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Resumo

DOS SANTOS, Lien Mapelli. Avaliagédo do efeito da metionina e/ou
metionina sulfoxido sobre o fen6tipo de macriéfagos e marcadores de
inflamacéo. 2015. 79f. Dissertacdo. (Mestrado) - Programa de Pds-Graduacéao
em Bioquimica e Bioprospeccao. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A hipermetioninemia é um erro inato do metabolismo (EIM) caracterizado pela
deficiéncia da enzima metionina adenosiltransferase (MAT), que pode resultar
em elevadas concentracdes sanguineas de metionina, além da presenca de
metabolitos, como a metionina sulféxido, o metanotiol e o sulfeto de hidrogénio
no plasma e na urina dos pacientes afetados por esta doenca. Desta forma,
pacientes hipermetioninémicos podem apresentar quadros de edema cerebral,
alteracdo psicomotora e disturbios hepaticos envolvendo inflamacéo e estresse
oxidativo, cuja fisiopatologia ndo estd completamente estabelecida. Dados da
literatura sugerem que uma dieta suplementada com metionina altera o status
pro-oxidante/antioxidante em cérebro e figado de ratos. Outros estudos
revelam que os macrofagos, quando ativados, em resposta ao reconhecimento
de sinais de perigo como produtos microbianos, citocinas e mediadores
extravasados por células danificadas, tal como o ATP (Trifosfato de
Adenosina), apresentam maior capacidade de liberar mediadores proé-
inflamatorios e citotdxicos como espécies reativas de oxigénio (ROS), espécies
reativas de nitrogénio (ERN), enzimas hidroliticas, lipidios bioativos e citocinas.
Desta forma, o presente estudo teve como objetivo investigar o efeito in vitro da
metionina e/ou metionina sulfoxido sobre o fendtipo de ativacdo demacrofagos
de camundongos e a avaliacao de alguns parametros inflamatérios associados
com o estresse oxidativo e atividade das ectonucleotidases nestas células.
Nossos resultados mostraram que a exposicdo dos macrofagos in vitro a altas
concentracfes de metionina (1mM) e/ou metionina sulféxido (0.5 mM) induziu
a polarizacao dos macréfagos para um fenoétipo de ativacdo M1/classico, o qual
se relaciona com as respostas pro-inflamatérias caracterizadas pelo aumento
da atividade de iNOS (Oxido Nitrico Sintase induzida) e a liberacdo de TNF-a
(Fator de Necrose Tumoral - alfa). Além disto, o tratamento com metionina e/ou
metionina sulfoxido modulou diferencialmente a atividade das enzimas
antioxidantes superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) em cultura de
macrofagos. Entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas da
atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase (GPx). Em relacdo as
ectonucleotidases, nossos resultados mostraram um aumento da atividade
ATPase/ADPasica em macréfagos. Em conjunto, nossos achados sugerem que
o tratamento in vitro de macrofagos com metionina e/ou metionina sulféxido
induz o fendtipo de ativacdo classica M1/pré-inflamatério, promove a
modulagdo da atividade das enzimas antioxidantes, bem como das
ectonucleotidases, os quais podem estar envolvidos na patofisiologia de
doencas, contribuindo, assim, para a ativacdo do sistema imune inflamatoério
nos quadros de hipermetioninemia.

Palavras-chave: metionina; metionina sulféxido, polarizacdo de macréfagos,
estresse oxidativo, ectonucleotidases.
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Abstract

DOS SANTOS, Lien Mapelli. Evaluation of the effect of methionine and/or
methionine sulfoxide on macrophage phenotype and inflammation
markers. 2015. 79f. Dissertacao (Mestrado) - Programa de Pds-Graduagdo em
Bioquimica e Bioprospeccao. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The hypermethioninemia is an inborn error of metabolism (IEM), characterized
by the deficiency of the enzyme methionine adenosyltransferase (MAT), which
can result in high blood concentrations of methionine, and the presence of
metabolites such as methionine sulfoxide, methanethiol and hydrogen sulfide in
plasma and urine of patients affected by this disease. Therefore,
hypermethioninemic patients may exhibit cerebral edema, psychomotor
changes and liver disorders involving inflammation and oxidative stress, whose
pathophysiology is not completely established. Data from literature suggest that
a diet supplemented with methionine changes the pro-oxidant / antioxidant
status of rat brain and liver. Macrophages when activated in response to
recognition of danger signals such as microbial products, cytokines and
mediators extravasated by damaged cells, such as ATP (adenosine
triphosphate), present increased ability to release pro-inflammatory and
cytotoxic mediators as reactive oxygen species (ROS), reactive nitrogen
species (RNS), hydrolytic enzymes, bioactive lipids and cytokines. Thus, this
study aimed to investigate the in vitro effect of methionine and/or methionine
sulfoxide on the phenotype expressed by mouse macrophages and evaluate
some inflammatory parameters associated with oxidative stress and
ectonucleotidase activity of these cells. Our results showed that exposure of
macrophages at high methionine and / or methionine sulfoxide concentration
induced M1/classical macrophage polarization, which is related to a pro-
inflammatory response characterized by increased iINOS (Nitric oxide synthase
induced) activity and release of TNF-a (Tumor Necrosis Factor-alpha). In
addition, treatment with methionine (1 mM) and/or methionine sulfoxide (0.5
mM) modulated differentially the activity of the antioxidant enzymes SOD
(superoxide dismutase) and CAT (catalase) in cultured macrophages. However,
significant differences of the antioxidant enzyme GPx (glutathione peroxidase)
activity were not observed. Regarding the ectonucleotidases, our results
showed that the treatment with methionine sulfoxide alone or in combination
with methionine increased the ATPase/ADPase activities in macrophages.
Together, our findings suggest that the treatment with methionine and/or
methionine sulfoxide induced M1/classical macrophage polarization and
modulated antioxidant enzyme activities as well as of ectonucleotidases which
may be involved in the pathophysiology of diseases, thus contributing to the
activation of the inflammatory/immune system in hypermethioninemic patients.

Keywords: methionine, methionine sulfoxide, macrophage polarization,
oxidative stress, ectonucleotidases.
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1 Introducéo

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo doencas hereditarias, a
maioria autossémica recessiva, que se caracterizam pela deficiéncia de uma
proteina, normalmente uma enzima (DHERAI, 2012). Dentre os EIM, os mais
frequentes s@o os de aminoacidos, sendo um exemplo o EIM da metionina em
gue se observa a deficiéncia da enzima MAT (Metionina Adenosiltransferase).
Na deficiéncia da MAT, a concentracdo plasmatica de metionina pode atingir
até 2.500 umol/L, sendo que os valores de referéncia sdo em torno de 30
pumol/L. Elevadas concentracfes de metabdlitos, como a metionina sulféxido, o
metanotiol e o sulfeto de hidrogénio também podem ser observadas no plasma
e na urina dos pacientes afetados por esta doenca (MUDD et al., 2001).
Consequentemente, pacientes hipermetioninémicos apresentam manifestacées
clinicas como déficit cognitivo, edema e desmielinizacdo cerebral, e também
alteragcbes hepaticas envolvendo inflamagdo e estresse oxidativo, cuja
fisiopatologia ainda ndo estd completamente estabelecida (MUDD et al., 2001,
LU et al., 2001; FERNANDEZ-IRIGOYEN et al., 2010).

As células do sistema imune, através dos processos de fagocitose
desempenham um papel chave em diversas fungcbes biologicas, dentre as
guais o controle da inflamacgé&o por intermédio dos macrofagos que constituem

as principais células diferenciadas do sistema fagocitario mononuclear (SILVA
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et al.,, 2011). Os macréfagos, por sua vez, possuem como caracteristica a
capacidade de atuar em quase todos 0s aspectos que envolvem 0S processos
inflamatorios e imunes, através de sua abundancia, distribuicdo, mobilidade e
capacidade de resposta (LASKIN & LASKIN., 2001). Estas células expressam
diferentes estagios de diferenciacéo ou ativagéo, devido a sua heterogeneidade
funcional, morfolégica e metabdlica, o que possibilita que seu fendtipo
modifigue em resposta a estimulos ambientais (GORDON & TAYLOR, 2005;
LEE et al., 2005).

Quando os macréfagos sdo ativados em resposta ao reconhecimento de
sinais de perigo, como produtos microbianos, citocinas, quimiocinas e
mediadores extravasados por células danificadas, tal como o trifosfato de
adenosina (ATP) (LEY et al., 2010), passam a exibir a propriedade de liberar
fatores pro-inflamatérios e citotoxicos como espécies reativas de oxigénio
(ERO), espécies reativas de nitrogénio (ERN), lipidios bioativos, enzimas
hidroliticas e citocinas citotoxicas (LASKIN & LASKIN., 2001; FORMAN &
TORRES., 2001; OLIVEIRA et al., 2006). Este processo de “ativagao” celular
esta associado as mudancas morfolégicas, funcionais e bioquimicas nas
células (SCHULTZ., 1990; LASKIN & LASKIN., 2001).

