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RESUMO

AGEs, do inglés Advanced Glycation End Products, sdo compostos heterogéneos
com propriedades pré-oxidantes e pro-inflamatorias. Estes compostos séo formados
no organismo (especialmente em condicdes de hiperglicemia e estresse oxidativo) e
no ambiente, sendo a dieta sua principal fonte exdgena. Alimentos neutros ou
alcalinos, submetidos a tratamento térmico com temperaturas superiores a 100°C
com baixa umidade, por tempo prolongado, apresentam formacdo aumentada de
AGEs, condi¢cdes encontradas com frequéncia na dieta tipica do ocidente, que
constitui fonte de alto teor de AGEs. O tratamento térmico dos alimentos, além de
formar AGEs, contribui para a reducéo da vitamina termolabil com ac&o antiglicante
e essencial para seres humanos, tiamina. O consumo crénico de dieta rica em AGEs
e deficiente em tiamina sdo condicdes que favorecem o estresse oxidativo, o
estresse carbonilico e a inflamacédo persistentes, contribuindo para o processo de
envelhecimento junto ao desenvolvimento de diversas doencas cronicas. Quando
absorvidos, os AGEs dietéticos somam-se aos produzidos no organismo
aumentando seu pool corporal, passando pelos rins e pelo figado, sofrem
catabolismo e degradacdo para serem eliminados. Particularmente, o figado € o
principal 6rgédo de clearance e catabolismo de AGEs, tornando-se um alvo facil para
os efeitos prejudiciais dos AGEs. Em situacbes de deficiéncia de tiamina, o
hepatocito fica mais susceptivel ao glioxal, uma carbonila altamente reativa,
precursora dos AGEs, e aos préprios AGEs, com consequiente prejuizo do
metabolismo do glioxal no figado. A suplementacdo de tiamina resulta em
citoprotecdo, restauracdo da detoxificacdo do glioxal, reducdo da peroxidagcao
lipidica e da formacéo de espécies reativas de oxigénio. Esses elementos motivaram
a investigacdo dos efeitos do consumo cronico de dieta termolizada, modelo de
experimental de elevada ingestdo de AGEs, associado a diferentes niveis de
tiamina, em aspectos morfo-funcionais do tecido hepatico em ratos adultos. Para
tanto, ratos machos Wistar, de cinco meses de idade, foram subdivididos em quatro
grupos experimentais, segundo as dietas oferecidas: dieta comercial padréo,
controle (C); termolizada (T), dieta padrdo autoclavada a 121,5°C, por 30 min;
termolizada com tiamina nivel 1 (TT;), 6 mg de tiamina/Kg de dieta; e termolizada
com tiamina nivel 2 (TT;), 120 mg de tiamina/Kg de dieta. Ap6s 23 semanas de
tratamento, os animais foram anestesiados e se procedeu a coleta de amostras de
figado e de sangue, para andlise histologica do tecido hepatico e determinacdes
bioquimicas séricas de funcdo e lesdo hepatica. O consumo crénico de dieta
termolizada ndo promoveu o aparecimento de alteracdes morfo-funcionais
sanguineas e hepaticas em ratos adultos. E possivel considerar que a composi¢ao
da dieta de base utilizada no experimento pode ter contribuido para os resultados
obtidos. O presente estudo chama a atencéo para a importancia da realizacdo de
estudos que esclarecam a participacdo dos diferentes componentes alimentares
para a formacado de AGEs em alimentos, o que contribuiria para o estabelecimento
de recomendacbes dirigidas para a promocdo de uma alimentacdo saudavel,
concorrendo para a prevencdo de doengas crbnicas, incluindo as que acometem o
tecido hepatico.

Palavras-chave: Glicacdo. Dieta. Figado. Tiamina.



ABSTRACT

AGEs, Advanced Glycation End Products, are heterogeneous compounds with pro-
oxidant and pro-inflammatory properties. These compounds are formed in the body
(particularly under conditions of hyperglycemia and oxidative stress) and in
environment, being the diet their main source exogenous. Neutral or alkaline food,
subjected heat-treated at temperatures above 100°C with low humidity, for prolonged
periods had increased formation of AGEs, conditions frequently encountered in the
typical Western diet, which is a source of high levels of AGEs. The heat treatment of
food, in addition to form AGEs, contributes to reducing labile vitamin with anti-
glycation action and essential for humans, thiamin. The chronic consumption of diet
rich in AGEs and deficient in thiamin are conditions that promote oxidative stress,
carbonyl stress and persisted inflammation, contributing to the aging process with the
development of several chronic diseases. When absorbed, dietary AGEs are added
to those produced in the body increasing your body pool, through the kidney and
liver, undergo catabolism and degradation to be eliminated. In particular, the liver is
the main organ of clearance and catabolism of AGEs, becoming an easy target for
the damaging effects of AGEs. In cases of thiamin deficiency, the hepatocyte is more
susceptible to glyoxal, a carbonyl highly reactive precursor of AGEs, and AGEs
themselves, with consequent loss of glyoxal metabolism in the liver. Supplementation
of thiamin results in cytoprotection, restoration of the glyoxal detoxification, reduction
of lipid peroxidation and the formation of reactive oxygen species. These elements
led to the investigation of the effects of chronic consumption of thermolyzed diet,
experimental model of high intake of AGEs, associated with different levels of thiamin
in morpho-functional aspects of liver tissue in adult rats. For this purpose, male
Wistar rats, five months old, were divided into four experimental groups according to
the offered diets: standard commercial diet, control (C); thermolyzed (T), standard
diet autoclaved at 121.5°C for 30 min; thermolyzed with level 1 thiamin (TTy), thiamin
6 mg/kg of diet; and thermolyzed with level 2 thiamin (TT2), 120 mg thiamin/kg of diet.
After 23 weeks of treatment, animals were anesthetized and proceeded to collect
samples of liver and blood, to histological analysis of hepatic tissue and tests serum
biochemical of hepatic function and injury. The chronic consumption of thermolyzed
diet did not promote the appearance of morphological and functional alterations in
adult rat blood and liver. It is possible to consider the composition of base diet used
in the experiment may have contributed to the results obtained. This study draws
attention to the importance of studies to clarify the involvement of different
components food for the formation of AGEs in food, which contribute to the
establishment of recommendations for promoting a healthy diet, contributing to the
prevention chronic diseases, including those affecting the hepatic tissue.

Key words: Glycation. Diet. Liver. Thiamin.
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1 INTRODUCAO GERAL
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Os produtos de glicacdo avancada ou AGEs, do inglés advanced glycation end
products, também conhecidos como glicotoxinas, sdo um grupo de compostos heterogéneos
formados por reacdes ndo enzimaticas, a partir de interagcbes aminocarbonilicas entre
aclcares redutores e seus produtos de oxidacdo ou lipideos oxidados e proteinas,
aminofosfolipideos ou acidos nucléicos (MONNIER, 2003; HUEBSCHMANN et al., 2006).

Os AGEs tém sido alvo de pesquisas no cenério cientifico mundial. Um tipo de
modificacdo protéica poés-traducdo foi descoberto em 1912, estabelecendo-se na classica
reacdo de Maillard e, desde entdo, inUmeros estudos tem sido realizados descrevendo a
formacdo dos produtos de glicagdo. Em 1953, deu-se a descricdo das vias quimicas da
glicagcdo nos alimentos. Em 1981, descobriu-se que a reagdo de Maillard ocorria também in
vivo, contribuindo para o envelhecimento biolégico. Em 1992, registrou-se a descoberta do
receptor para AGE (RAGE). Em 1997, descobriu-se que os AGEs dietéticos possuem
propriedades toxicas ao organismo, sendo chamados também de glicotoxinas. Na
atualidade, a ciéncia continua ampliando seu conhecimento sobre os produtos de glicacdo
(TESSIER, 2010).

Nesse cenario de avangos cientificos, a dieta constitui, inequivocamente, a principal
fonte exdgena de glicotoxinas, contribuindo significativamente para o aumento do seu pool
corporal. A ingestdo frequente de alimentos considerados fontes de alto teor de AGEs
aumenta os niveis circulantes dessas substancias, o que, associado ao estresse oxidativo,
satura os receptores responsaveis pela degradacéo de proteinas modificadas pela glicagédo
(KOSCHINSKY et al., 1997; BROWNLEE, 2001; HUEBSCHMANN et al., 2006).

O pool corporal de AGEs, portanto, é determinado pela formacéo enddgena dessas
substancias (influenciada pela hiperglicemia e o estresse oxidativo), pelo seu consumo a
partir de fontes exdgenas, pela sua excrecdo do organismo, pela sua transmissdo via
placentaria e pela reducdo da defesa anti-AGE do organismo humano, redugdo essa
especialmente associada ao envelhecimento (MONNIER, 2003; VLASSARA; PALACE,
2003; RAMASAMY et al., 2005). O pool corporal de AGEs cronicamente aumentado oferece

estimulos para o estresse oxidativo e para o aumento dos niveis de carbonilas reativas
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(estresse carbonilico), o que provoca o aumento, por sua vez, da formag¢do dos AGEs, em
um ciclo vicioso que leva ao estimulo da interacdo AGE-RAGE. Através da ligacdo com seu
receptor RAGE, os AGEs induzem a geracado de espécies reativas de oxigénio e de
citocinas pré-inflamatérias, contribuindo para a inflamacdo, fenbmeno sustentado pela
ingestao persistente de niveis aumentados de produtos de glicacdo (HUEBSCHMANN et al.,
2006; BASTA, 2008; SEMBA, 2010).

