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Resumo

O fígado desempenha um papel chave na regulação homeostática da glicose através de uma rede metabólica que converte a glicose e outros 
precursores em glicogénio no estado pós-prandial, enquanto durante o jejum assegura as necessidades fisiológicas de glicose pela via neoglico-
génica e glicogenolítica.
O metabolismo hepático da glicose pode ser caracterizado de uma forma não invasiva em humanos, com o recurso a água deuterada e análise 
da incorporação de deutério na glicose circulante e na UDP-glicose hepática obtida via “biópsia química” com medicação habitualmente usada, 
como o paracetamol. Nesta revisão, as bases bioquímicas do método da água deuterada serão explicadas, as técnicas analíticas para medir o 
enriquecimento em deutério na glicose e na UDP-glicose serão descritas e a aplicação deste método no estudo do metabolismo da glicose em 
diferentes cenários da Diabetes serão discutidos.
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Abstract

The liver plays a key role in glucose homeostasis through a metabolic network that converts glucose and other precursors to glycogen during 
feeding and sustains whole body glucose demands via gluconeogenesis and glycogenolysis during fasting.
Hepatic glucose metabolism in human subjects can be noninvasively characterized with deuterated water and analysis of deuterium incorporation 
into circulating glucose and hepatic UDP-glucose via “chemical biopsy” with commonly used medications such as paracetamol. In this review, the 
biochemical basis of the deuterated water method will be explained, the analytical techniques for measuring deuterium enrichment of glucose and 
UDP-glucose will be described, and the application of this method to study glucose metabolism in different settings of Diabetes will be discussed.
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> 1. O METABOLISMO DA GLICOSE E DO
GLICOGÉNIO NA DIABETES. AS BASES DA
HIPERGLICÉMIA E HIPOGLICÉMIA EM TERMOS
DE FLUXOS METABÓLICOS

O fígado é o orgão chave da regulação do metabolismo 
da glicose, mantendo os níveis da concentração da gli-
cose plasmática dentro dos níveis fisiológicos, produ-
zindo ou armazenando glicose, consoante o estado nu-
tricional.
Durante o período de jejum, a concentração da glicose 
plasmática diminui, o glicogénio hepático é hidrolisado 
com formação de G6P (glicose-6-fosfato) que é conver-
tida em glicose e libertada na circulação sanguínea. Esta 
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durante o jejum noturno. A glicogenólise hepática é o 
mecanismo que rapidamente é mobilizado para au-
mentar a produção endógena de glicose numa situação 
de hipoglicémia. Um conteúdo baixo de glicogénio he-
pático e glicogenólise diminuída resultam numa insufi-
ciente produção endógena de glicose para repor os ní-
veis glicémicos (12). A homeostasia da glicose torna-se 
assim mais dependente da neoglicogénese em DT1 rela-
tivamente às pessoas saudáveis (1). Um grupo DT1 com 
baixo controlo glicémico embora possuindo um con-
teúdo de glicogénio hepático em jejum semelhante ao 
do grupo controlo, mostrou que ao final do dia, após 
uma rotina diária normal com três refeições, sintetizou 
apenas 30% do que foi sintetizado pelo grupo controlo. 
Neste estudo, a contribuição da via indireta de síntese 
de glicogénio medida durante as primeiras 5 horas após 
o pequeno almoço foi superior à contribuição da via di-
reta no grupo com DT1. Embora a contribuição da via 
direta tenha aumentado ao longo desse intervalo de 
tempo em ambos os grupos, o incremento desta contri-
buição foi menor nas pessoas com DT1 (13). Na DT1 algu-
mas das deficiências dos fluxos do glicogénio hepático 
podem ser normalizadas com dieta e com terapia inten-
siva de insulina. Depois de estabelecido um bom con-
trolo metabólico a longo prazo resultante de múltiplas 
injeções de insulina, as pessoas com DT1 são capazes de 
converter os hidratos de carbono da dieta em glicogé-
nio numa taxa de fluxo semelhante à das pessoas saudá-
veis e os fluxos de produção endógena de glicose tam-
bém podem ser normalizados. Embora esta terapia 
tenha mostrado que aqueles fluxos podem ser restabe-
lecidos a níveis comparáveis aos do grupo controlo, a 
contribuição da via indireta manteve-se elevada em 
DT1, refletindo a atividade neoglicogénica aumentada 
nestes pacientes (12).

