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Resumo
MEINE, Bernardo de Moraes. Papel protetor do ácido tânico sobre
alterações oxidativas observadas na hipermetioninemia aguda em ratos.
2021. 65f. Dissertação (Mestrado) - Programa de Pós-Graduação em
Bioquímica e Bioprospecção. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

A hipermetioninemia é caracterizada por elevadas concentrações plasmáticas
de metionina (Met) e de metabólitos como a metionina sulfóxido (MetO).
Pacientes hipermetioninêmicos podem apresentar sintomas neurológicos e
hepáticos, cujo tratamento é baseado em uma dieta isenta de Met e
suplementação de S-adenosilmetionina. Nesse contexto, compostos naturais
podem ser alvos promissores no manejo clínico e prevenção das alterações
encontradas nessa patologia, dentre esses destaca-se o ácido tânico (AT),
conhecido por possuir ação antioxidante e neuroprotetora. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi investigar a capacidade do AT em prevenir danos
oxidativos e nitrosativos no cérebro, fígado, rim e soro de ratos jovens
submetidos ao modelo de hipermetioninemia aguda. Ratos Wistar machos de
23 dias foram divididos em quatro grupos: I – controle, II – AT (30 mg/kg), III –
Met (0,4 g/kg) + MetO (0,1 g/kg) e IV – AT + Met + MetO. Os animais dos
grupos II e IV receberam AT pela via intragástrica durante sete dias, e os ratos
dos grupos I e III receberam igual volume de água. Após o pré-tratamento com
AT, os ratos dos grupos II e IV receberam uma única injeção subcutânea de
Met + MetO e foram eutanasiados 3 horas depois. Nas estruturas cerebrais
(córtex cerebral, hipocampo e estriado) e nos rins, observou-se que a
associação de Met + MetO aumentou os níveis de espécies reativas de
oxigênio (EROS), de nitrito e causou lipoperoxidação, seguida por uma redução
no conteúdo total de tiois e na atividade das enzimas antioxidantes superóxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa
S-transferase (GST). Por outro lado, o pré-tratamento com AT preveniu os
danos oxidativos e nitrosativos nas três estruturas cerebrais e nos rins. Em
fígado houve uma redução nos níveis de EROS e um aumento no conteúdo
tiólico total, que foi acompanhado por uma redução nas atividades da CAT e
GPx no grupo Met + MetO, no entanto o pré-tratamento com AT foi capaz de
prevenir a redução na atividade da CAT. No soro, Met + MetO aumentou os
níveis de EROS e diminuiu a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT,
porém o pré-tratamento com AT foi capaz de prevenir essa redução. Nossos
resultados demonstraram que a administração de Met + MetO provocou danos
oxidativos e nitrosativos no modelo de hipermetioninemia aguda, no entanto, o
AT foi capaz de prevenir a maior parte dessas alterações, o que o torna uma
possível alternativa terapêutica adjuvante no tratamento da hipermetioninemia.

Palavras-chave: produtos naturais, hipermetioninemia aguda, prevenção,
antioxidante.
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Abstract

MEINE, Bernardo de Moraes. Protective role of tannic acid on oxidative
changes observed in rats acute hypermethioninemia. 2021. 65f.
Dissertação (Mestrado) - Programa de Pós-Graduação em Bioquímica e
Bioprospecção. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

Hypermethioninemia is characterized by high plasma concentrations of
methionine (Met) and its metabolites such as methionine sulfoxide (MetO).
Hypermethioninemic patients may present neurological and hepatic symptoms,
which the treatment is based on a Met-free diet and supplementation with
S-adenosylmethionine. In this context, natural compounds can be promising
targets in clinical management and prevention of changes found in this
pathology, such as tannic acid (TA), known to have antioxidant and
neuroprotective action. Thus, the aim of this work was to investigate the ability
of TA to prevent oxidative and nitrosative damage in the brain, liver, kidney and
serum from rats submitted to an acute hypermethioninemia model. Male Wistar
rats (23 days old) were divided into four groups: I - control, II - TA (30 mg/kg), III
- Met (0.4 g/kg) + MetO (0.1 g/kg) and IV - TA + Met + MetO. The rats of
groups II and IV received TA orally for seven days, and the rats of groups I and
III received an equal volume of water. After pretreatment with TA, rats of groups
II and IV received a single subcutaneous injection of Met + MetO and were
euthanized 3 hours later. In brain structures (cerebral cortex, hippocampus and
striatum) and in kidney, Met + MetO increased the levels of reactive oxygen
species (ROS), nitrite and induced lipid peroxidation, followed by a reduction in
the thiol content and in the activity of the antioxidant enzymes superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) and
glutathione S-transferase (GST). On the other hand, pretreatment with TA
prevented oxidative and nitrosative damage found in brain structures and
kidney. In liver, there was a reduction in the levels of ROS and an increase in
the total thiol content, which was accompanied by a reduction in the activities of
CAT and GPx in the Met + MetO group, however pretreatment with TA was able
to prevent the reduction in CAT activity. In serum, Met + MetO increased ROS
levels and decreased the activity of antioxidant enzymes SOD and CAT, but the
pretreatment with TA was able to prevent this reduction. Our results
demonstrated that the administration of Met + MetO caused oxidative and
nitrosative damage in the acute hypermethioninemia model; however, TA was
able to prevent most of these changes, which makes it a possible adjunctive
therapeutic alternative in the treatment of hypermethioninemia.

Keywords: natural products, acute hypermethioninemia, prevention,
antioxidant.
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1. Introdução

Os erros inatos do metabolismo (EIM) são distúrbios de natureza

genética que geralmente se manifestam através de um defeito enzimático, o

qual pode acarretar a interrupção de uma via metabólica (KOLODNY & CABLE,

1982; SCATURRO et al., 2013). Essa alteração gera consequências graves,

havendo a possibilidade de levar tanto a falta de produtos metabólicos

essenciais quanto a produção de metabólitos secundários tóxicos, ambos com

doenças subsequentes (SCATURRO et al., 2013). Muitos EIM não apresentam

um tratamento específico, assim como as alternativas terapêuticas geralmente

visam minimizar os sintomas, não alcançando a cura. No entanto, sabe-se que

a maioria dessas desordens pode se beneficiar de um tratamento específico,

que será melhor quanto mais precoce for o diagnóstico (EL-HATTAB et al.,

2015; SAUDUBRAY e GARCIA-CARZOLA, 2018)

Dentre os EIM mais frequentes na população estão as aminoacidopatias,

como a hipermetioninemia, a qual é caracterizada por elevadas concentrações

plasmáticas do aminoácido metionina (Met). Existem diversos estudos

demonstrando que a Met e/ou seus metabólitos, como a metionina sulfóxido

(MetO), podem ser extremamente tóxicos quando encontrados em altas

concentrações nos tecidos (MUDD et al., 2000; GARLICK et al., 2006). A

hipermetioninemia ocorre em várias desordens metabólicas, dentre elas, na

deficiência da enzima metionina adenosiltransferase (MAT). Nessa condição, a

concentração plasmática de Met pode atingir até 2500 μmol/L, sendo que os

valores normais estão em torno de 30 μmol/L. Elevadas concentrações de

metabólitos, como a MetO, o metanotiol e o sulfeto de hidrogênio, também

podem ser observadas no plasma e na urina dos pacientes afetados por essa

doença (MUDD, 2011). Alguns dos sintomas encontrados em pacientes com

hipermetioninemia estão relacionados principalmente com o sistema nervoso

central, onde já foram relatadas formação de edema cerebral, disfunção

neurológica e demência (MUDD, 2011).

