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Resumo  

A Doença de Fígado Gordo Não Alcoólico (NAFLD) está associada à síndrome metabólica, 

com alterações no conteúdo lipídico hepático e insulino-resistência. Neste trabalho estudou-se 

a hipótese de que os produtos glicados da dieta intervêm no metabolismo dos lípidos no 

fígado em ratos obesos contribuindo para o desenvolvimento da NAFLD. Usaram-se ratos 

Wistar com 1 ano de idade, mantidos nos últimos 4 meses com metilglioxal (100mg/Kg/dia) 

(grupo MG), com dieta gorda rica em TG (grupo HFD) ou com ambas (grupo HFDMG) e 

comparados com os controlos com dieta normal (n=6/grupo). Foram submetidos a 

espetroscopia de ressonância magnética nuclear (in vivo), espetrometria de massa e 

cromatografia gasosa para determinar as classes lipídicas e composição de fosfolípidos e 

ácidos gordos (AG), respetivamente, no fígado. Foram também analisadas as vias de síntese e 

oxidação de lípidos e da insulina, bem como indicadores de inflamação hepática. O grupo 

HFD apresentou um aumento da fração lipídica no fígado, sem alterar a saturação ou 

esterificação dos AG, tendo uma supressão da lipogénese, níveis plasmáticos de ácidos gordos 

livres, glicémia e insulino-resistência. O grupo HFDMG teve um aumento similar na fração 

lipídica, mas com aumento de inflamação portal, saturação de AG e diminuição dos 

antioxidantes lipídicos e da esterificação, além de uma menor supressão da lipogénese. Estes 

ratos tinham ainda aumento de AG livres no plasma, hiperinsulinemia, intolerância à glicose e 

alterações na ativação da via da insulina no fígado. Os nossos resultados sugerem que o 

consumo de glicotoxinas como o metilglioxal provoca dismetabolismo hepático na obesidade, 

contribuindo para lipotoxicidade e insulino-resistência na NAFLD. 

 

Palavras-chave  

Doença de Fígado Gordo Não Alcoólico, Lipotoxicidade, Obesidade, Insulino-resistência, 

Diabetes Mellitus Tipo 2, Metilglioxal, Glicação. 
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Abstract 

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is associated with the metabolic syndrome, with 

impaired liver lipid metabolism and insulin resistance. We hypothesized that dietary glycated 

products may have a role in impairing hepatic lipid metabolism of diet-induced obese rats 

contributing to NAFLD development. 1 year old Wistar rats were maintained during the last 4 

months with methylglyoxal (MG) supplementation (100mg/Kg/day) (MG group), a high-fat 

diet rich in TG (HFD group) or both (HFDMG group) and compared with controls feeding a 

standard diet (n=6/group). They were submitted to 1H nuclear magnetic resonance 

spectroscopy (in vivo), HPLC/MS and GC in order to assess lipid classes, phospholipids and 

fatty acyl chains composition in the liver. The activation of lipid synthesis and oxidation and 

insulin pathways and hepatic inflammation indicators were also evaluated. HFD group had an 

increase of lipid fraction in the liver, but no changes were observed in fatty acid esterification 

and saturation. These rats had suppression of lipogenesis, normal plasma free fatty acids, 

glycaemia and insulin sensitivity. HFDMG group had a similar increased of lipid mass 

fraction, but increased portal inflammation and fatty acid saturation and decreased 

esterification and lipid antioxidant levels. This was consistent with lower suppression of 

lipogenesis pathways, increased plasma free fatty acid levels, hyperinsulinemia, glucose 

intolerance and activation of the insulin receptor pathway in the liver. Our data suggest that 

consumption of methylglyoxal impairs liver lipid metabolism in obesity, contributing to 

hepatic lipotoxicity and insulin resistance in NAFLD. 

 

Keywords  

Non-Alcoholic Fatty Liver Disease, Lipotoxicity, Obesity, Insulin resistance, Type 2 Diabetes 

Mellitus, Methylglioxal, Glycation. 
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Introdução 

1. Função hepática e metabolismo lipídico 

O fígado é um órgão metabolizador, destoxificador e produtor de diversos compostos, 

servindo como glândula exócrina e endócrina e sistema excretor. (1) O sistema 

reticuloendotelial, constituído por células de Kupffer, aparenta ter relação com o 

desenvolvimento de patologias metabólicas. (2) O hepatócito regula os níveis de glicémia 

consoante as necessidades energéticas, mediada pela insulina e glucagina, de modo a 

favorecer as fases hipoglicemiantes (glicogénese e glicólise) e hiperglicemiantes 

(glicogenólise e gliconeogénese) do organismo, quando necessário. (3)  

Os lípidos são biomoléculas essenciais para armazenamento de energia na forma de ácidos 

gordos (AG) ou triglicerídeos (TG), no tecido adiposo, e os lípidos ou lipoproteínas 

remanescentes são reciclados para oxidação ou síntese de novo nos hepatócitos e retransporte 

na circulação sanguínea (lipogénese). (4) A lipogénese é um processo de formação de AG a 

partir de acetil-CoA, também usado para β-oxidação ou síntese de fosfolípidos (FL) ou 

glicerolípidos. (5)  

Os AG exógenos mais frequentes saturados e monoinsaturados são o ácido palmítico 

(16:0), esteárico (18:0) e oleico (18:1) e polinsaturados o ácido linoleico (18:2), essenciais 

para processos metabólicos. (6) No hepatócito, os AG saturados são desaturados e os 

monoinsaturados são usados para síntese de glicerolípidos e FL. (7) Os FL, componentes da 

membrana plasmática, são constituídos maioritariamente por fosfatidilcolinas e 

fosfatidiletanolaminas; as esfingomielinas, fosfatidilgliceróis, fosfatidilinositóis e 

lisofosfatidilcolinas são componentes minor na membrana com funções específicas como na 

sinalização da via da insulina e as cardiolipinas encontram-se principalmente na membrana 
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interna das mitocôndrias. (6) Os plasmalogéneos de fosfatdilcolinas e fosfatidiletanolaminas 

são fosfolípidos associados a funções antioxidantes na célula. (8)  

