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Resumo 

 
 

 
FRANCESCHI, Thaís Scolari. Efeito da administração crônica de metionina e/ou 
metionina sulfóxido sobre o status redox, sistema purinérgico e fenótipo de 
macrófagos peritoneais de camundongos. Dissertação (Mestrado) – Programa de 
Pós-Graduação em Bioquímica e Bioprospecção. Universidade Federal de Pelotas, 
Pelotas. 

 
A hipermetioninemia é uma doença caracterizada pela deficiência ou ausência da 
enzima metionina adenosiltransferase (MAT). Essa condição resulta em elevados 
níveis sanguíneos de metionina (Met), assim como de seus metabólitos, dentre eles 
a metionina sulfóxido (MetO). Os pacientes afetados podem apresentar distúrbios 
neurológicos e hepáticos envolvendo inflamação e estresse oxidativo, porém a 
fisiopatologia dessas alterações ainda permanece pouco elucidada. Dessa forma, o 
objetivo do presente trabalho foi investigar o efeito da administração crônica de Met 
e/ou MetO sobre o fenótipo expresso por macrófagos peritoneais de camundongos 
jovens, avaliando parâmetros inflamatórios, de estresse oxidativo e do sistema 
purinérgico. Os animais foram divididos em quatro grupos: I (controle); II (Met); III 
(MetO) e IV (Met + MetO). Nesse protocolo, os animais receberam uma injeção 
subcutânea de Met (0,35 - 1,2 g/kg) e/ou MetO (0,09-0,3 g/kg) do 10ο ao 38ο dia de 
vida, duas vezes ao dia, com intervalo de 8 horas entre as aplicações. Os resultados 
demonstraram que a Met e/ou MetO induziram um fenótipo de ativação M1/clássico 
em macrófagos peritoneais, observado através do aumento dos níveis de fator de 
necrose tumoral α (TNF-α) e de nitrito, bem como redução da atividade da arginase. 
Além disso, Met e/ou MetO também alteraram a atividade das enzimas antioxidantes 
superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, os níveis de tiois totais e as 
espécies reativas de oxigênio nos macrófagos peritoneais. Por fim, a administração 
crônica de Met e/ou MetO promoveu alteração na hidrólise dos nucleotídeos de 
adenina ATP e ADP, observado através do aumento na atividade das 
ectonucleotidases. Esses resultados demonstraram uma polarização clássica 
M1/pró-inflamatória dos macrófagos, alterações no status redox e no sistema 
purinérgico pela exposição crônica aos aminoácidos Met/MetO. Em conjunto, nossos 
achados podem contribuir para o entendimento das alterações presentes nos 
pacientes hipermetioninêmicos, e assim auxiliar na busca por novos alvos 
terapêuticos. 

 
 

Palavras-chave: metionina; metionina sulfóxido; macrófagos; inflamação; status 
redox; nucleotídeos 



 

 
 

Abstract 

 
 

FRANCESCHI, Thaís Scolari. Effect of chronic administration of methionine 
and/or methionine sulfoxide on redox status, purinergic system and peritoneal 
macrophages phenotype from mice. Dissertation (MSc.) – Programa de Pós- 
Graduação em Bioquímica e Bioprospecção. Universidade Federal de Pelotas, 
Pelotas. 

 
Hypermetioninemia is a disease characterized by the deficiency or absence of the 
enzyme methionine adenosyltransferase (MAT), this condition results in high blood 
levels of methionine (Met) and its metabolites, such as methionine sulfoxide (MetO). 
Hypermethioninemic patients may present with neurological and hepatic disorders 
involving inflammation and oxidative stress, but the pathophysiology of these events 
remains unclear. Thus, the objective of the present study was to investigate the effect 
of chronic administration of Met and/or MetO on the phenotype expressed by 
peritoneal macrophages of young mice, evaluating inflammatory, oxidative stress and 
purinergic parameters. The animals were divided into four groups: I (control); II (Met); 
III (MetO) and IV (Met + MetO). In this protocol, the animals received a subcutaneous 
injection of Met (0.35 - 1.2 g/kg) and/or MetO (0.09-0.3 g/kg) from 10 to 38 days of 
life, twice daily, with an 8-hour interval between applications. The results 
demonstrated that Met and/or MetO induced a M1/classical activation phenotype in 
peritoneal macrophages, observed through increased levels of tumor necrosis factor 
α (TNF-α) and nitrite, and reduction of arginase activity. In addition, Met and/or MetO 
also altered the activity of antioxidant enzymes superoxide dismutase, catalase and 
glutathione peroxidase, as well as total thiol content and levels of reactive oxygen 
species in the peritoneal macrophages. Finally, chronic administration of Met and/or 
MetO promoted alteration in the hydrolysis of adenine nucleotides ATP and ADP, 
observed through the increase in ectonucleotidase activity. These findings 
demonstrated a M1/classical macrophage polarization, alterations in the redox status 
and purinergic system, which may contribute to the understanding of alterations 
present in hypermethioninemic patients, in order to aid in the search for new 
therapeutic targets. 

 
 

Keywords: methionine; methionine sulfoxide; macrophages; status redox; 
inflammation; nucleotides 
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1 Introdução 

 
 

Os mamíferos necessitam de nutrientes essenciais como aminoácidos, ácidos 

graxos, vitaminas e minerais oriundos dos alimentos ingeridos para preservar seu 

estado nutricional adequado, para controle do metabolismo, prevenção de doenças, 

assim como homeostase fisiológica (STOVER et al., 2017). A metionina (Met) é um 

aminoácido essencial, obtida a partir da dieta ou degradação endógena de proteínas 

e que contém enxofre na sua estrutura (PRUDOVA et al., 2005). 

O metabolismo da Met é importante pois esse aminoácido está presente em 

vários processos biológicos indispensáveis ao organismo, como a síntese de 

proteínas, manutenção das metilações biológicas, formação de poliaminas e de 

homocisteína, catabolismo de colina e também na manutenção da homeostase 

redox celular (SUAREZ et al., 2010). Entretanto elevados níveis desse aminoácido 

apresentam efeitos danosos ao organismo, como os encontrados na 

hipermetioninemia. 

A hipermetioninemia é uma doença pertencente ao grupo dos erros inatos do 

metabolismo (EIM) que são desordens hereditárias, caracterizadas pela deficiência 

de uma proteína, na maioria das vezes uma enzima (DHERAI, 2012). Os EIM mais 

frequentes são aqueles relacionados ao metabolismo de aminoácidos, sendo um 

exemplo, a hipermetioninemia em que se observa a deficiência da enzima metionina 

adenosiltransferase (MAT). Na deficiência dessa enzima, a concentração plasmática 

de Met atinge valor elevado, assim como seus metabólitos – metionina sulfóxido 

(MetO), metanotiol e sulfeto de hidrogênio (MUDD et al., 2001). Pacientes 

hipermetioninêmicos possuem manifestações clínicas como edema e 

desmielinização cerebral, déficit cognitivo, alterações hepáticas, bem como 

deficiência de vitaminas e minerais, além de sinais clínicos, como alopecia. É 

importante destacar que a fisiopatologia da doença ainda não está completamente 

elucidada (FERNÁNDEZ-IRIGOYEN et al., 2010; LU et al., 2001; MUDD et al., 2001; 

NASHABAT et al., 2018). 

Sabe-se que as células do sistema imune possuem importantes funções 

biológicas, podendo  ressaltar o  controle  da inflamação através dos macrófagos, 



 

 

sendo essas as principais células diferenciadas do sistema fagocitário mononuclear, 

devido a sua abundância, distribuição e mobilidade (LASKIN & LASKIN, 2001; 

SILVA et al., 2011). Os macrófagos são ativados em resposta ao reconhecimento de 

sinais de perigo, que podem ser: produtos microbianos, citocinas, quimiocinas e 

mediadores extravasados por células danificadas, tais como a adenosina trifosfato 

(ATP) (LEY et al., 2010). 

Quando ativados para um fenótipo M1, os macrófagos liberam fatores pró- 

inflamatórios e citotóxicos como espécies reativas de nitrogênio (ERN), espécies 

reativas de oxigênio (ERO), citocinas, lipídios bioativos e enzimas hidrolíticas 

(FORMAN & TORRES, 2001; LASKIN & LASKIN, 2001; OLIVEIRA et al., 2006). A 

resposta de ativação dos macrófagos está associada às alterações morfológicas, 

funcionais e bioquímicas nas células (LASKIN & LASKIN, 2001; SCHULTZ, 1990). 

Dos Santos e colaboradores (2016) demonstraram que a exposição in vitro de 

macrófagos à Met e/ou MetO induz o fenótipo de ativação M1/pró-inflamatório e 

também promove alterações no estado redox nessas células. 

O estresse oxidativo produz um aumento na produção de oxidantes e/ou 

diminuição das defesas antioxidantes. Esse processo está relacionado à patogênese 

de diversas doenças, tais como: inflamação, câncer e doenças neurodegenerativas 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Além disso, alguns estudos vem relatando 

que uma dieta utilizando suplementação com Met aumenta o dano oxidativo 

(YALÇINKAYA et al., 2007). 

Diversos estudos demonstram que altas concentrações de Met e/ou MetO, in 

vitro e in vivo, alteram o status redox em cérebro (SCHWEINBERGER et al., 2014, 

2018; SOARES et al., 2017a; STEFANELLO et al., 2005, 2007a, 2011), fígado 

(COSTA et al., 2013; MORI & HIRAYAMA, 2000; SOARES et al., 2017b; 

STEFANELLO et al., 2009, 2011), rim (SOARES et al., 2017b), músculo esquelético 

(SCHWEINBERGER et al., 2015), soro (SOARES et al., 2019) e componentes do 

sistema imunológico, como plaquetas (SOARES et al., 2019) e macrófagos (DOS 

SANTOS et al., 2016). 