Stefanello et al. (2005) demonstraram que a administração aguda e

crônica de Met inibe a atividade da Na+/K+-ATPase e aumenta a peroxidação

lipídica em hipocampo de ratos. Posteriormente, esses pesquisadores

demonstraram que a hipermetioninemia crônica provoca déficit de memória em
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ratos, aumenta a atividade da enzima acetilcolinesterase e reduz o conteúdo de

lipídios de membrana em cérebro de ratos (STEFANELLO et al., 2007a,

2007b). Recentemente, foi demonstrado que a administração aguda e/ou

crônica de Met e da MetO induziu estresse oxidativo em soro, plaquetas, fígado

e rim de ratos jovens (SOARES et al., 2016, 2018). Ademais, em cérebro foi

demonstrado que a Met e/ou MetO causa estresse nitrosativo e oxidativo, inibe

a atividade da enzima Na+/K+-ATPase, aumenta a atividade da

acetilcolinesterase, reduz os níveis do fator neurotrófico derivado do cérebro,

reduz o número de neurônios, induz morte celular por apoptose, além de

causar déficit de memória em ratos jovens (SOARES et al., 2017, 2020).

Apesar de já serem observadas algumas alterações cerebrais e

metabólicas em pacientes com hipermetioninemia, a abordagem terapêutica

para essa patologia ainda é extremamente limitada, restringindo-se a dieta

isenta de Met e suplementação de S-adenosilmetionina (COUCE et al., 2013).

Sendo assim, é de extrema importância a busca por novas terapias para a

hipermetioninemia com o intuito de minimizar os sintomas e melhorar a

qualidade de vida dos seus portadores. Nesse contexto, o ácido tânico (AT),

um composto fenólico de origem vegetal pertencente ao grupo dos taninos

hidrolisáveis (CHUNG et al., 1998), se torna um promissor alvo de estudos,

devido às diversas propriedades biológicas já relatadas na literatura.

O AT pode ser encontrado em diversos alimentos, como uva, banana e

lentilha, e em diversas bebidas como chá preto, chá verde, cerveja e vinho tinto

(KING et al., 1999). Esse tanino possui características que fazem dele um

composto com um grande potencial terapêutico, como: atividade antioxidante

(GÜLÇIN et al., 2010; MUCCILLI et al., 2017; BASU et al., 2018),

antimicrobiana (DONG et al., 2018; HANCOCK et al., 2010), anti-inflamatória

(SONG et al., 2018; WU et al., 2019), antitumoral (NAUS et al., 2007; DARVIN

et al., 2017; BONA et al., 2019) e neuroprotetora (LU e HOLMGREN, 2006;

GERZSON et al., 2019, 2020; LUDUVICO et al., 2020). Sendo assim, o objetivo

deste trabalho foi avaliar a capacidade protetora do AT frente a parâmetros de

estresse oxidativo em ratos jovens submetidos ao protocolo experimental de

hipermetioninemia aguda.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Investigar o efeito antioxidante do pré-tratamento com AT em ratos

Wistar jovens submetidos ao protocolo experimental de hipermetioninemia

aguda.

2.2 Objetivos específicos

- Avaliar o efeito do pré-tratamento com AT sobre a produção de espécies

reativas de oxigênio (EROS) e sobre os níveis de nitritos em fígado, rim, soro e

cérebro de ratos jovens submetidos ao modelo experimental de

hipermetioninemia aguda;

- Verificar o efeito do pré-tratamento com AT sobre o conteúdo tiólico total

(SH) e os níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) em

fígado, rim, soro e cérebro de ratos jovens submetidos ao modelo experimental

de hipermetioninemia aguda;

- Avaliar o efeito do pré-tratamento com AT sobre a atividade das enzimas

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e

glutationa S-transferase (GST) em fígado, rim, soro e cérebro de ratos jovens

submetidos ao modelo experimental de hipermetioninemia aguda.
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3. Revisão da literatura

3.1 Erros inatos do metabolismo (EIM)
Os EIM são distúrbios de natureza genética que geralmente

desencadeiam um defeito enzimático capaz de acarretar na interrupção de uma

via metabólica (KOLODNY e CABLE, 1982; SCATURRO et al., 2013). Como

os EIM são compostos por uma variedade de doenças, esses são agrupados

com base em sua patologia subjacente, localização do defeito celular ou no tipo

de moléculas biológicas envolvidas. Os EIM são associados a complicações

multisistêmicas, podendo causar morte prematura, desordens neurológicas

severas, retardo mental e baixa qualidade de vida (BÉRRIO et al., 2013). No

entanto, os tratamentos disponíveis para os EIM são muito escassos, e

normalmente se baseiam em um controle dietético e manejo dos sintomas

(FERREIRA et al., 2019).

O termo “erro inato do metabolismo” foi introduzido em 1908 pelo médico

britânico Sir Archibald Garrod, que postulou que distúrbios hereditários, como

alcaptonúria e albinismo, resultam da redução da atividade ou da ausência

completa de enzimas envolvidas em certas vias bioquímicas (SCRIVER et al.,

2001). Os EIM são doenças raras quando analisadas individualmente, mas

coletivamente são bastante frequentes em diferentes populações, com uma

prevalência global média de 1 a cada 2.000 nascidos vivos, onde cerca de 25%

desses distúrbios se desenvolvem ainda no período neonatal (WATER et al.,

2018).