 

2. Diabetes Mellitus Tipo 2 e Obesidade, Glicação e Lipotoxicidade  

A Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) carateriza-se por um estado crónico de hiperglicemia, 

insulino-resistência nos tecidos e hiperinsulinemia compensatória, que leva a complicações 

microvasculares pela acumulação progressiva de produtos avançados de glicação (AGE) e 

espécies reativas de oxigénio (ROS). (9,10) A obesidade é uma das grandes causas de 

morbilidade e mortalidade, associado a alto risco de doença cardiovascular e síndrome 

metabólico. A prevalência de diabetes em obesos é quatro vezes maior que em doentes com 

índice de massa corporal normal. (11) Na glicólise e peroxidação lipídica produz-se 

metilglioxal (MG), um percursor dos AGE (12) que se encontra elevado no plasma de 

diabéticos (9,10) e está implicado nas complicações macro e microvasculares da doença. 

Além disso, dietas com alto teor glicémico têm impacto no organismo nos quais, embora os 

mecanismos fisiopatológicos ainda não estejam bem definidos, está envolvida a acumulação 

de MG. (12) A glioxalase-1 (GLO-1), uma enzima envolvida na destoxificação do MG, 

protege das ROS induzidas pela glucose através da destoxificação do MG, reduzindo o 

desenvolvimento das complicações diabéticas. No entanto, a normalização da glicemia em 

diabéticos não previne os níveis altos de MG no organismo, sugerindo a persistência dos seus 

níveis devido a erros metabólicos e à acumulação de AGE e ROS. (9,12) 

O MG reage com lípidos e proteínas, tais como fatores de transcrição altamente 

suscetíveis e modificáveis, dando origem aos AGE e alterando a fisiologia celular, quer no 

hepatócito, quer noutras células. Os AGE ativam também recetores específicos e levam à 

diminuição da glioxalase. (9,12) Os níveis altos de MG também foram implicados em vários 

efeitos patológicos como insulino-resistência e complicações macro e microvasculares, 
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presente em diabéticos, obesos e hipertensos, podendo ser considerado um marcador de 

angiopatia e advir daí uma das principais consequências. (12-16) 

Em situações de dieta hipercalórica e crónica, ocorre deposição de gordura no fígado, 

devido a se ter ultrapassado o limiar de armazenamento dos adipócitos, com entrada de ácidos 

gordos livres (AGL) no hepatócito para oxidação. No entanto, a cronicidade deste tipo de 

dieta provoca um aumento da resistência à insulina, com hiperinsulinemia, diminuição de 

adiponectina e progressivo aumento da lipólise nos adipócitos, o que agrava a acumulação de 

AG no hepatócito. A adiponectina é uma proteína associada a efeitos anti-inflamatórios, de 

sensibilidade à insulina e oxidação de lípidos e glicose no hepatócito. No entanto, encontra-se 

diminuída em doentes obesos e diabético. (11,17,18) Estas alterações metabólicas resultam 

num desequilíbrio entre entrada, síntese, exportação e oxidação de AG (1,19), designado de 

lipotoxicidade, que se define atualmente por um estado de hiperinsulinemia, hiperglicemia, 

hiperlipidemia, intolerância à glicose, produção hepática de glucose aumentada, 

hipoadiponectinemia e marcadores inflamatórios aumentados e que podem ocorrer anos antes 

do aparecimento da DMT2 (ver Figura 1). (20)  

 

 



 

4 
 

 

Figura 1: Adaptado de Gaggini M., et al. (21) Interação de insulino-resistência e lipotoxicidade. AGL: 

ácidos gordos livres, TG: triglicerídeos, ApoB: apolipoproteína B, VLDL: lipoproteína de muita baixa 

densidade, LDL: lipoproteína de baixa densidade, PCR: proteína C-reativa  

  

 

3. Doença do Fígado Gordo Não Alcoólico  

A Doença de Fígado Gordo Não Alcólico (NAFLD) carateriza-se por aumento 

intrahepático de AGL e TG e integra-se num espectro patológico contínuo, iniciado por 

esteatose hepática, que ao tornar-se crónica, se desenvolve para fígado gordo (FG) e, com o 

envolvimento inflamatório, para esteatohepatite não alcólica (NASH) que por sua vez pode 

levar à cirrose e insuficiência hepática. Neste espetro incluem-se processos como inflamação, 

com maior produção de citocinas inflamatórias (18), bem como níveis reduzidos de 

fosfatidilcolinas, plasmalogéneos e adiponectina. (22) Devido à hiperinsulinemia e insulino-

resistência, verifica-se uma predisposição para stress oxidativo e produção de ROS, 

estimulando as peroxidases lipídicas microssomais, que atuam nos AG polinsaturados, 

tornando-os derivados altamente reativos. A DMT2, o aumento de transaminases, TG, 
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citocinas inflamatórias, hiperinsulinemia e hipoadiponectinemia estão associadas à NASH, 

apesar de ser necessária uma biopsia para a diagnosticar. (16,18) O FG é a reflexão da 

tentativa de equilíbrio entre o efluxo de AG devido à lipólise nos adipócitos, oxidação de AG, 

lipogénese de novo e exportação no hepatócito, bem como o seu consumo na dieta. (21) Estes 

mecanismos resultam num excesso de AG saturados e de ácido linoleico (18:2) em e os TG 

acumulados induzem a formação de diacliglicerídeos, desenvolvendo inflamação nos 

hepatócitos; devido à sobrecarga lipídica, oxidação reativa, disfunção mitocondrial, aumento 

de ROS, AG não esterificados e peroxidação lipídica, este mecanismo torna-se um ciclo 

vicioso. Este processo aumenta também a infiltração macrofágica, de modo a combater a 

entrada excessiva de glucose e lípidos, no entanto a inflamação inibe a sinalização da insulina, 

estabelecendo a cronicidade da DMT2. (20) 
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Objetivos  

Os doentes com Diabetes Mellitus tipo 2 caraterizam-se pela insulino-resistência e 

obesidade, aumentando o risco de desenvolvimento de esteatose hepática e o espectro da 

doença de fígado gordo não alcoólico. Portanto, utilizou-se um modelo animal, ratos Wistar, 

com administração de metilglioxal e dieta gorda para indução de glicação e obesidade, 

respetivamente. 

