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RESUMO

Os esforcos de muitos laboratérios tém concentrado no desenvolvimento de pesquisas e na descoberta
de vias moleculares que atuam na mediacéo da resposta pleiotropica da insulina. Os estudos sobre o
mecanismo de acdo insulinico levaram a descoberta do receptor tirosina quinase e varias proteinas
ligantes que sdo diretamente ativadas por meio de sitios de tirosinas fosforiladas existentes nesses
receptores. A familiados substratos do receptor deinsulina (IRSs) s&o as principais proteinas envolvidas
natransducdo do sinal intracelular desencadeado pelainsulinaas quais séo encontradas em umagrande
variedade de células e tecidos. Esse trabalho de revisdo versa sobre o tema referente ao complexo do
receptor de insulina e a cascata de sinalizac&o induzida por esse horménio.

Palavras-chave. insulina, receptor insulinico, substrato do receptor insulinico (IRSs), sinalizacdo
intracelular, sitiostirosinafosforilados.

ABSTRACT

Several laboratories efforts largely focus on investigating and discovering the molecular pathways that
mediate the pleotropic insulin responses. Studies on the mechanism of insulin action led to the discovery
of theinsulin receptor tyrosinekinase, the central role of tyrosine phosphorylation during insulin signaling
and various signaling binding proteins directly activated by phosphotyrosine motifs occurring in the
activated receptors complexes. Insulin receptors substrate family (IRSs) is the main proteinsinvolved
inintracellular signaling pathways, and it isfound in alarge variety of cellsand tissues. This paperisa
review on insulin receptor complex and the signaling cascades induced by this hormone.

Key words. insulin, insulin receptor, insulin receptor substrates (IRSs), intracelullar signaling,

phosphotyrosine motifs.
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INTRODUCAO

A lnsulina

A insulina é uma proteina de pequeno peso molecular
formada por duas cadeias polipeptidicas ligadas por pontes
dissulfetos constituidas por 21 e 30 aminoacidos,
respectivamente. Essa proteina é sintetizada nas células 3
pancreaticas como uma longa cadeia de polipeptidios
proveniente de um Unico gene, recebendo o nome de proé-
insulinat. A pré-insulina € composta por insulina e peptideo
C2. Estamol éculaé clivadapor agdo de umaenzimaproteolitica
apos a cadeia protéica dobrar-se em um formato especifico. A
excisdo de parte da cadei a polipeptidicade pré-insulinaprovoca
uma perdairreversivel daformacéo necessariaparaaproteina
dobrar-se espontaneamente em sua conformagdo normal®.
Desde 0 seu isolamento, ainsulinaé o horménio peptidico mais
intensamente estudado quanto a seu mecanismo de acéo,
refletindo suaimportancianabiol ogiahumanaemedicina. Um
entendimento bioquimico claro dos mecanismos insulinicos é
de maximaimportancia®.

Insulina € o agente anabdlico mais potente
fisiologicamente conhecido®. Em nivel celular, este horménio
controla o transporte idnico, a captacdo de glicose e substrato
(ex. aminoécidos), bem como afosforilagéo e desfosforilacéo
de enzimas, além de afetar 0 metabolismo de carboidratos,
proteinas e lipidios. Os efeitos desse hormdnio variam desde
respostas répidas de sistemas de transporte e enzimas (de
segundos aminutos) até modul agBes | entas, como proliferagéo
celular, que pode levar horas para ser expressa. Além dos seus
bem conhecidos efeitos metabdlicos, ha evidéncias de que
exerca agdes sobre componentes da estrutura celular como o
citoesquel eto. Adicionado a complexidade da agéo insulinica,
ha evidéncias que sugerem que esse hormonio exerca parte de
seus efeitos metabdlicos viamudangas no volume celular®. Uma
ddvida resta: ainda ndo esta claro se as agGes metabdlicas e
mitogénicas dainsulina compartilham uma via comum ou é o
resultado de duas ou maisvias divergentes que emanam de seu
receptor®.