Alterações do Metabolismo Hepático da Glicose na 
Diabetes Tipo 2

Na diabetes tipo 2 (DT2) existe um estado de resistência 
à insulina onde o controlo do metabolismo insulino-
-dependente da glicose é pouco eficiente. A absorção 
da glicose está significativamente diminuída nos tecidos 
sensíveis à insulina resultando num aumento da con-
centração da glicose plasmática e a nível do fígado há 
uma produção elevada de glicose endógena durante o 
jejum e no estado pós-prandial e também uma capaci-
dade reduzida de sintetizar glicogénio (14). A hiperglicé-
mia em jejum está estritamente relacionada com o au-
mento da produção endógena de glicose nestes 
pacientes (15, 16). A neoglicogénese é elevada em DT2 con-

via de produção de glicose designada por glicogenólise 
é suplementada pela neoglicogénese que sintetiza gli-
cose de novo a partir de precursores não glicosídicos.
As contribuições da neoglicogénese e da glicogenólise 
na produção endógena de glicose após uma noite em 
jejum num adulto saudável são aproximadamente 
iguais (1). Durante um período de jejum prolongado, a 
quantidade de glicogénio armazenado diminui e a con-
tribuição da neoglicogénese na produção hepática de 
glicose aumenta relativamente à da glicogenólise (2-4). 
Após uma refeição, a hidrólise do glicogénio é inibida e 
a síntese de glicogénio é ativada. Assim, o fígado deixa 
de ter um papel de produtor de glicose (que ocorre du-
rante o período de jejum) para passar a ter um papel de 
armazenador de glicose repondo os níveis de glicogé-
nio. O glicogénio hepático pode ser sintetizado direta-
mente a partir da molécula intacta de glicose, pela de-
signada via direta, ou pela via indireta, onde a glicose é 
primeiro metabolizada em trioses e seguidamente me-
tabolizada em G6P pela via neoglicogénica (5). A via indi-
reta permite que precursores neoglicogénicos como 
por exemplo o glicerol, também contribuam para sinte-
tizar glicogénio. Quando a glicose foi ingerida como par-
te de uma refeição por pessoas saudáveis, a contribuição 
da via direta aumenta com o tempo: a contribuição desta 
via determinada num intervalo de 2-4 horas após a refei-
ção foi de aproximadamente 46%, aumentando para 
aproximadamente 68% no intervalo de 4-6 horas (6). Após 
a ingestão de uma sobrecarga de glicose depois de um 
período de jejum noturno, a contribuição da via direta 
aumenta com a dose ingerida. Enquanto a contribuição 
da via direta foi de aproximadamente 50% (7, 8) depois da 
ingestão de uma dose de 75 gramas de glicose, que cor-
responde à quantidade standard de uma prova de tole-
rância oral à glicose, a contribuição desta via foi de 
aproximadamente 64% com a ingestão de uma dose de 
98 gramas (9). O elevados valores iniciais da contribuição 
da via indireta poderão refletir a atividade neoglicogé-
nica precedente à ingestão da refeição. Estes valores 
também demonstram que a atividade neoglicogénica 
persiste em pessoas saudáveis mesmo após uma refei-
ção (3, 10, 11).

Alterações do Metabolismo Hepático da Glicose na 
Diabetes Tipo 1

As pessoas com Diabetes tipo 1 (DT1) com baixo contro-
lo glicémico apresentam uma deficiente supressão da 
produção endógena de glicose após as refeições, insufi-
ciente armazenamento de glicogénio hepático ao lon-
go do dia e uma elevada produção endógena de glicose 
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tando com a contribuição da maior disponibilidade de 
glicerol, um precursor neoglicogénico resultante do au-
mento da lipólise e da maior disponibilidade de ami-
noácidos neoglicogénicos (17). Em DT2 com controlo mo-
derado, a autorregulação hepática contribui para a 
regulação da produção endógena de glicose. O proces-
so de autorregulação atua primeiramente no metabo-
lismo do glicogénio (18). Níveis elevados de G6P prove-
nientes de níveis altos de glicose plasmática ativam a 
glicogénio sintetase de um modo independente da in-
sulina resultando numa diminuição da glicogenólise e 
da produção endógena de glicose. O estímulo da sínte-
se de glicogénio simultaneamente com o fluxo glicoge-
nolítico, promove um ciclo entre a G6P e o glicogénio 
designado por “ciclo do glicogénio”, que previne a for-
mação e libertação de glicose na corrente sanguínea.
Após a ingestão de uma refeição, o armazenamento da 
glicose no fígado sob a forma de glicogénio é menor em 
DT2 do que em pessoas saudáveis (15, 19). A resistência he-
pática à insulina resulta num fluxo de síntese de glicogé-
nio lento, em níveis baixos de glicogénio armazenado e 
também numa deficiente supressão da produção endó-
gena de glicose no estado pós absortivo, com uma con-
tribuição neoglicogénica elevada (16, 20). A contribuição 
da via direta na síntese de glicogénio em T2D foi repor-
tada como sendo semelhante à dos controlos (16) no en-
tanto outros estudos mostraram uma contribuição di-
minuída (20, 21). Esta discrepância pode ser devido a 
diferenças das características metabólicas dos grupos 
de pacientes estudados, nomeadamente IMC e HbA1c.