Neste trabalho, os objetivos são compreender a intervenção da glicação induzida pelo 

metilglioxal na alteração do metabolismo dos lípidos na obesidade, bem como avaliar as 

implicações desses mecanismos nos parâmetros locais e sistémicos do metabolismo da 

glicose. De seguida, analisou-se o perfil lipídico hepático através de diversas técnicas de 

lipidómica e ressonância magnética. Mais, correlacionou-se estes resultados com a análise de 

proteínas associadas à sinalização hepática do metabolismo dos lípidos e glucose. 

No final do projeto será possível compreender melhor como a glicação e a dieta gorda 

podem induzir ao dismetabolismo lipídico e da glucose no fígado, insulino-resistência e 

lipotoxicidade, envolvidas no desenvolvimento da doença do fígado gordo não alcoólico. 
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Material e Métodos  

Reagentes e anticorpos: Os sais e solventes orgânicos usados na preparação das soluções 

foram comprados à Fisher scientific (Leicestershire, RU), Sigma Chemicals (Estados Unidos 

da América - EUA) e Merck Darmstad (Alemanha), com o maior grau de pureza disponível 

no mercado. Os anticorpos foram usados para marcar AMPK e (Thr172)AMPK (#2532, 

#2535, Cell Signaling, EUA), F4/80, GLUT2, ACC, (Ser79)ACC e (Tyr1163)IRβ (ab74383, 

ab54460, ab72046, ab68191 e Ab60946, Abcam, RU) e IRβ (sc-57342, Santa Cruz 

Biotechnology, EUA). Como controlo de carregamento utilizou-se Calnexin (AB0037, 

Sicgen, Portugal). 

Manutenção animal: Os ratos Wistar da nossa colónia (Faculdade de Medicina, 

Universidade de Coimbra) foram mantidos em condições padrão. (23,24) O protocolo 

experimental foi aprovado pela Comissão Institucional sobre Cuidados e Usos de Animais 

local e todos os procedimentos foram realizados por utilizadores certificados pela Federation 

of Laboratory Animal Science Associations (FELASA). 

Grupos experimentais: Os ratos Wistar machos foram divididos aleatoriamente em 4 grupos 

(n=6/grupo): 1) Controlo (Ct) com dieta padrão AO3 (5% triglicerídeos e 45% hidratos de 

carbono, SAFE, França); 2) Grupo Metilglioxal (MG) com dieta padrão e administração de 

MG; 3) Grupo com dieta gorda rica em triglicerídeos (High-Fat diet: HFD); 4) Grupo com 

dieta gorda rica em triglicerídeos com suplementação de MG (HFDMG).  

Dieta e administração de MG: A dieta gorda (40% triglicerídeos e 10% carbohidratos, 231 

HF, SAFE, França) foi administrada durante 18 semanas (dos 8 aos 12 meses). De modo a 

aumentar os produtos glicados da dieta, o MG diário (75 mg.Kg
-1

) foi administrado oralmente 

como descrito anteriormente. (24-26) Este protocolo aumenta a reação do MG com os 

componentes da alimentação e consequentemente formação de adutos de MG e AGE, que são 

depois absorvidos. Provámos anteriormente que leva a níveis de MG e AGE no plasma e nos 
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tecidos semelhantes a ratos diabéticos (24-26), sendo um protocolo mais fisiológico que a 

injeção subcutânea ou intraperitoneal, que resultam em doses sobrefisiológicas. 

Peso corporal e perfil glicémico: Registou-se o peso corporal e hemoglobina glicada 

(HbA1c) e glicémia (jejum, 1 e 2 horas após administração de glucose intraperitoneal, 1.8 

g.Kg
-1

) colhidas pela veia da cauda dos ratos em jejum durante a noite (18 horas). 

Espetroscopia de Ressonância Magnética: A espectroscopia por ressonância magnética 

nuclear 1H (RMN 1H), de magic-angle spinning de alta resolução, no tecido hepático (técnica 

não invasiva), foi realizada usando o scanner BioSpec 9.4 T MRI (Bruker Biospin, Ettlingen, 

Alemanha). Os ratos (n=6/grupo) foram mantidos anestesiados com isoflurano (2-3%), 100% 

de O2, temperatura corporal (37ºC) e monitorização respiratória (SA Instruments SA, Stony 

Brook, EUA). Os espetros com supressão de água do conteúdo lipídico do fígado foram 

analisados, com um procedimento automático de determinação de áreas de cada pico 

(LCModel). Implementou-se um software em Matlab (v2013a, Mathworks) para obter os 

sinais dos lípidos hepáticos corrigidos, devido ao relaxamento spin-spin (T2). Este protocolo 

experimental foi descrito e otimizado pelo Instituto de Ciências Nucleares Aplicadas à Saúde, 

ICNAS, Universidade de Coimbra, Portugal. (27) A fração lipídica e saturação de AG foram 

determinadas como descrito anteriormente. (28,29) A percentagem de esterificação foi 

calculada pelo rácio entre os carbonos do glicerol (5.19 ppm) e AG esterificados (2.24 ppm). 

O rácio entre moléculas de glicerol e o número total de AG (1/3*0.9 ppm) foi também 

calculado, como um marcador de aumento provável da existência de AG não esterificados. 

Colheita de sangue e fígado: Os ratos foram anestesiados e colheu-se soro e plasma, como 

descrito anteriormente. (23,24) Após o sacrifício por deslocamento cervical, colheram-se os 

fígados (-80ºC e formol 10%). 