Nucleotideos extracelulares sdo moléculas de sinalizacdo que exercem
efeitos em uma variedade de tecidos, principalmente através da interacdo com
receptores de membrana especificos (KHAKH & NORTH, 2006; WELTER-
STAHL et al.,, 2009). Entre estes, o ATP e uridina trifosfato (UTP) / uridina
difosfato (UDP) estdo sendo considerados mediadores do sistema imune inato,
pois sdo capazes de produzir uma variedade de efeitos na inflamacao, apés
serem liberados como resultado de dano celular (DI VIRGILIO et al., 2001).

Considerando a importancia da ativacdo dos macrofagos e o espectro de
sinalizacdo purinérgica nas respostas imune inatas, torna-se importante avaliar
o efeito da metionina e/ou metionina sulfoxido sobre o fenétipo de macréfagos
peritoneais de camundongos e sobre parametros de estresse oxidativo para,
desta forma, contribuir na elucidagéo da fisiopatologia da hipermetioninemia e

de futuras estratégias de prevencao desta doenca metabdlica.


http://www.sinonimos.com.br/heterogeneidade/
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2 Objetivos

Objetivo Geral

Investigar o efeito in vitro da metionina e/ou metionina sulféxido sobre o

fendtipo expresso por macrofagos de camundongos, analisando a atividade de

enzimas antioxidantes e das ectonucleotidases nestas células.

Objetivos Especificos

Determinar o fendtipo expresso por macréfagos peritoneais de
camundongos em cultura frente a exposi¢cdo in vitro de metionina e/ou
metionina sulfoxido através da medicdo dos niveis de nitrito, TNF-a, bem

como da determinacgao da atividade da arginase e medicao de IL-10;

Avaliar o efeito da metionina e/ou metionina sulféxido in vitro sobre a

hidrolise de ATP, ADP e AMP em macrofagos de camundongos;

Avaliar os parametros de estresse oxidativo, como a atividade das enzimas
antioxidantes catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e
glutationaperoxidase (GPx) em cultura de macréfagos peritoneais de
camundongos apo0s exposi¢cdo in vitro de metionina e/ou metionina

sulféxido.
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3 Revisdao da Literatura

Erros Inatos do Metabolismo

Os erros inatos do metabolismo sdo doencas hereditarias metabolicas
(DHM), provenientes de um erro especifico, normalmente enzimatico, que
resulta na diminuicdo total ou parcial da atividade enzimatica, tendo como
consequéncia a auséncia do produto esperado e o acumulo de substrato ou até

mesmo o0 surgimento de uma rota metabdlica alternativa, que podera levar a
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geracdo de um produto alternativo, geralmente toxico, quando presente em
altas concentracdes plasmaticas (AMANCIO et al., 2007). Todos estes pontos

estao ilustrados na figura 1.

Inibigao por perda de Feed Back

Substrato—j,‘-',i—» Produto

'

Via Alternativa

Produto
Toxico

Efeitos
Sistémicos "

b

Figura 1. Diagrama representativo das causas e consequéncias dos erros inatos do
metabolismo. Adaptado de RAO et al., 2009.

Atualmente, os EIM representam cerca de 10% de todas as doencas
genéticas, visto que ja foram descritas mais de 500 DHM que afetam os
processos de sintese, degradacao, transporte e armazenamento de moléculas
no organismo (SCRIVER et al., 2001; EL HUSNY et al, 2006). A frequéncia
destas doencas € muito baixa quando analisadas de forma individual, o que as
torna raras, porém, quando analisadas em conjunto chegam a atingir um a
cada mil recém-nascidos vivos (GIMENEZ- SANCHEZ et al., 2001; AMANCIO
et al., 2007).

A maioria dos EIM sao detectados através da triagem neonatal, e em

outros casos, apos as primeiras manifestacdes clinicas da doenca que ocorrem
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usualmente na infancia (SOUZA; SCHWARTZ; GIUGLIANI, 2002). Quando néao
tratados, os EIM podem causar uma série de consequéncias no periodo
neonatal, como o acumulo de metabdlitos toxicos e a falta de produtos
essenciais, ambas levando a manifestacdes clinicas subsequentes, que vao
desde alteragbdes hepaticas, inflamatdrias, déficit neurologico até grave
comprometimento cognitivo e até mesmo culminar na morte do individuo
afetado por estas desordens metabdlicas (SCRIVER et al., 2001; RAO et al.,
2009; CAMP et al., 2012; DHERAI, 2012).

A estratégia de tratamento mais utilizada é baseada no fornecimento de
suplementos alimentares especializados, com a finalidade de tentar contornar
um transtorno metabdlico especifico, que se manifesta em decorréncia da
presenca de anormalidades bioquimicas resultantes da deficiéncia enzimatica
parcial ou total (CAMP et al., 2012). Dependendo da relevancia da rota
metabdlica atingida, este blogueio podera repercutir de diversas formas
clinicas, geralmente produz sintomas graves que afetam o Sistema Nervoso
Central (SNC) e levam ao atraso no desenvolvimento do individuo, culminando
em efeitos permanentes e muitas vezes fatais se o tratamento adequado nao
for imediatamente iniciado (SCRIVER et al, 2001; RAO et al., 2009).

Os EIM podem ser classificados pela area do metabolismo afetada
(SAUDUBRAY & CHARPENTIER, 2000), sendo estes subdivididos em EIM de:
aminoacidos, acidos organicos, glicidios, lipidios, glicosaminoglicanos,
glicoproteinas, purinas e pirimidinas, enzimas eritrocitarias, metais,
lipoproteinas, hormdnios e proteinas plasmaticas. Clinicamente podem ser
divididos em distarbios do metabolismo intermediario, da sintese ou
catabolismo de moléculas complexas, e falhas de producdo ou consumo de
energia (SCRIVER et al., 2001). Dentre os EIM mais frequentes estdo os que
envolvem o metabolismo de aminoacidos, tal como a doenca do xarope de
bordo, a fenilcetondria, a hiperprolinemia, a homocistindria e a

hipermetioninemia, que sera o objeto deste estudo.

Hipermetioninemia
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A metionina € um aminoacido essencial em mamiferos; sua metabolizacdo
ocorre principalmente no figado, que utiliza mais de 70% da metionina da dieta
(STROUS et al.,, 2008; YAMADA et al.,, 2012). Quando presente em altas
concentracbes plasméaticas, a metionina exerce efeitos toxicos para o
organismo incluindo dano neurolégico e hepatico (MUDD et al., 2000, 2001,
STEFANELLO et al., 2005, 2007).

A hipermetioninemia é considerada um EIM que foi evidenciado pela
primeira vez em 1974, através da bidpsia de extratos hepéticos de individuos
hipermetioninémicos (COUCE et al., 2013). Esta doenca como uma importante
caracteristica a deficiéncia total ou parcial da enzima metionina
adenosiltransferase (MAT) (MUDD et al., 2000, 2001).

Diversos estudos de carater genético revelam que a deficiéncia da
enzima MAT, em pacientes com hipermetioninemia isolada, ocorre devido a
mutacdes no gene MAT1A, gue é responsavel por codificar as subunidades
cataliticas de duas isoenzimas presentes em células hepaticas maduras (MAT |
e MAT Ill) (MUDD et al., 2000, 2001; HIRABAYASHI et al., 2013). Na maioria
das vezes, a deficiéncia de MAT I/l é herdada de forma autossomica
recessiva, apesar da forma dominante ja ter sido relatada em alguns estudos
(CHIEN et al., 2005; MARTINS et al., 2012), ou também pode apresentar
origem ndo genética como disfuncdo hepética, dieta rica em metionina, baixo
peso ao nascer e criancas prematuras (BJURSELL et al., 2011; FURUJO et al.,
2012). Aléem da deficiéncia desta enzima, sdo conhecidas outras condicfes
genéticas que ocasionam o0 aumento anormal de metionina tais como:
deficiéncia de cistationina B-sintase (CBS), de glicina N - metiltransferase
(GNMT), de S - adenosil - homocisteinahidrolase  (SAHH),
fumarilacetoacetatohidrolase (FAH), entre outras (MUDD et al., 2011).

A metionina, derivada da dieta ou da degradacdo de proteinas
endogenas, obtém um grupo adenosil do trifosfato de adenosina - ATP e, por
sua vez € convertida em S-adenosil-metionina (SAM) pela MAT.
Posteriormente, a SAM é convertida, por diversas metiltransferases, em S-

adenosilhomocisteina (SAH) que sofre hidrélise em adenosina (Ado) e
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homocisteina (Hcy) por intermédio da enzima SAHH (LENTZ et al., 2005;
FINKELSTEIN, 2007; WILLIAMS & SCHALINSKE, 2010).

