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AQUISICOES RECENTES SOBRE A INSULINA

Conferéncia realizada no curso “As concepcdes actuais da En-
docrinologia” patrocinada pelo Dep. Cientifico do C. A. O. C.

PROF. DR. KARL SLOTTA

da Universidade de Breslauy,
Ex-Chefe da Secc¢io de Quimica do Instituto Butanta

Neste ano, perdeu a vida em um acidente de avido, quando
viajava -do Canadi para a Inglaterra, o cientista BANTING, que com
Best e CorLrip, preparou hi anos pela primeira vez, a insulina (1),
salvando assim, a vida de milhares de diabéticos. Entretanto, a insu-
lina ndo representava apenas um novo medicamento, que viria enri-
quecer os recursos da medicina pratica. Sua descoberta- tem uma
significagdo muito maior. Constituiu com efeito, um progresso deci-
sivo da bio-quimica e da endocrinelogia. A insulina foi 0 primeiro
horménio de estrutura proteica, que se obteve em estado de relativa
pureza e se poude dosar biologicamente com exatiddo. Quis o des-
tino em 1921, entregar nas méos dos ‘hormonologistas, a insulina,
o mais simples dos hormoénios proteicos. Cumpre \meditar sobre a
- importancia deste conhecimento, no 4mbito da hormonologia.

Fixemos a defini¢do classica de horménio: Horménios sio pro-

~dutos de glandulas endo-secretoras, lancados em quantidades mini-
mas na corrente circulatéria desenvolvendo agdes fisiolégicas &' dis-
‘tancia do seu ponto de produgio. Vejamos mais, quais as glandulas
endécrinas, que de qualquer forma nos possam interessar como pro-
dutoras de horménios. Sem ddvida, estamos hoje mais instruidos
- sobre a natureza dos horménios das glandulas sexuais e das suprar-
renais. Em 1929, Doisy descobriu a estrona | em 1934, eu a
progesterona (¥ em 1935, LAQUEUR a testosterona.® e em 1937,
RercHSTEIN a corticosterona (. Todos estes hormdnios pertencem
quimicamente, 3 mesma classe de substincias. Sio corpos com o
mesmo esqueleto, igual ao da colesterina e dos acidos biliares.

Muito antes, em 1904, Storz descobrira o horménio da medula
das glandulas suprarrenais, a adrenalina (¥, que representa uma -subs-
tincia quimicamente ainda mais simples do que os horménios sexuais.
A-cerca-dos hormonios da glandula pineal, das paratiredides e do timo,
quasi nada sabemos. -

Da tirebdide, s6 sabemos ao certo que a tiroxina, obtida em 1926
por HaringroN (V) da glandula, cristalizada e depois esclarecida e
sintetizada, ndo representa o horménio propriamente dito. Como o
horménio genuino, devemos considerar uma molécula proteica, na

i
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qual se acha incluida a tiroxina (®. Aqui aparece entdo um problema
mais complexo, qual seja um hormonio proteico, cujo mistério qui-
mico é de solugdo dificilima. Realmente, sGo muito superficiais os
nossos conhecimentos relativos a éstrutura das proteinas as mais -
simples, de que dispomos as toneladas, como caseina, gelatina, he-
moglobina, ovo-albumina, fibrina da seda, etc.. Cientistas aos mi-
lhares, teem se dedicado ao assunto, porem, o progresso foi pequeno.

Quio dificil portanto, deve ser descobrir a constitui¢io dos hor- -
monios proteicos da tiredide, do pancreas e da hipdfise! Destas subs-
tancias se dispde apenas de algumas gramas, de um valor extraor-
“dinario. Com os nossos conhecimentos e recursos de hoje é extre- _
mamente dificil o desvendamento dos horménios proteicos da hips-
fise. Esta pequenina glindula, constituida por trés espécies de cé-
lulas, produz de 12 a 24 horménios, que atuam sobre todas as demais |
glandulas do corpo, como tambem sobre o crescimento, o metabolis-
mo, a pressio sanguinea, a diurese e a musculatura lisa. Talvez
uma «das moléculas proteicas formadas na hipbfise possua diferentes
acdes fisiologicas; talvez pequenissimas transformagdes quimicas, mo-
difiquem a atividade do mesmo hormdnio hipofisirio. O assunto é
ainda um tanto obscuro. Certo é que ndo temos em mios — talvez
com uma exce¢do — nenhum dos muitos hormonios da -hipdfise em .
forma aproximadamente pura.