Análises de sangue: Os níveis plasmáticos de AG livres e insulina foram determinados 

usando o FFA Assay Kit (ZenBio, NC, EUA) e Rat Insulin ELISA Kit (Mercodia, Suécia). Os 
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níveis de adiponectina sérica foram quantificados através do Rat Adiponectin Immunoassay 

Kit (Invitrogen, EUA). Os níveis plasmáticos do colesterol total, HDL, proteína total, 

albumina, transaminases e bilirrubina foram medidos por um analisador automático do 

Serviço de Patologia Clínica do Centro Hospitalar Universitário de Coimbra, Portugal. 

Western Blotting: O fígado (100mg) (n=6) foi homogeneizado e tratado como descrito 

anteriormente. (23,24) Os anticorpos secundários foram anti-mouse (GE Healthcare, Reino 

Unido), anti-rabbit e anti-goat (Bio-Rad, EUA). As membranas foram reveladas usando 

substrato de ECL no Versadoc system (Bio-Rad, EUA) e analisado com o Image Quant® 

(Molecular Dynamics, EUA).  

Histologia: O tecido hepático seccionado (4 µm) e embebido em parafina (n=3/grupo) foi 

corado com hematoxilina-eosina. As imagens foram obtidas no microscópio da Zeiss com 

câmara incorporada (Alemanha). 

Cromatografia gasosa e HPLC/MS: O tecido hepático (n=6) foi homogeneizado em tampão 

fosfato (PBS), pH 7.4 e a extração dos lípidos foi realizada pelo método Folch (30), com 

solução de clorofórmio-metanol (2:1 v/v). A quantificação total de fosfolípidos (FL) foi 

realizada pelo método colorimétrico “phosphorous assay”, após digestão perclórica a 180ºC, 

como descrito anteriormente. (31)  Os FL foram detetados por espetrometria de massa após 

separação por cromatografia líquida de alta performance (HPLC; Waters Alliance 2690), 

usando uma coluna de silício Ascentis (15 cm x 1 mm, 3l m), como previamente descrito. 

(32) As amostras (20 μg de FL totais) foram separadas por HPLC, que está acoplado ao 

espetómetro de massa com ion trap linear (LXQ; Thermo Finnigan, San Jose, CA, EUA). O 

LQX foi utilizado em positivo (voltagem de electrospray +5 kV) e negativo (voltagem de 

electrospray -4.7 kV) com temperatura capilar de 275ºC e fluxo de gás de 8 U. A energia de 

colisão normalizada™ variou entre 20 and 27 unidades arbitrárias para realizar o MS/MS. A 

aquisição dos resultados foi feita com o programa Xcalibur data system (V2.0). A 
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quantificação relativa de cada espécie individual de FL foi determinada pelo rácio entre a área 

reconstruída do cromatograma iónico de um dado valor de m/z e a área reconstruída do 

cromatograma iónico da respetiva classe e a quantificação absoluta através de padrões 

internos. Os padrões internos de FL foram adquiridos na Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster, 

AL, EUA). As classes de FL foram identificadas no modo iónico negativo e os resultados 

foram feitos pela abundância relativa por classe: lisofosfatidilcolinas (LFC), fosfatidilcolinas 

(FC), esfingomielinas (EM), fosfatidiletanolaminas (FE), cardiolipinas (CL), fosfatidilserinas 

(FS), fosfatidilinositóis (FI) e fosfatidilgliceróis (FG). A fragmentação por MS/MS realizou-

se a cada pico iónico para identificar e confirmar a estrutura, de acordo com a fragmentação 

típica (33) e comparado através dos programas LIPID MAPS e LIPID Mass Spec. Prediction 

(v1.5, LIPID MAPS, 2009). O total de AG esterificados foi medido por cromatografia gasosa 

acoplado a um detetor de ionização a chama após transesterificação dos extratos lipídicos do 

fígado (aproximadamente  90 μg do total de FL). As amostras foram preparadas com uma 

soluçao metanólica de hidróxido de potássio (2M) de acordo com o método referenciado. (34) 

O éster metilado C17 (7.5 μg) foi usado como padrão interno. Injetou-se 2 μl de soluçao de 

hexano com os AG metilados no cromatógrafo. As dietas dos ratos também foram analisadas 

para identificação dos AG, utilizando 50 mg de cada dieta. Apenas 10 mg de cada dieta foi 

diluído em 100 μl (dieta standard)  e 650 μl (dieta gorda) de solução de hexane e 3 μl de cada 

amostra foi injetado. O protocolo usado na injeção no cromatógrafo foi igual ao utilizado 

anteriormente. (35) 

Análise estatística: Os resultados são apresentados pela sua média ± erro de desvio médio 

(n=6 por grupo). Devido ao baixo número de amostras, o teste não-paramétrico Kruskal-

Wallis (com comparação múltipla) foi aplicado para determinar as diferenças estatisticamente 

significativas entre os grupos, através do software SPSS (IBM, NY, EUA). Valor p<0.05 foi 

considerado significante. 
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Resultados  

Peso Corporal, peso do fígado, testes de função hepática e dieta 

Nos grupos com dieta gorda (HFD e HFDMG), apesar de terem comido a mesma 

quantidade de dieta, apenas se observou um aumento significativo de peso corporal no grupo 

HFD. Relativamente às análises bioquímicas do sangue, apenas se observou uma diminuição 

da albumina plasmática no grupo HFDMG, marcador inespecífico de disfunção hepática, e 

um aumento dos níveis de colesterol total e HDL no grupo HFD. Não se observaram 

diferenças estatisticamente significativas nos outros parâmetros nem no grupo MG diferenças 

com o controlo (Ct) (ver Tabela 1). 

Tabela 1: Alimentação, peso corporal, peso fígado e testes de função hepática. Ct – controlo Wistar; MG – 

Wistar com MG; HFD – Wistar com dieta gorda; HFDMG – Wistar com dieta gorda mais MG. Média ± erro 

padrão.* vs Ct; # vs MG; $ vs HFD; & vs HFDMG. 1 símbolo p<0.05; 2 símbolos p<0.01; 3 símbolos 

p<0.001. 

