REVISTA DE MEDICINA — Maio-Jun.-Jul.-Ag., 1948 199

FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
DEPARTAMENTO DE QUIMICA FISIOLOGICA

Diretor: Prof. Juime A. A. Cavalcanti

MECANISMO DE ACAO DA INSULINA (*)

Acad. ISATAS RAW

Ha mais de sessenta anos, Von Mering e Minkowsky fize-
ram suas primeiras experiéncias em animais pancreatectomisados,
trabalhos &stes que ha vinte e cinco anos atrds culminaram com a
descoberta por Banting e Best, da Insulina.

Até o aparecimento dos trabalhos sébre metabolismo inter-
mediario, gragas a Warburg, Meyerhof, Cori e outros habeis pes-
quisadores, pouco se pode progredir no estudo do modo de acdo
do hormoénio pancreatico. Entretanto ainda hoje, em que se regis-
tram na literatura milhares de trabalhos sobre metabolismo dos
glicidos, podemos dizer que quase nada esta assentado sobre éste
problema. Muitos dados foram obtidos, mas todos éles devem
ser tomados com reservas. Primeiramente devemos notar que o
organismo animal ¢ um sistema muito complexo, onde existe um
sem numero de intercorrelacbes, regulacoes fisiologicas e meca-
nismos de defesa. Muito comumente, o pesquisador procurando
dar uma explicacao simples aos fendomenos ocorridos no decurso
de suas experiéncias, esquece-se que os seus resultados represen-
tam uma soma de reacdes isoladas, um resultado final de mui-
tos atos fisiologicos. Assim durante muito tempo atribuia-se os
sintomas da pancreatectomia unicamente a falta de insulina (uma
vez que a unica lesao era a falta do pancreas, e a administracdo

(*) Palestra Inaugural dos Semindrios de Bioquimica de 1948, pronun-
ciada em 19-3-48.
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de insulina reconduzia o animal ao estado normal) deixando-se
de levar em conta o aumento relativo dos efeitos das glandulas
de acao oposta, isto ¢, hipofise, supra-renal e tireoide.

Por outro lado, ndo devemos deixar de assinalar que a grande
maioria de experiéncias “in vitro” sdo feitas em condi¢des muito
distantes das fisiologicas. Os métodos empregados, particular-
mente os de rotina nos laboratérios de pesquisa metaboélica, como
o método das laminas de tecido de Warburg ou o homogeneizado
de Rotter, nos revelam apenas o que os tecidos podcm fazer, mas
nio o que fazem nas condigdes fisiologicas. Assim lembramos
que Cori demonstrou que os enzimas hepaticos que normalmente
sintetisam glicogénio, “in vitro” sintetisam uma espécie de amido.
O proprio esquema de metabolismo intermediario dos glicidos de
Meyerhof, Parnas e Embden, atualmente adotado ¢ at¢ certo pon-
to apenas uma hipotese, pois muitos pontos estao ainda por se-
rem demonstrados no organismo integro. Lembramos também que
nos estudos sobre o modo de agdo da insulina usam a quase to-
talidade dos experimentadores a insulina do comércio, cuja com-
posicdo e propriedades se afastam da insulina natural.

Acdo fisiologica da insulina

Sabemos que as hexoses uma vez absorvidas, sdo deposita-
das no figado sob a forma de glicogénio, que funciona como uma
reserva, transformando-se & medida das necessidades em glicose,
que passa para a corrente sanguinea. A glicose sanguinea € re-
tirada pelos tecidos, principalmente o muscular, depositando-se
neste sob a forma de glicogénio. O glicogénio muscular ¢ oxi-
dado a acido pirivico, que por uma série de reacoes chega a ani-
drido carbonico e agua. No caso de uma relativa anoxia, como
num trabalho excessivo, o acido pirivico armazena-se e € redu-
zido a acido latico, que pode voltar a acido pirtvico, sendo en-
tio metabolizado. No caso de um maior excesso de acido latico
éste passa para o sangue, sendo déste retirado principalmente
pelo figado reformando glicogénio.

il
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Os trabalhos de Cori demonstraram que a passagem (rever-
sivel no figado mas irreversivel no musculo) de glicose a glico-
génio se faz por varias reacdes de que participa o acido fosfo-
rico formando-se esteres fosforicos.

. 1 . 2 ~
LICOGEN10 ——= (GLIcoSE-1-FosraTo, = GLICOSE-6-F0SFATO =—2 Gr1cO0SE
G e T—-—_ KI——_ ?—-—-—_
., ;
LATICO &= o Prrifvico
/

l

CO,+H,0

Fig.

