study we investigated the effect of
acute and chronic treatment with Met and/or methionine sulfoxide (MetO) on
ectonucleotidase and cholinesterase activity and on the levels of C - reactive protein
(CRP) and interleukin 10 (IL-10) in lymphocytes and serum of young rats. The
animals were divided into four groups: | (control); Il (Met); Ill (MetO) and IV (Met plus
MetO). In the acute protocol, Met and MetO were administrated as a single
subcutaneous injection and the animals were submitted to euthanasia 1 h or 3 h after
treatment. In the chronic protocol Met and/or MetO were administered to animals
twice a day with an interval of 8h between injections, during 21 days. The results
showed that ATP hydrolysis was decreased in lymphocytes 1 h after the treatment of
the animals of groups Il and IV (P<0.05). Conversely, an increase in ATP and ADP
hydrolysis in lymphocytes was observed in groups Ill and VI, and an increase in ADA
activity in group Ill 3 h after the amino acids administration (P<0.05). No alterations
in the NTPDase and ADA activities were observed in lymphocytes and serum in
chronic treatment. AChE activity also was increased in lymphocytes 3 h and 21 days
after treatment in the animals of groups Ill e IV (P<0.05) while BUChE activity was
decreased 1 h and 21 days after treatment in the same groups (P<0.05). In chronic
treatment, an increase in the levels of CRP was observed in the serum of rats treated
with MetO or an association of Met plus MetO and a decrease in the IL-10 levels in
animals treated with Met, MetO and Met plus MetO when compared to the control
group (P<0.05).Our results demonstrated that inflammatory parameters are altered
mainly in MetO treatment. The changes caused in the purinergic and cholinergic
system and in, anti-inflammatory cytokines may contribute to understanding the
inflammatory alterations observed in hypermethioninemic patients.

Key words: Ilymphocytes, NTPDase, methionine, methionine sulfoxide,
cholinesterases, IL-10, hypermethioninemia
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1. Introducéao

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sédo alteracdes genéticas que se
manifestam pela sintese andmala de uma proteina, geralmente uma enzima,
ocasionando uma diminuicdo ou mesmo auséncia de sua sintese (BARIC et al,
2001; BICKEL, 1987; SCRIVER et al., 2001). Essas alteracdes podem resultar no
bloqueio de rotas metabdlicas através da deficiéncia ou auséncia na atividade da
enzima acometida, levando tanto ao acumulo de metabdlitos téxicos, quanto a falta
de produtos essenciais, ambos com doencas subsequentes. Os EIM, de maneira
geral, sdo disturbios graves que se manifestam na infancia e cujo diagnéstico pode
ser dificultado devido ao grande numero de alteracdes, diversidade de efeitos
metabolicos e auséncia, na maioria dos casos, de sinais e sintomas especificos.
Assim, a maioria dos EIM podem se beneficiar de um tratamento especifico, que
sera melhor quanto mais precoce for o diagnéstico (EL-HATTAB, 2015; GIUGLIANI,
1988; SCRIVER et al., 2001).

Existem diversos estudos demonstrando que a metionina (Met) e/ou seus
metabdlitos podem ser extremamente toxicos quando encontrados em altas
concentracbes nos tecidos (BENEVENGA & STEELE, 1984; MUDD et al., 2001;
GARLICK, 2006). Neste contexto, a hipermetioninemia ocorre em varias desordens
metabodlicas, dentre elas, destaca-se a deficiéncia da enzima metionina
adenosiltransferase (MAT). Nessa doenca, a concentracdo plasméatica de Met pode
atingir até 2.500 pmol/L, sendo que os valores normais estdo em torno de 30 pmol/L.
Elevadas concentracbes de metabolitos, como a metionina sulfoxido (MetO), o
metanotiol e o sulfeto de hidrogénio, também podem ser observadas no plasma e na
urina dos pacientes acometidos por essa doenca (MUDD et al., 2001). Embora
alguns pacientes hipermetioninémicos sejam assintomaticos, um numero
consideravel apresenta alteracdes neurolégicas como déficit cognitivo, edema e
desmielinizacéo cerebral, além de alteragbes hepéticas cuja fisiopatologia ndo esta
completamente estabelecida (CHAMBERLIN et al., 1996; MUDD et al., 2000, 2001).
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A toxicidade da metionina tem sido evidenciada através de estudos in vitro e in
vivo demonstrando que esse aminoacido induz estresse oxidativo e altera
importantes parametros do metabolismo energético e a atividade da enzima Na*,K*-
ATPase, em cérebro de ratos (STEFANELLO et al., 2005, 2007a; STRECK et al.,
2002, 2003). Embora esses estudos demonstrem que a Met e seus metabdlitos
induzem alteracdes neuroquimicas e periféricas, o efeito destes compostos em
parametros inflamatérios tem sido pouco investigados.

Os nucleotideos de adenina ATP, ADP e AMP e seu correspondente
nucleosideo adenosina sédo considerados importantes moléculas sinalizadoras em
varios tecidos (YEGUTKIN, 2008). O ATP possui funcdes pro-inflamatorias como a
estimulacdo e a proliferacdo de linfocitos, sendo essencial para a liberacdo de
citocinas como a interleucina 2 (IL-2) e o IFN-y (BOURS et al., 2006). Por outro lado,
a adenosina tem potentes atividades anti-inflamatorias e imunossupressoras por
inibir a proliferacédo de células T através da ativacdo de receptores Aza e a liberacéo
de citocinas proé-inflamatoérias (GESSI et al., 2007).

A sinalizacdo induzida pelo ATP e adenosina é regulada pela acdo de
enzimas como a NTPDase, 5°- nucleotidase e adenosina desaminase (ADA). A
NTPDase € uma ectoenzima capaz de hidrolisar nucleosideos tri- e difosfatados,
como o ATP e o ADP, até seu respectivo nucleosideo monofosfatado AMP
(ZIMMERMANN, 2001). O AMP formado é posteriormente hidrolisado pela acao da
5’-nucleotidase até adenosina, a qual é degradada pela acdo da ADA em inosina
(PHILLIS, 1991). Sendo assim, a atividade destas enzimas é essencial para a
manutencdo dos niveis normais de ATP e adenosina no meio extracelular as quais
sdo importantes moduladores do processo imune e inflamatorio.

Nos ultimos anos, o papel dessas enzimas tém sido avaliado em varias
doencas como o cancer (ARAUJO et al., 2005), o diabetes (LUNKES et al., 2003), o
infarto agudo do miocardio (BAGATINI et al., 2008), sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) (LEAL et al., 2005), artrite reumatoide (GOODARZI et al., 2010),
tuberculose (GOODARZI et al., 2010) e esclerose multipla (SPANEVELLO et al.,
2010) demonstrando que elas podem ser importantes alvos terapéuticos em muitas
destas situacdes patologicas. Diante do exposto, € evidente a importancia das
ectonucleotidases na fisiopatologia das doencas imunes e inflamatorias, sendo um

alvo interessante de estudo em desordens genéticas como na hipermetioninemia.
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A sinalizacdo colinérgica ndo neuronal mediada por acetilcolina, uma
importante molécula com fun¢des imunomoduladoras, € uma via que desempenha
um papel chave na modulagdo das funcdes imunes e inflamatérias através da
ativacao dos receptores muscarinico e nicotinicos, regulando a producéo e liberacéo
de citocinas e proliferacdo de células imunes (KAWASHIMA & FUJII, 2003; SILVA-
HERDADE & SALDANHA, 2013). As respostas mediadas pela acetilcolina
correlacionam-se diretamente com a atividade das enzimas acetilcolinesterase
(AChE) e butirilcolinesterase (BUChE) que sdo as enzimas com capacidade de
hidrolisar a molécula de acetilcolina em acetato e colina (DAS, 2007; RAO et al.,
2007).

A atividade da AChE e BUChE ja foi avaliada em outros EIM como na
hiperhomocisteinemia (STEFANELLO et al., 2005c), além disso STEFANELLO et al.,
(2007c) demonstraram alteracdo na atividade da AChE em cérebro de ratos
submetidos a admistracdo crbnica de met. Entretanto o efeito da Met e MetO na
atividade da AChE em linfocitos e da BUChE em soro ainda néo foi elucidado.
Desse modo, mudancas na atividade das colinesterases poderiam ser um
importante marcador inflamatério na hipermetioninemia.

Sendo assim, devido aos mecanismos ainda pouco compreendidos em
relacdo as alteracdes inflamatorias e imunes em portadores de hipermetioninemia,
este trabalho teve como objetivo avaliar o papel das ectonucleotidases e
colinesterases em linfécitos e soro, bem como niveis de citocinas pro- e anti-
inflamatérias em ratos jovens submetidos a administracdo aguda e crénica de Met
e/ou MetO.
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2. Objetivos

Objetivo geral

Avaliar os efeitos da administracdo aguda e crbnica de metionina e/ou
metionina sulféxido na atividade de enzimas do sistema purinérgico e colinérgico e

parametros inflamatoérios em linfocitos e soro de ratos jovens.

Objetivos especificos

- Avaliar a atividade das enzimas NTPDase, adenosina deaminase e
acetilcolinesterase em linfocitos de ratos jovens apds 1 e 3 horas da administracéo
de metionina e/ou metionina sulféxido.

- Analisar a atividade das enzimas adenosina deaminase e butirilcolinesterase
em soro de ratos jovens ap6s 1 e 3 horas da administracdo de metionina e/ou
metionina sulfoxido.

- Quantificar niveis séricos da proteina-C reativa e interleucina 10 (IL-10) em
ratos jovens apés 1 e 3 horas da administracdo de metionina e/ou metionina
sulfoxido.

- Avaliar a atividade das enzimas NTPDase, adenosina deaminase e
acetilcolinesterase em linfécitos de ratos jovens apds 21 dias de tratamento com
metionina e/ou metionina sulfoxido.

- Investigar a atividade das enzimas adenosina deaminase e
butirilcolinesterase em soro de ratos jovens apds 21 dias de tratamento com
metionina e/ou metionina sulfoxido.