A inflamação corresponde a uma cascata de eventos tendo como objetivo 

proteger a integridade do organismo frente a agentes nocivos tanto endógenos 

quanto exógenos (DI VIRGILIO & VUERICH, 2015). A resposta inflamatória se 

baseia na liberação de mediadores, assim como recrutamento de células. Essas 

células inflamatórias são ativadas, resultando na liberação de mediadores, dentre 



 

 

eles podemos destacar: proteínas de fase aguda, como a proteína C reativa; 

citocinas, como a interleucina-1 beta (IL-1β), interferon gamma (IFN-γ) e o fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α), quimiocinas, prostaglandinas e óxido nítrico (NO) 

(COLTON, 2009; SALERNO et al., 2002; ZHANG, 2008). 

A resposta inflamatória possui importância na manutenção das funções 

biológicas do organismo e a via de sinalização purinérgica pode atuar modulando 

esse sistema (BODIN & BURNSROCK, 2001). O sistema purinérgico é mediado 

pelos nucleotídeos de adenina - ATP, difosfato de adenosina (ADP) e monofosfato 

de adenosina (AMP) e nucleosídeo de adenina - adenosina (Ado) no meio 

extracelular, sendo consideradas importantes moléculas sinalizadoras (YEGUTKIN, 

2008). Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram que o tratamento 

com altas concentrações de Met e/ou MetO altera a atividade das ectonucleotidases 

(enzimas que degradam os nucleotídeos de adenina) em linfócitos (SOARES et al., 

2018), plaquetas e soro de ratos jovens (SOARES et al., 2019). 

Considerando o exposto, o presente estudo visa contribuir com o 

entendimento da fisiopatologia da hipermetioninema avaliando o fenótipo expresso 

por macrófagos e a possível relação com o estresse oxidativo e o sistema 

purinérgico em camundongos jovens submetidos a exposição crônica de Met e/ou 

MetO. 



 

 
 
 
 
 

 

2 Objetivos 

 
 

Objetivo geral 

 
 

Investigar o efeito da administração crônica de Met e/ou MetO sobre o 

fenótipo expresso por macrófagos, bem como sobre marcadores de estresse 

oxidativo e do sistema purinérgico em macrófagos peritoneais de camundongos 

jovens. 

 
Objetivos específicos 

 
 

• Determinar o fenótipo expresso por macrófagos peritoneais de camundongos 

jovens após administração crônica de Met e/ou MetO, através da avaliação da 

citocina pró-inflamatória (TNF-α), atividade da arginase e dos níveis de nitrito. 

• Determinar a viabilidade e proliferação de macrófagos peritoneais de 

camundongos jovens após administração crônica de Met e/ou MetO. 

• Avaliar os parâmetros de estresse oxidativo (atividade das enzimas 

antioxidantes, produção de ERO e conteúdo total de sulfidrilas) em 

macrófagos peritoneais de camundongos jovens após administração crônica 

de Met e/ou MetO. 

• Avaliar alterações na via da sinalização purinérgica através da atividade das 

NTPDases (ATP e ADP) e da 5’-nucleotidase (AMP) em macrófagos 

peritoneais após administração crônica de Met e/ou MetO. 



 

 
 
 
 
 

 

3 Revisão da Literatura 

 
 

 Erros Inatos de Metabolismo 

 
 

Os EIM englobam um grupo de desordens hereditárias majoritariamente 

autossômicas recessivas, causadas por alterações genéticas, resultando geralmente 

na deficiência ou ausência da síntese de uma enzima. Esses problemas podem 

ocasionar mudanças em uma via metabólica, devido à ausência ou redução da 

atividade enzimática, englobando processos que envolvem a síntese, degradação, 

transporte e armazenamento de moléculas no organismo. As principais alterações 

que podem ser identificadas são: falta de produtos essenciais e acúmulo de 

metabólitos com seus efeitos pouco elucidados (BARIĆ et al., 2001; SCRIVER et al., 

2001). 

Os estudos dos EIM iniciaram no século XX por Archibald Garrod, que 

publicou o livro nomeado “Erros Inatos do Metabolismo”, esse também contempla a 

descrição de outros distúrbios genéticos metabólicos (EL-HATTAB 2015; SCRIVER 

et al., 2001). A ocorrência dessas doenças é muito baixa quando estudadas de 

forma isolada, porém, quando analisadas em conjunto chegam a atingir um a cada 

mil recém-nascidos vivos (EL-HATTAB 2015; SCRIVER et al., 2001). Os EIM são 

comumente classificados de acordo com área do metabolismo prejudicada pela 

alteração genética, subdividindo-se em metabolismo de aminoácidos, glicídeos, 

lipídeos, glicoproteínas, ácidos orgânicos, lipoproteínas entre outros, porém as 

aminoacidopatias são um dos EIM mais frequentes (SCRIVER et al., 2001). 

A maioria dos EIM são detectados através da triagem neonatal, porém em 

outros casos o diagnóstico é feito após apresentação de manifestações clínicas da 

doença que ocorrem primeiramente na infância. Essas desordens quando não 

tratadas podem ocasionar diversas consequências no período neonatal, levando a 

manifestações clínicas subsequentes, que compreendem: alterações hepáticas, 

inflamatórias, déficit neurológico, levando ao atraso no desenvolvimento do indivíduo 

e podem até resultar em óbito do paciente acometido por essas desordens 



 

 

metabólicas (CAMP et al., 2012; DHERAI, 2012; RAO et al., 2009; SCRIVER et al., 

2001). 

O método de tratamento mais utilizado se baseia no fornecimento de 

suplementos alimentares, com o intuito de tentar reverter um transtorno metabólico 

específico, que se manifesta em decorrência de anormalidades bioquímicas 

resultantes da deficiência enzimática (CAMP et al., 2012). 

 
 Metionina e Metionina Sulfóxido 

 
 

A Met é um aminoácido essencial, que contém enxofre na sua estrutura, 

sendo obtida a partir da dieta ou pela degradação endógena de proteínas 

(PRUDOVA et al., 2005). O metabolismo da Met se torna importante, pois esse 

aminoácido se faz presente em vários processos biológicos indispensáveis ao 

organismo, como a síntese de proteínas, manutenção das metilações biológicas, 

formação de poliaminas e de homocisteína, catabolismo de colina e também na 

manutenção da homeostase redox celular (SUAREZ et al., 2010). 

Foi relatado na literatura que resíduos de Met presentes nas proteínas 

exercem proteção antioxidante, uma vez que eles estabelecem uma interação 

através de ligações hidrofóbicas entre seus átomos sulfurados e os anéis dos 

aminoácidos aromáticos (VALLEY et al., 2012), os quais possuem grande 

susceptibilidade a oxidação por espécies reativas (EL REFAEY et al. 2015). 

A Met é principalmente metabolizada no fígado pela enzima MAT que catalisa 

a primeira reação do metabolismo desse aminoácido (STROUS et al., 2008; 

YAMADA et al., 2012). Essa enzima transfere o grupo adenosil do ATP para a Met, 

formando S-adenosilmetionina (SAM), um doador de grupamentos metila para 

compostos como ácidos nucleicos, proteínas e lipídeos. Essa reação de 

transmetilação da SAM forma S-adenosil-homocisteína (SAH) que posteriormente é 

hidrolisada pela SAH hidrolase, formando homocisteína (Hcy) e Ado (FINKELSTEIN 

1990; MUDD 1962). 

A Hcy pode ser metabolizada por duas vias: remetilação ou transulfuração. A 

remetilação é catalisada pela metionina sintase (MS), enzima dependente de 

vitamina B12. A MS regenera a Met através da transferência de um grupo metila 

para a Hcy, esse grupamento metila é originado do 5-metiltetrahidrofolato (5-Me- 

THF). Além disso, a enzima betaina-homocisteína-metiltransferase (BHMT) transfere 



 

 

o grupamento metila da betaína para a Hcy, formando Met e N,N-dimetilglicina. Essa 

reação é importante, principalmente quando toxinas comprometem a atividade da 

MS (BEATTY & REED 1980; FINKELSTEIN 2000; MOSHAROV et al. 2000). 

A via de transulfuração ocorre através da cistationina β-sintase (CBS), enzima 

dependente de vitamina B6 que realiza a condensação de Hcy e serina, formando 

cistationina. A cistationina é então convertida em α-cetobutirato e cisteína pela ação 

da enzima γ-cistationase, também dependente de vitamina B6. Dessa forma, a via 

de transulfuração é um importante mecanismo antioxidante não enzimático para o 

fígado, devido ao fato que ocorre a formação de cisteína, o precursor da glutationa. 

É relevante destacar que a via de transulfuração é basicamente a única via de 

catabolismo da Met (BEATTY & REED 1980; FINKELSTEIN 2000; MOSHAROV et 

al. 2000; SELHUB 1999) (Figura 1). Um dos principais reguladores do metabolismo 

da Met é a SAM, pois esse composto pode ativar ou inibir enzimas como a MAT que 

controlam a velocidade da rota metabólica (FINKELSTEIN, 2006). 

 

FIGURA 1: Metabolismo da Metionina. MAT - metionina adenosil transferase; SAM - S-adenosil- 
metionina; GNMT- glicina-N-metiltransferase; SAH- S-adenosil-homocisteína; SAHH - S-adenosil- 
homocisteína-hidrolase; ADK - adenosina cinase; AMP - adenosina monofosfato; CBS - cistationina β- 
sintase; CGL - cistationina γ-liase; BHMT – betaína-homocisteína-metiltransferase; MS - metionina 
sintase; THF- tetrahidrofolato; 5,10-MTHF- 5,10-metilenotetrahidrofolato; MTHFR- 
metilenotetrahidrofolato redutase; 5-Me-THF - 5-metiltetrahidrofolato; GSH - Glutationa. (Adaptado 
Yamada et, al., 2012). 