Grupo Ct MG HFD HFDMG 

Alimentação 

(g/rato/dia) 

22,9 ± 0,7 24,3 ± 1,6 15,1 ± 1,1 14,4 ± 0,7 

  
**

##
 **

##
 

Peso corporal (g) 
508,8 ± 11,4 508,9 ± 18,4 652,7 ± 35,8 571,6 ± 27,3 

  
**

##
 

 
Peso fígado (g) 13,9 ± 0,6 12,4 ± 0,6 13,4 ± 0,7 13,9 ± 0,7 

Proteínas totais 

plasmáticas (mg/dl) 
6,4 ± 0,1 6,2 ± 0,1 6,0 ± 0,2 6,1 ± 0,1 

Albumina plasmática 

(mg/dl) 

2,81 ± 0,1 2,85 ± 0,1 2,62 ± 0,1 2,47 ± 0,1 

         **
#
 

Triglicerídeos (mg/dl) 75,4 ± 5,5 69,3 ± 10,7 77,8 ± 5,4 62,3 ± 3,2 

Colesterol total (mg/dl) 
75,1 ± 4,6 74,3 ± 2,7 99,2 ± 9,4 91,7 ± 8,8 

      *    

Colesterol HDL 

(mg/dl) 

44,5 ± 2,7 45,8 ± 1,4 58,2 ± 4,7 55,7 ± 5,1 

      *    
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Relativamente aos ácidos gordos da dieta, observa-se, na dieta gorda, uma 

concentração substancialmente maior de ácidos gordos saturados, do ácido oleico (18:1) e 

linoleico (18:2) comparativamente à dieta padrão (ver Tabela 2). 

 

Tabela 2: Espécies de ácidos gordos presentes nas dietas administradas e 

respetiva quantidade por grama de dieta (mg/g), por cromatografia gasosa. 

Ct – controlo Wistar; MG – Wistar com MG; HFD – Wistar com dieta 

gorda; HFDMG – Wistar com dieta gorda mais MG. 

 Ácido Gordo 
Dieta 

Padrão 
  

Dieta 

Gorda 

14:0 Mirístico - 
 

0.312 

16:1 Palmitoleico - 
 

0.702 

16:0 Palmítico 0.251 
 

7.058 

18:2 Linoleico 0.511 
 

4.224 

18:1 Oleico 0.177 
 

11.698 

18:0 Esteárico -   2.539 

Total 0.940 
 

26.533 

 

 

Glicação, indicadores inflamatórios e macro e microscopia hepática 

De modo a verificar a acumulação de produtos glicados no fígado, determinou-se os 

níveis de CEL, um produto avançado de glicação, formado diretamente do MG, sendo que 

estes estavam aumentados no grupo HFDMG. Não se observaram diferenças significativas 

nos níveis de glioxalase (GLO-1), a enzima destoxificadora de MG (ver Figura 2A).   

Na análise macroscópica observa-se esteatose hepática (ver Figura 2C) nos grupos 

HFD e HFDMG, confirmada pela análise histológica, com esteatose microvesicular. No 

entanto, apenas nos grupos com administração de MG (MG e HFDMG) se observa infiltração 

inflamatória a nível portal (setas), especialmente no grupo HFDMG (ver Figura 2D).  

Estes resultados foram consistentes com a observação de um aumento dos níveis do 

marcador de membrana macrofágico (células de Kupffer), F4/80, mais significativo no grupo 

HFDMG (ver Figura 2B).   
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Figura 2: Níveis hepáticos de marcador de membrana macrofágico (A), de produto avançado de glicação e glioxalase (B), 
por Western Blot. Macroscopia de fígado representativa de cada grupo e análise histológica com hematoxilina e eosina 
(100X), evidenciando inflamação portal (setas). Ct – controlo Wistar; MG – Wistar com MG; HFD – Wistar com dieta 

gorda; HFDMG – Wistar com dieta gorda mais MG.  * vs Ct; # vs MG; $ vs HFD; & vs HFDMG. 1 símbolo p<0.05; 2 

símbolos p<0.01. 

 

Lípidos hepáticos: Espetroscopia de RMN 1H e Cromatografia Gasosa  

A espetroscopia de ressonância magnética nuclear e a cromatografia gasosa, permitem 

fazer uma análise dos lípidos hepáticos. Estas técnicas complementam-se, visto a primeira ser 

in vivo e não invasiva e a segunda por ser ex vivo, além de que a espetroscopia deteta os 

lípidos, incluindo ácidos gordos não esterificados e exclui os fosfolípidos da membrana 

devido à diferença de relaxamento e spin e a cromatografia gasosa apenas os ácidos gordos 
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esterificados. Observou-se por espetroscopia semelhanças entre os espetros representativos de 

cada grupo (ver Figura 3A), excetuando em alguns picos, correspondentes ao aumento da 

fração lipídica, semelhante nos grupos HFD e HFDMG (ver Figura 3B). No entanto, apenas 

o grupo HFDMG teve uma diminuição da percentagem de esterificação do glicerol e aumento 

do rácio ácido gordo/glicerol (ver Figura 3C,D); o cálculo foi feito através da percentagem de 

carbonos do glicerol ocupados, pelo rácio do número de ácidos gordos esterificados e pelo 

número de carbonos do glicerol. A utilização da cromatografia gasosa permitiu detetar os 

ácidos gordos esterificados, que estavam significativamente aumentados no grupo HFD (ver 

Figura 3E) comparativamente ao grupo Ct e MG e que esse aumento não se verificou no 

grupo HFDMG, demonstrando que a glicação não altera o total de lípidos, mas diminui a 

esterificação de ácidos gordos. Com esta mesma técnica foi possível identificar e quantificar 

as espécies de ácidos gordos e as suas classes (saturados, insaturados, monoinsaturados ou 

polinsaturados). Assim, observou-se um aumento dos níveis de ácido gordo 18:1 no grupo 

HFD, de acordo com os seus níveis elevados na dieta gorda (ver Tabela 2). Este aumento do 

18:1 não se observou no grupo HFDMG, ao contrário do aumento do 18:0. Verificou-se ainda 

uma diminuição dos ácidos gordos polinsaturados em ambos grupos com dieta gorda (HFD e 

HFDMG) (ver Figura 3F). No total, verificou-se um aumento dos ácidos gordos saturados e 

diminuição dos monoinsaturados no grupo HFDMG (ver Figura 3G), bem como uma 

diminuição do rácio de ácidos gordos insaturados/saturados (ver Figura 3H).  