L onge da ativagdo do receptor, ainsulinaregulao grau
de fosforilagdo em serina e treonina, paradoxamente
estimulando fosforilagdo de algumas proteinas e causando
desfosforilagéo em outras®. Esta claro que algumas, mas néo
todas desfosforilagdes sdo efeitos insulinicos que controlam a
elevacdo de 3', 5'- monofosfato ciclico de adenosina (AM Pc),
sendo a reducgdo deste nucleotideo um dos mecanismos
fisiol6gicos mais importantes da ag&o insulinica. E bem
estabel ecido que ainsulina ativa uma, e provavelmente mais,
AMPc fosfodiesterases responsaveis pela redugéo dos niveis
de AMPc. O horménio também inibe a producdo de AMPc
através da inibicdo da adenilato ciclase. Esse efeito faz com
gue o AMPc sggaum mensageiro secundario dainsulina, embora
ndo o principal®. Muitas dessas fosforil agies em serinaltreonina
s80 compartilhadas com outros fatores de crescimento. Em
contraste, a desfosforilacéo de proteinas € uma caracteristica
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Unica da insulina, incluindo muitas enzimas envolvidas no
metabolismo de glicose e lipidios, tais como piruvato
desidrogenase, glicogénio sintetase e lipase sensivel a
horm@nio. Portanto essas desfosforilagGes parecem ser criticas
paramuitos dos ef eitos metabdlicos do hormdnio como sintese
delipidios e carboidratos e inibig&o de lipdlise.

E interessante notar que pro-insulina, insulinaefatores
de crescimento semelhantes a insulina (IGFs) sdo peptideos
intimamente relacionados quanto a sua sequéncia de
aminoécidos, estruturatridimensional e atividades biol 6gicas.
Enquanto ainsulina age conhecidamente como um hormonio
enddcrino, o fator de crescimento relacionado a insulina 1
(IGF-1) é classicamente considerado como um regul ador
parécrino de crescimento e diferenciacéo celular. Ambos os
peptideos se ligam com alta afinidade a distintos receptores
de membrana, os quais compartilham grande homologia. A
pré-insulina é capaz de se ligar ao receptor de insulina com
10% menos afinidade que o hormdnio original e promove
ativagdo da sinalizag@o, mas provavelmente com efeitos
bioldgicos diferentes. Em fibroblastos de embri&o de frangos
aproé-insulina é descritacomo mais efetivaque ainsulinaem
estimular crescimento celular?.

O Receptor delnsulina (IR)

O receptor de insulina (IR) esta presente virtualmente
em todos os tecidos dos vertebrados, embora sua concentragdo
varie de 40 receptores em eritrécitos circulantes a 200 em
adipacitos e hepatécitos’.

O gene do receptor humano esta localizado no brago
curto do cromossomo 19, sendo constituido por mais de 150
quilobases (Kb) e 22 éxons, codificando um cDNA de 4,2 Kb.
Este receptor migra com peso molecular de 300-400 kDa em
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)". O IR é
sintetizado como pré-receptor e sofre uma série de mudancgas
pés-transducionais, incluindo ligagcdo covalente, pontes
dissulfeto, dimerizacao e clivagem proteolitica para formar o
tetrémero a:2328. O IR consiste num heterotetrémero composto
por duas cadeias externas o°, as quais estdo localizadas
totalmente fora da membrana e possuem os sitios de ligagéo a
insulina’ e duas cadeias transmembranicas 3, asquai s possuem
o dominio intracelular tirosina quinase®® (Figura 1). A N-
glicosilagdo ligada a aspargina presente no receptor € uma
modificagdo necessaria para a dimerizacdo do mesmo,
transporte intracelular e aquisi¢do da capacidade de ligar-se a
insulina. Na subunidade 3, a glicosilagdo estd envolvida com
transmissdo transmembréni cado sinal, enquanto na subunidade
oL parece promover o processamento do pro-receptor e seu
transporte a partir do reticulo endoplasmético. Pré-receptores
retidos no reticul o possuem dominios quinasi cos ativosin vitro,
mas s80 praticamente insensiveis as estimul agbes insul inicas®.