O Metabolismo Hepático da Glicose em Diabetes 
Tipo MODY 2 (Maturity-Onset 2 of the Young)

A diabetes tipo MODY é um subtipo da diabetes e existe 
em vários subgrupos. No subgrupo MODY 2, os pacien-
tes apresentam hiperglicémia pós-prandial moderada 
devido a mutações autossómicas nas regiões codifica-
doras das isoformas hepática e pancreática do gene da 
glicoquinase. O conteúdo de glicogénio hepático nestes 
pacientes aumenta ao longo do dia, durante uma rotina 
diária que inclui três refeições. No entanto, no final do 
dia, este conteúdo é aproximadamente 70% inferior ao 
de um grupo controlo. Embora a contribuição da via di-
reta na síntese de glicogénio aumente ao longo do dia, 
a contribuição da via indireta prevalece sobre a da via 
direta nestes pacientes (22). Estas alterações na síntese do 
glicogénio hepático podem ser devidas a uma baixa ati-
vidade da glicoquinase mutante, que resulta numa defi-
ciente fosforilação da glicose em G6P, diminuindo a ca-
pacidade de sintetizar glicogénio pela via direta e 

contribuindo para a ligeira hiperglicémia pós-prandial. 
A contribuição elevada da via indireta poderá ajudar a 
atenuar o efeito da mutação na síntese de glicogénio.

> 2. APLICAÇÃO DO MÉTODO DA ÁGUA DEUTERA-
DA NO ESTUDO DA DIABETES

O método da água deuterada tem sido utilizado no es-
tudo da Diabetes com o objectivo de determinar as alte-
rações das contribuições fracionais dos fluxos neoglico-
génicos e glicogenolíticos na produção endógena de 
glicose e as alterações das contribuições fracionais das 
vias de síntese de glicogénio nestes pacientes. Quando 
associado a um método de determinação do fluxo da 
produção endógena de glicose, os valores das contri-
buições fracionais da neoglicogénese e glicogenólise 
podem ser convertidos em valores absolutos. Os valores 
absolutos são obtidos por multiplicação dos valores fra-
cionais pelo fluxo de produção de glicose (23). O método 
da água deuterada também pode ser utilizado para es-
tudar o efeito de terapias que visam a normalização 
destes fluxos metabólicos.
O Quadro I mostra um resumo dos objetivos principais e 
conclusões de estudos do metabolismo da glicose em 
DT1 e DT2 em que foi utilizado o método da água deu-
terada.

> 3. COMO OS FLUXOS METABÓLICOS PODEM SER 
INTERPRETADOS PELA ANÁLISE DA MARCAÇÃO 
DA GLICOSE E DA UDP-GLICOSE APÓS A INGESTÃO 
DE ÁGUA DEUTERADA

a. Explicação Bioquímica – Importância da
Quantificação dos Enriquecimentos Posicionais

Surgiu a necessidade de desenvolver um método para 
determinar a contribuição da neoglicogénese na pro-
dução endógena de glicose em humanos e que esse 
método pudesse ser utilizado em condições fisiológicas, 
como durante o período de jejum e em condições pato-
lógicas tal como na Diabetes. Landau et al. no desenvol-
vimento de um método que utiliza a água deuterada 
como marcador e que pode ser aplicado com segurança 
em estudos humanos (3, 24).
O método da água deuterada foi desenvolvido com base 
num protocolo simples aplicado em estudos animais em 
que a água tritiada, um composto radioativo, foi usada 
como maracador. A quantificação da neoglicogénese 
baseou-se nas incorporações de tritium na posição 6 da 
glicose sintetizada a partir do piruvato e na posição 2 da 
glicose formada pela glicogenólise e neoglicogénese (25). 
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Jornal
Carateristicas
dos pacientes

Objetivo do estudo Resultados principais

Hundal et al.

Diabetes, 2000 (41)

DT2, baixo controlo 
glicémico (n=7)

Quantificação das fontes de glicose 
endógena em jejum em associação 
com a taxa de produção endógena de 
glicose antes e depois de tratamento 
com metformina

A contribuição fracional da neoglicogénese foi semel-
hante antes e depois do tratamento com metformina. A 
taxa de fluxo neoglicogénico obtida por multiplicação 
da neoglicogénese fracional pela a taxa de produção 
endógena diminuiu com o tratamento

Boden et al.

