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DETERMINATION OF ADVANCED GLYCATION (AGEs) AND LIPOXIDATION (ALEs) END PRODUCTS IN FOODS AND 
BIOLOGICAL SYSTEMS: ADVANCES, CHALLENGES AND PERSPECTIVES. Advanced glycation (AGEs) and lipoxidation 
(ALEs) products are formed through specific condensation reactions between nucleophiles (amino groups of free amino acids or 
their residues in peptides, aminophospholipids or proteins) and electrophiles (carbonyls of reducing sugars, oxidized lipids or others) 
generating well-defined sets of covalent adducts. The ε-amino group of the lysine is the most reactive precursor in proteins and the 
primary target of carbohydrate attacks. AGEs/ALEs accumulation has consequences in the development of vascular, renal, neural and 
ocular complications, as well as in the triggering of inflammatory and neurodegenerative diseases. Therefore, AGEs/ALEs detection, 
quantification and, in some cases, the assessment of the extent of glycation in biomolecules of different matrices represent a factor 
of primary interest for science. Reliable analytical methods are thus required. Together with basic concepts, this review presents the 
main advances, challenges and prospects of research involving AGEs and ALEs in biological and food systems, exploring practical 
strategies to ensure greater reliability in the analysis of these compounds in different matrices.
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INTRODUÇÃO

Desde que o bioquímico francês Louis Camille Maillard (1878-
1936) descreveu a reação entre açúcares redutores e aminoácidos, 
formando a base para a compreensão do fenômeno de escurecimento 
não enzimático que ocorre durante a estocagem e o processamento 
dos alimentos, expressivo progresso tem sido alcançado nessa área 
de estudos.1 É aceita hoje como “reação de Maillard” uma série de 
reações paralelas e subsequentes que levam à formação de uma grande 
variedade de compostos que conferem aroma e cor aos alimentos, 
bem como à formação dos chamados produtos de glicação (AGEs, do 
inglês Advanced Glycation Endproducts) e de lipoxidação (ALEs, do 
inglês Advanced Lipoxidation Endproducts) avançados2 (Figura 1). 

No processamento dos alimentos, a reação pode conferir aspectos 
positivos, como a formação do odor e sabor atrativos, mas acarreta 
também consequências nutricionais negativas, como a perda de 
aminoácidos essenciais e a formação de substâncias potencialmente 
nocivas à saúde humana. A formação de AGEs e ALEs nos alimentos 
constitui um tema de grande interesse na atualidade, desde que esses 
compostos tem sido associados a importantes efeitos pró-oxidativos e 
pró-inflamatórios envolvidos nas alterações metabólicas inerentes ao 
processo de envelhecimento, mas também à patogênese e à progressão 
de inúmeras doenças crônicas degenerativas, como o diabetes, o mal 
de Alzheimer, a insuficiência renal e a aterosclerose.3,4 

Do ponto de vista químico, os AGEs/ALEs representam uma 
classe complexa de compostos formados em alimentos e em sistemas 
biológicos por meio de diferentes mecanismos e a partir de precur-
sores heterogêneos. Os AGEs são especialmente representados por 
proteínas covalentemente modificadas por processos oxidativos e 
não-oxidativos, envolvendo açúcares ou seus produtos de degrada-
ção, enquanto os ALEs incluem uma variedade de adutos covalentes 
gerados através da reação entre espécies carbonílicas reativas (ECRs), 
produzidas a partir de peroxidação lipídica e do metabolismo dos 
lipídeos, e resíduos nucleofílicos de macromoléculas. O estresse 

oxidativo encontra-se frequentemente envolvido nos mecanismos de 
formação de AGEs e ALEs. Adicionalmente, alguns AGEs e ALEs 
podem apresentar a mesma estrutura, desde que são originados de 
precursores comuns, como é o caso da Nε-carboximetilisina (CML), 
gerada a partir do glioxal (GO), o qual, por sua vez, pode ser formado 
por meio de ambas as vias oxidativas dos lipídeos ou dos açúcares.5

É importante destacar que os precursores de AGEs e ALEs com-
partilham natureza eletrofílica, o que determina suas reatividades 
em relação aos centros nucleofílicos das biomacromoléculas. Todas 
as vias de formação dos AGEs/ALEs são consideradas reações de 
condensação entre reagentes nucleofílicos e eletrofílicos que não 
ocorrem indiscriminadamente, mas formam conjuntos bem definidos 
de adutos covalentes.6 

Os AGEs podem causar prejuízos ao metabolismo por meio de 
dois mecanismos básicos. O primeiro é a modificação da estrutura 
nativa de biomoléculas, destacadamente a alteração conformacional 
de proteínas intra e extracelulares e o segundo via a interação des-
ses produtos com receptores sensíveis a AGEs, presentes em uma 
grande variedade de células, tais como as endoteliais, os monócitos, 
macrófagos, adipócitos e podócitos, induzindo ao estresse oxidativo, 
à produção de citocinas inflamatórias e de fatores de crescimento, 
contribuindo assim para o surgimento e a progressão de diversas 
patologias.7-9

As evidências do envolvimento dos AGEs e ALEs na fisiopa-
tologia de doenças crônico-degenerativas de incidência crescente 
e preocupante em todo o mundo têm estimulado a investigação de 
diversos aspectos envolvendo esses compostos e destacam-se (1) a 
elucidação das suas vias de formação, estruturas moleculares e efeitos 
biológicos, (2) a identificação e quantificação de marcadores em dife-
rentes matrizes alimentares e biológicas, (3) bem como a descoberta 
de compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir seus efeitos 
potencialmente prejudiciais à saúde. Apesar do evidente avanço 
alcançado nessa área do conhecimento nas últimas décadas, há ainda 
importantes lacunas a serem elucidadas, especialmente relacionadas 
à caracterização, biodisponibilidade e metabolismo, bem como aos 
métodos de análise dos AGEs e ALEs nos diferentes sistemas. 
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Assim, com o objetivo de apresentar os principais avan-
ços, desafios e perspectivas das pesquisas envolvendo AGEs e 
ALEs, a presente revisão divide-se em quatro seções principais. 
Primeiramente, um panorama dos mecanismos e definições que 
fundamentam o estudo desses compostos é apresentado. Em seguida, 
as principais evidências reportadas na literatura sobre a formação, 
mecanismos de ação e de defesa envolvendo os AGEs e ALEs nos 
sistemas biológicos são esquematicamente reunidas, bem como 
sobre a formação e o possível impacto à saúde desses produtos 
em alimentos. Finalmente, os métodos mais comumente utilizados 
para a determinação dos AGEs e ALEs nos diferentes sistemas são 
apresentados e debatidos, conjuntamente com estratégias práticas 
capazes de garantir maior confiabilidade às investigações envolven-
do esses produtos da reação de Maillard. 