Uma ou duas moléculas de insulina podem se ligar ao
receptor e os sitios de ligagdo exibem um comportamento
cooperativo negativo’. Esta ligagdo promove mudangas
conformacionais, movendo os dominios quindsi cos para perto,
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permitindo afosforilagdo cruzada datirosina 1.162 etirosinas
adjacentes presentes naal cade ativagdo. Depois dafosforilacio,
atirosina1.162 é deslocadado sitio ativo e presume-se queira
estabilizar a nova conformac&o. Essas mudancas permitem a
ligagdo do adenosinatrifosfato (ATP) e estimulam intensamente
a atividade catalitica do receptor®.

A ativacdo datirosina quinase presente na subunidade
[ do receptor resulta numa imediata autofosforilag8o de seis
residuos de tirosina, onde a mutagéo em um dos trés residuos
do dominio quinasico do receptor causareducdo namagnitude
do sinal insulinico e mutacdo nos trés sitios inativa
completamente o receptor. Carel et al** relatou em fibroblastos
Rat-1 que adel egéio de 43 aminoacidos do dominio C-terminal
do receptor resulta na dissociagdo entre efeitos metabdlicos e
mitogénicos dainsulina

Proteinas quinases séo enzimas que catalisam a
transferénciade gruposfosfatos pararesiduos de aminoacidos
das proteinas. No caso do receptor de insulinahaumareacgéo
deautofosforilagdo, levando aincorporacdo de gruposfosfatos
dentro da subunidade B do receptor. A insulina estimula a
fosforilagdo do receptor em 3-5 residuos de tirosina, sendo
gue esse efeito € maximo em 1 minuto. A quinase uma vez
ativada parece manter o estado fosforilado mesmo naauséncia
da insulina®. O receptor de insulina fosforila diretamente
inlmeras proteinas, incluindo a familia dos substratos do
receptor de insulina (IRSs), proteina homologa ao colageno
com dominio SH2 (Shc) e proteina ligante de fator de
crescimento 2 (Grb-2)*? (Figura 1).

Umavez ativado, o receptor ndo sofre desfosforilacdo
ou desativacdes espontaneas, sendo Necessario um processo
catalisado por uma proteina tirosina fosfatase celular para
reverter os receptores ao seu nivel basal, ou sgja, no estado de
quinase inativa. A principal tirosina fosfatase do IR € uma
proteinaintegral de membranachamadaL AR (proteinaintegral
de membrana relacionada a antigeno de leucécito)®.

Entre as tirosinas quinases especificas, o grande grupo
dos receptores quinasicos ocupa um lugar especial devido a
sua haturezatransmembranica, pois sdo capazes de interpretar
diretamente o sinal extracelular einiciar acascatade sinalizagdo
dentro da célula*. Embora, saiba-se que esses receptores
possuam um papel decisivo na tumorigénese, é importante
enfatizar que eles também sdo reguladores cruciais do
desenvolvimento, crescimento e diferenciago tanto no adulto
quanto no embri&o®. Andlises molecul ares de tumores humanos
mostram que algumas malignidades estdo associadas ao
aumento daexpressdo ou amplificacdo de certos protoncogenes
dereceptorestirosinaquinase. Para essestumores nota-se uma
forte relagdo estatistica entre amplificacio/superexpressdo e o
prognéstico clinico. Esses dados suportam a hipétese de que
esses genes estdo envolvidos, pelo menos, em estagios tardios
do processo de transformagdo maligna, com a progressao
tumoral e metéstase. O gene humano codificador parao receptor
de fator de crescimento epidérmico (EGFR) é encontrado
amplificado em células de carcinoma de cabega e pescoco e

em 40% dos gliomas malignos. Rearranjos do DNA nesse gene
amplificado levam a delegdes no dominio extracelular do
receptor. Esses receptorestruncados ndo se acoplam ao ligante
extracelular, mas exibem uma atividade de fosforilacéo
constante. Como aformagdo tumoral é geralmente considerada
um processo constituido de multiplos passos é dificil avaliar
em tumores humanos qual o papel dessas alteracdes na
expressdo de protoncogenes ou estruturas que poderiam estar
envolvidos nainiciagdo do tumor, progressdo e metastase, ou
sgja, qual seriaaconsequiénciabioquimicaefisiolégicaecomo
poderiam contribuir para o fenétipo neoplasico. Um exemplo
de superexpressdo génica de receptor tirosina quinase como
responsavel naformag&o de um tumor éfornecido pelo modelo
de génese de melanomaem peixe, onde 0 agente transformador
identificado foi um novo membro da subclasse | (receptores
relacionados ao fator de crescimento epidérmico-EGF) dos
receptores tirosina quinasicos, o0 Xmrk (receptor tirosina
quinase do peixe Xhiphophoros semelhante ao receptor de
fator epidérmico)*.