 

 

Sendo a Met um aminoácido sulfurado, ela possui grande sensibilidade à 

oxidação por ERO como, por exemplo, o peróxido de hidrogênio (LIANG et al., 2012; 

VOGT, 1995). A oxidação da Met forma como principal metabólito a MetO, que está 

presente em duas formas estereoisoméricas, metionina-S-sulfóxido e metionina-R- 

sulfóxido. A reação que transforma Met em MetO é reversível (Figura 2), dessa 

forma a redução de MetO novamente em Met é realizada pela enzima metionina 

sulfóxido redutase (KOC & GLADYSHEV, 2007; STADTMAN, 2004). 

 

 
FIGURA 2: Oxidação da Metionina a Metionina Sulfóxido (Adaptado Berg et al., 2012). 

 

Estudos apontam que a presença de resíduos de MetO nas proteínas pode 

ocasionar perda da atividade biológica proteica. Além do mais, esse excesso de 

MetO pode resultar em sua oxidação irreversível produzindo metionina sulfona, 

levando a um desequilíbrio no ciclo oxidação/redução da Met que é um sistema 

endógeno antioxidante. A MetO também tem demonstrado relação com o 

envelhecimento e doenças neurodegenerativas (KOC & GLADYSHEV, 2007; 

MOSKOVITZ, 2014; STADTMAN, 2004). 

 
 Hipermetioninemia 

 
 

A hipermetioninemia é considerada um EIM que possui como característica o 

acúmulo plasmático do aminoácido Met, assim como deficiência do produto SAM e 

produção de metabólitos como a MetO. A principal causa da doença é a deficiência 

total ou parcial da enzima MAT. Elevadas concentrações de Met e seus metabólitos 



 

 

podem ter origem genética ou não genética, como ocorre na presença de doença 

hepática, dieta rica em Met, baixo peso ao nascer ou prematuridade (BJURSELL et 

al., 2011; FURUJO et al., 2012; MUDD et al., 2000, 2001). Estudos afirmam que a 

Met e seus metabólitos podem ser altamente tóxicos quando encontrados em altas 

concentrações nos tecidos, podendo exercer dano neurológico e hepático (MUDD et 

al., 2000, 2001; STEFANELLO et al., 2005, 2007a, 2007b, 2009). 

Até o momento, seis alterações genéticas que podem levar a 

hipermetioninemia já foram descritas na literatura. Entretanto a causa mais comum 

encontrada em pacientes com hipermetioninemia isolada e persistente é causado 

pela deficiência da MAT. Pesquisas de caráter genético demonstram que a 

deficiência da MAT, em pacientes portadores dessa desordem, ocorre através de 

mutações no gene MAT1A, que é responsável por codificar as subunidades 

catalíticas de duas isoenzimas presentes nas células hepáticas maduras (MAT I e 

MAT III) (HIRABAYASHI et al., 2013; MUDD et al., 2000, 2001). 

Alguns pacientes hipermetioninêmicos não possuem sintomas, porém danos 

neurológicos como desmielinização cerebral, associada à deficiência de SAM no 

líquido cefalorraquidiano, foram evidenciados em diversos estudos (FURUJO et al., 

2012; MUDD et al., 2001). Outros problemas foram relatados, dentre eles: edema 

cerebral, miopatia, retardo do desenvolvimento psicomotor e distúrbios hepáticos 

envolvendo estresse oxidativo e inflamação (FERNÁNDEZ-IRIGOYEN et al., 2010; 

MUDD et al., 2001). Os pacientes podem apresentar sinais clínicos como odor 

incomum na respiração, suor, hálito e urina, provavelmente como resultado do 

metabolismo alternativo da Met (FURUJO et al., 2012). 

As concentrações plasmáticas normais de Met estão em torno de 30 μmol/L, 

entretanto nos casos graves da doença, em que a MAT encontra-se alterada, as 

concentrações podem atingir até 2.500 μmol/L (MUDD et al., 2001). Adicionalmente, 

elevados níveis de MetO, de metanotiol e sulfeto de hidrogênio, devido a rota 

alternativa para o metabolismo da Met, podem ser encontrados no plasma e urina 

dos pacientes (MUDD et al., 2001). 

A hipermetioninemia é de difícil diagnóstico, porém pode ser descoberta nos 

primeiros dias de vida através do rastreamento neonatal. Um valor de 48 μmol/L de 

Met pode ser sugestivo para deficiência da MAT, exigindo a avaliação da atividade 

dessa enzima no fígado. Outros parâmetros utilizados para auxiliar no diagnóstico 



 

 

são os níveis de SAM e de Hcy que também encontram-se alterados nesta patologia 

(CHIEN et al., 2005; COUCE et al., 2008; SUAREZ et al., 2010). 

Quando a doença for assintomática, é necessário verificar os níveis de Met 

regularmente, mas não é necessário realizar tratamento. Entretanto, nos casos mais 

graves da hipermetioninemia, como na presença de alterações neurológicas, o 

tratamento é indispensável. Esse consiste em uma dieta isenta de proteínas, 

reduzindo a ingestão de Met. No entanto, essa restrição é controversa, pois pode 

ocasionar maior redução dos níveis de SAM podendo agravar os danos 

neurológicos. Dessa forma, uma abordagem terapêutica compreende a 

administração de SAM (S-adenosilmetionina dissulfato tosilato) em concentrações 

de 400 mg a 800 mg, duas vezes ao dia. Estudos na literatura demonstram que essa 

suplementação melhora os sintomas associados a essa desordem metabólica, 

assim como desmielinização no sistema nervoso central (SNC) (CHIEN et al., 2005; 

COUCE et al., 2008, 2013). 

Estudos realizados com modelos pré-clínicos de hipermetioninemia 

comprovaram alterações no encéfalo, fígado, rim, músculo esquelético e em células 

do sistema imune como os linfócitos e macrófagos (DOS SANTOS et al., 2016; 

SCHWEINBERGER et al., 2015; SOARES et al., 2017a, 2017b, 2018; 

STEFANELLO et al., 2005, 2007a, 2007b, 2007c, 2009, 2011). No cérebro, ocorrem 

alterações em parâmetros de estresse oxidativo, na atividade da acetilcolinesterase 

e da Na+,K+-ATPase e redução do conteúdo de gangliosídeos, fosfolipídeos e 

colesterol (STEFANELLO et al., 2005, 2007a, 2007b, 2011). Também foi observado 

que a administração aguda de Met e/ou MetO induz redução da viabilidade celular e 

dano ao ácido desoxirribonucleico (DNA) com consequente morte celular por 

apoptose em córtex cerebral de ratos jovens (SOARES et al., 2017a). Além disso, já 

foi demonstrado que elevadas doses de Met e/ou MetO induzem dano oxidativo, 

alteram a atividade da enzima delta aminolevulínico desidratase (ALA-D), assim 

como parâmetros histológicos em fígado e rim de ratos jovens (COSTA et al., 2013; 

SOARES et al., 2017b; STEFANELLO et al., 2009). 

 
 Radicais Livres e Estresse Oxidativo 

 
 

Radical livre é um átomo ou molécula que contêm um número ímpar de 

elétrons, ou seja, possui elétrons desemparelhados na sua camada de valência, o 



 

 

que o torna altamente instável e reativo (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Os 

radicais livres podem ser divididos em quatro grupos principais com base em seu 

átomo central, sendo eles o oxigênio, nitrogênio, enxofre e cloro (HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 2007). As substâncias com maior potencial para gerar os radicais 

livres são o oxigênio em seu estado fundamental (O2) e o NO (IGNARRO, 1998). 

ERO é o termo usado para designar radicais livres, ânion superóxido (O2
•−), 

radical hidroxila (HO•) e alguns não radicais provenientes do oxigênio, como 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio singleto (1O2). Tais espécies são formadas 

de maneira contínua no metabolismo, principalmente na mitocôndria onde ocorre a 

cadeia respiratória, em torno de 2-5% do oxigênio consumido é transformado nestas 

espécies reativas (HALLIWELL, 2011). Essas moléculas possuem importante papel 

fisiológico: processo fagocitário, regulação da atividade de proteínas, sinalização 

celular e na resposta imunológica. Entretanto, quando em excesso podem causar 

danos ao organismo devido a sua alta reatividade (ELLAH, 2011; HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 2007). 

O organismo possui defesas antioxidantes, que diminuem ou inibem os 

efeitos nocivos das espécies reativas. Esse sistema de defesa é dividido em 

enzimático e não enzimático. Algumas das defesas antioxidantes enzimáticas são: 

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

sistema não enzimático é composto por muitas substâncias antioxidantes que 

possuem origem endógena ou são ingeridas através da dieta, como por exemplo: 

ácido ascórbico (vitamina C), α-tocoferol (vitamina E), glutationa reduzida (GSH), 

carotenoides, flavonoides entre outros (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007; 

HALLIWELL, 2012; SREEKUMAR et al., 2011). 

As enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx atuam de forma conjunta. 

Inicialmente a SOD realiza a dismutação do O2
•− em oxigênio molecular e H2O2. Já a 

CAT realiza a decomposição de H2O2 em água e oxigênio molecular. A GPx 

compreende uma família enzimática envolvida na remoção de H2O2 dos tecidos, que 

utiliza como substrato a GSH para converter peróxidos e hidroperóxido em álcoois, 

água e glutationa oxidada (ANDREAZZA et al., 2008; LOWE, 2014) (Figura 3). 



 

 

 

 

 

FIGURA 3: Mecanismo enzimático antioxidante (Adaptado de BARBOSA et al., 2010). 

 
 

Estudos comprovam que o estresse oxidativo, proveniente do desequilíbrio 

entre espécies reativas e defesas antioxidantes pode estar relacionado a várias 

doenças como: inflamação, disfunção hepática, carcinogênese, aterosclerose, 

doença cardíaca isquêmica, hipertensão, insuficiência cardíaca congestiva, doenças 

neurodegenerativas e EIM de aminoácidos (COSTA et al., 2013; FERREIRA et al., 

2012; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Diversos trabalhos demonstraram que 

altas concentrações de Met e/ou MetO, alteram a homeostase redox em soro 

(SOARES et al., 2019), plaquetas (SOARES et al., 2019) cérebro, 

(SCHWEINBERGER et al., 2014, 2018; SOARES et al., 2017a; STEFANELLO et al., 

2005, 2007a, 2011), fígado (COSTA et al., 2013; SOARES et al., 2017b; 

STEFANELLO et al., 2009), rim (SOARES et al., 2017b), músculo esquelético 

(SCHWEINBERGER et al., 2015) e macrófagos in vitro (DOS SANTOS et al., 2016). 

