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RESUMO 

 

Objectivo: Estudar a actividade antidiabética e antioxidante de extractos de 

Genista tenera. 

Materiais e métodos: Investigou-se a actividade antioxidante pelo método 

das espécies reactivas ao ácido tiobarbitúrico e o método do MTT (3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazolio). Procurou-se clarificar o 

mecanismo de acção antidiabética pelo estudo da actividade inibitória nas 

enzimas α-glucosidase, glucose-6-fosfatase e glicogénio fosforilase.  

Resultados: No ensaio de MTT os extractos em éter, butanol e acetato de 

etilo possuem boa actividade antioxidante (87,80 %, 67,82 % e 67,70 % de 

viabilidade celular respectivamente). Na α-glucosidase os extractos em butanol e 

acetato de etilo apresentaram inibição (0,97% e 2,36% de actividade enzimática). 

Os extractos em acetato de etilo, butanol e éter são inibidores da glucose-6-

fosfatase (48,33%, 80,25% e 64,42% de actividade enzimática).  

Conclusões: Os extractos de Genista tenera em acetato de etilo, butanol e 

éter poderão ser no futuro incluídos em nutracêuticos para prevenir ou tratar a 

diabetes tipo 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Palavras-chave : Genista tenera, flavonóides, diabetes, antioxidante, α-
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funcional.  
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ABSTRACT 

 
 

Objectives: To study the antidiabetic and antioxidant activity of Genista 

tenera extracts. 

Materials and methods: The antioxidant activity was investigated using the 

thiobarbituric acid assay and the MTT (3-(4,5-dimethiltiazol-2-il)-2,5-diphenyl 

tetrazol bromide) method. The mechanism of antidiabetic activity was evaluated in 

terms of inhibitory action on the enzymes α-glucosidase, glucose-6-phosphatase 

and glycogen phosphorylase.  

Results: The MTT assay showed a good antioxidant activity for the ether, 

butanol and ethyl acetate extracts. (87,80 %, 67,82 % e 67,70 % of cellular 

viability respectively). For α-glucosidase the butanol and ethyl acetate extracts 

showed strong inibitory activity (0,97% e 2,36% of enzymatic activity). The ethyl 

acetate, buthanol and ether extracts are moderate inhibitors of glucose-6-

phosphatase (48,33%, 80,25% e 64,42% of enzymatic activity).  

Conclusions: Genista tenera extracts in ethyl acetate, buthanol and ether 

can be included in nutraceutical products to prevent and treat type 2 diabetes in 

the future. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Key-words : Genista tenera, flavonoids, diabetes, antioxidant, α-glucosidase, 

glucose-6-phosphatase, glycogen phosphorylase, nutraceutic, functional food. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A diabetes é uma doença metabólica crónica que se caracteriza por 

elevados níveis de glicémia, lesão dos tecidos pela glucose e sua eliminação pela 

urina. No ano 2030 o número de diabéticos no mundo será 366 milhões e em  
Portugal cerca de 800 mil (WHO, 2010a). Apesar de ser considerada uma doença 

de países industrializados devido às alterações nos hábitos alimentares e ritmo de 

vida, 80% das mortes por diabetes ocorrerão em países em vias de 

desenvolvimento. A doença e as suas complicações terão um impacto económico 

significativo, nas famílias e nos sistemas de saúde dos respectivos países (WHO, 

2010b).  

Os alimentos e os nutrientes desempenham um papel vital no normal 

funcionamento do organismo: ajudam na manutenção da saúde e na redução dos 

riscos de várias doenças. Recentemente desenvolveram-se os conceitos de 

alimento funciona e nutracêutico. O primeiro caracteriza-se por oferecer vários 

benefícios à saúde, além do valor nutritivo inerente à sua composição química, 

podendo desempenhar um papel potencialmente benéfico na redução do risco de 

doenças crónicas e degenerativas (Moraes & Colla, 2006). Por sua vez, o 

nutracêutico é um alimento ou parte de um alimento que proporciona benefícios 

médicos e de saúde, incluindo a prevenção e/ou tratamento da doença (Moraes & 

Colla, 2006). Tais produtos podem abranger desde os nutrientes isolados, 

suplementos dietéticos na forma de cápsulas e dietas até aos produtos 

benéficamente projectados, produtos herbais e alimentos processados tais como 

cereais, sopas e bebidas (Kwak & Jukes, 2001; Roberfroid, 2002; Hungenholtz, 

2002; Andlauer & Fürst, 2002).  

Pensa-se que estes nutracêuticos são benéficos e úteis no tratamento de 

várias doenças (Ferrari, 2004; Ramaa et al., 2006). Baseado em estudos 

epidemiológicos, estudos com animais, ensaios clínicos e estudos bioquímicos 

nutricionais, estes suplementos dietéticos são correntemente reconhecidos como 

benéficos para as doenças coronárias, cancro, osteoporose, e outras doenças 

crónicas e degenerativas como a diabetes, doenças de Parkinson e Alzheimer 

(Mandel et al., 2005). Isto conduziu a um ímpeto na investigação dos mecanismos 

de acção de nutracêuticos e dos seus compostos bioactivos. 
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Os produtos naturais representam uma das principais fontes de estruturas 

químicas únicas para avaliação e pesquisa de novos fármacos, com potencial 

utilidade na indústria farmacêutica. Existem cerca de 1200 espécies de plantas, 

pertencentes a 190 famílias, que são citadas para uso na diabetes. (Marles & 

Farnswoth, 1995; Grover et al., 2002; Silva et al., 2002; Zareba et al., 2005; 

Mukherjee et al., 2006; Leduc et al., 2006). Genista tenera (Jacq. Ex Murr) 

pertence à família das Leguminosae, e é um arbusto endémico da ilha da 

Madeira, em Portugal, com uso tradicional na diabetes. Recentemente foi 

confirmada a sua bioactividade com estudos em ratos (Rauter et al., 2009). Em 

estudos prévios foram identificados vários flavonóides, possivelmente 

responsáveis pelo, efeito biológico na glicémia (Borges et al., 2001; Martins et al., 

2002; Rauter et al., 2005; Edwards et al., 2006). 

Os flavonóides e derivados são amplamente explorados em função das 

inúmeras aplicações terapêuticas que apresentam como a acção antioxidante e 

anti-hiperglicemiante (Cazarolli et al., 2008a). 

1) Há uma evidência cada vez maior, baseada em estudos clínicos e laboratoriais, 

de que o stresse oxidativo desempenha um papel importante na patogénese dos 

dois tipos de diabetes mellitus (Rösen et al., 2001; Willcox et al., 2004). Um 

aumento dos ácidos gordos livres e/ou glucose pode aumentar a produção de 

espécies reactivas do oxigénio e o stresse oxidativo. 

2) O stresse oxidativo tem como consequência, uma diminuição da secreção de 

insulina e da sua acção nos tecidos alvo, acelerando a progressão da doença: 

resistência à insulina, tolerância à glucose diminuída e por fim diabetes tipo 2 

declarada (Ceriello, 2000).  

A actividade antioxidante dos flavonóides ou o mecanismo envolvido na 

sua acção está amplamente revista (Pietta, 2000; Amic, 2006). Os flavonóides 

estimulam a captação e metabolismo da glucose, regulam a actividade e/ou a 

expressão de enzimas chave do metabolismo de hidratos de carbono, actuam 

como secretagogos de insulina ou protectores da função das células β 

pancreáticas. Ainda, podem actuar como insulinomiméticos contribuindo para 

melhorar o estado diabético (Cazarolli et al., 2008b). Diversos trabalhos 

demonstram o efeito antidiabético dos flavonóides. (Shin et al., 1999; Sabu et al., 

2002; Vessal et al., 2003; De Sousa et al., 2004; Pinent et al., 2004; Tsuneki et al., 

2004; Gonzalez-Mujica et al., 2005; Lee, 2006; Park et al., 2006)  
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Nos diabéticos o processo de digestão e absorção rápida dos hidratos de 

carbono não é considerado desejável devido à resposta glicémica elevada 

(Englyst & Englyst, 2005). Uma das abordagens terapêuticas para tratar a 

diabetes na fase inicial é diminuir a hiperglicémia pós-prandial. Isto faz-se 

retardando a absorção de glucose através da inibição da enzima que hidrolisa os 

hidratos de carbono no tubo digestivo, a α-glucosidase. Consequentemente os 

inibidores desta enzima determinam a redução da taxa de glucose absorvida e o 

consequente efeito de hiperglicémia pós-prandial (Chiasson et al., 2002).  

Uma vez que as enzimas hepáticas que intervêm no metabolismo da 

glucose servem como importantes reguladores da síntese e degradação do 

glicogénio, considera-se que a inibição destas enzimas é uma via para inibir a 

produção hepática de glucose e baixar a glicemia (Barf, 2004; Jung et al., 2006; 

Agius, 2007). A glicogénio fosforilase hepática (GP) e a glucose-6-fosfatase (G-6-

Pase) são duas enzimas chave na glicogenólise. A GP catalisa o primeiro passo 

da quebra do glicogénio que conduz a glucose-1-fosfato, enquanto G-6-Pase 

catalisa a reacção final na produção hepática de glucose (Onda et al., 2008). 

Estas enzimas têm sido propostas como potenciais alvos de drogas anti-

hiperglicémicas (Mc Cormack et al., 2001; Kurukulasuriya et al., 2003). 

Em anos recentes têm surgido diversos trabalhos e patentes a fundamentar 

os benefícios dos extractos de plantas e/ou de produtos nutracêuticos contendo 

flavonóides (Kim et al., 2006; Omoigui, 2006; Nishizono et al., 2007; Raederstorff 

et al., 2007).  
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2 OBJECTIVOS 

 
O objectivo principal deste trabalho é estudar o mecanismo enzimático 

responsável pela actividade anti-hiperglicemiante de extractos de Genista tenera 

em água, acetato de etilo, n-butanol e éter através de ensaios de inibição das 

enzimas do metabolismo da glucose, α-glucosidase, glucose-6-fosfatase e 

glicogénio fosforilase. Paralelamente pretende-se avaliar a capacidade 

antioxidante dos mesmos extractos pela determinação de produtos de 

lipoperoxidação (através do ensaio do ácido tiobarbitúrico) em homogeneizados 

de gema de ovo expostos a condições oxidantes na presença dos extractos. A 

actividade antioxidante será adicionalmente avaliada in vitro em culturas 

celulares, pela inibição da citotoxicidade induzida por radiação UV na presença ou 

ausência dos extractos. A viabilidade celular neste ensaio será determinada pelo 

método do MTT. 
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3 ÁREAS DE ESTUDO 
 
 

3.1 STRESSE OXIDATIVO  
 

Em condições fisiológicas normais, a produção de radicais livres e outras 

espécies reactivas de oxigénio (ROS) encontra-se aproximadamente em equilíbrio 

com os mecanismos de defesa antioxidante. Normalmente, as moléculas 

danificadas são reparadas e substituídas. Porém em certas circunstâncias, não há 

equilíbrio entre as espécies reactivas e as defesas antioxidantes, ocorrendo uma 

situação designada por stresse oxidativo, havendo acumulação de moléculas 

oxidadas e vasta deterioração celular segundo Halliwell (1996), mesmo sem haver 

aumento da percentagem de oxigénio (Wilcox et al., 2004). Este desequilíbrio em 

favor do estado pró-oxidante pode ser consequência de uma diminuição de 

antioxidantes, porque há uma deficiente alimentação ou devido a mutações nos 

genes que codificam as principais moléculas antioxidantes, superóxido dismutase, 

catalase, glutatião peroxidase e a NADPH desidrogenase e/ou devido a um 

aumento de produção de espécies reactivas (Halliwell, 1996). Este aumento pode 

ser devido a causas exógenas - exposição a radiações ionizantes (por exemplo 

radiação gama) e não ionizantes (por exemplo radiação ultra-violeta), hiperoxia, 

drogas, poluentes atmosféricos e xenobióticos (toxinas, pesticidas, herbicidas). 

Também pode ter origem endógena, nomeadamente devido a um aumento de 

produção de ROS, pelas células do organismo, especialmente células imunitárias, 

devido a situações patológicas como a diabetes, doenças neurodegenerativas e 

cardíacas, inflamações crónicas e isquémia (Halliwell, 1996; Halliwell, 2001; 

Kohen & Nyska, 2002; Wilcox et al., 2004). 

Quando o stresse oxidativo atinge níveis elevados pode ocorrer 

deterioração grave das moléculas celulares (proteínas, lípidos e DNA) podendo 

conduzir à morte celular em larga escala. Contudo as células toleram um nível 

moderado de stresse oxidativo, aumentando o mecanismo de defesa antioxidante 

através de alterações na expressão de genes (Halliwell, 1996). 

Apesar do seu potencial para causar danos, segundo Forman (2001) as 

ROS também são úteis nos mecanismos de combate aos microrganismos e 

segundo Wilcox et al. (2004) e De Magalhães & Church (2006) são componentes 
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críticos em vários processos celulares como moléculas sinalizadoras. As ROS 

desempenham um papel específico em sites activos de enzimas e as reacções 

redox podem afectar a actividade de factores de transcrição. Actualmente torna-

se claro que as ROS podem ter um grande impacto na regulação da expressão 

dos genes, no desenvolvimento, crescimento e apoptose.  

 

 

3.1.1 ESPÉCIES REACTIVAS DE OXIGÉNIO E AZOTO  
 

As espécies reactivas são produzidas na célula tanto em consequência do 

metabolismo celular normal (na mitocôndria, peroxissomas e devido à acção de 

certas enzimas do citosol), como devido a agentes extracelulares. Têm uma 

acção pró-oxidante se o seu nível for superior ao do ponto de equilíbrio 

homeostático.  

As principais são as espécies reactivas de oxigénio (ROS) e as espécies 

reactivas de azoto (RNS) (Kohen & Nyska, 2002).  

AS ROS englobam moléculas químicamente reactivas derivadas do 

oxigénio.  

Podem-se classificar em dois grupos, radicais e não radicais. O primeiro 

grupo contém compostos como o radical óxido nítrico (NO˙), radical ião 

superóxido (O2˙¯), radical hidroxilo (OH˙) e peroxilo (ROO˙). Radicais são espécies 

que contêm pelo menos um electrão desemparelhado nas orbitais à volta do 

núcleo e são capazes de existir independentemente. A existência de um electrão 

desemparelhado resulta em espécies altamente reactivas devido à sua propensão 

para dar ou receber um electrão para atingir a estabilidade (Kohen & Nyska, 2002; 

Willcox et al., 2004). Os compostos não radicalares contêm algumas substâncias 

muito reactivas, que apesar de não serem radicais facilmente se podem converter 

num e/ou actuar como agentes oxidantes. São substâncias deste grupo e 

produzidas em elevadas concentrações pelas células vivas, o ácido hipocloroso 

(HClO), peróxido de hidrogénio (H2O2), peróxidos orgânicos e aldeídos (Evans & 

Halliwell, 2001; Kohen & Nyska, 2002).  

Algumas ROS são extremamente reactivas (OH˙), enquanto outras são 

menos oxidantes (O2˙¯ e H2O2 ) (Halliwell, 2001; Nordberg & Arner, 2001; Willcox 
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et al., 2004). Para além disso algumas destas espécies são muito instáveis e só 

actuam no sítio em que são produzidas (O2˙¯ e OH˙), enquanto outras como H2O2 

têm longo tempo de vida e difundem no organismo (Nordberg & Arner, 2001; 

Halliwell, 2001; Willcox et al., 2004). 

A fonte mais importante de O2˙¯ nas células eucariotas é a saída de 

electrões da cadeia de transporte de electrões da mitocôndria (Figura 10 ). Este 

anião originado a partir do oxigénio molecular por adição de um electrão, perde a 

capacidade de penetrar as membranas lipídicas e fica aprisionado no 

compartimento em que é produzido. 

O peróxido de hidrogénio para além de ser produzido por dismutação do 

superóxido, pela superóxido dismutase (SOD): 

 

2 O2˙¯ + 2 H+ →  H2O2 + O2 

 

também pode ser directamente produzido por outras enzimas como a glicolato 

oxidase e a xantina oxidase (Halliwell, 2001). Apesar de não ser um radical livre, é 

muito importante devido à capacidade que apresenta de penetrar nas membranas 

biológicas (Figura 1 ) e formar espécies muito mais destruidoras como o radical 

hidroxilo (Nordberg & Arner, 2001; Halliwell, 2001; Willcox et al., 2004). 

O radical hidroxilo é formado a partir do H2O2 numa reacção catalisada por 

iões metálicos (Fe2+ ou Cu+), conhecida por reacção de Fenton: 

 

H
2
O

2 
+ Cu

+
/Fe

2+
 → OH˙ + OH¯  + Cu

2+ 
/Fe

3+ 
(Reacção 1) 

 

O superóxido desempenha um papel importante como agente redutor em 

ligação com a reacção 1, ao reciclar os iões metálicos: 

 

O
2
˙¯  + Cu

2+ 
/Fe

3+
→  O

2 
+ Cu

+ 
/Fe

2+ 
(Reacção 2) 

 

O ácido ascórbico também pode actuar como agente redutor. Embora 

normalmente o ascorbato actue como um poderoso captador de espécies 

reactivas, pode-se tornar pró-oxidante na presença de iões ferro ou cobre, 

danificando as biomoléculas por promover a formação de OH˙ (Halliwell, 2001). A 
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soma das reacções 1 e 2 é a reacção de Haber-Weiss (reacção 3), os metais 

desempenham então um papel importante na formação dos radicais hidroxilo 

(Nordberg & Arner, 2001). 

 

H
2
O 

2
+ O

2
˙¯  → OH˙ + OH¯  + O

2 
(Reacção 3) 

 

 

 

Figura 1 - Esquema simplificado da produção de espécies reactivas do oxigénio nas células e a 
acção de alguns antioxidantes intracelulares, principalmente no citosol e na mitocôndria (devido à 
saída de electrões da cadeia respiratória). Rapidamente duas moléculas de superóxido dismutam, 
espontaneamente ou via a superóxido dismutase, em dioxigénio e peróxido de hidrogénio, 
permitindo a segunda o fluxo de ROS entre diferentes compartimentos celulares. O peróxido de 
hidrogénio pode ser enzimaticamente metabolizado a dioxigénio e água através de vários 
sistemas enzimáticos ou convertido no radical hidroxilo, que é extremamente reactivo, através de 
uma reacção química catalisada pelos metais de transição. RE, rectículo endoplasmático; CTE, 
cadeia de transporte de electrões; Ox, oxidases; GSH, glutatião reduzido; GSSG, glutatião 
oxidado; GR, glutatião redutase; GPox, glutatião peroxidase; SOD, superóxido dismutase; Prx, 
peroxiredoxinas. As espécies reactivas de oxigénio e os anti-oxidantes endógenos encontram-se a 
negrito. (Adaptado de Nordberg & Arner, 2001; Willcox et al., 2004). 
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3.1.1.1 Papel dos metais de transição 
 

A maioria dos metais de transição têm um electrão desemparelhado (com 

excepção do zinco) e por definição podem-se considerar radicais (Halliwell, 2001). 

Especialmente o cobre e o ferro participam na química dos radicais e convertem 

oxidantes relativamente estáveis em poderosos radicais. 

Embora o cobre e ferro sejam necessários ao bom funcionamento do 

organismo humano podem ser perigosos devido a possibilidade de catalisar a 

produção de radicais livres. Por exemplo o ferro pode oscilar entre o estado 

ferroso (Fe
2+

) e férrico (Fe
3+

) o que o torna um potente catalisador da reacção de 

formação de radicais livres. Porém o organismo possuiu um sistema de proteínas 

de transporte e armazenagem (ferritina e heme) que asseguram que a maioria 

destes metais se encontra sequestrada na forma não catalítica (Halliwell, 1996; 

Kohen & Nyska, 2002). 

 Contudo o stresse oxidativo e a destruição celular, podem induzir a 

libertação dos iões metálicos (da ferritina e do grupo heme), que vão entrar nas 

reacções de formação de radicais livres.  

Para além da sua importância na formação de OH˙ os metais de transição 

também podem exercer destruição ao catalisar a formação de espécies reactivas 

através de reacções de auto-oxidação e participar na formação de radicais alcoxil 

(RO˙) e peroxil (ROO˙) (Halliwell, 2001). 

 

 

3.1.2 LIPOPEROXIDAÇÃO 
 

A lipoperoxidação pode ser definida como uma deterioração oxidativa de 

ácidos gordos polinsaturados (possuidores de ligações duplas carbono-carbono) 

presentes em grande quantidade nas membranas e nos organelos intracelulares 

(mitocôndrias e peroxissomas). É um processo constituído por várias reacções 

encadeadas, sequenciais e que pode ser dividido em três etapas: iniciação, 

propagação e término (Ferreira & Matsubara, 1997; Gutteridge, 1982). 