Esta € a razdo porque — dizia eu — a descoberta da insulina
em 1921, nos pareceu tdo bemvinda, mesmo abstraindo de sua impor-
tancia médico-pritica. Na insulina, temos uma molécula proteica re-
lativamente simples, dotada de uma acdo fisioldgica nitidameénte cir-
cunscrita sobre o metabolismo do agucar. Podemos provar esta
acdo em animais de laboratdrio, de preferéncia no coelho, com muito
rigor e de modo relativamente simples, por meio de determinagdes
da glicemia. Deixa-se jejuar coelhos com 2 kg de peso durante 24
horas, determina-se sua glicemia, injeta-se o preparado de insulina €
torna-se a medir a glicemia no fim de 5 horas. Chama-se unidade
internacional a terca parte da’ quantidade de insulina, que abaixa de
45 mg % nivel glicémico. O preparado-padrio internacional: con-
tem 22 dessas unidades em 1 mg . E natural que, para determinar
um preparado de insulina completamente desconhecido sio necessé-
rias 250 a 500 determinagdes de glicemia. Mas isto, comparado com
as determinacbes de muitos outros horménios, é relativamente facil.
Principalmente porque nio existe, na mesma glandula, dezenas de
hormoénios semelhantes e sensiveis, como ocorre na hipdfise. Na

glandula pancreatica temos wm hormdnio proteico, dotado de wuma
acdo facilmente determinavel,_ J

A segunda grande vantagem que o horménio pancreatico oferece
a pesquisa, € ser facilmente obtido e relativamente insensivel. O pan-
creas € ‘grande e constituido por 1/10.000 de insulina 9. A hi-
pofise é extraordinariamente pequena, e eu duvido que ela contenha
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qualquer um dos seus horménios em propor¢io relativamente tio
alta. A insulina é muito mais duravel que os outros hormonios pro-
teicos. Em solugio 4cida, é de conservagio quasi ilimitada %),

A terceira vantagem, oferecida aos pesquisadores de insulina,
frente aqueles' que trabalham no desvendamento de outros hormo-
nios protei'c_os, € ser a insulina muito pequena. A respeito, devo es-
clarecer dois pontos. Por ora, s6 falo da insulina, como a conhecia-
mos ha 20:anos. = Quando um estudante completa 20 anos, ninguem o
chama de velho. ‘A insulina andou mais depressa — ja aos 18 anos
foi chamada “insulina velha” .(“Alt-insulin”). Verificou-se que a
insulina, tal como,a empregamos, era apenas uma fracio do hormé-
nio produzido pelo pancreas. TFala-se agora de “insulina-nativa” na
qual a “insulina-velha” estaria apenas incluida Se porem, abstrair-
mos disso, a molécula da ":‘f}nsulin_a velha”, é relativamente, pequena.

O térmo “relativamente” é o segundo ponto que desejo escla-
recer. Desde que um 4tomo.de hidrogénio tem o peso de 1, uma
molécula de alcool; pesa 46 vezes mais, os horménios sexuais e as vi-
taminas muito mais .complexos teem um peso molecular de aproxima-
damente 400. Ora, sabemos todos que ji.procuramos. guardar de
memoéria as foérmuilas estruturais da testosterona ou da vitamina D,
que as substancias orgdnicas, com tais pesos, moleculares, sio for-
magOes bastante complexas. S3o entretanto, extremamente pequenas
em comparagido com os pesos moleculares das proteinas.