O IR éintimamente relacionado com o receptor do fator
de crescimento 1 relacionado ainsulina (IGFR-1)%, chegando
a exibir 70% de homologia. Sabe-se que concentracdes
suprafisioldgicasdeinsulinaligam-seao IGFR-1, o qual regula
a proliferagdo das células in vivo e in vitro, através de trés
mecani smos diferentes: mitogénese, estabilizacdo e manutencdo
do fendtipo transformado e protegdo das células contra
apoptose’®. O mecanismo de autofosforilagdo quinésico é
similar a0 que ocorre com receptores tirosina quinase
monomeéricos de fatores de crescimento, como os receptores
parafator de crescimento derivado de plagueta (PDGFR) e de
fator de crescimento fibroblastico (FGFR) e EGFR®™. A
interacdo dos ligantes com receptores tirosina quinase
geralmente faz com que receptores monomeéricos se
oligomerizem no plano damembranae se autofosforilem através
de uma reag&o intermolecular. Autofosforilagdo nos residuos
de tirosina dentro do dominio catalitico estd associada com
ativacdo enzimética, enquanto fosforilagcGes em regifes nédo
cataliticas do dominio citoplasmético providenciam sitios de
ligagdo para proteinas sinalizadoras’. A transfosforilagdo de
receptores monomeéricos gera siti os que reconhecem proteinas
efetoras detentoras de dominios SH2, as quais se associam
diretamente com os respectivosreceptores. Jaaautofosforilagdo
de receptor de insulina geralmente causa a ativacdo do seu
substrato, o qual funciona como uma proteina de ancoragem
para outras moléculas SH2%,

O IR também é fosforilado em residuos de serina e
treoninano estado basal e em respostaaestimulagéo dascélulas
por ésteres deforbol, andlogosdo AMPc e pelaprépriainsulina
Algumasfosforilagdes em serinadiminuem aatividadetirosina
quinasicaestimulada pelainsuling’.

OsDominiosSH2 e SH3

Varios componentes da via de transdugdo do sinal
intracelular contém regides conhecidas como SH2 e SH3. Os
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dominios SH2 e -3 sdo regiGes homologas aos sitios nédo
cataliticos da familia de tirosina quinase Src e, portanto,
respectivamente denominados. homologo 2 a Src (SH2) e
homélogo 3 a Src (SH3). Os dominios SH2 sdo formados por
umacadeialateral de arginina que interage com grupos fosfo-
tirosina dos receptores tirosina quinasicos e outras proteinas
citoplasmaticas. Os dominios SH3, por sua vez, apresentam
grande afinidade por residuos de prolinal’ e sdo encontrados
em vérias proteinas que se associam ao citoesqueleto e a
membrana. As proteinas do citoesqueleto ndo possuem SH2,
indicando que esses dois dominios ndo sdo obrigatoriamente
inseparaveis. O papel dosdominios SH3 parece estar envolvido
com localizagdo subcelular. Sugere-se entdo que os dominios
SH2 e -3, quando combinados, confiram aos complexos
multiproteicos, localizacdo subcelular apropriada para a
ativacdo de vias de transducéo do sinal especificas'®.

Os Substratos do Receptor delnsulina (IRSs)

O substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1), foi
originalmente descoberto em células de hepatoma Fao como
sendo uma ampla banda que surgiu durante a el etroforese em
SDS-PAGE com uma massa molecular de aproximadamente
185 kDa, sendo chamada pp185. Foi subsegiientemente
identificado em vérias outras célul as e tecidos estimul ados pela
insulina com peso variando de 160 a 190 kDa, sugerindo que
sua fosforilagdo pode variar ou ser uma mistura de varias
fosfoproteinasdiferentes. O IRS-1 éimediatamente fosforilado
apos estimulagdo insulinica, indicando que exerca um papel
importante nos passos iniciais da transdugdo do sinal pés-
receptor®® (Figura 1).