A lipoperoxidação tem início quando ROS com electrões desemparelhados 

promovem a remoção de um átomo de hidrogénio de um grupo metileno (-CH2-) 
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de um ácido gordo polinsaturado. Nesta etapa há produção de um novo radical (-

CH˙-) que normalmente se estabiliza através de um rearranjo molecular para 

formar um dieno conjugado. Sob condições aeróbias esse radical (L˙) combina-se 

com o oxigénio (O2) formando um radical peroxilo (LOO˙). Estes radicais podem 

retirar um átomo de hidrogénio de outra molécula lipídica, formando um novo 

radical que reage por sua vez com o oxigénio, originando novo radical peroxilo, 

permitindo que a reacção da peroxidação lipídica se torne contínua, pela 

repetição dos ciclos oxidativos e estabelecendo assim a etapa de propagação da 

reacção. Quando o radical peroxilo se combina com um átomo de hidrogénio, há 

formação de hidroperóxidos (LOOH), peróxidos cíclicos e epóxidos (Wilcox et al., 

2004). Estas substâncias, altamente reactivas, acabam por fragmentar os lípidos 

polinsaturados, produzindo malondialdeído, e outros compostos contendo grupos 

carbonilo. Um único evento de iniciação pode produzir várias moléculas de 

peróxido. À medida que as reacções em cadeia se processam, podem ser 

inactivadas proteínas de transporte ou enzimas da membrana, ou pode ocorrer o 

aumento da permeabilidade da dupla camada lipídica da membrana, alterando a 

homeostase (Ferreira & Matsubara, 1997). Finalmente, na etapa de conclusão, 

ocorre a formação de um intermediário instável (tetróxido), a partir dos radicais 

peroxilo, que sofrem decomposição, originando oxigénio singleto (1O2) e grupos 

carbonilo excitados, para além de outros produtos todos altamente lesivos para as 

macromoléculas incluindo o DNA (Wilcox et al., 2004). 

 

 

Figura 2 - Esquema das reacções em cadeia da lipoperoxidação. (LH), ácido gordo polinsaturado; 
(L·), radical lipídico; (LOO˙), radical peroxilo; (LOOH), hidroperóxido lipídico; (LO˙), radical alcoxilo; 
(OH˙), radical hidroxilo; (R·), espécies reactivas de oxigénio com iões desemparelhados (adaptado 
de De Zwart et al., 1999). 
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3.2 DEFESAS ANTIOXIDANTES 
 

Devido à contínua formação in vivo de espécies reactivas, os organismos 

aeróbios só sobrevivem porque desenvolveram sistemas de defesa antioxidante. 

Na indústria alimentar o conceito de antioxidante está restringido aos 

compostos inibidores de quebra da cadeia de lipoperoxidação envolvida na 

rancidez dos alimentos, sendo um exemplo de antioxidante neste caso o α- 

tocoferol. Na indústria alimentar é vulgar ligarem simplesmente a peroxidação dos 

lípidos com os antioxidantes.  

Mas in vivo para além dos lípidos, as espécies reactivas são nefastas para 

o DNA e proteínas.  

Uma definição de antioxidante foi dada por Halliwell e Gutteridge em 1989, 

são “qualquer substância que, quando presente em baixas concentrações 

comparadas com a de qualquer substrato oxidável, previne ou atrasa 

significativamente a oxidação desse substrato.” (citado por Wilcox et al., 2004). 

Parker (1996) é a favor da definição de antioxidante como um intermediário 

metabólico, “um antioxidante é um substrato que protege os tecidos biológicos 

dos danos dos radicais livres, que é capaz de ser reciclado ou regenerado por 

redutores biológicos” (citado por Rösen et al., 2001). Os antioxidantes podem 

proteger as células directa ou indirectamente contra o stresse oxidativo (Willcox et 

al., 2004). 

 

 

3.2.1 ANTIOXIDANTES ENDÓGENOS E EXÓGENOS 
 

Alguns antioxidantes estão estrategicamente compartimentados dentro das 

células em organelos sub-celulares, a fim de proporcionarem a máxima 

protecção. São os antioxidantes endógenos. Estes podem defender das espécies 

reactivas por três mecanismos: 

1 - inibindo a sua formação (antioxidantes preventivos); 

2 - removendo-os ou degradando-os em produtos menos nocivos (antioxidantes 

removedores); 

3 - apresentando-se eles próprios para oxidação (antioxidantes captadores). 



 

14 
 

Também as ROS e RNS, em níveis moderados, e certas moléculas de 

sinalização celular, como as citoquinas, podem aumentar as defesas celulares 

antioxidantes (aumentando a regulação da expressão dos genes que codificam) 

(Halliwell et al.,1995). 

Verificou-se que, apesar dos níveis de protecção, existem danos oxidativos 

que atingem as proteínas, os lípidos e o DNA, pelo que há necessidade fisiológica 

de reparar estes danos. Assim, concluiu-se que o modelo proposto de sistema de 

defesa celular antioxidante estava incompleto e um quarto grupo, os antioxidantes 

reparadores, foram adicionados ao conjunto conhecido de sistemas de defesas.  

Em resumo, o mecanismo de defesa antioxidante pode incluir qualquer 

substância que neutralize o potencial efeito destruidor das espécies reactivas ou 

que o repare. 

 

 

Figura 3 - Defesa celular antioxidante contra as espécies reactivas. SOD - super-óxido dismutase, 
GPox - glutatião peroxidase, GSH – glutatião reduzido, HSP – proteínas de choque térmico 
(Adaptado de Willcox et al., 2004). 
 

A dieta desempenha um papel muito importante ao fornecer nutrientes 

essenciais como as vitaminas hidrofílicas (vitamina C ou ácido ascórbico) e as 

vitaminas lipofílicas (vitamina E ou α-tocoferol) e o β-caroteno (Willcox et al., 

2004). Também importantes nas defesas antioxidantes e provenientes da dieta 

são os minerais, uma vez que muitos deles são cofactores de antioxidantes 
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enzimáticos (a glutatião peroxidase contém selénio e a SOD contém zinco). 

Ingerem-se outros antioxidantes provenientes de uma alimentação de frutos e 

vegetais, os polifenois aos quais pertencem os flavonóides. 

 

 

3.3 DIABETES  
 

A diabetes mellitus é uma doença metabólica crónica que se caracteriza 

por níveis de glucose sanguínea elevados e eliminação de glucose pela urina. As 

principais formas são a diabetes tipo 1, vulgarmente denominada 

insulinodependente e a diabetes tipo 2 não dependente de insulina. A diabetes 

mellitus insulinodependente ou tipo 1 surge quando as células β do pâncreas são 

destruídas por processos auto-imunes ou infecções e se tornam incapazes de 

produzir insulina. Os sintomas surgem rápidamente e afectam principalmente 

doentes jovens. A diabetes mellitus não dependente de insulina ou tipo 2 afecta 

cerca de 90% dos doentes diabéticos, desenvolve-se lentamente e está 

geralmente associada à obesidade e estilo de vida sedentário, caracteriza-se por 

uma resistência dos tecidos à insulina e/ou deficiência da sua secreção, e tem 

vários graus de severidade. Tipicamente surgia em pessoas com idade superior a 

40 anos e com história familiar de diabetes, mas recentemente tem-se constatado 

a ocorrência desta forma da doença em pessoas mais novas (Costacou & Mayer-

Davis, 2003; Mandel et al., 2005; Rolo & Palmeira, 2006). 

A deficiente secreção de insulina nos doentes com diabetes tipo 2 

caracteriza-se pela diminuição da primeira fase da secreção de insulina induzida 

pela glucose, hiperinsulinémia retardada e posterior desenvolvimento de 

incapacidade de síntese de insulina (Sakai et al., 2002; Albuquerque & Pimazoni 

Netto, 2008). 
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Figura 4 - Secreção bifásica de insulina estimulada por glucose em indivíduos sadios e diabéticos 
(Albuquerque & Pimazoni Netto, 2008).  

 

Inicialmente a resistência à insulina é compensada por hiperinsulinémia, 

através da qual se preserva a tolerância normal à glucose. Quando a resistência à 

insulina aumenta mais e/ou a secreção compensatória de insulina diminui, ocorre 

deterioração até à diminuição da tolerância à glucose (Evans et al., 2003; 

Robertson et al., 2003). 

A diabetes está associada com a aterosclerose macrovascular que afecta 

as artérias que fornecem sangue ao coração, cérebro e membros inferiores. 

Como consequência, estes doentes têm um risco mais elevado de sofrerem 

enfarte do miocárdio, trombose e amputação de extremidades inferiores. Também 

está associada com complicações microvasculares na retina e glomérulo que 

podem levar à falência deste tecido ou órgão (Brownlee, 2001).  

 A doença e as suas complicações têm um impacto económico significativo, 

nas famílias e nos sistemas de saúde dos países (WHO, 2010b). 

 

 

3.3.1 REGULAÇÃO DO METABOLISMO DA GLUCOSE 
 

 

3.3.1.1 Transportadores de glucose e captação de gl ucose 
 

A captação de glucose nas células ocorre através de difusão facilitada por 

transportadores específicos (Kahn & Pessin, 2002). O transporte facilitado de 

glucose nos tecidos periféricos é mediado através de transportadores solúveis 
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pertencentes à família dos transportadores de glucose, GLUTs. Actualmente, 

existem 14 membros desta família (GLUTs 1-14) cuja distribuição tecidular, 

propriedades cinéticas e especificidade de hidratos de carbono é variável. Essas 

proteínas são divididas em 3 classes principais, sendo a classe I a melhor 

caracterizada e compreende os GLUTs 1-4 e o GLUT 14 (Kahn & Pessin, 2002; 

Manolescu et al., 2007 A classe II é composta pelos GLUTs 5, 7, 9 e 11 e a classe 

III pelos transportadores GLUT 6, 8, 10, 12 e 13 (Manolescu et al., 2007). 

A insulina estimula a captação de glucose no músculo e tecido adiposo 

através de vias de sinalização complexas que se iniciam com a ligação da insulina 

ao receptor de membrana (Kahn & Pessin, 2002). 

A translocação dos transportadores do local de armazenamento intracelular 

para a membrana é considerada o passo limitante do processo de captação de 

glucose (Kahn & Pessin, 2002). 

 

 

3.3.1.2 Síntese do glicogénio 
 

Nos tecidos dos mamíferos, os hidratos de carbono são armazenados 

principalmente na forma de glicogénio sendo os principais locais de depósito o 

fígado e o músculo-esquelético. Além destes, tecidos como o músculo liso e 

cardíaco, rins, cérebro e tecido adiposo também são capazes de sintetizar e 

armazenar glicogénio (Srivastava & Pandey, 1998; Roach, 2002). 

Entre as refeições, o glicogénio do fígado é o responsável por manter a 

glicemia do nosso organismo e durante o exercício físico, é a fonte de glucose 

para o músculo. 

O glicogénio é um polímero ramificado de glucose, com peso molecular 

aproximado de 107 Daltons que apresenta uma cadeia aproximada de 1-11 

resíduos de glicosil, tendo cerca de 4000 cadeias de glicosil (Lomako et al., 1991) 

A insulina regula a síntese de glicogénio em duas etapas: a primeira 

através do controle da captação e transporte de glucose e a segunda pela 

regulação dos estados de fosforilação e activação das enzimas envolvidas na 

síntese e degradação do glicogénio (Srivastava & Pandey, 1998; Roach, 2002). 

Após entrar na célula, a glucose é fosforilada a glucose-6-fosfato pela 
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hexoquinase muscular e/ou pela glucoquinase/hexoquinase hepáticas. A glucose-

6-fosfato (G-6-P) é convertida a glucose-1-fosfato (G-1-P) pela enzima 

fosfoglucomutase e a seguir, convertida em uridina-difosfato glucose (UDP-G) 

pela enzima uridina-difosfato glucose pirofosforilase. A UDP-G formada serve 

como doador de unidades glicosil para a cadeia de glicogénio nascente. Essa 

reacção é catalisada pela enzima glicogénio sintetase (GS), ponto-chave na 

síntese de glicogénio. Além da GS, uma proteína iniciadora chamada glicogenina 

e uma enzima ramificadora também contribuem para o processo de síntese e 

armazenamento de glicogénio (Figura 5 ) (Srivastava & Pandey, 1998; Roach, 

2002; Ferrer et al., 2003). 

 

 

Figura 5 - Síntese de glicogénio. UTP-uridina trifosfato, UDP-uridina difosfato, PPi-fosfato 
inorgânico (Adaptado de Srivastava & Pandey, 1998). 
 

A GS é uma proteína multimérica, cuja actividade é regulada por 

mecanismos alostéricos e de fosforilação/desfosforilação. Nos mamíferos ela 
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existe basicamente sob duas isoformas, uma expressa no fígado e outra no 

músculo, também se encontra em outros tecidos (Srivastava & Pandey, 1998; 

Roach, 2002). A insulina modula a actividade da GS através de modificação 

covalente, translocação e regulação alostérica (Ferrer et al., 2003). 

A degradação do glicogénio (glicogenólise) é catalisada pela glicogénio 

fosforilase resultando em glucose-1-fosfato, substrato para a glucose-6-fosfatase. 

A queda das reservas de glicogénio é a primeira resposta dos tecidos, 

especialmente do fígado, para a manutenção das concentrações normais de 

glucose sanguínea frente a uma redução das concentrações plasmáticas de 

insulina e aumento das concentrações de glucagon (Roach, 2002; Ferrer et al., 

2003). 

 

 

3.3.1.3 Metabolismo da glucose 
 

No estado fisiológico, a manutenção da homeostase da glucose é mantida, 

principalmente, através da regulação hormonal da captação periférica e produção 

endógena de glucose, primeiro pelo músculo, tecido adiposo e fígado, além da 

secreção de insulina pelo pâncreas e da secreção de hormonas contra-

reguladoras (Taha & Klip, 1999; Saltiel & Kahn, 2001; Beardsall et al., 2003; 

Moore et al., 2003). 

A insulina é uma das hormonas essenciais que regulam o metabolismo, o 

crescimento e a diferenciação celular, actuando em diversos tecidos. De maneira 

geral, as acções anabólicas da insulina incluem o estímulo da captação, da 

utilização e do armazenamento intracelular de glucose, aminoácidos e ácidos 

gordos e a inibição de processos catabólicos como a glicogenólise, lipólise e 

proteólise. Além disso, a insulina também inibe a gluconeogénese hepática 

(Saltiel; Kahn, 2001; Beardsall et al., 2003; Moore et al., 2003). 

No estado pós-prandial, quando as concentrações de glucose sanguínea 

estão elevadas, a hiperglicémia sinaliza às células β do pâncreas para produzir e 

libertar insulina e suprimir a produção de glucagon pelas células α dos ilheus 

pancreáticas (Taha & Klip, 1999; Beardsall et al., 2003). Uma vez libertada, a 

insulina estimula a captação de glucose pelo músculo através do aumento da 
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translocação dos transportadores de glucose (GLUT4) para a membrana. Além 

disso, as concentrações aumentadas de glucose no interior das células 

musculares e a presença da insulina estimulam a glicólise para produção de 

energia. A glucose que não é imediatamente utilizada pelo músculo e/ou tecido 

adiposo é captada pelo fígado onde a insulina estimula a produção de glicogénio 

através da estimulação da GS, inibição da glicogénio fosforilase e inibição da 

gluconeogénese e da glicogenólise. 

 

 

Figura 6  - Visão global do metabolismo hepático da glucose, com destaque para os alvos da 
inibição da produção hepática de glucose. Frutose-6P - frutose-6-fosfato; Frutose-1,6P - frutose-
1,6-difosfato; ciclo TCA - ciclo do ácido tricarboxílico (adaptado de McCormack et al., 2001). 

 

No tecido adiposo, a insulina estimula a captação de glucose de forma 

semelhante ao músculo e promove a lipogénese, aumentando a actividade da 

lipoproteína lipase, que liberta ácidos gordos para a síntese de trigliceridos e inibe 

a lipase hormona-sensível, enzima responsável pela utilização das reservas de 

gordura. Em relação ao metabolismo proteico, a insulina também possui um efeito 

anabólico, promovendo a entrada de aminoácidos nas células e estimulando a 

síntese proteica (Figura 7 ) (Taha & Klip, 1999; Beardsall et al., 2003; Moore et al., 

2003). 

Durante o jejum ou entre as refeições, as concentrações de insulina 

diminuem e as de glucagon e outras hormonas contra-reguladoras da insulina 
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aumentam. O glucagon actua primeiramente no fígado com o objectivo de activar 

vias que levem ao aumento das concentrações plasmáticas de glucose como a 

gluconeogénese e glicogenólise. Embora as concentrações de glucose sanguínea 

sejam mantidas inicialmente pela glicogenólise hepática, as reservas de 

glicogénio são limitadas e após um jejum prolongado, a contribuição da 

gluconeogénese hepática bem como renal a partir de glicerol, lactato e 

aminoácidos aumenta progressivamente (Saltiel & Kahn, 2001; Beardsall et al., 

2003). Durante o jejum, a captação de glucose no músculo é reduzida e este 

torna-se altamente dependente da oxidação de ácidos gordos para obtenção de 

energia. Além disso, ocorre aumento da glicogenólise e proteólise muscular. No 

tecido adiposo ocorre activação da lipólise com elevação da libertação de ácidos 

gordos e glicerol que servem como precursores gluconeogénicos e cetogénicos 

no fígado (Figura 7 ) (Beardsall et al., 2003; Moore et al., 2003). 

 

 

Figura 7 - Regulação do metabolismo da glucose (adaptado de 
http://health.howstuffworks.com/diabetes1.htm. Acesso em 26-01-2010). 
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3.3.2 PATOGÉNESE DA DIABETES TIPO 2 
 

A insulina é a hormona anabólica mais importante que regula o 

metabolismo energético. Uma deficiência relativa ou absoluta, como no caso da 

diabetes, leva a severas disfunções nos principais órgãos alvos da insulina, isto é, 

fígado, tecido adiposo e músculo. A falta de insulina pode levar ao aumento da 

glicémia, redução da captação de glucose pelos tecidos periféricos, redução da 

lipogénese e da síntese proteica, com os aminoácidos sendo utilizados como 

substrato para a gluconeogénese. Além disso, ocorre activação da produção 

hepática de glucose e aumento da lipólise no tecido adiposo com consequente 

elevação de ácidos gordos na circulação (Moore et al., 2003). Se não controlada, 

a hiperglicémia crónica resulta no desenvolvimento de diversas complicações que 

levam a disfunção, dano ou falência de vários órgãos (American Diabetes 

Association, 2008; WHO, 2009). 

Em relação à patogénese da diabete tipo 2, podem ser identificados quatro 

defeitos intrínsecos básicos:  

(1) resistência à insulina nos tecidos muscular e adiposo;  

(2) redução da secreção de insulina;  

(3) aumento da produção de glucose pelo fígado; 

(4) redução de produção de peptídeo semelhante ao glucagon (GLP-1) 

(Stolar et al., 2008).  

A resistência à insulina geralmente precede o início da diabetes e 

caracteriza- se pela redução da captação de glucose nos tecidos periféricos como 

o músculo e o tecido adiposo. Como mecanismo de compensação, há o aumento 

da secreção de insulina pelo pâncreas, levando a hiperinsulinémia. Quando a 

célula β já não é capaz de promover maior secreção de insulina, surge a 

hiperglicémia. O aumento da produção de glucose pelo fígado resulta da 

resistência hepática à insulina e contribui especialmente com a hiperglicémia de 

jejum. A exposição crónica à glucose (glucotoxicidade) e a ácidos gordos livres 

(lipotoxicidade), bem como o aumento da necessidade secretória de insulina são 

factores que levam à perda da função das células β pancreáticas. Um outro factor 

na patogénese da diabetes está relacionado com a redução nos níveis de GLP-1, 

hormona intestinal secretada durante a alimentação e que aumenta a secreção de 

insulina. A hormona GLP-1 suprime a produção de glucagon pelas células alfa 
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pancreáticas e retarda o esvaziamento gástrico, o que reduz a hiperglicémia pós-

prandial. A estratégia de tratamento ideal da diabetes deve ser direccionada para 

estes quatro defeitos intrínsecos para que o controle glicémico seja alcançado 

(Gerich & Dailey, 2004; Todd & Bloom, 2007; Stolar et al., 2008). 

 

 

3.3.3 DIABETES E STRESSE OXIDATIVO 
 

Baseado em estudos clínicos e laboratoriais há uma evidência cada vez 

maior que o stresse oxidativo desempenha um papel importante na patogénese 

dos dois tipos de diabetes mellitus (Rösen et al., 2001; Wilcox et al., 2004). 

Um aumento dos níveis de insulina, ácidos gordos livres e/ou glucose pode 

aumentar a produção de ROS e o stresse oxidativo. O stresse oxidativo tem como 

consequência uma diminuição da secreção de insulina e da sua acção nos 

tecidos alvo, acelerando a progressão da doença desde: resistência à insulina, 

tolerância à glucose diminuída e por fim diabetes tipo 2 declarada (Ceriello, 2000). 

Uma repetida exposição a níveis elevados de ácidos gordos livres e 

hiperglicémia, pode conduzir a uma disfunção das células β (células produtoras 

de insulina), que com o tempo se pode tornar irreversível (Robertson et al., 2003; 

Ceriello & Motz, 2004). 

Os pacientes diabéticos quando comparados com indivíduos saudáveis 

apresentam uma produção aumentada de ROS (e outros radicais livres) e/ou 

possuem as defesas antioxidantes diminuídas, indicando uma acção crítica das 

ROS no surgimento da diabetes, na sua progressão e nas consequências 

patológicas (Ceriello et al., 1998; Rösen et al., 2001; Wilcox et al., 2004; Rolo & 

Palmeira, 2006; Palmeira et al., 2007). 

As células danificadas pelo stresse oxidativo (células endoteliais dos 

capilares da retina, células mesangiais do glomérulo renal, células de Schwan dos 

nervos periféricos), contrariamente às outras células do organismo, não são 

capazes de regular o transporte de glucose para o seu interior, quando expostas a 

hiperglicémia (Brownlee, 2005). Assim surgem as complicações degenerativas 

mais frequentes da diabetes: retinopatia, glomerulonefrite e neuropatia periférica. 
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Hoje em dia é vulgarmente aceite que o stresse oxidativo gerado em 

consequência da hiperglicémia tem um papel importante nas complicações 

secundárias da diabetes, tanto a nível macrovascular como microvascular (Ha & 

Kim, 1999; Ceriello & Motz, 2004; Ceriello, 2005). 