A espetroscopia também permite quantificar o número de ligações duplas na cadeia de 

ácidos gordos, demonstrando uma diminuição da fração de ácidos gordos insaturados no 

grupo HFDMG (p<0.08) e polinsaturados em ambos grupos com dieta gorda (HFD e 

HFDMG) (ver Figura 3I,J). Estes resultados indicam que a glicação aumenta a saturação 

lipídica, particularmente pela diminuição dos ácidos gordos monoinsaturados. 
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Figura 3: Espetro de ressonância magnética completo com os valores médios por grupo (A). Fração de massa lipídica 

medida por RMN 1H (B). Percentagem de esterificação dos lípidos (C) e rácio ácido gordo/glicerol (D) medidos por RMN 

1H e complementados com os ácidos gordos esterificados por cromatografia gasosa (E). Espécies de ácidos gordos 

quantificados por cromatografia gasosa (F), agrupados por classes: (G) saturados (SAT), insaturados (INSAT), 

monoinsaturados (MInsat) e polinsaturados (PInsat) e o rácio entre insaturados e saturados (H). A RMN 1H complementou 

os resultados relativamente a lípidos saturados, insaturados, mono e polinsaturados (I, J). Ct – controlo Wistar; MG – 

Wistar com MG; HFD – Wistar com dieta gorda; HFDMG – Wistar com dieta gorda mais MG. Média ± erro padrão.* vs 

Ct; # vs MG; $ vs HFD; & vs HFDMG. 1 símbolo p<0.05; 2 símbolos p<0.01; 3 símbolos p<0.001. 
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Ácidos gordos livres e via de síntese lipídica hepática 

 O grupo HFD tinha níveis normais de triglicerídeos (ver Tabela 1) e de ácidos gordos 

livres no plasma (ver Figura 4A), com aumento de adiponectinemia (ver Figura 4B). No 

fígado destes ratos verificou-se uma diminuição da ativação da AMPK (ver Figura 4D) e 

supressão da via de síntese de lípidos (ver Figura 4C, F). No grupo MG não se observaram 

diferenças, mas o grupo HFDMG teve um aumento dos ácidos gordos livres, níveis mais 

baixos de adiponectina comparado com o grupo HFD e menor supressão da via de síntese 

lipídica. Em particular, quando comparado com o grupo HFD, o grupo HFDMG revelou 

menor fosforilação (inativação) do ACC e aumento da expressão do AceCS e FAS (ver 

Figura 4C, F). Os níveis de AMPK fosforilada (ativada) foram ainda mais baixos no grupo 

HFDMG (ver Figura 4D). Estes resultados sugerem que a glicação afeta as vias de síntese e 

oxidação dos lípidos, possivelmente contribuindo com o aumento de ácidos gordos não 

esterificados no fígado e ácidos gordos livres.    
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Figura 4: Níveis plasmáticos de ácidos gordos livres (A) e séricos de adiponectina (B), medidos por kits específicos. Enzimas 

chave para a lipogénese no fígado: AceCS e FAS (C), AMPK total, ativada e rácio (D) e ACC total, ativada e rácio (E). A 

intensidade foi calculada por comparação ao controlo. À direita encontram-se os blots representativos. Ct – controlo 

Wistar; MG – Wistar com MG; HFD – Wistar com dieta gorda; HFDMG – Wistar com dieta gorda mais MG. Média ± erro 

padrão.* vs Ct; # vs MG; $ vs HFD; & vs HFDMG. 1 símbolo p<0.05; 2 símbolos p<0.01; 3 símbolos p<0.001. 

 

Fosfolípidos hepáticos: Espetrometria de massa 

A quantidade total de fosfolípidos no fígado foi semelhante em todos os grupos (ver 

Figura 5A). Do mesmo modo, não se verificaram diferenças significativas entre o total de 

cada classe de fosfolípidos [fosfatidilcolina (FC), fosfatidiletanolamina (FE), fosfatidilserina 

(FS), lisofosfatidilcolina (LFC), fosfatidilglicerol (FG), fosfatidilinositol (FI), esfingomielina 

(EM), cardiolipina (CL)] (ver Figura 5B, C). Apesar de não se verificar significância 

estatística, observa-se uma tendência para redução dos níveis de plasmalogéneos (fosfolípidos 

antioxidantes) nos grupos com administração de MG (MG e HFDMG) (ver Figura 5D). 

Quanto às cardiolipinas, observou-se uma diminuição de duas espécies polinsaturadas, 

CL62:5 e CL70:2, sendo que apenas a primeira estava diminuída no grupo HFD e ambas no 
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grupo HFDMG, sugerindo um aumento de dano oxidativo no grupo com dieta gorda e MG 

(ver Figura 5E). 

 

Figura 5: Resultados de espetrometria de massa. Conteúdo total de fosfolípidos (A) e quantidades relativas de cada classe 
(B, C). Níveis totais de plasmalogéneos de fosfatidilcolinas e fosfatidiletanolaminas (D) e de cardiolipinas com significância 
estatística. FC: fosfatidilcolina, FE: fosfatidiletanolamina, FS: fosfatidilserina, LFC: lisofosfatidilcolina, FG: fosfatidilglicerol, FI: 
fosfatidilinositol, EM: esfingomielina, CL: cardiolipina. Ct – controlo Wistar; MG – Wistar com MG; HFD – Wistar com dieta 

gorda; HFDMG – Wistar com dieta gorda mais MG. Média ± erro padrão.* vs Ct; # vs MG; $ vs HFD; & vs HFDMG. 1 

símbolo p<0.05; 2 símbolos p<0.01; 3 símbolos p<0.001. 