- Quantificar niveis séricos da proteina-C reativa e IL-10 de ratos jovens apos

21 dias de tratamento com metionina e/ou metionina sulféxido.
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3. Revisao de Literatura

Erros Inatos do Metabolismo

Os erros inatos do metabolismo (EIM) compreendem um grupo de
desordens hereditarias predominantemente autossémicas recessivas, causadas por
alteracdes genéticas resultando geralmente, na deficiéncia ou auséncia da sintese
de uma enzima (BARIC et al., 2001; SCRIVER et al., 2001). Esses disturbios podem
ocasionar mudancas em uma via metabdlica, através da auséncia ou diminuicdo da
atividade enzimética, acometendo desde processos que envolvem a sintese,
degradacdo, transporte e até armazenamento de moléculas no organismo. As
principais alteragbes encontradas nessas situagdes sao a falta de produtos
essenciais e o acumulo de metabdlitos com efeitos geralmente ndo bem
esclarecidos (BARIC et al., 2001; SCRIVER et al., 2001).

Os EIM comecaram a ser estudados no século XX por Archibald Garrod que
descreveu pela primeira vez a alcaptonuria, e mais tarde publicou o livro intitulado
“‘Erros Inatos do Metabolismo” no qual descreveu outras alteracbes genéticas
metabdlicas. Atualmente, mais de 500 EIM ja foram descritos na literatura sendo a
incidéncia isolada desses distarbios rara, entretanto coletivamente atingem
aproximadamente 1:1000 recém-nascidos, sendo que 25% dos EIM manifestam-se
ainda no periodo neonatal (EL-HATTAB 2015; SCRIVER et al., 2001).

Os EIM podem ser classificados de diversas formas, todavia o método mais
utilizado € de acordo com area do metabolismo afetada pela alteracdo genética,
subdividindo-se em metabolismo de aminoacidos, glicideos, lipideos, glicoproteinas,
acidos organicos, lipoproteinas dentre outros, sendo as aminoacidopatias um dos
EIM mais frequentes (SCRIVER et al., 2001). Cerca de 50 aminoacidopatias séo
conhecidas atualmente, como a fenilcetonuria, disturbios no metabolismo da tirosina,
alcaptonuria, distarbios do metabolismo de aminoacidos sulfurados como a

homocistinaria e a hipermetioninemia (SAUDUBRAY et al., 1990).
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Metionina e Metionina Sulfoxido

A metionina (Met) é um aminoacido sulfurado crucial para o desenvolvimento
e crescimento normais de mamiferos proveniente essencialmente da dieta ou da
degradacdo de proteinas enddgenas (PRUDOVA et al., 2005). A metabolizacdo da
Met ocorre principalmente no figado, onde a enzima metionina adenosiltransferase
(MAT) catalisa a primeira reacdo da metabolizacdo da Met, formando S-
adenosilmetionina (SAM) a partir de met e uma molécula ATP. A SAM é um produto
importante, pois é o principal doador de grupamentos metila para compostos como
DNA, RNA, fosfolipideos e catecolaminas. Essa reacdo de transmetilacdo €
catalisada por metiltransferases formando S-adenosil-homocisteina (AdoHcy) e
grupamento metila. Depois de formada, a AdoHcy € hidrolisada formando adenosina
e homocisteina, pela enzima S-adenosil-homocisteina hidrolase (FINKELSTEIN
1990; MARTINOV et al., 2010; MUDD et al., 2001) (FIGURA 1).

A metabolizacdo da homocisteina pode ocorrer por duas vias, a de
remetilacdo, onde esse aminodacido recebera um grupamento metila da betaina ou
do 5-metiltetrahidrofolato e assim formar novamente a met, ou a de transulfuracéo,
em que a reacao catalisada pela enzima cistationina B-sintase, convertera a
homocisteina em cistationa a qual é hidrolisada pela cistationa y-liase formando
cisteina. E importante ressaltar que a via de transulfuracdo é basicamente a Gnica
via de catabolismo da Met (FINKELSTEIN, 1990; MATO et al., 2008; MUDD et al.,
2001) (FIGURA 1).

O monitoramento do metabolismo da Met € importante uma vez que esse
aminoacido participa de diversos processos bioldgicos fundamentais ao organismo,
como a sintese de proteinas, manutencao das metilagdes bioldgicas, formacéao de
poliaminas, e de homocisteina necessario para o metabolismo de folato intracelular
e catabolismo de colina e também na manutencdo da homeostase redox celular
(SUAREZ et al., 2010). Convém ressaltar que um dos principais pontos de regulacao
do metabolismo da Met ocorre através da concentracdo de SAM, pois esse
composto pode ativar ou inibir enzimas como a MAT que regulam a velocidade da
rota metabolica (FINKELSTEIN, 2006).
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FIGURA 1 : Metaholismo da Metionina. MAT - metionina adenosiltransferase; SAM - S-adenosil-
metionina; GNMT- glicina-N-metiltransferase; SAH- S-adenosil-homocisteina; SAHH - S-adenosilhomacisteina;
ADK - adenosina cinase; AMP - adenosina monofosfato; CBS - cistationina B-sintase; CGL - cistationina y-liase;
BHMT - betaina homocisteina metiltransferase; MS - metionina sintase; THF- tetrahidrofolato; 5,10-MTHF- 5,10-
metilenotetrahidrofolato; MTHFR- metilenotetrahidrofolato redutase; 5-Me-THF - 5-metiltetrahidrofolato; GSH -
Glutationa. (Adaptado YAMADA, et, al., 2012).

Por ser um aminoacido sulfurado, a Met € especialmente sensivel, direta ou
indiretamente, a oxidacdo mediada por espécies reativas de oxigénio (ROS) como o
peroxido de hidrogénio (LIANG et al., 2012; VOGT, 1995). O principal metabdlito
formado pela oxidacdo da Met, € a metionina sulfoxido (MetO), a qual se encontra
em duas formas estereoisoméricas, metionina-S-sulféxido e metionina-R-sulfoxido
(FIGURA 2) . Esse aminoacido pode também ser subsequentemente convertido em
metionina sulfona e acido homocisteico (LEVINE et al., 2000; ZHAO et al., 2012). A
reacdo de conversdo da Met em MetO é reversivel, e a enzima responsavel por
reduzir a MetO de volta a Met é a metionina sulféxido redutase. Essa enzima parece
ser menos expressa em recém-nascidos, o que poderia contribuir para o acumulo de
MetO no periodo em que a hipermetioninemia comeca a se estabelecer (KOC &
GLADYSHEV, 2007, STADTMAN, 2004). Desse modo, a avaliacao de altas

concentracfes de MetO em modelos animais se torna importante.
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FIGURA 2: Oxidag&o da Metionina a Metionina Sulféxido (Adaptado BERG et al., 2012).

A presenca de residuos de MetO nas proteinas ja foi descrito na literatura, e
parece resultar geralmente na perda da atividade biolégica proteica. Além disso, o
aumento nas concentracfes de MetO poderia acarretar na sua oxidacao irreversivel
a metionina sulfona, desbalanceando o ciclo oxidacao/reducéo da met que constitui
um sistema endbégeno com capacidade local antioxidativa. A MetO também vem
sendo associado ao envelhecimento e doencas neurodegenerativas (JOHN et al.,
2012; KOC & GLADYSHEYV, 2007; MOSKOVITZ, 2014; STADTMAN, 2004). COSTA
et al. (2013) demostraram que a administracdo aguda de Met, MetO e a associacéo
de Met e MetO inibe a atividade da catalase, aumentam a atividade da enzima
superoéxido dismutase, além de diminuir a producdo de ROS e alterar os niveis de
conteudo tidlico total e de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS),
entretanto os efeitos de altas concentragcdes de MetO no organismo ainda é pouco

compreendido.

Hipermetioninemia

A hipermetioninemia € caracterizada pelo acimulo plasmatico do aminoacido
Met, além da deficiéncia do produto SAM e da producédo de metabdlitos como a
MetO. Estudos demonstraram que essa condi¢éo pode ocorrer isolada ou associada
a outros EIM como na homocistindria. Elevadas concentracbes de Met e seus

metabdlitos podem ter origem genética ou ndo genética, como ocorre na presenca
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de doenca hepatica, dieta rica em met, baixo peso ao nascer ou prematuridade
(MUDD et al., 2001, 2000).

Até o momento sao conhecidas seis alteracdes genéticas que podem levar ao
aumento da concentracdo plasmatica de met: Deficiéncia da enzima MAT I/l
Homocistindria devido a deficiéncia da cistationina beta-sintase (CBS); Deficiéncia
da glicina N-metiltransferase (GNMT); Deficiéncia de S-adenosil-homocisteina
hidrolase (AHCY); Deficiéncia de Citrina; Deficiéncia de fumarilacetoacetato
hidrolase (FAH) - Tirosemia tipo | (MUDD, 2011).

Dentre as alteracBes genéticas descritas acima, a causa mais comum
encontrada em pacientes com hipermetioninemia isolada € a deficiéncia da enzima
MAT. O gene que codifica essa enzima (MAT1A) est& localizado no braco longo do
cromossomo 10, e é expresso somente em células hepéticas maduras. A deficiéncia
da MAT é uma doenca recessiva rara que leva ao acumulo do substrato Met e
deficiéncia do produto SAM, bem como o aumento de alguns metabdlitos como a
metO, metanotiol e sulfeto de hidrogénio. Nessa condi¢do, os valores de Met
plasmatica podem atingir 2.500 umol/L, sendo que os valores de referéncia estdo em
torno de 30 pmol/L (CHAMBERLIN et al., 1996; MUDD, 2011).

Embora existam pacientes hipermetioninémicos assintoméaticos, uma parcela
consideravel € sintomatica, podendo apresentar alteracbes neurolégicas como
retardo mental, desmielinizacdo, déficit cognitivo, edema, distonia e dispraxia e
retardo no desenvolvimento psicomotor cuja fisiopatologia ainda ndo estad bem
estabelecida (CHAMBERLIN et al., 1996; MUDD, 2011; MUDD et al., 2000, 2001;).
Além disso, também ja foi descrito na literatura disfuncdo hepatica e severa
elevacdo da creatina cinase. Pacientes hipermetioninémicos podem apresentar
sinais clinicos como odor incomum na respiracdo, suor, halito e urina possivelmente
devido ao metabolismo alternativo da Met. Esses sintomas e sinais clinicos podem
ser observados desde a infancia, ainda no periodo neonatal (AVILA et al., 2000; LU
et al., 2008, 2001).