 

 

3.3.3.1 Vias patológicas para a toxicidade da gluco se 
 

Na deterioração dos tecidos causada pela hiperglicémia há quatro 

mecanismos moleculares que têm sido considerados como os principais 

implicados: aumento do metabolismo da via dos poliois, activação da proteína 

quinase C, aumento dos produtos finais avançados da glicosilação (AGE) e 

aumento do metabolismo da via das hexosaminas (Brownlee, 2001; Brownlee, 

2005; Palmeira et al., 2007)  

 

 

3.3.3.1.1 A via dos poliois  
 

 Normalmente a aldose redutase reduz os aldeídos tóxicos da célula 

a álcoois inactivos. Mas quando a concentração de glucose se torna muito 

elevada a mesma enzima também reduz a glucose a sorbitol que é 

posteriormente oxidado a frutose, o que implica o consumo do cofactor NADPH. 

Porém o NADPH também é o cofactor essencial para a regeneração de um 

importante antioxidante intracelular, o glutatião reduzido. Ao consumir NADPH e 

consequentemente diminuir a quantidade de glutatião reduzido, a via dos poliois 

aumenta a susceptibilidade intracelular ao stresse oxidativo (Browlee, 2005). 

A excessiva produção de superóxido induzida pela hiperglicémia inibe de 

forma significativa a glucose-6-fosfato desidrogenase, a enzima limitante da via 

das pentoses, necessária para o fornecimento de equivalentes redutores ao 

sistema de defesa antioxidante (Nishikawa et al., 2000a; Sakai et al., 2003). 
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3.3.3.1.2 Activação de isoformas da proteína quinas e C (PKC) 
 

Segundo Browlee (2001) o sorbitol é metabolizado a frutose pela sorbitol 

desidrogenase, aumentando a razão NADH/NAD+, resultando em trioses fosfato 

oxidadas com síntese de diacilglicerol (DAG) (Rolo & Palmeira, 2006).  

  A hiperglicémia dentro da célula aumenta a síntese de diacilglicerol que é 

um cofactor de activação das isoformas da PKC (α, β, δ) (Rolo & Palmeira, 2006). 

Quando a PKC é activada tem vários efeitos na expressão dos genes. Por 

exemplo: a sintase endotelial de óxido nítrico (eNOS) que é vasodilatadora, está 

diminuída, enquanto a endotelina-1 que é vasoconstritora está aumentada, o 

factor β de transformação do crescimento que promove oclusão capilar está 

aumentado, assim como o factor inibidor-1 da activação do plasminogénio, que 

está ligado à diminuição da fibrinólise e à consequente oclusão vascular 

(Brownlee, 2005). 

 

 

3.3.3.1.3 Produção intracelular de precursores de A GE 
 

Os produtos finais avançados da glicosilação (AGE) têm origem na auto-

oxidação da glucose a glioxal, decomposição do produto de Amadori ou 

cetoamida (α-carbonil) a 3-desoxiglucosona e fragmentação do gliceraldeído-3-

fosfato e dihidroxiacetona-fosfato a metilglioxal. O glioxal, metilglioxal e 3-

desoxiglucosona reagem com grupos amina de proteínas intra e extra celulares, 

formando AGE (Rolo & Palmeira, 2006). 
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Figura 8 – Esquema do processo de glicosilação. 
 

Segundo Brownlee (2005) os precursores intracelulares de AGE danificam 

as células por três mecanismos:  

1 - a glicosilação das proteínas intracelulares, incluindo as proteínas envolvidas 

na transcrição dos genes;  

2 - os precursores intracelulares de AGE podem difundir para fora da célula e 

modificar as moléculas da matriz extracelular e causar disfunção celular; 

3 - os precursores de AGE ao difundirem para o exterior da célula modificam as 

proteínas circulantes no sangue (a albumina é um exemplo), que podem depois 

ligar-se aos receptores dos AGE e activá-los, causando a produção de citoquinas 

inflamatórias e factores de crescimento que por seu lado causam patologias 

vasculares.  

Principalmente pelas suas propriedades de glicosilação proteica, os AGE 

têm sido implicados na patogénese da maioria das complicações microvasculares 

da diabetes: nefropatia, retinopatia e neuropatia (Ha & Kim, 1999; Rolo & 

Palmeira, 2006). 

 

 

3.3.3.1.4 Actividade aumentada da via das hexosamin as 
 

Em condições metabólicas normais 2-5% da glucose que entra nas células 

segue a via metabólica das hexosaminas. Quando a glucose intracelular está 
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aumentada muita glucose vai seguir esta via, em que a enzima glutamina:frutose-

6-fosfato amidotransferase (GFAT) converte a frutose-6-fosfato a glucosamina-6-

fosfato e por fim a uridina difosfato-N-acetilglucosamina. Esta liga-se aos resíduos 

de serina e treonina dos factores de transcrição e esta alteração resulta em 

mudanças patológicas da expressão dos genes. Por exemplo a modificação do 

factor Sp1 resulta numa expressão aumentada do factor de crescimento β1 e do 

factor inibidor-1 da activação do plasminogénio (PAI-1), ambos prejudiciais ao 

funcionamento os vasos sanguíneos dos diabéticos (Brownlee, 2001; Rolo & 

Palmeira, 2006). 

 

 

Figura 9 - Mecanismos moleculares que relacionam a hiperglicémia com o aumento da via de 

formação de poliois, via das hexosaminas, formação de espécies reactivas de oxigénio (ROS) 

estimulação da proteína quinase C (PKC). (Adaptado de Rolo & Palmeira, 2006) 
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3.3.3.2 Stresse oxidativo: o elo de ligação para os  danos 
causados pela hiperglicémia 

 

A grande produção de superóxido pela cadeia de transporte de electrões 

da mitocôndria, induzida pela hiperglicémia, é o elo de ligação causal entre o alto 

nível de glucose e as vias responsáveis pelo dano hiperglicémico (Nishikawa et 

al., 2000b; Cerielo & Motz, 2004; Brownlee, 2005; Rolo & Palmeira, 2006; 

Palmeira et al., 2007). 

A mitocôndria é a principal fonte celular de ROS, que resultam de um 

deficiente transporte de electrões (Nishikawa et al., 2000b; Sakai et al., 2002). 

O piruvato proveniente da glicólise é transportado para a mitocôndria onde 

é oxidado pelo ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) para produzir NADH. Os 

electrões provenientes da oxidação dos substratos são encaminhados pelos 

transportadores redox da cadeia respiratória (complexos I, III e IV) até ao 

aceitador final, o oxigénio molecular. Mediante quatro reduções o oxigénio é 

convertido em água (Nishikawa et al., 2000a). 

O principal factor a regular a produção de ROS pela mitocôndria é o estado 

redox da cadeia respiratória. A transferência de electrões através da cadeia 

respiratória gera um gradiente de protões (voltagem). Em condições normais, 

muita da energia deste gradiente de voltagem é usada para gerar ATP (Nishikawa 

et al., 2000a; Sakai et al., 2002). A amplitude deste gradiente é designada 

controlo respiratório e regula todo o transporte de electrões através da cadeia 

respiratória (Rolo & Palmeira, 2006). Quando a diferença de potencial 

electroquímico é elevada, como quando há hiperglicémia, a vida dos 

transportadores intermédios, como a ubisemiquinona, é prolongada (Nishikawa et 

al., 2000a). Isto sucede, porque a actividade dos complexos da cadeia respiratória 

como a bomba de protões, são regulados pelo gradiente transmembranar de 

protões e o potencial de membrana. Quando são suficientemente altos inibem a 

bomba de protões. Cada local de geração de ROS tem um potencial diferente e 

assim responde de forma diferente a mudanças do gradiente transmembranar de 

protões e ao potencial de membrana, o que dá origem a uma complexa regulação 

da produção de ROS (Rolo & Palmeira, 2006). 



 29 

Parece haver um patamar acima do qual mesmo uma pequena variação no 

potencial de membrana dá origem a uma grande produção de superóxido pela 

mitocôndria (Nishikawa et al., 2000a). 

 

 

Figura 10 - Produção de ROS pela cadeia de transporte de electrões da mitocôndria e dissipação 

do gradiente de protões pelas proteínas não ligadas. A captação pelas defesas antioxidantes é 

insuficiente para prevenir o stresse oxidativo na hiperglicémia. CI, complexo I; CII, complexo II; 

CIII, complexo III; CIV, complexo IV; CV, complexo V; ADP, adenosina difosfato; ATP, adenosina 

trifosfato; ATC, ciclo ácido tricarboxílico; PNL, proteínas não ligadas; GSH, glutatião reduzido; 

GSSG, glutatião oxidado (Adaptado de Rolo & Palmeira, 2006). 

 

 O aumento de dadores de electrões (NADH e FADH2) induzido pela 

hiperglicémia, aumenta o fluxo de electrões através da cadeia de transporte de 

electrões da mitocôndria. Consequentemente há um aumento da razão ATP/ ADP 

e hiperpolarização do potencial de membrana da mitocôndria. Isto conduz a uma 

inibição parcial do transporte de electrões no complexo III, resultando numa 

acumulação de electrões para a coenzima Q. Leva a uma redução parcial do O2 e 

à produção do radical livre anião superóxido. Pensa-se que é esta redução 

acelerada da coenzima Q e produção de ROS que é a fonte da disfunção da 

mitocôndria, que desempenha um papel crítico nas desordens metabólicas 

ligadas à diabetes (Rolo & Palmeira, 2006; Palmeira et al., 2007). 

A inibição da produção de ROS e/ou o aumento de captação de ROS 

provaram ser terapias benéficas (Rolo & Palmeira, 2006). 
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3.3.3.2.1 Funcionamento mitocondrial e a secreção d e insulina pelas 
células β 

 

Nas células β do pâncreas a razão ATP/ADP provavelmente determina a 

abertura do canal KATP envolvido na secreção de insulina (Detimary et al., 1995; 

Tarasov et al., 2004). Alterações nesta razão em consequência da disfunção 

mitocôndrial induzida pela glucose, irão afectar a secreção de insulina (Rolo & 

Palmeira, 2006). 

A glucose é transportada através da membrana celular por transportadores 

(GLUT) principalmente pelo GLUT-2. Mais de 90% do piruvato produzido a partir 

da glucose pela via glicolítica vai para o interior da mitocôndria. A razão ATP/ADP 

aumenta como consequência do aumento do processamento da glucose, pela via 

glicolítica, ciclo do ácido tricarboxílico e fosforilação oxidativa. Este aumento na 

razão ATP/ADP causa o fecho dos canais de K+ sensíveis ao ATP causando 

despolarização dos canais de Ca2+ sensíveis à voltagem, desencadeando a 

exocitose das vesículas secretoras de insulina (Rolo & Palmeira, 2006). 

 

 
 
Figura 11  - Mecanismo de secreção de insulina pelo pâncreas. ATP, adenosina trifosfato; GLUT-

2, transportador de glucose; pyr, piruvato (Adaptado de http://www.lookfordiagnosis.com. Acesso 

em 04-12-2009). 

 



 31 

3.4 ENZIMAS DO METABOLISMO DA GLUCOSE 
 
 

3.4.1 α-GLUCOSIDASE 
 

 

3.4.1.1 Função 
 

Os hidratos de carbono constituem a classe de alimentos de maior 

importância na dieta dos ocidentais. Correspondem a 40-50% das calorias 

ingeridas, constituindo o principal componente da dieta na forma de amido ou de 

açúcares simples (Payan, 2004).  

O amido, principal forma de armazenamento de hidratos de carbono nas 

plantas, é formado por dois tipos de polímeros de glucose: amilose e amilopectina 

(Muralikrishna & Nirmala, 2005; Whitcombe & Lowe, 2007). A amilose é um 

polímero linear de moléculas de glucose unidas por ligações glucosídicas α-1,4 e 

corresponde a cerca de 20% do amido da dieta (Muralikrishna & Nirmala, 2005). A 

amilopectina constitui cerca de 80% do amido da dieta, é um polímero ramificado, 

possui cadeias principais de glucose unidas por ligações α-1,4 interligadas por 

ligações α-1,6 a cada 20-25 resíduos de glucose (Muralikrishna & Nirmala, 2005). 

Como são moléculas complexas, precisam de ser degradados em 

moléculas menores capazes de ser absorvidas no tracto gastrointestinal. Os 

hidratos de carbono dependem de várias enzimas para a sua degradação e 

posterior absorção (Payan, 2004). Essas enzimas podem ser divididas em três 

grupos principais de acordo com o seu mecanismo de acção: endo-amilases, exo-

amilases e enzimas de desramificação (Muralikrishna & Nirmala, 2005). 

Posteriormente, essas moléculas menores penetram nas células e 

participam nas reacções catabólicas intracelulares de libertação de energia. 
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3.4.1.2 Caracterização molecular da α-glucosidase 
 

A α-gucosidase enquadrada na classe enzimática EC 3.2.1.20 

(Muralikrishna & Nirmala, 2005) é uma exo-amilase e pode cindir as ligações 

glucosídicas α-1,4 externas da amilose, amilopectina e polissacáridos 

relacionados, removendo gradualmente maltose ou glucose (Sorensen et al., 

2004). A α-glucosidase também é capaz de clivar ligações α-1,6 desde que 

possuam ligações α-1,4 adjacentes (Figura 12 ). A α-glucosidase humana 

pertence à família GH 31 (Frandsen & Svensson, 1998). Esta enzima encontra-se 

ligada à membrana epitelial do intestino delgado e é uma enzima chave na 

digestão dos hidratos de carbono (Tundis et al., 2010). 

 

 

Figura 12 - Região do substrato onde ocorrerá a clivagem decorrente da acção da enzima α-

glucosidase (seta preta) (Adaptado de 

http://www.sigmaaldrich.com/Área_of_interest/Biochemicals/Enzyme_Explorer/Key_Resources/Car

bohydrate_Analysis.htm. Acesso em 19-12-2009). 

 

Diversos estudos bioquímicos, sobre estrutura e inibidores, contribuíram 

para aumentar a área de conhecimento sobre amílases (Strobl et al., 1998; 

Gerrard et al., 2000; Titarenko & Chrispelels, 2000; Payan, 2004). Recentemente 

Saqib (2008) construiu o modelo tridimensional da α-glucosidase humana e 

investigou a interacção com o inibidor competitivo acarbose. 

 

 

3.4.1.3 Importância da α-glucosidase como alvo biológico 
 

Nos diabéticos o processo de digestão e absorção rápida dos hidratos de 

carbono não é considerado desejável devido à resposta glicémica elevada 
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(Englyst & Englyst, 2005). Uma das abordagens terapêuticas para tratar a 

diabetes na fase inicial é diminuir a hiperglicémia pós-prandial. Isto faz-se 

retardando a absorção de glucose através da inibição das enzimas que hidrolisam 

os hidratos de carbono no tubo digestivo. Uma destas enzimas é a α-glucosidase.  

Os inibidores desta enzima determinam a redução da taxa de glucose 

absorvida e a consequente diminuição da glucose pós-prandial (Chiasson et al., 

2002). 

 

 

3.4.1.4 Os inibidores da α-glucosidase 
 

A acarbose, miglitol e voglibose têm sido amplamente usados como 

inibidores da α-glucosidase, porém exercem o controlo da glicemia por um curto 

prazo e para cerca de 30-40% dos pacientes são inadequadas, devido aos efeitos 

colaterais como hipoglicémia em doses mais elevadas, problemas hepáticos, 

acidose láctica e diarreia. (Tundis et al., 2010). 

 

 

Figura 13  - Estrutura química do pseudotetrasacarídeo acarbose, um inibidor endógeno não 
proteico da α-glucosidase. 

 

Estes efeitos adversos têm despertado o interesse médico no 

desenvolvimento de novos agentes terapêuticos, como os flavonóides (Kandra et 

al., 2005). 

Em todo o mundo tem-se recorrido à medicina tradicional para o tratamento 

da diabetes. As plantas têm sido utilizadas devido à sua efectiva acção, menores 

efeitos colaterais, e baixo custo (Venkatesh, et al., 2003) 

 Há diversas publicações com ensaios de extractos brutos vegetais e 

metabolitos secundários isolados de diversas plantas que possuem actividade 

inibitória sobre a α-glucosidase (Asano et al., 2001; Hiroyuki et al., 2001; Lee & 

Lee, 2001; Matsui et al., 2001; Payan, 2004; McDougall & Stewart, 2005; Matsui 
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et al., 2006; Mukherjee et al., 2006; Mai et al., 2007; Jung et al., 2006 Yin et al., 

2008; Tundis et al., 2010). 

 
 

3.4.2 GLUCOSE-6-FOSFATASE 
 

 

3.4.2.1 Função 
 

A glucose-6-fosfatase (G-6-Pase) catalisa a desfosforilização da glucose-6-

fosfato (G-6-P) no fígado e representa o último passo antes da libertação de 

glucose livre nos vasos hepáticos, seja ela proveniente da gluconeogénese ou da 

glicogenólise. É uma enzima que se encontra principalmente no fígado e rins. É 

nestes tecidos que, durante o período de jejum, a gluconeogénese resulta na 

libertação de glucose livre para a corrente sanguínea (Schaftingen & Gerin, 2002; 

Roden & Bernroider, 2003).  

Esta enzima é reguladora da manutenção da glicemia em níveis normais 

(Nordlie et al., 1999). Este facto foi demonstrado em pacientes com a doença de 

armazenamento do glicogénio tipo 1a e 1b (em que a enzima é deficiente) e 

causa hipoglicémia entre outros problemas clínicos (Cori & Cori, 1952; Narisawa 

et al., 1983; Hawkins et al., 1995). Pelo contrário, em animais diabéticos, a 

actividade catalítica da enzima, conteúdo proteico, e níveis de mRNA estão 

aumentados e presumivelmente contribuem para a hiperglicémia (Burchell & Cain, 

1985; Liu et al., 1994; Lyall et al., 1995; Argaud et al., 1996).  

 

 

3.4.2.2 Caracterização molecular da glucose-6-fosfa tase 
 

Várias tentativas foram feitas para purificar a G-6-Pase, tem-se revelado 

uma tarefa difícil devido à instabilidade da enzima após a extracção das 

membranas e ao facto da G-6-Pase só representar cerca de 0.1% da proteína 

microssomal hepática (Burchell & Burchell, 1982; Speth, & Schulze, 1986). 
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Contudo pode-se dizer que é um polipéptido de 35 KDa (Speth & Schulze, 

1992a).  

Em 1975 Arion e colaboradores propuseram para esta enzima um modelo 

designado “modelo de transporte de substracto”, que é o mais vulgarmente aceite. 

A G-6-Pase (EC 3.1.3.9) é um sistema multicomponente constituído por uma 

proteína catalítica e três transportadores. T1 (T1-translocase) para a G-6-P, T2 

para o fosfato/pirofosfato e T3 para a glucose (McCormack et al., 2001; Van 

Schaftingen & Gerin, 2002). 

O sítio activo da G-6-Pase está localizado no lúmen do retículo 

endoplasmático (RE), por isso são necessárias proteínas de transporte para 

permitir a entrada de G-6-P neste compartimento, assim como a saída da glucose 

e do fosfato (Pi) (Van Schaftingen & Gerin, 2002; Csala et al., 2006). 

 

 

Figura 14 - Representação esquemática do complexo enzimático glucose-6-fosfatase de acordo 
com o “modelo de transporte de substrato”. T1 – translocase, T2 e T3 – transportadores 
respectivamente de fosfato inorgânico e glucose. Também estão referidas as diferentes formas de 
doenças de armazenamento do glicogénio (GSD) causadas por deficiência num destes 
constituintes. Pi - fósforo inorgânico, G-6-P – glucose-6-fosfato; G-6-Pase – glucose-6-fosfatase 
(adaptado de Van Schaftingen & Gerin, 2002).  
 

Sabe-se que o transporte de glucose através da membrana do rectículo 

endoplasmático é de alta capacidade e bidireccional, embora a proteína 

transportadora de glucose ainda não tenha sido identificada (Csala et al., 2006). À 

semelhança de outras enzimas luminais a G-6-Pase tem elevada actividade e 

baixa especificidade se a membrana estiver permeabilizada. Este fenómeno é 

designado como latência e indica que os fluxos transmembranares 

(presumivelmente a entrada de glucose e a sua libertação) são limitantes de todo 
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o processo (Van Schaftingen & Gerin, 2002; Csala et al., 2006). Latência refere-se 

à porção da actividade enzimática intrínseca que não se manifesta a menos que a 

estrutura microssomal seja quebrada, sendo os microssomas permeabilizados 

(Nordlie, 1979). Calcula-se: 100 x (actividade dos microssomas rompidos - 

actividade dos microssomas intactos) / actividade dos microssomas rompidos 

(Arion & Walls, 1982). 

Em microssomas intactos a actividade fosfohidrolase da G-6-Pase é 

específica da G-6-P, mas em microssomas sem a membrana intacta, a enzima 

catalisa uma vasta gama de dadores de grupos fosfato (Arion et al., 1971). 

A componente rompida é facilmente quantificada ensaiando a actividade 

fosfohidrolase com manose-6-fosfato, de baixo Km , em microssomas não tratados 

e em microssomas tratados para ficarem totalmente rompidos. Baixas 

concentrações de manose-6-fosfato só são hidrolisadas pela fosfohidrolase 

existente nos microssomas rompidos (Arion et al., 1982). 

Um modelo alternativo do funcionamento da G-6-Pase baseia-se numa 

única enzima multifuncional embutida na membrana do rectículo endoplasmático 

e ligada por canais aos espaços intra e extra-vesiculares, com diferente 

permeabilidade à glucose (Bertellot et al., 1995). 

 

 

3.4.2.3 Importância da glucose-6-fosfatase como alv o biológico 
 

Na diabetes tipo 2 a gluconeogénese hepática está significativamente 

aumentada, contribuindo para a hiperglicémia pós-prandial que se observa. A 

inibição farmacológica da G-6-Pase tem sido um método proposto para restaurar 

a sensibilidade à insulina (Rolo & Palmeira, 2006). 