Até o momento quinhentos EIM são conhecidos, e dentre os mais

incidentes estão as desordens envolvendo o metabolismo de aminoácidos. No

Brasil, cerca de 16% dos EIM são aminoacidopatias e os sinais e sintomas

dessas desordens iniciam ainda no período neonatal, após a exposição a

alimentação com proteínas formadas por determinados aminoácidos

(EL-HATTAB et al., 2015; GIUGLIANI et al., 2016). Algumas das

aminoacidopatias conhecidas incluem a fenilcetonúria, doença da urina do

xarope de bordo, homocistinúria e hipermetioninemia (WASIM et al., 2018).
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3.2 Metionina (Met) e Metionina sulfóxido (MetO)
A Met é um aminoácido essencial sulfurado, obtido através da dieta ou

da degradação de proteínas endógenas, sendo necessário para o crescimento

saudável normal (CHIANG et al., 1996). A metabolização da Met (via da

demetilação) ocorre principalmente no fígado, onde a enzima metionina

adenosiltransferase (MAT) catalisa a primeira reação, formando

S-adenosilmetionina (SAM) a partir de Met e uma molécula de adenosina

trifosfato (ATP). Após isso, a SAM é convertida em S-adenosil-homocisteína

(SAH) em reação catalisada pela glicina-N-metiltransferase (GNMT). Depois de

formada, a SAH é hidrolisada em adenosina e homocisteína, pela enzima

S-adenosil-homocisteína hidrolase (SAHH) (MUDD et al., 2000; MARKHAM et

al., 2009; MATO et al., 2013) (Figura 1).

A metabolização da homocisteína pode ocorrer pela via de remetilação,

na qual a homocisteína receberá um grupamento metila da betaína ou do

5-metiltetrahidrofolato (5-Me-THF) e assim formará novamente a Met, ou pela

via de transulfuração, em que a enzima cistationina β-sintase (CBS) converterá

a homocisteína em cistationina, a qual será subsequentemente hidrolisada pela

cistationina γ-liase (CGL) formando cisteína. É importante ressaltar que a

transulfuração é basicamente a única via de catabolismo da Met (SELHUB et

al., 1999; MUDD et al., 2000; KUMAR et al., 2017) (Figura 1).
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Figura 1: Metabolismo da Met. MAT - metionina adenosiltransferase; SAM
S-adenosilmetionina; GNMT glicina N-metiltransferase; SAH - S
adenosil-homocisteína; SAHH - S adenosil-homocisteína hidrolase - CBS -
cistationina β-sintase; CGL - cistationina γ-liase; BHMT – betaína homocisteína
metiltransferase; MS - metionina sintase; 5-Me-THF - 5-metil tetrahidrofolato;
(Adaptado de MUDD et al., 2011).

A Met participa da metilação de outras biomoléculas, como o DNA e

algumas proteínas, além de estar relacionada à formação de moléculas

antioxidantes como a glutationa (CAMPBELL et al., 2013). Vale ressaltar que uma

das mais importantes funções da Met é a proteção da célula dos ataques de

espécies reativas, visto que está posicionada de maneira estratégica na

membrana celular (STADTMAN, 2004). Quando isso ocorre, a Met pode ser

oxidada, ocorrendo a formação de MetO, a qual pode ser novamente convertida a

Met através da atividade da metionina sulfóxido redutase, reduzindo a MetO e

permitindo que a Met possa exercer seu papel antioxidante (Figura 2) (LIM et al.,

2018). No entanto, a metionina sulfóxido redutase não é muito expressa em
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recém-nascidos, o que contribui para uma maior concentração de MetO em

neonatos (STADTMAN, 2004).

Figura 2: Via de oxidação/redução da metionina. EROS - espécies reativas de

oxigênio; Msr - metionina sulfóxido redutase (Adaptado de MARTINEZ et al.,

2017).

Dados da literatura vêm demonstrando o envolvimento da Met em

algumas doenças. Na diabetes, por exemplo, a restrição de Met levou a uma

maior sensibilidade à insulina e uma melhor homeostase glicídica (YIN et al.,

2018). Em trabalhos relacionados ao câncer, modelos animais que tiveram uma

restrição de Met na dieta obtiveram uma melhora quanto à progressão dos

tumores, pois muitas células tumorais dependem da Met para o seu metabolismo

(CHATURVEDI et al., 2018). A Met também está associada ao envelhecimento.

Nesse sentido, estudos com moscas-da-fruta e camundongos demonstraram que

a restrição de Met na dieta resulta em aumento na expectativa de vida

(GRANDISON et al., 2009; LEE et al., 2016).

Ainda, alguns estudos relacionam a Met e seu metabólito MetO à

indução do estresse oxidativo em diferentes tecidos. Inicialmente, Stefanello et al.

(2005) demonstraram que a administração aguda e crônica de Met inibe a

atividade da Na+/K+-ATPase e aumenta a peroxidação lipídica no hipocampo de

ratos. A seguir, esses pesquisadores relataram que a hipermetioninemia crônica

provoca déficit de memória em ratos, aumenta a atividade da enzima

acetilcolinesterase e reduz o conteúdo de lipídios de membrana em cérebro de

ratos (STEFANELLO et al., 2007a, 2007b). Recentemente, observou-se que a

administração aguda e/ou crônica de Met e MetO foi responsável por induzir

estresse oxidativo em soro, plaquetas, fígado e rim de ratos jovens (SOARES et

al., 2016, 2018). Ademais, em cérebro foi evidenciado que a Met e/ou MetO causa
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estresse nitrosativo e oxidativo, inibe a atividade da enzima Na+/K+-ATPase,

aumenta a atividade da acetilcolinesterase, reduz os níveis do fator neurotrófico

derivado do cérebro, reduz o número de neurônios, induz morte celular por

apoptose, além de causar déficit de memória em ratos jovens (SOARES et al.,

2017, 2020). Dessa forma, é possível observar que a presença de elevadas

concentrações de Met e MetO pode estar relacionada a diversas alterações,

principalmente em se tratando de aumento de marcadores de estresse oxidativo e

disfunções neurológicas.

3.3 Hipermetioninemia

A hipermetioninemia é caracterizada pelo acúmulo tecidual e plasmático

de Met e seus metabólitos, como MetO, além de deficiência de SAM. Essa

doença pode ter origem genética como na deficiência da enzima MAT,

indispensável no metabolismo da Met, e não genética, relacionada ao baixo peso

ao nascer, distúrbios hepáticos, prematuridade e alimentação rica em Met (MUDD

et al., 2000; 2011)

Atualmente, seis doenças genéticas que ocasionam elevações anormais

nos níveis de Met são conhecidas sendo elas: a deficiência da enzima MAT I/III;

Homocistinúria devido à deficiência de CBS; deficiência da glicina

N-metiltransferase (GNMT); deficiência de S-adenosil-homocisteína hidrolase

(AHCY); deficiência de citrina e deficiência de fumarilacetoacetato hidrolase (FAH)

- Tirosinemia tipo I (MUDD, 2011). Dentre as alterações genéticas descritas acima,

a mais comum é a deficiência de MAT, doença autossômica recessiva, ocasionada

principalmente por um defeito no gene MATA1 (que codifica a MAT) que pode

levar a diminuição ou até mesmo ausência da atividade dessa enzima, gerando

acúmulo de Met e deficiência na produção de SAM (MUDD, 2011). Nessa doença,

os níveis de Met podem chegar a 2500 μmol/L, sendo que os valores normais

estão em torno de 30 μmol/L (MUDD, 2011).

