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INSULINA DE
PLANTAS

Hormonio peptidico em plantas

Diabetes e Insulina

O diabetes, caracterizado por
elevados niveis de glicose no san-
gue e excesso de urina com sabor
adocicado é, atualmente, uma das
doencas mais importantes que afe-
tam a humanidade. Segundo a Or-
ganizacao Mundial de Satide (OMS),

Figura 1 — Planta e sementes de Canavalia
ensiformis

existem 142 milhoes de diabéticos
no mundo. A estimativa € que, até
2005, o nimero alcance 300 milhdes
(O Globo, 1998). A doenga é co-
nhecida desde a antiguidade. ha
mais de 1500 anos A.C. 0s antigos
egipcios tinham alguns remédios
para combater o excesso de urina,
e os hindus observaram que insetos
e moscas eram atraidos para a urina
de algumas pessoas e que isso
estava associado a certas doencas.
Mil anos A.C. o pai da medicina na
India, Susruta, diagnosticou o dia-

betes. Os Gregos antigos nao ti-
nham tratamento para a doencga e,
em vdrias partes do mundo, acredi-
tava-se que ela fosse causada por
calor excessivo nas visceras, por
variacdes humorais ou pelo exces-
so de bebidas. No fim do século
XVIII, Matthew Dobson provou que
o sabor da urina no diabetes era
devido a presenca de
acicar € mostrou o
excesso de acicar no
sangue; na mesma
época, John Rollo ob-
servou o odor de ace-
tona nos pacientes
com diabetes (Pike,
1999).
Posteriormente,
foram feitas descober-
tas importantissimas
para o melhor enten-
dimento do diabetes.
Entre elas a de Von
Mering e Oscar
Minkowski, em 1899,
de que a retirada do pancreas do
cachorro promovia o aparecimen-
to da doenca naquele animal. Em
1921, uma equipe liderada por Fre-
derick Banting descobriu, no Cana-
da, que um peptideo, a insulina,
secretado pelas ilhotas de Lan-
gerhans do pancreas, causava o
abaixamento dos niveis de ac¢icar
do sangue. Em 1920, esse peptideo
foi cristalizado por J. J. Abel e, em
1955, Frederick Sanger determinou
sua seqiéncia de aminodcidos
(Turkenburg-van Diepen, 1996).



Sabe-se, atualmente, que a in-
sulina exerce seus efeitos quando
se liga ao seu receptor na parte
externa da membrana celular. Essa
ligacio inicia uma cascata de fosfo-
rilacao no interior da célula, que,
entre outras coisas, promove a fos-
forilacio e consequente ativaciao
de transportadores de glicose. Isso
faz com que essa molécula penetre
na célula e participe dos processos
metabdlicos em que esta envolvi-
da. Sao conhecidos também outros
efeitos da acio de insulina sobre o
metabolismo e ativacio de genes
na célula animal.

Tratamento do diabetes

Diabetes ndo tem cura. Seu tra-
tamento € feito, principalmente, 2
base de injecoes de insulina, sendo
sua ingestao ineficaz. O hormonio
tem uma importincia enorme no
controle dessa afeccao. Entretanto,
o sofrimento decorrente das multi-
plas injecdes didrias a que sio
submetidos os pacientes tem sido
um estimulo para a busca de subs-
titutivos, principalmente os que
exercam seus efeitos por via oral.
Alguns desses sao pequenas molé-
culas que, de uma forma ou de
outra, mimetizam a ac¢ao da insuli-
na em pacientes diabéticos. Exem-
plo de composto anti-hiperglicé-
mico do tipo acima é o metformin
(N, N-dimetil guanidina) original-
mente detectado em uma planta,
Galega officinalis, da familia das
leguminosas.