As menores moléculas de proteina teem pesos moleculares por
volta de 17.600; mas sdo poucas. Muitas sio duas ou quatro vezes
mais pesadas, e as interessantissimas moléculas de virus sio-mil ve-
zes mais pesadas. Digno de nota é ainda o fato de existirem sem-
pre grupos de espécies proteicas com pesos moleculares semelhantes,
e estes previlegiados pesos moleculares geralmente ‘sio multiplos de
17.600 2, (Fig. 1) : ‘

Affim de tornar éstes valores relativamente objetivos, desenheli,
sob forma de circulos, uma vitamina, cujo peso molecular é cerca
de 400, a molécula proteica relativamente pequena da insulina e uma
molécula enorme tal como um virus. As superficies destes circulos
sdo proporcionais aos pesos moléculares. A insulina possue portanto,
como todas as moléculas proteicas, um peso molecular muito elevado
em compara¢io com as moléculas ofganicas ordinarias, mas muito
reduzido em relagio a muitas outras substincias proteicas 3. (Fig. 2)

Devido pois, a sua determinagio fisiologica relativamente facil,
sua acessibilidade relativamente cémoda, sua durabilidade relativa-
mente grande e o seu peso molecular relativamente pequeno, a insu-
lina é o horménio proteico ideal para o pesquisador. Ela serviu de’
campo de experimentagio durante vinte anos.

Vejamos o que resultou destes trabalhos. O primeiro grande
progresso {61 quando ABEL em 1925 conseguiu obter insulina-crista-
lizada (1%, Utilizava uma insulina bastante pura contendo 13 U. L.
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por mg Obtem-se esta insulina extraindo-se glindulas pancreaticas
frescas e moendo-as com alcool acidulado, concentrando o extrato por
evaporacio e continuando a purificar o residuo por precipitacio com
sulfato de aménio (1), Abel tratava solucdes diluidas de insulina
amorfa com acetato de brucina, como “buffér’ e obtinha cristais de
insulina 9. Mais tarde verificou-se que, em lugar de brucina, tam-
‘bem se podia usar saponina ou digitonina 7).

Ora, o quimico sempre aceita sem discussdo, que a forma crista-
lizada seja a forma mais pura de uma substincia. No caso da in-
‘sulina, tal a principio nio parecia suceder. Aindd me lembro clara-
mente do espanto causado, quando a Dra. DINGEMANSE, de Amster-
dam, no Congresso de Farmacolog1a de Wuerzburg, em 1928 nos
comunicou seus resultados. Ela obtivera preparados amorfos de
insulina, que seriam 4 vezes mais ativos que a insulina cristaliza-
da ®. Nos anos seguintes verificou-se, mediante exhatstivos esfor-
cos, que seu achado nio passava de um engano muito perdoavel a9,
A insulina cristalizada é realmente a forma mais pura e mais ativa
~de insulina. Encerra 22 U. F. por mg.

Nos anos subsequentes, verificou-se que nem todos os prepara-
dos amorfos de insulina cristalizam. A insulina do pancreas de boi
e dos orgdos insulares de alguns peixes cristalizam bem. A do pan-
creas de porco cristaliza mal ou nfo cristaliza. S6 em 1935 Scorr
achou a razio provavel do fenémeno 9. O pincreas de porco nio
‘encerra zinco e para a cristaliza¢io da insulina é necessaria uma pe-
quena quantidade de zinco, ou de cobalto ou ainda de cadmio. No
processo hoje empregado, deixa-se cristalizar insulina amorfa  de
uma ‘solu¢do muito diluida, tamponada contendo cloreto de zinco.
Obtem-se a ‘insulina cristalizada com 90% de rendimento, e com
0,5% de zinco na molécula 2V, * .

Nao é improvavel que a insulina cr1sta11zada seja um sal de zin-
co, fixando por molécula 3 ions de zinco (. Nio se pode tambem,
recusar a hipétese de um sal de zinco cristalizar juntamente com a
insulina ®. Os cristais proteicos em aparéncia totalmente unita-
rios, raramente sio isentos de moléculas menores incluidas. S6 me-
dlante o método da precipitacio fracionada (33), sedimentagio no ul-
tracentrifugador (*2) e mediante eletroforese (24) se pode provar se
um cristal proteico € realmente puro e isento de outras moléculas.
‘Mas estes trés métodos n3o sio faceis de manejar e ao determinar-
se em 1931, o peso- molecular da insulina cristalizada por meio da
ultracentrlfugagao (13) o seu conteido em zinco nem se quer es-
tava em discussao. o