 
 Sistema Imunológico e Inflamação 

 
 

O processo inflamatório pode ser definido como uma reação complexa do 

organismo à infecção ou agressão. Caracteriza-se como um mecanismo com função 

protetora para controle de infecções e desempenho de reparo tecidual, porém em 

excesso ou descompensada pode provocar lesões ou até doenças autoimunes. Os 

sinais clínicos característicos da inflamação são: rubor, calor, edema, dor e prejuízo 

funcional (ABBAS et al., 2008; CRUVINEL et al., 2010). A resposta inflamatória 

envolve várias moléculas, sendo algumas associadas também à resposta 



 

 

imunológica, como citocinas e quimiocinas (OLIVEIRA et al., 2011; TURNER et al., 

2014). 

As citocinas são moléculas proteicas, que enviam sinais estimulatórios, 

modulatórios e inibitórios para as variadas células do sistema imune. Essas 

moléculas atuam por ligações com receptores específicos, assim ativam 

mensageiros intracelulares que regulam a transcrição gênica (OLIVEIRA et al., 2011; 

TURNER et al., 2014). Dessa forma, as citocinas modulam a diferenciação, a 

proliferação e a sobrevida das células do sistema imune, controlando a produção de 

outras citocinas, que podem aumentar (pró-inflamatórias) ou atenuar (anti- 

inflamatórias) a resposta inflamatória. As anti-inflamatórias são interleucina-4 (IL-4), 

interleucina-10 (IL-10), interleucina-13 (IL-13) e fator transformador de crescimento β 

(TGF-β) e as pró-inflamatórias são interleucina-1 (IL-1), interleucina-2 (IL-2), 

interleucina-6 (IL-6), interleucina-7 (IL-7) e TNF- α (OLIVEIRA et al., 2011; TURNER 

et al., 2014). 

O sistema imune pode ser dividido em dois mecanismos principais: o sistema 

imune inato e o adaptativo. No sistema imune adaptativo é necessário um 

determinado tempo para atuar contra um organismo agressor, tendo memória 

imunológica e possuindo especificidade para um antígeno. Ele entende que já 

encontrou anteriormente o invasor e age mais rapidamente a exposições futuras 

perante o mesmo agente. O sistema é composto por células como linfócitos T e B e 

fatores humorais (MACÊDO et al., 2010; ROSA & VAISBERG, 2002). 

A defesa inata possui um sistema que, na maioria das vezes, está presente e 

pronto para ser ativado em determinada infecção, não é específico para um 

antígeno, pois reage da mesma forma para inúmeros organismos, é caracterizado 

por não apresentar memória imunológica e ser a defesa de primeira linha do 

organismo (MACÊDO et al., 2010; ROSA & VAISBERG, 2002). Os mecanismos 

atuam através de barreiras físicas, químicas e biológicas, componentes celulares e 

moléculas solúveis. Os componentes da imunidade inata são: epitélios e substâncias 

químicas antimicrobianas; as células efetoras, sendo as principais as fagocitárias 

(neutrófilos e macrófagos), células dendríticas e células Natural Killer (NK); sistema 

complemento; citocinas e quimiocinas (ABBAS et al., 2008; BALESTIERI, 2005; 

HENDRY et al., 2013). 

Cabe salientar que foi demonstrado recentemente que elevados 

concentrações de Met e/ou MetO são capazes de aumentar os níveis de proteína C 



 

 

reativa, de citocinas pró-inflamatórias como IL-6 e TNF-α em soro de ratos jovens 

(SOARES et al., 2018). Além disso, esses aminoácidos são capazes de induzir in 

vitro um fenótipo pró-inflamatório em macrófagos peritoneais de camundongos (DOS 

SANTOS et al., 2016). 

 
3.5.1 Macrófagos 

 
 

Os macrófagos são classificados como componentes do sistema fagocítico 

mononuclear, juntamente com os monócitos e as células dendríticas. Eles atuam 

amplamente em parâmetros regulatórios, como na indução ou resolução da 

inflamação, ação tumoricida, microbicida, produção de citocinas, apresentação de 

antígenos aos linfócitos, na reparação e renovação tecidual (LEE et al., 2005). 

Dessa forma, os macrófagos são especializados na fagocitose e neutralização de 

detritos celulares e agentes perigosos, como os patógenos. Essas células imunes 

podem estar presentes em vários locais do organismo, diferenciando-se de maneira 

específica de acordo com a morfologia e funções características de cada tecido 

(GORDON, 2003; VAROL et al., 2015). São capazes de reconhecer uma ampla 

gama de moléculas de sinalização, como os lipopolissacarídeos (LPS) liberados da 

parede celular bacteriana e citocinas, incluindo IFN-γ e TNF-α, produzidas por outras 

células imunes (SALIM et al., 2016). De maneira geral, possuem um papel 

fundamental na orquestração da reação inflamatória através do fornecimento de 

quimiocinas e citocinas, que irão recrutar e ativar os neutrófilos, os monócitos e os 

linfócitos (GORDON, 2003). 

Existem mecanismos que podem realizar mudanças no perfil de ativação dos 

macrófagos, podendo citar o dano celular através de sinais de perigo endógeno, 

além de fatores de sinalização, como a produção diferencial de citocinas de linfócitos 

Th1 e Th2 da resposta imune inata e adaptativa, podendo aumentar a produção de 

fatores com atividade antimicrobiana ou resultar em susceptibilidade a infecções 

(ABBAS et al., 2008). 

O processo de polarização dos macrófagos ocorre através de sinais externos 

que os macrófagos recebem, transformando essas células de acordo com os sinais 

recebidos no seu ambiente. Os macrófagos ativados classicamente/M1 são 

chamados de pró-inflamatórios - secretam citocinas, como TNF-α, IL-1, IL-6 e 

interleucina-23 (IL-23), esses macrófagos são ativados por ligantes do tipo toll-like 



 

 

(TLR), como LPS ou IFN-γ. Já os macrófagos ativados alternativamente/M2 são anti- 

inflamatórios - promovem o reparo tecidual, produzem fatores de crescimento e 

expressam níveis elevados de arginase, sendo ativados pela IL-4 e TGF-β (Figura 4) 

(LI et al., 2018). Dessa forma, os macrófagos servem como potentes células efetoras 

imunes, tendo importantes funções na homeostase dos tecidos, assim como na 

reabilitação da doença, pois desempenham papéis desde o início até a progressão 

da lesão tecidual, realizam a cicatrização de feridas e a remodelação dos tecidos 

(DUFFIELD et al., 2005; MANTOVANI & LOCATI, 2013). 

 

 
Figura 4: Ativação de macrófagos M1 e M2 (Adaptado Martinez et al., 2009). 

 

 
A polarização de macrófagos vem sendo associada à expressão de uma 

variedade de genes. Quando ocorre alta expressão de arginase, os macrófagos M2 

geram ornitina, que irá promover proliferação e reparo, já os macrófagos M1 

expressam iNOS e geram NO, que participa da defesa do hospedeiro frente a 

patógenos invasores e inibe a proliferação celular. Os macrófagos de fenótipo M1 

caracterizam-se pela alta liberação de TNF-α e produção de ERN e ERO, 

apresentando atividade pró–inflamatória (MOSSER & EDWARDS, 2008). 

Assim, foi proposta a existência de três grupos de macrófagos: ativados, de 

reparo tecidual e reguladores. Os macrófagos ativados são os clássicos, possuem 

função tumoricida e microbicida, produzem altas quantidades de mediadores pró- 

inflamatórios, atuam na apresentação de antígenos aos linfócitos T relacionados 



 

 

com a resposta imune celular. Já os macrófagos de reparo tecidual são ativados 

pela IL-4, realizam a estimulação dos fibroblastos e facilitam a deposição de matriz 

extracelular. Os reguladores agem através da liberação de uma citocina anti- 

inflamatória, a IL-10 (CRUVINEL et al., 2010). 

Resultados prévios do nosso grupo de pesquisa, demonstraram que a 

exposição a Met e/ou MetO induz in vitro o fenótipo clássico/M1 de macrófagos 

peritoneais de camundongos que é caracterizado pelo aumento da atividade da 

enzima iNOS bem como aos níveis elevados de TNF-α (DOS SANTOS et al., 2016). 

Nesse mesmo estudo foi mostrado que Met e/ou MetO altera o metabolismo de 

nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares de adenina, promovendo o aumento das 

atividades de ATPase e ADPase em macrófagos. Por fim, foi relatado que os 

tratamentos promoveram alterações no estado redox dos macrófagos como 

alteração na atividade da SOD e CAT, bem como nos níveis de ERO (DOS SANTOS 

et al., 2016). 

 
 Sistema Purinérgico 

 
 

O controle da resposta inflamatória é extremamente importante para a 

manutenção das funções biológicas do organismo e vias de sinalização, como o 

sistema purinérgico, modulam esse complexo sistema (AGTERESCH et al., 1999; 

BODIN & BURNSROCK, 2001). A sinalização purinérgica é mediada pelos 

nucleotídeos e nucleosídeos de adenina no meio extracelular, sendo vista como um 

meio de comunicação célula-célula, relacionada a processos neuronais e não 

neuronais em eventos de curta e longa duração, incluindo secreção exócrina e 

endócrina, resposta imune, inflamação, dor, agregação plaquetária, vasodilatação, 

proliferação e morte celular. Dessa forma, esse sistema possui grande interesse de 

estudo levando em conta o seu envolvimento na modulação de diferentes condições 

fisiopatológicas (BURNSROCK, 2006; ELTZSCHIG et al., 2012). 