Extratos de partes de plantas,
como folhas, raizes ou sementes,
tém sido utilizados, através dos
tempos, pela medicina popular de,
praticamente, todas as populagoes
humanas no tratamento do diabe-
tes. Entretanto, ap6s a descoberta
da insulina e com sua extensa co-
mercializacdo, estudos sobre a uti-
lizacao de remédios populares ori-
ginados de plantas diminuiram seja
por ndo serem considerados de
valor comercial seja por estarem,
aparentemente, associados a uma
ciéncia de segunda categoria. Vale
ressaltar que muito poucos remédi-

quencia de Aminoacidos da
Insulina V

Figura 2 — Seqliéncias de aminodacidos de insulinas bovinas e de plantas

os ditos naturais para o tratamento
do diabetes tiveram seu valor tera-
péutico comprovado.

Insulina de Plantas

Logo apds a realizacao dos estu-
dos que levaram a descoberta da
insulina no pancreas de caes, dois
dos cientistas envolvidos (Collip,
1923; Best et al., 1924) com a des-
coberta apresentaram resultados nos
quais sugeriam a presenca de subs-
tincias possivelmente similares 2
insulina em extratos das mais diver-
sas plantas. Collip chegou a dar ao
seu produto o nome de glucocini-
na, pois imaginou que um produto
derivado de plantas nao poderia ter
o nome de insulina (originado da
palavra latina que significa ilhota,
referéncia as ilhotas de Langerhans
do pancreas). Em 1976, Khann et al.
forneceram indicios mais concretos
sobre a presenga de insulina em
plantas. Eles isolaram de frutos e de
sementes de Momordica charantia
(melao-de-Sao Caetano) uma fra-
¢ao protéica com massa molecular
de, aproximadamente, 6,0 kDa, que
reagia com anticorpo contra a insu-
lina humana. Os estudos desse gru-
po foram baseados nas experiénci-
as da medicina popular indiana,
que indica serem os frutos e semen-
tes dessa cucurbiticea de grande
valor no tratamento do diabetes.

Posteriormente, Collier et al.
(1987) relataram o isolamento de

proteinas de folhas de espinafre e
de centeio e de plantas de Lemna
gibba G3, que apresentaram pesos
moleculares semelhantes aos das
insulinas animais, reagiram com
anticorpo antiinsulina suina e exi-
biam a propriedade de ligacio ao
receptor de insulina humana. Ne-
nhuma informacgio estrutural foi
fornecida na ocasido ou posterior-
mente.

Nao hi registros posteriores a
esses relatos na literatura cientifica
sobre a presenca de insulina em
plantas. Mas ha, no entanto, um
registro continuo na literatura, dos
efeitos benéficos de uma enorme
quantidade de extratos de folhas e
de sementes das mais variadas plan-
tas sobre o diabetes, e cujas propri-
edades sugerem a presenca de pro-
teinas ativas.

A despeito dessa grande quanti-
dade de informacao, que sugere a
presenca de insulina em plantas,
parece haver um paradigma que
estabelece que as plantas nao se
valem de hormdnios peptidicos,
como insulina, para seus processos
metabolicos. H4, conseqiientemen-
te, descrenca de que os vegetais
possam se valer de insulina, por
exemplo, para o controle da meta-
bolizacio de acicar em suas célu-
las.

Como exemplo dessa descren-
ca, ha afirmacoes facilmente en-
contradas, como a que se segue
(Brach, 2000):
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“Uma vez que insulina
¢ um hormdnio em ani-
mais, as plantas certamen-
te nao teriam um ‘uso’ para
ela; assim ela pode nio ter
qualquer efeito sobre as
mesmas (......)" .