AJP, 2000 (23)

DT2, moderado (n= 
14) e baixo controlo 
(n=13) glicémico

Quantificação das fontes glicose endó-
gena em jejum em associação com a 
taxa de produção endógena de glicose

A contribuição fracional da gliconeogénese em DT2 
com controlo glicémico moderado foi semelhante à dos 
controlo enquanto que em DT2 com baixo controlo foi 
superior. A taxa de fluxo neoglicogénico foi superior 
em DT2 com baixo controlo relativamente aos DT2 com 
controlo moderado e controlos saudáveis

Gastaldelli et al.

Diabetes, 2000 (42)

DT2, obesos (n=28) e 
não obesos (n=9)
Controlos obesos 
(n=12) e não obesos 
(n=6)

Quantificação fracional da neoglico-
génese em jejum em associação com a 
taxa de produção endógena de glicose

Nos controlos não obesos, a contribuição fracional da 
neoglicogénese no período de jejum, foi significativa-
mente inferior do que em DT2 e foi significativamente 
mais elevada quando associada com a obesidade e dia-
betes. A taxa de fluxo neoglicogénico foi mais elevada 
quando relacionada com obesidade e marcadamente 
mais elevada em DT2

Kunert et al.

Diabetes, 2003 (35)

DT2, bom controlo 
glicémico (n=7)

Quantificação das fontes glicose endó-
gena medidas ao longo do período de 
jejum.

DT2 contribuição da neoglicogénese aumentou ao 
longo do período de jejum e em valor superior ao dos 
controlos. A contribuição média da neoglicogénese foi 
superior em DT2

Gastaldelli et al.

JCEM, 2004 (43)

DT2, controlo 
glicémico moderado 
(obesos (n=7) e não 
obesos (n=14)) e 
T2D baixo controlo 
glicémico (obesos 
(n=9) e não obesos 
(n=14))

Quantificação fracional da neoglico-
génese em jejum em associação com a 
taxa de produção endógena de glicose

Em ambos os grupos de DT2 não obesos, a percenta-
gem da neoglicogénese e o fluxo neoglicogenolítico 
foram mais elevados do que nos controlos não obesos 
mas semelhantes aos controlos obesos.
A percentagem da neoglicogénese e o fluxo neogli-
conenolítico foram mais elevados em DT2 associados 
com a obesidade comparando com os controlos obesos 
e não obesos

Jones et al.

Diabetes, 2006 (1)

DT1, controlo 
glicémico moderado 
(n=8)

Quantificação das fontes glicose 
endógena em jejum e da síntese de 
glicogénio antes e depois do pequeno 
almoço

DT1 apresentaram menor contribuição da glicogenólise 
na produção endógena de glicose durante o período 
de jejum e menor contribuição da via direta na síntese 
de glicogenio após a refeição quando comparadas com 
controlos saudáveis

Kacerovsky et al.

Diabetes, 2011 (44)

DT1, bom con-
trolo glicémico com 
bomba subcutânea 
de insulina (n=10)

Quantificação das fontes glicose endó-
gena em jejum em associação com a 
taxa de produção endógena de glicose

DT1 redução substancial da contribuição fracional e do 
fluxo da neoglicogénese, aproximando-se dos valores 
dos controlos saudáveis

Hernández et al.

JCI, 2017 (45)

Insulino resistência 
temporariamente 
induzida em pessoas 
saudáveis (n=14)

Quantificação das fontes glicose endó-
gena em jejum e após ingestão de óleo 
de palma, em associação com a taxa de 
produção endógena de glicose

A taxa da neoglicogénese hepática aumentou aproxi-
madamete 70% após a ingestão de óleo de palma