A Hcy sintetizada podera ser metabolizada a metionina pela via de
remetilacdo através de duas rotas: uma catalisada pela enzima metionina
sintase (MS), dependente de cianocobalamina (vitamina B12), que realiza a
transferéncia de um grupo metil derivado do N5-metiltetraidrofolato para a Hcy;
ou atravées da rota da betaina, catalisada pela betaina homocisteina
metiltransferase (BHMT). A Hcy também podera ser irreversivelmente
metabolizada a cisteina através da via de transulfuracdo, por meio da
condensacdo com a serina que produzira cistationina, em uma reacao
catalisada pela enzima CBS dependente de vitamina B6 (piridoxalfosfato).
Apds, a cistationina é clivada a cisteina pela enzima cistationina y-liase (CGL)
(CHAMBERLIN et al., 2000; FINKELSTEIN, 2007; BJURSELL et al.,, 2011)

(Figura 2).

VIA DE REMETILAGAO w MAT . ATP

Acido Félico s
/ THF DMG Aceptor de Metila
-10 - MS
5-10- MHTF B12 BHMT Aceptor Metilado
\ Betaina o
5 -ME
MTHFR THF

Homocisteina

Adenosina
CBS B6
VIA DE TRANSFULRA(;AO I: a

CISTATIONINA e CISTEINA

Figura 2. Metabolismo da metionina. SAM: S-adenosil-metionina; SAH: S-adenosil-
homocisteina; CBS: cistationina  B-sintase; MS: metionina  sintase; BHMT:
betainahomocisteinametiltransferase; MTHFR: metileno tetrahidrofolatoredutase; DMG: dimetil
glicina; THF: tetrahidrofolato; 5-10-MTHF: 5,10-metilenotetrahidrofolato; 5-Me-THF: 5-
metiltetrahidrofolato. Adaptado de Lentz, 2005.
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O figado é o principal 6érgdo onde é metabolizado o excesso de Met,
consequentemente é o Orgdo responsavel pela manutencdo dos niveis
adequados de Hcy. Desta forma, a SAM, que € um importante doador de
grupos metila para a biossintese de diversos compostos importantes, como
fosfolipidios, RNA, DNA, também de alguns neurotransmissores como a
dopamina, serotonina e norepinefrina, ird exercer um papel primordial na
regulacéo dos niveis de Hcy (CHAMBERLIN et al., 1996; FURUJO et al., 2012;
MUDD et al., 2001). Quando os niveis de SAM encontram-se elevados, ocorre
uma reducdo na via de remetilacdo da Hcy a Met por meio da inibicdo da
atividade da MTHFR. Em contrapartida, quando ocorre o acumulo de Hcy, a
SAM promove o catabolismo deste aminoacido através da transulfuracdo por

ativacdo da CBS (FINKELSTEIN, 2007).

Sintomatologia

A grande maioria de individuos acometidos por esta doenca € livre de
sintomas, no entanto, anormalidades neuroldégicas como desmielinizacdo
cerebral, atribuidas a deficiéncia de SAM no liquido cefalorraquidiano, foram
relatadas em diversos estudos (CHAMBERLIN et al., 1996; MUDD et al., 2001;
FURUJO et al., 2012). Também podem apresentar quadros de edema cerebral,
miopatia, retardo do desenvolvimento psicomotor e distlurbios hepaticos
envolvendo inflamac&o e estresse oxidativo (MUDD et al., 2001; FERNANDEZ-
IRIGOYEN et al., 2010).
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Os valores normais de metionina no plasma estdao em torno de 30
pmol/L. No entanto, nos casos mais graves da doenca, em que a atividade da
enzima MAT encontra-se significativamente alterada em virtude de mutacdes
severas, 0s niveis de metionina plasmatica podem chegar a atingir até 2.500
umol/L (MUDD et al., 2001). Adicionalmente, também é possivel detectar o
aumento do nivel total de Hcy plasmatica que pode estar associado ao risco
elevado de doencas trombdticas (FURUJO et al., 2012; MARTINS et al., 2012).
Paralelamente, ocorre elevacdo dos niveis de metionina sulfoxido, de
metanotiol e sulfeto de hidrogénio, no plasma e urina, resultantes da rota
alternativa do metabolismo da metionina (MUDD et al., 2001).

Uma caracteristica clinica importante da hipermetioninemia é o
surgimento de um odor de enxofre no suor, urina e respiracdo dos pacientes
afetados, devido a presenca do produto sulfureto de dimetilo oriundo do
metabolismo alternativo da metionina. Nos casos de pacientes com deficiéncia
severa de MAT 1/ lll, o nivel de homocisteina plasmatica total (tHcy) também
pode estar elevado (FURUJO et al., 2012; COUCE et al., 2013; HIRABAYASHI
et al., 2013).

Diagnostico e Tratamento

A hipermetioninemia isolada é bioquimicamente caracterizada pelo
acumulo tecidual de metionina e pela auséncia do produto SAM, em virtude da

deficiéncia total ou parcial da enzima MAT. Ainda, metabdlitos como metionina
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sulféxido (MetO) e metanotiol podem ser encontrados em elevadas
concentracfes no plasma e urina dos pacientes afetados (MUDD et al., 2011).

Geralmente, o distirbio € detectado no periodo neonatal, através de
achados bioquimicos inconsistentes para o diagnéstico de homocistindria
causada por deficiéncia de CBS (COUCE et al., 2013; HIRABAYASHI et al.,
2013; NAGAO et al., 2013). No entanto, niveis altos de metionina também
podem ser sugestivos de outras desordens metabdlicas como ja relatado
anteriormente. Desta forma, a fim de excluir outras causas de
hipermetioninemia é necessério definir a natureza molecular da mutagéo de
MAT1A e apurar possiveis correlacdes e causalidades entre o gendtipo e os
resultados clinicos apresentados pelos individuos afetados (NAGAO et al.,
2013). A fim de evitar os efeitos permanentes da doenca, € importante realizar
o diagndstico nos primeiros dias de vida da crianga (COUCE et al., 2013)

O tratamento é fundamentado em uma dieta restritiva do aminoacido
metionina com frequente monitoramento metabdlico, a fim de impedir os danos
ocasionados pela elevada concentracdo plasmatica deste aminoécido.
Entretanto, esta estratégia terapéutica restritiva, pode reduzir ainda mais 0s
niveis de SAM, agravando os danos neuroldgicos presentes nos pacientes

hipermetioninémicos (CHIEN et al., 2005).

Radicais Livres e Estresse Oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (ERO) — termo utilizado para designar
radicais livres (anion superéxido e radical hidroxila) e alguns nado radicais
derivados do oxigénio (peréxido de hidrogénio e oxigénio singleto) sé&o
produzidas de forma constante no metabolismo, especialmente na cadeia
respiratoria mitocondrial, sendo que cerca de 2-5% do oxigénio consumido sao
transformados nestas espécies (HALLIWELL, 2011).Fisiologicamente, estas
espécies desempenham um importante papel durante o processo fagocitario,
regulacdo da atividade de proteinas, sinalizacdo celular e na resposta
imunologica. Por outro lado, quando produzidas de forma excessiva podem
gerar danos ao organismo, uma vez que, apresentam a caracteristica de serem
altamente reativas (HALLIWELL &GUTTERIDGE, 2007; ELLAH, 2011).
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Com o propdsito de evitar os efeitos nocivos das espécies reativas, 0
organismo dispbe de defesas antioxidantes, a fim de inibir e/ou reduzir a
oxidacdo de biomoléculas. Este sistema de defesa pode ser dividido em
enzimatico e ndo enzimatico. As defesas antioxidantes enzimaticas
compreendem a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationaperoxidase (GPx), dentre outras. JA 0s mecanismos ndo enzimaticos
sdo compostos por uma grande variedade de substancias antioxidantes que
podem ter origem enddgena ou ser proveniente da dieta, incluindo &cido
ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutationa (GSH), carotenoides,
flavonoides entre outros (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007; SREEKUMAR,;
HINTON; KANNAN, 2011; HALLIWELL, 2012; RAJENDRAN et al., 2014).