Nos alimentos, a formacdo de AGEs é diretamente proporcional & exposi¢cdo do
alimento ao calor seco, ao tempo dessa exposi¢do e a faixa de pH do neutro ao alcalino.
Esta formacéo resulta em uma variedade de produtos que participam na formacgédo de
pigmentos castanhos e compostos aromaticos volateis, em alimentos tratados
termicamente. Contudo, estes produtos de glicacdo reduzem o valor nutritivo da proteina
dietética e, quando ingeridos, apresentam papéis téxicos ao organismo humano,
prejudicando a funcao das biomoléculas (NEGRE-SALVAYRE et al., 2009).

Em contraposi¢do a geracdo de AGEs, sao encontrados naturalmente nos alimentos
compostos protetores, denominados antiglicantes, que também tém sido alvo de pesquisas.
Entre eles, a tiamina, uma vitamina termolabil essencial para os seres humanos. Quando o
alimento é submetido ao calor seco, além de formar AGEs, produz-se a perda do
antiglicante tiamina, podendo reduzir o seu nivel endégeno, favorecendo o estresse
oxidativo no tecido intestinal, por exemplo, e 0 aumento de produtos de glicacdo em fluidos
corporais (SHANGARI et al., 2007).

No contexto do pool corporal de AGEs aumentado, 6érgdos como o figado se tornam
alvo dos produtos da glicacdo. O tecido hepatico é particularmente afetado pelo fato do
figado ser o principal local de clearance e catabolismo de AGEs circulantes. Ha relatos de
que as células hepéticas sdo mais suscetiveis ao estresse oxidativo e ao estresse
carbonilico, especialmente promovido pelos produtos de glicagdo, gerando niveis
aumentados de AGEs e niveis reduzidos de tiamina (SHANGARI; MEHTA; O’'BRIEN, 2007;

HYOGO; YAMAGISHI, 2008).
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Neste contexto, em que as células hepaticas estdo mais suscetiveis a danos,
doencas hepéticas crdnicas como a doenca do figado gorduroso néo alcodlica (NAFLD, do
inglés non-alcoholic fatty liver disease), por comprometerem o principal 6rgdo de
detoxificacdo de AGEs, prejudicam o seu metabolismo, aumentando os niveis de AGEs
circulantes (GUIMARAES et al., 2010). Estima-se que a prevaléncia mundial da NAFLD
esteja no intervalo de 10 a 24% em varias popula¢des, aumentado sua prevaléncia para 50
a 75% entre os individuos obesos (CARVALHEIRA; SAAD, 2006). Representa, dessa
maneira, a causa de doenca hepética cronica mais frequentemente diagnosticada no mundo
ocidental, incluindo um espectro de lesGes hepaticas que varia de esteatose simples até
esteatohepatite ndo alcodlica (NASH). Neste cenério, crescentes evidéncias indicam a
NAFLD como a manifestacdo hepatica da sindrome metabdlica (YILMAZ et al., 2009),
havendo associagdo entre o figado gorduroso e risco cardiovascular aumentado,
constituindo em individuos obesos um marcador de resisténcia a insulina e diabetes
(TINIAKOS; VOS; BRUNT, 2010).

Considerando o exposto, o objetivo deste trabalho de dissertacdo foi investigar a
repercussdo metabdlica da ingestdo crénica de uma dieta submetida a tratamento térmico,
denominada termolizada, como modelo experimental de indugcdo da formagéo de produtos

de glicacdo avancada, associada a diferentes niveis de tiamina, em figado de ratos adultos.



2 CAPITULO DE REVISAO

Produtos de Glicagao Avancada (AGEs) e o figado.
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1 Introducao

A alimentacdo tipica do ocidente apresenta preferéncias para alimentos
industrializados, fritos, assados e grelhados, aumentando consideravelmente o consumo
dos produtos de glicacdo avancada (AGEs) da dieta. Esse padrao dietético constitui a
principal fonte exdgena de AGEs, que se somam aos produtos de glicacdo produzidos no
organismo, aumentando a carga corporal dessas substéncias (GOLDBERG et al., 2004;
SEMBA; NICKLETT; FERRUCCI, 2010; URIBARRI et al., 2010). Os AGEs sao formados
através de reacgbes ndo enzimaticas, a partir de interagbes aminocarbonilicas, entre
dicarbonilas de acucares redutores, produtos de oxidacdo de carboidratos, aminoacidos,
lipideos e acido ascorbico, com aminas de aminoacidos, proteinas, aminofosfolipideos ou
acidos nucléicos (MONNIER, 2003; HUEBSCHMANN et al., 2006). Essas reacdes séo
intensificadas nos alimentos que apresentam faixa de pH do neutro ao alcalino, durante seu
processamento térmico com calor seco, sendo proporcional ao tempo de sua exposicao as
altas temperaturas (NEGRE-SALVAYRE et al., 2009). No que se refere aos aspectos fisico-
guimicos, os AGEs sao caracterizados por fluorescéncia, cor marrom e ligagfes cruzadas e,
biologicamente, por reconhecimento especifico por receptores para AGEs (MATSUMOTO et
al., 2000).

Por serem um grupo de compostos heterogéneos, os AGEs dietéticos sao
absorvidos em graus diferentes, variando de 10 até cerca de 80% de absorcdo dos
compostos presentes nos alimentos, na forma de adutos livres de AGEs, aminoacidos
glicados e produtos de Amadori, estes Ultimos intermediarios precoces no processo de
glicacdo (KOSCHINSKY et al., 1997; FORSTER; KUHNE; HENLE, 2005; BARBOSA,
OLIVEIRA; SEARA, 2009; NAUDI et al., 2010).

A ingestéo cotidiana de alimentos ricos em AGEs deixa 0 organismo mais suscetivel
a glicagdo, por aumentar o pool corporal de AGEs (em sintese, este pool é o reflexo da
producdo endbdgena, da incorporagdo de AGEs do ambiente e da eliminagdo desses
compostos do organismo) (BROWNLEE, 2001), processo que satura o sistema de

eliminacéo dos produtos de glicacdo (HUEBSCHMANN et al., 2006), facilitando o processo



19

de envelhecimento e a ocorréncia de doencas cronicas, como aterosclerose, diabetes e
suas complicacBes, desordens neurodegenerativas, canceres e amiloidose. O papel dos
AGEs nas doencas hepéticas, especificamente, vem sendo alvo de pesquisas, com vistas
ao esclarecimento dos mecanismos envolvidos neste processo (BARBOSA; OLIVEIRA,
SEARA, 2009; HYOGO; YAMAGISHI, 2008; BASTA et al., 2011).

O figado é o principal 6rgédo de clearance de AGEs circulantes, tornando-se um alvo
facil para o acimulo dos AGEs e seus efeitos deletérios (HYOGO; YAMAGISHI, 2008). Em
contraposicao a formacdo de AGEs, compostos antioxidantes e antiglicantes, naturalmente
encontrados em alimentos, representam um reforco promissor no sentido de reduzir os
efeitos deletérios dos AGEs sobre o tecido hepatico. Por exemplo, em condi¢cdes de
deficiéncia de tiamina, uma vitamina de propriedade antioxidante, os hepatdécitos ficam mais
susceptiveis aos danos causados pelo aumento de carbonilas reativas, de espécies reativas
de oxigénio e de formacdo aumentada de AGEs (SHANGARI; MEHT; O’BRIEN, 2007,
GUIMARAES et al., 2010). Nesse embate de efeitos, anti e pro-oxidantes, enfermidades de
reconhecida importancia para a saude publica mundial, como as doengas hepaticas, podem
se estabelecer.

Neste contexto, o objetivo deste capitulo de revisdo consistiu em investigar, na

literatura cientifica, a repercussao dos AGEs dietéticos sobre o tecido hepético.

2 AGEs dietéticos: absorc¢ao, catabolismo hepético e excrecéo

A absorcdo de AGEs da dieta tém sido alvo de investigagdo na ultima década,
embora permanecam incertezas quanto ao processo de captagdo dos AGEs ao nivel da
barreira intestinal. Koschinsky et al. (1997) trataram deste assunto através de um estudo em
humanos, relatando que aproximadamente 10% dos AGEs ingeridos resistiam ao processo
digestivo, sendo transportados para a corrente sanguinea como adutos de glicagdo, junto a
peptideos pequenos e amino&cidos presentes na digestdo; 2/3 destes AGEs absorvidos
eram retidos no organismo. O epitélio intestinal absorve os produtos de Amadori, os adutos

de AGEs livres e os aminoacidos glicados, entretanto as proteinas altamente glicadas nao
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s&o digeridas eficientemente (KOSCHINSKY et al., 1997; BARBOSA et al., 2009; NAUDI et
al., 2010; THORNALLEY, 2008). Alguns AGEs dietéticos, tais como a pirralina, podem ser
absorvidos em até 80% (FORSTER; KUHNE; HENLE, 2005), diferindo dos resultados

encontrados por Koschinsky et al. (1997), para o total de AGEs.