Quadro I - Método da água deuterada aplicada a estudos do metabolismo da glicose em DT1 e DT2. Resumo dos principais objetivos e resultados 
obtidos.
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Este protocolo não era indicado para ser usado em estu-
dos humanos devido à elevada quantidade do compos-
to radioativo necessária para atingir uma incorporação 
de marcação adequada para analisar as posições de inte-
resse das moléculas de glicose. Nos primeiros estudos 
humanos que envolveram a ingestão de água deutera-
da, a fração da neoglicogénese na produção endógena 
de glicose foi determinada após jejum noturno e jejum 
prolongado em pessoas saudáveis e os enriquecimentos 
em deutério das posições da molécula de glicose foram 
analisados por espetrometria de massa.
A água deuterada é um marcador pouco dispendioso e 
pode ser administrado oralmente com segurança em 
humanos. A água deuterada equilibra-se rapidamente 
com a água corporal (BW) ou seja, com a água total exis-
tente no corpo. Os metabolitos cujos hidrogénios sejam 
provenientes da água corporal seja por troca ou adição, 
ficam enriquecidos com deutério. O enriquecimento em 
deutério da água corporal pode ser facilmente determi-
nado numa pequena amostra de urina ou de plasma (26). 
Uma vez em equilíbrio com a água corporal, o enrique-
cimento em deutério torna-se uniforme em todos os 
tecidos e não é afetado pela compartimentação meta-
bólica do fígado.
Os níveis do enriquecimento em deutério da água cor-
poral utilizados em estudos humanos variam de 0.3% a 
0.5% e estes níveis são atingidos entre 3-4 horas depois 
da ingestão de uma dose inicial de 200-300 mililitros de 
água enriquecida com 99% de deutério. Durante um es-
tudo em curso, o nível de enriquecimento da água cor-
poral é mantido com a ingestão de água com 0.3-0.5% 
de deutério. Esta água de manutenção obtém-se por 
adição de 3-5,1 gramas de água deuterada a 99% a 

aproximadamente um litro de água engarrafada. O es-
quema do protocolo utilizado na determinação das fon-
tes de glicose plasmática em jejum e das fontes de síntese 
do glicogénio no estado pós-prandial está representado 
na Figura 1.
A G6P (G6P) hepática situa-se na interseção do metabo-
lismo hepático da glicose e do glicogénio. Na presença 
de água deuterada, a incorporação de deutério numa 
dada posição da G6P assume-se que seja inteiramente 
dependente da adição ou da troca entre o hidrogénio 
da água corporal e o precursor metabólico que lhe dá 
origem. A informação sobre as fontes de produção da 
glicose plasmática pode ser obtida após a análise o en-
riquecimento em deutério de posições específicas na 
molécula de glicose isolada de uma amostra de sangue.
As vias de produção endógena de glicose durante o je-
jum em presença de água deuterada e paracetamol es-
tão representadas esquematicamente na Figura 2.
Durante o período de jejum e na presença de água deu-
terada, todas as moléculas de glicose plasmática produ-
zidas por via endógena são marcadas na posição 2, de-
vido ao equilíbrio G6P-F6P que é rápido e extenso e 
independentemente da sua fonte de produção ser o 
glicogénio ou a via neoglicogénica. Quando equilíbrio 
isotópico é atingido, isto é, quando já não há alteração 
da marcação dos metabolitos em estudo por troca/adi-
ção com a água corporal, a marcação da posição 2 da 
glicose plasmática é igual à da água corporal (3). Isto in-
dica que a hidrólise da G6P é a única fonte de glicose 
plasmática. As moléculas de G6P provenientes da neo-
glicogénese além de serem marcadas na posição 2 tam-
bém adquirem marcação na posição 5, devido a reações 
específicas a nível da triose-fosfato isomerase e da con-

Início do jejum
2H2O (0,3 ou 0,5% da água corporal)

Paracetamol (500 mg)
Refeição

Paracetamol (500 mg)

colheita de urina colheita de urina

20:00 22:00 00:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 12:00

Figura 1 - Esquema do protocolo da ingestão de água deuterada e paracetamol para determinação das contribuições da neoglicogénese e 
glicogenólise na produção endógena de glicose durante o jejum e as contribuições das vias de síntese do glicogénio no estado pós-prandial.
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versão do fosfoenol piruvato (PEP) em gliceraldeído-3-
-fosfato (G3P). Esta marcação é adquirida independen-
temente da fonte neoglicogénica ser o PEP ou fontes de 
trioses-fosfato tal como o glicerol. O PEP transforma-se 
em 2-fosfoglicerato que por sua vez se transforma em 
G3P com incorporação de deutério na posição 2 que vai 
corresponder à posição 5 da G6P formada pela via neo-
glicogénica. O G3P formado a partir da dihidroxiaceto-
na-fosfato (DHAP) por ação da triose fosfato isomerase 
também adquire marcação na sua posição 2 e conse-
quentemente também contribui para a marcação da 
posição 5 da G6P. Sendo posição 5 da G6P marcada 
com deutério independentemente da sua fonte de pro-
dução ser o glicerol ou o PEP, representa a atividade 
neoglucogénica total e é calculada pela razão da mar-
cação da posição 5 relativamente à da posição 2 (H5/
H2) medida na glicose plasmática (3). A contribuição da 
glicogenólise na produção de glicose endógena é cal-