Estudos demonstram que o estresse oxidativo, pode estar associado
direta ou indiretamente a diversas doencas como, inflamacao, disfuncéo
hepatica, carcinogénese, aterosclerose, doenca cardiaca isquémica,
hipertensdo, insuficiéncia cardiaca congestiva, doencas neurodegenerativas e
EIM de aminoéacidos (HALLIWELL &GUTTERIDGE, 2007; MISRA et al., 2009;
NEDIANI et al., 2011; MACHADO et al., 2011; FERREIRA et al., 2012; COSTA
et al., 2013). Neste contexto, estudos evidenciaram que elevadas
concentracfes de metionina e/ou MetO, tanto in vitro como in vivo, afetam o
estado redox celular e induzem o estresse oxidativo em cérebro (STRECK et
al., 2002, 2003; STEFANELLO et al., 2005) e figado de ratos (COSTA et al.,
2013; MORI & HIRAYAMA, 2000; STEFANELLO et al., 2009, 2011;
YALCINKAYA et al., 2007). Adicionalmente, pesquisadores verificaram que a
exposi¢ao cronica a metionina induz estresse oxidativo e provoca alteracfes
histologicas em figado de ratos (STEFANELLO et al., 2009; COSTA et al.,
2013).

Sistema Imune e Inflamacgéo

O sistema imune € dividido em dois componentes principais: o0 sistema
imune inato e o adaptativo. A defesa inata inclui sistemas de defesa que, em
sua maior parte, estdo presentes e prontos para serem mobilizados em uma

infeccdo, ndo sado especificos para um antigeno e reagem da mesma maneira
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para uma variedade de organismos, por sua vez, ndo desenvolvem memoria
imunologica (ROSA et al., 2002; MACEDO et al., 2010). Os elementos do
sistema imune inato incluem barreiras anatbmicas, moléculas de secrecéo e
componentes celulares. Entre as barreiras mecanicas anatomicas estao a pele
e camadas epiteliais internas, o movimento dos intestinos e a oscilagdo dos
cilios bronco pulmonares. Associados a essas superficies protetoras estdo
presentes agentes quimicos e biolégicos (ABBAS et al., 2008).

Ja o sistema imune adaptativo requer algum tempo para reagir contra
um organismo invasor, possui memodria imunoldgica, é especifico para um
antigeno, agindo exclusivamente contra o organismo que induziu a resposta.
Ele “lembra” que ja encontrou o invasor e reage mais rapidamente a exposicao
subsequente a0 mesmo agente. Este sistema é composto por células que
apresentam memoria e especificidade tais como linfocitos T e B e fatores
humorais. E importante destacar que elementos do sistema inato podem
exercer funcdes como efetores do sistema adaptativo (ROSA et al.,, 2002;
MACEDO et al., 2010).

A inflamacdo é um mecanismo homeostatico complexo que tem por
objetivo exercer a funcdo de protecdo da integridade do organismo contra
agentes nocivos enddgenos ou exogenos (DI VIRGILIO E VUERICH, 2015). A
resposta inflamatéria consiste basicamente na liberacdo de mediadores, com
posterior recrutamento de diversas células inflamatérias provenientes da
circulacdo. Estas células inflamatérias sdo ativadas no local do processo
inflamatorio e desta forma levam a liberacdo de mais mediadores. Entre estes
mediadores podemos destacar as proteinas de fase aguda (proteina C reativa,
alfa-1-glicoproteina &acida, alfa-1-antitripsina, fibrinogénio, haptoglobina e
ceruloplasmina), citocinas (interleucina 1- beta (IL-18B), interleucina-2 (IL-2),
interferongamma (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)), quimiocinas
(interleucina-8 (IL-8) e proteina quimiotatica de mondcito do tipo 1 (MCP-1)),
prostaglandinas (PGE2) e 6xido nitrico (NO*®) (COLTON, 2009; SALERNO et
al., 2002; ZHANG, 2008).

Parte da resposta inflamatoria é dada pelo recrutamento de neutréfilos e
de macrofagos ao local da infec¢do. Estas células representam a principal linha

de defesa no sistema imune néo especifico. Durante o desencadeamento da
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resposta imune os macrofagos liberaram mediadores quimicos tais como
citocinas, proteinas sinalizadoras, ERO, espécies reativas de nitrogénio (ERN),
interferons (IFN), que recrutam outras células inflamatoérias, como os neutrofilos
(FORMAN & TORRES, 2001; LASKIN & LASKIN, 2001; OLIVEIRA et al., 2006;
MACEDO et al., 2010).

Macrofagos

Os macrofagos sdo uma populacédo heterogénea de células imunes que
pertencem ao sistema fagocitico mononuclear. S&o capazes de atuar
extensivamente em eventos regulatorios, como na inducdo ou resolucdo da
inflamacé&o, acao tumoricida, microbicida, producdo de citocinas, apresentacao
de antigenos aos linfécitos, na reparacao e renovacgao tecidual (KLIMP et al.,
2002; LEE et al., 2005).

Os macréfagos podem estar situados em diversos locais do organismo,
e desta forma, podem diferenciar-se de forma especifica adquirindo morfologia
e funcbes que sdo caracteristicas de cada tecido onde residem. Como
exemplo, podemos citar os macréfagos peritoneais situados no peritbnio, as
células de Kupffer no figado e a microglia no SNC (GORDON et al., 2003).
Estas células séo identificadas pela presenca do marcador de superficie CD14
e constituem a primeira linha de defesa contra patogenos (WRIGHT et al.,
1990; DEY et al., 2015; TYTECA et al., 2015).

Fenotipo de Ativacédo dos Macrofagos
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Diversos sdo 0s mecanismos capazes de produzir uma mudanga no
perfil de ativacdo dos macréfagos. Dentre estes mecanismos, podemos
mencionar o dano celular através de sinais de perigo endégenos (ZHANG et
al., 2008), além de fatores de sinalizacdo, como a producdo diferencial de
citocinas de linfécitos Thl e Th2 da resposta imune inata e adaptativa, que
podera elevar a producdo de fatores com atividade antimicrobial ou levar a
susceptibilidade a infeccbes (ABBAS, 2008). Desta forma, os macréfagos sao
capazes de apresentar uma surpreendente plasticidade, o que lhes permite
modificar seu fen6tipo em resposta a estimulos ambientais (GORDON, 2003).

Estas células tém sido classificadas de acordo com o seu fenétipo em
M1 e M2, os quais representam o0s extremos de ativacdo, sendo que M1
corresponde aos macrofagos ativados classicamente com fungcdo pro-
inflamatéria e M2 aos macréfagos ativados alternativamente, que exibem
atividade anti-inflamatéria, funcdo de remodelacéao, cicatrizacéo e de reparacao
tecidual (GORDON, 2003; MOSSER et al., 2008; MARTINEZ et al., 2009;
MANTOVANI et al., 2009; LIU et al., 2014; MARTINEZ & GORDON, 2014). A
estimulacdo dos diferentes fenétipos de ativacdo pode ser realizada in vitro
com o uso de IFN-y e/ou lipopolissacarideos (LPS) fendtipo de ativacéo
classica/M1, bem como de interleucina-4 (IL-4) ou a combinacédo IL-4 /
interleucina-13 (IL-13) para induzir um fendtipo de ativagédo alternativa/M2
(GORDON et al., 2003; GORDON & TAYLOR, 2005; MARTINEZ et al., 2009;
TYTECA et al., 2015).

Macrofagos de fendtipo M1 séo caracterizados pela liberacdo da citocina
TNF-a e pela producdo de ERN e ERO, apresentando atividade pré—
inflamatoria (BOHLSON et al., 2014; TYTECA et al., 2015). Por outro lado, os
macrofagos de fendtipo M2 apresentam como caracteristica a producao de
fatores de crescimento, de interleucina-10 (IL-10), expressdo de niveis
elevados de arginase, e a regulacdo de diversos receptores, tal como o
receptor de manose (CD206), estando relacionado a uma acao
imunossupressora constituinte de processos de reparacdo tecidual e de
angiogénese, (STEIN et al., 1992; BOHLSON et al., 2014; TYTECA et al.,

2015) conforme ilustrado na figura 3.
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Figura 3. Extremos de ativacao de macréfagos in vitro. Adaptado de BOHLSON et al., 2014.

Alguns pesquisadores preconizam que a classificacdo dos macrofagos
deve estar baseada na funcdo que eles realizam na manutencdo da
homeostasia (MOSSER et al.,2008). Logo, foi proposta a existéncia de trés
populacbes de macriéfagos: macréfagos ativados, macréfagos de reparo
tecidual e os reguladores. Os macréfagos ativados sdo os classicos, que
exercem uma atividade tumoricida e microbicida com propensdo a secretar
grandes quantidades de mediadores pro-inflamatérios, também atuam na
apresentacao de antigenos aos linfécitos T envolvidos com a resposta imune
celular. J& os macrofagos responsaveis pelo reparo tecidual sdo aqueles
ativados pela IL-4, responsaveis pela estimulacdo dos fibroblastos e o
favorecimento da deposicdo de matriz extracelular. O terceiro tipo exibe uma
acao reguladora, por meio da liberacdo de uma citocina anti-inflamatoria, a IL-
10 (MOSSER et al., 2008; CRUVINEL et al., 2010).