Embora seja extremamente inespecifica e de dificil diagnostico a
hipermetioninemia pode ser descoberta ainda nos primeiros dias de vida. Quando os
niveis de met atingem 48 pumol/L, pode ser sugestivo para deficiéncia da MAT, sendo
necessario a determinacdo da atividade dessa enzima no figado. Também,

alteracbes nos niveis de SAM e de homocisteina (acima de 59 pmol/L) podem
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amparar o diagnostico (CHIEN et al., 2005; COUCE et al., 2008; SUAREZ et al.,
2010).

No caso de hipermetioninemia assintomética, 0 monitoramento constante dos
niveis de Met € necessario, porém, ndo ha necessidade de tratamento. Entretanto,
nos casos mais severos da doencga, como na presenca de alteracdes neurologicas ja
estabelecidas devido a deficiéncia da MAT, o tratamento é imprescindivel. Uma dieta
restrita de proteinas é o tratamento basico, pois diminui a ingesta do aminoacido.
Todavia, essa restricdo € controversa, visto que reduzira ainda mais ou niveis de
SAM podendo agravar os danos neurolégicos. A administracdo de SAM (S-
adenosilmetionina dissulfato tosilato) em concentracdes de 400 a 800 mg, duas
vezes ao dia, parece ser uma estratégia terapéutica, e j4 foi descrito que essa
suplementacdo melhora os sintomas associados a essa desordem metabdlica,
assim como desmielinizacdo no sistema nervoso central (CHIEN et al.,, 2005;
COUCE et al., 2013, 2008).

E importante ressaltar que a hipermetioninemia é uma doenca rara que n&o
tem cura e cuja fisiopatologia ainda é pouco compreendida. Desse modo, sao
necessarios estudos para melhor compreender os mecanismos envolvidos nas
alteragbes presentes nos pacientes afetados, a fim de buscar alvos terapéuticos
objetivando melhorar a qualidade de vida dos portadores desse EIM. Nesse
contexto, modelos experimentais envolvendo animais sdo de extrema importancia
para esclarecer os mecanismos fisiopatoldgicos de diversas doencas.

Estudos envolvendo elevadas concentragbes plasmaticas da Met, como
encontrado na hipermetioninemia, ja foram realizados e demonstraram que esse
aumento pode levar a alteracdes prejudiciais em alguns 6rgdos como encéfalo e
figado de ratos. Em cérebro, ja foram demonstradas alteracdes na atividade da
acetilcolinesterase, Na*,K*-ATPase, em parametros de estresse oxidativo, além da
reducdo do conteldo de gangliosideos, fosfolipideos e colesterol em ratos
submetidos ao modelo de hipermetioninemia agudo e cronico (STEFANELLO et al.,
2007a, 2007b, 2007c, 2005,). Também j& foram descritas alteracdes em marcadores
de dano oxidativo e histolégicos em figado de ratos jovens submetidos ao modelo de
hipermetioninemia (COSTA et al., 2013; STEFANELLO et al., 2009).
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Sistema Imunolégico e Inflamacéao

O sistema imunoldgico é constituido por um conjunto de células, tecidos e
moléculas que medeiam a resisténcia a infeccdo e agressées em geral para manter
a homeostase do organismo. Esta defesa é conceitualmente dividida em imunidade
inata, que ndo é especifica para nenhum patégeno sendo a defesa de primeira linha
do organismo, e a imunidade adaptativa que atua especificamente, através da
producédo de anticorpos, contra um patdégeno em particular e seus produtos (ABBAS
et al., 2008; COTA & MIDWINTER, 2015; CRUVINEL et al., 2010; HENDRY et al.,
2013).

A imunidade inata estd sempre disponivel e age rapidamente em resposta a
agressao uma vez que seus mecanismos de defesa celulares e bioquimicos estéo
presentes até mesmo antes da infeccdo, entretanto ndo conduz uma protecdo
duradoura (ABBAS et al., 2008; HENDRY et al., 2013). Seus mecanismos
compreendem de maneira geral barreiras fisicas, quimicas e biologicas,
componentes celulares e moléculas soltveis. Os componentes da imunidade inata
sdo: epitélios e substancias quimicas antimicrobianas produzidas nas superficies
epiteliais; as células efetoras sendo as principais as células fagocitarias (neutréfilos
e macrofagos), células dendriticas e células Natural Killer — NK; sistema
complemento, que quando ativado leva a lise do microrganismo; citocinas e
guimiocinas, que regulam e coordenam muitas das atividades das células da
imunidade inata (ABBAS et al., 2008; BALESTIERI, 2005; HENDRY et al., 2013).

Muitas vezes o organismo exige uma defesa mais poderosa contra patégenos
gue evoluiram para resistir a imunidade inata. Neste sentido, a imunidade adaptativa
ou adquirida age através de reacdes a partir do reconhecimento de substancias
microbianas e ndo microbianas pelo organismo (ABBAS et al., 2008). Além disso,
possui a capacidade de distinguir microrganismos e moléculas diferentes ou até
estreitamente relacionadas. As respostas imunoldgicas sdo adquiridas por
experiéncia, ou seja, por exposi¢cées aos patdégenos. Os principais componentes da
resposta imune adaptativa séo os linfocitos e seus produtos secretados, como por
exemplo, os anticorpos (ABBAS et al., 2008).

Existem dois tipos de resposta imune adaptativa: a resposta imune celular,
mediada por linfécitos do tipo T; e a resposta imune humoral, mediada por

anticorpos, moléculas secretadas por linfécitos do tipo B. Essas duas respostas
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imunes sdo responsaveis por gerar especificidade e diversidade aos processos
imunes, além de especializagdo e nédo reatividade com as células e tecidos do
proprio organismo (ABBAS et al., 2008). Os linfécitos séo células que reconhecem e
respondem especificamente a antigenos estranhos e o progenitor linfoide comum
(ou linfoblasto) na medula 6ssea da origem aos linfocitos antigeno-especificos do
sistema imune adaptativo, tanto linfocitos do tipo T como linfécitos do tipo B (ABBAS
et al., 2008; JUNIOR et al., 2010).

A imunidade humoral € mediada por proteinas chamadas anticorpos os quais
sdo produzidas pelos linfocitos B. Uma das funcdes mais importantes dos anticorpos
é impedir que os patdgenos extracelulares tenham acesso e colonizem as células e
tecidos do hospedeiro impedindo assim o estabelecimento da infeccdo. Apds
ativados os linfécitos B passam por um processo de proliferacdo e diferenciacéo,
gue culmina na geracao de plasmécitos com producéo de imunoglobulinas com alta
afinidade para o antigeno que originou a resposta. As imunoglobulinas ou anticorpos
de membrana dos linfocitos B sdo as moléculas responsaveis pelo reconhecimento
de antigenos e os linfocitos B efetores secretam anticorpos que neutralizam e
eliminam os antigenos (ABBAS et al., 2008; JUNIOR et al., 2010).

A defesa para 0s micro-organismos que invadem e se multiplicam
intracelularmente é chamada de imunidade celular, pois € mediada pelos linfécitos T
gue sao capazes de reconhecer fragmentos peptidicos dos antigenos proteicos
apresentados por outras células. Apos a ativacao, os linfocitos T se diferem em trés
tipos celulares (ABBAS et al., 2008; COTA & MIDWINTER, 2015; JUNIOR et al.,
2010). Os linfécitos T auxiliar (helper) sdo capazes de ativar as células fagocitarias
para que destruam os micro-organismos ingeridos. Também ativam os linfocitos B
para producdo de anticorpos, além de secretar citocinas que sdo proteinas que
agem como moléculas mensageiras do sistema imune. Além disso os linfocitos T
auxiliar estimulam a proliferacdo e diferenciacdo das proprias células T, e ativam
outras células, como linfécito B, macréfagos e outros leucdcitos. Os linfocitos T
citotoxicos que sdo capazes de destruir as células infectadas e linfocito T regulador
gue atuam principalmente na supressao da resposta imunoldgica (ABBAS et al,
2008; JUNIOR et al., 2010).
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FIGURA 3: Diferencas entre mecanismos e células da imunidade do organismo, que é dividida em
imunidade inata e imunidade adaptativa (Adaptado de Abbas, 2008).

A inflamacao ou processo inflamatorio € uma reacdo complexa do organismo
a infeccdo ou agressdo em geral. De maneira geral, caracteriza-se como um
processo com fungdes protetoras no controle de infeccées e promocgao do reparo
tecidual, entretanto quando em excesso ou descompensada pode causar lesdes e
até doencas autoimunes. Os principais sinais clinicos caracteristicos da inflamacéo
sao rubor, calor, edema, dor e prejuizo funcional (ABBAS et al., 2008; CRUVINEL et
al., 2010). A resposta inflamatéria € mediada por diversas moléculas, e os principais
mediadores inflamatérios associados a resposta imunoldogica sdo as citocinas e
guimiocinas (OLIVEIRA et al., 2011; TURNER et al., 2014).