culada por pelo valor ponderal relativamente à neogli-
cogénese (1-H5/H2).
A contribuição da neoglicogénese total pode ser subdi-
vidida na contribuição do PEP e do glicerol. As molécu-
las de G6P derivadas do PEP adquirem marcação com 
deutério nas duas posições 6 (6R e 6S) provenientes dos 
hidrogénios 3R e 3S do oxaloacetato enquanto que as 
moléculas de G6P provenientes do glicerol não adqui-
rem marcação em nenhum dos hidrogénios 6. Assim, 
contribuição do PEP na neoglicogénese total é calcula-
da pela razão H6/H2. Subtraindo a contribuição do PEP 
à contribuição da neoglicogénese total pode determi-
nar-se a contribuição das fontes de trioses-fosfato (H5-
H6)/H2 (11). No período pós-prandial é sintetizado glico-
génio. Após uma refeição e na presença de água 
deuterada todas as moléculas de G6P formadas pela via 
direta adquirem enriquecimento em deutério na posi-
ção 2 devido à reação G6P-F6P. A G6P formada pela via 
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Figura 2 - Esquema das vias metabólicas de produção de glicose endógena durante o jejum, após a ingestão de água deuterada e paracetamol.
Abreviaturas: G1P (glicose-1-fosfato); G6P (glicose-6-fosfato); F6P (frutose-6-fosfato); DHAP (dihidroxiacetona fosfato); PEP (fosfoenolpiruvato); G3P (gliceraldeí-

do-3-fosfato) UDP-glicose (uridina difosfato-glicose); alguns metabolitos intermédios foram omitidos para simplificar a leitura.
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indireta adquire marcação na posição 2 e também na 
posição 5 devido ao facto desta via ter uma contribui-
ção neoglicogénica (1).

b. Biópsia Química

A abordagem clássica na avaliação do metabolismo he-
pático incluía técnicas invasivas como a biópsia hepática 
e cateterização da veia hepática. Em humanos, o estudo 
direto dos enriquecimentos do glicogénio hepático não 
é um método viável porque envolve procedimentos in-
vasivos podem ter um risco/benefício negativo.
O uso de marcadores providencia um meio para estudar 
os fluxos metabólicos hepáticos de forma não invasiva. 
No entanto estes estudos basearam-se no estudo da 
marcação da glicose plasmática em substituição de uma 
análise direta da glicose hepática. Uma vez que outros 
órgãos, nomeadamente o rim, podem contribuir para a 
formação da glicose plasmática, a análise do seu enri-
quecimento pode não representar o metabolismo hepá-
tico. Esta questão foi contornada com o uso de xenobió-
ticos que se conjugam com metabolitos intermédios 
específicos do metabolismo hepático da glicose forman-
do glucuronatos solúveis que são excretados na urina, 
funcionando assim, como uma “biópsia química” (27, 28). O 
paracetamol e o mentol são xenobióticos que se conju-
gam diretamente com a uridinadifosfato-glicose (UDP-
G) com formação de glucuronato de paracetamol e glu-
curonato de mentol, respetivamente (28, 29). Estes agentes 
de “biópsia química” combinados com marcadores, 
providenciam um meio não invasivo de estudar o meta-
bolismo hepático da glicose em humanos (30) e determi-
nar as contribuições das vias direta e indireta na síntese 
de glicogénio hepático (1).
A parte glicosídica do glucuronato é derivada da parte 
glicosídica da UDP-G formada a partir da G6P e que é o 
precursor imediato do glicogénio. O padrão de marca-
ção da G6P é refletido na UDP-G sendo a informação 
sobre a contribuição das vias direta e indireta obtida pe-
la análise das posições 2 e 5 do glucuronato urinário.
O paracetamol tem sido o xenobiótico mais utilizado 
nestes estudos uma vez que uma dose terapêutica (500-
1000 mg) é suficiente para obter na urina uma quantida-
de de glucuronato adequada para analisar a marcação 
em deutério das posições específicas.
Durante o jejum, o glicogénio é hidrolisado com forma-
ção de glicose mas persiste um fluxo residual no sentido 
da síntese de glicogénio, via G6P-G1P-UDP-G. O padrão 
de marcação da G6P é refletido na UDP-G e nos molé-
culas de glicose que formam o glicogénio. Após a inges-
tão de água deuterada e paracetamol, a análise da mar-