Embora o diagnóstico da hipermetioninemia seja difícil e extremamente

inespecífico, alguns sinais como níveis de Met superiores a 48 μmol/L podem

servir como alerta para a presença de deficiência de MAT. Além disso, outros

fatores como diminuição nos níveis de homocisteína e tirosina, no caso de
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deficiência de MAT, podem servir como indicativo para hipermetioninemia

(SCHWEINBERGER et al., 2016)

A hipermetioninemia é uma doença subdiagnosticada mundialmente,

tornando muito difícil o cálculo de sua prevalência mundial. No entanto, algumas

cidades que possuem programas de triagem neonatal bem desenvolvidos foram

capazes de estimar dados de prevalência. Em Taiwan por exemplo, a prevalência

média de deficiência de MAT foi de aproximadamente 1 a cada 100.000 nascidos

vivos (CHIEN et al., 2005). Em Portugal, na região de Douro (pertencente à

península ibérica), a prevalência foi estimada em 1 a cada 26.000 nascidos vivos

(MARTINS et al., 2012). Em Sucheu, na China, o programa de triagem neonatal

local estimou uma prevalência média de 1 a cada 30.000 nascidos vivos (WANG

et al., 2019).

Muitos pacientes hipermetioninêmicos são assintomáticos, no entanto,

na presença de sintomas, esses podem apresentar-se como problemas

neurológicos, deficiência no desenvolvimento psicomotor e inteligência, tremor,

dor de cabeça, nistagmo (movimento involuntário dos olhos), disdiadococinesia

(dificuldade em realizar movimentos rápidos em sequência), desmielinização

cerebral, dificuldades de fala e atrasos de aprendizagem (SURTEES et al., 1991;

MUDD et al., 1995; BANNICK et al., 2020). Sintomas que vão além do sistema

nervoso central podem incluir hepatomegalia, deficiência de zinco e ferro, além de

odores anormais no corpo e na respiração, que se assemelham ao odor de couve

cozida, devido a presença de dimetilsulfitos (GAHL et al., 1987; NASHABAT et al.,

2018).

O tratamento conhecido para hipermetioninemia consiste basicamente

em uma restrição alimentar de Met. No entanto, a baixa ingestão de proteínas

está associada a falhas no desenvolvimento, além de diminuir ainda mais os

níveis de SAM do indivíduo (COUCE et al., 2013). Outro tratamento utilizado se

baseia na suplementação de SAM, nas doses de 400 a 800 mg duas vezes ao

dia. Essa alternativa terapêutica promove melhora de alguns sintomas, como

redução do déficit cognitivo, porém formulações de SAM possuem um custo

considerável, além de existir a necessidade de se manter o controle dietético

(FURUJO et al., 2012; BANNICK et al., 2020).

Ainda que a fisiopatologia exata da hipermetioninemia não seja

completamente elucidada, alguns estudos vêm sendo realizados com o objetivo
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de melhor compreender a origem das modificações que ocorrem em alguns

órgãos e células de pacientes acometidos por essa doença. Nesse sentido,

modelos experimentais de hipermetioninemia aguda e crônica encontraram

diversas alterações relacionadas ao cérebro, como na atividade das enzimas

Na+/K+-ATPase e acetilcolinesterase, redução do nível de lipídios, aumento do

estresse oxidativo e indução de déficit de memória (STEFANELLO et al., 2005,

2007a, 2007b, 2011; SOARES et al., 2017b, 2020). Em fígado e rim foi possível

observar alterações na morfologia de células hepáticas, peroxidação lipídica e

diminuição de defesas antioxidantes, bem como diminuição na atividade da

enzima ácido delta-aminolevulínico desidratase em fígado (STEFANELLO et al.,

2009; COSTA et al., 2013; SOARES et al., 2016).

Ademais, alterações em soro, plaquetas e linfócitos foram observadas

tanto no modelo agudo quanto no crônico de hipermetioninemia. Nesse sentido,

elevadas concentrações de Met e/ou MetO foram capazes de aumentar o nível de

interleucinas pró-inflamatórias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e a

IL-6, além de reduzir citocinas anti-inflamatórias como a IL-10, aumentar os níveis

de proteína C-reativa, alterar componentes do sistema purinérgico e colinérgico,

induzir estresse oxidativo e disfunção plaquetária (SOARES et al., 2017a, 2018).

Em macrófagos, o tratamento in vitro com Met e/ou MetO induziu

fenótipo de ativação clássica M1/pró-inflamatório, mudanças em marcadores

purinérgicos e na homeostase redox. Nos astrócitos houve uma hipertrofia e

também indução de estresse oxidativo (DOS SANTOS et al., 2016; SOARES et

al., 2019; FRANCESCHI et al., 2020).

Dessa forma, considerando que o estresse oxidativo é uma das

principais manifestações de hipermetioninemia em modelos experimentais

(STEFANELLO et al., 2011; SOARES et al., 2017a, 2018), é importante investigar

agentes com potencial antioxidante, uma vez que abordagens terapêuticas

alternativas para o tratamento da hipermetioninemia são amplamente ausentes ou

estão restritas a uma dieta livre de Met e suplementação de SAM (FURUJO et al.,

2012).

3.4 Estresse oxidativo

3.4.1 Espécies reativas de oxigênio (EROS)
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O oxigênio é um dos elementos químicos mais abundantes na terra,

ficando atrás apenas do hélio e do hidrogênio (SOSA TORRES et al., 2015). O

oxigênio está presente na fórmula química de diferentes compostos, nos tecidos

orgânicos, e na forma gasosa (O2) é um dos gases mais abundantes na

atmosfera (SOSA TORRES et al., 2015). Além disso, todos os seres vivos

aeróbios utilizam o oxigênio como aceptor final de elétrons na fosforilação

oxidativa, permitindo que ocorra a geração de energia e também mantendo o

metabolismo e a homeostase adequados (SOSA TORRES et al., 2015).

A principal via de metabolismo do oxigênio no organismo envolve a sua

completa redução em água, incorporando quatro elétrons ao final da cadeia de

transporte de elétrons no interior da mitocôndria, permitindo a síntese de ATP

através da fosforilação oxidativa. No entanto, uma pequena quantidade do

oxigênio consumido (2 a 5%) é reduzido na mitocôndria, originando uma

variedade de substâncias químicas altamente reativas, que por possuírem um

elétron desemparelhado na sua camada de valência, são denominadas EROS

(FERREIRA et al., 1997; BARBOSA et al., 2010).

É importante ressaltar que uma pequena concentração de EROS pode

ser benéfica, participando da diferenciação celular, apoptose, fagocitose, além de

modular a resposta inflamatória (HALLIWELL, 2006). No entanto, essas espécies

podem provocar injúria tecidual e, em altas concentrações, danificar organelas

celulares, ácidos nucléicos, lipídios e proteínas (DA SILVA e CALDERON, 2010).