O sistema purinérgico é composto pelos nucleotídeos e nucleosídeos de 

adenina como ATP, ADP, AMP e adenosina (Ado). Essas são importantes moléculas 

que medeiam a sinalização purinérgica, sendo liberadas para o meio extracelular por 

exocitose, transportadores específicos, canais ou mecanismos patológicos 

(VERKHRATSKY et al., 2009). Também fazem parte do sistema os receptores 



 

 

purinérgicos e as enzimas ectonucleotidases, responsáveis por modular a 

concentração dessas moléculas no meio extracelular (YEGUTKIN, 2008). 

 
Nucleotídeos e nucleosídeos de adenina 

 
 

Os nucleotídeos e nucleosídeos de adenina no meio extracelular estão em 

baixas concentrações em situações fisiológicas, porém em condições inflamatórias e 

de estresse ocorre aumento na concentração dessas moléculas. Os nucleotídeos 

extracelulares ATP, ADP e AMP, bem como a Ado, estão envolvidos em diversas 

funções fisiológicas. Logo após a descoberta do ATP e ADP, o interesse era voltado 

apenas a sua função energética intracelular (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998; 

VASSORT, 2001). Atualmente, é bem descrita a funcionalidade dessas moléculas 

também como mensageiros, capazes de sinalizar uma variedade de efeitos 

biológicos no meio extracelular (BURNSTOCK, 2006). Em situações patofisiológicas, 

tais como lise celular, hipóxia e inflamação, concentrações aumentadas de ATP 

podem ser liberadas no meio extracelular e sinalizar o local danificado contribuindo 

para a iniciação da resposta imune (BLACKBURN et al., 2009; DI VIRGILIO et al., 

2009). 

O ATP é visto como um sinal de dano, quando liberado em altas 

concentrações contribui para desencadear a resposta imune inflamatória em 

conjunto com os padrões moleculares associados a patógenos (MARIATHASAN & 

MONACK, 2007). A liberação dessa molécula pode ser por exocitose vesicular, por 

transportadores ou pelos canais acoplados à panexina ou conexina (IDZKO et al., 

2014) Dessa forma, estudos demonstram que o ATP é uma molécula pró- 

inflamatória, devido a sua capacidade de favorecer a ativação e proliferação de 

linfócitos T além de estimular a liberação de citocinas pró-inflamatórias (IL-1, IL-2 e 

IFN-γ) (BOURS et al., 2006; LANGSTON et al., 2003). Além disso, esse nucleotídeo 

está relacionado ao recrutamento de monócitos circulantes para o tecido alvo, na 

migração e diferenciação de células dendríticas e a produção de IL-1β, IL-1 e TNF-α 

nos macrófagos (ELSSNER et al., 2004; VENTURA & THOMOPOULOS, 1995). 

A Ado também é uma molécula importante para o processo inflamatório, mas 

diferentemente do ATP, atua como imunossupressora e anti-inflamatória 

(ANTONIOLI et al., 2014). Porém, os mecanismos relacionados a essas ações da 

Ado ainda são investigados. É descrito que esse nucleosídeo promove a maturação 



 

 

de monócitos e também inibe a liberação de citocinas pró-inflamatórias: interleucina- 

12 (IL-12), IL-6 e TNF-α (CSÓKA et al., 2012; HASKÓ 1996, 2000; THIELE, 2004). 

Além disso, alguns estudos demonstraram que a Ado diminui a adesão de linfócitos 

durante a inflamação, diminui a proliferação de células-T e inibe a secreção de IL-2, 

IL-4 e IFN-γ por células CD4+ (GESSI et al., 2004; KOSHIBA et al., 1999). 

 
Receptores purinérgicos 

 
 

No espaço extracelular as purinas atuam através de receptores específicos, 

subdivididos em duas famílias: receptor purinérgico ionotrópico (P2X), que são 

ligados a canais iônicos e são ativados pelo ATP e receptor purinérgico 

metabotrópico (P2Y) os quais são acoplados a proteína G e respondem ao ATP e 

ADP (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998). A família de receptores do tipo P2X 

compreende sete membros (P2X1,2,3,4,5,6,7) e possuem sua porção amino- 

terminal e carboxi-terminal voltadas para o citoplasma celular. Já os receptores P2Y 

apresentam oito subtipos (P2Y1,2,4,6,11,12,13,14), com porção amino-terminal 

extracelular e uma carboxi-terminal intracelular e sete regiões transmembrana. Os 

receptores de Ado são proteínas transmembrana acoplados a proteína G do tipo P1 

e são divididos em quatro subtipos (A1, A2A, A2B e A3) (BURNSTOCK, 2006). 

Esses receptores purinérgicos estão distribuídos em todo o SNC e são 

capazes de regular o balanço entre a liberação e os efeitos de ATP, ADP e Ado 

(BONAN et al., 2001). Na superfície de monócitos e macrófagos encontram-se os 

receptores P2X e P2Y, cujas expressões são moduladas através de estímulos 

ambientais e o estágio de maturação celular (DI VIRGILIO et al., 2001; LEMAIRE et 

al., 2006; SILVA et al., 2011). Quando os macrófagos sofrem ação do IFN- γ, LPS ou 

TNF-α ocorre aumento na expressão de receptores P2X7, levando a adesão celular 

ao endotélio vascular, importante para produção de quimiocinas e a consequente 

saída dos leucócitos dos vasos sanguíneos - diapedese (HUMPHREYS & DUBYAK, 

1996). 

 
Enzimas que degradam os nucleotídeos e nucleosídeos de adenina 

 
Os nucleotídeos e nucleosídeos de adenina no meio extracelular podem 

exercer importantes funções relacionadas a resposta imune, a inflamação e a 



 

 

agregação plaquetária, por exemplo. Dessa forma é de extrema importância a 

manutenção dos níveis extracelulares dessas moléculas a fim de manter a 

homeostase fisiológica. As concentrações desses nucleotídeos e nucleosídeos são 

reguladas pela ação de enzimas que podem estar ancoradas à membrana celular 

com o seu sítio catalítico voltado para o meio extracelular ou podem ser encontradas 

na forma solúvel no meio intersticial ou fluidos corporais. Dentre essas enzimas se 

encontram as E-NTPDases (Ecto-Nucleosídeo Trifosfato Difosfoidrolase), a família 

das E-NPPs (Ecto-Nucleotídeo Pirofosfatase/Fosfodiesterases) as quais hidrolisam o 

ATP e o ADP até AMP esse conjunto de enzimas são chamadas de 

ectonucleotidases. Já a 5’-nucleotidase/CD73 hidrolisa AMP formando Ado e a 

adenosina deaminase a qual faz a desaminação da Ado formando inosina 

(ROBSON et al., 2006; YEGUTKIN, 2008). 

É relatado a presença de oito tipos de NTPDases, os subtipos se diferenciam 

de acordo com localização celular, funcionalidade, especificidade por substratos e 

distribuição tecidual. Quatro delas estão na membrana celular (NTPDases 1, 2, 3 e 

8) com o sítio catalítico voltado para o meio extracelular, as demais enzimas estão 

localizadas no interior da célula (NTPDases 4, 5, 6 e 7)(YEGUTKIN, 2008; 

ZIMMERMANN et al., 2007; ZIMMERMANN, 2001). 

A NTPDase 1 é reconhecida como um marcador de ativação de linfócito B, 

entretanto essa enzima também é expressa em linfócitos T. Além disso, a NTPDase 

1 pode ser encontrada em células dendríticas, plaquetas, leucócitos, células 

endoteliais e células do SNC (DWYER et al., 2007; ROBSON et al., 2006). As 

NTPDases possuem um papel protetor contra a lise celular causada pelo ATP 

extracelular em linfócitos T citosólicos, além disso, a atividade da NTPDase 1 é 

necessária para a funcionalidade dessas células como reconhecimento de antígenos 

e ativação da atividade efetora das células-T citotóxicas (FILIPPINI et al., 1990a, 

1990b). 

Estudos evidenciam a relação entre as E-NTPDases e 5’-nucleotidase/CD73 

na neurotransmissão em vários processos patológicos. Um aumento na atividade 

dessas enzimas pode ser um mecanismo adaptativo, diminuindo as concentrações 

de ATP e aumentando as concentrações de Ado, fornecendo neuroproteção 

(LUNKES et al., 2004). 

Um estudo relata que a Hcy in vitro foi capaz de diminuir a hidrólise dos 

nucleotídeos de adenina - ATP e ADP em plaquetas de ratos (ZANIN et al., 2010). 



 

 

Em contrapartida, outro estudo verificou que em macrófagos a Hcy promoveu 

aumento na hidrólise de ATP, ADP e AMP (ZANIN et al., 2013). Outros trabalhos 

relatam que o acúmulo plasmático de aminoácidos pode modular a atividade das 

ectonucleotidases, as quais podem estar envolvidas na fisiopatologia de algumas 

doenças (ROSEMBERG et al., 2010; SCHERER et al., 2012; ZANIN et al., 2012). 

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

Hypermethioninemia is a disorder characterized by high plasma levels of 

methionine (Met) and its metabolites such as methionine sulfoxide (MetO). Studies 

have reported associated inflammatory complications, but the mechanisms involved 

in the pathophysiology of hypermethioninemia are still uncertain. The present study 

aims to evaluate the effect of chronic administration of Met and/or MetO on 

phenotypic characteristics of macrophages, in addition to oxidative stress, purinergic 

system, and inflammatory mediators in macrophages. In this study, Swiss male mice 

were subcutaneously injected with Met and MetO at concentrations of 0.35-1.2 g/kg 

body weight and 0.09-0.3 g/kg body weight, respectively, from the 10th-38th day post- 

birth, while the control group was treated with saline solution. The results revealed 

that Met and/or MetO induce an M1/classical activation phenotype associated with 

increased levels of tumor necrosis factor-α and nitrite, and reduced arginase activity. 