 

 

3.4.2.4 Os inibidores da glucose-6-fosfatase 
 

A glucose comporta-se como um inibidor não competitivo da G-6-Pase 

independentemente da presença de detergentes que vão permeabilizar os 

microssomas. 
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 Em microssomas intactos a inibição por fosfato é não competitiva, mas é 

competitiva na presença de detergentes, o que indica a presença de um 

transportador do fosfato (Arion et al., 1980 b).  

 O vanadato inibe as actividades fosfotransferase e fosfohidrolase, sendo 

mais potente em microssomas tratados com detergentes (Singh et al., 1981). Este 

efeito é suprimido por quelantes de metais como o EDTA, possivelmente devido à 

formação de um complexo EDTA-vanadato (Huyer et al., 1979). Também o 

tungstato é um potente inibidor, sendo também mais potente em microssomas 

tratados com detergente (Foster et al., 1998) 

 A G-6-Pase também é inibida por diversos compostos anfifílicos como 

ácidos gordos e acil-Co A (Fulceri et al., 1995; Mithieux & Zitoun, 1996; Daniele et 

al., 1997). 

 Diversos fosfoinositidos (difosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato, fosfatidilinositol 

4,5-bifosfato e fosfatidilinositol 3,4-bifosfato) são inibidores do tipo competitivo, o 

que sugere uma ligação ao sítio catalítico (Mithieux et al., 1998). 

 Há um outro conjunto de inibidores que são característicos do 

transportador da G-6-P. Estes inibidores da translocase da G-6-P inibem a G-6-

Pase em microssomas intactos mas não nos permeabilizados. Também não 

inibem a actividade pirofosfatase da G-6-Pase. A existência de compostos com 

este tipo de propriedades é um forte argumento a favor da existência de um 

transportador da G-6-P (Arion et al., 1998 a). Inibidores deste tipo são: 

- DIDS (4,4’-di-isothiocianostilbeno-2,2’-disulfonato) (Zoccoli & Karnovsky, 

1980); 

- ácido 3-mercaptopicolínico (Foster et al., 1994); 

- TLCK (tosil-lisilclorometano) e TPCK (tosilfenilalanilclorometano) (Speth & 

Schulze, 1992 b); 

- ácido clorogénico e seus derivados (Arion et al., 1997; Hemmerle et al., 

1997; Arion et al., 1998 b); 

- coidaistatinas A e C (Vertesy et al., 2000; Vertesy et al., 2001). 

- florizina (Arion et al., 1997). 
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3.4.3 GLICOGÉNIO FOSFORILASE 
 
 

3.4.3.1 Função 
 

O fígado é a principal fonte de glucose sanguínea. Numerosos estudos têm 

demonstrado que a produção hepática de glucose está aumentada na diabetes 

tipo 2 na fase pós-absorção estando directamente relacionado com a 

hiperglicémia em jejum (Bollen et al., 1998; Moller, 2001; Radziuk & Pye, 2001; 

Treadway et al., 2001; Staehr et al., 2001).  

A glucose hepática é produzida por duas vias: a glicogenólise (quebra do 

glicogénio) e a gluconeogénese (síntese de glucose de novo). 

A libertação de glucose hepática é regulada por um complexo sistema de 

enzimas. A principal enzima reguladora deste sistema é a glicogénio fosforilase 

(GP), e só a sua forma fosforilada (GPa) tem actividade significativa. A enzima 

GPa catalisa a reacção em que uma ligação glucosídica, unindo dois resíduos de 

glucose, sofre o ataque por fosfato inorgânico (Pi), libertando o resíduo terminal 

não redutor de glucose, como glucose-1-fosfato (G-1-P) a partir do glicogénio. 

Este processo de glicogenólise tem um papel muito importante na produção 

hepática de glucose, enquanto no músculo a G-1-P é utilizada para gerar energia 

metabólica pela via glicolítica (Somsák et.al., 2008). 

 

 

3.4.3.2 Importância da glicogénio fosforilase como alvo biológico 
 

Como já referido a manutenção da glicémia depende em grande parte da 

função hepática em termos de glicogenólise (quebra do glicogénio) e 

gluconeogénese (síntese de glucose de novo). A glicogenólise pode contribuir 

para mais de 70% da produção hepática de glucose, além disso uma quantidade 

considerável da glucose formada na gluconeogénese passa pelo armazenamento 

em glicogénio antes de sair do hepatócito para a corrente sanguínea (Andersen et 

al., 1999; McCormack et al., 2001; Treadway et al., 2001; Roden & Bernroider, 

2003; Oikonomakos et al., 2005; Somsák et.al., 2008). 
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Assim a inibição hepática da GP tanto pode suprimir a produção de glucose 

com origem na glicogenólise como na gluconeogénese (Treadway et al., 2001; 

Oikonomakos et al., 2002; McCormack et al., 2001). 

Como forma de combate à diabetes tipo 2, a inibição da enzima glicogénio 

fosforilase hepática é uma área de investigação importante.  

 

 

3.4.3.3 Caracterização molecular 
 

Nos mamíferos há três enzimas glicogénio fosforilase (GP) (EC 2.4.1.1) 

referidas como musculares, cerebrais ou hepáticas, dependendo a sua 

designação do tecido em que são preferencialmente expressas, e são codificadas 

por diferentes genes localizados respectivamente nos cromossomas humanos 11, 

20 e 14 (McCormack et al., 2001).  

 

 

Figura 15 - Representação esquemática do dímero glicogénio fosforilase b (GPb) com indicação 

dos cinco sítios de ligação: catalítico (activo), inibidor, alostérico, armazenamento do glicogénio e 

novo sítio alostérico (adaptado de McCormack et al., 2001). 

 

A glicogénio fosforilase é um dímero com duas subunidades idênticas 

(peso molecular aproximado 97500 Dalton). Todas as isoenzimas se podem 

converter da forma inactiva (GPb) na forma activa (GPa) através da fosforilação 

da Ser-14 pela fosforilase quinase. Adicionalmente as GP específicas do cérebro 

e músculo também são enzimas alostéricas, a forma b pode-se encontrar 

predominantemente no estado T (“Tense”) e a forma a no estado R (“Relaxed”). A 
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GPb apresenta baixa actividade e baixa afinidade para o substracto enquanto a 

GPa tem elevada actividade e alta afinidade para o substracto (Oikonomakos et 

al., 2000). 

O estado R é promovido pela fosforilação de um resíduo de serina no 

terminal N e por activadores alostéricos como o AMP (um promotor do estado R 

que promove a degradação do glicogénio). Os inibidores alostéricos (por exemplo 

glucose, glucose-6-fosfato e cafeína) retardam a degradação alterando o 

equilíbrio entre o estado T menos activo e o estado R mais activo (Oikonomakos 

et al., 2000; Oikonomakos et al., 2002).  

Em estudos cinéticos com a fosforilase, foram descobertas diferenças na 

regulação pelo AMP das isoformas hepática e muscular: ao contrário da GPb 

hepática a GPb muscular pode ser activada pelo AMP. Partindo de comparações 

cristalográficas destas duas isoformas foram reveladas diferenças na ligação 

entre o AMP e o sítio catalítico que estão relacionadas com a diferente 

sensibilidade à activação pelo AMP (Freeman et al., 2006). 

No entanto a GP específica do fígado, contrariamente à GP específica do 

músculo, é controlada de uma forma muito mais apertada pela fosforilação do que 

pela regulação alostérica. Os efectores alostéricos têm pouco efeito na actividade 

da isoenzima hepática (Radziuk & Pye, 2001). 

A regulação da GP hepática pela glucose é importante no controlo do 

balanço hepático de glucose. A glucose inibe a GP hepática ao causar uma 

alteração conformacional para o estado T. Nos hepatócitos a GPa é rapidamente 

desfosforilada a GPb inactiva, pela proteína-fosfatase-1 (Freeman et al., 2006). A 

importância da glucose para a regulação da GP muscular é menos clara, há 

estudos a referirem que a concentração intracelular de glucose varia entre 0,1 e 

0,3 mM no músculo-esquelético humano e de rato (Cline et al., 1998). Neste nível 

de concentrações a glucose per se terá pouco efeito inibidor na GPa do músculo 

(Freeman et al., 2006). 
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Figura 16 - Diagrama esquemático mostrando a regulação da actividade da glicogénio fosforilase 
(GP). A estimulação com glucagom aumenta o nível de cAMP (AMP cíclico), o que conduz através 
de uma série de eventos de fosforilação à activação da fosforilase quinase. Esta enzima converte 
a forma não fosforilada (GPb) na forma fosforilada (GPa). Os dois estados conformacionais T e R 
estão representados respectivamente, na forma de quadrado e circulo. Pi indica o fósforo 
inorgânico, G-1-P a glucose-1-fosfato e G-6-P a glucose-6-fosfato. AMP - adenosina monofosfato, 
ATP - adenosina trifosfato e PP1 indica a proteína fosfatase 1 que está ligada à desfosforilação da 
GP (adaptado de McCormack et al., 2001). 
  

 

3.4.3.4 Os inibidores da glicogénio fosforilase 
 

A existência de isoformas levanta a questão da selectividade da inibição, 

para diminuir a glicemia a isoenzima de GP hepática deve ser o alvo sem afectar 

as outras duas isoenzimas (cérebro e músculo). 

A inibição farmacológica da GP não é de magnitude suficiente a nível 

muscular, para influenciar de forma mensurável o metabolismo do glicogénio 

neste tecido, durante a sua contracção. É então improvável que a inibição da GP 

com o propósito farmacológico de diminuir a hiperglicémia tenha um impacto 

negativo na capacidade metabólica e funcional do músculo. (Lerín et al., 2004).  

Têm sido descritos diversos inibidores farmacológicos da GP, que se 

podem dividir em cinco grupos consoante o local de ligação na enzima: 

1 - sítio catalítico: glucose, glucose-1-fosfato e análogos da glucose (DAB), 

promovem a conversão da fosforilase a em fosforilase b (Massillon et al., 1995); 

2 - sítio do inibidor (ou nucleósido): a este sítio ligam-se diferentes compostos 

aromáticos como a cafeína e flavopiridol. A cafeína inibe a GPa hepática e 

muscular em sinergia com a glucose, sugerindo que os dois compostos se 

conseguem ligar à GP ao mesmo tempo (Kasvinsky et al., 1981). 
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3 - sítio alostérico do AMP (ou nucleótido): ligam-se aqui vários compostos 

fosforilados como AMP, ATP, glucose-6-fosfato e BAY W1870 um derivado 1,4-

dihidroxipiridina-2,2-dicarboxilato (Zographos et al., 1997); 

4 - sítio de armazenamento do glicogénio: local de ligação do glicogénio, de 

malto-oligosacáridos, e da acarbose, este sítio de ligação à enzima produz porém 

um efeito inibitório mais fraco do que o da glucose; 

5 - novo sítio alostérico: dois derivados do indol ligam-se a este sítio CP-320626 e 

CP-91149 (Rath et al., 2000). Os estudos usando CP-91149 evidenciam e dão 

suporte ao conceito de que um inibidor da GP leva também à inibição da 

gluconeogénese e à concomitante hipótese que uma parte substancial do fluxo da 

via gluconeogénica também circula através do glicogénio (Martin et al., 1998). 

 

 

3.5 TRATAMENTO DA DIABETES  
 

 

3.5.1 TERAPÊUTICA CONVENCIONAL 
 

Em geral, o tratamento inicial da diabetes envolve mudanças no estilo de vida, 

especialmente relacionadas com a dieta, exercício físico e controle de peso.  

Quando o controle glicémico adequado não é atingido com essas medidas, 

existem várias opções farmacológicas que devem ser escolhidas de acordo com 

cada caso, visando a redução da glicemia e dos efeitos adversos.  

A primeira terapia descrita para o tratamento da diabetes tem sido uma 

combinação de hipoglicemiantes orais com dieta e exercício (Reddy et al., 1999).  

Indicam-se alguns hipoglicemiantes orais vulgarmente usados: 

 1 – retardam a absorção de hidratos de carbono  

inibidores da α-glucosidase – acarbose, miglitol, voglibose (Van de Laar et al., 

2005); 

2 – reduzem a produção excessiva de glucose no fígado: 

inibidores da glucose-6-fosfatase, biguanidas – metformina (Ram, et al., 2003); 

inibidores da glicogénio fosforilase, acil-ureias (Oikonomakos et al., 2005); 

3 – estimulam a produção de insulina: 
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tiazolidionas ou glitazonas – troglitazona, rosiglitazona (Diamant & Heine, 2003); 

sulfonilureias, – glipzida, clorpropamida, glibenclamida (Lebovitz, 1998). 

Quando o controle glicémico com os hipoglicemiantes orais não é 

alcançado, a insulina torna-se a alternativa para os diabéticos do tipo 2 (Fowler, 

2008). 

Uma grande variedade de agentes farmacológicos actualmente disponíveis 

tem diversos efeitos secundários como, hipoglicémia, acidose láctica e aumento 

de peso, segundo Skyler (2004) e hepatotoxicidade segundo Satyanarayana et al. 

(2004).  

 Há uma grande necessidade de pesquisar novos e mais eficientes agentes 

antidiabéticos orais. Conhecem-se vários preparados vegetais que exibem 

actividade redutora da glicemia, pesquisar novas estruturas com actividade 

antidiabética surge como uma boa perspectiva para o futuro. 

 

 

3.5.2 PLANTAS MEDICINAIS NO TRATAMENTO DA DIABETES 
 

Existem muitos tratamentos tradicionais da diabetes com plantas. Há um 

potencial escondido de produtos naturais úteis para controlar a diabetes. Contudo 

poucas plantas da medicina tradicional foram estudadas de forma científica, 

apesar de a WHO desde 1980 o recomendar. A WHO (2000) publicou um 

documento com as linhas gerais das metodologias para pesquisar e avaliar os 

medicamentos tradicionais. 

 Para uma revisão sobre plantas medicinais com actividade antidiabética 

consultar (Jung, 2006). 

A hipótese de que os antioxidantes das plantas são responsáveis pelos 

efeitos promotores da saúde é suportada por algumas experiências com animais, 

culturas com linhas celulares e estudos químicos in vitro (Halliwell et al., 2005; 

Scalbert et al., 2005). O estudo com animais ou culturas celulares suporta o papel 

dos flavonóides e outros compostos fenólicos na prevenção da diabetes, doenças 

neurodegenerativas, cardiovasculares, cancro e osteoporose (Jiang & Dustin, 

2003; Neuhouser, 2004; Tsuda et al., 2004; Scalbert et al., 2005; Nichenametla et 

al., 2006). Contudo a partir destes resultados é difícil prever no homem, o efeito 
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da ingestão dos polifenois na prevenção das doenças. Uma das razões é estes 

estudos terem sido frequentemente conduzidos com doses ou concentrações 

muito diferentes das observadas em humanos (Scalbert et al., 2005). A 

concentração plasmática máxima atingida é baixa, geralmente da ordem de uma 

micro mole, em parte devido à baixa absorção gastrointestinal e rápido 

metabolismo pelas bactérias do cólon e metabolismo tecidular. Devido à baixa 

concentração atingida in vivo pelos fitoquímicos, tem sido sugerido que a sua 

acção não é exercida directamente, mas sim por modulação de proteínas (e 

enzimas), expressão de genes e sinalização de cascatas celulares (Williams et 

al., 2004; Mandel et al., 2005). In vivo, a forma bioactiva de uma planta não é 

necessariamente o fitoquímico natural, mas conjugados e metabolitos deste. 

(Spencer et al., 2004; Williams et al., 2004).  

 

 

3.5.2.1 Flavonóides 
 

Os flavonóides constituem um grupo importante de polifenois de baixo peso 

molecular amplamente distribuídos em frutas, plantas e vegetais. São usados por 

botânicos e taxionomistas para fins de classificação de plantas (Havsteen, 2002). 

São compostos formados por uma estrutura comum fenilbenzopirona (C6-

C3-C6) com 15 carbonos constituída por dois anéis aromáticos (anéis A e B) 

ligados por uma cadeia com três carbonos que geralmente estão num anel 

heterocíclico aromático (anel C). São biosintetizados pela união de duas 

subunidades, uma proveniente do ácido xiquímico (anel B) e outra da via do 

acetato (anel A) (Havsteen, 2002; Liu, 2004; Crozier et al., 2009). 

 

 

 

Figura 17 - Fórmula estrutural básica dos flavonóides. 
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O esqueleto básico dos flavonóides pode ter muitos substituintes. 

Geralmente os grupos hidroxilo encontram-se nas posições 4’-, 5- e 7-. Os 

açúcares são muito vulgares, na natureza a maioria dos flavonóides encontra-se 

na forma glicosilada. O hidrato de carbono mais vulgarmente encontrado é a D-

glucose mas outros hidratos de carbono como L-ramnose, glicoramnose, 

galactose, xilose e arabinose ou combinações destes podem estar presentes.  

Enquanto os grupos referidos, aumentam a solubilidade dos flavonóides 

em água, outros substituintes como os grupos metilo e isopentilo tornam-nos mais 

lipofílicos (Crozier et al., 2009). 

Devido às inúmeras possibilidades de combinações entre as agliconas e os 

diferentes hidratos de carbono, é grande o número de flavonóides encontrados na 

natureza (Aherne & O’Brien, 2002; Cazarolli et al., 2008a). 

 

 

3.5.2.2 Absorção e metabolismo dos flavonóides 
 

Um factor importante na eficiência da absorção intestinal dos flavonóides 

glicosilados é a metade do açúcar (Hollman et al., 1995). Os flavonóides 

agliconas por serem hidrofóbicos podem ser transportados através da membrana 

por difusão passiva. A metade glicosídica por aumentar a hidrofilia da molécula do 

flavonóide reduz a hipótese de transporte passivo. Isto conduz à teoria de que os 

flavonóides são absorvidos por transporte activo (Aherne & O’Brien, 2002). 

Há evidência indirecta que indica que os flavonóides glicosilados podem 

ser absorvidos intactos no intestino delgado, através do transportador 1 de 

glucose dependente do sódio (SGLT-1) (Hollman et al., 1995; Gee et al., 2000; 

Chang et al., 2005). Contudo um estudo recente em ovócitos de Xenopus laevis 

indicou que o SGLT-1 não transportava os flavonóides e que os flavonóides 

glicosilados e algumas agliconas têm a capacidade de inibir o transportador de 

glucose (Kotra & Daniel, 2007). 

Por outro lado os flavonóides podem voltar ao lúmen intestinal através de 

um eficiente transporte de efluxo (Cazzarolli et al., 2008a). Tem sido descrito que 

os flavonóides são cindidos por enzimas específicas antes da absorção, tanto no 
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lúmen como dentro das células do intestino (hidrolase lactase-florizina, β-

glucosidase citosólica) (Cazarolli et al., 2008a).  

A via metabólica mais vulgarmente seguida pelos flavonóides parece ser a 

das reacções de conjugação com ácido glucorónico ou sulfato (Aherne & O’Brien, 

2002; Cazarolli et al., 2008a; Crozier et al., 2009). A conjugação ocorre primeiro 

no epitélio intestinal, posteriormente estes conjugados atingem o fígado onde são 

metabolizados. 

Os flavonóides e os seus metabolitos que não absorvidos no intestino 

delgado podem ser absorvidos no intestino grosso, sendo aí sujeitos à acção da 

microflora do cólon, que os quebra levando à produção de ácidos fenólicos e 

hidroxicinamatos (Cazarolli et al., 2008a; Crozier et al., 2009). 

Os metabolitos dos flavonóides (assim como os metabolitos da microflora), 

agliconas, glicosidos e os metabolitos conjugados que não são absorvidos podem 

seguir duas vias de excreção, a via biliar ou a via urinária. Os grandes metabolitos 

conjugados são geralmente eliminados pela bílis enquanto os pequenos são 

preferencialmente excretados pela urina. 

Revisões detalhadas da biodisponibilidade dos polifenois nos humanos 

foram publicadas por Manach et al. (2005) e por Crozier et al. (2009). 

 

 

3.5.2.2.1 Actividade antioxidante 
 

A actividade antioxidante dos flavonóides ou o mecanismo envolvido na 

sua acção foi amplamente revista (Pieta, 2000; Amic et al., 2007).  

A configuração e o número total de grupos hidroxilo são factores 

determinantes no mecanismo de actividade antioxidante dos flavonóides.  

Uma estrutura 3’, 4’-catecol no anel B e a presença de grupos hidroxilo 

potencia a inibição de peroxidação lipídica assim como o efeito captador de 

radicais livres (Rice-Evans et al., 1996; Dugas Jr. et al., 2000; Wang et al., 2006; 

Es-Safi et al., 2007). 

A presença de glicosidos, o seu número e posição, na estrutura dos 

flavonóides é outra característica importante dos agentes antioxidantes. Em geral 

as agliconas são antioxidantes mais potentes que as correspondentes formas 
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glicosiladas, conforme demonstrado pela daidzeina, genisteina e os seus 7-

glicosidos, canferritina e os glicosidos de flavonol no chá verde (Burda & Oleszek, 

2001; De Sousa et al., 2004). 

 Os flavonóides também inibem enzimas envolvidas na produção de ROS 

(Cazzarolli et al., 2008a). A inibição das enzimas responsáveis pela produção do 

anião super-óxido é uma das actividades antioxidantes melhor conhecidas dos 

flavonóides (Van Hoorn et al., 2002)  

Um outro possível mecanismo que contribui para a actividade antioxidante 

dos flavonóides é a capacidade que apresentam de quelar os metais impedindo-

os de participar na produção de radicais livres (Cheng & Breen, 2000; Soczynska-

Kordala et al., 2001). 