Alguns exemplos de EROS são o ânion superóxido, espécie pouco

reativa, porém capaz de gerar outras EROS mais reativas e danosas e de reagir

com metais de transição como o ferro iônico, ocasionando então efeitos deletérios

em outras estruturas (HALLIWELL, 2007). O peróxido de hidrogênio, que também

é pouco reativo, possui uma meia vida mais longa e consegue atravessar

membranas celulares com maior facilidade. A geração de peróxido de hidrogênio

em si não é considerada perigosa, mas ele é capaz de participar da reação de

Fenton e Haber-Weiss, formando o radical hidroxila. Esse radical é o mais reativo

dentre as EROS, possuindo uma meia-vida curta e podendo reagir com diversas

moléculas, como proteínas (alterando sua estrutura), lipídios (danificando

membranas celulares) e até mesmo ácidos nucleicos (causando mutações). O

fato de não existir um sistema antioxidante capaz de lidar diretamente com o

radical hidroxila, o torna ainda mais danoso, havendo assim a necessidade de

prevenir a formação desse composto (HALLIWELL, 2007).
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3.4.2 Enzimas antioxidantes
O organismo estaria em grande risco devido a geração de espécies

reativas de maneira constante na respiração celular, porém existe um sistema de

defesa antioxidante que controla os níveis dessas espécies. A definição de

antioxidante pode ser explicada por Halliwell e Gutteridge (2007) como “qualquer

substância que retarde, previna ou remova o dano oxidativo de uma molécula

alvo”. Nesse sistema fazem parte enzimas e outros compostos antioxidantes, que

têm a capacidade de prevenir a formação de espécies reativas, convertendo os

radicais formados em moléculas menos reativas e menos prejudiciais. Como parte

do sistema antioxidante enzimático tem-se as enzimas superóxido dismutase

(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (MATÉS et al., 1999;

HALLIWELL et al., 2007; LEI et al., 2016).

A SOD é a enzima antioxidante responsável por catalisar a reação que

converte o ânion superóxido em oxigênio e peróxido de hidrogênio (Figura 3).

Existem três tipos diferentes de SOD: Cu-Zn-SOD, que utiliza cobre e zinco como

cofatores na reação de dismutação; Mn-SOD, onde o magnésio é o cofator

presente na reação de dismutação; e SOD extracelular, que utiliza cobre e zinco

como cofatores, mas atua no espaço extracelular (MATÉS et al., 1999; VEAL et

al., 2018).

A CAT é uma enzima tetramérica que apresenta quatro subunidades

tetraédricas idênticas de 60 kDa, contendo um único grupo ferriprotoporfirina por

subunidade (MATÉS et al., 1999). É uma das enzimas que reage com o peróxido

de hidrogênio, convertendo-o em oxigênio e água (Figura 3). Embora a CAT não

seja essencial para alguns tipos de células em condições normais, ela

desempenha um papel importante na aquisição de tolerância ao estresse

oxidativo na resposta adaptativa das células (CHAE et al., 1999; DAI et al., 2009;

VEAL et al., 2018).

A GPx é uma peroxidase que contém um único resíduo de

selenocisteína em cada uma das quatro subunidades idênticas, sendo esse um

composto indispensável para o funcionamento da enzima (MATÉS et al., 1999). A

GPx também é responsável por metabolizar o peróxido de hidrogênio, porém

utiliza a glutationa reduzida na reação, convertendo peróxido de hidrogênio em

água e glutationa reduzida em glutationa oxidada (Figura 3). Essa enzima é

essencial na proteção de lipídeos contra ataques oxidativos (LU HOLMGREN

2014; LOWE, 2014).
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Além das enzimas antioxidantes mencionadas acima, existem também

outras enzimas que auxiliam no manejo do estresse oxidativo e remoção de

elementos tóxicos e xenobióticos, que é o caso da glutationa S-transferase (GST)

(ATKINSON e BABBIT, 2009). A GST compreende uma família de isoenzimas

presentes em eucariotos e procariotos que catalisam a reação de conjugação da

forma reduzida da glutationa a substratos xenobióticos, toxinas e lipídeos

peroxidados com o objetivo de neutralizá-los. Ao conjugar a glutationa reduzida a

centros eletrofílicos desses substratos ela os torna mais solúveis em água, assim

facilitando sua remoção do corpo (MUKANGANYAMA et al., 2011).

Figura 3: Geração de espécies reativas de oxigênio/prevenção através da
atividade catalítica de enzimas antioxidantes. O2 - oxigênio; O2* - ânion
superóxido; OH* - radical hidroxila; H2O2 - peróxido de hidrogênio; H2O - água;
CAT - catalase; GPx - glutationa peroxidase (Adaptado de MATÉS et al., 1999).

3.4.3 Dano oxidativo

Mesmo que exista um sistema de defesa eficaz na retirada de espécies

reativas que são constantemente formadas no organismo, existem situações onde

há um desequilíbrio na geração de compostos oxidantes e antioxidantes, em favor

da produção excessiva de espécies reativas e/ou no detrimento da velocidade de

remoção dessas, o que caracteriza um quadro de estresse oxidativo (SIES, 1985).

O dano oxidativo pode ocorrer diretamente através da formação de

radicais hidroxila, as quais podem ocasionar a peroxidação de lipídeos de

membrana, levando a perda da seletividade na troca iônica e à liberação do

conteúdo de organelas (enzimas lisossômicas), além da formação de produtos
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citotóxicos, resultando em morte celular. De forma indireta, o radical hidroxila

pode danificar enzimas importantes no metabolismo energético, como a

Na+/K+-ATPase (DAMASCENO et al., 2002; LIU et al., 2012).

O estresse oxidativo está associado a um número considerável de

doenças, tais como: câncer, doença de Parkinson, doença de Alzheimer,

aterosclerose, diabetes e depressão (HALLIWELL, 2007; HWANG, 2013; CHEN

et al., 2014; JIMÉNEZ-FERNÁNDEZ et al., 2015; KATOOR et al., 2017; LUC et

al., 2019). Em decorrência do estresse oxidativo, o dano oxidativo também foi

demonstrado em modelos de hipermetioninemia em diferentes órgãos e células

como: o cérebro (STEFANELLO et al., 2005, 2011; SOARES et al., 2017b, 2020),

o fígado (STEFANELLO et al., 2009; COSTA et al., 2013; SOARES et al., 2016), o

rim (SOARES et al., 2016), o soro,as plaquetas (SOARES et al., 2018), os

astrócitos (SOARES et al., 2019) e os macrófagos (DOS SANTOS et al., 2016;

FRANCESCHI et al., 2020). Sendo assim, a busca por compostos com

capacidade antioxidante torna-se importante como possível alternativa

terapêutica para o manejo clínico da hipermetioninemia.