(8]

A injecdo de insulina tem varios efeitos: hipoglicemia, gli-
cogénio, deposigdo, anticetogenese e hipofosfatemia. Isto significa
que uma injecao de insulina determina uma diminuicdo da glicose
do sangue e um aumento do glicogénio dos tecidos (no individuo
normai a insulina determina uma diminuicio do glicogénio hepa-
tico) uma menor formacio' de acido aceto-accético, beta hidroxi-

butirico e acetona, bem como uma diminui¢ao do fésforo inorga-
nico do sangue. '

Até 1938 ndo era conhecida a acido glicorreguladora auto-
noma do figado, funcdo esta que permite ao figado regular a gli-
cemia. Sabemos que apos a inje¢do ou a administracio endove-
nosa de uma dose de glicose, a glicemia aumenta, voltando ao
normal duas ou trés horas mais tarde. Imaginava-se antigamente
que a volta da glicemia ao normal se devia a uma descarga de
insulina que determinava uma deposicio de glicogénio, principal-
mente hepatica. Soskin demonstrou (fig. 3) que mesmo num ani-
mal em que se retira o pancreas e se administra uma injecao
constante de insulina, a diminui¢do da hiperglicemia alimentar, is-
to ¢, a curva glicémica, ¢ normal, indicando isto que a funcao de.
glicorregulacao ¢ do figado, ativamente, e ndo do pancreas pela
libertacao de uma quantidade adicional de insulina. Os trabalhos
de Soskin e col. (1934-1938, fig. 4), Bodo (1933), Mirsky (1937)
e outros, demonstraram que mesmo “in vitro” isto acontece. As-
sim o acréscimo de glicose impede a glicogenolise.
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Normal: resultado apds a administracdo de glicose. Controle despancreu-
tizado: manutencdo da glicemia pela administracdo de uma injecdo cons-
tante de insulina. Despancreatizado: curva glicémica em animal com admi-
nistra¢@o de injecdo constante de insulina.

Soskin ¢ Allweis, Am. J. Phys. 110: 4 (1934).
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Inibi¢ao da glicogenolise hepdtica por glicose adicionada:

I: influéncia de diferentes quantidades de glicose adicionadas no apa-
recimento de glicose em polpa de figado, em 1 hora: 1- sem glicose,
2-5mg 3-10 mg 4- 20mg 65- 40 mg. . '

II: comparag¢do do aparecimento de glicose, em diferentes intervalos de
tempo, com e sem adi¢do de glicose: 6- sem adicd@o T7- com 20 mg.

Soskin e col., Proc. Soc. Exp. Biol. & Med. 42: 689 (1939)
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Estes resultados hoje bem assentados (mas pouco citados
na literatura, principalmente clinica) afastaram definitivamente a
idéia de que a insulina seja responsavel, por mecanismo direto,
pela manuten¢ao da glicemia.

Teorias de diabete

Encontramos na literatura, conforme estd bem esquematizado
no livro recente de Soskin e Levine, duas-teorias fundamentais
de diabete. A primeira conhecida por “teoria da nio utilizacao”,
proposta por Minkowski imagina que o diabetes rcpresente uma
menor utilizacdo da glicose pelos tecidos. Como o figado estaria
fornecendo uma quantidade constante de glicose, esta, naos sendo
utilizada, determinaria uma hiperglicemia e uma glicosuria. Esta
teoria, de acordo com os resultados que mais tarde citaremos, caiu
totalmente em desuso, e atualmente ¢ pouco defendida. Soskin
propos uma segunda teoria que, apesar de parecer mais correta
que a anterior, sofre fortes criticas principalmente dos- clinicos.
Pela teoria de Soskin, conhecida pelo nome de “teoria da super-
producao”, o diabete é o resultado das desregulacao hepatica, dis-
tarbio éste que determinaria entio uma superproducao e conse-
quente hiperglicemia e glicostiria.

Fra. 5

Diagramas mostrando as analogios me-

canicas ilustrando as teorias de diabe-

te seg. Soskin e Levine, Carbohydrate

#) Nog-utilization ) Uberproduction

metabolism, 1946, Univ. Chicago Press.