It was also found that Met and/or MetO alter the activity of antioxidant enzymes 

superoxide dismutase, catalase, and glutathione peroxidase, as well as the levels of 

thiol and reactive oxygen species in macrophages. The chronic administration of Met 

and/or MetO also promotes alteration in the hydrolysis of ATP and ADP, as indicated 

by the increased activity of ectonucleotidases. These results demonstrate that 

chronic administration of Met and/or MetO promotes activated pro-inflammatory 

profile by inducing M1/classical macrophage polarization. Thus, the changes in redox 

status and purinergic system upon chronic Met and/or MetO exposure may contribute 

towards better understanding of the alterations consistent with hypermethioninemic 

patients. 

 
Key words: hypermethioninemia, ectonucleotidases, macrophage polarization, 

redox state, purinergic system, mice 



 

 

1. Introduction 

 
 

Isolated hypermethioninemia is a pathology characterized by abnormal 

elevation of plasma and tissue levels of methionine (Met)-an essential sulfur amino 

acid. This condition can be caused by non-genetic ailments and genetic disorders 

like methionine adenosyltransferase (MAT) deficiency (Mudd et al., 2000, 2003; 

Mudd 2011). MAT deficiency results in Met accumulation through its non- 

metabolization to S-adenosylmethionine where the excess Met is metabolized in 

alternative routes forming methionine sulfoxide (MetO). Hypermethioninemic patients 

may present clinical symptoms such as hepatic changes and neurological 

dysfunctions, whose pathophysiology is not yet well established (Gaull and Tallan 

1974; Schweinberger and Wyse 2016). 

Few studies have shown that high concentration of Met and/or MetO can be 

extremely harmful for hepatic homeostasis (Costa et al., 2013; Soares et al., 2017b), 

kidney (Soares et al., 2017b), brain (Soares et al., 2017a; Stefanello et al., 2005) and 

skeletal muscles (Schweinberger et al., 2015). Experimental models of 

hypermethioninemia demonstrate an increase in pro-inflammatory mediators and a 

reduction in anti-inflammatory cytokine production (Dos Santos et al., 2016; Soares 

et al., 2018, 2019). In addition, high Met and/or MetO levels alter important 

modulating systems of the cells involved in the immune and inflammatory processes, 

such as macrophages (Dos Santos et al., 2016), lymphocytes (Soares et al., 2018), 

and platelets (Soares et al., 2019). Furthermore, Dos Santos et al. have 

demonstrated that Met and/or MetO increase the activity of inducible nitric oxide 

synthase (iNOS) and TNF-α levels in vitro; thereby demonstrating the ability to 

induce M1/classical macrophage polarization (pro-inflammatory phenotype). 

However, in vivo effects of hypermethioninemia on macrophage polarization has not 

been investigated. 

Macrophages are myeloid cells of immune system and are responsible for the 

process of phagocytosis (Varol et al., 2015) for maintaining normal homeostasis as 

well as pathological processes (Li et al., 2018). Macrophages are modulated by the 

microenvironment and can be activated by M1/classical or M2/alternative pathways. 

Macrophage polarization is not a fixed phenomenon because these cells are capable 

of interacting with various signals such as the microbiota, damaged tissues and their 

danger signals such as cytokines, reactive oxygen species (ROS) and nucleotides 



 

 

and nucleosides of adenine (Dos Santos et al., 2016; Li et al., 2018; Varol et al., 

2015). It is known that M1 macrophages are characterized by the production of nitric 

oxide (NO) and ROS, which are important molecules that trigger the process of 

oxidative stress (Halliwell 2011; Mosser and Edwards 2008). Several evidences have 

demonstrated that oxidative stress plays a crucial role in the development and 

maintenance of inflammatory processes, thus acting as an important adjuvant in the 

pathophysiology of various diseases (Lugrin et al., 2014). 

Another important modulator of macrophage activation is adenosine 

triphosphate (ATP) which is an important pro-inflammatory molecule. The release of 

ATP, by inflammatory cells including macrophages, may favor inflammation by 

stimulating cells of the immune system and production of interleukin-6 (IL-6) and 

TNF-α (Dosch et al., 2019; Dos Santos et al., 2016; Idzko et al., 2014; Junger 2011). 

In contrast, adenosine performs an important anti-inflammatory and 

immunosuppressive role by reducing the production of pro-inflammatory cytokines 

(Antonioli et al., 2014). It is known that the regulation of the extracellular levels of 

these molecules is modulated by E-NTPDase and ecto-5'-nucleotidase/CD73 

(Robson et al., 2006). Thus, investigating the activity of these enzymes forms an 

intriguing aspect to be studied for understanding the role of purinergic system in the 

pathophysiology of hypermethioninemia (Dosch et al., 2019; Dos Santos et al., 2016; 

Idzko et al., 2014; Junger 2011). 

Although studies have demonstrated inflammatory complications associated 

with hypermethioninemia, the exact pathophysiological mechanisms of this disorder 

have not been completely elucidated. In this sense, the aim of this work is to 

investigate the possible role of macrophages in the pathophysiology of 

hypermethioninemia through the evaluation of macrophage phenotype, cell viability 

and proliferation. In addition, the study also aimed at studying the involvement of 

oxidative stress, purinergic system and inflammatory mediators in macrophages from 

young mice subjected to chronic administration of Met and/or MetO. 



 

 

2. Materials and Methods 

 
 

 Chemicals 

 
 

Nucleotides (ATP, ADP, AMP), Met and MetO were purchased from Sigma- 

Aldrich (St. Louis, MO, USA). Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) and fetal 

bovine serum were obtained from Gibco (Gibco BRL, Carlsbad, CA, USA). The 

cytokine detection kit for TNF-α was supplied by BD optEIATM (San Jose, CA, USA). 

The kit to determine glutathione peroxidase activity was obtained from Randox Lab 

(Antrim, UK). All other chemicals and solvents used were of analytical or 

pharmaceutical grade. 

 
 Animals 

 
 

Swiss male mice were obtained from the Central Animal House of the Federal 

University of Pelotas, Pelotas, RS, Brazil. The animals were maintained at a constant 

temperature (22±1°C) on a 12 hours light/dark cycle with free access to food and 

water. All animal procedures were approved by the Ethics Committee of Animal 

Experimentation from the Federal University of Pelotas (protocol under project 

number: CEEA 9221-2013). 

 
2.3 Chronic treatment with Met and/or MetO 

 
 

Ten-day-old Swiss mice were divided into four groups: I (control), II (treated 

with Met), III (treated with MetO), and IV (treated with Met + MetO). Doses of Met and 

MetO administered were chosen to induce high plasma levels similar to those found 

in patients affected by hypermethioninemia as described by previous studies (Costa 

et al., 2013; Soares et al., 2017b; Stefanello et al., 2007a). Met (0.35 – 1.2 g/kg) and 

MetO (0.09 – 0.3 g/kg) were administered to mice subcutaneously twice a day from 

day 10 to 38 of life. The animals of group IV received a combination of Met and 

MetO, whereas control mice received saline solution in the same volume. Twelve 

hours after the treatment, the mice were anesthetized with isoflurane and 

macrophages of peritoneal cavity were collected as described further in section 2.5. 



 

 

 Amino acid quantification 

 
 

Methionine and homocysteine levels were determined in plasma as described 

by Joseph and Marsden (1986) and Araki and Sako (1987), respectively; using high- 

performance liquid chromatography (HPLC). 

 
 Macrophage primary culture 

 
 

The macrophage primary culture was carried out according to the 

methodology previously established by Dos Santos et al. (2016). Briefly the 

macrophages were obtained by washing the peritoneal cavity using RPMI1640/FBS- 

free culture medium. The macrophages were then washed with sterile phosphate 

buffered saline (PBS), resuspended in RPMI1640/FBS-free medium, and then 

transferred to 6, 48 or 96-well plates. The plates were incubated (37ºC and 5% CO2 

atmosphere) for 30 min for adhesion of the cells. Subsequently, the culture medium 

was changed and the adhered cells mainly comprising of peritoneal macrophages, 

were used for subsequent experiments. 

 
 Cell viability and proliferation 

 
 

For both cell viability and proliferation assays, the macrophages were seeded 

into 96-well plates. After 18 h of culture, the cell viability was determined by 3-(4,5- 

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay, which evaluates 

the ability of viable cells to reduce MTT into blue colored formazan crystals. In this 

assay, according to Dos Santos et al. 2016, MTT was added in the wells at a final 

concentration of 0.5 mg/mL for 90 min. After the incubation time, the MTT medium 

was removed followed by dissolving the formazan crystals in DMSO by shaking. The 

formazan intensity was then measured at 492 nm. Sulforhodamine B (SRB) was 

used to evaluate cell proliferation. This assay was also performed after 18 h of 

culturing the macrophages. Briefly, the cells were washed and fixed in trichloroacetic 

acid (TCA) for 45 min at 4°C. After removal of TCA, the cells were washed with 

distilled water and incubated for 30 min with SRB solution for the staining of proteins. 

The SRB was then removed and the cells were washed with acetic acid. Finally, SRB 

was eluted in Tris solution (10 mM) and its absorbance was measured at 530 nm 



 

 

according to Dos Santos et al. 2016. The results of MTT and SRB were expressed as 

absorbance (cells from the control group). 

 
 Characterization of macrophages phenotype 

 
 

TNF-α levels were evaluated in the conditioned media of macrophage culture 

using commercial kit Mouse TNF ELISA of brand BD optEIATM. Nitrite levels were 

determined by Griess assay (Stuehr and Nathan, 1989), in which 100 µL of culture 

media was incubated with 100 µL of 1% sulfanilamide and 100 µL of N-1- 

naphthylethylenediamine dihydrochloride at room temperature for 20 min. The nitrite 

was quantified at 540 nm using sodium nitrite as standard. The results were 

expressed as µM per mg of protein. 