3.5 Taninos
Os taninos são uma classe de biomoléculas polifenólicas adstringentes

que se ligam e precipitam proteínas e vários outros compostos orgânicos,

incluindo aminoácidos e alcalóides. São metabólitos secundários de plantas com

pesos moleculares que variam de 300 a 5000 kDa (ésteres de ácido gálico) e até

20.000 kDa (proantocianidinas) (SIENIAWSKA e BAJ, 2017).

Essa classe é dividida em dois grupos principais com base na sua

resistência ou não à hidrólise na presença de água quente ou das enzimas

tanases: taninos hidrolisáveis e condensados (Figura 4). Os hidrolisáveis

englobam os poliésteres do ácido gálico e hexaidroxidifênico (galotaninos e

elagitaninos, respectivamente), enquanto os taninos condensados incluem os

oligômeros e polímeros compostos por núcleos de flavan-3-ol (proantocianidinas)

(OKUDA e ITO, 2011; RAUF et al., 2019).

Taninos hidrolisáveis são poliésteres que apresentam uma porção de

açúcar e uma porção composta por ácidos orgânicos (ácidos gálico e elágico). Os

galotaninos e os elagitaninos são as duas categorias presentes nos taninos

hidrolisáveis, em que a hidrólise dos galotaninos produz açúcar e ácidos gálicos,
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enquanto a dos elagitaninos produz ácidos hexaidroxifênicos e ácido elágico

(PLAZA et al., 2016). Um exemplo de tanino hidrolisável e galotanino é o AT.

Taninos condensados, também conhecidos como proantocianidinas, são

oligômeros ou polímeros formados pela condensação de unidades de flavanos

(flavan-3-ol) ligadas por ligações ácido-lábeis 4 → 6 ou 4 → 8, e não contêm

resíduos de glicose. Os polímeros são polidispersos e as cadeias são irregulares,

podendo ser ramificadas e geralmente contêm mais de um tipo de unidade de

base configuracional (TAMOKOU et al., 2017).

Figura 4: (Esquerda) Castalagina, um tipo de tanino hidrolisável (Direita)
Prodelfinidina B9, um tipo de tanino condensado (Adaptado de OKUDA et al.,
2011).

Um dos principais efeitos adversos relacionados aos taninos está

relacionado a sua capacidade de formar complexos não absorvíveis com

proteínas (especialmente aquelas que são ricas em prolina) (GONÇALVES et al.,

2011a), enzimas (GONÇALVES et al., 2011b), açúcares (MANSOORI e

MORDIRSANEI, 2012) e íons metálicos, o que pode diminuir o valor nutricional de

alguns alimentos contendo esses compostos (GILANI et al., 2012). Porém, no

caso dos taninos hidrolisáveis, sua ação pode não ser tão prejudicial na digestão

das proteínas, uma vez que os taninos dessa classe serão hidrolisados no

estômago em ambiente ácido, liberando as proteínas conjugadas (SERRANO et

al., 2009).
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É importante salientar que os taninos vêm sendo usados na medicina

oriental a muito tempo, em função da sua presença em vegetais considerados

“medicinais”, e que a administração desses alimentos ricos em taninos

apresentaram efeitos benéficos para a saúde, tratando lesões cutâneas e

inflamatórias e com capacidade de prevenir doenças crônicas (LILA, 2007;

KUMARI e JAIN, 2012). Ainda, uma pesquisa recente, utilizando docking

molecular, identificou taninos condensados capazes de inibir a atividade da

principal protease do SARS-CoV-2 (ZHU e XIE, 2020).

3.6 Ácido tânico (AT)

O AT é um composto polifenólico de origem vegetal, fazendo parte do

grupo dos taninos hidrolisáveis e caracterizado como um galotanino, além de

possuir um alto peso molecular (500-3000 kDa). Estruturalmente, o AT possui

uma porção de glicose como núcleo e os grupos hidroxila da glicose são

esterificados por 5 ácidos digálicos (Figura 5) (CHUNG, 1998).

Figura 5: Estrutura química do ácido tânico (SERRANO et al., 2019).

A biossíntese do AT está relacionada com a dos taninos hidrolisáveis,

uma ligação éster é formada entre o ácido gálico e a glicose pela ação da

UDP-glucosiltransferase (UGT) resultando em β-glucogalina. A enzima

β-glucogalina O-galoiltransferase transfere um grupo galoil de uma unidade de

β-glucogalina para outra molécula de β-glucogalina, ocorrendo de maneira

sucessiva até gerar a pentagaloilglicose, que é posteriormente transformada em

galotaninos ou elagitaninos (Figura 6) (ONO et al., 2016).
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Figura   6:   Biossíntese   do   AT. UGT  - UDP-glucosiltransferase; BGT -

β-glucogalina O-galoil transferase (SIENIAWSKA., 2017).

O AT pode ser encontrado em diversos alimentos, como uva, banana e

lentilha, e em diversas bebidas como chá preto, chá verde, cerveja, café e vinho

tinto (KING et al., 1999). No entanto, sua forma comercial provém normalmente

de 3 fontes vegetais: Falso pau-Brasil (Caesalpinia spinosa), Galha chinesa (Rhus

chinensis) e Sumagre (Rhus coriaria) (MONTEIRO et al., 2005).

3.6.1 Atividade antioxidante do AT
A atividade biológica mais documentada e relatada do AT é o seu efeito

antioxidante, que pode ser exercido principalmente através da eliminação de

radicais livres, quelação de metais de transição e modulação da atividade de

enzimas pró e antioxidantes (OLEJAR et al., 2015; TIAN et al., 2012). A atividade

de eliminação de radicais livres é baseada na capacidade de um antioxidante

doar elétrons para um radical livre, tornando esse radical mais estável e menos

prejudicial. O AT, in vitro, foi capaz de eliminar os radicais DPPH e ABTS com

mais eficiência que antioxidantes padrão (GULÇIN et al., 2010). Além disso,

extratos contendo grandes concentrações de AT também foram



31

capazes de eliminar esses radicais com capacidade semelhante ao AT puro

(QA´DAN et al., 2011; ZHAO et al., 2011).

A quelação de metais de transição é outro aspecto da atividade

antioxidante dos taninos, pois, por meio dessa ação, esses compostos são

capazes de prevenir a reação de Fenton, conjugando-se com íons metálicos (por

exemplo, Fe3+ e Cu2+). Dessa forma ele evite que esses íons reajam com o

peróxido de hidrogênio e interrompendo a geração do radical hidroxila, que é

extremamente prejudicial à membrana celular e outras biomoléculas (PHIWCHAI

et al., 2018; BASU et al., 2018).