Ha evidéncias de que o AGE carboximetillisina (CML) pode ser absorvido no intestino
através de fluxo transepitelial, provavelmente por difusdo simples. Depois do processo
digestivo, produtos da degradacdo da CML, e, principalmente, produtos de Amadori sdo
degradados pela microbiota colénica humana e, assim, alguns dos derivados sao
reabsorvidos no intestino e outros sofrem excrecdo fecal. O produto de glicagdo CML
absorvido no intestino segue para a corrente sanguinea, podendo agir sobre 6rgaos alvo
como o figado, os musculos e os rins, ou sofrerem catabolismo no figado e/ou rins para
serem excretados na urina ou via fecal (DELGADO-ANDRADE et al., 2011). As proteinas
modificadas por AGEs sdo degradadas por protedlise celular e os adutos de glicacédo
(frutosil lisina e adutos livres de AGEs) sdo removidos pelos rins. A extracdo hepatica
dessas proteinas modificadas por AGEs € a principal rota de detoxificacdo dos produtos de
glicagédo avancada (AHMED et al., 2004). Os peptideos AGEs circulantes, ndo detoxificados
e ndo excretados do organismo, geram novos produtos de AGEs que reagem com
componentes do plasma e outros tecidos, pois permanecem biologicamente ativos,
exercendo seus efeitos deletérios aos tecidos, situacdo presente, por exemplo, em

pacientes com disfungéo renal (VLASSARA; PALACE, 2003; ANSARI; RASHEED, 2009).

Os niveis séricos de AGEs refletem o equilibrio entre a ingestao oral, a formacgéo
enddgena e a taxa de catabolismo. Este catabolismo depende da degradacéo tecidual dos
produtos de glicacdo, ocorrida principalmente no figado, e da excrecdo de AGEs do
organismo. O aumento dos niveis de AGEs circulantes exerce efeito prejudicial para o
organismo, particularmente para o figado (HORIUCHI, 2002; GUIMARAES et al., 2010:;
BASTA et al., 2011). Em um estudo experimental, mais que 90% de AGE-BSA (albumina

sérica bovina ligada a produtos de glicagdo avancada) foi detoxificado por células do
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sinusoide hepético dentro de 15 minutos apos sua injecao intravenosa (MATSUMOTO et al.,
2000). Neste contexto, ha relatos que sugerem os niveis de AGEs circulantes como um
biomarcador (til para avaliar a funcdo hepatica residual e para distinguir esteatohepatite ndo
alcodlica de esteatose simples (PEPPA; URIBARRI; VLASSARA, 2002; HYOGO;

YAMAGISHI, 2008).

Compostos precursores de AGEs, como glioxal e metilglioxal, sdo detoxificados pelo
sistema de glioxalase celular, consistindo de glioxalase-| e Il, as quais convertem compostos
precursores de AGEs em lactato e finalmente piruvato. A capacidade de endocitose de
AGEs é reduzida no figado envelhecido, resultando em repercussfes negativas sobre a
circulacdo sistémica e deposicdo extra-hepatica destes residuos de macromoléculas
(KUHLA; TRIEGLAFF; VOLLMAR, 2011).

O figado, um 6rgéo alvo para AGEs, por ser um local de clearance e de catabolismo
desses compostos, pode sofrer glicacdo de seus componentes estruturais e reducdo da
capacidade funcional dos receptores scavenger prejudicando, por sua vez, o metabolismo
dos proprios AGEs, estabelecendo-se, portanto, um ciclo vicioso. O clearance destes
produtos de glicacao € realizado por varios tipos de células hepaticas, tais como células de
Kupffer e células do endotélio sinusoidal hepatico. Além destas, os hepat6citos também
atuam na detoxificacdo dos AGEs (HANSEN et al., 2002; HYOGO; YAMAGISHI, 2008;
BASTA, 2011). A funcao catabdlica do figado € possivel devido a presenca de receptores
scavenger nas células supra citadas, realizando endocitose, desintoxicagdo e catabolismo
de AGEs. Pelo fato do figado ser o principal érgdo de catabolismo de AGEs, qualquer
receptor scavenger pode atuar no processo de endocitose que envolve esses compostos.
No entanto, ha relatos de que os receptores scavenger envolvidos na endocitose de AGEs
sdo distintos dos receptores scavenger classe A e parecem reconhecer AGEs e LDL
oxidada como ligantes (HANSEN et al., 2002; BASTA, 2011).

ApOGs a endocitose, a degradacdo de AGEs ocorre de maneira mais lenta, quando

comparada a degradagdo de outros ligantes dos receptores scavenger, reduzindo a
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capacidade endocitica mediada por estes receptores, prejudicando provavelmente o
mecanismo nhormal de dissociacdo entre ligante e receptor, no compartimento endossémico
inicial. Ha também o prejuizo do transporte intracelular de seus ligantes, havendo
degradacdo do compartimento endossdémico-lisossomal, o que leva a reducdo da
capacidade funcional deste receptor, sendo necessaria nova sintese protéica para o
reaparecimento da capacidade de detoxificacdo pelo receptor scavenger na superficie
celular (HANSEN et al., 2002).

Os AGEs remanescentes do processo de catabolismo, entdo, permanecem no
tecido, podendo exercer seus efeitos deletérios por meio de diversos mecanismos, desde a
interagdo com diversas proteinas, comprometendo suas caracteristicas estruturais e
funcionais, até a associagdo com receptores que acionam uma cadeia de eventos

especificos que podem comprometer a fungéo celular.

3 AGEs e figado:

Ao contrario dos receptores scavenger, que fazem a detoxificagdo dos AGEs do meio
circulante, degradando-os, existe outro tipo de receptor, membro multiligante da superfamilia
das imunoglobulinas de moléculas de superficie celular, que estd associado a inflamacéo e
ao estresse oxidativo, 0 RAGE (receptor para AGE). O RAGE possui a caracteristica de
polimorfismo, possuindo isoformas soluveis (SRAGE e esRAGE), além da estrutura
transmembrana. A funcdo exata de cada isoforma de RAGE precisa ser mais bem
esclarecida, pois o uso de métodos generalistas para a identificacdo de RAGE e suas
isoformas, por ndo distingui-las fidedignamente, fornece dados controversos. A localizagcdo
do RAGE e do receptor scavenger no figado é demonstrada na figura 1 (BASTA, 2008;
BASTA et al., 2011). Entre as varias vias capazes de ativar a sinalizagcdo intracelular
envolvida nas doencas hepaticas, os AGEs e seu receptor RAGE estdo envolvidos na
patogénese e progressdo da doenca do figado gorduroso nao alcodlica. Em particular, a

interacdo entre AGEs e RAGE provoca geragdo de estresse oxidativo e, posteriormente,
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altera a expressdo de genes em varios tipos de células, incluindo hepatécitos e células
estreladas do figado (D’ADAMO et al., 2011).

O RAGE possui uma regido extracelular formada de um dominio de imunoglobulina
do tipo V e dois dominios de imunoglobulina do tipo C, seguidos por um Unico e curto
dominio transmembrénico e curto dominio citoplasmatico, que é essencial para a transducao
do sinal mediado por essa proteina (NEEPER et al., 1992; SCHMIDT et al., 2000; BASTA et
al., 2011). Isoformas sollUveis (tais como sRAGE) séo detectaveis no soro humano, sendo
capazes de se ligar ao AGE e concorrer com 0 RAGE para esta ligagdo, apresentando
efeitos citoprotetores, uma vez que parecem ndo mediar a transducdo de sinal intracelular

(YONEKURA et al., 2003; SCHLUETER et al., 2003; BASTA, 2008; BASTA et al., 2011).

Bile Canaliculus

Kupffer Cell

LEC

Space of Disse

Hepatocyte HSC
Figura 1 Localizag&o do receptor scavenger para AGE e do RAGE no figado.
Receptores scavenger para AGE estdo presentes em células de Kupffer e
células endoteliais do sinusdide hepatico, enquanto RAGE esté localizado
nos hepatocitos e nas células estreladas do figado. AGE: produto de glicacéo

avancada. RAGE: receptor para AGE. LEC: células do endotélio sinusoidal
hepatico. HSC: células estreladas do figado. Adaptada de Basta et al., 2011.

O AGE é um ligante ocasional de RAGE, que recebeu este nome pelos AGEs terem
sido os primeiros ligantes a serem descobertos para este receptor. Outros ligantes de RAGE
consistem em citocinas pro-inflamatérias S100/calgranulinas, HMGB1, peptideo B amildide,

fibrilas de folhas 3, entre outros (BASTA et al., 2011). Os AGEs representam o foco da atual
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revisdo por sua veiculacdo através da dieta. Semelhantemente ao que ocorre no endotélio
vascular, niveis aumentados de AGEs favorecem a interacdo AGE-RAGE no figado, que
leva a sinais de estresse oxidativo intracelular e aumento da expressdo de genes pro-
inflamatorios, incluindo os genes do proprio RAGE (BASTA, 2008; BASTA et al., 2011).