 

 

3.5.2.2.2 Actividade anti-hiperglicémica 
 

 Os flavonóides estimulam a captação e metabolismo da glucose, regulam a 

actividade e/ou a expressão de enzimas chave do metabolismo de hidratos de 

carbono, actuam como secretagogos de insulina ou protectores da função das 

células β pancreáticas. Ainda, podem actuar como insulinomiméticos contribuindo 

para melhorar o estado diabético (Cazarolli et al., 2008 b). 

Vários estudos têm demonstrado que os flavonóides são absorvidos no 

intestino e nalguns casos, competem com a glucose, em certos mecanismos de 

absorção (Shimizu et al. 2000; Bhathena & Velásquez, 2002).  

Em tecidos de animais tanto in vivo como in vitro, os polifenois não 

glicosilados, têm demonstrado reduzir a absorção de glucose, em condições 

dependentes do sódio (Zhao et al., 2004; Johnston et al., 2005). 

 Um outro possível mecanismo de controlo do nível de glucose é a inibição 

da actividade intestinal da α-glucosidase. A cianidina-3-α-O-ramnosido e a 

pelargonidina-3-α-O-ramnosido, duas antocianidinas têm demonstrado efeitos 

inibitórios da absorção de glucose e da actividade da α-glucosidase (Hanamura et 

al., 2006). Também a luteolina, o canferol a crisina e a galangina têm apresentado 

o mesmo efeito sobre a α-glucosidase (Matsui et al., 2002). Num estudo 

efectuado por Kim et al. (2000) demonstrou-se que tanto a luteolina como a 



 

48 
 

amentoflavona, luteolina 7-O-glicosido e a daidzeina eram fortes inibidores da α-

glucosidase. 

 A glucose presente na urina é um dos sintomas dos doentes diabéticos que 

pode causar complicações graves como a nefropatia. Para reverter esta 

complicação têm sido estudados vários flavonóides, devido ao seu efeito na 

reabsorção e excreção renal de glucose (Shettya et al., 2004; Li et al., 2006). 

Também tem sido referido que os flavonóides afectam os AGE renais e a 

expressão de proteínas envolvidas na nefropatia diabética (Mao & Gu, 2005; 

Yamabe et al., 2006).  

 Diversos investigadores constataram que os flavonóides exercem múltiplas 

acções na síntese e libertação da insulina Jayaprakasam et al. (2005), Lee (2006) 

e Liu et al. (2006) assim como na proliferação das células β (Hii & Howell, 1985; 

Vessal et al., 2003).  

 
 Vários polifenois têm demonstrado afectar o transporte de glucose e o 

funcionamento dos receptores de insulina. Zarzuelo et al. (1996), Ong & Khoo 

(1996, 2000), Jorge et al. (2004) e Liu et al. (2006) demonstraram o efeito 

estimulador de vários polifenois no aporte de glucose e na sua utilização. 

Também foi observada uma significativa redução do transportador de glucose 

hepática GLUT2, e um aumento da expressão do transportador GLUT4 

adipócitario (Jung et al., 2006).  

 Os flavonoides diminuem a acção da enzima G-6-Pase. Ao suplementar a 

alimentação de ratos normais e diabéticos com genisteina e daidzeina verificou-se 

uma significativa redução da G-6-Pase nos grupos tratados com genisteina (Lee, 

2006; Park et al., 2006). Também a epigalocatequina 3-galato mimetiza os efeitos 

da insulina na redução da expressão dos genes da fosfoenolpiruvato 

carboxiquinase e G-6-Pase (Koyama et al., 2004). Jung et al. (2004, 2006) 

efectuaram estudos com hesperidina e naringina em que verificaram uma 

acentuada diminuição da actividade da G-6-Pase e fosfoenolpiruvato 

carboxiquinase hepáticas. Prince & Kamalakkannam (2006) em estudos com 

rutina e Estrada et al. (2005) e Gonzales-Mujica et al. (2005) com quercetina, 

igualmente permitiram concluir que havia diminuição da G-6-Pase. 

Também a actividade da enzima glicogénio-fosforilase é diminuída pelos 

flavonóides. Kato et al. (2008) estudou a relação da estrutura de diversos 
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flavonóides com a actividade inibitória desta enzima. Em ensaios efectuados com 

ratos verificou-se que a goma de Artemisia sphaerocephala melhorava a 

hiperglicemia, hiperlipidémia e a diabetes tipo 2 (Xing et al., 2009). Também em 

ensaios efectuados com ratos Kannappan & Anuradha, 2010 verificaram que a 

naringenina tinha propriedades semelhantes à insulina e prevenia a hiperglicemia 

e Lv et al. (2010) constatou que o astragalosido IV tinha propriedades 

hipoglicemiantes. 

 

 

3.5.3 Genista tenera 
 

Genista tenera (Jacq. Ex Murr) O. Kuntze pertence à família das 

Leguminosae, é um arbusto endémico da ilha da Madeira, em Portugal. 

Este arbusto é composto por ramos curvos e frágeis e as flores são amarelas. 

Floresce entre Março e Julho. Pode atingir os 2,5 m de altura.  

Cresce em solos rochosos, em encostas que vão desde os 50 m de 

altitude, em relação ao nível do mar, até 1000-1500 m (Jardim & Francisco, 2000). 

Segundo a medicina tradicional, a sua parte aérea é usada pela população 

sob a forma de infusão, para o tratamento da diabetes. 

O estudo da composição química da planta revelou a presença de 

alcalóides e de flavonóides que são os principais metabolitos secundários e 

marcadores químicos do género Genista (Harborne, 1994). 

É a produção de metabolitos secundários que dá à Genista tenera as suas 

propriedades medicinais e a torna uma fonte rica em compostos bioactivos. 

Em estudos prévios foram identificados dez alcalóides, sendo maioritários a 

anagirina, lupanina, citisina, N-metilcitisina e N-formilcitisina, também se 

identificaram dehidrocitisina, 5,6-dehidrolupanina, rombifolina, afilina e 

termopsina. (Martins et al., 2005). 

Também foram identificados vários flavonóides na planta Genista tenera. 

Por FAB-MS/MS, num extracto em éter dietílico identificaram-se as flavonas 

apigenina, e crisoeriol e as isoflavonas genisteina, 3’-O-metilorobol, 5-O-

metilgenisteina e alpinumisofavona (Borges et al., 2001; Martins et al., 2002). Por 

LC-DAD-ESI-MS e NMR num extracto em acetato de etilo identificaram-se como 
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compostos maiores, genisteina-8-C-glucosido e genisteina-7-O-glucosido e como 

composto menor, luteolina-7-O-glucosido e em traços luteolina-7,3’-di-O-glucosido 

e rutina (Rauter et al., 2005). Por CE-MS num extracto em n-butanol identificou-se 

a presença de vinte e seis flavonóides, cinco flavonóides agliconas, cinco 

flavonóides monoglicosidos, dois flavonóides diglicosidos, um flavonóide 

triglicosido, três monoacetil flavonóides, um diacetil flavonóide e um acetil 

flavonóide glicosido (Edwards et al., 2006). 

 

 
 

Figura 18 -  Genista tenera (Jacq. Ex Murr) O. Kuntze  

 

 

3.6 NUTRACÊUTICOS E ALIMENTOS FUNCIONAIS 
 

“Deixem o alimento ser o remédio e o remédio ser o alimento” referiu 

Hipócrates 2500 anos antes de Cristo, desconhecedor da pertinência da sua 

afirmação na actualidade. A ciência da nutrição humana evoluiu da prevenção de 

deficiências nutricionais, para dar ênfase à manutenção da saúde e redução do 

risco de se sofrer de doenças crónicas. Tradicionalmente os produtos alimentares 

eram desenvolvidos para o paladar, aspecto, valor e conveniência do consumidor. 

O desenvolvimento de produtos tendo em vista a sua aplicação na saúde é um 

conceito novo que reconhece o papel da dieta na prevenção das doenças e no 

seu tratamento (Ramaa et al., 2006).  
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O termo “alimento funcional” foi introduzido pela primeira vez no Japão no 

meio dos anos 1980 e referia-se a alimentos processados que continham 

ingredientes que auxiliavam funções específicas do corpo para além de serem 

nutritivos. Até à presente data o Japão é o único país que possuiu um 

regulamento aprovado para o processamento de alimentos funcionais. 

Conhecidos como Foods for Specified Health Use (FOSHU), estes alimentos 

recebem um selo de aprovação do Ministro da Saúde e Bem-Estar do Japão 

(Sumi, 2008) 

Os alimentos funcionais têm sido amplamente definidos como “alimentos 

similares em aspecto aos alimentos convencionais que são consumidos como 

parte de uma dieta normal e têm demonstrado benefícios fisiológicos e/ou 

reduzem o risco de doenças crónicas para além das funções nutricionais básicas” 

(Clydesdale, 1997). Os FOSHU caem nesta categoria. Os alimentos funcionais 

são considerados alimentos e demonstram o seu efeito em quantidades que 

podem ser normalmente consumidas numa dieta normal (Moraes & Colla, 2006). 

Os alimentos naturais podem ser anunciados e vendidos como alimentos 

funcionais desde que acompanhados de documentação em que seja 

demonstrado o novo benefício para a saúde (Kwak & Jukes, 2001). 

O termo nutracêutico surgiu em 1989 quando o Dr. Stephen DeFelice o 

criou da união de nutrição e farmacêutico. Segundo DeFelice pode-se definir 

nutracêutico como “um alimento ou parte de um alimento que fornece benefícios 

medicinais e à saúde, incluindo a prevenção e/ou tratamento duma doença.” Os 

nutracêuticos podem ir desde nutrientes isolados até alimentos geneticamente 

manipulados (“designer foods”) e produtos herbais (Ramaa et al., 2006). Os 

nutracêuticos são compostos químicos bioactivos naturais que se caracterizam 

por promoverem a saúde, prevenirem a doença ou possuírem propriedades 

medicinais. O âmbito dos nutracêuticos é substancialmente diferente do dos 

alimentos funcionais. Os nutracêuticos podem contribuir para a prevenção e o 

tratamento de doenças ao passo que os alimentos funcionais apenas se 

relacionam com a redução do risco de doença. Em contraste com os 

nutracêuticos, os alimentos funcionais encontram-se entre os alimentos comuns. 

Pensa-se que os nutracêuticos são benéficos no tratamento de várias 

doenças (Ferrari, 2004; Ramaa et al., 2006). Baseado em estudos 

epidemiológicos, experiências com animais, ensaios clínicos e estudos 
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bioquímicos nutricionais, estes suplementos da dieta são correntemente 

reconhecidos como benéficos para as doenças coronárias, cancro, osteoporose, e 

outras doenças crónicas e degenerativas como a diabetes, doenças de Parkinson 

e Alzheimer (Mandel et al., 2005). Isto conduziu a um ímpeto na investigação dos 

mecanismos de acção de nutracêuticos e dos seus compostos bioactivos. 

 Os benefícios para a saúde de nutracêuticos com origem em plantas 

(fitoquímicos) são os mais vulgarmente estudados. Como o stresse oxidativo 

desempenha um papel central no envelhecimento e nas doenças relacionadas 

com a idade, os antioxidantes das plantas, como as vitaminas C, vitamina E, 

carotenoides (β-caroteno, licopeno e luteína) e os compostos fenólicos 

(flavonoides), têm sido propostos como os componentes destes alimentos 

vegetais responsáveis pela promoção da saúde (Willcox et al., 2004; Stanner et 

al., 2004; Sharma, 2006). No caso da diabetes, por esta ser uma doença 

metabólica em que a restrição e a alteração da dieta são mandatórias, os 

alimentos funcionais e os nutracêuticos podem assumir uma importância 

reforçada. 
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4 METODOLOGIAS E RESULTADOS 
 

 

4.1 MATERIAL VEGETAL 
 

As partes aéreas da planta foram colhidas na ilha da Madeira no início do 

período da floração. 

As amostras a analisar foram colhidas por Susana Fontinha e Padre 

Manuel Nóbrega colaboradores do Jardim Botânico da Madeira, que depositaram 

um voucher da planta recolhida (MADJ 2508) no herbário desta instituição. 

 

 

4.1.1 EXTRACÇÃO 
 

Uma amostra da planta (162,71 g) foi seca ao ar à temperatura ambiente 

na ausência de luz solar directa e foi moída, fez-se a extracção num sistema 

Soxhlet com 2,5 L de etanol. O extracto foi posteriormente filtrado sob vácuo num 

funil de Bϋchner e evaporado até à secura em rotavapor. 

O resíduo (40,49 g) foi redissolvido em 150 mL de água quente, filtrado e 

sucessivamente fraccionado em 150 mL de éter dietílico, 500 mL acetato de etilo 

e 1 L de n-butanol. Posteriormente levaram-se as fracções à secura sob vácuo. 

 

 

4.2 ACTIVIDADE ANTI-OXIDANTE  
 

 

4.2.1 ENSAIO DO ÁCIDO TIOBARBITÚRICO (TBARS)  
 

O método conhecido como ensaio das espécies reactivas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), diz respeito à medição espectrofotométrica do pigmento 

rosa, produzido pela reacção do ácido tiobarbitúrico com o malondialdeído (MDA) 
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e outros produtos secundários da peroxidação dos lípidos. Para tentar ultrapassar 

esta limitação o complexo TBA-MDA foi extraído da mistura de reacção com um 

solvente orgânico e a quantificação foi feita usando este extracto de n-butanol. A 

avaliação da absorvência a 532 nm dá uma medida da extensão da degradação 

dos lípidos. 

Os resultados do ensaio TBA-MDA apresentam-se como TBARS 

expressos como MDA. 

Os extractos de Genista tenera foram testados e comparados entre si e em 

comparação com o ácido ascórbico, quanto à sua capacidade como inibidores da 

oxidação dos lípidos. 

O ácido tiobarbitúrico adicionou-se às amostras que tinham o 

homogeneizado de gema de ovo como meio rico em lípidos. A gema é composta 

por aproximadamente 50% de água sendo também muito rica em lípidos e 

proteínas e pobre em hidratos de carbono. Esta composição pode variar bastante, 

dependendo do tipo de alimentação das aves. Segundo USDA (2000) os 

principais lípidos da gema são: triglicerídeos (65,5%), seguidos dos fosfolípidos 

(28,3%), com pequenas quantidades de colesterol (5,2%) e ácidos gordos livres 

(1%). Os principais ácidos gordos em percentagem do peso da gema são: os 

ácidos gordos saturados (mirístico (1%), palmítico (23%), esteárico (4%)) e os 

ácidos gordos insaturados (palmitoleico (5%), oléico (47%), linoleico (16%), 

linolénico (2%)) (National Research Council, 1976). 

As amostras, em quinze ensaios separados, foram aquecidas a 95 °C 

durante 1 hora para que se desse a formação do complexo TBARS-MDA. 

Adicionou-se butiril-hidroxitolueno ao meio de reacção para evitar a oxidação dos 

lípidos da amostra durante a incubação a 95 °C. 

 

 

4.2.1.1 Reagentes 
 

Os reagentes a seguir indicados foram adquiridos a Sigma, St. Louis, Mo., USA: 

ácido tiobarbitúrico, butiril-hidroxitolueno, dodecil sulfato de sódio e ácido 

ascórbico. Todos os outros reagentes utilizados são de grau analítico. 
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4.2.1.2 Preparação das amostras 
 

Os extractos foram redissolvidos nos respectivos solventes (água, acetato de 

etilo, n-butanol e éter), para a concentração testada (400 mg/L). Efectuaram-se no 

total quinze ensaios separados.  

 

 

4.2.1.3 Procedimento experimental 
 

O procedimento experimental foi conduzido segundo o método de Graça et 

al. (2006) para a determinação de espécies reactivas ao ácido tiobarbitúrico, para 

determinar a capacidade antioxidante dos extractos de Genista tenera. Cada 

extracto foi ensaiado na concentração de 400 mg/L. Como meio rico em lípidos 

usou-se um homogeneizado de gema de ovo, uma alíquota de gema de ovo foi 

preparada na concentração de 10% (p/v) com KCl (1,5%, p/v). Esta mistura foi 

depois homogeneizada durante 30 segundos, seguindo-se uma ultrasonicação 

por mais 5 minutos. Num tubo de ensaio colocaram-se 500 µL do homogeneizado 

a 10% (p/v) e 100 µL de extracto solubilizado no respectivo solvente (água, 

acetato de etilo, n-butanol e éter), e perfez-se o volume de 1 mL com água 

destilada. De seguida adicionou-se 1,5 mL de ácido acético a 20% (pH 3,5), 1,5 

mL de ácido tiobarbitúrico (TBA) a 0,8% (p/v) em 1,1% (p/v) de dodecil sulfato de 

sódio (SDS) e 50 µL de butiril-hidroxitolueno a 4%. A mistura foi agitada num 

vortex e aquecida a 95ºC durante uma hora. Após arrefecimento à temperatura 

ambiente, adicionou-se a cada tubo 5 mL de n-butanol, agitaram-se os tubos num 

vortex e centrifugaram-se a 3000 rpm durante 10 minutos. Mediu-se a 

absorvência do sobrenadante a 532 nm num espectrofotómetro Hitachi U-2001  

Para a determinação do branco (para permitir a absorvência da solução do 

extracto), o homogeneizado de gema de ovo foi substituído por água destilada e 

seguiu-se o procedimento anteriormente descrito. 

Fez-se um controlo negativo com 100 µL de água, acetato de etilo, butanol 

ou éter em vez do extracto. O ácido ascórbico foi usado como controlo positivo e 

foi testado na concentração de 0,1% no meio de reacção final do ensaio. Cada 

extracto ou controlo foi medido em quinze ensaios separados. O índice 
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antioxidante foi calculado como uma percentagem do controlo pela seguinte 

fórmula: 

 

Índice Antioxidante % = (Ac - Aa) / Ac x 100 

 

Onde Aa é a diferença da absorvência a 532 nm entre o branco e a 

amostra; Ac é a absorvência do controlo totalmente oxidado. 

 

Tabela 1 - Esquema de pipetagem dos diferentes compostos intervenientes no ensaio de TBARS-
MDA. 

 
Controlo 
negativo 

Controlo positivo 
(ácido ascórbico) 

Extractos  
(400mg/L) 

Branco 
Reagentes 

Homogeneizado  
gema ovo (10%) 500 µL 500 µL 500 µL  

Extractos (400mg/L)    100 µL  
Ácido ascórbico  

(40mg/L)  100 µL   

H2O 400 µL 400 µL 400 µL 900 µL 
Solvente do extracto  100 µL   100 µL 

Ácido acético  
(20% pH 3,5) 1,5 mL 1,5 mL 1,5 mL 1,5 mL 

TBA (0,8%)  1,5 mL 1,5 mL 1,5 mL 1,5 mL 
BHT (4%) 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 

Agitar 

Incubar 95 ºC/1 hora 
Arrefecer à temperatura ambiente 

n-Butanol  5 mL 5 mL 5 mL 5 mL 
Agitar 

Centrifugar 3000 rpm/10 minutos 
 

 

4.2.1.4 Resultados e discussão 
 

Ao pesquisar a influência dos extractos de Genista tenera na inibição do 

stresse oxidativo observou-se que a mistura de reacção apresentava uma 

coloração não característica do aducto MDA-TBA (ver figuras 19 e 20). No início 

do ensaio as soluções apresentavam cor amarela, em vez de cor-de-rosa, cerca 

de uma hora depois ficavam cor-de-laranja e ao fim de várias horas apresentavam 

um tom vermelho. Adicionalmente, analisando o espectro de absorvências das 

misturas que continham os extractos de Genista tenera a vários comprimentos de 

onda, tornou-se evidente que o cromogéneo formado tinha um máximo de 
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absorvência a 455 nm, enquanto o máximo de absorvência do aducto TBA-MDA é 

a 532 nm 

A taxa de formação da banda de absorção a 530-532 nm depende do tipo 

de aldeído e das condições da reacção (Gusmán-Chosas et al., 1997). 

 

 

Figura 19 – Tubos com as fases orgânica (n-butanol) e aquosa do ensaio de quantificação do 

complexo TBA-MDA. Evidencia-se o rápido desenvolvimento da cor amarela/laranja. 

 
 

 
Figura 20 – Células para leitura em espectrofotómetro com o extracto butanólico. Observa-se uma 
cor que não é característica do aducto TBA-MDA. 
 

Não foi viável quantificar os produtos de lipoperoxidação por este método 

devido a uma alteração da coloração característica do complexo MDA-TBA, 

existem algumas possíveis explicações. Também Burits et al. (2001) se refere a 

um ensaio com este desenvolvimento de cores. 

Segundo Gusmán-Chosas et al. (1997) a reacção entre MDA e TBA dá 

origem a um produto de reacção com uma cor rosa claro e uma banda de 

absorção estável, intensa e estreita a 532 nm. 

Mas, quando reagem quantidades equimoleculares de TBA e MDA, 

primeiro forma-se um produto intermediário (aducto incolor) que só é estável 

numa atmosfera inerte (N2). Em condições aeróbias este aducto incolor dá origem 

a uma mistura de cor amarela e vermelha, sendo o vermelho predominante. A cor 

laranja também aparece com excesso de TBA e condições aeróbias. A reacção 

de alque-2-enais de cadeia simples com quatro a oito carbonos, com o TBA, 
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produz pigmentos amarelos que têm o máximo de absorção a 455 nm, laranja, a 

495 nm e vermelhos a 532 nm. A formação destes pigmentos depende das 

condições da reacção. A reacção dos aldeídos com TBA em excesso e a 100 °C 

produz o pigmento amarelo após 15 minutos, o laranja após 2-6 horas e o 

vermelho entre 25-26 horas. A formação destes pigmentos requer a existência de 

oxigénio molecular (Kosugi et al., 2004). 