A reação de Maillard e os mecanismos de formação dos 
produtos de glicação (AGEs) e de lipoxidação (ALEs) 
avançadas

A reação de Maillard envolve uma complexa cadeia de reações de 
difícil descrição esquemática, sendo sua primeira e reversível etapa a 
condensação de um grupamento amino, proveniente de aminoácidos, 
peptídeos, aminofosfolipídeos ou proteínas, a um grupamento carbo-
nílico presente em açúcares redutores ou em produtos da oxidação de 
lipídeos, aminoácidos ou do ácido ascórbico.10,11 Essa condensação 
produz uma carbinolamina intermediária, a qual desidrata formando 
um aduto de imina instável, também chamado base de Schiff, o qual 
pode ciclizar e gerar uma glicosilamina N-substituída (Figura 2). 
Nessa reação, as aminas primárias são mais reativas que as secun-
dárias, sendo as terciárias inativas. O grupamento ε-amino presente 
na cadeia lateral da lisina é o precursor mais reativo em proteínas, 
sendo o alvo primário de ataque de carboidratos.12 

Em pH fisiológico e à temperatura ambiente a base de Schiff sofre 
rearranjo, gerando 1-amino-2-desoxi-2-cetose N-substituída, precur-
sora de compostos mais estáveis, os chamados produtos de Amadori, 

que podem ainda reagir seguindo duas vias principais: em valores 
baixos de pH sofrem enolização e geram 1,2-dicarbonílicos, que por 
desitratação formam derivados de furfural; e em valor de pH mais alto 
sofrem enolização e geram 2,3-dicarbonílicos, que por desidratação 
formam redutonas. Dentre os produtos da ciclização dos intermediá-
rios 2,3-dicarbonílicos estão as furanonas e as piranonas, que incluem 
importantes compostos flavorizantes de alimentos. Deve-se destacar 
que cetoses não redutoras podem também se condensar a grupamentos 
amino, produzindo 1-amino-2-desoxi-aldoses correspondentes, o que 
caracteriza o chamado rearranjo de Heyns. Por meio de outras vias, 
dentre elas a fragmentação de açúcares mediada por radicais livres 
(denominada via Namiki), os produtos de Amadori podem gerar 
compostos α-dicarbonílicos capazes de reagir com aminoácidos e 
gerar derivados de pirazinas, componentes aromáticos típicos dos 
alimentos termicamente processados. Esses α-dicarbonílicos alta-
mente reativos são também considerados os principais precursores 
de AGEs/ALEs, favorecendo a formação de ligações cruzadas entre 
os resíduos de lisina e arginina das proteínas.5,13 

Os AGEs (Figura 3) incluem adutos proteicos, como a CML, 
Nε-carboxietilisina (CEL) e a pirralina, além de produtos de ligação 
cruzada entre diferentes resíduos de aminoácidos, como a pentosidina, 
glicosepana e compostos imidazólicos, tais como o GOLD (dímero 
de lisina-glioxal) e DODIC (produto da condensação cruzada entre 
lisina, arginina e 3-desoxiglicosona). Caso haja disponibilidade no 
meio, os produtos carbonílicos gerados durante a reação de Maillard 
podem se condensar a resíduos de aminoácidos das proteínas, pro-
duzindo substâncias que apresentam estruturas químicas poliméricas 
de alto peso molecular (> 12.000 Daltons), coloração castanha e de 
difícil caracterização química, as chamadas melanoidinas.14 Há cerca 
de duas décadas os pesquisadores se empenham na identificação de 
compostos desta classe e já se pode afirmar que alguns deles são 
claramente produtos da glicação, como a pirralina, a pentosidina e a 
glicosepana – possuem 5 ou 6 carbonos derivados exclusivamente de 
açúcares – enquanto outros, como a CML e a CEL, são produzidos 
por múltiplas vias.13

Figura 1. Visão geral da reação de Maillard e da formação dos AGEs e ALEs. O estágio inicial da reação de Maillard caracteriza-se pela condensação entre 
carbonilas de açúcares redutores e grupos amino de aminoácidos livres ou seus resíduos em peptídeos, aminofosfolipídeos ou proteínas, com formação da base 
de Schiff e do composto de Amadori. Além dos açúcares redutores, outros agentes carbonílicos, como intermediários da via glicolítica e produtos da oxidação 
de lipídeos, aminoácidos, vitamina C podem ser os agentes carbonílicos iniciadores da reação. Em seu estágio intermediário, a reação gera intermediários 
carbonílicos reativos capazes de atacar outros grupos amino, levando finalmente à formação dos chamados produtos da glicação (AGEs) ou da lipoxidação 
(ALEs) avançadas. In vivo, o processo inflamatório também promove a formação de AGEs/ALEs por meio da oxidação de aminoácidos mediada pelas enzimas 
NADPH oxidase e mieloperoxidase. Em alimentos, a reação de Maillard leva a formação de cor e aroma característicos
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A estrutura do açúcar influencia sua susceptibiliade à reação, 
sendo a reatividade dos monossacarídeos diretamente relacionada à 
abundância de suas formas em cadeia aberta, que variam de 0,0002% 
para a glicose a 0,7% para a frutose, justificando a menor reatividade 
da glicose dentre os açúcares. Considerando a importância da frutose 
como o monossacarídeo de ocorrência mais comum na dieta humana, 
especialmente devido à adição usual do xarope de frutose a bebidas 
industrializadas, é possível deduzir o papel crítico desse açúcar para o 
processo de glicação em alimentos. Além disso, metabólitos da frutose, 
como a frutose-6-fosfato e o gliceraldeído-3-fosfato, chegam a apresen-
tar reatividade 200 vezes superior à glicose, em condições fisiológicas. 
Em adição à abundância das formas em cadeia aberta, outros fatores 
que influenciam a susceptibilidade à reação incluem o comprimento 
da cadeia do açúcar e a reatividade dos seus grupos funcionais, sendo 
as aldoses mais eletrofílicas que as cetoses e, portanto, mais reativas.5,15

A formação dos AGEs envolve complexas reações sequenciais e 
paralelas e embora alguns dos seus mecanismos precisos sejam ainda 
objeto de investigações e debates, duas das suas principais vias são 
consideradas bem estabelecidas. São elas: (1) rearranjos irreversíveis 
dos produtos de Amadori seguidos de reações oxidativas ou não e (2) 
a condensação entre cadeias laterais dos resíduos de lisina, cisteína 
e arginina e produtos carbonílicos gerados desde os estágios iniciais 
da reação de Maillard. Devido à diversidade de fatores e substratos 
potencialmente envolvidos, uma grande variedade de AGEs pode ser 
formada, com a preservação ou não do esqueleto de carbono do açúcar 
precursor. Reações oxidativas não são necessariamente envolvidas 
na formação de AGEs e por isso o termo “glicação” é preferencial à 
“glicoxidação” ao se tratar da formação de AGEs.2,16

Quanto aos ALEs, embora possuam em comum aos AGEs alguns 
dos seus mecanismos de formação e produtos finais, podem ser 
definidos como compostos gerados por meio da reação entre ECRs, 
produzidas a partir da peroxidação lipídica ou do metabolismo dos 
lipídeos, e os centros nucleofílicos de macromoléculas, como proteí-
nas, DNA e aminofosfolipídeos, causando alterações irreversíveis em 
suas conformações nativas. As ECRs formadas durante as reações de 
peroxidação lipídica podem ser divididos em três principais classes: 
(1) aldeídos α,β-insaturados, exemplificados pelo 4-hidroxi-2-
-nonenal (HNE), 4-hidroxi-hexenal (HHE), nonenal e acroleína; 
(2) di-aldeídos, como o malondialdeído e o GO; e (3) cetoaldeídos, 
como o metilglioxal (MG), o 4 oxo-nonenal e os isocetais, também 
chamados isolevuglandinas (isoLGs) (Figura 4).5,17 Além desses, as 
ECRs precursoras de ALEs também incluem fosfolipídeos oxidados 
contendo regiões eletrofílicas capazes de reagir covalentemente com 
regiões nucleofílicas de proteínas, formando as características bases 
de Schiff.18 A catepsina B e a angiotensina II são exemplos de alvos 
endógenos dos fosfolipídeos oxidados.19,20

Os compostos dicarbonílicos GO e MG são exemplos de ECRs ge-
rados por ambas as vias oxidativas dos açúcares ou lipídeos, sendo pre-
cursores de produtos que podem ser denominados ALEs ou AGEs.5,10,21 

A formação de AGEs in vivo pode, adicionalmente, envolver 
neutrófilos, monócitos e macrófagos, os quais, após estímulo infla-
matório, produzem as enzimas mieloperoxidase e a enzima NADPH 
(nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato) oxidase, que induzem a 
formação de AGEs por meio da oxidação de aminoácidos.16,22 

A Tabela 1 apresenta as definições de alguns dos termos mais 
comumente empregados nos estudos envolvendo a reação de Maillard.