No figado e no sangue, particularmente, marcadores oxidativos e inflamatoérios
podem ser indicativos das caracteristicas pré-oxidativas e pré-inflamatérias dos AGEs
(dietéticos e produzidos no organismo), estabelecendo possivel correlagdo com o estresse
oxidativo e com a inflamacdo, respectivamente, sugerindo relagdo direta entre AGEs
dietéticos, pool corporal de AGEs e lesdo hepética associada a doenca hepatica cronica
(VLASSARA et al., 2002; HYOGO; YAMMAGISHI, 2008). Em um estudo in vitro, observou-
se que os AGEs aumentam a ativacdo e a proliferacao das células estreladas do figado,
fendbmeno associado a geragao intracelular de espécies reativas de oxigénio e a producao
de citocinas pro inflamatérias nessas células. Isto sugere um mecanismo molecular pelo
qual os AGEs contribuem para a fibrose e inflamacé&o hepaticas relacionadas a uma doenca
hepatica em particular, a esteato hepatite nao alcodlica (IWAMOTO et al., 2008).

Em certas doencas cronicas, tais como doenca hepatica crdnica, doenca renal
cronica, diabetes, sindrome metabdlica, no envelhecimento e por ocasido da ingestdo
aumentada de AGEs, ocorre a formacdo acelerada de produtos de glicacdo pelo aumento
de substratos contendo grupos amina e carbonila reativos, e pelo metabolismo prejudicado
dos préprios AGEs no figado e/ou no rim, érgdos que contribuem para o clearance e a
excrecao desses produtos do organismo. Além dos niveis aumentados de AGEs, tais
condigbes estdo relacionadas ao estado oxidativo e inflamatério no tecido hepético
(HYOGO; YAMAGISHI, 2008; GUIMARAES et al., 2010).

Considerando-se o processo de estresse oxidativo, os AGEs podem aumentar a
producdo de espécies reativas de oxigénio através da interacdo com o RAGE e,
independente de RAGE, através da reducao de antioxidantes ou pela formacéao intracelular
de derivados glicoxidantes (HUEBSCHMANN et al.,, 2006; GUIMARAES et al., 2010).

Contribuindo para o processo inflamatério crénico, por outro lado, operam mecanismos
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dependentes de RAGE, pelos quais h4 a ativacao de cascata inflamatéria (MONNIER, 2003;
HUEBSCHMANN et al., 2006). Por isso, o0 aumento da carga corporal de AGEs pode
contribuir para o estabelecimento do estresse oxidativo e da inflamacéo, condicdes com
provavel relacdo direta ao metabolismo diminuido de AGEs, aumentando seus niveis
circulantes e a susceptibilidade de células hepaticas e intestinais a toxicidade desses
compostos (SHANGARI et al., 2007; SHANGARI; MEHTA; O’'BRIEN, 2007).

A alanina aminotransferase (ALT), uma enzima transaminase, com meia vida
biologica de cerca de trés dias, pode ser glicada in vitro por varios agucares, sugerindo
também a possibilidade de sua glicacdo intracelular, uma vez que possui de 15 a 20
amino&cidos lisina (aminoacido com grupo amina disponivel para reacdo). A ALT esta
presente em tecidos glicoliticos e parece estar envolvida no metabolismo de aminoé&cidos e
carboidratos. Desta forma, a glicagdo da molécula da enzima pode influenciar, portanto, o
metabolismo intermediario e sua regulacdo (BERANEK et al., 2001).

Para investigar o papel dos produtos de glicacdo na fisiopatologia hepatica, estudos
pré clinicos demonstraram que os AGEs prejudicam a funcdo scavenger de células do
endotélio sinusoidal do figado de ratos, perturbando o sistema de transporte intracelular dos
produtos de glicacdo, com consequente aumento de seus préprios niveis circulantes,
perpetuando o eixo AGE-RAGE no organismo (HANSEN et al., 2002). A ativacdo de RAGE
pode contribuir para processos pré-inflamatérios destrutivos do tecido hepatico. Ha relatos
de que RAGE medeia a resposta ao estresse durante ressec¢do hepética e inicia eventos
gue reduzem a regeneracdo deste 6rgdo, enquanto que o blogueio de RAGE parece ser
uma estratégia promissora para promover regeneracdo em massa do figado lesionado.
Embora RAGE tenha uma funcéo protetora na prevencao da fibrose pulmonar, este receptor
parece estar envolvido nos mecanismos de lideranga para a fibrose renal e hepatica
(BASTA et al., 2011).

No ambito dos estudos clinicos, Butscheid et al. (2007) ndo encontraram diferenca
nos niveis séricos de CML em pacientes com hepatite C (com ou sem esteatose), doenca de

figado gorduroso nao alcodlico ou esteatoepatite ndo alcodlica (BUTSCHEID et al., 2007).
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Entretanto, em pacientes com cirrose hepética, niveis aumentados de CML circulante (o
AGE mais importante biologicamente) tiveram correlacdo positiva com a gravidade da
doenca e foram inversamente associados com a funcdo hepatica residual dos pacientes,
estimada por niveis de albumina sérica e bilirrubina plasméatica. Adicionalmente, trés meses
apos o transplante hepético, esses pacientes tiveram o0s hiveis plasméticos de CML
diminuidos pela metade daqueles anteriores ao tratamento (SEBEKOVA et al., 2002;
HYOGO; YAMAGISHI, 2008; BASTA et al., 2011). Esse fato associado ao ciclo vicioso, no
qgual a doenca hepatica crbénica prejudica o catabolismo hepético de AGEs, aumentando
seus niveis circulantes, o estresse oxidativo e o0 estresse carbonilico, prejudicando
adicionalmente a fungéo fisiologica do figado, fazem dos niveis de AGEs circulantes
potenciais biomarcadores Uteis para avaliar a funcdo hepatica residual (HYOGO;
YAMAGISHI, 2008).

Ao comparar individuos saudaveis com individuos com doenca hepética crénica,
estes Ultimos apresentaram significativamente maiores niveis séricos de CML, associados
com perda da capacidade funcional hepética (YAGMUR et al., 2006; BASTA et al., 2011).
Ainda ha muito a se esclarecer sobre o assunto, mas os resultados de estudos prévios
sugerem que um prejuizo moderado na funcéo hepatica ndo afeta o nivel circulante de CML,
0 qual se eleva em pacientes com cirrose grave, resultante do catabolismo reduzido de
AGEs. Nesses casos relatados por Basta et al.,, (2011), a CML ndo causou a cirrose
hepatica (BASTA et al., 2011).

Ainda em estudos clinicos, AGEs foram detectados em hepatdcitos de pacientes com
NASH (esteato hepatite ndo alcodlica, do inglés non-alcoholic steatohepatitis), mas ndo em
individuos com esteatose simples. Em material de biopsia hepatica de individuos saudaveis
ou com esteato hepatite, hepatite relacionada a virus, colestase ou cirrose, foram
detectados CML e RAGE nos hepatdcitos de todos os pacientes, inclusive os saudaveis
(BUTSCHEID et al.,, 2007; BASTA et al.,, 2011). Em condi¢do diferente, em células do
hepatoma humano expostas a AGEs, a interacdo AGE-RAGE estimulou a proteina C reativa

hepatica através de duas vias: 1) via dependente de espécies reativas de oxigénio, mediada
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pela NADPH oxidase, envolvendo Rac-1; 2) sinal induzido por transdutor Rac-1 e ativador
da transcricdo 3- e uma dependente de NF-kB, que nao é diretamente mediada por espécies
reativas de oxigénio. A expressao de RNA mensageiro de RAGE é menor no figado normal
que no figado com hepatite e maior no carcinoma hepatocelular, indicando que a interacdo
AGE-RAGE também acontece nessas doencas (HYOGO; YAMAGISHI, 2008).

Estes achados associam-se ao fato de que a doenca do figado gorduroso nao
alcodlica tem sido a causa mais freqlientemente diagnosticada de doenca hepatica cronica e
gue a populagdo ocidental ingere cada vez mais alimentos com alto teor de AGEs,
proporcionando ao organismo um ambiente favoravel ao estresse oxidativo e a inflamacao,
condigcbes estas presentes no desenvolvimento da doenca hepatica cronica (YILMAZ et al.,
2009; SEMBA, 2010; BASTA et al., 2011). Com vistas a prevencao de estados oxidativos e
inflamatorios crénicos associados aos produtos de glicagdo, particularmente relacionados ao
tecido hepatico, estratégias terapéuticas tém sido alvo de pesquisas a considerar a terapia

nutricional como forte aliada da prevencéo e tratamento de doencas hepéticas cronicas.