To determine the activity of arginase, cell lysate was used according to 

Corraliza et al. 1994. This method is based on the conversion of L-arginine into L- 

ornithine and urea. Briefly, the macrophage cells were lysed with 0.1% Triton X-100 

for 30 min. For activation of the enzyme, 30 µL of 25 mM Tris-HCl (pH 7.4) and 10 µL 

of 10 mM MnCl2 were added and then incubated at 56°C for 10 min. Similar 

quantities of cell lysate samples 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 H2SO4 (96 %), H3PO4 

(85 %), H2O (1/3/7, v/v/v). The urea concentration was measured at 540 nm after the 

addition of 6 % α-isonitrosopropiophenone, followed by heating at 95°C for 30 min. 

Results were expressed as nmol urea per min per mg of protein. 

 
 Redox profile 

 
 

 Determination of antioxidant enzyme activities 

 
 

Superoxide dismutase (SOD) activity was determined using the method 

described by Misra and Fridovich (1972) which is based on the auto-oxidation of 

adrenaline. Briefly catalase (CAT) was added to macrophage cell lysate followed by 

addition of glycine buffer and adrenaline to start the enzymatic reaction which was 

monitored at 480 nm. This enzyme activity was reported as percentage of SOD as 

compared to control cells. 



 

 

CAT activity was measured in the macrophage cell lysates based on the 

hydrogen peroxide (H2O2) decomposition, as previously described by Aebi (1984). 

Phosphate buffer containing hydrogen peroxide was added to the cell lysates and 

H2O2 decomposition was monitored at 240 nm. CAT activity was reported as 

percentage of CAT activity as compared to control cells. 

GPx (glutathione peroxidase) activity was measured in the cell lysates 

according to the commercial kit instructions (RANSEL®; Randox Lab, Antrim, United 

Kingdom). GPx activity was reported as percentage of GPx activity as compared to 

control cells. 

 
 Total sulfhydryl content 

 
 

Total sulfhydryl levels were measured in the cell lysates as described by 

Aksenov and Markesbery, 2001. This test is based on the reduction of 5,5'-dithio-bis- 

(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) by thiols along with its conversion to oxidized disulfide 

form that generates a yellow derivative (TNB) measurable at 412 nm. Briefly, the cell 

lysates were added to PBS buffer (pH 7.4) containing EDTA. The reaction was 

started by the addition of DTNB. Thiol levels in different groups of cell lysates were 

reported as percentage of thiol level as compared to control cells. 

 
 Determination of Reactive Oxygen Species (ROS) 

 
 

The ROS levels were determined according to Dos Santos et al. 2016 using 

the DCFH-DA assay (2ʹ,7ʹ-dichlorodihydrofluorescein diacetate), which reacts with 

ROS and emits fluorescence. In this assay, the macrophages were incubated with 

DCFH-DA for 30 min and fluorescence was determined on a microplate reader 

(485/520nm). ROS production was reported as percentage of ROS as compared to 

control cells. 

 
 ATP, ADP and AMP hydrolysis 

 
 

The activity of the ectonucleotidases was evaluated in 48 well plates 

containing viable macrophages, which were first washed 3 times with phosphate and 

nucleotide free incubation medium. To initiate the enzymatic reaction, the cells were 



 

 

incubated with medium containing 2 mM CaCl2 (2 mM MgCl2 for AMPase assay), 120 

mM NaCl, 5 mM KCl, 10 mM glucose, 20 mM HEPES (pH 7.4) and 2 mM ATP, ADP 

or AMP as substrates. After incubation at 37°C for 10 min, the reaction was stopped 

with 10% TCA. The production of inorganic phosphate (Pi) was measured by the 

method described previously (Chan et al., 1986) by using malachite green and 

KH2PO4 as standard. The protein concentration was determined by Coomassie blue 

method (Bradford, 1976). Specific activity was expressed in nmol of Pi released per 

min per mg of protein. 

 
 Statistical analysis 

 
 

Data are represented as mean ± standard error and subjected to one-way 

analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey post hoc test (for multiple 

comparisons) using GraphPad Prism 5. Difference between the values are 

considered significant for a P<0.05. 

 
3. Results 

 
 

Administration of Met and/or MetO increases plasma levels of Met and 

homocysteine in mice. 

 
In order to assess the suitability of our method for developing an experimental 

model of hypermethioninemia, male Swiss mice were administered with Met (1.2 

g/kg) and/or MetO (0.3 g/kg) and amino acid levels were determined. The results 

revealed that the plasma concentrations of Met and homocysteine were elevated in 

the mice treated with Met and Met + MetO at 1 h after administration (Table 1). 

 
3.2 Met and/or MetO do not affect viability but increase proliferation of 

macrophages. 

 
Our results revealed that Met and/or MetO treatment does not present 

alteration in macrophage cell viability as assessed by MTT (Figure 1A, P>0.05). 

However, an increase in macrophage proliferation is observed in the Met + MetO 

group as compared to the control group according to the evaluation by SRB assay 



 

 

(Figure 1B, P<0.05). No difference in macrophage proliferation is observed in the 

Met and MetO treated groups (Figure 1B, P>0.05). 

 
Met and/or MetO treatment induces classical macrophage polarization in 

mice. 

 
To determine the effect of Met and/or MetO treatment on phenotypic 

characteristics of mice macrophages, TNF-α and nitrite levels along with arginase 

activity were assessed. The results revealed that there is a significant increase of 

TNF-α levels in macrophages from the Met (P<0.001), MetO (P<0.01) and Met + 

MetO (P<0.001) treated groups when compared to the control group (Figure 2A). 

Similarly, nitrite levels are found to be increased in the Met (P<0.001), MetO (P<0.01) 

and Met + MetO (P<0.05) when compared to control group (Figure 2C). However, 

arginase activity is found to be significantly lower in the macrophages of the MetO 

(P<0.05) and Met + MetO (P<0.05) groups when compared to the control group 

(Figure 2B). 

 
 Met and/or MetO affects oxidative stress in macrophages. 

 
 

In order to assess the effect of Met and/or MetO treatment on oxidative stress 

inside the macrophages, various parameters of oxidative stress were determined. 

Our results revealed that there is a significant increase in the SOD activity in the 

macrophages of the Met group (P<0.001) whereas it is reduced in the macrophages 

of the Met + MetO group (P<0.01) as compared to the control group. However, there 

was no significant difference in SOD activity in the cells of MetO group (P>0.05) 

(Figure 3A). With respect to CAT activity, our data showed that there is a reduction 

in the enzymatic activity in the macrophages of the Met (P<0.01), MetO (P<0.001) 

and Met + MetO groups (P<0.001) as compared to the control group (Figure 3B). 

Similar results were obtained for GPx activity, which is found to be significantly lower 

in the macrophages of the MetO (P<0.001) and Met + MetO (P<0.001) groups 

(Figure 3C). 

Thiol content analysis revealed that it is increased in the macrophages of the 

Met group (P<0.01); however, a reduction in this marker was observed in the MetO 

(P<0.01) and Met + MetO (P<0.001) groups when compared with the control group 



 

 

(Figure 3D). Upon assessment of ROS levels, it was found that there is reduction in 

the production of these species in the macrophages of the Met (P<0.05), MetO 

(P<0.05) and Met + MetO (P<0.05) groups as compared to the control group (Figure 

3E). 

 
 Met and/or MetO alters nucleotide hydrolysis in macrophages. 

 
 

In order to assess the effect of Met and/or MetO on ATP metabolism- an 

important modulator of macrophage activation; the activity of macrophage 

ectonucleotidases was determined. Our data shows that there is an increase in the 

ATP hydrolysis upon Met (P<0.001) and MetO (P<0.01) treatment (Figure 4A). 

Similarly, ADP hydrolysis is also increased in the macrophages of the Met (P<0.05) 

and MetO (P<0.05) groups (Figure 4B). However, no significant difference is 

observed in AMP hydrolysis in any of the experimental conditions (P>0.05) (Figure 

4C). 

 
4. Discussion 

 
 

Although hypermetioninemia is a rare disease, it can cause a number of 

significant changes that can compromise the quality and life expectancy of affected 

patients. Some symptoms and clinical signs associated with this pathological 

condition have been reported in recent years. However, the pathophysiological 

mechanisms involved in the origin and maintenance of these symptoms remain 

poorly understood (Martins et al., 2012; Mudd et al., 2000, 2001; Nashabat et al., 

2018). In order to overcome the gap in this knowledge, our research group has made 

efforts to understand the pathophysiology of hypermethioninemia using pre-clinical 

animal models. We believe that using pre-clinical animal models to understand 

hypermethioninemia, may shed light on the better therapeutic approaches for the 

management of this pathological condition in future. In this regard, we have first 

determined the plasma levels of amino acids after acute administration of Met/MetO 

to verify whether the doses administered in mice are capable to reproduce the 

concentrations of Met observed in hypermethioninemic patients as previously 

demonstrated in rats by Stefanello and colleagues (2007a). The results revealed that 

concentrations of Met approximately 50-fold the normal levels (control) are 



 

 

achievable in the plasma of Met and Met+MetO groups upon subcutaneous 

administration. The homocysteine levels were also found to be increased in these 

experimental groups. Similarly, Stefanello et al (2011) had demonstrated that the 

plasma levels of homocysteine, a metabolite of Met, enhances 1 h after last injection 

of Met chronic treatment. 

Some studies have demonstrated the intrinsic relationship between the 

experimental models of hypermethioninemia and inflammatory process (Dos Santos 

et al., 2016; Schweinberger et al., 2015; Soares et al., 2018). It has been reported 

that acute and chronic hypermethioninemia induces a pro-inflammatory environment 

(Soares et al., 2018). In addition, alterations in the pathways capable of modulating 

the immune and inflammatory processes such as the purinergic and cholinergic 

systems are observed in lymphocytes (Soares et al., 2018). 