Ha4 um enorme interes-
se em se utilizarem plantas
como produtoras de pro-
teinas animais de dificil pre-
paracao ou daquelas re-
queridas em grandes quan-
tidades, a precos acessi-
veis. Como exemplo dis-
so, ha tentativas de produ-
¢io de hormdnio do crescimento
em plantas transformadas adequa-
damente (Staub et al, 2000). As
famosas plantas produtoras de va-
cinas estdo freqientemente anun-
ciadas na literatura (Yu & Langrid-
ge, 2000). No caso da insulina, sua
produciao utilizando-se a chamada
tecnologia do DNA recombinante
ja € uma industria importante. A
industria brasileira BIOBRAS, de
Montes Claros, Minas Gerais, pro-
duz insulina humana, nao propria-
mente utilizando células de vege-
tais, mas a partir de células de
Escherichia colitransformadas com
um gene da proinsulina humana
(BIOBRAS, 1998). H4 uma iniciativa
do Professor Adilson Leite, da Uni-
versidade de Campinas, que procu-
ra transformar plantas de fumo com
um gene de insulina humana para
producio do hormoénio em semen-
tes (FAPESP, 2000), além de regis-
tro sobre transformacio de batata
com um gene de insulina humana
(Arakawa et al, 1998).

Nossos resultados

Acaso

A descoberta de uma proteina
com caracteristicas da insulina bo-
vina foi feita no Laboratério de
Quimica e Funcao de Proteinas e
Peptideos, Centro de Biociéncias e
Biotecnologia, Universidade Esta-
dual do Norte Fluminense, em Cam-
pos dos Goytacazes, Rio de Janeiro,
por acaso, durante investigacoes
sobre o efeito de proteinas do tegu-
mento de sementes de feijao-de-
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Figura 3 — Efeitos de insulinas
sobre os niveis de glicose no
sangue

porco (Canavalia ensiformis) (Fi-
gura 1) na sobrevivéncia do carun-
cho ou gorgulho (Callosobruchus
maculatus) de feijao-de-corda (Vig-
na unguiculata). Resultados ja
publicados (Oliveira et al., 1999)
mostram que a proteina tem massa
molecularidéntica e seqiiéncia pri-
maria exatamente igual 2 da insu-
lina bovina (Figura 2). Além disso,
a proteina isolada reage com anti-
corpos antiinsulina (humana e
bovina) da mesma maneira que
insulina bovina. Mostramos tam-
bém que a insulina isolada tem os

mesmos efeitos que a ani-
mal no abaixamento dos
niveis de glicose em ani-
mais diabéticos (Figura 3).

Demonstramos, poste-
riormente, que a insulina
de sementes de feijao-de-
porco localiza-se exclusi-
vamente no tegumento e,
neste, em uma camada de
células que delimita o es-
paco entre esse tecido e os
cotilédones (Figura 4).
Sabe-se que essa camada
de células estd envolvida
no transporte de acicar
das partes aéreas da planta para a
semente durante a formacio desta
dltima. Juntamente com a molécula
de insulina, detectamos um frag-
mento de proteina que apresentou
homologia de sequéncia com o
receptor de insulina humana.

Em experimentos feitos com a
utilizacio de anticorpos antiinsuli-
na e anti-receptor de insulina, mos-
tramos que essas duas proteinas
exercem um efeito marcante du-
rante as primeiras etapas da germi-
nac¢io, quando se da a embebicio
de 4gua pela semente. A presenca
de insulina estimula a emersao da
radicula que € bloqueada quando
se adiciona anticorpo antiinsulina
ao meio (Figura 5). Os experimen-
tos sugerem fortemente que a insu-
lina possa estar exercendo papel
de sinalizador para a entrada de
glicose nas células.

Posteriormente, mas ainda nao
publicados, resultados obtidos mos-
tram que as sementes de Canava-
lia braziliensis (feijao-de-boi), uma
espécie relacionada a C. ensifor-
mis, também contém insulina e seu
receptor.

A idéia de que o papel da insu-
lina em plantas possa estar ligado a
processos de sinalizacao necessari-
0s para a metabolizacao de glicose
semelhantes aos existentes em ani-
mais nos levou a procura da molé-
cula em diferentes plantas.