4 Perspectivas terapéuticas

Ainda ha muito a ser esclarecido sobre as estratégias terapéuticas anti-AGE para o
tecido hepatico normal (prevencédo) e para a doenca hepdética crbnica ja instalada. No
entanto, em outras doencas como no diabetes ja existem farmacos sendo utilizados na
prevencdo e no tratamento das complicagfes diabéticas em seres humanos, a exemplo da
benfotiamina que possui papel inibidor da formacdo de AGEs (HUEBSCHMANN et al.,
2006). No ambito do tecido hepatico, a tiamina, uma vitamina termolabil, esta sendo
investigada, do ponto de vista de seu papel antiglicante, sendo testada atualmente em
estudos experimentais para posteriormente ser aplicada em humanos; se os estudos pré
clinicos indicarem que a tiamina protege os organismos vivos contra os efeitos deletérios
dos AGEs, podera se constituir um importante adjuvante no controle desse fendmeno

(SHANGARI; MEHTA; O'BRIEN, 2007).
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A tiamina possui um papel na regeneracdo da glutationa oxidada para sua forma
reduzida, através da manutencdo dos niveis celulares de NADPH, aumentando a defesa
antioxidante celular em células intestinais (SHANGARI et al., 2007). Em células hepaticas, a
ingestdo de dieta suplementada com tiamina ajuda a manter a detoxificacdo de glioxal e
metilglioxal, contribuindo para a reducdo do estresse carbonilico e a formacdo de AGEs,
protegendo o figado do efeito prejudicial exercido pelo estresse oxidativo e carbonilico
(SHANGARI; MEHT; O’'BRIEN, 2007).

Outro modo de prevenir o extresse oxidativo, o estresse carbonilico e a inflamacgéo
estimulada pelos AGEs ¢ a inibicdo do receptor RAGE. A administracédo da isoforma soltvel
SRAGE é um modo de inibicdo do receptor de superficie celular RAGE, uma vez que
SRAGE compete com RAGE e ndo medeia a transducéo de sinal intracelular (BASTA, 2008;
YILMAZ et al., 2009).

No contexto cientifico, existem também expectativas sobre o estabelecimento do
nivel seguro de ingestdo dos produtos de glicacdo da dieta, ou seja, um valor que
corresponderia a quantidade limite de AGEs que o organismo poderia absorver, detoxificar e
ndo sofrer os efeitos prejudiciais relacionados a glicacdo, ao estresse oxidativo e a
inflamacao cronica, correlacionados com o aumento do pool endégeno de AGEs. A partir da
identificacdo dos limites de ingestdo de AGEs, pode-se avaliar a alimentacdo consumida

pelas populacfes e orientar mais precisamente dietas com teores reduzidos de AGEs.

5 Concluséo

Estd estabelecido que a quantidade aumentada de AGEs dietéticos consumida
cotidianamente aumenta o pool corporal pos-prandial de AGEs circulantes e, como
conseqiéncia, no tecido hepético. Existem controvérsias acerca do papel dos AGEs na
doenca hepatica cronica, demonstrando a necessidade de estudos adicionais que
esclarecam os mecanismos bioquimicos envolvidos neste processo, proporcionando, assim,
a identificacdo de vias desencadeadas pelos produtos de glicacdo, que possam ser alvos

promissores de intervengdo terapéutica. Do mesmo modo, ao considerar a associa¢cado dos
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AGEs com o processo inflamatério e oxidativo, compostos antiglicantes encontrados
naturalmente nos alimentos ou suplementados na dieta, tais como a vitamina tiamina,
parecem constituir estratégias promissoras que, adicionadas a reduc¢do do consumo de
AGEs dietéticos possibilitem a otimizacdo de intervencdes relacionadas a manutencdo do

periodo de vida saudavel e a terapéutica da doenca hepatica cronica.



3 ARTIGO DE RESULTADOS

SILVA, EBO; OLIVEIRA, SL; ATAIDE, TR. Ingestdo cronica de dieta termolizada
nao promoveu alteracdbes morfo-funcionais em figado de ratos em
envelhecimento.

30



31

RESUMO

Os produtos de glicacdo avancada (AGESs) dietéticos e os AGEs formados no organismo
apresentam propriedades pro-oxidativas e pro-inflamatérias. O processamento com calor
seco também reduz substancias antioxidantes e antiglicantes, como a vitamina tiamina. Tais
condicbes favorecem o0 estresse oxidativo e mecanismos inflamatérios que podem
desencadear alteragBes fisiopatoldgicas no figado, um alvo particular. Este trabalho
objetivou investigar a repercussdo da ingestao crénica de dieta termolizada, associada a
diferentes quantidades de tiamina sobre as caracteristicas morfo-funcionais do tecido
hepético. Ratos machos Wistar, de cinco meses de idade, foram subdivididos em quatro
grupos experimentais: controle (C), dieta comercial padrédo; termolizada (T), dieta padrdo
autoclavada a 121,5°C, por 30 min; termolizada com tiamina nivel 1 (TT,), dieta termolizada
acrescida, apo6s tratamento térmico, de 6 mg de tiamina/Kg de dieta; e termolizada com
tiamina nivel 2 (TT,), dieta termolizada acrescida de 120 mg de tiamina/Kg de dieta. Apés 23
semanas de tratamento, 0os animais foram anestesiados, procedeu-se a coleta de amostras
de sangue e de figado para a andlise histologica do tecido hepético e as determinagfes
bioquimicas séricas de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina (FA), gama-glutamil transferase (y-GT), albumina, proteinas totais, bile
direta, bile indireta, bile total, glicose e perfil lipidico. Nao foram detectadas alteracbes
histolégicas nas amostras de figado e nenhuma alteragdo bioquimica sérica. O consumo
cronico de dieta termolizada ndo promoveu o aparecimento de alteragfes morfofuncionais
hepaticas em ratos adultos. E possivel considerar que elementos antioxidantes e
antiglicantes, bem como a composicdo em nutrientes da dieta comercial de base podem ter
contribuido para os resultados obtidos.

PALAVRAS-CHAVE

Dieta, glicacéo, tiamina, figado

ABSTRACT

Dietary advanced glycation end products (AGEs) and AGEs formed in the body have pro-

oxidative and pro-inflammatory properties. The dry heat processing also reduces
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antioxidants and anti-glycation substances such as vitamin thiamin. Both of them favor
oxidative stress and inflammatory mechanisms that can trigger pathophysiological changes
in the liver, a particular target. This study aimed to investigate the effect of chronic
thermolyzed diet ingestion, associated with different amounts of thiamin on the
morphofunctional characteristics of the liver tissue. Male Wistar rats with five months old
were divided into four groups: control (C), master commerciallized diet; thermolyzed (T),
autoclaved diet at 121,5°C for 30 min; thermolyzed with level 1 (TT,) thiamin, thermolyzed
diet increased after heat treatment, 6 mg of thiamin/kg of diet; and thermolyzed with level 2
thiamin (TT,), thermolyzed diet plus 120 mg thiamin/kg of diet. After 23 weeks of treatment,
animals were anesthetized and euthanized, proceeded to the histological analysis of hepatic
tissue and biochemical serum tests such as aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), gamma-glutamyl transferase (y-GT),
albumin, total protein, bile direct, bile indirect, total bile, glucose and lipid profile. There were
no histologic changes were detected in liver samples, and no serum biochemical changes.
The chronic consumption of thermolyzed diet did not promote the appearance of
morphological and functional hepatic alterations in adult rat. It is possible to suggest that anti-
glycation and antioxidants elements, as well as, the nutrient composition of control diet may
have contributed to the see findings.
KEYWORDS
Diet, glycation, thiamin, liver
1 INTRODUCAO

O modelo de dieta ocidental que utiliza preferencialmente técnicas culinarias com
calor seco, associada ao seu consumo por um periodo prolongado durante o curso da vida,
esta fortemente relacionado a doencas cronicas como obesidade, diabetes, doencas
cardiovasculares e doenca do figado gorduroso ndo alcodlica. Esta Ultima constitui a causa
mais frequentemente diagnosticada de doenca hepatica crbnica, classificada de esteatose
simples até esteato hepatite ndo alcodlica (YILMAZ et al., 2009; TINIAKOS; VOS; BRUNT,

2010).
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Semelhantemente a esse padrdo alimentar, a dieta termolizada fornece estresse
oxidativo exdgeno, favorece a formacao de produtos de glicacdo avancada (AGEs, do inglés
advanced glycation end products) e reduz consideravelmente o conteldo de tiamina, uma
vitamina termol&bil, com agdo antiglicante e essencial para seres humanos. A tiamina possui
um papel na regeneracdo da glutationa oxidada para sua forma reduzida, através da
manutencgdo dos niveis celulares de NADPH, aumentando a defesa antioxidante priméria da
célula. Adicionalmente, a ingestdo de dieta suplementada com tiamina ajuda a manter a
detoxificacdo de dicarbonilas altamente reativas, contribuindo para a redugédo do estresse
carbonilico e da formacao de AGEs (SHANGARI et al., 2007; SHANGARI; MEHT; O’'BRIEN,
2007). A tiamina pode, também, auxiliar na prevencdo de desordens vasculares na
populacdo diabética, com frequente deficiéncia nesta vitamina com acao anti-AGE (BABAEI-
JADIDI et al., 2004).