Nos proprios trabalhos de Soskin encontramos dados para
defender uma outra teoria, que denominaremos de “teoria da nio
utilizacdo com superproducio secundaria” Imaginemos que a uti-
lizacdo dos tecidos esteja diminuida. Como tddas as reacoes (ou
quase todas) da glicogénese e glicogendlise sdo reversiveis, o fi-
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gado sendo dotado de poder regulador determinaria um aumento
de glicemia, procurando ultrapassar a barreira determinada pela
menor utilizagdo dos tecidos, quando falta o hormdnio pancrea-
tico. Representaria assim, como documentaremos adiante, a hiper-
glicemia, um mecanismo de defesa do organismo.

Fic. 6

Representagdo mecanica da teoria de
ndo utilizacdo com superprodugdo Se-

cunddrin.

Acao da insulina nas reacoes glicose-glicogénio

Trabalhos de Mann ja em 1928 e trabalhos de Cori e col.
(1940-41) mostraram que o musculo pode depositar glicogénio
na auséncia da insulina. Entretanto a presenca da insulina faci-
lita e mesmo acelera a retirada de glicose do meio ou do'san-
gue, como dcmonstraram Dambrosi e Luckens (1933) e mais re-
centemente Gemmil e col. (1940-41) e Soskin (1941-42).

Final
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Mesmo no animal integro Soskin e Levine demonstraram que
a insulina facilita a utilizacao de glicose. Conforme notamos na
figura 8, a insulina permite que o organismo utilize uma dada
quantidade de glicose, que, na auséncia desta, precisaria de uma
glicemia, através da lei da acdo de massas facilita as reacoes de
utilizacao.
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Utiliza¢do de glicose em cdo normal e despancreatizado — Noskin e Levine,
Am. Jowr. Phys. 120: 761 (1937).

Podemos pois afirmar que insulina facilita a glicogeniogénese
e a utilizacao da glicose. Estes dados concordes com Soskin (“the
lack of insulin causes a diminuitiontin both utilisation and storage
of carbohydrate by the peripherical tissues at any given blood
sugar level,. ”) Soskin e Levine, Carbohydrate Metabolism, p.
186), mostram evidentemente que o diabético utiliza glicosc, mas
tem esta utilizacao dificultada. Nao podemos admitir uma teoria
de nido utilizacdo tdo absoluta como admitia Minkowski, entre-
tanto podemos admitir que na glicemia normal, o diabético tem
uma menor utilizacdo (7).

Entretanto se esta acao catalitica ¢sta demonstrada para o
tecido muscular ndo acontece o mesmo com alguns outros teci-
dos. Hemacias, tecido nervoso e testiculo nao sao influenciaveis

(*) Em trabalho recente Stadie e Zapp (setembro de 1947, J. Biol. Chem.
70: 66 (1947), apresentam dados que parecem ndo concordar com os grificos
apresentados por Soskin e Levine (fig. 8), isto ¢, demonstram que a insulina
sempre facilita a utilizacdo de glicose, mesmo nas mais altas glicemias, o que
contradiz os resultados citados, mas apesar disso Soskin ji havia emitido o
mesmo conceito em 1946, como vemos na citacio acima feita.
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pela insulina. Particularmente, o tecido nervoso e testiculo cons-
tituem interessante problema, uma vez que &stes tecidos tém co-
mo unica fonte de energia a glicose. O proprio coracao do dia-
bético ¢ mais rico em glicogénio do que o cora¢ido normal.

A acao da insulina sobre o parenquima hepatico é muito dis-
cutida. No diabético a taxa de glicogénio no figado ¢ menor do
que no individuo normal. A administracdo de insulina do diabé-
tico determinaria um aumento de glicogénio hepatico (com con-
comitante diminuicdo de hipoglicemia). Isto levou imediatamente
0s autores a pensarem que a insulina tem acdo na glicogeniogé-
nese hepatica. Entretanto esta ndo é a funcdo da insulina no fi-
gado. Soskin e col. (1939) retira dois lobos de figado, um antes
e outro depois da administracdo de insulina no animal. Coloca
¢stes lobos de figado “in vitro” e determina a glicose que apa-
rece devido a glicogendlise. Verificou Soskin que a glicogenolise
€ menor no lobo retirado apdés a administragdo de insulina. O
mesmo fato ja havia sido verificado antes em experiéncias dife-
rentes por Issekutz e Szende (1934), Cori (1930) entre outros.