S6 nos tiltimos anos, veio-se a duvidar da pureza dos cristais
proteicos, desde que se descobriu que mesmo 0s mais lindos, dessas
grandes moléculas ainda - continham inclusdes. Quando em 1938,
Juntamente com Fraenkel-Conrat consegui, no Instituto Butantd, a
crxstahzagao do principio téxico «do veneno de cascavel (2%, durante
muito tempo duvidei da pureza absoluta do corpo prote1co que de-
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nominei crotoxima. S6 depois que #6s .aqui, pelo ‘método da
precipitagio ?®,. THE SVEDBERG em Oslo por meio da ultra-
centrifugacio (37, e C. H. Li em San Francisco, por meio da eletro-
forese ¥ demonstramos qiie nio existem inclusbes na crotoxina,
acredito agora, que esta substancia é realmente a prlmelra toxina
proteica animal, perfeitamente pura e cristalizavel. Dados tdo cla-
ros todavia, sobre a pureza dos cristais de lnsulma, nio existem até
agora.

Toda analise de insulina é d1f1cultada nio so pelo seu teor em
cinzas, alids um tanto variavel’ mas tambem pela agua de cristaliza-
¢do, de muito dificil eliminagdo. Em ambiente: seco, os cristais de
insulina conteem 12% de agua, que s6 sdo removidos no alto-vacuo
com pentdxido de fésforo, depois de algum tempo @9. Visto que
‘para o esclarecimento” da constituicio da insulina os varios pesquisa-
dores empregaram, nos tltimos dez anos, insulinas de diferentes pro-
veniéncias com teores em cinzas diferentes e como talvez o material
de analise muitas vezes ndo fora secado.com suficiente energia, 'os
resultados nio sio perfeitamente comparaveis. Parece-me provavel
que os valores de carbono e nitrogénio em geral sejam achados um
pouco baixo e os de hidrogénio, um pouco elevados. Certo é que
o peso molecular da insulina. estd por wvolta de 35. 000(13) até
- 40.000 2% no maximo.

Por muito tempo se procurou responsablhzar um determinado
grupo pela atividade da insulina. Todas estas tentativas falharam
(®9, Da mesma maneira que na crotoxina, a acio fisiologica de-
pende da disposicao dos elementos proteicos constitutivos e ndo da
presenca de determinados componentes. Para o abaixamento do
nivel glicémico é necessaria toda a grande molécula. Consoante este
conceito, se destr01 imediatamente a ac¢io da insulina pela agio de
fermentos. A pepsina por exemplo, dissolve simplesmente as liga-
¢es ‘dos 4cidos aminados, fazendo cessar a sua agio GV,
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A grande questio é saber quais amino- -4cidos e em que propor-
¢oes, constituem a insulina. A leucina e o 4cido glutaminico (32
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perfazem mais ou menos 60% e os outros 24% sao forma.dos por
tirosina e cistina (), Isto chama a atengdo, pois estes dois amino-
acidos nao sio encontrados em nenhuma das outras substincias pro-
teicas soliveis em tio grande quantidade. Determinou-se qualitati-
vamente na insulina, 5 outros 4cidos aminados e procurou-se deter-
mina-los quantitativamente (34,

E enorme a dificuldade de determinar, com toda exatiddo, a

quantldade de cada 4cido aminado, existente na insulina. Decom-

pde-se algumas gramas de insulina cristalizada de custo elevado com
acidos minerais fortes, mediante aquec1mento prolongado. Da so-
lugio muito escura, retira-se os acidos minerais e procura-se entio,
separar 0s ‘acidos ammados extraordinariamente semelhantes entre
si, com 0s mais aperfe'gocldos metodos analiticos diretos e indiretos,
preparativos e Oticos. Isto entretanto s6 foi possivel até um certo
limite. |