A partir decélulasmiel 6idesfoi descobertae clonadauma
proteina chamada 4PS, a qual exibia grande semelhanca com o
IRS-1, sendo posteriormente identificada como substrato 2 do
receptor deinsulina(lRS-2) e principal mente expressano muscul o,
pulméo, cérebro, figado, rins, coragdo e baco® (Figura 1).

Em adipdcitos de ratos a insulina induz a fosforilagéo
de uma proteina de 60 kDa, chamada pp60, a qual pode se
associar aFosfatidilinositol 3 quinase (PI3K)?. Posteriormente,
essa proteinaficou conhecida como substrato 3 do receptor de
insulina (IRS-3)% (Figura 1).

O substrato 4 do receptor de insulina (IRS-4) foi
identificado por Lavan et al?® sob a denominagdo de PY 160.
Esse novo membro da familia das proteinas IRSs sofria
fosforilagdo em tirosina apés estimulo com insulina e IGF-1
em células HEK 293, mas era imunol ogicamente distinta do
IRS-1*? (Figura 1).

As proteinas IRSs sdo compostas por um dominio
terminal NH, de homologia pleckstrin (PH) e um dominio
ligante afosfotirosina (PTB), seguido por uma caudaterminal
COOH contendo multiplasregidesfosforiladasemtirosina. Os
dominios PH e PTB sdo bem conservados em cada uma das
proteinas | RSs e possuem uma estrutura quaternaria comum,
mas funcionam de maneira diferente quando acoplados ao IR.
Estudos indicam que o dominio PH se ligue afosfolipidios de
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membrana ou regides acidas de varias proteinas'®* e embora
ndo interajam diretamente com os receptores, esses dominios
aparentemente sdo necessarios paraumaeficientefosforilacéo
em tirosina promovida pel o receptor’?. O dominio PTB interage
comregiGesNPEY (N = asparagina; P= prolina; E = glutamato;
Y = tirosina) fosforiladas na regido de justamembrana da
subunidade B do IR#. Os dominios PH e PTB do IRS-1 e -2
possuem uma similaridade de 69 e 75%, respectivamente®. O
dominio PH do IRS-4 exibe um alto grau de homologiacom o
dominio presente no IRS-1, -2 e -3, sendo de 49, 50 e 43%,
respectivamente. Por suavez, o dominio PTB do IRS-4 também
exibe um alto grau de homologia com 0 mesmo dominio dos
IRS-1, -2 e—3, sendo 66, 62 e 43%, respectivamente?. A porcéo
C-terminal dosdominios PH e PTB recebe 0 nome de dominios
SAIN também conhecido por ligante NPXY (N = asparaging;
P=prolina; X = qualquer aminoé&cido; Y = tirosina) de Shc e
IRS-1, sendo que o IRS-1 possui um e o IRS-2 dois. Os
dominios SAIN, também chamados dominios ndo-PTB, sdo
importantes para a interagdo com o receptor e estdo pouco
conservados entre as diferentes moléculas de |RSs'. Esses
residuos sdo as regifes que se ligam as proteinas contendo
dominios SH2, incluindo as subunidades regul atérias da Pl 3K
(p85c, p55a, p500, p83P e p557K), Grb-2, proteina
multiadaptadora com estrutura de dominios SH3-SH3-SH3-
SH2 (Nck), proteinatirosina quinase citoplasmatica (c-fyn),
fosfatase 2 que contem dominios de homologia SH2 (SH-
PTP2 ou PTP1 D)* e fosfolipase Cy (Plcy)!? (Figura 1).

Portanto, os |RSs podem ser vistos como proteinas com
multiplos sitios, os quais apds afosforilagiio em tirosinaativam
véarias vias sinalizadoras através da interacdo com proteinas
contendo dominios SH2. Conseqiientemente, varios efeitos
biol6gicos da insulina poderiam ser separados na altura da
fosforilagdo desses substratos, e mesmo por diferentes sitios
presentes nos IRSs. Alternativamente, o tempo de duracéo e
magnitude do sinal poderia ser um importante fator de
discriminagéo entre respostas biol 6gi cas diferentes’.