No entanto, como ndo ha nenhum consenso, até o presente momento na
literatura, a classificacdo M1 (ativacao classica) e M2 (ativacao alternativa) € a

gue segue prevalecendo e sera utilizada neste trabalho.
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Sistema Purinérgico

O controle da resposta inflamatoria é extremamente importante para a
manutencdo das fun¢fes bioldgicas. Diferentes vias de sinalizac¢éo, incluindo o
sistema purinérgico, orquestram de forma integrada este complexo sistema. A
sinalizacao purinérgica € uma rota de comunicacéao célula — célula, evidenciada
pela atividade de purinas extracelulares (ATP, ADP e adenosina) e pirimidinas
(UTP e UDP) como moléculas sinalizadoras (AGTERESCH et al.,, 1999;
BURNSTOCK & KNIGHT, 2004). Estas moléculas exercem seus efeitos por
meio da interacdo com receptores de membrana especificos (receptores
purinérgicos ou purinoceptores) que podem estar envolvidos em diferentes
processos biolégicos incluindo neurotransmissédo, regulacdo da resposta
imune, inflamacdo, dor, agregacdo plaquetaria, vasodilatacdo mediada pelo
endotélio, proliferacao celular, morte celular, entre outros (AGTERESCH et al.,
1999; BURNSTOCK, 2009).

O ATP, molécula sinalizadora do sistema purinérgico, € um nucleotideo
trifosfatado que esta presente em todas as células e participa da regulacdo de
varios processos fisiopatoldégicos no meio extracelular, além de ter como uma
de suas principais funcdes a de fornecer energia para as células dos
organismos vivos quando no meio intracelular (RALEVIC & BURNSTOCK,
1998; BURNSTOCK, 2009). Em situacdes patofisiolégicas, tais como lise
celular, hipdéxia e inflamacéo, concentragcdes aumentadas de ATP podem ser
liberadas no meio extracelular e sinalizar o local danificado contribuindo para a
iniciacdo da resposta imune (BLACKBURN et al., 2009; DI VIRGILIO et al.,
2009). Além destas formas de liberacdo associadas ao dano celular,
atualmente é reconhecido que o ATP liberado de células ilesas é também um
mecanismo fisioldgico (BODIN et al.,2001; LAZAROWSKI et al., 2003, 2012).0
ATP nao apresenta a capacidade de atravessar as membranas bioldgicas por
difusdo ou transporte ativo, logo o controle de sua concentragéo extracelular é
mediado pela acdo sistematizada de enzimas denominadas de
ectonucleotidases, tanto em situagfes fisiologicas como patologicas (AL-

RASHIDA & IQBAL, 2014). As ectonucleotidases exercem um papel-chave na
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modulacdo da sinalizagdo purinérgica, através de reacfes que catalisam a
conversdo de ATP até adenosina (ADO) (ROBSON et al., 2006). Essas
enzimas compreendem as ecto-nucleosideo trifosfo-difosfohidrolase (E-
NTPDases), as quais catalisam a degradacao sequencial de ATP em ADP e
AMP; as ecto-pirofosfato-fosfodiesterases (E-NPP), que catalisam a hidrolise
de ATP para AMP; as fosfatases alcalinas (ALP), que catalisam a degradacao
de ATP ou ADP em ADO, e de AMP para ADO e por ultimo a ecto-5'-
nucleotidase (Ecto-5’-NT/CD73), que catalisa a hidrélise de AMP para ADO.
Logo, essas ectoenzimas constituem uma cascata enzimatica altamente
eficiente, habil em controlar a concentracdo e o tempo em que 0s nucleotideos
e nucleosideos sinalizadores permanecem no espaco extracelular
(ZIMMERMANN, 2001; FIELDS & BURNSTOCK, 2006; BURNSTOCK, 2013),
conforme pode ser observado na figura 4.



35

Extracelular E - NPP
.ATPE-NTPDase = ENTPDase = cors: Mmoo
—_— —l —_
o0 @
: I.l ® o
\ ~ lnl ’ In Externa
J \ \
Pannexin-1 P2X P2Y AR
® e
ATP Interna
Intracelular

Figura 4.Representacdo esquematica dos elementos envolvidos na liberacdo de adenosina 5’ -
trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP), adenosina e
subsequente ativacdo da sinalizacdo purinérgica. Ecto-pirofosfato-fosfodiesterases (E-NPP),
ecto-nucleosideotrifosfo-difosfohidrolase (E-NTPDase), ecto-5'-nucleotidase (Ecto-5'-
NT/CD73). Adaptado de VELASQUEZ et al., 2014.
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Sinalizacao Purinérgica, Resposta Imune e Inflamatoria

A importancia dos nucleotideos extracelulares na interacdo célula-célula
tem sido pesquisada minuciosamente por décadas, principalmente no SNC
(sinapses neuronais), e desde entdo muitos aspectos da sinalizacdo
purinérgica em neurénios foram elucidados (ABBRACCHIO et al., 2009), como
também no sistema cardiovascular (DRURY & SZENT-GYORGYI, 1929)
enquanto que suas fungdes no sistema imune séo ainda pouco compreendidas.
Contudo, a descoberta de a¢Bes que envolvem o sistema purinérgico e células
imunes tem avancado nos ultimos anos, sobretudo no que diz respeito ao
interesse dos pesquisadores sobre o funcionamento destes sistemas nos
processos fisiopatolégicos no meio extracelular (DI VIRGILIO & VUERICH,
2015).

Estudos revelam que in vivo o ATP estd presente em altas
concentracbes no espaco extracelular durante a inflamacgéo (IDZKO et al.,
2007; PELLEGATTI et al., 2008; DI VIRGILIO & VUERICH, 2015), desta forma,
promove o controle do processo inflamatério através da atuacdo de forma
integrada com o sistema imunolégico. Os nucleotideos, principalmente o ATP,
guando liberados para o meio extracelular, sinalizam ao sistema imune sobre a
existéncia de danol/injaria celular que pode ser de origem enddgena ou
exégena (BOURS et al.,2006; DESAI et al., 2014).

Nas células T, o ATP € importante na secrecédo de INT-y e IL-2, que séo
mediadores fundamentais na ativagcédo da resposta imune (LANGSTON et al.,
2003). O ATP também esta envolvido no recrutamento de mondcitos circulantes
para tecidos alvo; induz a migracéo e diferenciacdo de células dendriticas, que
alteraram a resposta imune; além disto, o ATP extracelular, torna-se um
importante estimulo nos macréfagos para a producéo de citocinas como IL-1a
(Interleucina-1-alfa), IL-1B, IL-6 (interleucina-6), IL-18 (interleucina-18) e TNF-q,
guando liga -se ao receptor P2X7 (receptor purinérgico ionotropico) (GUERRA
et al.,2003; LA SALA et al., 2003; LEMAIRE et al.,2003). Entretanto, a acao de
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citocinas Th2 como IL-4, IL-10 leva a diminuicdo da expresséao de receptores
P2X7 em macréfagos (HUMPHREYS et al., 1996).

A adenosina, produto de degradacdo do ATP, também é considerada
uma molécula mediadora da resposta imune (DI VIRGILIO & VUERICH, 2015),
que realiza fungBes opostas as do ATP extracelular, ou seja, atua promovendo
a angiogénese e dessa forma resulta em uma resposta imunossupressora, a
fim de preservar os tecidos adjacentes a inflamacdo da agressdo produzida
pelas células de defesa (FRANTZ et al.,, 2005; BOURS et al.,2006). Nos
macréfagos, a adenosina promove a diminuicdo da producdo de uma citocina
com acdao proé-inflamatéria, a IL-12, como também diminui a formacéo de IFN-y,
molécula primordial na ativacdo de macréfagos. Por outro lado, tal nucleosideo
estimula a producdo de IL-10, um fator inibidor de macrofagos ativados
(HASKO & CRONSTEIN, 2004; ANTONIOLI et al., 2013).

Na superficie de mondcitos e macréfagos estdo presentes os receptores
P2X e P2Y (receptor purinérgico metabotrépico), cujas expressées modificam
de acordo com o estimulo do ambiente e o estagio de maturacdo celular (DI
VIRGILIO et al., 2001; LEMAIRE et al., 2006; SILVA et al., 2011; DESAI et al.,
2014). A liberacado de elevados niveis de ATP para o meio extracelular resulta
na ativacao do receptor P2X7, que leva a abertura dos poros de membrana,
induzindo a permeabilizacdo das células para moléculas de até 800 Da. O
receptor P2X7 também é responsavel por provocar diferentes efeitos da
inflamacg&o, como a inducédo de apoptose, proliferacdo e fusdo em diferentes
tipos celulares (DI VIRGILIO et al., 2001; LEMAIRE et al., 2006; SILVA et al.,
2011), além disso, promove a liberacéo de citocinas pré-inflamatérias, como IL-
18 e IL-6 em macrofagos e mastdcitos de humanos e ratos (DI VIRGILIO et al.,
2001; BULANOVA et al., 2005; WELTER-STAHL et al., 2009).