Figura 2. Principais etapas da reação de Maillard envolvendo açúcares redutores conforme esquema proposto por Hodge. Adaptado da ref. 5



A determinação dos produtos avançados de glicação (AGES) e de lipoxidação (ALEs) em alimentos 611Vol. 39, No. 5

AGEs/ALEs em sistemas biológicos 

A formação endógena de AGEs/ALEs ocorre em todos os tecidos 
e fluidos corporais sob condições fisiológicas, afetando predominan-
temente moléculas de meia-vida longa e exercendo importante função 
no processo natural do envelhecimento.2 

De uma maneira geral, são considerados os mais importantes fato-
res que afetam o acúmulo de AGEs/ALEs in vivo a taxa de renovação 
(turnover) das proteínas e a concentração de substratos carbonílicos 
promotores das reações. Representam ainda importantes parâmetros 
que afetam a glicação nos sistemas biológicos a natureza dos substra-
tos carbonílicos, a disponibilidade e a reatividade dos amino grupos 
das biomoléculas, a degradação química ou enzimática dos compostos 
formados e a taxa de excreção renal dos produtos dessa degradação.29

A extensão de glicação de uma proteína alcança o estado de 
equilíbrio a depender da taxa de formação do produto de Amadori 
e da sua taxa de reversão ou conversão a outros produtos. A reação 
de reversão não enzimática produz glicose e manose, enquanto a 
reversão enzimática envolve a fosforilação do produto de Amadori, 
acompanhada de liberação de 3-desoxiglicosona (3-DG).30,31 Em 
contraste, as reações de conversão são mais complexas e geram uma 
variada gama de compostos carbonílicos e dicarbonílicos, livres ou 
ligados à proteínas e envolvendo reações análogas às que ocorrem 
nos alimentos, gerando assim os AGEs.23

Em adição ao processo de glicação de proteínas propriamente 
dito, outros mecanismos que contribuem para a formação de AGEs/
ALEs já foram identificados em condições fisiológicas, sendo eles 
a fragmentação da base de Schiff, a degradação da frutosamina, a 

Figura 3. Estruturas de produtos finais de glicação avançada (AGEs) derivados dos aminoácidos lisina (LYS), arginina (ORN ∼ resíduo ornitina), ou ambos. 
Os produtos intermediários iniciais de formação de AGE são mostrados na área elíptica meio em conjunto com a estrutura de açúcares redutores comuns e 
os seus produtos de degradação e de fragmentação. CEL: Nε-carboxietilisina, CML: Nε-carboximetilisina, CROSSPY: radical cátion 1,4-bis(5-amino-5-car-
boxi-1-pentil)pirazino, DODIC: produto da condensação cruzada entre lisina, arginina e 3-desoxiglicosona, DOLD: dímero de 3-desoxiglicosona-lisina, 
G-H1: hidroimidasolona derivada de glioxal, GODIC: produto da condensação cruzada entre lisina-arginina e glioxal, GOLD: dímero de lisina-glioxal, MG: 
metilglioxal, MG-H1: hidroimidasolona derivada de metilglioxal, MODIC: produto da condensação cruzada entre lisina-arginina e metilglioxal, MOLD: 
dímero de lisina-metilglioxal
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formação de compostos α,β-dicarbonílicos formados da degradação 
de intermediários glicolíticos e da peroxidação lipídica.16 Sabe-se 
também que a formação de AGEs e ALEs pode ser favorecida em 
condições de estresse oxidativo, mesmo na ausência de estado hi-
perglicêmico.32 Deve-se ressaltar, ainda, que durante algumas das 
reações que levam à formação de AGEs/ALEs, espécies reativas 
do oxigênio (EROs) são geradas e concorrem paralelamente com 
o estresse oxidativo e com os danos estruturais e funcionais às 
macromoléculas.33 

Muitos dos AGEs/ALEs encontrados em alimentos foram também 
identificados in vivo, incluindo as hidroimidazolonas (derivados de 
MG, GO e 3-DG), CML, CEL, pirralina, MOLD (dímero de lisina-
-metilglioxal), GOLD (dímero de lisina-glioxal) e DOLD (dímero 
de 3-desoxiglicosona-lisina), pentosidina e argipirimidina.16 A pro-
porção de glicação de resíduos de lisina e de arginina em proteínas 
nos sistemas biológicos está entre 0,01 a 1%. No entanto, os adutos 
de base de Schiff, frutosamina e AGEs em albumina sérica humana 
constituem aproximadamente 1 a 5%, 6 a 15% e 0,01 a 7%, respec-
tivamente, podendo haver um percentual de glicação/oxidação dos 
fosfolipídeos ainda maior, entre 0,1 a 16%.13 

Enquanto a frutose e a lactose representam importantes açúcares 
redutores em alimentos, a glicose é o açúcar de ocorrência mais 
comum em sistemas biológicos. Acredita-se que o fato da glicose 
apresentar o menor percentual de sua forma aberta em solução (forma 
carbonílica) e, portanto, a menor reatividade entre as hexoses, fez 

dela o carreador de energia universal ao longo da evolução dos seres 
vivos.2 Mas uma característica da glicação in vivo é a ocorrência de 
intermediários metabólicos altamente reativos, como o gliceraldeí-
do-3-fosfato e a dihidroxiacetona fosfato, considerados os principais 
precursores dos AGEs formados endógenamente.7,9 Diversos AGEs, 
como a CML e a pentosidina, são detectados e podem se acumular 
em tecidos de renovação lenta, como no cristalino das lentes oculares 
e no tecido conectivo, e por isso o total de AGEs/ALEs nas proteínas 
corporais aumenta com a idade.34 Em indivíduos adultos saudáveis 
(normoglicêmicos), cerca de 2% das proteínas corporais possuem 
modificações por AGEs/ALEs, enquanto indivíduos diabéticos 
possuem cerca de 3 vezes essa média.2 Vários efeitos observados no 
diabetes correspondem a alterações fisiológicas características do 
envelhecimento, como o escurecimento do cristalino dos olhos (ca-
tarata), o que gerou a teoria da glicação como processo diretamente 
responsável pelo envelhecimento humano.35 

Ao modificar a conformação do colágeno e da elastina, os AGEs/
ALEs afetam a elasticidade e o turnover da matriz extracelular, além 
da interação entre as células, enquanto a interação desses produtos 
com receptores celulares induz o estresse oxidativo e ativa cascatas 
inflamatórias implicadas na patogênese de patologias associadas aos 
AGEs/ALEs.36,37 A interação desses produtos com o receptor RAGE 
tem sido implicada em diversas disfunções fisiológicas, que incluem 
o diabetes dos tipos 1 e 2,37 a obesidade,38 a asma,39 a aterosclero-
se,40,41 a artrite reumatóide,42 a sarcopenia,43 a osteoporose,44 o mal 

Figura 4. Estruturas de espécies carbonílicas reativas (ECRs) provenientes da peroxidação lipídica e do metabolismo dos lipídeos. LGD2: levuglandina D2, 

FL: fosfolipídeo, PGA2: prostaglandina A2, PGJ2: prostaglandina J2, 15d-PGJ2: prostaglandina ciclopentanon . Adaptado da ref. 5
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de Alzheimer,45-47 a doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC)48 a 
insuficiência renal crônica (IRC)49 e o câncer.50-52 

Outros receptores, como os denominados AGE-R1, AGE-R2 e 
AGE-R3, e os receptores scavenger de macrófagos classe A tipos 
I e II, também são capazes de reconhecer e ligar-se a AGEs, mas 
não demonstraram qualquer atividade de transdução de sinal após 
a interação com AGEs. Ao contrário, eles também são associados à 
detoxificação desses compostos. O CD36, um receptor scavenger da 
classe B, similarmente reconhece AGEs e está envolvido na remoção 
desses compostos da circulação, mas exerce uma importante função na 
indução do estresse oxidativo na célula.53,54 O AGE-R1 é considerado 
um fator-chave para a homeostase orgânica e sabe-se que uma supres-
são em seus níveis de expressão, como ocorre no diabetes, representa 
um sinal de comprometimento das defesas inatas dos indivíduos.55