A ingestéo de alimentos com alto teor de AGEs possibilita 0 aumento de seus niveis
circulantes pos-prandiais, 0s quais se somam aos AGEs produzidos no organismo,
aumentando seu pool corporal (URIBARRI et al., 2010), reagindo e glicando proteinas
sanguineas, como a lipoproteina de alta densidade (FERRETTI et al., 2006), a lipoproteina
de baixa densidade (ISODA et al., 2008) e a alanina aminotransferase (BERANEK;
DRSATA; PALICKA, 2001). Os produtos de glicacdo também realizam ligacdes cruzadas
com proteinas teciduais, a exemplo do colageno e da elastina no tecido vascular, reduzindo
a elasticidade arterial (VASDEV; GILL; SINGAL, 2007).

No figado, a interacdo dos AGEs com seu receptor de superficie celular (RAGE)
contribui para processos pro-inflamatérios e pro-oxidativos prejudiciais ao tecido hepatico.
Devido a func@o hepatica no metabolismo de macromoléculas, incluindo catabolismo e
clearance de AGEs, o figado é alvo para os produtos de glicagdo, podendo ter seus
componentes estruturais glicados e reduzida a sua capacidade de detoxificagdo de AGEs
circulantes pelos receptores scavenger de células endoteliais do sinuséide hepatico, células
de Kupffer e hepatdcitos. A reducdo desta capacidade de detoxificacdo de AGEs possibilita

aumento do nivel circulante destes compostos, estabelecendo, portanto, um ciclo vicioso
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(HANSEN et al.,, 2002; HYOGO; YAMAGISHI, 2008; BASTA, 2011). Em condicbes
particulares como na deficiéncia de tiamina, este ciclo é intensificado pelo aumento do
estresse oxidativo e carbonilico, tornando o hepatdcito mais suscetivel aos efeitos deletérios
do aumento do pool corporal dos produtos da glicacdo avancada (SHANGARI; MEHT,;
O’BRIEN, 2007).

Com vistas ao exposto anteriormente, o objetivo deste estudo foi investigar a
repercussdo do consumo crénico de dieta submetida a processamento térmico, denominada
dieta termolizada, associada a diferentes niveis de tiamina, sobre parametros morfo-

funcionais hepéticos, utilizando como modelo experimental ratos Wistar em envelhecimento.

2 METODOS
2.1 Animais e dietas

Trinta ratos Wistar provenientes do Biotério Central da UFAL, recém-desmamados,
foram mantidos no Biotério Setorial da FANUT (24 + 1°C; ciclo claro/escuro de 12 horas; e
controle de umidade), em gaiolas coletivas, até completarem cinco meses de idade, quando
foram acondicionados em gaiolas semi-metabdlicas individuais. Foram distribuidos, de
maneira a uniformizar o peso inicial e a influéncia do ambiente, em quatro grupos,
submetidos a diferentes dietas, tendo como base a dieta comercial padréo (Labina®, Purina)
em pellet, como se segue: grupo C, recebeu dieta controle (padréo; n=8); grupo T, dieta
termolizada (dieta padréo submetida a processo térmico, a 121,5°C, por 30 min; n=7); grupo
TT,, dieta termolizada, com adi¢éo de niveis de tiamina compativeis com os recomendados
pelo American Institute of Nutrition para a espécie (6mg tiamina/Kg de dieta; n=7); e grupo
TT,, dieta termolizada suplementada com 20 vezes o valor recomendado de tiamina (120mg
tiamina/Kg de dieta; n=8). A adicdo de tiamina foi realizada apds o tratamento térmico da
dieta termolizada; para tanto, devido a labilidade térmica da tiamina, as dietas TT, e TT,
foram ofertadas no formato em pd. Dieta e agua foram ofertadas ad libitum e o controle da

ingestédo alimentar e do ganho de peso realizados semanalmente.
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A elaboracéo da dieta termolizada seguiu o protocolo estabelecido por Shangari et al.
(2007), submetendo-se a dieta a um tratamento térmico em autoclave (Vertical Phoenix), por
trés ciclos prévios de cinco minutos, seguidos por um ultimo ciclo de 121,5°C, por 30 min,
com intervalo de dez minutos entre cada ciclo. Para elaboracédo das dietas termolizadas
suplementadas com tiamina, em dois niveis de suplementacdo, a dieta termolizada foi
triturada e acrescida das quantidades correspondentes da vitamina.

O periodo experimental estendeu-se por 23 semanas. Ao término desse periodo, 0s
animais foram submetidos a jejum de 12h e, posteriormente, anestesiados (ketamina, 100
mg/kg i.p e xilazina, 15 mg/kg i.p), para coleta de amostras de figado e de sangue. As
amostras de sangue foram centrifugadas (3500 x g, 20 min) para obten¢&o do soro. Para a
andlise histolégica hepatica, fragmentos do lobo esquerdo do figado foram imersos em
formol a 10%, para fixagao.

Este protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Alagoas (UFAL), através do processo de N° 003705/2009-76.

2.2 Andlises bioquimicas

Para avaliagdo da integridade do tecido hepatico, foram determinados os niveis
séricos de colesterol, HDL, VLDL, LDL, triglicerideos, aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), gama-glutamil transferase (y-GT),
albumina, globulinas, proteinas totais, bilirrubina direta, bilirrubina indireta e bilirrubinas
totais. Adicionalmente, determinou-se a concentracdo sérica de glicose. Todas as
mensuracgdes foram realizadas através de medigOes espectrofotométricas, por meio de kits

laboratoriais, em Laboratério da rede credenciada de Macei6 (UNILAB).

2.3 Analise histolégica do figado
Apos fixacdo em formol a 10%, o 6rgao foi clivado, adotando-se cortes transversais.
Os fragmentos obtidos foram processados em alcool, xilol e parafina liquida (preguinacéo) e,

posteriormente, incluidos em bloco de parafina. Para elaboragéo das laminas histoldgicas, a
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etapa da coloracdo foi realizada pelo método hematoxilina-eosina (HE), apdés o

processamento e inclusdo em parafina.

2.4 Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA)

Para andlise da qualidade global das dietas e sua repercussao no crescimento dos
animais, calculou-se o Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA), para o periodo, através
dos registros de ganho de peso e de ingestdo semanal, por meio da seguinte férmula:

CEA = ganho de peso (g) x 100 / consumo alimentar (g)

2.5 Andlises estatisticas

Foram analisados o0s pressupostos paramétricos de normalidade e
homocedasticidade, através dos testes de Shapiro-Wilk e de Levene. Como nenhuma das
variaveis apresentou os pressupostos paramétricos, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis
para comparacdo das distribuicbes e, quando apresentaram diferenca significativa, utilizou-
se o teste post hoc de Nemenyi. Para o desdobramento em tempo das médias dos dados de
peso, ingestdo, ganho de peso e CEA, utilizou o teste de Nemenyi. Como nivel de

significancia, adotou-se até 5% de significancia.

3 RESULTADOS

3.1 Avaliacédo do Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA)

N&o houve diferenca significativa entre os grupos (C, T, TTy, TT»), no que diz respeito
ao CEA, nos seis meses correspondentes ao experimento. No entanto, em relagdo ao peso
dos animais, durante o segundo més de experimento, a média de peso do grupo C foi
significativamente maior que a média de peso do grupo TT,; durante o terceiro més, a média
de peso do grupo C foi significativamente maior que a média de peso dos grupos TT, e TT,,
e, nesse mesmo periodo, a média de peso do grupo T foi significativamente maior que a

média de peso do grupo TT,; durante o quarto, o quinto e 0 sexto més, as médias de peso
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dos grupos C e T foram significativamente maiores que as médias de peso dos TT; e TT,.
Durante o periodo experimental, a média do CEA dos animais do grupo C no ultimo més foi
significativamente menor que a média do CEA deste grupo nos quatro primeiros meses; no
grupo TT4, a média do CEA dos animais no primeiro més foi significativamente maior que a
média do CEA no quinto e no sexto més; no grupo TT,, a média do CEA dos animais no
sexto més foi significativamente menor que a média do CEA no primeiro, no segundo e no
quarto més. O ganho de peso dos quatro grupos (C, T, TT; e TT,) nao diferiu
significativamente dentro do mesmo grupo nem entre 0s grupos durante o periodo
experimental.

A apresentagdo das dietas, em pellet ou po, ndo implicou em diferenca no consumo

pelos grupos bem como no ganho de peso, conforme verificado na Tabela 1.

Tabela 1 Peso e Coeficiente de Eficiéncia Alimentar dos grupos experimentais submetidos as dietas
controle (C), termolizada (T), termolizada acrescida de niveis fisiol6gicos de tiamina (TT1) e
termolizada acrescida de niveis suplementares de tiamina (TT2), apds 23 semanas de
periodo experimental.