Quando os macréfagos sofrem acéo do IFN- y, LPS ou TNF-a ocorre um
aumento na expressdo de receptores P2X7 que estimula a adesédo celular ao
endotélio vascular, trajeto importante para que ocorra a produgcdo de
guimiocinas e a consequente saida dos leucécitos dos vasos sanguineos,
processo este denominado de diapedese (HUMPHREYS et al., 1996). Assim,
imunomoduladores, como o ATP extracelular e seus produtos de degradacao
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como a adenosina, agem como sinalizadores, contribuindo para o controle da

inflamacé&o e da resposta imune (BOURS et al.,2006).

Zanin e colaboradores (2010) evidenciaram que a Hcy (in vitro e in vivo)
inibiu a hidrolise de ATP e ADP em plaquetas de ratos. Além disso, em
macrofagos, foi evidenciado que esse aminoacido induziu aumento na hidrolise
de nucleotideos (ZANIN et al.,, 2013). Do mesmo modo, outros trabalhos
revelaram que o acumulo plasmético de aminoacidos pode resultar em
modulacdo da atividade das ectonucleotidases a qual pode estar envolvida na
patofisiologia de doencas, contribuindo, por exemplo, para a ativacdo do
processo inflamatério (BERTI, 2000; ROSEMBERG et al., 2010; SCHERER et
al., 2012, ZANIN et al., 2012).


http://link.springer.com/search?facet-author
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Manuscrito

Todos os resultados dessa dissertacéo
serdao apresentados na forma de
manuscrito.
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Abstract

Methionine is an essential amino acid involved in critical metabolic process and the
regulation of methionine flux through the metabolism is important to supply this amino
acid for cell needs. Elevation in plasma methionine commonly occurs due mutations in
methionine-metabolizing enzymes, such as methionine adenosyltransferase (MAT).
Hypermethioninemic patients exhibit clinical manifestations, including neuronal and
liver disorders involving inflammation and tissue injury, which pathophysiology is not
completely established. Here, we hypothesize that alterations in inflammatory response
may contribute to the effects of hypermethioninemia. To this end, macrophage cultures
were exposed to methionine and its metabolite methionine sulfoxide and macrophage
polarization and inflammation-related pathways, as oxidative stress and purinergic
signaling, were evaluated. We observed that methionine and/or methionine sulfoxide
induced M1/classical macrophage activation, which is related to pro-inflammatory
responses characterized by increased iNOS activity and TNF-a release. We further
demonstrated that the treatment promoted alterations on redox state of macrophage
cultures by differentially modulate the activity of SOD and CAT. Finally, methionine
and/or methionine sulfoxide treatment also altered the extracellular nucleotide
metabolism, promoting an increase of ATPase/ADPase activities in macrophages. In
conclusion, these modifications contribute to a pro-inflammatory response, which may

be involved in cell injury observed in patients.

Key words
Methionine; Methionine sulfoxide; Macrophage Polarization; Redox status;

Ectonucleotidases.
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1. Introduction

Hypermethioninemia is an inborn error of amino acid metabolism commonly
related to methionine adenosyltransferase (MAT) deficiency (Bjursell et al., 2011;
Finkelstein, 2006; Mudd et al., 2001). As result of altered methionine metabolism, a
persistent increase of this amino acid and its metabolite methionine sulfoxide is found in
blood and tissues of patients (Mudd et al., 2001), leading to oxidative stress and tissue
damage with inflammatory responses associated (Avila et al., 2000; Mudd et al., 2001).
Hypermethioninemic patients exhibit clinical manifestations, including cognitive
impairment, cerebral edema and demyelination as well as liver disorders involving
inflammation and tissue injury, which pathophysiology is not completely established
(Fernandéz-Irogoyen et al, 2010; Lu et al., 2001; Mudd et al., 2001).

Macrophages are key components of innate immune response, acting in almost
all aspects of inflammatory processes, through its abundance, distribution, mobility and
responsiveness (Laskin, 2009). Additionally, these cells are characterized by a marked
heterogeneity and its activation spectrum is modulated by the microenvironment
(Martinez et al., 2014). M1l/classical macrophage activation (pro-inflammatory
phenotype) is characterized by pro-inflammatory cytokine production, release of
cytotoxic mediators as reactive oxygen and nitrogen species (ROS/RNS), increased
phagocytic and microbicidal activities, and ability to initiate an adaptive immune
response. In opposite, MZ2/alternative macrophage activation (anti-inflammatory
phenotype) is characterized by an anti-inflammatory activity, remodeling function,

wound healing and tissue repair, which indicate the resolution of inflammatory response
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(Gordon, 2003; Liu et al.,, 2014; Mantovani, 2009; Martinez and Gordon, 2014;
Martinez et al., 2009; Mosser and Edwards, 2008).

Macrophages are activated in response to danger signals such as microbial
products, cytokines, chemokines and mediators released by damaged cells, such as
nucleotides (Di Virgilio et al., 2001; Ley et al., 2010). Indeed, ATP and adenosine are
emerging as important mediators of inflammatory and immune responses via purinergic
receptor activation (Bours et al., 2006; Desai and Leitinger, 2014). ATP acts as a pro-
inflammatory molecule by stimulating the recruitment of immune cells to damage tissue
and by inducing the release of IL-1p, IL-6 and TNF-a (Bours et al., 2006; La Sala et al.,
2003; Lemaire and Leduc, 2003). In contrast, adenosine, the breakdown product of ATP
hydrolysis, has opposite effects, acting as anti-inflammatory and immunosuppressive
molecule. For example, this nucleoside has been known to affect TNF-a secretion and
increases 1L-10 production in macrophages (Antonioli et al., 2013; Hasko and Crostein,
2004). Purinergic receptor activation is controlled by ectonucleotidases, including
members of the ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase (E-NTPDase) family
and the ecto-5’-nucleotidase/CD73 (ecto-5’-NT/CD73), which efficiently hydrolyze
extracellular nucleotides to respective nucleosides in the extracellular space (Robson et
al., 2006; Longhi et al., 2013).

Although  inflammatory  complications have  been  observed in
hypermethioninemic patients, little is known with regard to methionine and its
metabolite methionine sulfoxide ability to modulate the macrophage activation.
Therefore, in the present study we investigated the in vitro effect of methionine and/or
methionine sulfoxide in mouse macrophage phenotype and evaluated some

inflammatory parameters associated as oxidative stress and ectonucleotidase activity.
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The potential contribution of methionine and/or methionine sulfoxide-activated

macrophages in the pathophysiology of hypermethioninemia is further discussed.

2. Materials and Methods
Chemicals
Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640), fetal bovine serum were
obtained from Gibco (Gibco BRL, Carlsbad, CA, USA). Nucleotides (ATP, ADP,
AMP), methionine and methionine sulfoxide were purchased from Sigma Chemical (St.
Louis, MO, USA). Cytokine kits were provided by R&D Systems (Minneapolis, MN,
USA). All other chemicals and solvents used were of analytical or pharmaceutical

grade.

Animals
Swiss male mice (8 weeks-old) were maintained under a standard dark—light
cycle (lights on between 7:00 a.m. and 7:00 p.m.) at room-controlled temperature (22 +
2°C). The mice had free access to standard laboratory chow and water. All procedures
used in the present study followed the “Principles of Laboratory Animal Care” of the
National Institutes of Health and were approved by the Ethical Committee of UFPel

(protocol number 9221).

Macrophage cultures and differential macrophage phenotype activation.
Macrophages were collected by lavage of peritoneal cavity with 5 mL of sterile
RPMI 1640 fetal bovine serum (FBS)-free medium. The cells were washed twice with

sterile PBS and suspended in RPMI 1640 FBS-free medium. Cells obtained were then



46

transferred to 6 or 48 multiwell plates and allowed to attach for 30 min in cell incubator
(37°C and 5% CO- atmosphere). Unattached cells were washed out with RPMI 1640
FBS-free medium. Attached cells, mainly peritoneal macrophages, were used for the
experiments thereafter. The obtained macrophages were treated for 18 h with
methionine (ImM), methionine sulfoxide (0.5 mM) and both in combination (1ImM
+0.5 mM) in complete medium (RPMI 1640/10% FBS), to evaluate differential
macrophage phenotype activation. Macrophages stimulated with LPS (100 ng/mL) or
IL-4 (10 ng/mL) were applied as positive controls of classically or alternative
macrophage activation, respectively (Gordon, 2003). Macrophage culture purity was
evaluated by images captured using a digital camera connected to an inverted

microscope (Olympus 1X71, Japan).