As citocinas sdo moléculas proteicas, que enviam diversos sinais 0s quais
podem ser estimulatérios, modulatérios ou até inibitérios para as diferentes células
do sistema imunoldégico. Atuam em concentracdes baixissimas e sua sintese
habitualmente ocorre apds estimulagdo por um antigeno. As citocinas agem através
da ligagdo com receptores especificos, desse modo ativam mensageiros
intracelulares que regulam a transcricdo génica (OLIVEIRA et al., 2011; TURNER et
al., 2014). Sendo assim, essas moléculas sdo capazes de modular a diferenciacéo,
a proliferacao e a sobrevida das células do sistema imune e regular a producéo de
outras citocinas, as quais podem aumentar (pré-inflamatérias) ou atenuar (anti-
inflamatodrias) a resposta inflamatoria. Dentre as consideradas pro-inflamatorias,
estdo as interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 e TNF (fator de necrose tumoral). As anti-
inflamatérias sao IL-4, IL-10, IL-13 e TGF- (fator transformador de crescimento )
(OLIVEIRA et al., 2011; TURNER et al., 2014).
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Dentre as citocinas, a IL-6 € uma citocina pleirotrépica e possui potentes
acOes pro-inflamatoérias e desempenha uma variedade de fungdes nos sistemas
imunes celulares e humorais relacionados a inflamacao, defesa do hospedeiro injaria
tecidual. A IL-6 € produzida e secretada por células endoteliais, musculares lisas,
monacitos, linfécitos B e T e macrofagos. Em contrapartida, a IL-10 € uma citocina
pleiotrépica produzida pelas células T helpers, linfécitos B e T, mondcitos e
macrofagos. Possui propriedades antiinflamatodrias, cuja principal funcdo € a
regulacdo do sistema imune, pois inibe de maneira potente a expressédo e/ou a
producdo de citocinas pro-inflamatérias (OLIVEIRA et al., 2011; TURNER et al.,
2014).

Outro biomarcador inflamatorio bastante estudado em diversas patologias é a
proteina-C reativa (PCR) (CLYNE & OLSHAKER 1999; SILVA & LACERDA 2012). A
PCR é a maior proteina de fase aguda positiva que responde rapidamente em
repostas a infeccdo ou injaria tecidual. E sintetizada no figado e estimulada
principalmente pela IL-6. A principal funcdo biolégica da PCR é reconhecer
patdgenos e células danificadas para mediar a sua eliminacdo através do
recrutamento das células fagociticas e do sistema de complemento (CLYNE &
OLSHAKER 1999; VOLANAKIS 2001). Ainda possui a capacidade de potencializar a
producdo de interleucinas como a IL-2, a IL-1B, o TNF a e a IL-6 por macrofagos
periféricos e mondcitos sanguineos (CLYNE & OLSHAKER 1999).

Sistema Purinérgico

A sinalizacdo mediada pelos nucleotideos e nucleosideos de adenina no
meio extracelular, a sinalizacdo purinérgica, estd envolvida em uma variedade de
processos biologicos sendo reconhecida como uma rota de comunicacdo célula-
célula envolvida em diversos mecanismos neuronais e nédo neuronais (BODIN &
BURNSTOCK, 2001). Considerando que esta sinalizacdo pode estar envolvida em
processos de curta e longa duragdo como as respostas imunes, inflamagéao,
agregacdo plaquetéaria, proliferacdo e morte celular, essa via se tornou um
importante alvo de estudos devido a essa capacidade modulatoria envolvida em
diversas condicdes fisiopatologicas assim como ja observadas na aterosclerose, em
doencas neurodegenerativas e em condi¢Bes inflamatorias (BURNSTOCK, 2013;
ELTZSCHIG et al., 2012).
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Esse sistema é constituido por nucleotideos e nucleosideos como trifosfato
de adenosina (ATP), difosfato de adenosina (ADP), monofosfato de adenosina
(AMP) e adenosina (Ado) que sdo as moléculas que medeiam a sinalizacao
purinérgica. Além dos transportadores dessas moléculas, os receptores pelos quais
esses nucleotideos e nucleotideos exercem seus efeitos e as ectonucleotidases que
sdo as enzimas que modulam a concentragcdo dessas moléculas no meio
extracelular (YEGUTKIN, 2008) (FIGURA 4).
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FIGURA 4 - Componentes da sinalizagdo purinérgica. (A); receptor do tipo P1 (B);
Receptor do tipo P2X (C); Receptor do tipo P2Y (D); ATP liberado extracelularmente (E); Adenosina
formada a partir do ATP via CD39 e CD73 (F); E-NTPDase (ou CD39) (G); 5 nucleotidase (ou CD73)
(H); e E-ADA (1). (Adaptada de JUNGER, 2011).

Nucleotideos e nucleosideos de adenina

Os nucleotideos e nucleosideo de adenina estdo presentes no meio
extracelular fisiologicamente em baixas concentragbes, entretanto em sitios
inflamatorios e de estresse ha um aumento significativo na concentracdo dessas
moléculas. A concentracdo extracelular de ATP depende de uma variedade de
processos fisioldgicos importantes como lise celular, permeabilidade seletiva da
membrana, exocitose das vesiculas, difusdo através dos canais transmembranas e
via transportadores e acao das ectonucleotidases (ENJYOJI et al., 1999; MALMSJO
et al., 2000; SABIROV & OKADA, 2005; ZIMMERMANN, 2001). Especialmente o
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ATP e adenosina desempenham um papel importante na modulacédo de processos
imunes e inflamatdérios (DI VIRGILIO & VUERIC, 2015).

Dados da literatura tem demonstrando que o ATP atua como uma molécula
sinalizadora enddégena de danos, ativando a resposta imune inflamatoria (DI
VIRGILIO et al., 2003; ZHANG, 2008). Além da liberacdo por dano celular, o ATP
também pode ser liberado por diversas células, incluindo células inflamatdrias,
através de exocitose vesicular, por transportadores ou pelos canais acoplados a
panexina ou conexina (IDZKO et al., 2014). Assim sendo, estudos demonstram que
este nucleotideo atua como uma molécula pro-inflamatoria, pois é capaz de
favorecer a ativagdo e proliferacdo de linfocitos T além de estimular a liberagédo de
citocinas proé-inflamatérias (IL-1, IL-2 e IFN-y) (BOURS et al., 2006; LANGSTON et
al., 2003). Também o ATP esta envolvido no recrutamento de mondcitos circulantes
para o tecido alvo, na migracéo e diferenciacdo de células dendriticas e a producao
de interleucina 1B (IL-1B), IL-1 e TNF-a nos macréfagos (ELSSNER et al., 2004;
GUERRA et al., 2003; LA SALA et al., 2003; VENTURA et al., 1995).

Em contrapartida, a adenosina, nucleosideo correspondente ao ATP,
também é uma molécula importante para o processo inflamatorio, desempenhando
funcbes opostas ao ATP, atuando como imunossupressora e anti-inflamatéria
(ANTONIOLI et al., 2014). Os mecanismos pelos quais a adenosina age frente a
essas acdes ainda vém sendo investigados, entretanto sabe-se que esta molécula é
capaz de promover a maturacdo de mondcitos e inibir a liberacdo de citocinas proé-
inflamatorias (IL-12, IL-6 e TNF-a) (CSOKA et al., 2012; HASKO et al., 2000;
HASKO et al., 1996; THIELE et al., 2004). Além disso, estudos tem demonstrado
que esta molécula diminui a adeséo de linfocitos durante a inflamacgé&o, diminui a
proliferacdo de células-T e inibi a secrecdo de IL-2, IL-4 e IFN-y por células CD4+
(GESSI et al.,, 2004; KOSHIBA et al., 1999). Também a adenosina possui a
importante funcdo de modular a agregacéao plaquetaria e o tonus vascular (AFONSSI
et al., 2002).

Receptores Purinérgicos
Os eventos mediados pelos nucleotideos de adenina se dédo pela interacao

destes com o0s receptores purinérgicos especificos presentes na superficie de

membrana de diversas células (YEGUTKIN, 2008). Esses receptores sao
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subdivididos em duas familias: P2X, que sao ligados a canais ibnicos e sao ativados
pelo ATP e os receptores P2Y os quais sdo acoplados a proteina G e respondem ao
ATP e ADP. A familia dos receptores do tipo P2X € composta por sete membros
(P2X1-7) os quais possuem a por¢cdo amino e carboxi voltadas para o citoplasma
celular. Os receptores do P2Y apresentam uma porgao amino terminal extracelular e
um carboxil terminal intracelular e sete regibes transmembrana e ja foram
identificados oito diferentes subtipos de receptores do tipo P2Y (P2Y1-2-4-6-11-12-
13-14) (BURNSTOCK, 2006). O receptor P2X7 é um dos principais receptores
relacionado ao sistema imune, pois é expresso em uma variedade de células
imunoldgicas, além disso, € ativado em concentracdes micromolares de ATP, sendo
este um dos mecanismos de promocao da inflamacédo pelo ATP em linfécitos uma
vez que induz a liberac&o de citocinas pro-inflamatérias como IFN-y e IL-2 por estas
células (BOURS et al., 2006; MOON et al., 2006; YIP et al., 2009). Em um estudo
realizado in vitro foi possivel observar que a ativacao do receptor P2X7 desempenha
um papel importante na producédo de imunoglobulinas por linfocitos B (SAKOWICZ-
BURKIEWICZ et al., 2013)

Os receptores para adenosina sdo proteinas transmembrana acoplados a
proteina G e quatro tipos ja foram descritos: A1, A2a, Azs, Az (HASKO et al., 2008).
Os receptores de adenosina sdo expressos na maioria das células do sistema
imune. Nos linfécitos o principal receptor de adenosina é o A2, e estudos
demonstraram que a ativacao deste receptor nos linfécitos inibe a secrecao de IL-2,
IL-4 e IFN-y por células T-CD4 com posterior reducéo da sua proliferacdo (HASKO
et al., 2008; YEGUTKIN et al., 2008).

Os receptores funcionam como um sensor de perigo com a capacidade de
modular a resposta imune de acordo com a fonte, a quantidade e a duragcdo da
liberacdo dos nucleotideos e nucleosideo. Os receptores P2 e 0s receptores para
adenosina frequentemente apresentam efeitos opostos por isso sdo um alvo
terapéutico promissor para doengas imunes e inflamatorias (ELTZSCHIG et al.,
2012).

Enzimas que degradam os nucleotideos e nucleosideos de
adenina
Uma vez no meio extracelular, os nucleotideos e nucleosideos podem

mediar uma série de eventos importantes através dos seus receptores como
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resposta imune, inflamacéo, agregacao plaquetaria e fluido sanguineo. Frente a
funcdo dessas moléculas o controle dos niveis extracelulares é fundamental para a
manutencdo da homeostase do organismo. Esse controle é realizado por uma
cascata de enzimas ancoradas na membrana celular ou podem ser encontradas na
forma solavel no meio intersticial ou fluidos corporais. Dentre essas enzimas se
encontram as E-NTPDases (Ecto-Nucleosideo Trifosfato Difosfoidrolase), a familia
das E-NPPs (Ecto-Nucleotideo Pirofosfatase/Fosfodiesterases) as quais séo
responsaveis por hidrolisar nucleotideos tri e difosfatado até AMP, 5’-nucleotidase
gue hidrolisa AMP formando adenosina e a adenosina deaminase (ADA) a qual faz a
desaminacéo da Ado até inosina (ROBSON et al., 2006; YEGUTKIN, 2008).