Por este motivo não se terá conseguido fazer a determinação a 532 nm no 

fim da fase de extracção com n-butanol. 

Mas mesmo que pequenas quantidades de MDA estejam presentes 

podem-se formar grande quantidade do aducto MDA-TBA. Isto porque durante o 

ensaio os peróxidos lipídicos se quebram para libertar MDA. Ao homogeneizado 

de gema de ovo deveria ter-se adicionado um composto com ferro, incubar 

previamente a mistura durante uma hora antes do aquecimento a 100 °C, (Jia et 

al., 2010). O ferro não é necessário para a quebra dos peróxidos lipídicos mas 

sim para a reactividade do TBA. Isto pode estar relacionado com a capacidade 

que o ferro tem de decompor os peróxidos lipídicos com libertação de radicais 

peroxilo, que são os percursores do MDA. Estes radicais quando libertados 

podem iniciar posteriores peroxidações durante a fase de aquecimento do ensaio. 

Na ausência de ferro e de peróxidos lipídicos, os ácidos gordos não sofrem uma 

peroxidação significativa, durante a fase de aquecimento do teste (Gutteridge & 

Quinlan, 1983). Também por este facto não terá sido possível fazer as 

determinações espectrofotométricas. 

 

 

4.2.2 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR (MTT) 
 

A viabilidade celular foi estudada pelo método do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-

2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazolio), que se baseia na clivagem do sal de 

tetrazólio pelas desidrogenases mitocondriais de células viáveis, dando origem a 

um produto (formazam) que se acumula no interior das células pois não é capaz 

de atravessar a membrana celular. Ao solubilizar as células com DMSO o 

formazam liberta-se e pode ser detectado de forma fácil por um método 

colorimétrico. A capacidade das células reduzirem o MTT dá uma indicação da 
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integridade e actividade mitocondrial, o que por seu lado pode ser interpretado 

como uma medição da viabilidade celular. O ensaio a seguir descrito está 

adaptado para ser usado com culturas celulares em fase de crescimento. A 

determinação da sua capacidade para reduzir o MTT a formazan, após exposição 

aos extractos a testar e à radiação UV, quando comparada com o controlo 

permite avaliar a capacidade antioxidante (ECVAM, 1990).  

Para se fazerem culturas celulares é necessário manter a temperatura a 37 

°C e o pH do meio entre 7,0-7,2. O tipo de sub-prod utos do metabolismo celular 

tende a baixar o pH do meio, devendo então usar-se um tampão, para evitar o pH 

ácido. O mais utilizado é um sistema bicarbonato/CO2 que requer o fornecimento 

de CO2 da estufa e o bicarbonato do meio de cultura MEM. Este meio também 

contém sais minerais, aminoácidos, vitaminas e glucose (Alberton et al., 2006). 

 

 

4.2.2.1 Reagentes 
 

Os reagentes a seguir indicados foram adquiridos a Sigma, St. Louis, Mo., 

USA: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazolio (MTT), DMSO 

(dimetil sulfóxido), MEM (Minimum Essential Medium), FCS (soro fetal de vitelo), 

tripsina, PBS (tampão fosfato salino), solução de antifúngico (anfotericina B); 

solução de antibióticos (penicilina e estreptomicina). As células H-4-II-E 

(hepatoma de rato) foram compradas a European Collection of Cell Cultures. 

Todos os reagentes utilizados são de grau analítico. 

 

 

4.2.2.2 Cultura de células 
 

As células H-4-II-E foram semeadas em frascos de cultura de tecidos de 75 

cm2, em meio MEM suplementado com 10% de FCS e 1% de antibióticos 

contendo penicilina (10 000 U/mL) e estreptomicina (10 mg/mL) e também 0,1% 

de antifúngico, anfotericina B (250 µg/mL). As células multiplicaram-se livremente 

até 80-90% de confluência a 37ºC numa atmosfera húmida com 10% de CO2 

(câmara de incubação Shel Lab CO2 Séries). O meio foi mudado a cada 3 dias. 
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Quando a culturas estavam 80-90% confluentes as células H-4-II-E foram lavadas 

com 10 mL PBS, destacadas com 1 mL tripsina, contadas e suspensas em meio 

MEM para serem semeadas em placas de 96 poços na densidade de 5x104/mL. 

Executaram-se todas as sementeiras numa câmara de fluxo laminar com 

segurança biológica, classe II tipo A/B3, (Steril Gard - Baker Company). 

 

 
Figura 21 – Células H-4-II-E (hepatócitos de rato). Ampliação 200 X.  
 
 
 

 
Figura 22 – Sala do laboratório de biociências onde decorreu o trabalho analítico. Visualiza-se a 
câmara de fluxo laminar com segurança biológica, classe II tipo A/B3, (Steril Gard-Baker 
Company) e a câmara de incubação (Shel Lab CO2 Series). 
 

 

4.2.2.3 Preparação das amostras 
 

Antes de iniciar o ensaio, as amostras dos extractos foram dissolvidas com 

dimetil sulfóxido (DMSO) na concentração de 20 mg/mL. Efectuaram-se pelo 

menos cinco ensaios separados. 
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4.2.2.4 Procedimento experimental 
 

Conforme referido anteriormente semearam-se placas de 96 poços com 

100 µL de meio MEM com células H-4-II-E na densidade de 5x104/mL. 

Cultivaram-se durante 24 h a 37 °C numa atmosfera h úmida com 10% de CO2 

(câmara de incubação Shel Lab CO2 Series). 

Como controlo positivo usou-se uma solução de ácido ascórbico (20 

mg/mL) e como controlo negativo células em meio MEM sem adição de outros 

compostos. Como branco usou-se meio MEM sem células. Para testar a possível 

interferência do solvente dos extractos, adicionou-se dimetil sulfóxido (DMSO) ao 

meio MEM com células H-4-II-E. 

No segundo dia às 24h de cultura adicionaram-se 5 µL de cada extracto ou 

controlo e incubaram-se as placas durante mais 1 h. Metade das placas foi 

exposta a radiação de uma lâmpada de UV (λ = 257,7 nm Philips TUV G15T8 

UVC) durante 5 minutos, tendo-se voltado novamente a colocar na estufa. 

No terceiro dia às 48 h de cultura adicionaram-se 10 µL de solução de MTT 

(10mg/mL) a cada poço. Após 4 h de incubação inverteram-se rapidamente as 

placas para remover o meio. Lavaram-se os poços com PBS a 5ºC. Para 

solubilizar os cristais de formazam formados adicionaram-se 100 µL de DMSO a 

cada poço e colocaram-se as placas lado a lado num agitador orbital de bancada, 

durante 20 minutos. As leituras efectuaram-se num leitor de microplacas a 492 nm 

e 630 nm (Beijin Perlong New Technology DNM-9602) A solução de formazan tem 

um máximo de absorção entre 540-570 nm mas tem uma boa absorvência a 

490nm, e portanto este filtro foi utilizado já que o filtro de 540 nm não estava 

disponível por impossibilidade técnica. A 620-650 nm a absorvência é devida aos 

fragmentos celulares e às imperfeições da placa, pelo que este comprimento de 

onda é utilizado como leitura da absorvência inespecífica (leitura em branco). A 

leitura final reportada pelo equipamento é o resultado de: absorvência a 492 nm - 

absorvência a 630 nm. 

A percentagem de células que sobreviveram é dada por: (absorvência das 

células tratadas/ absorvência das células controlo) x 100 
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Tabela 2  – Esquema do ensaio de viabilidade celular (MTT) em placas de 96 poços Fez-se o 
dobro das placas, sendo metade das placas irradiadas e a outra metade não irradiada. 

 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A                         

B   Ac ascórbico.         Ext água           

C   Ac ascórbico.         Ext água           

D   Ac ascórbico.         Ext água           

E   DMSO         Ext acetato etilo           

F   DMSO         Ext acetato etilo           

G   DMSO         Ext acetato etilo           

H                         
 

 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A                         

B   Ext éter         
Ext 
butanol           

C   Ext éter         
Ext 
butanol 

          

D   Ext éter         
Ext 
butanol 

          

E   MEM                    

F   MEM                    

G   MEM                    

H                         
Os rectângulos coloridos referem-se aos poços que contêm MEM e células, mas não são 
utilizados no ensaio. Ext.- Extracto; MEM- Minimum Essential Medium; DMSO-Dimetil sulfóxido. 
 

 

4.2.2.5 Análise estatística 
 

A análise de toda a informação colhida nesta pesquisa foi feita de forma 

descritiva. Para variáveis quantitativas calcularam-se médias e desvios padrão. 

A homogeneidade de variâncias testou-se pelo método de Levene. 

A análise inferencial usada com o intuito de confirmar ou refutar evidências 

encontradas na análise descritiva foi o teste t de Student no nível de confiança de 

95%. 

Todos os cálculos foram executados usando o Microsoft® Excel 2010. 
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4.2.2.6 Resultados e discussão 
 

No modelo experimental usado induziu-se o stresse oxidativo e a morte 

celular expondo as células H-4-II-E a radiação UV (λ = 257,7 nm). 

A viabilidade comparativa entre células H-4-II-E não irradiadas e irradiadas 

está representada na tabela 3  e figura 23 . 

 

Tabela 3 – Viabilidade comparativa entre células não irradiadas e irradiadas. 

    Não Irradiadas Irradiadas 

    
Absorvência 

média 
Desvio 
padrão 

Absorvência 
média 

Desvio 
padrão 

MEM 0,012 0,002 0,009 0,003 
Células 0,040 0,021 0,015 0,003 
A absorvência foi determinada medindo o formazam após 4h de incubação das células com MTT 
(concentração final 0,870µg/mL). MEM - (meio de cultura); células - (células H-4-II-E). As médias 
são resultado de pelo menos 5 ensaios separados. 

 

 
Figura 23 – Viabilidade comparativa entre células não irradiadas e irradiadas. A absorvência foi 
determinada medindo o formazam após 4h de incubação das células com MTT (concentração final 
0,870 µg/mL). Cada valor é expresso como média + desvio padrão, num total de 5 ensaios 
realizados.  
 

Pode-se concluir que o modelo experimental utilizado está a funcionar pois 

a absorvência das células irradiadas (0,015) é menos de metade da absorvência 

das células não irradiadas (0,040). 

 

O efeito dos quatro extractos de Genista tenera e do controlo positivo 

(ácido ascórbico) no crescimento celular de células não irradiadas encontra-se 

representado na tabela 4  e na figura 24 . 
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Tabela 4 - Influência dos diferentes extractos de Genista tenera no crescimento das células não 
irradiadas. 

Células não irradiadas 

  
Absorvência 

Média 
Viabilidade 

% 
Desvio padrão  

% 

Células 0,040 100,00 52,97 

Ác Ascórbico 0,042 104,23 22,63 

Ext água 0,041 96,98 29,14 

Ext acetato etilo 0,050 122,33 37,78 

Ext butanol 0,036 70,94 35,55 

Ext éter 0,039   109,89   55,34 
Células H-4-II-E não irradiadas (controlo negativo) e ácido ascórbico (controlo positivo). Ext – 
Extracto. 
A % de viabilidade celular foi determinada medindo o formazam após 4h de incubação das células 
com MTT (concentração final 0,870µg/mL). Concentração dos extractos estudados 400 mg/L. 
Concentração do controlo positivo (ácido ascórbico) 400mg/L. As médias são resultado de pelo 
menos 5 ensaios separados. 
Na coluna da viabilidade em percentagem onde se coloca * assinala-se diferença estatisticamente 
significativa entre o valor indicado e o valor obtido para as células não irradiadas sem adição de 
compostos (teste t de Student, p<0,05). 
 

 
 

Figura 24 – Influência dos diferentes extractos de Genista tenera no crescimento das células não 
irradiadas. A viabilidade foi determinada in vitro em células H-4-II-E e o ácido ascórbico (400 mg/L) 
foi usado como controlo positivo. Cada valor é expresso como média + desvio padrão. As médias 
são resultado de pelo menos 5 ensaios separados. Nas colunas da viabilidade em % onde se 
coloca * assinala-se diferença estatisticamente significativa entre o valor indicado e o valor obtido 
para as células não irradiadas sem adição de compostos (teste t de Student, p<0,05). Ext – 
Extracto. 

 

Também é possível verificar (tabela 4  e figura 24 ) que os extractos de 

Genista tenera modulam o crescimento celular normal. Acredita-se que isso se 

deve aos flavonóides presentes nesses extractos, que possuem actividade 
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antioxidante, bloqueando os radicais livres e protegendo as células da 

lipoperoxidação e do envelhecimento (Ferguson, 2001). As propriedades 

indutoras do crescimento celular são evidentes no extracto de Genista tenera em 

acetato de etilo (122,33 % viabilidade) e também se evidenciam no extracto em 

éter (109,89% viabilidade) quando comparadas com as células H-4-II-E sem 

adição de extractos (100% viabilidade). 

Pelos resultados do teste t de Student no nível de confiança em estudo 

(95%), pode-se inferir que as diferenças de viabilidade celular que os extractos 

apresentam não são estatisticamente significativas em relação ao controlo 

negativo (células não irradiadas sem adição de compostos). 

 

O efeito citoprotetor contra as lesões causadas pela irradiação com UV 

conferido pelos extractos em estudo de Genista tenera, assim como pelo controlo 

positivo (ácido ascórbico) e para o controlo negativo (MEM com células) está 

representado, em termos de percentagem de viabilidade celular, na tabela 5 e na 

figura 25 . 

 

Tabela 5 – Viabilidade em percentagem das células irradiadas expostas a diferentes extractos de 
Genista tenera. 

Células não irradiadas Células irradiadas 
Viabilidade 

% 
Desvio 

padrão % 
Viabilidade  

% 
Desvio  

padrão % 

Células 100,00 52,97 38,18 7,73 

Ác Ascórbico 104,23 22,63 45,05 26,35 

Ext água 96,98 29,14 59,34* 21,07 

Ext acetato etilo 122,33 37,78 67,70* 39,57 

Ext butanol 70,94 35,55 67,82* 22,36 

Ext éter 109,89 55,34 87,80* 52,77 
Células H-4-II-E (controlo negativo) e ácido ascórbico (controlo positivo). Ext – Extracto. 
A % de viabilidade celular foi determinada medindo o formazam após 4h de incubação das células 
com MTT (concentração final 0,870µg/mL). Concentração dos extractos estudados 400 mg/L. 
Concentração do controlo positivo (ácido ascórbico) 400mg/L. As médias são resultado de pelo 
menos 5 ensaios separados. 
Na coluna da viabilidade em % das células irradiadas onde se coloca * assinala-se diferença 
estatisticamente significativa entre o valor indicado e o valor obtido para as células irradiadas sem 
adição de compostos (teste t de Student, p<0,05). 
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Figura 25  – Viabilidade celular em % proporcionada pelos extractos de Genista tenera em água, 
butanol, acetato de etilo e éter (400 mg/L) após indução do stresse oxidativo por radiação UV (λ = 
257,7 nm). A viabilidade foi determinada in vitro em células H-4-II-E e o ácido ascórbico (400 
mg/L) foi usado como controlo positivo. Cada valor é expresso como média + desvio padrão. As 
médias são resultado de pelo menos 5 ensaios separados. Nas colunas onde se coloca * assinala-
se diferença estatisticamente significativa entre o valor indicado e o valor obtido para as células 
irradiadas sem adição de compostos (teste t de Student, p <0,05). Ext – Extracto. 

 
A partir dos resultados do ensaio in vitro de viabilidade celular pode-se 

concluir que houve inibição do stresse oxidativo induzido por radiação UV (λ = 

257,7 nm) pelos extractos de Genista tenera em água (59,34 % viabilidade), 

acetato de etilo (67,70 % viabilidade), butanol (67,82 % viabilidade) e éter (87,80 

% viabilidade). Para todos os extractos em estudo as percentagens de viabilidade 

celular foram superiores à do controlo positivo (45,05 % viabilidade). 

Apresentando o extracto em éter seguido dos extractos em butanol e acetato de 

etilo as melhores percentagens de inibição do stresse oxidativo. 

Pelos resultados do teste t de Student no nível de confiança em estudo 

(95%), pode-se inferir que os extractos apresentam diferenças estatisticamente 

significativas do controlo negativo (células irradiadas sem adição de compostos) 

assinalados com o expoente (*), conforme observável na tabela 5 e na figura 25 . 

O ácido ascórbico não apresenta diferença estatisticamente significativa do 

controlo negativo, provavelmente devido ao efeito da variabilidade experimental. 

Não há um método de ensaio da capacidade antioxidante amplamente 

aceite como único e aplicável à grande variedade de matrizes e compostos a 

analisar (Ozyurt et al., 2007). 

0.00

20.00

40.00

60.00

80.00

100.00

120.00

140.00

160.00

180.00

Células Ác
Ascórbico

Ext água Ext
acetato

etilo

Ext
Butanol

Ext éter

V
ia

bi
lid

ad
e 

(%
)

Viabilidade das células irradiadas expostas a 
diferentes extractos de Genista tenera

Células não irradiadas Células irradiadas

*

*

*

*



 67 

O MTT é um método relativamente simples de executar, rápido, sensível e 

económico quando comparado com outros usados para determinar a capacidade 

antioxidante dos extractos de plantas. Requer pouca quantidade de material para 

a detecção e quantificação da actividade antioxidante dos extractos das plantas 

(ECVAM, 1990; Muraina et al., 2009). Este método pode ser empregue como uma 

primeira pesquisa da capacidade antioxidante dos extractos das plantas, antes de 

se efectuar um estudo detalhado do mecanismo antioxidante (Muraina et al., 

2009). 

 

 

4.3 TESTES ENZIMÁTICOS  
 

 

4.3.1 ENSAIO DA ACTIVIDADE INIBITÓRIA DA ENZIMA  

4.3.2 α-GLUCOSIDASE 
 

 

A enzima α-glucosidase pode cindir as ligações glucosídicas α-1,4 externas 

de polissacáridos, removendo gradualmente glucose.  

Neste ensaio usou-se como substracto a maltose e quantificou-se a 

glucose libertada através de uma reacção com as enzimas glucose-oxidase e 

peroxidase o que origina a um produto corado rosa.  

 

 

4.3.2.1 Reagentes 
 

Os reagentes a seguir indicados foram adquiridos a Sigma, St. Louis, Mo., 

USA: fracção acetónica de intestino de rato, tampão maleato 0.1 M (pH 6.9), 

maltose, kit de diagnóstico para determinação de Glucose (GO), acarbose. Todos 

os reagentes utilizados são de grau analítico. 
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4.3.2.2 Preparação das amostras 
 

Antes de iniciar o ensaio, as amostras dos extractos foram dissolvidas com 

dimetil sulfóxido (DMSO) na concentração de 20 mg/mL. Procedeu-se em seguida 

a uma diluição de 10 µL das amostras com 90 µL de tampão maleato 0,1M (pH 

6,9). A concentração testada foi 400 mg/L. Efectuaram-se no total cinco ensaios 

separados. 

4.3.2.3 Procedimento experimental 
 

A solução enzimática foi preparada com fracção acetónica de intestino de 

rato, como fonte de α-glucosidase.  

Homogeneizaram-se cinquenta miligramas da fracção acetónica de 

intestino de rato com 10 mL de tampão maleato 0,1M a pH 6,9 e centrifugou-se a 

6000xg durante 20 minutos a 4ºC, numa centrífuga Sigma 2K15. O sobrenadante 

obtido antes do ensaio, foi usado como solução enzimática na reacção da α-

glucosidase. O procedimento experimental foi conduzido segundo o método 

modificado de Mai et al. (2007): 50 µL da solução enzimática, foram pré-

incubados a 37ºC durante 10 minutos, com 50 µL de solução do extracto e 100 µL 

de tampão maleato 0.1 M (pH 6,9). A reacção enzimática foi depois iniciada 

adicionando 50 µL de solução substracto de maltose (1% p/v em tampão maleato 

pH 6,9). Deixou-se prosseguir a reacção enzimática a 37ºC durante 30 minutos, 

sendo terminada depois por aquecimento a 100ºC durante 5 minutos. Colocou-se 

seguidamente a mistura de reacção num banho de gelo. Após alguns ensaios 

exploratórios foi retirado o passo de adição de polivinilpirrolidona por interferir com 

os resultados (dados não incluídos no trabalho).  

A glucose gerada foi quantificada com um kit de diagnóstico (Glucose (GO) 

Assay Kit, Sigma, St. Louis, Mo., USA) a 540 nm num espectrofotómetro Hitachi 

U-2001. Por acção da glucose-oxidase a glucose é oxidada a ácido glucónico e 

peróxido de hidrogénio. Na presença de peroxidase o peróxido de hidrogénio 

reage com a o-dianisidina formando-se um produto corado. A o-dianisidina 

oxidada reage com o ácido sulfúrico para formar um produto corado mais estável. 

A intensidade da cor rosa, medida a 540 nm é proporcional à concentração de 

glucose. 
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Como controlo negativo utilizaram-se 150 µL de tampão maleato 0,1 M (pH 

6,9) em vez do extracto. Para a determinação do branco sem enzima, a solução 

de enzima foi substituída por 50 µL de tampão maleato 0,1M (pH 6,9) e 5 µL de 

DMSO, seguindo-se o procedimento anteriormente descrito. A acarbose foi usada 

como composto de referência de inibição e foi testada na concentração de 400 

mg/L. Para cada extracto ou controlo foram efectuados 5 ensaios separados. A 

concentração final de DMSO nos ensaios foi 2%. A taxa de inibição da α-

glucosidase foi calculada como uma percentagem do controlo pela seguinte 

fórmula: 

 

% Inibição= (Ac - Aa) / Ac x 100 

 

Aa é a diferença da absorvência a 540 nm entre o branco e a amostra; Ac é 

a absorvência do controlo. A concentração final do extracto ou do composto de 

referência, para a actividade inibitória da α-glucosidase foi determinada sob as 

condições do ensaio e foi expressa em mg/L.  