A ocorréncia de quatro IRSs levanta uma questé@o que
versa sobre a regra fisiol égica de cada uma dessas proteinas.
Apesar de similares, as IRSs possuem estruturas, padroes de
fosforilagdo em tirosina pelo IR (e outros receptores) e
associagdo com proteinas contendo dominios SH2 distintos,
inclusive diferencas em relagdo a sua localizagdo dentro da
célula, onde o IRS-1/2 estdo comumente associados aestruturas
intracel ulares, enquanto o | RS-3/4 estdo associados amembrana
plasmatica?>. Muitos estudos sugerem que o IRS-1 medeia
preferencial mente os efeitos mitogénicos dainsulinae do | GF-
1, enquanto 0 IRS-2 parece estar mais envolvido com ageracéo
darespostametabdlicadainsulina?®. Outros dadosindicam que
in vivo o IRS-1 talvez seja responsavel pela sinalizagdo de
receptor de IGF-I e o IRS-2 pela sinalizag&o do receptor de
insulina2. Dados evidenciam que |RS-1/2 compartilham efeitos
biol dgicos, umavez que no decorrer daestimulagdo insulinica
0 IRS-1 e —2 medeiam antiapoptose e sintese de DNA?, mas
exercem papéis tecido-especificos, onde o IRS-1 poderia



LuchsA. Transdugdo de sinal: um olhar sobre ainsulina. Rev Inst Adolfo L utz, 65(3): 157-164, 2006

exercer um papel proeminente no musculo esquelético,
enguanto o IRS-2 poderia ser dominante no figado®.

Enquanto IRS-1 e -2 s8o expressos ubiguamente, a
expressdo de |RS-4 é praticamenterestritaaglandulapituitaria
e ao cérebro®, principalmente telencéfalo e mesencéfalo. O
hipotalamo regula o comportamento de fome, acasalamento,
nutri¢do, crescimento e controlarespostas desencadeadas pelo
baixo nivel de glicose no sangue. Essa regido do cérebro
contém receptores de insulina, bem como outros receptores
que podem potencial mente requerer o IRS-4 paraatransdugdo
do seu sina®. O IRS-4 é expresso em células humanas,
enquanto sua expressao em tecidos de camundongos esta
abaixo do nivel de deteccdo™.

Fantim et al?® trabalhando com camundongos
demonstrou que animais desprovidos de IRS-1 sGo menores
do que os controles e sdo levemente resistentes a insulina,
exibem altos niveis plasmaticos desse horménio e fraca
toleranciaatestesdeglicose einsulina. Entretanto, seusniveis
sanguineos de glicose sdo normais no estado alimentado e ndo
alimentado. Em contraponto, camundongos carentesem IRS-2
apresentam um tamanho semelhante aos seus respectivos
controles, mas desenvol vem diabetes devido aumacombinagdo
de resisténcia a insulina e incapacidade de proliferacdo das
células B pancreédticas. Camundongos sem IRS-3 nao
apresentam defeitos no crescimento e nem na homeostase de
glicose. Por fim, camundongos deficientes em IRS-4 ndo
exibem resisténcia a insulina e apresentam tamanho
ligeiramente menor. Por esses dados, pode-seinferir que o IRS-
1 exerce um papel importante no crescimento, enquanto o IRS-
2 desempenhaumafuncdo admirével naproliferagdo dascélulas
B pancredticas e ambos cumprem ag8o na responsividade a
insulina dos tecidos mais importantes. Por outro lado, IRS-3 e
—4 parecem ndo ter um papel muito importante em nenhum
desses processos. A falta do IRS-3 pode ser suprida pela
presenca de IRS-1 e —2. A auséncia de um fendtipo marcante
devido afaltade |RS-4 néo é surpresa, visto que sua expressio
€ baixa em camundongos'2.