Os níveis de AGEs e EROs regulam a expressão de ambos os 
receptores, RAGE e AGE-R1 e, consequentemente, de suas vias as-
sociadas, a fim de manter o balanço glicoxidativo nas células. Assim, 
episódios agudos de elevação dos AGEs podem causar o aumento na 
expressão de AGE-R1, bem como nos níveis do RAGE. No entanto, no 
diabetes ou na doença renal crônica, os níveis de RAGE permanecem 
altos, enquanto os níveis de AGE-R1 são suprimidos, mesmo com a 
intervenção terapêutica para o controle glicêmico.4

Os adutos de glicação/lipoxidação são reparados in situ ou as 
proteínas modificadas são degradadas por sistemas especializados 
e substituídas através da síntese de novo. Assim, a mensuração de 
proteínas modificadas em sistemas biológicos será uma estimativa 
dependente das suas taxas de formação, reparo ou renovação, como 
é o caso do produto de Amadori considerado marcador universal do 
controle glicêmico, a hemoglobina glicosilada HbA1c.56 Constituem 
exemplos de condições metabólicas que aumentam as concentrações 
plasmáticas de AGE/ALEs (1) a hiperglicemia, devido à maior dispo-
nibilidade de glicose e seus metabólitos reativos, (2) a insuficiência 

renal, que compromete a excreção dos adutos de glicação/lipoxidação 
plasmáticos e (3) a cirrose hepática, que compromete o catabolismo 
fisiológico da albumina, aumentando sua meia-vida no plasma e sua 
susceptibilidade às reações de glicação/lipoxidação.57 

A remoção dos AGEs formados nos componentes teciduais é 
realizada através da proteólise extracelular ou por células scavengers, 
como os macrófagos, que endocitam AGEs/ALEs via receptores e, 
após a degradação intracelular, liberam na circulação AGE-peptídeos 
solúveis e de baixo peso molecular, para serem excretados com a 
urina. Dentre esses AGE-peptídeos podem haver intermediários re-
ativos, mas seus efeitos são limitados pela excreção renal.58 Assim, 
a eficiência dos sistemas de remoção de AGEs depende, em última 
instância, da eficiência do clearance renal.57 

Associados aos processos de formação, absorção e detoxificação, 
fatores genéticos podem influenciar o metabolismo de AGEs nos indi-
víduos e, consequentemente, a predisposição para o desenvolvimento 
de patologias associadas a estes compostos.4,59 

AGEs/ALEs em alimentos

A dieta é considerada a principal fonte exógena de AGEs/ALEs e, 
embora haja um importante corpo de evidências associando a ingestão 
desses compostos à promoção de diversas disfunções metabólicas 
que preocupam as autoridades de saúde em todo o mundo, existem 
ainda muitas lacunas neste campo de pesquisa que suscitam debates e 
crescentes investigações envolvendo, especialmente, os mecanismos 
de absorção e biodisponibilidade dos AGEs/ALEs dietéticos.60,61

Sabe-se claramente que a taxa de formação e a diversidade de 
AGEs nos alimentos dependem de vários fatores, sendo o tempo e 
temperatura de processamento, concentração de reagentes, disponibi-
lidade de água e pH particularmente bem reconhecidos como fatores 
decisivos na taxa de reação do tipo Maillard.62,63 Considerando-se o 

Tabela 1. Definição dos termos comumente empregados no estudo dos AGEs/ALEs

Termo Definição Referências

Glicação Fenômeno não controlado por enzimas de adição de açúcares a biomoléculas. 23

Glicosilação
Processo enzimático que une açúcares a biomoléculas, havendo a formação de 
ligações glicosídicas.

23

Adutos de glicação
Produtos da reação entre resíduos de aminoácidos em proteínas ou peptídeos e 
açúcares redutores, seus metabólitos ou outros compostos carbonílicos gerados nos 
estágios iniciais da reação de Maillard.

24

Adutos de lipoxidação
Produtos da reação entre resíduos de aminoácidos em proteínas, peptídeos ou ami-
nofosfolipídeos e ECRs provenientes da peroxidação lipídica ou do metabolismo 
dos lipídeos.

17

Adutos livres de glicação/lipoxidação
Aminoácidos modificados pela reação de Maillard, livres ou oriundos da hidrólise 
de proteínas modificadas por AGEs/ALEs. 

25

AGEs/ALEs-peptídeos
Peptídeos modificados por AGEs/ALEs; também denominados “segunda geração de 
AGEs/ALEs” quando oriundos da degradação enzimática de proteínas modificadas.

26

Reação clássica de Maillard
Reação envolvendo açúcares redutores e grupos amino disponíveis em aminoácidos 
ou seus resíduos em proteínas.

16

Estresse carbonílico

Acúmulo anormal de metabólitos α-oxaldeídicos gerados no curso da reação de 
Maillard capazes de modificar estrutura e função de biomoléculas, promovendo o 
estresse oxidativo e o comprometimento dos mecanismos naturais de defesa antio-
xidantes/anti-AGEs/anti-ALEs.

21

Receptor RAGE

Proteína ligante de AGEs da superfamília das imunoglobulinas de superfície celular 
expressa em monócitos, macrófagos, linfócitos T, células endoteliais neuronais, 
musculares lisas, dentre outras; associado ao estresse oxidativo dependente do 
NF-kappaB e à expressão gênica de mediadores inflamatórios.

27

Receptores AGE-R1, AGE-R3 e scaven-
gers MSR-AII, MSR-BI e CD-36

Receptores de AGEs associados ao reconhecimento e à degradação de proteínas 
modificadas, bem como à proteção contra o estresse oxidativo induzido por AGEs.

28

AGEs: produtos de glicação avançada; ALEs: produtos de lipoxidação avançada; ECRs: espécies carbonílicas reativas; RAGE: receptor para AGEs; AGE-R1: 
receptor para AGEs do tipo 1; AGE-R3: receptor para AGEs do tipo 3; MSR-A: receptor da classe A do tipo scavenger de macrófagos; MSR-BI: receptor da 
classe B do tipo scavenger de macrófagos; CD-36: cluster of differentiantion 36 receptor. 
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escurecimento como fator de avaliação da reação, verificou-se que 
4 semanas a 20 ºC, 3 horas a 100 ºC e 5 minutos a 150 ºC conferem 
o mesmo resultado aos alimentos, evidenciando-se a importância 
das condições de processamento nesse contexto.12 O pH inicial e a 
capacidade tamponante do sistema influenciam a taxa e a direção 
das vias da reação de Maillard, prevendo-se valores menores em 
pH ácido, as quais tendem a aumentar com o acréscimo nos valores 
de pH até alcançarem as máximas em torno do pH 10. Em relação 
à atividade de água, a reação é favorecida entre valores de 0,4 e 0,7, 
quando os reagentes apresentam boa mobilidade na fase aquosa, e 
inibida quando há altos níveis de umidade devido à diluição desses 
reagentes. Como a água é um dos produtos da reação, é provável que 
a lei de ação das massas também contribua para a diminuição da taxa 
de reação em condições de altas taxas de umidade.64,65