A prova mais interessante que demonstra que a insulina inibe
a glicogendlise hepatica, foi-nos fornecida por Kosterlitz e Wed-
der (1933) e Bollman e Mann (1934). Sabemos que a adminis-
tracao de galactose num animal normal determina uma galactemia
transitéria, pois a galactose deposita-se no figado sob a forma
de glicogénio. Os AA. ao administrarem a galactose a um ani-
mal diabético imaginaram que a galactemia seria mais prolon-
gada, pois supunham que a insulina fdsse necessaria para a gli-
cogénese hepatica. Entretanto verificaram que ao invés de uma
galactemia mais prolongada, havia uma galactemia menos intensa
e menos duradora, acompanhada de uma hiperglicemia. Isto signi-
fica que na auséncia de insulina (animal diabético) ha uma maior
deposicao da galactose, e maior glicogendlise, resultante disto os
fendmenos observados. Conclue-se que no diabético ha maior gli-
cogenolise, o que seria devido a falta de insulina. Estas experién-
cias constituem a nosso ver uma das mais demonstrativas provas
(nao ditadas por Soskin) de que no diabetes ha uma superpro-
ducdo de glicose a custa (primeiramente) de glicogénio.

Entretanto poderiamos explicar a inibicdo da glicogendlise
hepatica, no diabético pela acdo da insulina no misculo, determi-
nando maior utilizacio muscular, podendo entdo o figado, por me-
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canismo autdnomo diminuir a glicemia, diminuindo a glicogeno-
lise. Esta explicacdo fascinante, para enquadrar estas experién-
cias na hipotcse da menor utilizacio com superproducao secun-
daria, nao explica, ao menos por enquanto as experiéncias “in
vitro”

Ja citamos antes, que no individuo normal a insulina deter-
mina uma diminui¢cdo do glicogénio hepatico conforme demonstra-
ram Bodo e Nuewrith (1933), Cori (1925), Corkill (1930). Po-
demos explicar éste fato como resultante da acdo da insulina so-
bre o musculo, o que determinaria uma retirada da glicose san-
guinea e deposicdo de glicogénio no musculo. O figado, para
manter a glicemia, determinaria glicogendlise, o que ocasionaria
a diminui¢do do glicogénio hepatico.

Nao podemos deixar de citar as opinides de Peters (1946)
e as experiéncias de Lundsgaard (1938) que levam um grande
numero de autores a imaginar que a insulina ndo tem acio no
figado.

Fosforilacao

Admitido que a insulina atua na glicogeniogénese e na glico-
genolise, procuram os autores explicar esta dupla a¢io por uma
unica hipotese, o que deu origem de 1941 para ca a idéia de que
a insulina agiria nas reac¢des de fosforilagdo da glicose.

Muitos trabalhos foram feitos, dosando-se os diversos com-
postos fosforilados do metabolismo intermediario; lancando mao
de técnicas de dosagem de is6topos radioativos, a maioria dos
trabalhos sdao atualmente feitos lancando mao do P...

Sacks (1943) fez varios trabalhos em que demonstrou maior
transformacgao de fésforo nas fragdes correspondentes a ATP, fos-
focreatina e frutose 6-fosfato. A radioatividade da glicose 6-fos-
fato s6 aumenta em estado post-absortivo, o que tem sido de ex-
plicagao dificil. (*) Todavia apenas podemos dizer que a insu-
lina aumenta o metabolismo dos derivados fosforilados. A difi-
culdade de se fazer experiéncias com 6rgdos isolados, com enzimas
puros, tem dificultado muito os trabalhos.

(*) Reservamos para outra ocasido a discussio mais detalhada sobre
fosforilacgdo.



Em 1945 Price Cori e Colowitz fizeram um trabalho que teve
enorme repercussao. Mostraram éstes autores que a insulina anu-
la a inibicdo que o horménio da hipofise anterior efetua sobre
a fosforilase. Estes dados vieram concordar com as experiéncias
de Houssay. Este autor demonstrou que a hipofisectomia fazia
desaparecer os sintomas de diabéte. Estes resultados nos levam
a conclusdo que uma das ag¢des da insulina é anular a inibi¢do
do hormdnio da hipéfise anterior sobre a fosforilagdo. Entretanto
nao pode ser éste o unico modo de acdo da insulina uma vez que
a insulina age mesmo “in vitro” (*) independentemente de uma
acao prévia do hormodnio da hipofise anterior. Por outro lado
Price e col. demonstraram em seu trabalho (**) que o hormdnio
da hipofise anterior inibe a oxidacao de glicose no figado, mas
permite a transformacdo de glicogénio em acido latico no musculo.