Maior conflanga merecem, na minha op1n1a0 as indicagGes de
Du VIGNEAUD, no que respeita ao tedr em cistina (29, , Este investi-
gador utilizou uma insulina de fato completamente deshidratada e
dbteve mediante aquecimento com &4cido chloridrico-em acido férmico,
hidrolisados inteiramente incolores. Verificou ele que todo o enxofre
da insulina, salvo vestigios de metionina, se encontrava sob ‘forma de
cistina. Infelizmente em um hidrolisado assim preparado, ndo con-
tendo produtos de decomposig¢io, nunca foi verificado por métodos
modernissimos, a presenca de outros acidos aminados. Os dados
fornecidos pelos melhores autores, sobre o teor de acido glutamini-
co, variam entre 21% #% e 30% @2,
‘ O amino-acido -sulfurado cistina é particularmente interessante.
Nio ha davida que as pontes —S—S-— na insulina, da mesma for-
ma quesna crotoxina, sio dotadas de importincia especial em sua
atividade. De acordo com determinadas reagfes de desintegragio
pareceu, durante algum tempo, que a cistina s estivesse encravada
unilateralmente na insulina, como si o lado do grupo amino-e car-
boxila estivesse livre 3%, TIsto tornou a parecer duvidoso ®® e acre-
dito que a cistina esteja na insulina — como tambem na crotoxina —
colocada de tal forma, que ambos os lados estejam hgados a outros
acidos aminados. : : "

Naturalmente nfio sé por decomp051gao, como tambem pelo em-
prego de toda sorte de reagBes quimicas, se procurou descobrir al-
guma coisa sobre a férmula estrutural da insulina. Ela foi esteri-
ficada @7, metilada ®®, acetilada ®®), tratada por acido ®® ou
por alcali . Tudo isto pouco nos adiantou no conhecimento de
sua estrutura. Geralmente a molécula é inativada e nio pode ser
reativada. Interessantes sio os ésteres inativos de insulina que, me-
diante sapomflcagao ddo novamente insulina ativa. Nao tenho po-
rem a impressido, de que caminhando nesta direcio se possa adiantar
muito e se possa provar experimentalmente como estio ligados os ra-
dicais entre si.
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Talvez aqui adiantem mais alguns raciocinios teoricos. ' M.
BercMANN estudou a periodicidade dos amino-acidos nas proteinas
e verificou que eles aperecem em ntmeros bem determinados (39,
Estes ntimeros previlegiados sio produtos de poténcias de 2 e 3.
Tambem o curioso fato de grupos de substancias proteicas sempre
apresentarem o peso molecular por volta de 17.600 ou 35.200 ou
70.400 assim se explica. E que as substancias proteicas como a in-
sulina e a crotoxina encerram 25 vezes 3° — 288 radicais amino-
acidos. :

Procurei combinar esta hipotese de Bergmann com os dados co-
nhecidos experimentalmente sobre a constituicio da insulina. Ora,
si considerarmos como certo o numero dogmatico de Bergmann,
288, o peso molecular da insulina por volta de 35.000 a 40.000 e
o valor da cistina, sendo de 12,0% a 12,5%, teremos 18 cistinas na
insulina. Se a cistina estiver encaixada na férmula como molécula
dupla, isto daria 36 meias cistinas. Para todos os demais radicais
coloquei aproximadamente os valores em geral encontrados na lite-
ratura. SO no acido glutaminico é que os valores divergem muit8,
mas ja mencionei que tambem na literatura se registam grandes os-
cilagbes. Provavelmente os valores do carbono e do nitrogénio fo-
ram achados muito baixos, ¢ os do hidrogénio, demasiado altos. Se-
gundo a minha especulacdo, a molécula de insulina tera cerca de
1.600 atomos de carbono, 2.400 de hidrogénio, 500 de oxigénio,
370 de nitrogénio e 36 de enxofre.
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Naturalmente nio acredito que a composicio por mim apre-
sentada esteja certa. Ela sé mostrarad, como se deve imaginar, mais
ou menos, a estrutura deste horménio proteico. Faco questio de
frizar quanto hd ainda a investigar na insulina que j4 possuimos cris-
talina, hd 16 anos. Pois, mesmo qué saibamos com toda certeza se
0s meus nameros estdo certos, ainda nio sabemos se 0s virios radicais
voltam regularmente, e como os varios amino-acidos estio ligados.
Nos 1iltimos anos, por exemplo muito se discutiu uma teoria, segundo
a qual os amino-acidos na insulina n3o estariam ligados um ao outro
na forma em cadeia indicada, mas assim de tal maneira que surgissem

obrigatoriamente moléculas esféricas. (49, Todas estas questdes ainda
estdo em discussio. :

Mas n3o s6 problemas quimicos carecem ainda de solugio na
insulina. Antes que se desvendasse a estrutura da “insulina-velha”
(“Alt-Insulin™), apareceramr no mercado a zinco-insulina, a prota-
mino-insulina, a protamino-zinco-insulina e a “insulina nativa” (“Na-
tiv-Insulin”).  Estes produtos foram creados pelo mesmo motivo que
levou ao emprego do benzoato de estradiol em logar do estradiol.
Quer-se . prolongar a acdo do horménio, retardando a sua absorcfio
pelos humores organicos.