Oito tipos de NTPDases ja foram identificados, e os subtipos diferem entre si
de acordo com localizagdo celular, propriedade funcionais, a especificidade por
substratos e distribuicdo tecidual. Quatro delas estdo localizadas na membrana
celular (NTPDases 1, 2, 3 e 8) com o sitio catalitico voltado para o meio extracelular
e as demais localizadas no interior da célula (NTPDases 4, 5, 6 e 7). As NTPDases
de membrana sdo dependentes de ions Ca?* ou Mg?* para a atividade catalitica
(YEGUTKIN, 2008; ZIMMERMANN et al., 2007; ZIMMERMANN, 2001).

A NTPDase 1 foi a primeira enzima a ser descoberta, e inicialmente foi
descrita como um marcador de ativacdo de linfécito B, entretanto ja esta bem
esclarecido que além da NTPDase 1 também ser expressa em linfocitos T, ela
também esta presente em uma variedade de células como nas células dendriticas,
plaguetas, leucécitos, células endoteliais e célula do sistema nervoso (DWYER et
al., 2007; ROBSON et al., 2006). Sabe-se que as NTPDases tem um papel protetor
contra a lise celular causada pelo ATP extracelular em linfécitos T citosoélicos, além
disso, a atividade da NTPDase 1 ndo serve apenas como um mecanismo protetor
para os linfocitos, mas também é necessaria para a funcionalidade dessas células
como reconhecimento de antigenos e ativacdo da atividade efetora das células-T
citotoxicas (FILIPPINI et al., 1990 a, b).

A ADA é a enzima que catalisa irreversivelmente a adenosina formando
inosina e desoxiinosina, e esta localizada na membrana plasmatica, a qual € a
principal moduladora das concentracfes de Ado no plasma, sendo importante para a
producédo dos mediadores da resposta inflamatéria. Duas isoformas desta enzima ja
foram descritas: a ADAL1 que apresenta maior atividade nos tecidos e a ADA 2 no
soro (GAKIS, 1996; UNGERER et al., 1992; YEGUTKIN, 2008). A atividade da ADA
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€ utilizada para acompanhar a resposta imune, e também ¢é utilizada como marcador
clinico de doencas infecciosas pulmonares. Além disso, a ADA é capaz de modular
a atividade linfocitéria, pois é capaz de regular a diferenciacdo e proliferacdo de
linfocitos T (HOVI et al., 1976; KHODADADI et al., 2011).

Poucos estudos na literatura avaliaram a relacéo do sistema purinérgico com
EIM, entretanto ja foram observadas, em um modelo crénico de
hiperhomocisteinemia leve, alteragdes na atividade das ectonucleotidases em
linfocitos de ratos além de menor expressao génica da ecto-5-nucleotidase o que
poderia levar a um ambiente pré-inflamatério (SCHERER et al., 2012). Considerando
que j4 foram demonstradas alteracdes na atividade das enzimas do sistema
purinérgico em outros EIM, torna-se interessante a avaliacdo das mesmas na
hipermetioninemia, uma vez que alteracfes nestes mecanismos poderdo ajudar a
compreender a fisiopatologia da doenca, além de ajudar na busca de novos
mecanismos terapéuticos que possam controlar a inflamacdo nesta condicéo

patolégica.

Sistema Colinérgico

A acetilcolina (ACh) € um neurotransmissor classico do sistema nervoso
central (SNC) e periférico e apresenta um papel importante em diversas funcdes
fisiologicas. Sabe-se que a sinalizacdo mediada pela ACh tem um papel importante
na regulacdo do sistema imune, nesse sentido a acdo desta molécula tem sido
investigada em patologias que envolvem o0s processos imune e inflamatorios
(PRADO et al., 2002; KAWASHIMA & FUJII, 2000; DAS 2002).

Estudos demonstraram que existe uma relacdo importante entre o nervo
vago e a funcdo imune, uma vez que este nervo esta presente em tecidos linfoides
como bago e timo e que as terminac¢des nervosas formam contatos sinapticos com
os linfécitos. Essa imunomodulagdo é conhecida como via colinérgica anti-
inflamatoria (OKUMA & NOMURA, 2000; PAVLOV & TRACEY, 2006).

Existe uma ampla expressdo dos componentes do sistema colinérgico em
uma variedade de tecidos n&o neuronais, como nas células do sistema imune e
sanguineas (ALMEIDA et a., 2010; KAWASHIMA & FUJII, 2000). Essas células,
como os eritrocitos e os linfocitos, apresentam um sistema colinérgico completo

composto por ACh, receptores muscarinicos e nicotinicos, as enzimas colina
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acetiltransferase, acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BUChE)
(ALMEIDA et a., 2010; KAWASHIMA & FUJII, 2000).

A ACh é sintetizada pela colina acetiltransferase a partir de colina e Acetil-
CoA e armazenada em vesiculas. Uma vez formada, essa molécula age através dos
receptores muscarinicos e nicotinicos presentes na membrana das células (PRADO
et al., 2002; SOREQ & SEIDMAN, 2001). A ACh produzida por linfocitos age através
dos seus respectivos receptores acoplados a membrana sobre os préprios linfocitos
ou pode apresentar funcdes especificas sobre outras células, tais como controlar o
recrutamento dos neutréfilos e macroéfagos (REARDON et al., 2013). Além disso,
alguns estudos ja demonstraram que a ACh atenua a liberagdo de citocinas como
TNF, IL-1B, IL-6, IL-18 por macrofagos estimulados (ANDERSSON & TRACEY,
2012; OKUMA & NOMURA, 2001).

A acdo da ACh € modulada pela acéo das colinesterases: acetilcolinesterase
(AChE) e butirilcolinesterase (BUChE). Essas enzimas sdo constituintes ubiquos e
diferenciam-se basicamente quanto a distribuicdo tecidual, propriedades cinéticas,
especificidade por substratos e por inibidores seletivos (COKUGRAS et al., 1997,
MASSOULIE et al., 1993).

AcetilCoa
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FIGURA 5 - Componentes do sistema colinérgico. Choline- colina; CHT1-Transportador de
colina; ChAT-Colina aciltransferase; VAChT- Transportador vesicular de acetilcolina; ACh-
Acetilcolina; BChE- Butirilcolinesterase; AChE- Acetilcolinesterase; M- Receptores Muscarinicos; N-
Receptores Nicotinicos. Adaptados Kummer et al., 2008.
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3.6.1 Colinesterases

A concentracdo da acetilcolina é modulada pela atividade da enzima AChE,
gue é responsavel pela hidrélise especifica de ACh em acetato e colina. Dentro
desse contexto a AChE poderia contribuir para a regulacdo das respostas imune-
inflamatérias através da modulacdo os niveis extracelulares de ACh sendo assim,
um importante alvo de estudos (MASSOULIE et al., 1993).

A AChE é uma glicoproteina classificada como homomérica, as quais
incluem as variedades globular monomérica (G1), dimérica (G2) e tetramera (G4), ou
herotoméricas, que consiste de um, dois ou trés tetrdmeros cataliticos ligados
covalentemente a uma subunidade n&o catalitica resultando nas formas estruturais
assimétricas A4, A8 e A12 (MASSOULIE et al., 1993; TAYLOR et al., 1999). O sitio
ativo da AChE é composto por uma triade catalitica formada por residuos de
aminoécidos serina (Ser-200), histidina (His-440) e glutamato (Glu-327) (SUSSMAN
et al., 1991).

A AChE esta presente majoritariamente no SNC, no entanto € encontrada
em eritrécitos, linfocitos e plaquetas. Nas células do sistema imune a principal forma
estrutural encontrada é a G2 (RAKONCZAY et al., 2005; SILVA, 1998). A AChE é
expressa em linfocitos T e B sendo responsavel por hidrolisar rapidamente a
acetilcolina, a qual possui acfes anti-inflamatéria e imussupressora (NIZRI et al.,
2006). Dados na literatura demonstram que a reducéo da atividade da AChE esta
associada com a diminuicdo dos niveis de citocinas pré-inflamatéria comoTNF-a e
IL-1B em cultura de linfécitos. Além disso, a inibicdo da AChE reduz a proliferacéo
de linfécitos e a secrecao de citocinas pro-inflamatérias, possivelmente associado a
manutencdo da ACh no meio extracelular (NIZRI et al., 2006; NIZRI & BRENNER,
2013).

Um aumento na atividade da AChE em linfécitos foi observado em pacientes
com Sindrome de Down e Esclerose Mdltipla, e essa alteracdo esta relacionada com
niveis séricos elevados de citocinas pro-inflamatorias como a IL-6, IL-1, TNF-a, INF-
Y, PCR e diminui¢éo da IL-10 (POLACHINI et al., 2014; RODRIGUES et al., 2014). A
atividade da AChE em linfdcitos e soro na hipermetioninemia ainda nédo foi descrito.
Porém, em outros EIM como na tirosemia, ja foi observado um aumento significativo
na atividade da AChE em soro de ratos submetido a administracdo aguda e cronica
de tirosina (FERREIRA et al., 2012).



34

A BUChE é uma colinesterase ndo especifica e ndo essencial ao sistema
colinérgico ndo neuronal, capaz de hidrolisar outros esteres de colina além da
acetilcolina. E sintetiza pelo figado e possui uma distribuicdo tecidual ampla
podendo ser encontrada no soro, pancreas, coracdo, células hematopoiéticas e
sistema nervoso central (DAS, 2007; SILVER, 1974).