cação das posições 2 e 5 do glucuronato de paracetamol 
urinário informa sobre as contribuições da neoglicogé-
nese e da glicogenólise na produção de glicose plasmá-
tica. No entanto, a análise do glucuronato não permite 
distinguir entre a neoglicogénese derivada do PEP ou 
do glicerol devido à perda dos hidrogénios 6 decorrente 
da sua formação (29). As contribuições da glicogenólise e 
da neoglicogénese medidas na glicose plasmática e no 
glucuronato de paracetamol num grupo de voluntários 
saudáveis em jejum revelaram valores equivalentes (27).
A equivalência da marcação da posição 2 do glucurona-
to e a da água corporal não se verifica no período pós-
prandial (1, 31). Poderá ser devido a um recrutamento pre-
ferencial de G6P derivada da glicoquinase para sintetizar 
glicogénio, ou seja, uma preferência da glicose prove-
niente da dieta. Este recrutamento poderá ocorrer antes 
da G6P ter a oportunidade de ser convertida em F6P e 
de novo em G6Pisomerase. Este equilíbrio poderá ser 
mais lento relativamente à utilização na síntese de gli-
cogénio da G6P derivada da fosforilação da glicose não 
marcada proveniente da dieta (32). Estes mecanismos re-
sultam numa redução do enriquecimento da posição 2 
relativamente ao da BW. A contribuição da via indireta é 
calculada pela razão do enriquecimento em deutério da 
posição 5 relativamente ao da água corporal (H5/BW), 
uma vez que a razão H5/H2 subestima esta contribui-
ção. A contribuição da via direta é calculada por (1-H5)/
BW. A informação sobre as contribuições do PEP e do 
glicerol na via indireta não podem ser determinadas no 
glucuronato urinário.
No período pós-prandial as vias glicogenolítica e neo-
glicogénica mantêm uma atividade residual e as suas 
contribuições na formação da glicose plasmática po-
dem ser determinadas. Neste caso pode diferenciar-se a 
contribuição do PEP e do glicerol.
As vias de síntese de glicose plasmática durante o jejum 
após a ingestão de água deuterada e paracetamol estão 
representadas esquematicamente na Figura 2.
As vias de síntese do glicogénio hepático após uma re-
feição e ingestão de água deuterada e paracetamol es-
tão representadas esquematicamente na Figura 3.

c. Métodos Analíticos para Quantificação dos
Enriquecimentos Posicionais. Espetroscopia
de Ressonância Magnética de Deutério e
Espetrometria de Massa

Landau et al. determinaram pela primeira vez a neogli-
cogénese fracional em humanos após a ingestão da 
água deuterada analisando os enriquecimentos em 
deutério por espetrometria de massa. No primeiro estu-
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do realizado, a neoglicogénese fracional foi determina-
da pela razão dos enriquecimentos das posições 6 e 2 da 
glicose plasmática (24). Se todas as moléculas de glicose 
plasmática formadas pela via neoglicogénica fossem 
formadas a partir do piruvato, o enriquecimento em 
deutério da posição 6 deveria igualar o da água corpo-
ral, o que não se verificou. Assim, razão H6/H2 substi-
maria a neoglicogénese fracional além de não incluir a 
contribuição neoglicogénica do glicerol. Landau et al. 
desenvolveram outro protocolo baseado no facto do hi-
drogénio ligado ao carbono 5 da glicose proveniente do 
metabolismo neoglicogénico do PEP e também do gli-
cerol. Durante a glicogenólise, a glicose formada não 
adquire enriquecimento com deutério no carbono 5. 
Assim, a neoglicogénese fracional foi determinada pela 
razão do enriquecimento do hidrogénio do carbono 5 
da glicose relativamente ao do carbono 2, ou da água 
corporal, no período de jejum (3).
Os marcadores isotópicos são mais pesados do que os 
seus homólogos encontrados na Natureza e a espetrome-

tria de massa deteta e quantifica a sua presença distin-
guindo as moléculas marcadas que são mais pesadas das 
moléculas não marcadas que são mais leves, no entanto, 
não é possível determinar diretamente a posição do isóto-
po na molécula. O conhecimento do enriquecimento iso-
tópico de uma determinada posição apenas poderá ser 
determinada após a fragmentação da molécula em estu-
do. No entanto, esta fragmentação depende da estrutura 
química dessa molécula e pode não isolar a marcação de-
sejada sendo necessário proceder a sínteses químicas. Os 
primeiros estudo dos enriquecimentos posicionais na de-
terminação fracional da neoglicogénese desenvolvidos 
por Landau, embora baseados em conceitos simples, en-
volviam sínteses químicas muito demoradas e complexas 
para isolar o enriquecimento das posições pretendidas. 
Além da desvantagem destes procedimentos complexos 
serem de dificil implementação como análise de rotina 
em laboratórios clínicos, estes protocolos requerem um 
mínimo de 0,5 ml de plasma por amostra, tornando-os 
pouco aconselhados para estudos com crianças.
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Figura 3 - Esquema das vias de síntese de glicogénio no estado pós-prandial, após a ingestão de água deuterada e paracetamol.
Abreviaturas: G1P (glicose-1-fosfato); G6P (glicose-6-fosfato); F6P (frutose-6-fosfato); DHAP (dihidroxiacetona fosfato); PEP (fosfoenolpiruvato); G3P (gliceraldeí-

