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Resumo:

O metilglioxal (MG) € um a-oxaldeido muito reativo produzido a partir da glicolise.
Este composto reage com moléculas celulares para os produtos terminais de
glicacdo avancada (AGEs). Os efeitos do MG e dos AGEs sobre o desenvolvimento
de doencas hepéticas tém sido bastante investigados, porém pouco se sabe sobre
os efeitos destes compostos sobre o metabolismo hepéatico e como eles contribuem
para a evolugdo do figado saudavel em dire¢cdo ao 6rgdo doente. O objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos do MG sobre o metabolismo hepatico. Para este
propdsito, ratos Wistar de 60 dias receberam por via intraperitoneal salina ou MG
100 ou 200 mg/kg por 7 dias. No oitavo dia, apos jejum de 16h, os figados dos
animais previamente anestesiados foram canulados e perfundidos para avaliacao da
gliconeogénese. A atividade das enzimas gliconeogénicas chaves fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PEPCK), frutose 1,6-bifosfatase (FBPase-1) e glicose 6-fosfatase
(G6Pase) e os niveis de lipidios foram adicionalmente determinadas no figado. Por
fim, a atividade das transaminases foi determinada no plasma. O MG diminuiu a
producédo de glicose a partir de lactato em cerca de 32%. Em adi¢cdo, o MG causou
uma reducdo na atividade de G6Pase de 18% para a dose de 100 mg/Kg e 39%
para a dose de 200 mg/Kg. A atividade da PECK foi reduzida em 57% e a FBPase-1
por 40% no figado de animais que receberam MG em ambas as doses. Em adicao,
aumentou a atividade das transaminases séricas. Em suma, os resultados indicam
gue o MG esta associado com dano hepético e, por consequéncia, com reducdo da
gliconeogénese hepatica.

Introducéo

A hiperglicemia que caracteriza o diabetes € responsavel por alteracbes no
metabolismo corporal, j& que aumenta o fluxo de varias vias glicotoxicas, como a
producdo do metilglioxal (MG), um a-oxoaldeido altamente reativo, principalmente
como um subproduto da glicolise [BRINGS et al., 2017]. Elevados niveis celulares e
séricos de MG reagem com macromoléculas para formar os produtos terminais de
glicacdo avancada (AGEs) (THORNALLEY, 2007). O figado é muito susceptivel aos
danos causado pelas glicotoxinas, como o0 MG e os AGEs, visto que este 6rgéo
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expressa varios tipos de receptores para AGEs (YAMAGISHI & MATSUI, 2015). De
fato, estes compostos se acumulam no figado de individuos com doencas cronicas e
estdo associados com a progressdo de doencgas hepaticas. Entretanto, pouco se
sabe sobre como o MG contribui para a evolucao do figado saudavel para o figado
esteatotico e resistente a insulina. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos do MG sobre o perfil lipidico sérico e hepatico, a atividade sérica de
transaminases, a gliconeogénese a partir de lactato no figado em perfusdo e a
atividade das enzimas gliconeogénicas chaves fosfoenolpiruvato carboxiquinase
(PEPCK), frutose 1,6-bifosfatase (FBPase-1) e glicose 6-fosfatase (G6Pase).

Materiais e Métodos

Ratos Wistar com 60 dias de idade receberam por via intraperitoneal salina ou MG
nas doses de 100 ou 200 mg/kg por 7 dias. No oitavo dia, apds jejum de 16h, os
figados dos animais previamente anestesiados com xilazina (9 mg/kg) e cetamina
(90 mg/kg) foram removidos e utilizados de acordo com os diferentes protocolos
experimentais. Os procedimentos foram previamente aprovados pelo Comité de
Etica para Experimentacdo Animal da UEM (protocolo CEUA 9185221019).

Para a perfusdo hepatica, os animais foram submetidos a laparotomia, as veias cava
e porta foram canuladas e o figado perfundido com tampédo Krebs/Henseleit
bicarbonato (pH 7,4) (KELMER-BRACHT et al., 2003). Lactato (2mM) foi utilizado
como substrato gliconeogénico. Os conteudos de glicose e piruvato foram
determinados por métodos enzimatico-colorimétricos em amostras coletadas do
perfusato efluente a cada 2 minutos. O consumo de oxigénio hepatico foi monitorado
por polarografia.

Para a coleta dos tecidos, os foram animais foram submetidos a laparotomia e
sangue foi coletado da veia cava hepatica, depositado em tubos com EDTA (0,2 M,
pH 7,4), centrifugado (3000g/10 min) e o plasma utilizado para determinar a
atividade das transaminases AST e ALT utilizando Kits comerciais. O figado foi
imediatamente removido, fragmentado e homogeneizado em meio de isolamento de
microssomas. Apos centrifugacdo (101.000g/1 h), o sedimento foi isolado como
fracdo microssomal e utilizada para determinar a atividade da enzima G6Pase por
espectrofotometria. O sobrenadante foi utilizado para determinar a atividade da
PEPCK e FBPase-1 também por espectrofotometria.

Os dados obtidos estdo expressos em graficos e tabelas como médias e erros-
padrdo das meédias. Diferencas estatisticas foram avaliadas por meio de ANOVA
ONE-WAY com poés teste de Newman-Keuls.