Nitrite and arginase assays

Nitrite concentrations were measured using the Greiss reaction (Stuehr and
Nathan, 1989). In brief, 200 pL of the tested cell medium were incubated with 100 pL
of 1% sulfanilamide and 100 pL of 0.3% N-1-naphthylethylenediamine dihydrochloride
at room temperature for 5 min. Nitrite was quantified by spectrophotometry at 540 nm
using sodium nitrite as standard. The results were expressed as pIM per mg of protein.

Arginase activity in cell lysates was measured based on the conversion of L-
arginine to L-ornithine and urea according to the technique described by Corraliza and
collaborators (1994) with minor modifications. Briefly, cells were lysed for 30 min with
40 pL of 0,1 % Triton X-100. Thirty microliters of 25 mM Tris-HCI, pH 7.4 and 10 pL
of 10 mM MnCl> were added and the enzyme was heat-activated for 10 min at 56°C.
Similar amounts of samples (40 pL) and 0.5 M L-arginine (pH 9.7) were mixed and

incubated for 1 h at 37°C. The reaction was stopped by adding 400 pL of H2SO4 (96%),
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HsPO4 (85%), H20 (1/3/7, viviv). The urea concentration was measured at 540 nm after
the addition of 8 pL of a-isonitropropiophenone 6%, followed by heating at 95°C for 30
min. Values were compared with a standard curve of urea concentration and they were

expressed as nmol urea per min per mg protein.

Cytokine release determination
TNF- and IL-10 secreted by macrophage cultures were quantified in the
conditioned media of these cells by enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA),
according to the manufacturer’s instructions (R&D Systems). Mouse recombinant TNF-

or IL-10 was used as a standard. Results were expressed as ng of cytokine per mL.

Determination of SOD, CAT and GPx activities
Catalase (CAT) assay
CAT activity was assayed according to Aebi (1984) based on the decomposition
of H20> monitored at 240 nm at room temperature. One CAT unit is defined as one
pmol of hydrogen peroxide consumed per minute. Results were expressed as percentage

of control.

Superoxide dismutase (SOD) assay
SOD activity was measured by the method described by Misra and Fridovich
(1972). This method is based on the inhibition of superoxide dependent adrenaline auto-
oxidation in a spectrophotometer adjusted at 480 nm. Results were expressed as

percentage of control.

Glutathione peroxidase (GPx) assay
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GPx activity was measured by using a commercially available kit (RANSEL®;
Randox Lab, Antrim, United Kingdom). Results were expressed as percentage of

control.

Ectonucleotidase Assay

ATPase, ADPase and AMPase activities were evaluated in 48 well plates
containing macrophages that were washed three times with phosphate-free incubation
medium in absence of nucleotides. The enzymatic reaction was started by the addition
of 200 L of incubation medium containing 2 mM CaCl> (2 mM MgCl, for AMPase
assay), 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 10 mM glucose, 20 mM Hepes (pH 7.4) and 2 mM
ATP, ADP or AMP as substrates. Following 10 min incubation at 37°C, the reaction
was stopped by transferring an aliquot of the incubation medium to a pre-chilled tube
containing trichloroacetic acid (final concentration 5% wi/v). The release of inorganic
phosphate (Pi) was measured by the malachite green method (Chan et al., 1986), using
KH2POs as a P; standard. Controls to determine non-enzymatic P; release were
performed by incubating the cells in the absence of the substrate, or the substrate in the
absence of the cells. All samples were run in triplicate. Specific activity was expressed

as nmol P; released/min/mg of protein.

Protein determination

The protein concentration was measured by the method of Bradford (1976) or

Lowry et al. (1951).

Statistical Analysis
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Data were expressed as mean £ S.D. and were subjected to one way analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey post hoc test (for multiple comparisons).

Differences between mean values were considered significant when P0.05.

3. Results
Methionine and/or methionine sulfoxide treatment alters macrophage cell shapeand
induces M1/classical macrophage polarization

Cell shape, biochemical profile and cytokine changes have been associated with
different functional states of M1/classical and M2/alternative macrophage polarization
(Jay et al., 20017; Martinez and Gordon, 2014; McWhorter et al., 2013; Waldo et al.,
2008). To explore whether methionine and/or methionine sulfoxide treatment may play
a role in the phenotypic polarization of macrophages, the cells were cultured on
multiwell plates and they were exposed to 1 mM methionine and/or 0.5 mM methionine
sulfoxide, which represent the concentrations found in human blood [2, 33-36].
Macrophages exposed to LPS (10 ng/mL) or IL-4 (10 ng/mL) were applied as positive
controls to M1/classical and M2/alternative macrophage polarization, respectively.
Following 18 h of stimulation, the macrophage polarization was evaluated by analysis
of cell morphology, INOS and arginase activities and TNF-a and IL-10 cytokine
release. As shown in Figure 1, exposition of macrophages to methionine, methionine
sulfoxide, or its combination (mix) promoted significant morphological alterations,
making cells to flatten into a round, pancake-like shape. In addition, methionine,

methionine sulfoxide and mix promoted an increase of 1.95, 2.2 and 1.82 times of iINOS
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activity, respectively (Fig. 2A) and 4.7, 3.7 and 2.6 times of TNF-a, respectively (Fig.
2C) when compared to controls, whereas arginase (Fig. 2B) and IL-10 secretion (Fig.
2D) were not significantly altered at same condition. Taken together, these data suggest
that the methionine and/or methionine sulfoxide treatment is associated with the

M1/classical macrophage polarization.

Methionine and/or methionine sulfoxide modulate antioxidant enzyme activity in
macrophage cultures

To better understand the potential of methionine and/or methionine sulfoxide to
modulate M1/classical macrophage polarization, we examined the metabolism of
reactive oxygen species in cultured macrophages, which has been implicated in pro-
inflammatory signaling (Bohlson et al., 2014; Forman and Torres, 2001; Laskin, 2009;
Oliveira et al., 2006; Tyteca et al., 2015). Macrophage cultures were exposed to
methionine and/or methionine sulfoxide for 18 h as described above and the activity of
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx) was
determined as described in material and methods. As shown in Figure 3, the treatment
with methionine promoted an increase of ~89% of SOD activity, while the methionine
sulfoxide alone or in combination with methionine reduced in ~70% its activity (Fig.
3A). In addition, the CAT activity was also altered by the treatments, where methionine,
methionine sulfoxide or both in combination reduced in 50%, 20% and 45% the enzyme
activity, respectively (Fig. 3B). By other side, GPx activity was not modified by
treatment (Fig. 3C). These results show that methionine and methionine sulfoxide
modulated differentially the activity of enzymes of antioxidant system and point that the
treatments may collaborate to microenvironment enriched in free radicals, which is

related to a pro-inflammatory state.
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Methionine and/or methionine sulfoxide treatment alter the extracellular nucleotide
metabolism in macrophage cultures

Given that purinergic signaling play an important role in immune/inflammatory
responses and that polarized macrophages are likely to be subjected to extracellular
nucleotide modulation in vivo microenvironment (Lévesque et al., 2010; Zanin et al.,
2012), we examine the methionine and/or methionine sulfoxide effect on
ectonucleotidase activities (Fig. 4). Macrophages were cultured and exposed to
methionine and/or methionine sulfoxide for 18 h and the ATP, ADP and AMP
hydrolysis was evaluated. We found that the macrophage stimulation with methionine
sulfoxide alone or in combination with methionine promoted an increase of around 57%
and 60% of ATP and ADP hydrolysis, respectively, when compared to control (Fig. 4A
and 4B). By other hand, the AMP hydrolysis was not changed (Fig. 4C). This enzyme
profile suggests that methionine sulfoxide and its combination with methionine
modulates the activity of NTPDasel, which is the main ectonucleotidase expressed by
macrophages and that, by hydrolyzing ATP and ADP, regulates the purinergic receptor

activation in activated macrophages (Lévesque et al., 2010).

4. Discussion

The present work demonstrates a novel role of methionine and its metabolite
methionine sulfoxide as modulators of macrophage phenotype and inflammatory
process. First we evaluated the effect of these compounds on macrophage polarization.
We observed that both molecules induced M1/classical macrophage activation, which is
related to pro-inflammatory responses characterized by increased iNOS activity and

TNF-a release. We further demonstrated that the treatment promoted alterations on
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redox state of macrophage cultures by differentially modulate the activity of SOD and
CAT. Finally, methionine and/or methionine sulfoxide treatment also altered the
extracellular nucleotide metabolism, promoting an increase of ATPase/ADPase
activities in macrophages. Such modifications contribute to a pro-inflammatory
response.