 

Tabela 6 – Breve esquema elucidativo da preparação das soluções usadas no ensaio de inibição 
de actividade da enzima α-glucosidase. 

Tampão: Extractos: Acarbose: α-glucosidase: 

Usar tampão Tris base 
0.1 M (pH 6.9) 

20 mg/mL  em DMSO 
 
 
 
 

10 µL Extracto + 90 µL 
Tampão 

 
 
 
 

50 µL no ensaio 
 [ 400mg/L] 

2 mg/mL  em Tampão 
 
 
 
 

50 µL no ensaio 
 [ 400mg/L] 

5 mg/mL Tampão 
 
 
 
 

Homogeneizar 
e 

Centrifugar  
6000xg /4 °C/ 10 min 

 
 

Usar sobrenadantes 
para fazer a 

determinação da 
glucose. 
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Tabela 7  – Esquema de pipetagem dos diferentes compostos intervenientes no ensaio de inibição 
de actividade da enzima α-glucosidase. 

 Branco  Enzima Livre  Acarbose  Extractos  
Extractos     50 µL 
Acarbose    50 µL  
Tampão  195 µL 145 µL 95 µL 100 µL 
DMSO 5 µL 5 µL 5 µL ------------------- 
Enzima  ----------------- 50 µL 50 µL 50 µL 

 
Incubar 37 °C/10 min 

 
Maltose  50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 

 
Incubar 37 °C/10 min 

 
 

Banho Fervente 100 °C/5 min 

 
Centrifugar 4ºC/10 min 

 
Quantificar glucose no sobrenadante (Glucose (GO) Assay Kit, Sigma, St. Louis, Mo., USA)  

 

 

 

4.3.2.4 Análise estatística 
 

A análise de toda a informação colhida nesta pesquisa foi feita de forma 

descritiva. Para variáveis quantitativas calcularam-se médias e desvios padrão. 

A homogeneidade de variâncias testou-se pelo método de Levene. 

A análise inferencial usada com o intuito de confirmar ou refutar evidências 

encontradas na análise descritiva foi a análise de variância (ANOVA one-way) 

com um factor fixo seguida do teste a posteriori de Tukey. As absorvências foram 

transformadas usando raiz quadrada, para normalizar os dados antes de efectuar 

a análise estatística. Todos os cálculos foram executados usando o Microsoft® 

Excel 2010, a análise estatística foi executada com o programa Statistica versão 

6,0 no nível de significância de 5%. 
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4.3.2.5 Resultados e discussão 
 

A percentagem de inibição da enzima α-glucosidase para os quatro 

extractos de Genista tenera em estudo, assim como para o contolo positivo, 

acarbose e para o controlo negativo está representada na tabela 8  e na figura 

26. 

 

Tabela 8  – Actividade da enzima α-glucosidase em presença dos extractos de Genista tenera  
 

 
Absorvência Média  Actividade %  Desvio Padrão % 

Controlo negativo 0,258 d  100,00  12,8 
Controlo positivo 0,076 b  17,39  5,03 
Extracto água 0,175 c  63,42  4,14 
Extracto acetato etilo 0,042 a  2,36  11,28 

Extracto butanol 0,038 a  0,97  10,95 

Extracto éter 0,154 c  50,21  0,85 
Actividade enzimática expressa em percentagem da actividade da enzima sem inibidor.A 
actividade enzimática foi determinada medindo a glucose libertada. Concentração dos extractos 
400 mg/L. A actividade foi determinada usando maltose como substracto e a acarbose como 
controlo positivo. A média das absorvências é o resultado de um total de 5 ensaios realizados. 
Diferentes índices (a-d) indicam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) quando 
comparadas pelo teste a posteriori de Tukey. 
 

 

 
Figura 26  – Actividade da α-glucosidase do intestino delgado de rato em presença dos extractos 
de Genista tenera em água, butanol, acetato de etilo e éter. Actividade enzimática expressa em 
percentagem da actividade da enzima sem inibidor. Concentração dos extractos 400 mg/L. A 
actividade foi determinada usando maltose como substracto e a acarbose como controlo positivo. 
Cada valor é expresso como média + desvio padrão, de um total de 5 ensaios realizados. 
Diferentes índices (a-d) nas colunas da actividade em % indicam diferenças estatisticamente 
significativas (p<0,05) quando comparadas pelo teste a posteriori de Tukey.  

0.00

20.00

40.00

60.00

80.00

100.00

120.00

Enzima
livre

Acarbose Extracto
Água

Extracto
Acetato

etilo

Extracto
Butanol

Extracto
Éter

A
ct

iv
id

a
d

e
 (

%
)

Extractos

α-Glucosidase

d

b

c

a a

c



 

72 
 

A partir dos resultados do ensaio de inibição in vitro da α-glucosidase do 

intestino delgado de rato é evidente que há inibição pelos extractos em n-butanol 

(actividade enzimática reduzida a 0,97 % do total) e acetato de etilo (actividade 

enzimática reduzida a 2,36 % do total). Contudo os extractos em água (actividade 

enzimática reduzida a 63,42 % do total) e em éter (actividade enzimática reduzida 

a 50,21 % do total) apresentam percentagens de inibição bastante inferior à da 

acarbose (actividade enzimática reduzida a 17,39 % do total). 

Pelos resultados do teste a posteriori de Tukey pode-se inferir que o 

extracto em acetato de etilo e o extracto em n-butanol não apresentam diferenças 

estatisticamente significativa um do outro pois apresentam um expoente igual (a) 

mas são diferentes de todos os outros extractos ou controlos. Os extractos em 

água e em éter por apresentarem os expoentes (c) não são estatisticamente 

diferentes um do outro mas são estatisticamente diferentes dos outros extractos e 

controlos. 

O controlo positivo por apresentar o expoente (b) é estatisticamente 

diferente do contolo negativo com o expoente (d) e são ambos estatisticamente 

diferentes dos extractos em estudo, que apresentam outros expoentes no nível de 

significância em estudo (0,05). 

 

O objectivo do tratamento dos doentes diabéticos e pré-diabéticos é manter 

os níveis glicémicos próximos do normal, tanto no período de jejum como no pós-

prandial. Vários produtos naturais têm sido investigados quanto às suas 

características de supressão da absorção de glucose a partir do intestino (Novaes 

et al., 2001; Matsui et al., 2007; Teixeira et al., 2007; Loizzo, et al., 2008; 

Deutschländer et al., 2009;) 

A α-glucosidase é uma glucosidase localizada na membrana ciliada do 

intestino delgado, é uma enzima chave da digestão dos hidratos de carbono 

porque os quebra em monossacáridos facilmente absorvíveis (Andrade-Cetto et 

al., 2008). A inibição da sua actividade no tracto digestivo humano é importante 

no controlo da diabetes, ao atrasar a absorção de glucose oriunda da 

decomposição do amido, reduzindo assim os níveis de glucose pós-prandial e os 

picos de insulina (Andrade-Cetto et al., 2008; Tundis et al., 2010).  

A acarbose tem sido administrada como um hipoglicemiante oral, para 

diminuir a hiperglicémia pós-prandial (Yamashita et al., 1984; Hanefeld, 1998). 



 73 

Têm sido efectuados diversos ensaios clínicos com esta substância (para uma 

revisão consultar Van de Laar et al., 2005; Godbout & Chiasson, 2007). A 

acarbose não tem capacidade ou tem uma capacidade muito reduzida (10-4 a 10-2 

vezes menos) de inibir a α-glucosidase de leveduras, em relação à α-glucosidase 

do intestino delgado (Cogoli & Semenza, 1975; Kameda et al., 1984; Oki et al., 

1999). 

Uma vez que a α-glucosidase de leveduras é diferente da α-glucosidase do 

intestino delgado de rato, optou-se por utilizar no ensaio a segunda enzima com 

base nos estudos desenvolvidos por Oki et al. (1999). Deste trabalho infere-se 

que os estudos convencionais com α-glucosidase de leveduras podem apresentar 

resultados bastante inferiores quando comparados com α-glucosidase de intestino 

delgado de rato, não dando também qualquer informação prática sobre a 

absorção de glucose.  

A sacarose e a isomaltose têm sido usadas como substracto em muitos 

estudos de inibição por flavonoides, da α-glucosidase do intestino delgado de 

rato. Neste trabalho usou-se a maltose por ser o principal produto da digestão do 

amido no intestino delgado.  

Diversos compostos sintéticos inibidores da α-glucosidase têm sido usados 

no tratamento da diabetes, contudo de uma forma geral, têm sido associados 

efeitos colaterais adversos (Heo et al., 2009; Tundis et al., 2010). 

Por isto, há muito tempo que se desejam encontrar inibidores efectivos e 

não tóxicos.  

Neste estudo investigou-se o efeito inibidor sobre a α-glucosidase, dos 

extractos de Genista tenera em n-butanol, acetato de etilo, éter e água para 

esclarecer o possível uso desta planta como um agente anti-hiperglicémico. Os 

extractos em n-butanol e em acetato de etilo evidenciaram um efeito semelhante 

ao do inibidor comercial acarbose e não revelaram genotoxicidade ou 

citotoxicidade conforme reportado em estudos anteriores (Rauter et al., 2009). 

Pela análise dos resultados obtidos, podemos concluir que os extractos de 

Genista tenera em n-butanol e acetato de etilo se revelaram bons candidatos 

como antidiabéticos naturais pois podem diminuir a absorção de glucose e 

prevenir as complicações ligadas à hiperglicémia. 

 

 



 

74 
 

4.3.3 ENSAIO DA ACTIVIDADE INIBITÓRIA DA ENZIMA 
GLUCOSE-6-FOSFATASE 

 

Este ensaio baseia-se na determinação da actividade fosfohidrolase da 

enzima G-6-Pase (Arion & Walls, 1982; Cauntaway et al., 1987).  

 

G-6-P + Enzima                 E-(G-6-P)                E-P + Glucose 

 

 

E-P + H2O              E + Pi 

 

No final da reacção enzimática, mediu-se a quantidade de fósforo libertado 

pela reacção deste elemento com uma solução ácida de molibdato de amónio e 

ácido ascórbico, que dá origem a um cromóforo azul. 

 

 

4.3.3.1 Reagentes 
 

Os reagentes a seguir indicados foram adquiridos a Sigma, St. Louis, Mo., 

USA: glucose-6-fosfato, glucose-6-fosfatase, HEPES (pH 6,5), EDTA, DMSO, 

florizina.  

 Todos os reagentes utilizados são de grau analítico. 

 

 

4.3.3.2 Preparação das amostras 
 

Antes de iniciar o ensaio, as amostras dos extractos foram dissolvidas com 

dimetil sulfóxido (DMSO) na concentração de 20 mg/mL. Procedeu-se em seguida 

a uma diluição de 40 µL das amostras com 60 µL de HEPES 16 mM (pH 6,5). A 

concentração final testada foi 400 mg/L. Foram efectuados no total 12 ensaios 

separados. 

 

 

K5 

K1 

K2 

K3 

K4 
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4.3.3.3 Procedimento experimental 
 

A solução enzimática foi preparada com microssomas de fígado de coelho 

como fonte de glucose-6-fosfatase. Para efectuar esta preparação seguiu-se o 

método de Marccuci et al. (1983) citado por Estrada et al. (2005), em resumo 

homogeneizaram-se 16,74 mg de proteína microssomal com 0,837 mL de solução 

tampão HEPES 5 mM (pH 6,5) contendo 0,25 mM de sacarose e 1 mM de MgCl2. 

Separaram-se alíquotas que se congelaram em azoto líquido (- 80 °C) e se 

descongelaram só no momento da utilização. 

O ensaio enzimático da actividade da glucose-6-fosfatase foi executado 

com algumas modificações segundo o método de Burchell et al. (1988) citado em 

Estrada et al. (2005). A florizina (5,5 µL) e os extractos (5 µL) colocaram-se em 

contacto com a enzima (2,5 µL) a 37 °C durante 40 m inutos, após este tempo 

iniciou-se a reacção pela adição da solução com G-6-P. O ensaio da G-6-Pase foi 

executado num volume final de 100 µL com 5 mM de glucose-6 fosfato (G-6-P), 2 

mM EDTA, 16 mM HEPES (pH 6,5) (solução A) e a mistura da enzima. A reacção 

teve lugar durante 60 minutos a 37 °C, sem agitação , e foi terminada pela adição 

de 1 mL de ácido sulfúrico 0,33 M, com molibdato de amónio a 0,28%, SDS a 

1,11% e ácido ascórbico a 1,11% (solução B). A reacção foi incubada a 47 °C 

durante 20 minutos e mediu-se a absorvência a 820 nm num espectrofotómetro 

Schimadzu UV-1700. Para estudar o efeito de cada extracto, adicionaram-se ao 

ensaio na concentração final de 400mg/L. A concentração final de DMSO nos 

ensaios foi 2%. Como controlo positivo usou-se florizina preparada em DMSO 

(10%), na mesma concentração dos extractos em ensaio.  
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Tabela 9 - Breve esquema elucidativo da preparação das soluções usadas no ensaio de inibição 
de actividade da enzima glucose-6-fosfatase. 

Tampão: Extractos: Florizina: Glucose-6-fosfatase: 

Usar tampão HEPES 
5 mM (pH 6,5) 

20 mg/mL  em DMSO 
 
 
 
 

40 µL Extracto + 60 µL 
Tampão 

 
 
 
 

5 µL no ensaio 
 [ 400mg/L] 

1 mM em  
DMSO 10% 

 
 
 
 

5,5 µL no ensaio 
 [ 400mg/L] 

16,74 mg proteína 
microssomal 

em  
0,837 mL Tampão 

com 
0,136 mM Sacarose 

e 
1mM Cloreto de 

magnésio 
 
 
 
 

2,5 µL no ensaio 
[0,05 mg/mL]  

 
 
 
 

Homogeneizar e 
separar alíquotas. 
Congelar em azoto 

líquido até usar para 
fazer a determinação. 

 

 

 

Tabela 10 – Esquema de pipetagem dos diferentes compostos intervenientes no ensaio de 
inibição de actividade da enzima glucose-6-fosfatase. 

 

Ensaio 

Branco 

(Tampão) 

Ensaio Branco 

(Tampão+DMSO) 
Florizina Extracto Enzima 

Enzima    2,5 µL 2,5 µL 2,5 µL 

Florizina    5,5 µL   

Extracto     5 µL  

DMSO  2 µL    

Tampão  7,5 µL 5,5 µ   5µL 

 Incubar 37 °C/40minutos 

Solução A  92,5 µL 92,5 µL 92 µL 92,5 µL 92,5 µL 

 Incubar 37 °C/60minutos 

Solução B  1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 

 Incubar 47 °C/20 minutos 
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4.3.3.4 Análise estatística 
 

A análise de toda a informação colhida nesta pesquisa foi feita de forma 

descritiva. Para variáveis quantitativas calcularam-se médias e desvios padrão. 

A homogeneidade de variâncias testou-se pelo método de Levene. 

A análise inferencial usada com o intuito de confirmar ou refutar evidências 

encontradas na análise descritiva foi a análise de variância (ANOVA one-way) 

com um factor fixo seguida do teste a posteriori de Tukey. Todos os cálculos 

foram executados usando o Microsoft® Excel 2010, a análise estatística foi 

executada com o programa Statistica versão 6,0 no nível de significância de 5%. 

 

 

4.3.3.5 Resultados e discussão 
 

A percentagem de inibição da enzima glucose-6-fosfatase para os quatro 

extractos de Genista tenera em estudo, assim como para o contolo positivo 

(florizina) e para o controlo negativo está representada na tabela 11 e na figura 

27. 

 

Tabela 11  - Actividade da enzima glucose-6-fosfatase em presença dos extractos de Genista 
tenera  

 
Absorvência média   Actividade %   Desvio padrão % 

Controlo negativo 0,224b  100,00  9,11 
Controlo positivo 0,236b  96,06  8,87 

Extracto água 0,256b  98,33  9,81 

Extracto acetato etilo 0,121a  48,33  35,35 

Extracto butanol 0,182ab  80,25  9,61 
Extracto éter 0,134a  64,42  23,10 
Actividade enzimática expressa em percentagem da actividade da enzima sem inibidor. A 
actividade enzimática foi determinada medindo o fósforo libertado. Inibição por 400 mg/L de 
extracto. A actividade foi determinada usando glucose-6-fosfato como substracto e a florizina 
como controlo positivo. A média das absorvências é o resultado de um total de 12 ensaios 
realizados. Diferentes índices (a-b) na coluna da absorvência média indicam diferenças 
estatisticamente significativas (p<0,05) quando comparadas pelo teste a posteriori de Tukey. 
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Figura 27 – Actividade da glucose-6-fosfatase de microssomas de fígado de coelho em presença 
dos extractos de Genista tenera em água, butanol, acetato de etilo e éter. Actividade enzimática 
expressa em percentagem da actividade da enzima sem inibidor. Concentração dos extractos 400 
mg/L. A actividade foi determinada usando glucose-6-fosfato como substracto e a florizina como 
controlo positivo. Cada valor é expresso como média + desvio padrão, de um total de 12 ensaios 
realizados. Diferentes índices (a-b) nas colunas da actividade em percentagem indicam diferenças 
estatisticamente significativas (p<0,05) quando comparadas pelo teste a posteriori de Tukey.  
 

A partir dos resultados do ensaio de inibição in vitro da glucose-6-fosfatase 

de microssomas de fígado de coelho é evidente que há inibição pelo extracto em 

acetato de etilo (actividade enzimática reduzida a 48,33 % do total). A inibição dos 

extractos em n-butanol (actividade enzimática reduzida a 80,25 % do total) e em 

éter (actividade enzimática reduzida a 64,42 % do total) não é tão evidente e o 

extracto em água (actividade enzimática reduzida a 98,33 % do total) apresenta 

inibição inferior à da florizina (actividade enzimática reduzida a 96,06 % do total). 

Pelos resultados do teste a posteriori de Tukey pode-se inferir que o 

controlo negativo não apresenta diferença estatisticamente significativa do 

controlo positivo (florizina) assim como do extracto em água, pois apresentam um 

expoente igual (b). Os extractos em acetato de etilo e em éter não são 

estatisticamente diferentes, têm em comum o expoente (a) e também apresentam 

em comum com o extracto em n-butanol o expoente (a) porém este extracto não é 

estatisticamente diferente dos controlos negativo, positivo e do extracto em água 

pois também tem o expoente (b). 

A florizina é um conhecido inibidor do transporte de glucose, mas também 

é um inibidor da enzima glucose-6-fosfatase. A inibição é linear e não competitiva. 
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Contudo é um inibidor fraco, a sua forma aglicona, floretina, é mais eficiente 

(Arion et al., 1980 a). 

 Em estudos efectuados com este inibidor concluiu-se que a inibição era ao 

nível do transportador T1 do sistema enzimático (Arion et al., 1997) 

 Como se pretende estudar a inibição da actividade fosfohidrolase da 

enzima este foi o inibidor escolhido por inibir a entrada de glucose-6-fosfato para 

o interior do sistema enzimático, pois sabe-se que a unidade catalítica se 

encontra na face luminal do sistema enzimático (Arion & Walls, 1982; Foster & 

Nordlie, 2002; Nordlie & Foster, 2010). 

Em estudos anteriormente efectuados, verificou-se que a florizina 

apresentava uma percentagem de inibição do sistema enzimático muito reduzida, 

Rodriguez et al. (2008) ou não inibia o sistema enzimático, Estrada et al. (2005) 

quando os microssomas não estavam intactos. Sabe-se que o congelamento dos 

microssomas e as condições do ensaio poderão conduzir ao seu rompimento. Há 

então necessidade de fazer a determinação com manose-6-fosfato, da real 

quantidade de microssomas intactos com que se está a trabalhar pois a 

actividade da manose-6-fosfatase é superior nos microssomas permeabilizados 

do que nos intactos (Arion & Walls, 1982; Guigas et al., 2007).  

Os microssomas utilizados neste estudo possuem uma certa percentagem 

na forma permeabilizada, mas não foi possível quantificar a percentagem intacta. 

Possívelmente justificam-se assim os valores da florizina, obtidos no presente 

estudo. 

Conforme referido no capítulo 3.4.2 a glucose-6-fosfatase é um sistema 

enzimático complexo sendo então necessário fazer o estudo da proporção entre 

os microssomas intactos e permeabilizados. 

Mesmo quando se trabalha com microssomas intactos, há uma proporção 

de 1:10 de microssomas que estão rompidos, designada por componente 

permeabilizado (Arion et al., 1971).  

Esta pequena fracção da enzima pode contribuir substancialmente para a 

actividade catalítica total dos microssomas. Devido à sua insensibilidade à 

florizina e ao seu Km muito mais baixo, a enzima associada com o componente 

permeabilizado, tem uma vantagem cinética sobre o sistema intacto, 

especialmente quando o meio de reacção tem baixas concentrações de 

substracto. Uma vez que a contribuição do componente permeabilizado seja 
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conhecida, pode ser subtraída da quantidade total de fosfato formado (Arion et al., 

1980a).  

Em estudos anteriormente efectuados concluiu-se que a presença de 

EDTA no ensaio, a utilização de tampão com pH entre 5,7-7,0, a temperatura da 

reacção entre 25-37 °C, ou a “idade” da preparação microssomal não vão ter 

influência nas características cinéticas, desde que se subtraia a contribuição do 

componente permeabilizado (Arion et al., 1980 a). A baixa concentração de 

substracto utilizada no ensaio, também é uma possível justificação para os 

resultados obtidos. 