Resultados e Discussao

A Figura 1A mostra o decurso temporal da gliconeogénese no figado em perfusao.
Nota-se que ao infundir lactato, houve um aumento progressivo na producdo de
glicose e piruvato e no consumo de oxigénio, que tenderam a se estabilizar em 30-
35 minutos de tempo de perfuséo e foram diferentes para os animais que receberam
MG. Os valores nos Painéis B, D e F sdo as velocidades de producdo dos
metabdlitos do figado no estado estacionario basal e ap6s a infusdo de lactato.
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Observa-se que os valores basais ndo foram diferentes enquanto que aqueles na
presenca de lactato diferiram entre os diferentes grupos. Para facilitar a
comparacdo, os Painéis C, E e G mostra 0s incrementos na producdo dos
metabdlitos causados pela infusdo de lactato. O incremento na producéo de glicose
foi 35% menor nos animais que receberam MG em ambas doses se comparados
aos controles (Figura 1B e C). Nao houve diferenca entre os grupos controles e
tratados para o consumo de oxigénio (Figura 1D e E). A producéo de piruvato foi
aumentada em 67%, mas apenas pelo MG 200 mg/kg.

. - .
A = Curso de tempo da gliconeogénese B: Producio de glicose C: aciicose
M Basal 2.0
20, O Depois do lactato
e Co | -
0.6 MG 100 Lactato (2 mM) s 15
O MG 200 > - =
i} i = £ 1.0
g H € s
E . - £
2> 04 H 3 g
a H g 0.5
8 £ . 05
£ [
x§ 5 H 0.0 . | 0.0
= .
3 5 0.2 ' Piruvato Co MG 100 MG 200
o D: Consumo de oxigénio E - R
= A Oxigénio
i W Basal
0.0 H H 4.0 o O Depois do lactato 0.8
H H E —
4 ' 7
H ' s < _0.6
H : 2 o O
g =
Ke] g 04
g =
g_ 0.2
2
2 0.0
2.01 Q, ’
3
5;1.5- . G: A Piruvato
52 F = Producédo de piruvato
- 0.61 mco
S | v/ L =mpaD00 0.6, M Basal O MG 100
o E 1.0 CI MG 200
‘§ 5 - "o
5 Foa =
'~ 0.54 Glicose g €
= =]
%o.z E_ 0.2
0.0-
o] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 00 0.0
Tempo de perfusdo (minutos) . Co MG 100 MG 200 B

Figura 01: Efeitos do MG sobre a gliconeogénese no figado de ratos perfundidos com glicerol

A: Decurso temporal de producao de glicose, lactato e piruvato e consumo de oxigénio no figado em
perfusdo causados pela infusdo de lactato. Os valores nos Painéis B, D e F sdo as velocidades de
producdo dos metabdlitos do figado no estado estacionario basal (barras pretas: tempo 8 minutos na
Figura 1A) e no estado estacionario apods a introducao do lactato (barras brancas: tempo 38 minutos
na Figura 1A). Os valores nos Painéis C, E e G sao os incrementos na producao dos metabolitos
causados pela infusdo de lactatol e foram calculados como [valores no final do periodo de infusdo
com lactato; 38 min] - [valores antes da infusdo de lactato; 8 min] na Figura 1A. Os dados sdo a
média £+ SEM de 5 animais para cada condicao.

Parémetro Controle MG (100 mg/kg) MG (200 mg/kg)
AST (U/L) 389+1,2 68,3 + 4,7* 63,1+ 1,9*
ALT (U/L) 30,8+1,2 28,4+1,3 26,2+3,0

Tabela:. Marcadores plasmaticos de dano hepatico. Os dados sdo a média + erro padrao de 6
animais para cada grupo. *p < 0,0001: diferente dos controles.

A Figura 2 mostra o efeito do MG sobre a atividade das enzimas gliconeogénicas. O
MG causou uma reducédo na atividade de G6pase de 18% para a dose de 100
mg/Kg e 39% para a dose de 200 mg/Kg. A atividade da PECK foi reduzida em 57%
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e a FBPase-1 por 40% no figado de animais que receberam MG em ambas as
doses.

Em relacdo aos marcadores de dano hepatico, a atividade da enzima AST foi
aumentada em aproximadamente 70% para o MG em ambas concentracbes porém,
nao se observou alteracdes na atividade da enzima ALT (Tabela 1).
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Figura 02: Efeitos da administracdo de MG sobre a a tividade das enzimas regulatorias da
gliconeogénese no figado de ratos.  A: Atividade da glicose-6-fosfatase (G6Pase). B: Atividade da
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK). C: Atividade da fosfofrutocinase-1 (FBPase-1). Os dados
sdo a média + erro padrdo da média de 3 — 6 animais. Os asteriscos representam a diferenca
significativa entre o grupo controle e os grupos tratados.

Conclusodes

Os resultados do presente estudo mostram que a administracdo intraperitoneal do
MG durante 7 dias nas doses de 100 e 200 mg/Kg causa na reducdo da
gliconeogénese hepatica e parece estar principalmente relacionada a uma menor
atividade das enzimas chaves reguladoras da via. A menor atividade das enzimas
pode estar relacionada com modificagdes estruturais causadas por danos diretos do
MG ao érgéo.
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