Quanto ao conteúdo dos produtos da reação de Maillard em 
alimentos, relativamente poucos AGEs têm sido identificados e quan-
tificados em relação à imensa variedade de compostos que podem se 
formar, apesar do importante esforço dos pesquisadores da área e do 
reconhecido avanço tecnológico dos métodos de mensuração disponí-
veis, causando limitações no desenvolvimento de protocolos experi-
mentais e clínicos, bem como na comparabilidade entre os diferentes 
estudos publicados (Tabela 2). Afirma-se que o total de AGEs/ALEs 
consumidos em uma dieta ocidental convencional (rica em alimentos 
termicamente processados e fontes de carboidratos simples e lipídeos) 
seja quantitativamente maior que o total desses produtos presentes 
no plasma ou nos tecidos, fato que originou a hipótese dos AGEs/
ALEs de origem dietética, então denominados “glicotoxinas”, como 
fatores de risco à saúde humana, e tem estimulado o desenvolvimento 
de um número crescente de investigações e debates nessa área.13,66 
Considerando-se o consumo médio de alimentos termicamente 
processados, tais como o leite, seus derivados e o café, estimou-se 
um consumo de 1.500 a 4.000 µmol/dia de produtos de Amadori, 
calculado como frutosilisina (FL), e de 100-300 µmol/dia de AGEs, 
como a pirralina e a CML, baseando-se em métodos cromatográfi-
cos.66 Já a média geral de exposição aos AGEs dietéticos baseada em 
método de ELISA foi estimada em 16.000 kU AGE/dia em adultos 
norte americanos, alcançando a média de 20.000 kU/dia quando a 
dieta era rica em alimentos termicamente processados, grelhados e/
ou fritos, especialmente os concentrados em açúcares.3,67 Em outro 
estudo, a exposição ao MG e à 3-DG foi estimada, respectivamente, 
entre 5 e 20 mg/dia e entre 20 e 160 mg/dia, através da mensuração 
por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) em fase reversa 
desses compostos em 173 itens alimentares.68 É importante destacar 
que as estimativas de ingestão de AGEs são normalmente baseadas 
em um único marcador ou, em raros casos, alguns poucos marcadores 
por estudo, embora haja uma considerável variação nos conteúdos de 
diferentes AGEs dentre os alimentos. Assim sendo, os valores repor-
tados são sempre estimativas do total de AGEs/ALEs em exposição. 

O interesse em identificar e quantificar o conteúdo em AGEs/
ALEs nos alimentos pode ser evidenciado através do vasto número 
de estudos publicados com esse objetivo. Pesquisadores da Escola de 
Medicina Mount Sinai (EUA), por exemplo, investigaram o conteúdo 
em MG e CML utilizando método imunoenzimático competitivo 
(ELISA) em 549 itens alimentares comumente consumidos pela 
população norte americana.63,69 No geral, esses estudos verificaram 
que os conteúdos em CML reportados correlacionavam-se com níveis 
correspondentes de MG e que altos conteúdos em AGEs estavam 
presentes em carnes processadas, bem como em alimentos ricos em 
gorduras e proteínas. Verificou-se também que os alimentos perte-
centes ao grupo dos cereais, como pães, bolos e biscoitos, apresen-
tavam, surpreendentemente, menores conteúdos em AGEs quando 
comparados aos alimentos fontes de gorduras e de proteínas, como 
os óleos, manteigas, queijos e carnes, sugerindo uma importante 

influência das reações de oxidação lipídica sobre o conteúdo final 
de AGEs encontrados. Esses autores observaram também que fatores 
relativos ao processamento, como altas temperaturas e baixa umidade 
foram associados a maiores conteúdos em AGEs, enquanto tempo 
reduzido, alta umidade, baixas temperaturas e exposição ao meio 
ácido previamente ao processamento associaram-se com menores 
conteúdos em AGEs nas amostras analisadas. 

Outro estudo conduzido por Assar et al., que utilizou cromato-
grafia líquida acoplada à espectrometria de massas tandem (LC-MS/
MS, do inglês liquid chromatography with tandem mass spectrometry) 
para investigar o conteúdo de CML em uma variedade de alimentos, 
como pães, carnes, queijos, leite, manteiga e óleos, encontrou, por 
sua vez, maiores níveis de CML nos itens que apresentavam maior 
conteúdo em carboidratos, em prejuízo àqueles fontes de proteínas 
e/ou gorduras, conforme as expectativas associadas à via clássica da 
reação de Maillard, suscitando novos debates e investigações sobre 
a mensuração confiável de AGEs em alimentos.70

Recentemente, dois outros estudos determinaram o conteúdo em 
AGEs/ALEs de uma diversidade de alimentos por meio de ELISA ou 
de cromatografia líquida de alta pressão acoplada à espectrometria de 
massas tandem (UPLC-MS/MS, do inglês ultra performance liquid 
chromatography with tandem mass spectrometry) e sugerem que seus 
resultados sejam utilizados como bases referenciais para inquéritos 
alimentares sobre o consumo humano desses produtos.71,72 A literatura 
apresenta ainda diversos outros estudos que reportam o conteúdo em 
AGEs/ALEs em uma variedade de alimentos, com destaque para os 
produtos lácteos (Tabela 2).

São reportadas taxas de modificação da lisina que variam entre 10 
e 20%, em média, mas que podem alcançar até 70% durante o pro-
cessamento do leite. Deve-se destacar, porém, que essas modificações 
compreendem, majoritariamente, a formação de produtos iniciais e 
intermediários da reação de Maillard, enquanto produtos avançados, 
como a CML, representam cerca de de 3 a 10% das modificações 
encontradas em leite e outros alimentos.13 

Outro fato importante compreende a escassez de informações 
acerca de AGEs derivados da arginina em alimentos. Sabe-se, por 
exemplo, que o composto ornitinaimidazolinona, derivado da ar-
ginina, é encontrado em pequenas proporções em produtos lácteos, 
mas em maiores concentrações no café, já que até 30% da arginina 
é modificada à imidazolinona durante a sua torragem, podendo re-
presentar um marcador de AGEs mais útil nesse alimento do que a 
CML. Já outro derivado da arginina, a pentosidina, foi encontrada em 
baixa concentração no café torrado (5-10 mg/kg de proteína), mas 
em importante concentração (35 mg/kg de proteína) em cereais.13,66 

A pirralina tem sido quantificada em diversos alimentos, como 
leite e cereais, em concentrações que vão de 150 mg/kg de proteína 
em leite esterelizado a 3700 mg/kg de proteína em crosta de pão, 
indicando que a pirralina deve representar quantitativamente um dos 
principais AGEs em alimentos.13,62

Dados sobre o conteúdo em AGEs formadores de ligações cruza-
das em alimentos são limitados devido aos desafios inerentes à hidró-
lise das proteínas modificadas e à preservação desses compostos para 
a mensuração. De qualquer forma, dímeros de lisina resultantes da 
reação entre duas lisinas em cadeias laterais e duas moléculas de GO, 
MG e 3-DG, os denominados GOLD, MOLD ou DOLD, respectiva-
mente, foram encontrados em hidrolisados de cereais, juntamente com 
produtos da interação das mesmas moléculas envolvendo arginina e 
lisina (GODIC – condensação cruzada entre lisina-arginina-glioxal, 
MODIC – condensação cruzada entre lisina-arginina-metilglioxal, 
DODIC – condensação cruzada entre lisina-arginina-3-desoxiglico-
sona). MODIC foi encontrado em concentrações de cerca de 150 mg/
kg de proteína, enquanto GODIC e DODIC representaram concen-
trações entre 10 e 50 mg/kg de proteína em produtos derivados de 
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cereais, como pães e bolos. As concentrações de MODIC e GODIC 
foram geralmente de 5 a 10 vezes maiores que os compostos MOLD 
e GOLD, sugerindo que os primeiros representam os principais 
compostos formadores de ligações cruzadas derivados de MG e GO, 
respectivamente, em proteínas alimentares.13,73 O composto 1,4-bis 
(5-amino-5-carboxi-1-pentil)pirazinio, denominado CROSSPY, foi 
encontrado em pães, cacau em pó e grãos de café, mas a sua estimativa 
de ingestão alimentar não foi ainda sugerida.82