VARIAVEIS GRUPOS PERIODO EXPERIMENTAL (meses)
ANALISADAS (dietas)
1 2 3 4 5 6
C 328,94 349,86  378,46% 390,05 396,08 395,81%
T 323,31* 346,55"® 368,807°5¢ 388,63 39546 396,56
PESO (g)

TT1 313,36 337,87°°® 352,02°®  35848"® 360,05 362,63
T2 304,37  321,96™®  334,21"®  343,12"® 34529"™ 346,92

c 2,78% 2,72% 2,36% 2,32% 1,16*°  0,49*
T 2,01 2,56 2,73 2,37 1,26* 1,12*
CEA TT1 3,64% 2,02%® 1,778 2,04*® 1,31 0,60
T2 2,39 2,32%® 2,04%° 2,21% 1,52*®  0,30*
c 169,97°° 172,16 156,85 159,59 157,37" 173,18"
T 170,83 169,54°°  159,02*®  161,71°° 158,68* 183,17*"

INGESTAO (g)
TT1 165,54 14519  151,75% 143,52  143,46™  169,14%

T2 163,78°  148,14%° 146,85 140,72°® 139,89 167,86%

c 7,66 7,68 3,757 3,27% 1,85% 5,07

GANHO DE PESO (g) T 5,20 1,86* 7,65 4,28 0,44 1,55
TT1 0,44 7,66 6,97 -1,75%  -0,23*% 1,04

T2 4,88 4,43 1,09 2,67 0,02** 0,34

Os valores de peso, de CEA, de ingestédo e de ganho de peso representam a média de cada
grupo; em virtude de a andlise utilizada ser ndo paramétrica, ndo se dispés de medidas de
dispersé@o. Letras minusculas diferentes na coluna representam diferencas significativas.
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Letras mailsculas diferentes na mesma linha representam diferencas significativas. Pelo
teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Nemenyi (P < 0,05). Fonte: autora desta
dissertacéo, 2012.

3.2 Avaliacao bioguimica do soro

De acordo com as analises bioquimicas séricas, verifica-se, conforme a Tabela 2,
que nao houve diferenca significativa entre os dados de funcdo hepética (albumina,
globulinas, proteinas totais, bilirrubinas, glicose), lesdo hepética (AST, ALT, y-GT, FA) e

perfil lipidico (colesterol, HDL, LDL, VLDL, triglicerideos) dos grupos estudados.

Tabela 2 Andlises séricas de ratos submetidos & dieta controle, termolizada, termolizada
acrescida de niveis fisiologicos de tiamina e termolizada acrescida de niveis
suplementares de tiamina, apés 23 semanas de periodo experimental.

gfg&'}?ﬁgg GRUPOC ~ GRUPOT  GRUPOTT,  GRUPOTT,  ponicanca
Colesterol 89 92,28 87,8 101 0,343
HDL 30,14 30,43 29,6 32,83 0,216
VLDL 30,94 36,31 26,64 27,17 0,713
LDL 27,91 25,54 31,56 41 0,365
Triglicerideos 154,71 181,57 133,2 135,83 0,713
AST 155,57 166,43 175,2 178,5 0,839
ALT 80,29 74,14 71,8 75,83 0,954
Fosfatase alcalina 105,43 96 91 100,83 0,568
Gama GT 0,14 0,57 0,4 0,33 0,781
Proteinas totais 6,03 5,90 6,08 5,97 0,630
Albumina 2,80 2,81 2,87 2,86 0,878
Globulinas 3,21 31 3,22 3,1 0,612
Glicose 190,71 202,14 175,2 171,33 0,840
Bilirrubinas totais 0,16 0,20 0,14 0,24 0,161
Bilirrubina direta 0,03 0,03 0,03 0,04 0,969
Bilirrubina indireta 0,11 0,17 0,1 0,18 0,325

Os valores sdo apresentados como média; em virtude de a andlise utilizada ser nédo
paramétrica, ndo se dispés de medidas de dispersao; os diferentes grupos de tratamento
apresentaram valores similares entre si, considerando cada um dos parametros
bioguimicos analisados (P > 0,05; Teste de Kruskal-Wallis).

Grupo C, dieta comercial (n=8); Grupo T, dieta termolizada (autoclavada a 121,5°C, 30
min; n=7), Grupo TTj, dieta termolizada triturada acrescida de 6mg de tiamina/kg de dieta
(n=7); Grupo TT,, dieta termolizada triturada acrescida de 120 mg de tiamina/kg de dieta
(n=8). Fonte: autora desta dissertagéo, 2012.
3.3 Avaliacdo da analise histoldgica do figado
Nao foram observadas alteracdes macroscopicas do tecido hepatico, a exemplo de

esteatose, conforme verificado na figura 2, que exibe uma foto representativa do padréao

hepatico detectado nos animais de todos os grupos deste experimento, de um peffil
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histologico normal. Foi observada a auséncia de esteatose, fibrose e inflamag&o. Este
resultado se compatibiliza com o do padréo bioquimico sérico normal, especificamente dos

parametros de funcéo e leséo hepatica.

Figura 2 Padréo histolégico representativo do figado dos ratos
dos grupos de dieta Controle (C), Termolizada (T), Termolizada
suplementada com tiamina nivel 1 (6mg/kg de dieta, TTi) e
Termolizada suplementada com tiamina nivel 2 (120mg/kg de
dieta, TT»). N&o houve diferenga no perfil histolégico dos animais
estudados. Fonte: autora desta dissertacéo, 2012.

4 DISCUSSAO

Estudos tém confirmado a formacdo aumentada de AGEs e a reducdo do teor da
vitamina termoldbil tiamina em alimentos fritos, assados e grelhados, devido as
caracteristicas de tempo e temperatura empregados nesses processamentos de alimentos,
tal como preconizado na dieta termolizada, modelo experimental de ingestdo de alto teor de
AGEs (SHANGARI et al.,, 2007; URIBARRI et al., 2010). Para investigar o efeito da
suplementacdo de tiamina, Shangari, Meth, O’brien (2007) realizaram um estudo
experimental in vitro, no qual foi observado que a suplementacdo de tiamina protege os
hepatdcitos contra os efeitos citotdxicos das dicarbonilas reativas, glioxal e metilglioxal,

geracdo de espécies reativas de oxigénio, subsequente formagdo aumentada de AGEs,
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peroxidacdo lipidica e deplecdo da glutationa (defesa antioxidante primaria da célula)
(SHANGARI; METH; O’BRIEN, 2007).

Uma Unica refeicdo rica em produtos de glicacdo avancada é capaz de aumentar 0s
niveis circulantes pos-prandiais de AGEs e, de acordo com a cronicidade de sua ingestao,
contribui para o aumento do pool corporal desses produtos de glicacdo (VLASSARA et al.,
2002). A contribuicdo dos AGEs para condi¢des bioldgicas envolvendo estresse oxidativo e
inflamacdo, como aquelas associadas a doencas crbnicas, incluem a modificacdo de
componentes sanguineos, como as lipoproteinas -fato que contribui para a
hipercolesterolemia- e alteracbes hepaticas como observadas nas doencas hepaticas
crénicas (HUEBSCHMANN et al., 2006; BASTA, 2011).

A ingestéo cronica de dieta com niveis aumentados de AGEs e reduzidos de tiamina
possibilitam o aumento dos niveis circulantes de produtos de glicagdo avangada, como
resultado da reducdo da detoxificagdo hepética e do aumento da incorporagédo de alto teor
de AGEs de origem dietética. Esse quadro caracterizaria, por exemplo, em tese, a situacédo
particular do grupo tratado com a dieta termolizada.

Analisando-se 0s parametros relativos a qualidade das dietas e a manutencéo do
desenvolvimento dos animais, verifica-se que, embora tenha havido diferenca de consumo
intragrupo no decorrer do periodo experimental, ndo houve diferenca significativa de
consumo entre 0s grupos experimentais nem de eficiéncia alimentar das diferentes dietas,
tendo sido detectada uma variacdo de peso com o decorrer do experimento, havendo
aumento significativo da média de peso dos grupos nos ultimos trés meses de experimento
quando comparados ao inicio do periodo experimental; e quando comparado 0s grupos que
receberam tiamina complementarmente a dieta (pé) em relacdo aos grupos C e T (pellet),
estes ultimos grupos tiveram média ponderal maior que as médias dos grupos TT; e TT;
embora seja possivel, ndo se pode atribuir esse resultado ao procedimento de adi¢cdo da
vitamina a dieta, nas condi¢cdes do presente estudo. Parece que a idade exerceu influéncia

na eficiéncia alimentar das dietas ofertadas, como percebido pela reducéo significativa das
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médias do CEA do ultimo més de experimento comparando-as aos primeiros meses do
periodo experimental, para trés dos quatro grupos de animais.