Pode-se afirmar que os extractos de Genista tenera em acetato de etilo, 

éter e n-butanol inibem a enzima G-6-Pase ao nível da unidade catalítica, pois 

como anteriormente referido o ensaio efectuou-se com a enzima associada com o 

componente permeabilizado. Não foi possível verificar se há inibição ao nível do 

transportador T1 por não se ter feito o ensaio com manose-6-fosfato. Há estudos 

que referem como principal local de acção de alguns flavonóides a inibição do 

transportador T1, Rodriguez et al. (2008), Estrada et al. (2005), Gonzales-Mujica 

et al. (2005) ou a inibição do transportador da glucose (Csala et al. 2007). 

 

A hiperglicemia crónica da diabetes conduz a alterações na expressão de 

proteínas envolvidas no metabolismo da glucose, que vão agravar posteriormente 

o equilíbrio metabólico, um processo anteriormente referido no capítulo 3.3.2 

como toxicidade da glucose. Um exemplo é a hiperglicemia promover a indução 

da G-6-Pase, que por seu lado conduz a um aumento da produção hepática de 

glucose. Considera-se então importante quebrar este círculo inibindo a enzima G-

6-Pase. Contudo, segundo Agius (2007) a inibição desta enzima tem duas 

limitações como alvo terapêutico, para o controlo da diabetes tipo 2: baixas 

concentrações de inibidor que causam uma moderada diminuição da glicemia 

resultam em marcadas alterações da expressão de genes envolvidos na 

lipogénese, com o consequente desenvolvimento de fígado gordo e 

concentrações elevadas do inibidor podem causar hipoglicemia severa porque a 

actividade da G-6-Pase é essencial para a produção hepática de glucose tanto 

devida à gluconeogénese como à glicogenólise. Assim podemos dizer que este 

importante alvo terapêutico deve ser manejado com cuidado. 
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Também se sabe que a G-6-Pase é uma enzima chave localizada num 

ponto comum a várias vias metabólicas: gluconeogénese, glicólise e via das 

pentoses-fosfato. A G-6-Pase também desempenha um papel importante na 

regulação do metabolismo hepático do glicogénio, ao controlar o estado activo e a 

distribuição subcelular da enzima glicogénio-sintetase (Gomis et al., 2003). 

Contudo nos ensaios efectuados por Guigas et al. (2007) verificou-se que não 

havia acumulação de glicogénio nos hepatócitos, excluindo-se assim um efeito 

agudo de flavonóides na síntese de glicogénio. Este autor também coloca a 

hipótese da G-6-P divergir da produção hepática de glucose por intermédio da G-

6-Pase e seguir a via das pentoses fosfato. A enzima glucose-6-fosfato 

desidrogenase catalisa o primeiro passo desta via geradora de NADPH, útil tanto 

para os processos anabólicos como para para protecção contra o stresse 

oxidativo. Em ratos com alimentação com alto teor de gorduras, a inibição da G-6-

Pase foi relacionada, com um aumento do fluxo para a via das pentoses fosfato, o 

que sugere um mecanismo de diversão da G-6-P da neoglucogénese para a via 

das pentoses fosfato (Mithieux et al., 2002). Esta explicação é consistente com o 

baixo Km da glucose-6-fosfato desidrogenase para a G-6-P (± 0,2 mM), uma 

concentração próxima do nível fisiológico do fígado. Assim qualquer aumento 

resultante da inibição da G-6-Pase deverá aumentar o fluxo de G-6-P para a 

glucose-6-fosfato desidrogenase, aumentando a produção de NADPH e a 

regeneração do glutatião oxidado, conduzindo por último a uma maior protecção 

das ROS pela glutatião peroxidase. Considerando esta ligação com a protecção 

antioxidante é tentador sugerir que as possíveis propriedades antioxidantes dos 

extractos de Genista tenera nos hepatócitos de rato (células H-4-II-E) poderão 

estar relacionadas com um redireccionamento do carbono da G-6-P para esta via, 

conduzindo a um aumento da produção de NADPH e das defesas celulares 

contra a produção de ROS. 

Este estudo mostra que os extractos de Genista tenera em acetato de etilo, 

éter e n-butanol inibem a enzima G-6-Pase podendo ser interessantes no controle 

da diabetes tipo 2 uma vez que a diminuindo da produção hepática de glucose é 

uma pedra angular na normalização da glicemia dos diabéticos. 
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4.3.4 ENSAIO DA ACTIVIDADE INIBITÓRIA DA ENZIMA 
GLICOGÉNIO FOSFORILASE 

 

A forma activa da enzima catalisa de forma reversível a clivagem da 

molécula de glicogénio para produzir glucose-1-fosfato (G-1-P). No músculo a G-

1-P é utilizada na via glicolítica para a obtenção de energia e no fígado é 

principalmente convertida em glucose que ao ser libertada vai servir outros 

tecidos. 

 

(Glucose)n + P1                                 (Glucose)n−1 + Glucose-1-P 

 

A actividade desta enzima tanto pode ser medida controlando a formação 

de G-1-P como na direcção inversa (Sergienko & Srivastava, 1997).  

Neste ensaio mediu-se a actividade da GPa na direcção da síntese do 

glicogénio, pela libertação de fosfato.  

4.3.4.1 Reagentes 
 

Os reagentes a seguir indicados foram adquiridos a Sigma, St. Louis, Mo., 

USA: glucose-1-fosfato, glicogénio fosforilase, HEPES (pH 7,2), ácido etileno 

glicol tetra-acético (EGTA), glicogénio, cafeína. Todos os reagentes utilizados são 

de grau analítico. 

 

 

4.3.4.2 Preparação das amostras 
 

Antes de iniciar o ensaio, as amostras dos extractos foram dissolvidas com 

dimetil sulfóxido (DMSO) na concentração de 20 mg/mL. Procedeu-se em seguida 

a uma diluição de 40 µL das amostras com 60 µL de HEPES 50 mM (pH 7,2). A 

concentração final testada foi 400 mg/L. Efectuaram-se no total doze ensaios 

separados. 

 

 

Glicogénio-fosforilase 
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4.3.4.3 Procedimento experimental 
 

O ensaio enzimático para determinação da actividade da enzima glicogénio 

fosforilase foi executado segundo o método de Martin et al. (1998) com algumas 

modificações.  

A actividade da enzima glicogénio fosforilase a (GPa), (EC 2.4.1.1) foi 

medida na direcção da síntese do glicogénio, a 25 °C há libertação de fosfato a 

partir da glucose-1-fosfato. Adicionaram-se 5 µL de enzima a 90 µL de tampão 

contendo 50 mM HEPES (pH 7,2), 100 mM de KCl, 2,5 mM de EGTA, 2,5 mM de 

MgCl2 e 1 mg/mL de glicogénio (solução A). Durante 30 minutos fez-se uma 

incubação prévia a 25 °C da enzima com a solução A.  Posteriormente 

adicionaram-se 5 µL de extractos e de cafeína e fez-se nova incubação a 25 °C 

durante 30 minutos. Para dar início à reacção enzimática adicionaram-se 10 µL de 

glucose-1-fosfato (0,5 mM) à mistura anterior e incubou-se a 25 °C durante 30 

minutos. O fosfato libertado foi medido num espectrofotómetro Schimadzu UV-

1700 a 820 nm, 20 minutos após a adição de 1 mL de ácido sulfúrico 0,33 M, com 

molibdato de amónio a 0,28%, SDS a 1,11% e ácido ascórbico a 1,11% (solução 

B). A reacção foi incubada a 47 °C. Como composto d e referência usou-se 

cafeína na concentração de 15 µM.  

 

Tabela 12  - Breve esquema elucidativo da preparação das soluções usadas no ensaio de inibição 
da enzima glicogénio fosforilase. 

Tampão: Extractos: Cafeína: Glicogénio 
fosforilase: 

Usar tampão HEPES 
5 mM (pH 7,2) 

20 mg/mL  em DMSO 
 
 
 
 

40 µL Extracto + 60 µL 
Tampão 

 
 
 
 

5 µL no ensaio 
 [ 400mg/L] 

1 M em água destilada 
 
 
 
 

Diluir até  
300 µM 

 
 
 
 

5 µL no ensaio 
 [15 µM] 

22 UI  
e solubilizar em  

4,4 mL de tampão 
 
 
 

5 µL no ensaio têm 
0,25 UI 

 
 
 

Homogeneizar e 
separar alíquotas. 
Congelar em azoto 

líquido até usar para 
fazer a determinação. 
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Tabela 13 – Esquema de pipetagem dos diferentes compostos intervenientes no ensaio de 
inibição de actividade da enzima glicogénio fosforilase. 

 

Ensaio 

Branco 

(Tampão) 

Ensaio Branco 

(Tampão +DMSO) 
DMSO Cafeína Extracto Enzima 

Solução A  100 µL 95 µL 95 µL 90 µL 90 µL 95 µL 

Enzima     5 µL 5 µL 5 µL 

DMSO   5 µL    

 Incubar 25 °C/30minutos 

Extracto      5 µL  

Cafeína   5 µL  5 µL   

 Incubar 25 °C/30minutos 

G-1-P 10 µL 10 µL 10 µL 10 µL 10 µL 10 µL 

 Incubar 25 °C/30minutos 

Solução B  1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 

  Incubar 47 °C/20 minutos 

 

 

4.3.4.4 Resultados e discussão 
 

A glicogénio fosforilase de músculo de coelho é uma das enzimas mais 

estudadas do ponto de vista da estrutura, do mecanismo e da regulação (Lowry et 

al., 1967; Srivastava & Sergienko, 1997; Wang, 1999; Oikonomakos et al., 2000; 

Rush & Spriet, 2001; Freeman et al., 2006). Por isso foi escolhida para este 

estudo. Esta enzima existe em duas formas interconvertíveis GPb (baixa 

actividade e baixa afinidade para o substracto) e a forma fosforilada na Ser14 a 

GPa (alta actividade e alta afinidade para o substracto) (Oikonomakos et al., 

2000). 

A GP é regulada por uma complexa inter-relação entre vários efectores 

alostéricos que alteram o estado de activação da enzima, foi por isso importante 

pré-incubar a enzima com glicogénio para estabilizar a enzima na sua forma 

dimérica mais activa, antes de iniciar a reacção por adição de G-1-P. 

Como inibidor alostérico utilizou-se a cafeína que se liga ao sítio inibidor da 

enzima e pode alterar o equilíbrio entre um estado R mais activo e um estado T 

menos activo, estabilizando este estado (Oikonomakos et al., 2002). 
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Figura 28 – Estrutura química da cafeína. 
 

A absorvência média da enzima glicogénio fosforilase para os quatro 

extractos de Genista tenera em estudo, assim como para o contolo positivo 

(florizina) e para o controlo negativo está representada na tabela 14 . 

 

Tabela 14 - Absorvência média da enzima glicogénio fosforilase em presença dos extractos de 
Genista tenera. 

  
Absorvência 

média 

EB 1,72 

Controlo negativo 1,83 

Controlo positivo 2,00 

Extracto água 1,98 
Extracto acetato de 
etilo 2,01 

Extracto butanol 1,93 

Extracto éter 1,76 
A actividade enzimática foi determinada medindo o fósforo libertado. A actividade foi determinada 

usando glucose-1-fosfato como substracto e como controlo positivo usou-se florizina. Inibição por 

400 mg/L de extracto. A média das absorvências é o resultado de um total de 12 ensaios 

realizados.  

 

 Os dados obtidos não foram conclusivos, já que não foi possível 

demonstrar uma actividade enzimática reprodutível com a enzima livre e 

respectivo inibidor. Ao pesquisar a influência dos extractos de Genista tenera na 

inibição da enzima glicogénio fosforilase observou-se que a mistura de reacção 

apresentava absorvências com diferenças muito reduzidas entre os diversos 

sistemas operacionais. 

Existem algumas explicações possíveis: 

1 - Como primeira hipótese supôs-se que estes resultados se ficaram a 

dever potencialmente a uma limitação técnica pelo facto de não se ter adicionado 

AMP à mistura de reacção. 
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O maior regulador da enzima isolada do músculo de coelho é o AMP, que 

activa as formas a e b da enzima em graus diversos. A forma b requer AMP para 

se activar e a forma a é posteriormente activada pelo AMP (Newgard et al., 1989; 

Johnson, 1992; Klinov & Kurganov, 2001). 

 Foram referidas concentrações de AMP entre 0,45 µM a 0,1 mM que 

activaram a GPa do músculo de coelho três a quatro vezes, na presença deste 

conhecido efector alostérico (Kasvinsky et al., 1978; Rush & Spriet, 2001) 

 A enzima só apresentava poder catalítico após a ligação de duas 

moléculas de AMP e duas moléculas de G-1-P, sob condições de saturação por 

glicogénio (Sergienko & Srivastava, 1997; Dreyfus et al., 1980; Wang, 1999). 

Após a ligação da primeira molécula de G-1-P a uma das subunidades é induzida 

uma alteração conformacional em ambas as sub-unidades para formar um estado 

intermédio inactivo, a ligação da segunda molécula de G-1-P à enzima resulta 

numa posterior transição conformacional do estado inactivo ao estado activo 

(Wang, 1999). 

2 - Como segunda hipótese considerou-se que os resultados se deviam à 

temperatura de incubação seleccionada. Considerou-se alterar a temperatura de 

incubação da enzima para 30 °C pois em trabalhos an teriormente efectuados foi 

esta a temperatura utilizada (Wang, 1999; Oikonomakos et al., 2000; Freeman et 

al., 2006). Porém não se obtiveram melhores resultados com esta alteração 

técnica (resultados não apresentados). 

3 - Como terceira hipótese pressupõe-se que terá ocorrido uma 

degradação da enzima devido às condições de armazenamento e aos dias de 

utilização após solubilização, que foram superiores ao referido por outros autores. 

Em trabalhos anteriores há referências a perda de actividade enzimática ao fim de 

7 dias com o armazenamento a 0 °C ou temperatura in ferior (Lowry et al., 1967; 

Rush & Spriet, 2001;Freeman et al., 2006). 

 Supõe-se ser pelos factos acima expostos, que a enzima GPa não 

apresentou actividade. 
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5 CONCLUSÕES 
 

A diabetes tipo 2 e as suas complicações têm sido uma causa de 

preocupação cada vez maior das organizações de saúde, devido ao crescente 

número de pessoas a sofrerem desta patologia nos países desenvolvidos e 

principalmente nos países em desenvolvimento, com os consequentes efeitos em 

termos de diminuição drástica de qualidade de vida dos doentes e perdas 

económicas relacionadas com o aumento da mortalidade e morbilidade, 

absentismo e encargos financeiros acrescidos por parte dos serviços de saúde. 

A pesquisa de novos produtos de origem natural com o fim de controlar 

esta patologia e reduzir os gastos tem sido uma área de intensa actividade 

científica. Os flavonóides têm sido amplamente estudados com este fim. 

A Genista tenera é uma planta utilizada desde longa data pela população 

da ilha da Madeira na forma de chá para diminuir a hiperglicemia, com resultados 

muito eficazes, e que permitiu ao longo do tempo a melhoria do estado de saúde 

destas comunidades sujeitas a algum isolamento geográfico. No entanto há 

poucos dados científicos dirigidos a clarificar o seu grande potencial aparente, o 

que leva à necessidade premente de realizar estudos bioquímicos e toxicológicos 

que permitam a sua utilização em larga escala na forma de alimento nutracêutico.  

Em estudos prévios com extractos desta planta, foram identificados vários 

flavonóides, possivelmente responsáveis pelo, efeito biológico na hiperglicémia e 

recentemente foi confirmada a sua bioactividade com estudos em ratos, com 

resultados dramáticos na diminuição de glicemia face ao controlo. 

 

Os objectivos do presente trabalho foram estudar o mecanismo enzimático 

responsável pela actividade anti-hiperglicemiante de quatro extractos de Genista 

tenera. Paralelamente pretendeu-se avaliar a capacidade antioxidante dos 

mesmos extractos.  

Vamos agora analisar em detalhe os resultados obtidos para o método in 

vitro de culturas celulares, para determinação da capacidade antioxidante e os 

resultados para cada um dos métodos enzimaticos estudados. 

 

Ao efectuar ensaios de viabilidade celular com células H-4-II-E pelo método 

do MTT, consegue-se demonstrar que os extractos de Genista tenera não são 
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tóxicos para estas células eucarióticas, sendo este um primeiro passo na 

avaliação toxicológica que permitirá, quando concluída, a sua inclusão em 

formulações destinadas a alimentação humana. Quando se comparam os 

resultados dos quatros extractos de Genista tenera com o controlo (células H-4-II-

E não irradiadas) obtém-se mesmo alguma viabilidade celular acrescida. 

Analisando os resultados do ensaio dirigido ao estudo da actividade 

antioxidante e citoprotectora dos extractos em células irradiadas com UV, pode-se 

concluir que os extractos que apresentaram diferenças estatisticamente 

significativas foram os seguintes (por ordem de maior para menor actividade): 

- éter (no qual tinham sido anteriormente identificadas as flavonas 

apigenina, e crisoeriol e as isoflavonas genisteina, 3’-O-metilorobol, 5-O-

metilgenisteina e alpinumisofavona); 

- n-butanol (em que foram anteriormente identificados vinte e seis 

flavonóides cinco flavonóides agliconas, cinco flavonóides monoglicosidos, dois 

flavonóides diglicosidos, um flavonóide triglicosido, três monoacetil flavonóides, 

um diacetil flavonóide e um acetil flavonóide glicósido); 

- acetato de etilo (em que se identificaram anteriormente como compostos 

maiores, genisteina-8-C-glucosido e genisteina-7-O-glucosido e como composto 

menor, luteolina-7-O-glucosido e em traços luteolina-7,3’-di-O-glucosido e rutina). 

 

Desta forma, evidencia-se que estes extractos são potencialmente bons 

antioxidantes provavelmente devido aos flavonóides que entram na sua 

composição. Estes extractos podem ser considerados como boas fontes de 

antioxidantes naturais para serem incorporados em nutracêuticos usados em 

doenças relacionadas com stresse oxidativo, como é a diabetes tipo 2. Nestes 

doentes terão um papel protector a diferentes níveis, incluindo no ataque 

continuado às células pancreáticas pelos radicais livres, que contribui para a 

depleção de insulina e a necessidade de administração diária de insulina. 

 

Em termos de mecanismo de acção anti-hiperglicemiante directa, pode-se 

presumir que um ou mais dos compostos presentes nos extractos de Genista 

tenera desempenha um papel importante na inibição da enzima α-glucosidase. É 

evidente através da análise dos resultados obtidos que há inibição desta enzima 

pelos extractos em n-butanol e acetato de etilo. Estes extractos apresentaram 
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uma percentagem de inibição bastante superior à do inibidor comercial acarbose, 

que foi utilizada no presente estudo como controlo positivo, e que se encontra 

comercializado com uma das armas terapêuticas de controlo da glicemia, com a 

seguinte posologia: para doentes com peso superior a 60 kg recomenda-se uma 

toma 3 vezes ao dia em dose de 50-200 mg até um máximo de 600mg/dia. A 

utilização de nutracêuticos com os compostos presentes nos extractos em butanol 

e acetato de etilo permitiria reduzir mais eficazmente com menor dosagem a 

hiperglicemia pós-prandial dos doentes com diabetes tipo 2, podendo até ser 

incluída na própria refeição. Há diversos estudos publicados com extractos de 

plantas que inibem esta enzima, mas este é o primeiro estudo com extractos de 

Genista tenera. A inibição desta enzima revela-se de crucial importância no 

retardar da absorção dos hidratos de carbono da dieta que contribuem para a 

hiperglicemia pós-prandial dos indivíduos com diabetes tipo 2. 

 

A glucose-6-fosfatase é a enzima que catalisa o passo final da 

gluconeogénese e da glicogenólise. A sua inibição é extremamente importante no 

controlo da hiperglicemia da diabetes. Os extractos de Genista tenera em acetato 

de etilo, éter e butanol inibem a enzima glucose-6-fosfatase de forma significativa. 

Pode-se teorizar que esta inibição se dá ao nível da unidade catalítica e não do 

transportador, pois o ensaio efectuou-se com a enzima associada com o 

componente permeabilizado. Apesar de não ser um alvo terapêutico muito 

utilizado, pelas implicações fisiológicas em termos de hipoglicemia e de alteração 

do metabolismo lipídico, poderá ser interessante como interveniente em 

associações terapêuticas para controlar de forma suave a entrada de glucose em 

circulação a partir das reservas hepáticas de glicogénio. 

Também se encontram diversas publicações com estudos de plantas ou 

extractos de plantas que inibem a enzima glucose-6-fosfatase, mas é a primeira 

vez que se faz um estudo com Genista tenera. 

 

A verificação do fundamento científico subjacente ao uso popular de 

plantas medicinais, nomeadamente pesquisando e isolando os compostos 

bioactivos presentes nestas plantas responsáveis pela acção no metabolismo dos 

hidratos de carbono, é de grande importância para o desenvolvimento de novos 

compostos terapêuticos com propriedades antidiabéticas. Além disso, o 
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esclarecimento das acções dos extractos desta planta aumenta a segurança e a 

eficácia da sua utilização na diabetes como nutracêutico, com a possibilidade 

desta utilização se vir a generalizar como auxiliar terapêutico ou no âmbito da 

prevenção. 

Os estudos com a Genista tenera comprovaram os efeitos benéficos da 

utilização popular desta planta uma vez que os resultados dos ensaios se 

relacionam com funções fisiologicamente importantes na regulação do 

metabolismo dos hidratos de carbono no organismo e com as propriedades 

antioxidantes. Este estudo evidenciou a Genista tenera como potencial adjuvante 

na terapia da diabetes e também como uma nova fonte de compostos bioactivos, 

potenciais protótipos para síntese de novas moléculas a incluir em alimentos 

nutracêuticos. 
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