Informações acerca de compostos dicarbonílicos reativos em ali-
mentos são ainda mais escassas, devido à alta reatividade desses com-
postos e da possível polimerização ou formação de adutos com outros 
componentes da amostra durante as análises.32 Pequenas quantidades 
de MG e GO já foram encontradas em produtos fermentados, como 
iogurte, vinho e cerveja, enquanto mais altas concentrações de GO, 
MG e 3-DG foram descritas para bebidas carbonatadas adoçadas com 
xarope de frutose, sugerindo que o uso rotineiro desse aditivo alimentar 

na alimentação poderia contribuir de modo relevante para a ingestão de 
compostos dicarbonílicos precursores de AGEs.83,84 Adicionalmente, 
foram descritos os conteúdos de MG e 3-DG mensurados via cro-
matografia líquida de fase reversa em uma variedade de alimentos.68

Pesquisas com o objetivo de reconhecer e descrever a biodispo-
nibilidade, o metabolismo e a excreção de CML e de outros AGEs 
têm sido desenvolvidas utilizando-se diferentes modelos animais e em 
humanos. Sabe-se que os produtos de alta massa molecular apresen-
tam taxas de absorção mais lentas e menos eficientes e que necessitam 
ser degradados por proteases intestinais, estando a biodisponibilidade 
desses produtos dependente dos seus peptídeos associados, do tipo 
da dieta ingerida, do ambiente intestinal e do tempo de permanência 
desses produtos no intestino. As alterações causadas pelo aquecimento 
às proteínas podem diminuir a susceptibilidade dessas à digestão 
enzimática gastrointestinal, podendo também afetar a liberação dos 
AGEs/ALEs das proteínas termicamente desnaturadas.85,86 

Tabela 2. Conteúdos reportados na literatura para AGEs/ALEs em alimentos 

Alimentos Conteúdo em AGEs/ALEs Marcador Método Referências

Café 47 U/mL CML ELISA 63

Café 10,8 – 39,9 ng/kg Ptn Pentosidina CLAE 73

Café 0 – 618 mg/kg Ptn CML CLAE 74

Fórmula láctea infantil 5-25 mg/kg Ptn CML GC-MS 75

Fórmula láctea infantil 54 – 72 ng/kg Ptn CML LC-MS/MS 76

Fórmula hipoalergênica 135 – 322 ng/kg Ptn CML LC-MS/MS 76

Fórmula láctea infantil 4.861 U/g alimento CML ELISA 63

Leite integral 48 U/g alimento CML ELISA 63

Leite pasteurizado 198 ± 247 ng/mL CML LC-MS/MS 77

Leite condensado 16.418 ± 1338 ng/mL CML LC-MS/MS 77

Leite UHT 638 ± 468 ng/mL CML LC-MS/MS 77

Leite pasteurizado 2,08 ± 0,49 ng/mL CML LC-MS/MS 78

Leite condensado 205 ± 7 ng/mg Ptn CML LC-MS/MS 78

Leite integral cru 188 ± 93 ng/mL CML LC-MS/MS 77

Bebida achocolatada 1135 ± 44,9 mg kg Ptn CML LC-MS/MS 79

Bebida achocolatada 0,38 mg/100 g CML UPLC-MS/MS 72

Leite pasteurizado 16,2 ng/mg Ptn CML LC-MS/MS 70

Bebida láctea fermentada 140 U/garrafa CML ELISA 71

Manteiga 37,01 ng/kg Ptn CML LC-MS/MS 70

Manteiga 264,873 U/g CML ELISA 63

Frango cozido 11.236 U/g CML ELISA 63

Frango assado 60.203 U/g CML ELISA 63

Frango cozido 0,18 ± 0,03 mg/100 g CML UPLC-MS/MS 72

Frango cozido 192 ± 24 µg/100 g Pentosidina CLAE 80

Frango assado 254 ± 23 µg/100 g Pentosidina CLAE 80

Frango cozido 638 ± 45 µg/100 g CML CLAE 80

Molho de soja 10-82 µg/100 mL Pentosidina CLAE 80

Molho de tomate 20 – 76 µg/100 mL Pentosidina CLAE 80

Aveia 103 408 ng/kg/Ptn CML LC-MS/MS 81

Aveia 232 – 285 ng/kg/Ptn CML GC-MS 81

Aveia 42 – 170 mg/kg/Ptn CML ELISA 81

Pão, crosta 366 U/g CML ELISA 63

Pão, crosta 388 mg/kg Ptn CML LC-MS/MS 70

Pão, miolo 31,4 ng/kg Ptn CML LC-MS/MS 70

Pão, miolo 225 U/g CML ELISA 63

Pão branco 0,24 ± 0,02 ng CML/100 g CML UPLC-MS/MS 72

CLAE-UV: cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a detector espectrofotométrico na região do ultravioleta; ELISA: teste imunoenzimático competi-
tivo; LC-MS/MS (liquid chromatography with tandem mass spectrometry): cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas tandem; UPLC-MS/MS 
(ultra performance liquid chromatography with tandem mass spectrometry): cromatografia líquida de ultra performance acoplada à espectrometria de massas 
tandem; MS (mass spectrometry): espectrometria de massas; CML: Nε-carboximetilisina; CEL: Nε-carboxietilisina; AGEs: produtos de glicação avançada; 
ALEs: produtos de lipoxidação avançada.
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Um estudo que utilizou um método de ELISA para investigar 
a absorção de AGEs dietéticos em humanos estimou que cerca de 
10% dos AGEs ingeridos com a dieta são absorvidos e que, da fração 
absorvida, cerca de 2/3 ficam retidos no organismo e apenas 1/3 é 
excretado pela urina, dentro de 48 horas, por indivíduos com função 
renal normal.87 Outra investigação que utilizou métodos cromatográ-
ficos para mensurar o conteúdo em CML como marcador de AGEs 
em refeições consumidas, sangue, urina e fezes de adolescentes 
confirmou que a absorção e a excreção fecal da CML são altamente 
influenciadas pela dieta, mas apontou a necessidade de investigações 
adicionais a fim de esclarecer mais detalhadamente os mecanismos 
de absorção, órgãos ou tecidos-alvo de acúmulo da CML, bem como 
o real impacto à saúde dessas glicotoxinas dietéticas.88

Sugere-se que a CML seja absorvida no epitélio intestinal atra-
vés de difusão simples, mas verificou-se que CML, CEL e MG-H1 
(imidazolona derivada de MG) em dipeptídeos são carreados por 
transportadores de peptídeos, em especial pelo PEPT1 (peptide trans-
porter 1), sendo esse também o sistema de absorção da pirralina.89-92

Havendo absorção intestinal, a distribuição e o destino metabólico 
dos AGEs são também amplamente desconhecidos. Devido às proprie-
dades anfotéricas e de solubilidade em água, infere-se que os AGEs de 
baixo peso molecular possam ser mais prontamente distribuídos aos 
compartimentos extra e intracelulares do que aqueles que apresentam 
alto peso molecular. A distribuição in vivo de CML e CEL após a 
injeção intravenosa em ratos demonstrou um acúmulo temporário no 
fígado dos animais, indicando a existência de uma provável afinidade 
desses produtos a algumas proteínas hepáticas específicas.93

Em um estudo que empregou carbono marcado (14C) e envolveu 
ratos foi possível verificar que 60% dos AGEs absorvidos encontra-
vam-se no fígado e nos rins após 72 horas, embora radioatividade 
tenha sido detectada nos pulmões, coração e baço, indicando uma 
distribuição generalizada dos AGEs dietéticos em alguma extensão. 
A interação dos AGEs com os tecidos pareceu afetar de maneira 
mais importante as proteínas, desde que o soro dos animais tratados 
com AGEs foi capaz de interagir com peptídeos e proteínas testadas, 
levando à formação de agregados de alto peso molecular, indicando 
que apenas uma fração minoritária dos AGEs absorvidos estaria 
disponível para excreção, enquanto a maior fração desses produtos 
deveria interagir com proteínas orgânicas, em especial no fígado e 
rins. Porém, a natureza da provável afinidade dos AGEs a certas pro-
teínas, bem como o turnover desses adutos não foram reportados.94 
De qualquer forma, pode-se concluir que as informações disponíveis 
atualmente a respeito da absorção, distribuição, metabolismo e ex-
creção de AGEs dietéticos são ainda limitadas, exigindo o especial 
esforço dos investigadores no sentido de desenvolver estudos com 
protocolo experimental adequado para a elucidação das inúmeras 
questões em aberto.