 

Glicémia, Insulinémia e Sinalização da insulina no fígado 

 Os níveis de glicémia e da hemoglobina glicada não foram diferentes entre os grupos 

(ver Tabela 3). No entanto, o consumo de dieta rica em triglicerídeos (grupo HFD) resulta 

num aumento da intolerância à glicose (área abaixo da curva durante a prova de tolerância à 

glicose), mas sem alterações no índice HOMA nem na insulinemia (ver Figura 6A, B). No 

grupo MG não se observaram alterações comparativamente com o grupo controlo (Ct). No 

entanto, o grupo HFDMG apresentou hiperinsulinemia, aumento do índice HOMA e maior 

intolerância à glicose comparado com o grupo HFD.  
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Tabela 3: Glicémia em jejum e hemoglobina glicada. Ct – controlo Wistar; MG – Wistar com MG; HFD – Wistar 

com dieta gorda; HFDMG – Wistar com dieta gorda mais MG. 

Grupo Ct MG HFD HFDMG 

Glicémia em jejum 

(mg/dl) 
68,5 ± 2,0 70,6 ± 1,4 70,9 ± 2,0 71,1 ± 1,6 

HbA1c (%) 3,2 ± 0,1 3,3 ± 0,1 3,3 ± 0,1 3,5 ± 0,1 

 

No fígado, não se observaram alterações no grupo MG quanto à sinalização da 

insulina, mas no grupo HFD o rácio do recetor da insulina fosforilado/total foi menor (ver 

Figura 6C), associado a um aumento compensatório do GLUT2 (ver Figura 6D). No grupo 

HFDMG, o rácio do recetor da insulina fosforilado/total revelou-se mais diminuído e o 

aumento do GLUT2 foi inibido (ver Figura 6C, D), demonstrando que a sinalização da via da 

insulina está afetada e que contribui para a insulino-resistência e obesidade. 
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Figura 6: Teste de tolerância à glicose (valores de área abaixo da curva) (A), níveis plasmáticos de insulina e índice de 
resistência à insulina (B). Níveis do recetor de insulina total, ativado e rácio (C) e GLUT2 (D) no fígado, analisados por 
western blot. A intensidade foi calculada por comparação ao controlo. À direita encontram-se os blots representativos. Ct – 

controlo Wistar; MG – Wistar com MG; HFD – Wistar com dieta gorda; HFDMG – Wistar com dieta gorda mais MG. 

Média ± erro padrão.* vs Ct; # vs MG; $ vs HFD; & vs HFDMG. 1 símbolo p<0.05; 2 símbolos p<0.01; 3 símbolos 

p<0.001. 
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Discussão  

A NAFLD é considerada uma manifestação hepática da síndrome metabólica (SM) No 

entanto, começam a surgir novos dados sugerindo a possibilidade de esta preceder a SM e a 

DMT2. (36-38) Evidências recentes sugerem que a NAFLD é um fator de risco independente 

para SM e DMT2. (38-40) Nesta situação, a insulino-resistência torna-se uma das principais 

alterações, apesar dos mecanismos e fatores envolvidos no seu desenvolvimento sejam ainda 

parcialmente desconhecidos. (38,41) Neste estudo colocámos a hipótese de que a acumulação 

dos produtos glicados pode alterar o perfil lipídico hepático na obesidade, contribuindo para o 

desenvolvimento da insulino-resistência. Neste sentido, desenvolvemos um modelo animal 

com obesidade induzida por dieta e glicação induzida pelo metilglioxal. Além disso, 

utilizámos duas diferentes técnicas complementares, a espetroscopia de ressonância 

magnética e cromatografia gasosa e espetrometria de massa para analisar o perfil lipídico. A 

espetroscopia revela-nos a fração lipídica total do fígado, incluindo a saturação e 

esterificação. É considerada uma das técnicas mais avançadas para o diagnóstico não invasivo 

de NAFLD e é útil no diagnóstico precoce. Por outro lado, a espetrometria de massa deteta as 

espécies lipídicas na célula de forma mais detalhada, mas a colheita requere técnicas 

invasivas. (42) 

Os lípidos hepáticos são maioritariamente originados pela dieta, lipogénese de novo e 

lipólise do tecido adiposo. (43) O tecido adiposo é o local fisiológico para armazenamento do 

tecido adiposo, mas a obesidade é caraterizada pela disfunção do tecido adiposo, com 

sobrexpressão de citocinas e adipocinas proinflamatórias e supressão da sinalização da 

insulina. A insulino-resistência no tecido adiposo é o principal desencadeante da lipólise e 

consequente elevação dos ácidos gordos plasmáticos e deposição ectópica no fígado e no 

músculo. (44,45) Demonstrou-se que a remoção cirúrgica do tecido adiposo inflamado e a 

prevenção da lipólise previne o desenvolvimento da NASH, demonstrando que os lípidos e 
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citocinas inflamatórias derivados do tecido adiposo têm influência na inflamação hepática. 

(46,47) Enquanto a acumulação de vesículas ricas em triglicerídeos no fígado é considerada 

inofensiva e, possivelmente, protetora contra a insulino-resistência, os ácidos gordos não 

esterificados, ectópicos, são ativadores de vias de inflamação e consequentemente indutores 

de insulino-resistência. (38,48). Estes tipos de lípidos e ceramidas ativam a expressão de 

F4/80 nas células de Kupffer, que induzem o ambiente inflamatório da NAFLD para NASH. 

Neste estudo, mostrámos que a acumulação de produtos glicados é responsável pelo aumento 

total dos níveis hepáticos do F4/80 e infiltração inflamatória portal. Este mesmo modelo 

animal, também desenvolveu insulino-resistência no tecido adiposo (49), que contribui para o 

aumento do fluxo de ácidos gordos para o fígado. Recentemente, foi demonstrada a supressão 

da lipogénese de novo, mas não da esterificação de ácidos gordos em ratos com dieta gorda. 