As quantidades minimas de zinco, existentes na insulina crista-
lizada, ndo retardam a sua agdo, embora tal as vezes se afirmasse de
inicio. De modo diferente as coisas se passam nas verdadeiras zinco-
insulinas. Ha alguns anos foram feitas experiéncias clinicas com
um preparado de insulina, contendo varias vezes tanto zinco quanto
0 peso séco de insulina (*1), Provavelmente, por ocasido de uma
tal zinco-insulina ocorra uma modificagio dos tecidos no ponto de
injecio. ‘B que os sais de zinco reagem como precipitantes fracos
das proteinas. Da-se assim uma absorc¢do retardada da insulina.
Todavia o preparado de zinco-insulina, com o tempo provoca fend-
menos de irritacio local, nio se prestando portanto, para um em-
prego prolongado. .

‘ De outro raciocinio partiram os pesquisadores dinamarqueses,
que crearam a protamina-insulina #®, Eles procuraram mudar o
ponto iso-elétrico da insulina, isto é, o ponto de sua menor solubi-
lidade, situado mais ou menos no pH =5, mais para o lado alcalino,
quer dizer para o pH dos liquidos orgdnicos. A insulina tem mais
grupos 4cidos do que basicos devendo portanto, ser dada em com-
binagio com uma proteina fortemente bésica, de preferéncia com a
‘protamina . monobasica do esperma do “Salmon”. Mistura-se esta
protamina a uma solucdo de insulina e se leva, pouco antes do uso
20 pH do sangue. O precipitado fino que se forma, encerra pra-
ficame’nte toda a insulina. E injetado sob forma de Sl,lS‘pCl‘l.SﬁO.
Como tempo de atividade, admite-se geralmente que a protamino-
insulina tenha o dobro do da insulina comum.“®. As .manifesta—
§Bes hipoglicémicas sio majs raras (¥ porque o organismo nessa
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forma de aplicagio tem mais tempo para agir sobre a regulagio gli-
cémica, que provavelmente se faz por intermédio da adrenalina.
Passou-se naturalmente a empregar o zinco e a protamina jun-
tamente com a insulina. Surgiu assim, a protamina-zinco-insulina
#5). Com relagdo a todas estas formas mais novas de insulina, ainda
se formam juizos contraditérios, devendo ser colhidas novas expe-
riéncias clinicas. '

Em 1938/9 apareceu a noticia de que na Alemanha se isolara
do pancreas uma substincia denominada insulina nativa (“Nativ-
Insulin”) dotada de agdo de depésito, sem adi¢io de outras subs-
tincias *®).  Segundo os escassos relatérios de que se dispde, deve-
se admitir que “insulina velha” (“Alt-Insulin”) de até agora era um
produto secundario de desintegragio da insulina nativa, formado.du-
rante o processo de preparagdo. 4", O ponto iso-elétrico da insulina
mativa estd perto de pH = 7. Importante é que dela se pode formar
insulina cristalizada. Segundo os poucos trabalhos clinicos presen-
tes, a insulina nativa representa mais um progresso na insulino-
terapia. Cumpre esperar.

Uma coisa entretanto, ¢ importante para a hormonologia: da
mesma maneira que a tiroxina na tireoglobulina, assim parece que a
insulina estd encaixada na insulina nativa. B extranho com que fa-
cilidade estes grupos ativos de estrutura polipeptidica ou proteica
podem ser separados de suas moléculas proteicas maiores, originais.
E como se nestes corpos proteicos, 0 nosso conceito de. combinacao
quimica, perdesse o seu sentido.

‘ Talvez os senhores tenham aprendido alguma coisa das minhas
explanagdes : ainda demorard muito até que esteja perfeitamente des-
vendado o horménio proteico de mais facil elaboragio. E exata-
mente no problema da insulina que se pode ver como & pouco o que

sabemos até agora e saber isto, é importante para o verdadeiro cien-
tista.
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