do-3-fosfato) UDP-glicose (uridina difosfato-glicose); alguns metabolitos intermédios foram omitidos para simplificar a leitura.
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Chacko et al. desenvolveram um método para espetro-
metria de massa-cromatografia gasosa cujo procedi-
mento laboratorial e analítico era mais simples do que os 
desenvolvidos por Landau. A glicose plasmática foi deri-
vatizada de modo a obter um composto que depois 
fragmentado contivesse todas as posições marcadas da 
molécula de glicose, excepto a posição 2. O cálculo da 
contribuição da neoglicogénese baseia-se na média dos 
enriquecimentos em deutério das posições 1, 3, 4, 5, 6R e 
6S da glicose relativamente ao enriquecimento da água 
corporal, considerado equivalente ao da posição 2. Além 
disso, é requerido um volume mais pequeno de amostra 
(25 μL de plasma) que o torna indicado para estudos em 
crianças pequenas. Este método é reprodutível mesmo 
quando a fração da neoglicogénese é baixa (33). Em pes-
soas saudáveis após uma noite em jejum e jejum prolon-
gado a neoglicogénese determinada por este método 
foi semelhante à obtida pela razão H5/H2 determinada 
por Landau et al. (3). No entanto, este método não é mui-
to preciso, uma vez que considera semelhante o enri-
quecimento das várias posições da glicose, excepto o da 
posição 2, enquanto que Jones et al. reportou diferentes 
enriquecimentos em deutério nas várias posições da 
molécula de glicose por RMN de deutério (34). O RMN de 
deutério foi desenvolvido e aplicado a diversos estudos 
do metabolismo da glicose em pessoas saudáveis e com 
T2D e T1D. A molécula de glicose apresenta um espetro 
de RMN de deutério complexo e com sinais sobrepostos 
pelo que é necessário proceder uma derivatização quí-
mica para obter um composto que reflita a marcação das 
posições da glicose mas cujos sinais estejam bem sepa-
rados para obter uma correta análise do espectro. Foi 
desenvolvido um composto para RMN de deutério mas 
os sinais das posições 5 e 6R apresentam-se sobrepostos. 
A análise baseia-se no pressuposto de que as marcações 
das posições 6R e 6S são equivalentes e assim, por sub-
tração, é obtida a marcação da posição 5 (35).
A derivatização de glicose em monoacetona glicose 
(MAG) é um procedimento muito mais simples de obter 
o enriquecimento em deutério das várias posições da 
glicose por RMN (36-38). Embora a análise por RMN seja 
menos sensível do que a espetrometria de massa, o que 
requer uma maior quantidade de amostra (aproximada-
mente 20 ml de sangue total) a informação completa 
sobre os enriquecimentos em deutério de todas as posi-
ções da glicose plasmática pode ser obtida da análise 
num único espetro de deutério após uma derivatização 
química simples (34). No espetro de RMN de deutério de 
MAG, a intensidade de cada sinal medida relativamente 
a uma referência interna, é uma medição direta do nível 
de enriquecimento de uma dada posição (39). A neogli-

cogénese fracional medida pela razão H5/H2 pode as-
sim ser determinada após uma derivatização química 
simples e num só espetro de RMN de deutério. Foi ob-
servado que as intensidades dos vários sinais correspon-
dentes às várias posições da MAG eram de aproximada-
mente 40-60% relativamente à da posição 2, refletindo 
a diluição destas posições devido à atividade glicogeno-
lítica (11). Esta metodologia é relativamente simples de 
implementar numa rotina hospitalar e pode ter uma po-
tencial aplicação na identificação precoce de alterações 
da produção endógena de glicose. A determinação da 
contribuição das vias de síntese do glicogénio hepático 
a partir da análise por RMN dos enriquecimentos posi-
cionais do glucuronato urinário também envolve a deri-
vatização deste com formação de monoacetonaglucu-
ronolactona acetilada na posição 5 (MAGLA), um 
composto que reflete os enriquecimentos posicionais 
do glucuronato e que permite obter a informação num 
único espetro de RMN de deutério (40). <
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