Plantas antidiabéticas

As vagens verdes de feijoes sdo
recomendadas como sendo uUteis



no tratamento do dia-
betes. As vagens sdo
utilizadas para a prepa-
racdo de chis ou con-
sumidas como saladas.
Folhas de diversas plan-
tas sao também bastan-
te utilizadas para o tra-
tamento dessa afeccio.
Diante dos resultados
obtidos com as semen-
tes de feijao-de-porco,
passamos a investigar
as vagens de feijao-de-
corda (Vigna unguicu-
lata) e as folhas de pata-
de-vaca (Baubhbinia for-
ficata), duas plantas
bastante utilizadas no
Brasil (Panizza, 1997).
Além de evidencia-
da a presenca de insu-
lina em vagens e tegu-
mentos de sementes de
feijao-de-corda em for-
macgio, mostramos sua
presenca também nas folhas dessa
leguminosa (Venancio et al, 2000).
A presenca do horménio também
foi comprovada nas folhas de pata-
de-vaca. Neste ultimo caso, conse-
guimos mostrar que a insulina se
encontra predominantemente as-
sociada aos cloroplastos que sio as
organelas responsaveis pelos pro-
cessos fotossintéticos que se dio
nas folhas verdes (Azevedo, 2000).

Preparacio de
insulinas de plantas

A descoberta de insulina em
tegumentos de feijao-de-porco foi
feita utilizando-se preparacdes ob-
tidas a partir de extratos feitos com
tampodes fosfato de potdssio (50
mM, pH 7,6). Essas preparacdes
eram cromatografadas em colunas
de troca idnica e de filtracao mole-
cular e a sua pureza verificada por
eletroforese em gel de poliacrila-
mida. Apds a constatacio de que
nossa prepara¢iao continha insuli-
na, feita inicialmente pelo seqien-
ciamento de amino 4cidos, passa-
mos a utilizar técnicas de imuno-
quimica para a deteccao da prote-
ina. Utilizamos um anticorpo poli-

Intunolocalizacao de insulina (1) e
de seu receptor (R)

TEGUMENTO
DIE
Canavalin
ensiformis

Figura 4 — Imunolocalizacio
de insulina no tegumento de
Canavalia ensiformis

clonal contra insulina humana e
empregamos técnicas de ELISA e
de “Western blot”.

As insulinas de folhas das diver-
sas plantas estudadas foram detec-
tadas seja por extracio com tam-
poes alcalinos (fosfato ou borato)
seja por uma metodologia de extra-
¢ao que emprega uma mistura de
etanol e dgua e acidificacio com
icido forte. Essa metodologia ¢
semelhante a que se emprega para
preparacio de insulina a partir de
tecido pancredtico (bovino ou de
outro animal). Em alguns casos,
lanca-se mao do método desenvol-
vido por Khann et al. (1976), que
utiliza extracdes com misturas de
alcool e cloroférmio, nas etapas
iniciais. As etapas posteriores de
purificacao, quando foram neces-
sarias, foram feitas por meio de
técnicas comuns de quimica de
proteinas, como cromatografia em
troca idnica e filtracio molecular. A
identidade da insulina foi sempre

mostrada por ELISA ou
por eletroforese em gel
de poliacrilamida, segui-
da de “Western blot”.

Conservacao evoluci-
onaria

Diante dos resultados
obtidos no LQFPP com
plantas da familia das le-
guminosas, e tendo em
vista os resultados de
outros, com plantas de
outras familias (ver Colli-
eretal., 1987, e Khann et
al., 1976), passamos a
examinar, utilizando téc-
nicas de imunoquimica
(ELISA, Western blot),
folhas de plantas de um
maior nimero de espéci-
es. Essas foram selecio-
nadas nio somente por
sua conhecida acio anti-
hiperglicémica relatada
na medicina popular, mas para co-
brir um grande nimero de espécies
dos diferentes grupos de vegetais.
Foram também incluidas plantas
tipicas da Regiao Amazonica, co-
nhecida por sua grande biodiversi-
dade.