Estruturalmente a BUChE é similar a AChE, tendo no seu sitio ativo uma
triade catalitica contendo os aminoacidos histidina, acido glutamico e serina o qual €
essencial para a atividade catalitica (JOHNSON & MOORE, 2012). Também é
encontrada em diferentes formas moleculares como monémeros (G1) e oligbmeros
(G2) as quais sdo simétricas, hidrofilicas e solaveis enquanto que a forma
tetraméricas (G4) podem ser assimétricas e ancoradas a membrana por proteinas
ricas em prolina (JOHNSON & MOORE, 2012).

Quanto a funcéo fisioldgica da BUChE, ainda néo foi esclarecida, entretanto
a atividade desta enzima é bastante utilizada para o diagnéstico de intoxicacfes e
monitoramento por pesticidas da classe dos organofosforados e carbamatos
(DELFINO et al., 2009). Nos ultimos anos o papel da BUChE vem sendo alvo de
estudos em condi¢des de inflamacao sistémica de baixo grau, como obesidade e
sindrome metabdlica além de desordens neuronais associados a disfun¢gfes imune
inflamatéria como a doenca de Alzheimer (DAS, 2007). Ademais, a atividade da
BUChHE ja foi avaliada em um modelo animal agudo e crénico hiperhomocisteinemia,
onde foi possivel observar uma diminuicao significativa da atividade desta enzima
em soro de ratos de ambos protocolos (STEFANELLO et al., 2005c).

Sendo assim, considerando o papel importante das colinesterases no
sistema imune e inflamatorio, e que ja foram observadas alteracGes da atividade
dessas enzimas em outros EIM, a avaliagdo desses parametros na
hipermetioninemia é relevante, uma vez que podera auxiliar no diagnostico desta
doenca o qual é dificultado pelos diversos e inespecificos sintomas clinicos.

A hipermetioninemia é uma desordem genética cuja fisiopatologia ainda néo
foi completamente esclarecida. Desse modo, o estudo de possiveis mecanismos que
possam estar envolvidos no desenvolvimento e na sintomatologia desta patologia,
como 0 processo imune e inflamatério e as vias capazes de modular esses
processos, tais como as vias colinérgica e purinérgica, se tornam interessante
visando beneficiar os portadores dessa desordem, além de contribuir para a busca

de novos alvos terapéuticos.
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Abstract

Hypermethioninemia occurs in several genetic abnormalities. ATP is a proinflammatory molecule
while adenosine and acetylcholine have anti-inflammatory effects. The action of these molecules at the
site of inflammation is controlled by the NTPDase, Adenosine Deaminase (ADA),
Acetylcholinesterase (AChE) and Butyrylcholinesterase (BUChE) enzymes. We investigated the effect
of acute and chronic treatment with Met and/or methionine sulfoxide (MetO) in ectonucleotidases and
cholinesterases activities in lymphocytes and levels of C-protein reactive (CRP) and interleukin-10
(IL-10) in serum from young rats. We have four animal groups: I-control; I1-Met; I11-MetO and V-
Met plus MetO. In acute treatment, the animals received a single injection subcutaneously and were
euthanized 1 and 3 h after administration. In chronic protocol Met and/or MetO were administered
twice a day with an 8-hour interval, from the 6th to the 28th day of life. ATP hydrolysis was decreased
in lymphocytes 1h after treatment in groups Il and IV (P<0.05). However, ATP and ADP hydrolysis
in lymphocytes was increased in the groups Ill e IV and ADA activity was increased in group Il 3h
after the treatment (P<0.05). AChE activity was increased in lymphocytes after 3h and 21 days of
treatment in groups Il e IV (P<0.05) while BUChE activity in the serum was decreased after 1h and
21 days of treatment in the same groups (P<0.05). In chronic treatment the levels of CRP was
increased in the groups Il and IV while IL-10 levels was decreased in all groups (P<0.05). These

findings help understand the inflammatory alterations in hypermethioninemia.

Key words: ectonucleotidases; methionine; methionine sulfoxide; cholinesterases; interleukin-10;

hypermethioninemia
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1. Introduction

Methionine is an essential amino acid needed for normal growth and development in
mammals [1]. It is known that S - adenosylmethionine (SAM), synthesized from methionine, is
essential for methylation, transsulfuration and polyamine synthesis [2, 3]. Consequently, alterations in
methionine metabolism are involved in a wide spectrum of disorders, such as neurodegenerative
diseases, cancer and developmental abnormalities [1, 4, 5]. Nevertheless, a high concentration of
methionine, a condition also known as hypermethioninemia, is observed in the plasma of patients with
several metabolic disorders, as methionine adenosyltransferase deficiency may be toxic [6, 7].

Methionine residues, mainly sulfoxide form, are one of the many amino acids that are
susceptible to oxidation by reactive oxygen species (ROS) [8, 9]. In situations where methionine levels
are higher than normal rates, this amino acid in protein may be toxic [7]. Previous studies have
demonstrated that chronic hypermethioninemia increases the number of inflammatory cells, induces
oxidative damage in liver and brain [10, 11] and reduces energy metabolism in the central nervous
system [10, 12]. However, the pathophysiology of methionine induced inflammatory alterations
remains to be elucidated.

In inflammatory conditions, many cell types release nucleotides such as ATP into the
extracellular space [13]. Extracellular ATP is a molecule with pro-inflammatory and
immunostimulatory functions contributing to sustained inflammation and the initiation of an immune
response [14, 15]. The breakdown product of ATP, adenosine has anti-inflammatory and
immunosupressor effect by activating receptor expressed in many immune cells [16]. The ecto-
nucleoside triphosphate diphosphohydrolase (NTPDases) and adenosine deaminase (ADA) enzymes
have crucial roles in the duration and magnitude of purinergic signaling in inflammatory and immune
cells through the conversion of ATP and ADP to AMP and adenosine to inosine, respectively [17, 18].
Together these enzymes are responsible for controlling the extracellular concentrations of ATP and
adenosine contributing to the maintenance of tissue integrity by regulating an inflammatory and

immune process [17, 19].
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Data from the literature have also shown that cholinergic signaling can also can modulate
many aspects of inflammatory and immune responses [20]. Signaling induced by acetylcholine can
affect cytokine production and immune cell proliferation [21]. The effect induced by acetylcholine is
correlated with the essential role of enzymes such acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BuchE). In fact, alterations in the activities of these enzymes on many
pathological conditions have suggested that BUChE and AChE could be a major marker of lower grade
systemic inflammation [22, 23].

The inflammatory process is a normal protective response of a variety of cells and tissue and
the main function of inflammation is to remove injured cells and tissues, as well as repair them [24].
Decompensated inflammatory response results in cell and tissue damage, which is associated with
chronic inflammation and various human chronic diseases [24]. The crucial role of B lymphocytes in
immunity has been attributed to the production of antibodies [25]. They were also shown to present T
cell antigens and to secrete cytokines such as IL-6, thereby acting as positive regulators in immune
responses and inflammatory process [25].

In this context, considering that high levels of Met and MetO are found in plasma of
hypermethioninemic patients, the aim of the present study to evaluate the acute and chronic effects of
Met and/or MetO in the enzymes of the purinergic and cholinergic system in lymphocytes and serum

of young rats. The levels of the C-reactive protein and cytokine IL-10 were also evaluated.

2. Material and Methods

Chemicals
Nucleotides, Trizma base, Ficcoll — Histopaque, adenosine, acetylcholine, butyrilcholine,
methionine (Met) and methionine sulfoxide (MetO) were purchased from Sigma (St. Louis, MO,

USA). All other reagents used in the experiments were of analytical grade and the highest purity.
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Animals

Wistar rats were obtained from the Central Animal House of the Federal University of
Pelotas, Pelotas, RS, Brazil. The animals were maintained at a constant temperature (22 £1°C) on a 12
h light/dark cycle with free access to food and water. All animal procedures were approved by the
Ethics Committee of Animal Experimentation from the Federal University of Pelotas, Brazil (protocol

under number: CEEA 3527).

Acute treatment with Methionine and/or Methionine sulfoxide

Forty rats (30 days) were used for the acute treatment which were divided in four groups
(n=10 each) as follows: Group I (control); Group Il (treated with Met 0.4g/kg); 111 (treated with MetO
0.1g/kg) and IV (treated with Met 0.4 g/kg + MetO 0.1g/kg) [26]. The rats received a single
subcutaneous injection of Met and/ or MetO and control rats received an equivalent volume of saline.
Five animals from each group were submitted to euthanasia 1 h after injection, while the other five
animals from each group were submitted to euthanasia 3 h after treatment [26]. In both cases, the

blood was collected for lymphocyte and serum preparation and biochemical assays (Figure 1 A).

Chronic treatment with Methionine and/or Methionine sulfoxide

Twenty-four rats were used for the chronic treatment, divided into four groups (n= 06 each)
as follow: Group | (control); Group Il (treated with Met); Il (treated with MetO) and IV (treated with
Met + MetO). The doses of Met and MetO administered to the animals were chosen in order to induce
high plasma levels similar to those found in patients affected by hypermethioninemia [26]. Met and
MetO were administered subcutaneously twice a day with an interval of 8 h between injections to rats
from the 6th to the 28th day of life as described by Stefanello et al. (2007) [26]. Animals in group Il or
111 received 0.2 g/kg of Met or 0.05 g/kg of MetO during the first 8 days of treatment, 0.3 g/kg of Met
or 0.075 g/kg of MetO from day 15th to 21th, and 0.4 g/kg of Met or 0.1 g/kg of MetO from day 22th
to 28th. Animals in group IV received the combination of Met and MetO, while control rats (group 1)

received saline solution in the same volumes. After the time of treatment was up all the animals were
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submitted to euthanasia and blood was collected for lymphocytes and serum preparation and

biochemical assays (Figure 1 B).

Isolation of lymphocytes from whole blood

Mononuclear leukocytes were isolated from blood collected with EDTA anticoagulant and
separated on Ficoll-Histopaque density gradients as described by Boyum (1968) [27] . Although the
methodology described is employed for separating mononuclear cells, the study performed by Jaques
et al. (2011) [28] demonstrated that there is a high incidence of lymphocytes (95%) in these samples
and the amount of monocytes is practically insignificant. For this reason we treat the samples as

lymphocyte preparation.