Aplicação de diferentes técnicas para a determinação de AGEs/
ALEs em matrizes biológicas e alimentares

Devido às evidências da implicação do acúmulo de AGEs/ALEs, 
seja por vias de formação endógena ou por absorção de fontes 
exógenas, no desenvolvimento de complicações vasculares, renais, 
neurais e oculares, bem como no desencadeamento de doenças de 
base inflamatória ou neurodegenerativas, a disponibilidade de técnicas 
analíticas confiáveis de detecção, quantificação e, em alguns casos, 
de avaliação da extensão da glicação das biomoléculas em diferentes 
matrizes representa um fator de primordial interesse para a ciência. 

Acredita-se, por exemplo, que a análise de modificações específi-
cas na prática clínica poderá estabelecer marcadores mais sensíveis em 
predizer o risco do desenvolvimento ou progressão das complicações 
do diabetes do que as concentrações séricas de glicose pós-prandial 

ou a HbA1c, conforme evidenciado no estudo epidemiológico DCCT/
EDIC (Diabetes Control and Complications Trial/Epidemiology of 
Diabetes Interventions and Complications), em que a CML foi consi-
derada fator preditivo independente de risco para o desenvolvimento 
da retinopatia (p < 0,0001) e da nefropatia (p = 0,0001) em portadores 
de diabetes.95 Nesse contexto, tem sido crescente o investimento 
em metodologias capazes de mensurar a glicação de proteínas em 
amostras clínicas, com destaque para as análises proteômicas baseadas 
em espectrometria de massas, que poderão favorecer a prevenção 
ou o tratamento dos portadores de diabetes e das demais patologias 
associadas ao acúmulo de AGEs/ALEs.23 

Em alimentos, uma característica primária da reação de Maillard 
compreende a formação de cor associada a alguns dos produtos finais. 
Assim, uma das formas mais simples utilizada para avaliar o progresso 
da reação é através da mensuração da absorvância, transmissão ou 
reflectância da luz na região visível. In vivo, a formação da cor não 
representa uma característica ou sintoma importante, sendo uma 
alternativa a mensuração da fluorescência, que se desenvolve em es-
tágio anterior ao desenvolvimento da cor. Diversos AGEs formadores 
de ligações cruzadas, como a pentosidina, a pirralina, dímeros de 
lisina-GO, dímeros de lisina-MG, os crosslines e a versperlisina são 
fluorescentes.23 Todavia, embora a espectrofotometria de absorção e 
de fluorescência possam ser utilizadas para avaliar o curso da reação 
de Maillard (absorvância a 280 nm, λex = 247 nm e λem = 440 nm), 
elas não especificam quais os produtos estão sendo formados.96,97 
O acoplamento de métodos cromatográficos (cromatografia líquida 
– LC - ou gasosa – GC) a detectores relativamente não-específicos 
(fluorescência, no caso do LC e ionização por chama – DIC, no caso 
do GC) auxiliam na quantificação mais acurada de alguns compostos, 
como a frutosilisina (FL), quando padrões autênticos são empregados. 
Já o acoplamento das técnicas cromatográficas à espectrometria de 
massas (MS), somada à utilização de padrões isotópicos, permite que 
os compostos sejam quantificados com um alto grau de especificidade 
e sensibilidade.23

A grande variedade de polaridades e de propriedades físicas 
dos AGEs torna os processos de purificação anterior às análises das 
amostras, bem como a retenção e a separação através da cromato-
grafia, especialmente desafiadores. O ideal seria quantificar diversos, 
senão todos, os AGEs em corrida única, mas a maioria dos métodos 
já desenvolvidos focam em um único marcador.13

A CML representa atualmente o produto majoritariamente 
investigado em protocolos que envolvam AGEs/ALEs, sendo utili-
zada como marcador do total de AGEs dos sistemas (Tabela 2), por 
ser formada a partir de diferentes substratos, por estar presente em 
matrizes biológicas (tecidos ou fluidos) e em alimentos, além de ser 
estável em meio ácido necessário a protocolos que utilizam HCl para 
a hidrólise proteica.32,98

Os métodos de quantificação de AGEs/ALEs são basicamente 
caracterizados em instrumentais ou imunoquímicos. Os métodos 
instrumentais incluem a cromatografia líquida acoplada a diferentes 
detectores e os imunoquímicos compreendem primordialmente os 
ensaios de imunoadsorção enzimática (ELISA), não havendo ainda 
um único método confiável, que possibilite a mensuração de estru-
turas nos fluidos ou tecidos corporais e nos alimentos, de maneira 
sensível, específica, rápida e não muito dispendiosa. No geral, os 
métodos imunoquímicos são mais práticos e baratos, porém menos 
específicos e mais susceptíveis à interferência da matriz quando 
comparados aos métodos instrumentais, que por sua vez exigem 
uma maior soma de recursos materiais, além de recursos humanos 
altamente especializados.32,98

Os resultados reportados na literatura são principalmente pro-
venientes de estudos que utilizaram ELISA ou LC-MS/MS para a 
mensuração de AGEs/ALEs, mas esses são dificilmente comparáveis 
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por serem expressos em diferentes unidades de medida. Além disso, 
quando comparáveis, esses resultados têm sido conflitantes entre 
si, fato que sugere uma interferência dos métodos utilizados sobre 
os resultados observados, gerando questionamentos e debates entre 
os pesquisadores e comprometendo, inclusive, a confiabilidade dos 
achados.

 Com os avanços dos conhecimentos e das tecnologias analíti-
cas, considera-se atualmente que a cromatografia líquida acoplada 
à espectrometria de massas (LC-MS/MS) com a adição de padrão 
interno isótopo seja o método analítico de maior confiabilidade 
para a mensuração de AGEs/ALEs nas diversas matrizes. Em modo 
de monitoramento por múltiplas reações (MRM), cada analito é 
detectado por monitoramento seletivo de íons, sendo caracterizado 
por pelo seu tempo de retenção e pela razão massa/carga (m/z) do 
seu íon precursor e dos seus íons fragmentos (Tabela 3). A resposta 
do detector é normalizada em relação à resposta à adição do padrão 
interno isótopo e estável, apresentando tempo de retenção semelhante 
ao analito, mas diferentes valores m/z para o íon precursor e para 
os íons fragmentos. O conteúdo do analito é então determinado a 
partir da razão entre as áreas dos picos obtidos para analito e para o 
padrão interno, tendo como referência curvas de calibração obtidas 
sob condições analíticas semelhantes.99

No entanto, importantes questões envolvendo o preparo pré‑a-
nalítico das amostras devem ser devidamente consideradas, a fim de 
que os resultados obtidos por meio dessa técnica sejam efetivamente 
confiáveis. Para fins de detecção de AGEs/ALEs em matrizes bioló-
gicas ou alimentares, é necessária a hidrólise dos componentes pro-
teicos das amostras, para “liberar” os adutos de glicação/lipoxidação 
formados, além da remoção de componentes que possam suprimir os 
sinais gerados pelo MS, em etapas anteriores à injeção no LC-MS/
MS. Assim, para que haja a preservação dos analitos sob investigação, 
todos os procedimentos empregados nessas etapas devem ser caute-
losamente avaliados e executados. São considerados pontos críticos 
do processamento pré-analítico: 

(1) Purificação das amostras: a remoção de substâncias inter-
ferentes capazes de prejudicar os sensíveis mecanismos de análises 
do LC-MS/MS (açúcares, lipídeos, sais, etc.,) e o isolamento dos 
compostos alvos das análises constituem fatores de primordial im-
portância para a conservação e confiabilidade do sistema, mas podem 
também representar uma importante fonte de perdas dos analitos. 
Procedimentos tais como a diálise e a filtração (membranas com cut 
off ≤ 10 kDa) são comumente utilizados, porém levam à perda total 
dos AGEs/ALEs livres ou ligados a peptídeos presentes nas amostras 
originais. Uma alternativa capaz de corrigir essa limitação metodo-
lógica é a extração em fase sólida dos analitos, na qual utilizam-se 

cartuchos com propriedades de adsorção do analito de interesse e 
sua subsequente eluição, podendo essa técnica ser empregada após 
a hidrólise proteica e a liberação dos seus adutos de glicação/lipoxi-
dação. No entanto, deve ser criteriosamente otimizada por meio de 
testes de recuperação para cada composto de interesse.