Surge ainda outro problema: se as reacdes de glicose a gli-
cogénio sao iguais no musculo e no figado, a insulina deveria
agir de igual modo nos dois tecidos. Entretanto vimos que no
figado, ou a insulina impede a glicogenoélisc, ou ndo age, efeitos
contrarios a sua acao no musculo. De fato a fosforilase do fi-
gado e do musculo parecem ser diferentes, pois Cori ndo con-
seguiu a sintese de amido com a fosforilase do misculo, como
conseguiu com a do figado.

Esta rapida visdo dos estudos de fosforilagdo que apenas se
iniciaram, nos mostram que existem numerosos problemas até
hoje insoliveis, mas ¢ evidente que um dos modos de acao da
insulina consiste em anular o efeito inibidor da hipd6fise anterior.
Parcce todavia que ainda age a insulina em outro ponto da gli-
cogénese e da glicogenolise.

Formacao de acido piravico

E’ bastante dificil se obter uma resposta de acido piravico
no animal. Esta resposta s6 é evidente quando além da insulina

(*) Corkill e Nelson (1947) ndo obtiveram o mesmo resultado que Cori
e col,, mas provavelmente isto se deve a nido penetra¢do da insulina no tecido,
nas suas experiéncias. .

(**) O trabalho de Price Cori e Colowirz (J. Biol. Chem. 160: 633 (1945)
a apenas uma nota prévia, ndo tendo ainda nos chegado 4 mao a descrigdo
mais completa de suas experiéncias. Cori mais recentemente (1947) mostrou
que o efeito inibidor da hipifise é através da suprarrenal, desaparecendo pela
adrenalectomia.



REVISTA DE MEDICINA — Maio-Jun.-Jul.-Ag., 1948 209

damos uma dose de glicose, como demonstraram Bueding e Cold-
fard (1943). Entretanto conforme demonstraram Leloir e Mufioz
(1938) a administracdo de glicose e insulina determina um rapido
desaparecimento de alcool do sangue de um individuo em coma
alcodlico. Esta reacdo estudada por Stotz e col. (1942-43) ¢
a seguinte:

CH,CH.OH COOH 4 CH,COH —— CH,CO.COOH 4 C,H_.OH

latico - acetaldeido pirivico 4 dlcool

Este efeito da insulina-glicose, no individuo em coma alcoo6li-
co, efeito utilizado em clinica, demonstra que a insulina acelera
a producao de acido pirdavico. Himwich e col. (1943) mostraram
que a injecao de glicose com insulina determina maior resposta
de acido piravico, do que glicose so.

Oxigénio

A insulina ndao determina aumento de consumo de oxigénio,
como Gemmil e col. (1940-41) demonstraram. Rice e Evans
(1943), Krebs e Eggletin (1938), Shor (1939), demonstraram
aumento do consumo de oxigénio no musculo de pombo, mas como
assinalam Soskin e Levine nao podemos raciocinar com as expe-
riéncias em aves, pois elas ndo tém diabetes.

Acao sobre outros metabolismos

Stadie (1940), Bach e Holmes (1937), demonstraram que a
insulina impede a desaminag¢ao dos amino-acidos, impedindo assim
a neoglicogénese, a custa déstes, no figado. Stadie e col. (1940)
demonstraram ainda que a insulina impede, na lamina de figado,
a cetogénese.

Concluindo podemos dizer que a insulina atua principalmen-
te no muasculo, facilitando a glicogeniogénese e a glicogenolise.

Atua no figado, diminuindo a glicogénese a partir de aminoacidos
e a glicogenodlise. A insulina age possivelmente nas reagdes de

fosforilacao, direta ou indiretamente, bcm como suprimindo a acgio
~do-hormdnio da hip6fise anterior.
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Respondendo a perguntas:

Nos vertebrados todos, com exce¢do das aves, encontramos os sintomas de
diabetes, pela administra¢do do aloxano ou ablag¢io de tecidos contendo as
ilhotas de Langerans. Nas aves o aloxano ndo determina sindrome diabética,
mas em doses mais elevadas determina uma intoxica¢do com sua transforma-
¢do em d#cido trico que se deposita nos tecidos, constituindo a chamada gota
visceral de Gomori e Golner. As células beta estio lesadas. E’ interessante
lembrar que subindo a escala filogenética, nos repteis encontramos uma bi-
furcagéo, evoluindo um ramo para as aves e outro para os mamiferos.