Para a formacdo de AGEs durante a preparacdo de alimentos, além das condicbes
de tempo e temperatura de processamento, o fator composicéo deve ser considerado. Desta
forma, é possivel inferir que algum aspecto da composicdo da dieta utilizada para
termolizagédo (dieta comercial) possa ter amenizado os efeitos potencialmente prejudiciais
dos AGEs dietéticos, possibilitando os achados de padréao bioguimico sérico e histolégico do
figado normais dos animais em envelhecimento. Shangari et al. (2007), em seu estudo,
utilizaram a formulagdo AIN-93G como base para a dieta termolizada, fonte de AGEs, e
avaliando sua repercussao no tecido intestinal, encontraram aumento da carga corporal de
AGEs, de estresse oxidativo, de a-aldeidos plasmaticos e de inflamag¢do do célon. Isso
indica que tratamentos térmicos de alimentos, como a termolizacdo, fornece condi¢gbes para
a formacdo aumentada de AGESs, sendo a dieta termolizada uma fonte exdgena de estresse
oxidativo e de AGEs (SHANGARI et al., 2007). Por outro lado, destaca-se a diferenca de
composi¢cdo das dietas de base do presente estudo e da investigacdo realizada por
Shangari et al. (2007), fator que pode ter contribuido para a diferenca dos resultados
encontrados. A composicao em nutrientes da dieta pode interferir diretamente em alteragtes
dos orgéos, tais como a infiltracao de lipideos no figado. Outro estudo experimental retrata
bem essa relacao, quando os autores observaram o surgimento de esteatose hepatica no
grupo de animais que recebeu apenas dieta padrdo AIN-93M, contendo o 6leo de soja como
fonte lipidica (BUENO et al.,, 2010). Que elementos na composi¢cdo da dieta comercial
podem ter contribuido para ndo se observar alteracdes hepéticas, apds consumo de dieta
termolizada por aproximadamente seis meses, representa uma questdo para investigacdo
posterior.

Esses dados da literatura cientifica e os achados deste experimento levam a
interpretacdo de que as dietas termolizadas, administradas por um periodo crbénico de 23
semanas, de acordo com o protocolo experimental, possivelmente devido & composigdo em

nutrientes e em componentes antioxidantes e antiglicantes da dieta comercial utilizada (a
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formulacdo comercial constitui-se de ingredientes naturais), pode ter amenizado os efeitos
esperados do processo de termolizacdo. A esse respeito, Goldberg et al. (2004) e Uribarri et
al. (2010) apontam os alimentos fontes de proteinas e lipideos, submetidos a calor seco,
como 0s que contém os maiores teores de AGEs (GOLDBERG et al., 2004; URIBARRI et
al., 2010). No que se refere aos lipideos, Goldberg et al. (2004) afirmam que a formacéao
aumentada de AGEs nos alimentos ricos nesses nutrientes pode resultar da formacao
aumentada de radicais livres, durante reacdes de oxidacao lipidica, os quais catalisam a
formacéo de AGEs durante o tratamento térmico (GOLDBERG et al., 2004). Adicionalmente,
a peroxidacdo lipidica pode formar glioxal, uma dicarbonila altamente reativa, que reage
com o grupo g-amino do aminoacido lisina, formando, no alimento, o AGE mais importante
biologicamente, a carboximetil lisina; sua ingestdo pode aumentar significativamente os
niveis de carboximetil lisina circulante, fornecendo condi¢cbes para glicacdo e processo
inflamatorio no organismo (HULL et al., 2012).

No presente experimento a dieta utilizada contém soja e milho integrais como fonte
principalmente de acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados. Adicionalmente, a
formulacao foi enriquecida com acido propiénico (1540 mg/Kg de dieta). Neste caso, por nao
ser possivel precisar o perfil lipidico da dieta, cabe apenas a suposicao de que a diversidade
de composicdo dos ingredientes, quando comparada a utilizacdo de 6leo de soja, como
fonte exclusiva de lipidios na AIN93, pode ter favorecido uma susceptibilidade diferente a
oxidagdo lipidica durante o seu processamento, repercutindo possivelmente numa menor
formacdo de AGEs. Adicionalmente, compostos bioativos resistentes ao tratamento térmico
podem ter contribuido para o resultado encontrado. Esses elementos, em conjunto, podem
ter concorrido para uma menor taxa de estresse oxidativo, de estresse carbonilico e de
glicacdo, produzindo uma carga corporal de AGEs compativel com a capacidade de
detoxificacdo do organismo, 0 que ndo promoveu alteracdo hepatica em ratos wistar em

envelhecimento, nas condi¢cdes do presente protocolo.

5 CONCLUSAO
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Em estudos previamente publicados na literatura, ha evidéncias de que o tratamento
térmico dos alimentos com calor seco leva a formacdo de AGEs e a perda do conteudo do
antiglicante tiamina. O consumo cronico de dieta termolizada, independentemente do
consumo de tiamina, no presente estudo, ndo promoveu alteragbes bioquimicas séricas e
histolégicas hepéticas, em ratos Wistar em envelhecimento. Ainda que tenham sido
estabelecidas as condi¢des favoraveis a formacdo de AGEs e a diminuicao de substancias
protetoras, através de tratamento térmico de elevada intensidade, o processo ndo foi
suficiente para a promogdo de alteragbes nos marcadores estudados. A composi¢do da
dieta pode ter determinado os resultados encontrados, uma vez que a presenca de
compostos susceptiveis a glicagdo ou aqueles antiglicantes influenciam a concentracéo de
produtos de glicacdo gerados. Estudos adicionais sdo necessarios para melhor esclarecer
0S mecanismos pelos quais a ingestéo croénica de dieta termolizada, com ou sem adicdo de
tiamina, ndo promoveu alteracdes histologicas hepaticas e bioquimicas séricas no modelo

utilizado.
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Os produtos de glicagdo avancada, os denominados AGEs, sdo gerados no
organismo humano, por processos ndo enzimaticos, promovendo danos tanto no ambiente
celular como extracelular, mas também, por reacdes de natureza semelhante, sdo formados
nos alimentos submetidos ao processamento, especialmente em condicbes de elevada
temperatura e baixa umidade. O pool corporal é determinado pelo conjunto desses
fendmenos. O organismo possui mecanismos de detoxificacdo para os produtos de glicacéo
avancada. Entretanto, em condi¢cBes de estresse carbonilico e oxidativo, proporcionadas,
por exemplo, pelo consumo crénico de dieta com alto teor destes compostos, ou mesmo em
condi¢cdes fisiologicas especiais, como o envelhecimento, os AGEs saturam estes
mecanismos de defesa do organismo, podendo haver perda da capacidade em degrada-los.
Assim, os AGEs produzidos no organismo e os dietéticos, através do aumento do seu pool
corporal, agem no processo das doencgas cronicas, em particular aquelas que acometem o
tecido hepatico (HANSEN et al., 2002; HUEBSCHMANN et al., 2006; GUIMARAES et al.,
2010; URIBARRI et al., 2010).

Neste sentido, compostos antiglicantes, naturalmente encontrados em alimentos, séao
alvo de pesquisas a fim de se minimizar os efeitos da carga excessiva de AGEs sobre o
organismo, condi¢cdo especialmente associada ao consumo da dieta ocidental tipica. Em
contexto experimental, a tiamina, vitamina hidrossoltvel, termolébil e essencial para seres
humanos, exerceu efeito protetor sobre os hepatoécitos, contra as espécies reativas de
oxigénio, as dicarbonilas reativas e os proprios AGEs (SHANGARI; MEHT; O'BRIEN, 2007).
Considera-se, inclusive, que mais do que a formacédo de AGEs, a destruicdo de elementos
protetores, como a tiamina, pelo processamento de alimentos se associaria aos danos
promovidos pela dieta termolizada, modelo experimental de elevado teor de AGEs dietéticos
(SHANGARI et al., 2007). No presente estudo, pretendeu-se analisar o impacto do consumo
cronico de uma dieta termolizada, associada a diferentes niveis de tiamina, em aspectos
morfo-funcionais do tecido hepatico de ratos adultos. Nao foram detectadas alteracdes
histolégicas e em marcadores séricos funcionais do tecido, mesmo apds aproximadamente

seis meses de consumo de dieta termolizada, independente da dose de tiamina
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administrada. Em vista das evidéncias, € viavel a hipétese de que a composicdo da dieta de
base utilizada, em nutrientes e/ou antioxidantes e antiglicantes, possa ter concorrido para 0s
resultados encontrados.

Em perspectivas futuras, estudos adicionais sdo necessérios para consolidar o
conhecimento acerca da repercussao metabodlica dos AGEs sobre o figado, determinar os
niveis de ingestdo compativeis com a capacidade de detoxificagdo do organismo, e
investigar compostos naturais com agao antiglicante, que sejam ingeridos preferencialmente
na forma natural ou, ainda, de suplementos alimentares, sdo caminhos promissores para o
controle dos efeitos deletérios dos produtos de glicacdo, aos quais especialmente a
populacéo ocidental esta exposta, promovendo a prevencdo de doencas e o aumento da

expectativa de vida saudavel.
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Quadra 1,Lote 1-A
Fone: (45) 2104-8500 - Fax: (19) 3884-9716
CNPJ: 02.391.178/0006-40 - IE: 701.00.460-46

G SAO LOURENCO DA MATA:
Rodovia BR 408, km 22,5
54730-970 - Séo Lourenco da Mata/ PE
Fone (81) 3525-7000
Fax (81) 3525-0202
CNPJ: 02.391.178/0003-06
IE: 18.1.830.0019.029.9

© 2006 Cargill, Incorporated. Todos os direitos reservados.

Purina®e o desenho do Xadrez séo marcas registradas pela Nestle Purina Pet Care Company
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