Serum preparation
Blood was collected in tubes without anticoagulant and centrifuged at 2500 x g for 15 min at
room temperature. The clot was removed and the resulting serum was stored at -80°C and used for the

biochemical determinations.

Enzymatic assays in lymphocytes

After lymphocyte isolation, NTPDase activity was determined as described by Leal et al. (2005)
[29] where the reaction medium contained 0.5 mM CaCl,, 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 6 mM glucose
and 50 mM the Tris HCI buffer pH 8.0, at a final volume of 200 pL. Twenty microliters of the intact
mononuclear cells suspended in saline solution were added to the reaction medium (2-4 pug of protein)
and pre-incubated for 10 min at 37° C and incubation was conducted for 70 minutes. The reaction was
initiated by the addition of substrate (ATP or ADP) at a final concentration of 2.0 mM and stopped
with 10% trichloracetic acid (TCA). The released inorganic phosphate (Pi) was assayed by the method
of Chan et al. (1986) [30] using malachite green as colorimetric reagent and KH.PO. as standard.
Controls were carried out by adding the enzyme preparation after TCA addition to correct for non-
enzymatic nucleotide hydrolysis. All samples were run in triplicate and the specific activity is

reported as nmol Pi released/min/mg of protein.
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Adenosine deaminase activity was measured in lymphocytes by the method of Giusti and
Gakis (1971) [31]. Briefly, ammonia reacts in the presence of the catalyst sodium
nitrosylpentacyanoferrate (111) with hypochlorite and phenol, under alkaline conditions, to form the
intense blue indophenol. The ammonia concentration is directly proportional to the absorption of
indophenol at 650 nm (620-650nm). The reaction catalyzed by ADA is interrupted at the end of the
incubation period (60 min/37°C) by the addition of a nitroprusside and phenol solution. The specific
activity is reported as U/L. One unit (1 U) of ADA is defined as the amount of enzyme required to
release 1 mmol of ammonia from adenosine per minute at standard assay conditions.

AChE activity in lymphocytes was determined as described by the colorimetric method of
Ellman et al. (1961) [32] modified by Fitzgerald and Costa (1993) [33]. The reaction mixture was
composed of 1.0 mM acetylthiocholine, 0.1 mM 5,5"-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid (DTNB), 0.1 M
phosphate buffer (pH 8.0) and 100 uL of the intact mononuclear cells suspended in saline solution
were added to the reaction. The proteins of all samples were adjusted to 0.1-0.2 mg/mL. The
absorbance was read on a spectrophotometer at 412 nm before and after incubation for 30 min at 27°C.
All samples were run in triplicate and the activity of lymphocyte AChE was expressed as pumol/h/mg

of protein.

Enzymatic assays in serum

ADA activity in serum was determined according to Guisti and Galanti (1984) [34] as
described above. BUChE activity was also determined in serum by a modification of the
spectrophotometric method of Ellman et al. (1961) [32]. The method is based on the formation of the
yellow anion, 5,5’-dithio-bis-acid nitrobenzoic, measured by absorbance at 412 nm during 2 min
incubation at 25°C. The enzyme was pre-incubated for 2 min. The reaction was initiated by adding 0.8
mM butyrylthiocholine iodide (BuSCh). All samples were run in duplicate or triplicate and enzyme

activity was expressed in pmol BuSCh/h/mg of protein.
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Protein Determination
Protein was measured by the Coomassie blue method according to Bradford (1976) using serum

albumin as standard [35].

Citokine and C-reactive protein (CRP) quantification
Cytokine guantity was assessed by ELISA using commercial kits for IL-10 (R&D Systems)
according to the manufacturer's instructions. The presence and concentration of cytokine were
determined by the intensity of the color measured by spectrometry in a micro ELISA reader.
Serum CRP values were determined from samples analyzed by high-sensitivity latex-enhanced
nephelometry on a BN Il Nephelometer (Dade Behring, Siemens). The assay used monoclonal anti-
CRP antibodies and a calibrator that was traceable to the World Health Organization (WHO) reference

material. The mean replicate coefficient of variation for the assay is 6.4%.

Statistical analysis
Data were analyzed by analysis of variance (one-way ANOVA) followed by the Duncan
multiple range test, and P<0.05 was considered to represent a significant difference in the analysis. All

data were expressed as mean + SEM.

3. Results

In the acute protocol the results showed that MetO or an association of Met plus MetO
treatment altered the NTPDase and ADA activities in the lymphocytes of young rats. One hour after
the amino acids were administered, ATP hydrolysis was decreased in the animals treated only with
MetO or Met plus MetO compared to the control group (P<0.05, Figure 2). However, no alterations
were observed in the ADP hydrolysis one hour after the treatment in the groups evaluated in this study
(Figure 2). On the other hand, after 3h the ATP and ADP hydrolysis was increased in the group
treated with MetO and in the group treated with Met plus MetO when compared to the control group
(P<0.05, Figure 2). It is important to observe that acute Met administration did not alter the NTPDase

activity in lymphocytes (Figure 2). In addition, no alterations were detected in the ADA activity 1h
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after the treatment with Met and /or MetO in lymphocytes from young rats (Figure 3). After 3h only
MetO administration increased the ADA activity in lymphocytes when compared to other groups
(Figure 3, P<0.05). In the chronic treatment no changes were observed on the NTPDase and ADA
activities of the lymphocytes and serum of rats treated with Met and/or MetO as shown in figure 4 and
table 1.

AChE activity in lymphocytes was also altered in acute and chronic treatment with Met and/or
MetO. No changes were observed in the AChE activity in lymphocytes 1h after the administration of
Met and/or MetO (Figure 5). On the other hand, increased AChE activity was observed in
lymphocytes 3h after the administration of the MetO or Met plus MetO when compared to the control
group (P<0.05; Figure 5B). Similar results were observed in the chronic protocol. MetO and Met plus
MetO administration also caused a significant increase in the AChE activity in lymphocytes (Figure
5C, P<0.05). Our results also showed that 1h after the administration of Met and/or MetO the BuChE
activity was decreased in serum in all groups treated (Met, MetO and Met plus MetO) (Table 1,
P<0.05). Similarly, the activity of this enzyme was also decreased in the serum 21 days after the
animals were treated only with MetO or an association of Met and MetO compared to the control
group (P<0.05, Table 1).

In relation to the CRP in serum, no changes were observed in an acute protocol (Figure 6 A
and B). However, 21 days after the treatment, an increase was observed in the levels of CRP in serum
of rats treated with MetO or association of Met plus MetO (P<0.05, Figure 6C).

Figure 7 exhibits the results obtained for IL-10 levels in serum of the animals in the chronic
protocol. As can be observed, I1L-10 levels were decreased in animals treated with Met, MetO and Met

plus MetO when compared to the control group (P<0.05).

3. Discussion

In the present study we evaluated the effects of acute and chronic hypermethioninemia in

lymphocytes and serum from young rats. The hypermethioninemia model used was described by
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Stefanello et al. (2007), who which produced a template that induced high plasma levels of Met or
MetO similar to those found in hypermethioninemic patients [26, 36].

The first time, we evaluated the effects of hypermethioninemia on the inflammatory
parameters such as levels of CRP and IL-10. CRP is produced by liver and serum level increases in
acute inflammatory processes. CRP production begins 6-8 h after exposure to the inflammatory agent
[37], which explains the maintenance of normal levels of this protein in the acute protocol. In addition,
CRP production requires stimulation by cytokines released during the inflammatory process,
particularly IL-6, IL-1 and TNF-alpha [37-40]. Along these lines, CRP levels may be low or normal
for the first 12 hours after the inflammatory process begins [41]. In this line, our results showed an
increase in CRP levels in animals treated with MetO and Met plus MetO demonstrating the presence
of inflammation in chronic hypermethioninemia.

Indeed, our findings also showed a reduced level of IL-10 in the chronic protocol (Figure 7).
IL-10 is the most important anti-inflammatory cytokine of the immune system and acts by suppressing
the release of a variety of pro-inflammatory molecules [42, 43]. This cytokine is produced by many
cell types such as CD4+, Thl, B lymphocytes, eosinophils, monocytes and macrophages [44]. In this
context, the decrease in the levels of this anti-inflammatory cytokine supports the idea that high levels
of Met or MetO may contribute to the disruption of inflammatory response development in
hypermethioninemic patients.

In this study we evaluated the role of purinergic signaling in inflammation associated with
hypermethioninemia. Our results showed that acute administration of MetO or association of Met plus
MetO induces significant changes in adenine nucleotide hydrolysis in the peripheral blood
lymphocytes. ATP and ADP exhibited different hydrolysis profiles at 1 and 3 h after administration of
the amino acids (Figure 2). On the other hand, NTPDase and ADA activities were not altered in
chronic model hypermethioninemia. Although we cannot precisely explain this difference, Stefanello
et al. (2007) [26] showed that maximal plasma Met concentrations were obtained 15 min after a single
administration of the Met, gradually decreasing after this time, but remained high for at least 6 h. We
can therefore speculate that these differences could be attributed to Met metabolism, since this amino

acid can be easily oxidized into MetO, and its reduction by methionine sulfoxide reductase could
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represent an antioxidant system [45]. Besides, MetO could be metabolized into homocysteic acid and
methionine sulfone suggesting that other metabolites interfere with our results.

NTPDase plays a special role in the extracellular conversion of ATP and ADP to AMP [46].
In addition, ADA is responsible for controlling the extracellular concentrations of adenosine [46].
These enzymes act as a checkpoint that determines whether the extracellular environment is
proinflammatory (ATP mediated responses) or anti-inflammatory (adenosine mediated responses) [16,
17,19, 47, 48].

In our study, no changes were observed in NTPDase and ADA activities from lymphocytes of
animals treated with Met, demonstrating that these enzymes are more susceptible to MetO. The
reduction in NTPDase activity 1 h after treatment suggests that MetO is responsible for the activation
of the inflammatory response with the accumulation of ATP, a pro-inflammatory molecule, in the
extracellular milieu. Therefore, the upregulation of NTPDase activity in lymphocytes 3 h after the
administration of MetO and Met plus MetO may be responsible for decreasing the ATP levels
contributing to adenosine production. However, it is important to note that MetO also increased the
ADA activity. This alteration can promote the reduction of adenosine levels, and in this manner
impairs the adenosine action via Pl receptors contributing to inflammatory complications in
hypermethioninemia.