Dos Santos et al. (2016) had performed an in vitro study in which peritoneal 

macrophages were exposed to concentrations of Met and/or MetO similar to those 

found in hypermethioninemia. The authors reported that these amino acids induce 

M1/classical macrophages polarization as observed by the increased levels of TNF-α 

and iNOS activity, as well as modulation of oxidative stress and purinergic signaling; 

favoring the pro-inflammatory environment (Dos Santos et al., 2016). Therefore, in 

order to explore deeper into the work previously performed by our research group, 

we investigated the effect of chronic hypermethioninemia on the polarization of 

macrophages and the involvement of oxidative and inflammatory markers. 

We observed that chronic administration of Met and/or MetO did not alter the 

viability of peritoneal macrophages after 18 hr incubation for subsequent analysis. 

However, Met + MetO increased macrophage proliferation. On the other hand, we 

demonstrated an increase in the production of TNF-α and nitrite levels- the indirect 

marker of iNOS activity, as well as a reduction in arginase activity. Altogether, these 

findings implicate the involvement of M1/classical polarization of macrophage as 

these cells have cytotoxic capacity through increased iNOS activity- elevated NO 

production in response to inflammatory mediators. In addition, M1 macrophages also 

increase the release of pro-inflammatory cytokines such as TNF-α, IL-1, IL-6, IL-12, 

IL-23, and IL-1β (Mosser and Edwards 2008). These findings are in accordance with 

previous in vitro data described by Dos Santos and colleagues, (2016) demonstrating 

that Met and/or MetO increase the activity of iNOS and TNF-α levels. In contrast to 

previous findings, we have observed a significant reduction in the arginase activity, 



 

 

thus demonstrating that chronic hypermethioninemia in vivo may potentiate 

macrophage polarization to a pro-inflammatory phenotype. 

Various reports suggest a potential role of oxidative stress in the 

pathophysiology of hypermethioninemia (Costa et al., 2013; Dos Santos et al., 2016; 

Schweinberger et al., 2014, 2018; Soares et al., 2017a, b; Stefanello et al., 2005, 

2007b, 2009, 2011). In the present study, we have demonstrated that chronic 

exposure to Met increases total thiol content in macrophages, which could contribute 

to reduction in ROS levels also observed in this group. In addition, Met increases the 

activity of SOD and reduces CAT activity; which are enzymes that detoxify 

superoxide anion and hydrogen peroxide respectively. Corroborating with our 

findings, similar results were reported in liver and macrophages in vitro (Costa et al., 

2013; Dos Santos et al., 2016). However, the peritoneal macrophages from the MetO 

and the association of Met + MetO groups present a reduction in total thiol and ROS 

levels, as well as in CAT and GPx activities. The reduction in the activity of 

antioxidant enzymes may be due to the reduction of ROS, which are the substrates 

of these enzymes. In addition, ROS reduction may be a compensatory response of 

macrophages in order to attenuate the inflammatory response caused by 

hypermethioninemia. On the other hand, MetO can be reduced by the enzymes 

methionine sulfoxide reductase until Met in turn can form S-adenosylmethionine 

(Yoon et al., 2016); which can reduce the oxidative stress. In addition, the 

phenomenon of ROS scavenging by Met-MetO cycle cannot be sidelined, since 

these species react with Met residues forming MetO (Luo and Levine 2009). 

Although several studies show that the M1/classical macrophages polarization 

increases ROS production (Mosser and Edwards 2008), study we did not observe 

this relationship in the present. This leads us to infer that other antioxidant or 

compensatory mechanisms may be interfering with ROS levels. However, it is well 

established that there is a positive correlation between the presence of oxidative 

stress and the inflammatory process, since many mediators released in both these 

conditions can exert a multidirectional effect and are involved in the pathophysiology 

of many disorders (Suzuki et al., 2016). In a similar way, other systems such as the 

purinergic can also modulate the immune and inflammatory response (Dosch et al., 

2018, 2019). ATP and adenosine play an opposite role on the inflammatory process, 

where the ATP acts as a pro-inflammatory molecule via mainly the P2x7 and P2y11 

receptors on macrophages; while adenosine plays an anti-inflammatory role through 



 

 

its binding to purinergic receptors present on the cell membranes (Dosch et al., 2019; 

Junger 2011). The importance of signaling by these molecules is already well 

established in literature and delineating the mechanisms by which their levels are 

modulated in the extracellular environment become important; in order to understand 

pathophysiological mechanisms as well as possible therapeutic targets. Thus, the 

investigation of the activity of ectonucleotidases- the enzymes that modulate the 

extracellular levels of the nucleotides and adenine nucleosides; becomes an 

important aspect to be studied in the macrophages of animals subjected to the 

chronic protocol of hypermethioninemia. 

Here it can be noted that when Met or MetO are given alone, they induce an 

increase in the hydrolysis of ATP and ADP by macrophages. Increase in the 

extracellular concentrations of ATP stimulated by high levels of TNF-α may account 

for this increase in the enzymatic activity of NTPDases under the given conditions. 

Thus, it can be inferred that the increase in the activity of NTPDases may be a 

mechanism for an underlying attempt to moderate the pro-inflammatory response 

induced by ATP (Dosch et al., 2018). On the other hand, the association of Met and 

MetO did not alter the activity of NTPDases, in addition to exhibiting a lower 

proportion of ATP hydrolysis. Although precise explanation for this result is 

unavailable yet, it can be speculated that Met and MetO together prevent the 

compensatory response to the increased activities of NTPDases to hydrolyze ATP 

that potentiates the inflammatory response. Besides, it is feasible that the increase of 

proteins observed by the increase in SRB may be a determining factor for the 

maintenance of the hydrolysis of these nucleotides in the Met + MetO groups in a 

fashion observed similarly in the control group. 

 
5. Conclusion 

 
 

Overall, findings of the present study demonstrate that chronic 

hypermethioninemia alters oxidative and inflammatory parameters and modulates the 

activity of ectonucleotidases in peritoneal macrophage, leading to M1/classical pro- 

inflammatory phenotype. Thus, these results strengthen the relationship between the 

inflammatory processes that are associated with hypermethioninemia. Furthermore, 

these findings may potentially contribute in future to the establishment of adequate 

therapeutics as well as promising agents for the better management of this disorder. 
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Figure 1. Effect of chronic exposure to methionine (Met) and/or methionine sulfoxide 

(MetO) on the viability and proliferation of peritoneal macrophages. Cell cultures 

were collected and analyzed after 18 hours of incubation. (A) The macrophage cell 

viability as determined by MTT assay. (B) The proliferation of peritoneal 

macrophages as evaluated by SRB assay. Data are expressed as mean ± S.E.M (n= 

4 to 6 per group). (*) denotes P<0.05 as compared to the control group (One-way 

ANOVA followed by Tukey test). 
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Figure 2. Characterization of macrophages phenotype post chronic treatment with 

methionine (Met) and/or methionine sulfoxide (MetO). Macrophages were cultured to 

evaluate polarization using ex vivo analyses. (A) TNF-α levels, (B) arginase activity 

were determined and (C) nitrite levels. Data are expressed as mean ± S.E.M (n = 4 

to 5 per group). (*) Denotes P<0.05, (**) P<0.01 and (***) P<0.001 when compared to 

the control group (One-way ANOVA followed by Tukey's test). 
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Figure 3. Oxidative stress parameters in macrophages post chronic treatment with 

methionine (Met) and/or methionine sulfoxide (MetO). (A) Superoxide dismutase 

(SOD), (B) Catalase (CAT), (C) Glutathione peroxidase (GPx) activities, (D) Total 

sulfhydryl content (SH) and (E) ROS production. Data are expressed as mean ± 

S.E.M (n = 4 to 8 per group). (*) Denotes P<0.05, (**) P<0.01 and (***) P<0.001 when 

compared to the control group (One-way ANOVA followed by Tukey's test). 
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Figure 4. Ectonucleotidase activities in macrophages post chronic treatment with 

methionine (Met) and/or methionine sulfoxide (MetO). (A) ATP; (B) ADP and (C) 

AMP hydrolysis were evaluated. Data are expressed as mean ± S.E.M (n = 4 to 6 per 

group). (*) Denotes P<0.05, (**) P<0.01 and (***) P<0.001 when compared to the 

control group (One-way ANOVA followed by Tukey's test). 
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Table 1. Amino acids plasma levels following methionine (1.2 g/kg) and/or 

methionine sulfoxide (0.3 g/kg) administration. The blood was collected 1 h after 

subcutaneous injection. 

 
 

Groups Plasma Methionine 

(µmol/L) 

Plasma Homocysteine 

(µmol/L) 

Control 35.5 ± 3.36 n.d. 

Met 1889 ± 75.28 53.67 ± 2.05 

MetO 106.6± 0.80 n.d. 

Met + MetO 1615 ± 53.03 44.00 ± 4.74 

 

Data are expressed as mean ± S.E.M (n=4). Met: methionine. MetO: 

methionine sulfoxide. 



 

 

5 Conclusões 

 
 

Através dos resultados obtidos, pode-se verificar que a administração crônica 

de Met e/ou MetO induziu o fenótipo de ativação M1 nos macrófagos, o que foi 

verificado pelo aumento nos níveis de nitritos, aumento na liberação de TNF-α e 

diminuição da arginase, sendo esta polarização M1/clássica indutora da resposta 

pró-inflamatória. 

Quanto aos parâmetros de estresse oxidativo, pode-se observar que a 

exposição crônica à Met e/ou MetO promoveu alterações na atividade das enzimas 

antioxidantes SOD, CAT e GPx, e redução dos níveis de ERO. 

Sobre os parâmetros avaliados do sistema purinérgico, foi possível verificar 

que a administração de Met e/ou MetO aumentou a atividade das enzimas NTDases 

(ATPásica e ADPásica) nos macrófagos de camundongos jovens. 

Em conjunto, esses achados podem auxiliar no entendimento dos 

mecanismos fisiopatológicos da hipermetioninemia, e futuramente podem contribuir 

para com descobertas de terapias mais especificas voltadas a melhor qualidade de 

vida dos pacientes acometidos por essa patologia. 
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Anexo A: Carta de parecer do Cômite de Ética em Experimentação Animal (CEEA) 
 