Por fim, é relatado na literatura que os taninos, especialmente o AT, têm

a capacidade de interferir na atividade de enzimas pró e antioxidantes. Um estudo

realizado com AT demonstrou que esse composto inibiu de forma eficaz a

atividade da NADPH oxidase, uma enzima pró-oxidante que gera o ânion

superóxido (YU, 2018), enquanto outro estudo associou o aumento da ingestão

de AT na dieta de animais com melhora na atividade das enzimas antioxidantes

GPx e CAT (YE et al., 2016).

3.6.2 Atividade neuroprotetora do AT
O AT também exibe atividade neuroprotetora frente a vários modelos

experimentais de doenças neurodegenerativas e neuro debilitantes (TEJADA et

al., 2017). Estudos demonstraram que essa atividade ocorre por meio de seu

efeito antioxidante e da capacidade de alguns taninos hidrolisáveis de serem

metabolizados em taninos absorvíveis de peso molecular muito inferior, que

podem atravessar a barreira sangue-cérebro, exercendo sua atividade biológica

no cérebro (MEDIC-SARIC et al., 2009; MORI et al., 2012).

Estudos utilizando o AT como ferramenta preventiva em modelos

experimentais de doença de Alzheimer elucidaram a capacidade desse tanino em

reduzir a atividade de colinesterases, enzimas cuja atividade encontra-se elevada

nessa patologia (TURKAN et al., 2019; GERZSON et al., 2019). Além disso,

Gerzson e colaboradores demonstraram que o AT foi capaz de prevenir a

neuroinflamação e de restabelecer a expressão da Akt em modelo animal de

demência esporádica do tipo Alzheimer (GERZSON et al., 2020).

A capacidade neuroprotetora e antidepressiva do AT foi observada em

um modelo animal de depressão induzida pelo lipopolissacarídeo. Nesse estudo o
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AT reduziu os níveis de TNF-α, e mostrou ação tipo-antidepressiva nesses

animais (LUDUVICO et al., 2020). Ademais, extratos vegetais contendo altas

concentrações de AT também exerceram efeitos tipo-antidepressivos, os quais

foram associados ao fato desse composto ser um inibidor não seletivo da

monoamina oxidase, e, portanto, aumentar indiretamente os níveis de

neurotransmissores monoaminérgicos no cérebro (CHANDRASEKHAR et al.,

2017).

Adicionalmente, Bona e colaboradores (2019) relataram o efeito

antiproliferativo do AT em modelos de glioblastoma in vitro e in vivo, sendo esse

composto capaz de causar morte celular por apoptose, parada no ciclo celular e

redução na formação de colônias, além de apresentar efeito antioxidante (BONA

et al., 2019). Dessa forma, considerando a atividade antioxidante e neuroprotetora

do AT relatadas na literatura, e que o estresse oxidativo e dano neurológico estão

presentes em quadros de hipermetioninemia, se torna relevante avaliar o papel

protetor do AT frente às alterações observadas na hipermetioninemia.
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4. ARTIGO

A metodologia e resultados serão apresentados na forma de um artigo

publicado no periódico Amino Acids.
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5. DISCUSSÃO

Estudos anteriores de nosso grupo de pesquisa mostraram que a

administração de Met e/ou MetO altera vários sistemas biológicos importantes

para a manutenção da homeostase celular e tecidual, especialmente associados

ao estado redox no cérebro, fígado, rim, soro, plaquetas e astrócitos

(STEFANELLO et al., 2005, 2011SOARES et al, 2016, 2017a, 2017b, 2018,

2019;). Dessa

forma, no presente estudo avaliou-se o efeito do tratamento com AT na proteção

contra o dano oxidativo e nitrosativo em animais submetidos ao modelo agudo de

hipermetioninemia descrito previamente (STEFANELLO et al., 2007b; COSTA et

al., 2013; SOARES et al., 2019). O AT foi utilizado como agente preventivo por

ser um polifenol com extensa capacidade antioxidante e neuroprotetora

evidenciada na literatura (GERZSON et al, 2019, 2020; BONA et al., 2019;

LUDUVICO et al., 2020).

Nossos resultados demonstraram que no grupo que recebeu a

associação de Met + MetO, houve um aumento nos níveis de EROS, TBARS e

nitrito, além da diminuição nas atividades das enzimas CAT e GPx em todas as

estruturas cerebrais testadas (córtex cerebral, hipocampo e estriado), bem como

diminuição no conteúdo de sulfidrila e na atividade da SOD em hipocampo. Esses

achados confirmam o dano potencial que a Met e a MetO pode ocasionar no

cérebro, diminuindo as defesas antioxidantes e aumentando as espécies reativas,

caracterizando um quadro de estresse oxidativo. Ademais, Soares e

colaboradores demonstraram previamente que esses aminoácidos causam dano

ao DNA, peroxidação lipídica no cérebro e iniciam a apoptose pela ativação das

caspases 3 e 9 (SOARES et al., 2017b). Uma explicação para o estresse

oxidativo na hipermetioninemia se deve ao fato de que a MetO se encontra livre

no plasma sanguíneo, e a enzima metionina sulfóxido redutase tem uma

especificidade muito menor para MetO livre em comparação à MetO ligada à

proteína, o que tornaria mais difícil sua redução a Met, possivelmente

aumentando a formação de espécies reativas (LEE et al., 2009). Por outro lado, o

pré-tratamento com AT foi eficaz na proteção contra o dano oxidativo nas

estruturas cerebrais causado pela administração de Met + MetO. Ao analisar os

parâmetros oxidativos no grupo AT + Met+MetO, foi possível verificar que o AT

evitou o aumento de EROS e nitritos, bem como a diminuição da atividade da
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SOD, CAT e GPx. É importante mencionar que o AT é capaz de impedir a reação

de Fenton, conjugando-se com íons metálicos e evitando que esses reajam com o

peróxido de hidrogênio, interrompendo a geração do radical hidroxila que é

extremamente prejudicial à membrana celular e outras biomoléculas (BASU et al,

2018).

Outro ponto interessante de ser comentado é o fato do AT ser

metabolizado em taninos absorvíveis de peso molecular muito inferior, como o

ácido gálico, os quais podem atravessar a barreira hematoencefálica, exercendo

sua atividade biológica no cérebro (MORI et al., 2012). Além disso, vários estudos

mostraram os efeitos benéficos do AT nesse órgão. Já foi demonstrado que o AT

apresenta atividade antitumoral e inibi o crescimento de células tumorais em um

modelo pré-clínico de glioblastoma multiforme (BONA et al, 2019). Outra pesquisa

realizada por GERZSON et al. (2019) demonstrou que o AT preveniu o estresse

oxidativo cerebral e também o comprometimento da memória em um modelo de

demência esporádica do tipo Alzheimer induzida por estreptozotocina. Mais

recentemente, LUDUVICO et al. (2020) demonstraram que o AT exerceu efeito

tipo-antidepressivo em um modelo animal de depressão induzido por

lipopolissacarídeo (LUDUVICO et al, 2020).