Considering the intrinsic relationship between purinergic signaling and inflammation [13, 16,
17, 19, 47, 48], our findings raise important questions about molecular mechanisms involved in the
pathophysiology of hypermethioninemia. We suggest that these findings are more relevant clinically
when considering that MetO, a metabolite of Met, can modulate the activity of the crucial enzymes
involved in the inflammatory and immune process in a short time.

In the next set of experiments we evaluated the effects of Met and MetO administration on the
cholinergic signaling. Lymphocytes express a complete cholinergic system consisting of acetylcholine,
muscarinic and nicotinic receptors, choline acetyltransferase and AChE enzymes [20, 33, 49].
Acetylcholine is a molecule known to have anti-inflammatory actions and to suppress the production
of pro-inflammatory cytokines and the AChE enzyme is a key contributor towards sustaining these

effects [21, 22].
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Our results showed that MetO or Met plus MetO administration increased AChE activity in
lymphocytes of young rats (Figure 5B and C). This effect may decrease the acetylcholine levels in the
extracellular medium contributing to the onset of low grade inflammation [22]. Taken together our
findings demonstrated that both cholinergic and purinergic signaling are altered in lymphocytes of
hypermethioninemic rats. These mechanisms can be associated, at least in part, with the alterations in
the levels of CRP and IL-10 observed in this study (Figure 6 and 7).

An important aspect to be discussed is that patients with MAT enzyme deficiency have a
decreased or absent production of SAM which could lead to a decrease in acetylcholine synthesis,
favoring a proinflammatory environment [50]. SAM is the major donor of methyl groups to the cell
reactions methyltransferases, including biomolecule formation, such as acetylcholine [51, 52]. In
addition, studies have demonstrated that the exogenous SAM administration appears to exert an anti-
inflammatory effect by increasing the synthesis and gene expression of IL-10 in an LPS - stimulated
macrophage lineage [53].

We also showed that BUChE activity was decreased in serum 1 h or 21 days after the
administration of Met and/or MetO (Table 1). Increased BUChE activity has been described in many
pathological conditions in which low grade systemic inflammation can be associated [22, 23].
Corroborating our findings, Zivkovic et al. (2015) [54] also demonstrated a decrease in the activity of
this enzyme in patients with severe systemic inflammation. BuChE is the main acetylcholine
hydrolyzing enzyme in plasma and is synthesized and secreted into blood by the liver [55].
Considering that serum BuChE levels decrease in liver dysfunction as consequence of reduced
synthesis, it is possible that alterations in this enzyme activity observed in our study are associated
with hepatic dysfunctions caused by Met or MetO administration as previously reported [11, 36].

Previous studies also have demonstrated alterations in inflammatory markers in other inborn
errors of metabolism (IEM). Meng et al. (2013) showed that hyperhomocysteinemia increased the pro-
inflammatory gene expression. These authors observed an expression of transcription factors that
induce monocyte differentiation and consequent mediated inflammation [56]. Cunha et al, (2012),
showed a significant increase in pro-inflammatory cytokines in the brain of rats submitted to a

hyperhomocysteinemia chronic model [57, 58]. Scherer et al. (2012) also showed that
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hyperhomocysteinemia alters ectonucleotidase activities and gene expression of 5 -nucleotidase in rat
lymphocytes [59].

Hypermethioninemia can lead to serious brain and liver complications. The symptoms of acute
onset are not specific which makes it difficult to diagnose [60, 61]. However, early diagnosis
facilitates the choice of appropriate therapeutic measures leading to an improvement of the clinical
conditions of patients [60, 61]. Therefore, it is important to search for possible clinical markers to
facilitate the diagnosis and immediate treatment of hypermethioninemia.

In conclusion, our data showed that Met and/or MetO exposure alter both purinergic and
cholinergic signaling in lymphocytes and serum of rats and these mechanisms could be associated with
an increase in CRP levels and decrease in IL-10. The findings described here improve our
understanding of the mechanisms underlying complications associated with hypermethioninemia and
open the doors to the discovery of a more specific target for the treatment and development of new

therapies for patients with this IEM.
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Legend of figures

Figure 1 — Experimental acute (A) and chronic (B) protocol of Met and/or MetO administration.

Figure 2 — NTPDase activity using ATP and ADP as substrate in lymphocytes of young rats 1h and 3h
after administration of methionine (Met) and/or methionine sulfoxide (MetO). Bars represent mean +
SEM. Results are expressed in nmol Pi/min/mg of protein. *Different from the other groups (P<0.05,

with n=05).

Figure 3 — Adenosine deaminase activity in lymphocytes the young rats 1h and 3h after the
administration of methionine (Met) and/or methionine sulfoxide (MetO). Bars represent mean + SEM.
Results are expressed in nmol Pi/min/mg of protein. *Different from the others groups (P<0.05, with

n=05).

Figure 4 — ATP, ADP and adenosine hydrolysis in lymphocytes from rats 21 days after treatment with
methionine (Met) and/or methionine sulfoxide (MetO). Bars represent mean + SEM. Results of

NTPDase activity are expressed in nmol Pi/min/mg of protein and ADA activity in U/L (n=06).

Figure 5 — Acetylcholinesterase activity in lymphocytes from young rats 1h (A), 3h (B) and 21 days
(C) after treatment with methionine (Met) and/or methionine sulfoxide (MetO). Bars represent mean +
SEM. Results are expressed in umol AcSch/h/mg of protein. (n=6). *Different from control (P<0.05,

with n=5 - 6).

Figure 6 — C reactive protein (CRP) in serum the young rats 1h (A), 3h (B) and after 21 days (C) after
treatment with methionine (Met) and/or methionine sulfoxide (MetO). Bars represent mean + SEM.

Results are expressed in mg/L (n=6). *Different from control (P<0.05, with n=5 - 6).

Figure 7 — 1L-10 levels in serum from young rats 21 days after treatment with methionine (Met)
and/or methionine sulfoxide (MetO). Bars represent mean £ SEM. Results are expressed in pg/mL

(n=6). *Different from control (P<0.05, with n=06).
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Table 1 — Adenosine deaminase (ADA) and Butyrylcholinesterase (BuChE) activities in serum of rats
1h, 3h and 21 days after treatment with methionine (Met) and/or methionine sulfoxide (MetO). Values

are expressed as mean + SEM. *Different from control (P<0.05, with n=5-6).
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Table 1

BUChE (umol BuSCh/h/mg

ADA (U/L)
Groups 1h 3h 21 days 21 days
Control  14.56+0.37 24.25+2.76 31.11+4.88 0.46+0.05
Met 17.35£1.57 24.52+3.41 33.62+4.54 0.16+0.006* 0.47+0.04
MetO 16.08+2.67 26.2+5.32 25.38+4.83 0.13+0.007* 0.32+0.01*

Met + MetO 20.63+4.74 18.23x2.54 23.96+3.15

0.12+0.009*

0.36+0.02*
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Conclusoes

O tratamento com MetO e associacdo de Met com MetO alterou a sinalizacao
purinérgica em linfocitos de ratos jovens. As enzimas NTPDase 1 e ADA exibiram
diferentes perfis de atividade apés 1 e 3 horas e 21 dias da administracdo dos
aminoacidos. Essas diferencas podem ser atribuidas ao metabolismo da Met, uma
vez que este aminoacido pode ser facilmente oxidado a MetO. Além disso, MetO
pode ser metabolizado em acido homocisteico e metionina sulfona sugerindo assim,
gue estes metabdlitos podem também ter interferido nos resultados.

N&o foram observadas alteracfes na atividade das enzimas NTPDase e ADA
em animais tratados somente com Met, demonstrando que essas enzimas sao mais
sensiveis ao efeito do metabolito MetO. MetO modula a atividade dessas enzimas
de forma aguda, contribuindo para alteracées nos niveis extracelulares de ATP e
adenosina favorecendo um quadro pro-inflamatorio.

A atividade da enzima acetilcolinesterase aumentou em linfocitos de ratos
apos 3 horas e 21 dias de tratamento com MetO e associacdo de Met com MetO o
gue poderia levar a diminuicdo de acetilcolina no meio extracelular, uma molécula
gue possui potentes atividades anti-inflammatérias. Dados da literatura tém
demonstrado que o tratamento Met e MetO causa varias alteracdes hepaticas. Desta
forma a diminuicdo da atividade da BuChE no soro pode ser devido aos danos
figado, uma vez que essa enzima é sintetizada por este érgéo.

Niveis séricos aumentados de proteina-C reativa e niveis diminuidos de IL-10
confirmam a presenca de inflamacdo associada a hipermetioninemia. Os resultados
demonstrados neste trabalho podem ser importantes para elucidar os mecanismos
envolvidos em complicagbes associadas a hipermetioninemia contribuindo para a
busca de terapias mais especificas que podem beneficiar portadores deste erro inato

do metabolismo
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Anexo A: Carta de parecer do Comite de Etica em Experimentacdo Animal

UFPel

< em Expaimentag oo Animal ik i

Pelotas, 14 de maio de 2014

De: Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva
Presidente da Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)
Para: Professora Francieli Moro Stefanello

Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos
Senhora Professora:

A CEEA analisou o projeto intitulado: “Avaliagio de parimetros
inflamatérios e neuroquimicos em animais tratados com metionina e metionina
sulféxido”, processo n°23110.003527/2014-58, sendo de parecer FAVORAVEL a sua
execucdo, considerando ser o assunto pertinente e a metodologia compativel com os
principios éticos em experimentac¢@o animal e com 0s objetivos propostos.

Solicitamos, ap6s tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junio ao
Departamento de Pesquisa e Iniciagdo Cientifica para posterior registro no COCEPE
(codigo para cadastro n® CEEA 3527-2014).

Sendo o que tinhamos para 0 momento, subscrevemo-nos.
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Prof. Dr. Everton lfagonde da Silva
Presi da CEEA
5

Ciente em: X0/ 0J /2014

Assinatura da Professora Responsavel:
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