Tais resultados revelam que, em condições fisiológicas, o fígado tem a capacidade de inibir a 

síntese de ácidos gordos e armazenar os existentes de forma inofensiva. (50) De acordo com 

estas observações, os nossos resultados mostram que ratos com dieta rica em triglicerídeos 

têm inibição das enzimas-chave da síntese de ácidos gordos (AceCS, ACC e FAS) e níveis 

aumentados dos lípidos esterificados no fígado. (51) No entanto, a glicação bloqueia a 

supressão das enzimas, levando a níveis aumentados de ácidos gordos não esterificados e à 

ativação das vias inflamatórias. Estes resultados estão de acordo com resultados recentes, que 

mostraram um incremento da lipogénese hepática após ingestão de frutose, através da 

inativação direta da AMPK pelo MG derivado da frutose. (52) 

O envolvimento dos ácidos gordos saturados e insaturados da dieta na acumulação de 

gordura no fígado tem sido alvo de extensa investigação. Demonstrou-se que os ácidos gordos 

monoinsaturados e os ácidos gordos polinsaturados ómega-6 diminuem a gordura hepática, 

enquanto os ácidos gordos saturados estão associados a maior acumulação de gordura no 

fígado. (43,53) Desta forma, a substituição dos ácidos gordos saturados da dieta por ácidos 
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gordos polinsaturados ómega-3, sem a modificação das calorias totais, provou melhorar a 

NAFLD. (54) Os ácidos gordos polinsaturados ómega-3 causaram também uma diminuição 

na peroxidação dos lípidos, inflamação e progressão da NASH. (55-57) Estes efeitos 

provavelmente derivam de diferentes regulações da maquinaria de oxidação em resposta aos 

diferentes tipos de lípidos. (58) Neste estudo comprovámos que uma dieta rica em 

triglicerídeos leva à diminuição dos níveis relativos de ácidos gordos polinsaturados (20:4 e 

22:6) no fígado devido ao aumento dos níveis de ácidos gordos monoinsaturados, 

nomeadamente do 18:1, o que é causado pelos altos níveis deste na dieta. No entanto, a 

glicação inibiu o aumento dos níveis dos monoinsaturados no fígado com diminuição 

semelhante dos polinsaturados. Em geral, o total de ácidos gordos insaturados sofreu uma 

maior diminuição no grupo HFDMG, mostrando que a glicação aumenta a saturação lipídica, 

especialmente pela diminuição dos ácidos gordos monoinsaturados. Estes eventos 

provavelmente resultaram de uma alteração da função mitocondrial, e consequente 

diminuição da oxidação dos lípidos, como mostrado pela diminuição da ativação da AMPK e 

dos níveis de cardiolipinas polinsaturadas, marcador de dano oxidativo mitocondrial. (59,60) 

Os nossos resultados demonstraram que, mesmo sem alterações major nos níveis totais das 

diferentes classes de fosfolípidos, é observada uma diminuição específica das cardiolipinas 

polinsaturadas nos ratos obesos com suplementação de MG. Apesar de não terem sido 

observadas diferenças significativas, a tendência observada para a diminuição do número total 

de fosfolípidos anti-oxidantes, está de acordo com os dados anteriores que mostram alteração 

nos sistemas anti-oxidantes induzidas pelo MG. 

Os AGE têm sido implicados no desenvolvimento e progressão das complicações da 

diabetes, mas dado que os seus níveis estão aumentados na obesidade e pré-diabetes e em 

alimentos ricos em açúcares, também têm sido progressivamente implicados no início da 

síndrome metabólica, incluindo insulino-resistência. O metilglioxal, um dicarbonilo que 
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origina AGE, é encontrado em alimentos ricos em açúcares, como o high fructose corn syrup 

(HFCS), que é comummente usado em bebidas açucaradas. (12,61) Estudos recentes 

demonstraram que o consumo de dietas ricas em AGE resulta num aumento de stress 

oxidativo, fibrose e inflamação hepáticas. (62,63) Os níveis séricos de AGE têm, 

inclusivamente, sido sugeridos como biomarcadores de NAFLD. (64,65) O consumo de 

HFCS tem sido associado a síndrome metabólica, incluindo aumento da acumulação de 

gordura hepática e insulino-resistência, principalmente através do aumento da lipogénese de 

novo. (43,61) No entanto, estes efeitos são, provavelmente, em parte mediados pelo MG e 

pela consequente formação de AGE. Assim, os estudos existentes sugerem que o aumento dos 

AGE no fígado pode, de facto, contribuir para o aparecimento de NAFLD. Foi demonstrado 

que estes eventos são mediados pelo recetor dos AGE (RAGE) e que o uso farmacológico de 

uma isoforma solúvel do RAGE exerce efeitos protetores nos doentes com NAFLD. (66,67) 

Neste estudo, demonstramos pela primeira vez, utilizando RMN e HPLC/MS, que os efeitos 

do MG no fígado gordo ocorrem através da desregulação do metabolismo dos lípidos que por 

sua vez leva à inflamação e insulino-resistência. 
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Conclusão  

Em resumo, os AGE podem ser formados a partir do metabolismo da glicose e frutose, 

mas também a partir de fontes exógenas destes açúcares e dicarbonilos como o MG. A 

acumulação de AGE no fígado afeta o metabolismo dos lípidos na obesidade, incluindo uma 

supressão alterada da lipogénese de novo e níveis aumentados de ácidos gordos saturados e 

não esterificados. Estes eventos alteram o perfil lipídico do fígado, causando inflamação e 

resistência à insulina, contribuindo para a patogénese da NAFLD. Este estudo demonstra, pela 

primeira vez, as alterações do metabolismo dos lípidos que ocorrem pela acumulação dos 

AGE e sugere que uma diminuição na formação e acumulação destes poderá ser uma 

estratégia promissora no tratamento da NAFLD.  
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