Também analisamos o efeito de Met + MetO no fígado e rim. Estudos

anteriores de nosso laboratório mostraram que após a administração de Met e/ou

MetO ocorrem alterações oxidativas e morfológicas nesses órgãos

(STEFANELLO et al., 2009; COSTA et al., 2013; SOARES et al., 2016;). Quanto

aos resultados observados no fígado, a administração concomitante de Met +

MetO diminuiu os níveis de EROS, o que pode estar associado com a redução da

atividade da CAT e GPx. Além disso, houve um aumento nos níveis totais de tióis

no grupo Met+MetO, contribuindo, possivelmente, para uma redução nos níveis

de EROS observados nesse mesmo grupo, uma vez que os grupamentos tióis

possuem uma importante capacidade antioxidante, e ainda a diminuição desses

grupos está relacionada com a alteração da estrutura tridimensional de proteínas

(AGAN et al., 2019).

Ressalta-se que esses resultados estão de acordo com o estudo de

COSTA et al. (2013), no qual foram analisados os efeitos oxidativos, in vitro e in

vivo, da exposição de Met e/ou MetO em um protocolo de hipermetioninemia

aguda (COSTA et al., 2013). Por outro lado, a administração crônica de Met e/ou
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MetO alterou a morfologia das células hepáticas, além de induzir dano oxidativo

no fígado de ratos jovens (STEFANELLO et al., 2009; SOARES et al., 2016).

Em relação ao pré-tratamento do AT, esse composto foi capaz de

prevenir apenas a redução da atividade da CAT. No entanto, alguns estudos já

demonstraram seus efeitos benéficos no fígado, protegendo esse órgão contra a

fibrose induzida por tetracloreto de carbono (CHU et al., 2016), protegendo da

cirrose não alcoólica em modelos in vivo e in vitro (CHUNG et al., 2019) e também

aumentando a expressão de genes hepáticos ligados a melhor absorção de ferro

e diminuindo a expressão de genes ligados ao aumento do colesterol em modelo

animal (YE et al., 2016).

No rim observou-se um aumento dos níveis de EROS e TBARS,

acompanhado da redução do conteúdo total de sulfidrilas após a administração de

Met e MetO. O aumento de EROS pode estar relacionado com a peroxidação

lipídica, além de haver a possibilidade de danos aos tecidos renais. Já a redução

do conteúdo de sulfidrilas pode ser associada com a oxidação de grupamentos

-SH, resultando na alteração conformacional de proteínas de membrana

(DAVIES, 2005; YIN et al., 2011). Concomitantemente a isso, houve redução na

atividade das enzimas SOD, CAT e GST. A SOD tem a capacidade de converter o

radical superóxido em peróxido de hidrogênio e oxigênio, a CAT transforma o

peróxido de hidrogênio em oxigênio e água e, finalmente a GST tem a capacidade

de neutralizar agentes xenobióticos por meio de ataques nucleofílicos (VEAL et

al., 2018). As modificações descritas acimas podem levar a um aumento na

produção de EROS, como o radical superóxido e o radical hidroxila, causando

uma diversidade de distúrbios, como disfunção endotelial e aterosclerose, além

de doença crônica renal, que são consequências de estresse oxidativo severo nos

rins (OKAMURA et al., 2015). No entanto, o grupo que recebeu a administração

de AT + Met + MetO ficou protegido da maioria das alterações causadas pelos

aminoácidos, evitando o aumento dos níveis de EROS, a redução do teor de

sulfidrila total e a diminuição da SOD, CAT e GST. Assim, é possível inferir que

esse efeito esteja relacionado à capacidade doadora de hidrogênio e quelante de

metais do AT (GULÇIN et al., 2010).

Os resultados relacionados ao soro demonstraram que a administração

dos aminoácidos aumentou os níveis de EROS, sem modificar os níveis de nitrito
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ou o conteúdo de sulfidrila, e foram capazes de diminuir as atividades da CAT e

SOD. Essas mudanças no estado oxidativo sérico podem levar à disfunção

plaquetária e alterações tromborregulatórias (SOARES et al., 2018). Além disso,

outros estudos relataram que após a administração de Met e/ou MetO os

seguintes efeitos foram observados: alterações purinérgicas e inflamatórias em

linfócitos de ratos Wistar (SOARES et al., 2017a); alterações no sistema

purinérgico, perfil inflamatório e oxidativo de macrófagos in vitro (DOS SANTOS et

al., 2016); e modificação in vivo do perfil fenotípico, purinérgico e redox de

macrófagos de camundongos Swiss (FRANCESCHI et al., 2020). Mesmo que o

pré-tratamento com AT não tenha sido capaz de prevenir o aumento de EROS, foi

eficaz em prevenir a diminuição da atividade tanto da SOD quanto da CAT.

Além disso, o AT tem sido relatado na literatura como um potente

agente anti-inflamatório, regulando especialmente a atividade exacerbada de

macrófagos por meio do bloqueio do fator de transcrição NF-κB (SONG et al.,

2018; WU et al., 2019).
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6. PERSPECTIVAS

Nosso grupo tem como objetivo realizar estudos visando a utilização de

um modelo animal de hipermetioninemia crônica, onde os animais serão

previamente tratados com Met + MetO por 21 dias, e após esse período

receberão AT. Subsequentemente, serão quantificados os níveis de Met e

homocisteína, avaliados parâmetros comportamentais, analisados os sistemas

purinérgico e colinérgico, e assim, espera-se ter uma visão mais ampla dos

efeitos desse polifenol na hipermetioninemia.
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7. CONCLUSÃO

Através do presente estudo foi possível observar as alterações no status

redox em animais após a administração aguda de Met e MetO. Por outro lado, o

pré-tratamento com AT foi capaz de prevenir a maior parte dessas alterações.

É importante enfatizar que este é o primeiro estudo que avaliou o

potencial efeito protetor do AT contra danos oxidativos e nitrosativos causados

pela hipermetioninemia. Com base nos resultados obtidos, conclui-se que o AT

pode ser uma promissora alternativa terapêutica para o manejo clínico de

pacientes hipermetioninêmicos, uma vez que foi capaz de prevenir alterações

características dessa condição patológica em vários órgãos.

Além disso, com dados da literatura já publicados apontando para os

efeitos anti-inflamatórios e antioxidantes do AT, combinado ao fato de que a

inflamação e o estresse oxidativo estão envolvidos na fisiopatologia de

hipermetioninemia, nossos resultados servem de suporte para que sejam

realizados futuros estudos com o objetivo de investigar os mecanismos envolvidos

nos efeitos protetores do AT na hipermetioninemia.
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