Os resultados obtidos mostram
que a maioria dos extratos de folhas
examinados contém moléculas imu-
noreativas, se€ja em um ensaio em
meio liquido (ELISA) seja sobre
membranas (Western blot). Neste
ultimo caso, os resultados apontam
para a presenca de moléculas de
insulina que apresentam a mesma
massa molecular das insulinas ani-
mais. Grande parte dos resultados
aponta também para a complexa-
cio da molécula de insulina de
plantas com compostos de nature-
za glicidica.

A fim de tentar estabelecer a
presenca de insulina (ou antigenos
que se associam a anticorpos an-
tiinsulina) em grupos mais primiti-
vos, mostramos que essa molécula
estd presente em uma cianobacté-
ria (Spirulinasp). Esses organismos
tiveram origem em €época anterior a
formacao dos cloroplastos das plan-
tas verdes (Cavalier-Smith, 2000).
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O conhecimento que se tem da
extensdo da presenca de insulina
em animais (Chan & Steiner, 2000)
associado aos resultados obtidos Dhwragds de experbments: 120 h
por no6s sobre a presenga de insu- Agma BSA (0,3 ml} Tnsuline (8. 3&ag'ml)
lina em plantas e cianobactérias e
aqueles resultados dos que relatam
a presenca desse horménio em
bactérias (LeRoith et al., 1985) e
fungos (LeRoith et al., 1980), nos
levam a crer que essa molécula foi
conservada durante a evolucio,
sugerindo que ela esteja associada
aos processos de metabolizacio de

EXPERIMENTOS DE GERMINACAD
Canoviris snslfermier 10 sementes par iTeiamsenis

glicose em todos os seres vivos. Amticnrpn anti cadeia [| ds
As i ioacoes realizads Anibrarpo st invebing receprar de msnling bemana
s investigacoes realizadas por Bovins (13080 prr— Sacarmy (Bf=gml)

nos, além de sugerirem que a insu-
lina estd presente em plantas e é
uma molécula evolucionariamente
conservada, também apontam para
avalidacao de produtos da medici-
na popular utilizados no tratamen-
to do diabetes. Esforcos estao sen-
do dirigidos para compreender por-
que as insulinas de folhas de plan-

tas sao eficazes mesmo quando Amitcorpo smel esdeis || do
administradas oralmente. Aniicorps anii msuling recrpiar de imsuling humana
Glicase [0 hgigiml) b i 1 05003 = glicase {150} + glmbee
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INSULINA (ANTIGENO) ESTA PRESENTE EM CIANOBACTERIAS E PLANTAS VERDES

Cianobactéria
Briofitas
Pteridofitas

Gimnospermas

Angiospermas

Monocotiledbneas

Dicotileddoneas

+ indica presenca de insulina (antigeno).

Spirulina sp

Psilotaceae
Equisetaceae
Selaginelaceae
Cycadaceae
Ginkgoaceae
Pinaceae
Cupressaceae
Nymphaeales
Ceratoophyllales
Piperales
Aristolochiales
Magnoliales
Laurales
Illiciales
Acorales
Alismatales
Asparagales
Liliales
Dioscoreales
Nartheciales
Pandanales
Arecales
Bromeliales
Philydrales
Commelinales
Typhales
Juncales
Poales
Zingiberales
Ranunculales
Proteales
Vitales
Caryophyllales
Polygonales
Saxifragales
Santalales
Zygophyllales
Geraniales
Celastrales
Malpighiales
Oxalidales
Fabales
Rosales
Cucurbitales
Fagales
Myrtales
Brassicales
Malvales
Sapindales
Cornales
Ericales
Garryales
Solanales
Gentianales
Lamiales
Aquifoliales
Apiales
Dipsacales
Asterales
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