(2) Hidrólise proteica: a hidrólise ácida (HCl a 6 mol L-1, 24 h, 
110 ºC) representa uma forma eficiente de clivar completamente 
as ligações peptídicas e liberar os adutos de glicação/lipoxidação 
para as análises, mas pode promover a formação de artefatos e a 
superestimativa dos resultados obtidos devido à decomposição 
de intermediários da reação de Maillard a seus produtos finais. 
Exemplos são representados pela conversão dos intermediários FL e 
lactosilisina a CML em condições acídicas. Alguns estudos relatam 
a utilização de boroidreto de sódio (NaBH4) como agente redutor da 
FL e, consequentemente, preventivo da superprodução de CML, mas 
tal procedimento é amplamente questionado entre os investigadores, 
havendo diversas evidências de sua ineficácia.13,57,77 Uma alternativa 
à hidrólise ácida compreende a hidrólise enzimática adaptada por 
Delatour et al., que utilizam uma combinação de endo e exopeptidases 
em condições menos drásticas (pepsina, pronase E e aminopeptidase), 
mas que pode ser ineficiente para proteínas altamente modificadas 
por AGEs/ALEs.77 

(3) Liofilização: diversos protocolos utilizam etapas de liofiliza-
ção das amostras a fim de remover solventes e concentrar os analitos 
a serem analisados, mas sabe-se que esse procedimento favorece 
reações de glico/lipoxidação, concorrendo para a superestimativa dos 
resultados.101 Sugere-se assim que etapas de liofilização das amostras 
sejam evitadas sempre que possível.

(4) Espectrometria de massas por ionização: a ionização por 
spray de elétrons (ESI, do inglês Electron Spray Ionization) em modo 
positivo proporciona uma tranferência mais eficiente dos AGEs/ALEs 
a partir das soluções para a fase em vapor no espectrômetro de massas. 
Normalmente, a fonte de ionização da amostra é mantida a 120 ºC 
com jato de nitrogênio a 350 ºC para que haja a dispersão do solvente 
proveniente da cromatografia à pressão atmosférica.57 Nessas con-
dições, reações de oxidação e desidratação são favorecidas e podem 
converter precursores em produtos finais, causando interferências na 
quantificação de AGEs/ALEs, as quais podem ser evitadas através da 
completa resolução dos analitos por meio da cromatografia líquida 
anterior à ionização do MS. 

É digno de nota que, apesar dos esforços empregados e dos 
diversos procedimentos internamente avaliados e recomendados, 
nenhum método completamente validado para a análise de AGEs 
e ALEs em matrizes alimentares está disponível até o presente. 
Elementos essenciais para a validação de métodos analíticos, como a 

Tabela 3. Características dos principais adutos de glicação determinados por monitoramento de múltiplas reações (MRM) em espectrometria de massas 

Analito Íon referência (Da) Íon Fragmento (Da) CE (Ev) Fragmentos neutros

G-H1 215,0 100,2 14 NH2CH(CO2H)CH2C=CH2

FL 291,0 84,3 31 H2CO2, frutosilamina

MG-H1 229,2 114,3 14 NH2CH(CO2H)CH2C=CH2

3DG-H 319,1 114,8 20 NH2CH(CO2H)CH2C=CH2

CEL 219,2 130,1 13 NH2CH(CH2)CO2H

CML 204,9 130,1 12 NH2CH2CO2H

Pirralina 255,2 84,3 23 2-CHO-5-HOCH2-pirrol, H2CO2

Agripimidina 255,3 140,3 17 NH2CH(CO2H)CH2CH=CH2

Pentosidina 379,3 250,4 22 NH2CH(CO2H)CH2 CH2CH=CH2

GOLD 327,1 198,3 21 NH2CH(CO2H)CH2 CH2CH=CH2

MOLD 341,2 212,3 21 NH2CH(CO2H)CH2 CH2CH=CH2

G-H1: isômero de imidazolona derivado de metilglioxal e resíduos de arginina; FL: frutosilisina; MG-H1: isômero de imidasolona derivado de metilglioxal e 
resíduos de arginina; 3DG-H: isômero de imidazolona derivado de 3-desoxiglicosona e resíduos de arginina; CEL: carboxietilisina; CML: carboximetilisina; 
GOLD: dímero derivado de resíduos de lisina e glioxal; MOLD: dímero derivado de resíduos de lisina e metilglioxal. Adaptado da ref. 100.
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certificação de materiais de referência e o desenvolvimento de ensaios 
interlaboratoriais inexistem na atual prática de análise de AGEs/ALEs 
em alimentos, o que não invalida os achados dos diferentes estudos, 
mas exige dos investigadores criteriosa descrição dos procedimentos 
empregados para a validação interna (acurácia, precisão, limite de 
quantificação, limite de detecção, entre outros).32,99 Os diferentes 
métodos disponíveis para a determinação de AGEs/ALEs apresentam 
suas vantagens e desvantagens (Tabela 4), estando suas aplicações 
dependentes de diversos fatores que incluem recursos laboratoriais 
e financeiros disponíveis, recursos humanos treinados e o objetivo 
do estudo (composição química da matriz, número de amostras, 
composto a ser analisado, etc.). 

CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS

O conhecimento sobre a presença dos AGEs/ALEs em alimentos 
e em sistemas biológicos, bem como sua relação com a saúde hu-
mana progrediu consideravelmente nas últimas duas décadas, mas 
ainda apresenta importantes obstáculos a serem superados. Dentre 
eles estão o estabelecimento de uma definição mais clara para este 
grupo de compostos, a avaliação do real impacto de AGEs/ALEs 
específicos sobre a saúde humana e o aperfeiçoamento de técnicas de 
análise desses compostos que possam ser aplicadas em maior escala, 
preferencialmente de maneira mais prática e confiável. 

Pode-se afirmar que os processos que levam à formação dos 
AGEs/ALEs são complexos e ainda não conhecidos totalmente. Essa 
complexidade e a diversidade das reações implica, similarmente, na 
formação de uma diversa gama de produtos apresentando proprie-
dades variadas. 

O uso da CML como um marcador confiável de AGEs/ALEs 
tem motivado o desenvolvimento de um banco de dados sobre o seu 
conteúdo em diversas matrizes, no entanto os resultados conflitantes 

gerados pelos diferentes grupos aponta claramente a necessidade de 
um maior investimento no aperfeiçoamento da metodologia analítica 
relativa a esta área, exigindo dos pesquisadores cautela e esforço para 
que os avanços nos conhecimentos sejam alcançados de maneira 
mais segura.

Espera-se que o alcance de um nível de conhecimento mais 
aprofundado e confiável nesse campo de pesquisa, que envolve áreas 
como a Química, a Farmácia, a Nutrição, a Engenharia de Alimentos 
e a Medicina, possa proporcionar novas possibilidades de diagnóstico, 
monitoramento, prevenção e tratamento de patologias responsáveis 
por altos custos sociais e financeiros em todo o mundo, levando, em 
última instância, a uma melhora na qualidade de vida dos indivíduos 
acometidos ou predispostos a elas.
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