Methionine is an essential amino acid involved in critical metabolic process,
including protein synthesis, sulfur metabolism, methylation, redox regulation and signal
transduction (Mudd et al., 2001). However, mammals are not able to synthesize this
amino acid, whose only sources are diet and recycling (Yamada et al., 2012). Therefore,
the regulation of methionine flux through the metabolism is important to supply this
amino acid for cell needs. Elevation in plasma methionine commonly occurs due
mutations in genes encoding methionine-metabolizing enzymes, such as MAT
(Fernandez-Irigoyen et al., 2010; Hirabayashi et al., 2013; Mudd et al., 2001; Stefanello
et al., 2007). In this work, we hypothesize that alterations in inflammatory response may
contribute to the pathophysiology of hypermethioninemia. To this end, macrophage
cultures were exposed to methionine and its metabolite methionine sulfoxide and
macrophage polarization and inflammation-related pathways, as oxidative stress and
purinergic signaling, were evaluated. The treatment with methionine and/or methionine
sulfoxide polarized the macrophages to a M1/classical phenotype, which is pro-
inflammatory and in general is associated with tissue injury and inflammation. Recently
was reported that methionine affects the immune status by improving the innate immune
response to inflammation (Machado et al., 2015). In addition, these results are in
according to symptoms exhibited by hypermethioninemic patients and changes in the
macrophage activation may explain the diseases associated to high methionine and

methionine sulfoxide levels as liver disorders (Costa et al., 2013; Fernandez-Irigoyen et
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al., 2010; Mudd et al., 2001), neurological abnormalities and brain demyelization
(Chamberlin et al., 1996; Furujo et al., 2012; Martinov et al., 2010; Mudd et al., 2001).

Regarding to the enzymatic antioxidant defense system, interestingly methionine
and/or methionine sulfoxide treatment differentially modulated the SOD activity in
macrophages. Methionine induced an increase of SOD activity while methionine
sulfoxide alone or in combination with methionine had the opposite effect. Moreover,
CAT activity was decreased by all treatments, while GPx activity remained unchanged.
Although we cannot determine precisely the mechanisms by which the methionine
and/or methionine sulfoxide alter the activity of these enzymes, our results are in
according to literature which has described that these molecules modulate the redox
state of cells (Costa et al., 2013; Stefanello et al., 2009). In addition, the alteration in
SOD and CAT activities suggest a possible accumulation of ROS in the macrophage
environment, which has been related to induce pro-inflammatory cytokine release and
sterile inflammation (Pelletier et al., 2013). Taken together, these data are in according
to M1/classical macrophage polarization.

Mounting evidence links the activation of extracellular nucleotide signaling and
immune/inflammatory response (Bours et al., 2006). ATP acts as a danger signal during
inflammation and, in combination with LPS, trigger the IL-1p release in macrophages
(Solle et al., 2001). In addition, changes in the expression of ectonucleotidases during
phenotypic differentiation allow the macrophages to adjust their functions during the
inflammatory set (Levésque et al., 2010). Here we observed that methionine sulfoxide
alone or in combination with methionine increased the ATPase/ADPase activity in
macrophages, while the AMPase activity was not altered by the treatment. The enzyme
activity profile is consistent with NTPDasel expression, which has been described as

the main NTPDase present in macrophages (Levésque et al., 2010). Since the ATP
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exocytosis is required for macrophage activation via P2Y11 sensitization (Sakaki et al.,
2013) but, by the other side, high ATP concentration may induce cell death via P2X7
activation, we suggest that the increase of ATPase/ADPase activities is a compensatory
mechanism to maintain the macrophage activation and to protect it from cell death.
Indeed, NTPDasel plays a key role in the control of P2X7 dependent macrophage
responses (Levésque et al., 2010). In addition, the ectonucleotidase activity of
macrophages may be modulated by oxidative/nitrosative stress followed methionine and
methionine sulfoxide treatment, as the ectonucleotidase activity can be altered by free
radicals (Vuaden et al., 2014).

In summary, our results demonstrate that methionine and/or methionine
sulfoxide induced MZ1/classical macrophage polarization. The pro-inflammatory
macrophage phenotype involved the increase of iNOS activity and the TNF- release. In
line with this, alterations in oxidative stress and purinergic signaling parameters are in
according to the pro-inflammatory environment of macrophages exposed to methionine
and methionine sulfoxide. Although further studies are necessaries to examine the
mechanisms involved in the macrophage polarization induced by methionine and
methionine sulfoxide in an in vivo hypermethioninemia model, the data reported here
reinforce the hypothesis that these molecules induce a pro-inflammatory response that
could play an important role on cell injury observed in patients. Therefore, novel
therapeutic strategies taking into account the participation of inflammatory process in
the pathophysiology of hypermethioninemia may be employed to offer alternatives to

patients.
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Figure legends

Figure 1. Representative images of macrophages exposed to methionine and/or
methionine sulfoxide. Cell cultures were exposed to methionine (1 mM) and/or
methionine sulfoxide (0.5 mM) and after 18 h of treatment and phase contrast
microphotographs were taken using an Olympus inverted microscope. Arrows indicate

morphologic changes in macrophages following treatment (20x magnification).

Figure 2. Characterization of macrophage phenotype following methionine and/or
methionine sulfoxide treatment. Macrophages were exposed to methionine (Met),
methionine sulfoxide (MetO) or both (Mix) for 18 h and the cell polarization was
evaluated as follow: (A) INOS and (B) arginase activities: iNOS was estimated by the
NO2 (nitrite) accumulation in the supernatant of cultured cells and arginase activity was
evaluated by measuring the formation of

urea from arginine. (C) TNF and (D) IL-10 cytokines were measured from supernatants
of macrophage cultures by ELISA. The values represent the mean = SD of at least three
independent experiments. Data were analyzed by ANOVA followed by post-hoc
comparisons (Tukey-Kramer test). *Significantly different from control cells (P < 0.05).

INCLUIR ** g ***
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Figure 3. Analysis of antioxidant-related enzymes in methionine and/or methionine
sulfoxide- treated macrophages. Macrophages were exposed to methionine (Met),
methionine sulfoxide (MetO) or both (Mix) as described above and the activity of (A)
Superoxide dismutase (SOD); (B) Catalase (CAT) and (C) Glutathione peroxidase
(GPx) were evaluated as described in material and methods. The values represent the
mean + SD of at least three independent experiments. Data were analyzed by ANOVA
followed by post-hoc comparisons (Tukey-Kramer test). *Significantly different from

control cells (P < 0.05). incluir ***

Figure 4. Evaluation of ectonucleotidase activity in methionine and/or methionine
sulfoxide- treated macrophages. Macrophages were exposed to methionine (Met),
methionine sulfoxide (MetO) or both (Mix) as described above and the hydrolysis of
(A) ATP; (B) ADP and (C) AMP were evaluated by malaquite green method as
described in material and methods. The values represent the mean + SD of at least three
independent experiments. Data were analyzed by ANOVA followed by post-hoc

comparisons (Tukey-Kramer test). *Significantly different from control cells (P < 0.05).
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Conclusao

Tendo em vista os resultados obtidos foi possivel observar que:

O tratamento in vitro de macrofagos com metionina e/ou metionina
sulfoxido induziu o fenétipo de ativacdo M1/classica, a qual se relaciona
com as respostas pro-inflamatoérias caracterizadas pelo aumento da
atividade de iNOS e pela liberacédo de TNF-a.

O tratamento in vitro de macrofagos com metionina e/ou metionina
sulfoxido promoveu alteracbes no estado redox de cultura de
macrofagos por modular diferencialmente a atividade das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) nestas
células. Entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas da

atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase (GPx).

Da mesma forma, foi possivel observar que a exposicdo dos
macréfagos in vitro a altas concentracdes de metionina sulféxido (0.5
mM) isoladamente ou em combinacdo com a methionina (1mM)
aumentou significativamente a atividade ATPé&sica e ADP&sica nestas
células. Este perfil sugere que a metionina e/ou metionina sulfoxido
modula a atividade de NTPDasel, que € a principal ectonucleotidase
expressa por macréfagos e que, por hidrolisar ATP e ADP de forma
equivalente, regula a ativacdo do receptor purinérgico P2X7 e a
liberacéo de IL-1B, através da ativagao classica M1/pré-inflamatoria em

macrofagos.

Em conjunto, nossos achados podem contribuir para elucidar o papel da

metionina e do seu metabdlito metionina sulfoxido sobre as respostas do

sistema imune/ inflamatorio. Além disso, a ativacdo dos macréfagos pode estar

relacionada com os danos neuroldgicos e hepaticos que envolvem a inflamacéo
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e estresse oxidativo, rservados em pacientes hipermetioninémicos. Dentro
deste contexto, mais estudos em modelo in vivo sdo necessarios, a fim de

comprovar esta hipotese.
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