Sabe-se que 0 IRS-4 interage com proteinas contendo
dominios SH2 como a PI3K, Grb-2, proteina adaptadora |1
(Crk-11) e a proteina adaptadora semelhante a Crk (CrkL)?*2,
além disso, observactes feitas em células 32D em relacdo as
diferencas natransducgdo do sinal mostraram que o IRS-1 e—
4 se ligam fortemente a Grb-2 e aumentam a ativagdo de
proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) durante a
estimulacdo insulinica. O IRS-4 ndo possui os sitios de ligagéo
SH2 na terminagdo COOH, portanto esta proteina promove
uma fraca ativagao da PI3K devido ainabilidade do receptor
deinsulina em fosforilar suas regifes Y XXM (Y = tirosing;
X = qualquer aminoacido; M = metionina). Entretanto, os
sinais mediados pelo IRS-4 sdo suficientes para estimular a
atividade da PI3K e ativar a proteina quinase B/Akt (PKB/
Akt), masfalham em promover aativagéo daproteinaquinase
de fragéo ribossomal S6 (p70*+). Na presenca de interleucina
3(IL-3), 0 IRS-4 promove apoptose através de um mecanismo

ndo conhecido. Esse dado é uma demonstragdo clara da
diferente capacidade sinalizadorado IRS-4 quando comparado
alRS-1le-2%

Os IRS-1 e -2 foram encontrados como componentes
daviade sinalizac8o de outros receptores como o horménio de
crescimento (GH), interleucina-9 (IL-9), interferon o (INFo),
interferon y (INFy) e o fator inibidor de leucemia (LIF). Esses
receptores de citocinas utilizam vérios componentes dafamilia
da Janus quinase (JK) para mediar a fosforilacdo de IRS-1 e
—2%5. Osoutrosfatores de crescimento podem ativar os mesmos
intermedi arios sinalizadores (geralmente em um grau maior que
a insulina), mas ndo sdo capazes de mimetizar os aspectos
metabdlicos da agdo insulinica?’.

A via de sinalizagdo regulada pelo IRS-1 que inibe a
apoptose durante estimulagdo insulinica talvez seja
independente da PI3K. Ha ainda estudos que sugerem que os
produtos da PI3K amplificam o sinal antiapoptético
independente da fosfotirosina através do recrutamento de
elementos essenciais para a membrana plasmatica?.

Fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K)

Fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) é um efetor da via
de sinalizagdo usada por varios receptores tirosina quinase,
incluindo o IR e 0 IGF-IR? (Figura 1).

A PI3K é uma enzima heterodimérica sinalizadora
composta por uma subunidade catalitica (p110) associada a
uma subunidade regulatoria (p85)%. A p85 é formada por um
dominio SH3, dominio que contém homologia a regido de
guebra(BCR), flanqueada por duas seqliénciasricasem prolina,
dois dominios SH2 e umaregido inter-SH2 que contém o sitio
de ligag@o com a subunidade catalitica p110. A interacdo dos
dominios SH2 da subunidade reguladora da PI 3K com regiGes
especificas Y XXM (Y =tirosing; X = qualquer aminoacido; M
= metionina) fosforiladas em tirosina presentes nos proprios
receptores e nas proteinas sinalizadoras intermediérias, tais
como IRS-1 e IRS-2, induz a atividade enzimética da
subunidade catalitica, p110%. Os produtos lipidicos da PI3K
medeiam a ativagdo de varias serina/treonina quinases,
incluindo a quinase 1 e 2 dependentes de fosfolipidio (PDK 1/
PDK?2), PKB/Akt, proteina quinase C§ (PKCE), proteina
quinase CA (PKCA\), p70%, entre outras. Essas serina/treonina
quinases desempenham fung¢des na regulagcdo de varias
respostas biol égicas decorrentes da ativacao de PI3K,
incluindo ativagdo do transporte de glicose, sintese de
glicogénio, sintese de proteinas, lipogénese, antilipolise,
mitogénese e antiapoptose®.

Sabe-se que IR e IGF-1R ativados podem se associar
diretamente com a subunidade p85 da PI3K, aqual interage
com a regido C-terminal dos receptores, portanto, deve
existir um mecanismo de ativacdo da PI3K independente
dos IRSs. Embora ambos 0s receptores sejam capazes de
interagir a subunidade p85, isso ocorre de uma maneira
distinta, onde o IR é mais eficiente nessa interacéo,
resultando em respostas diferentes?.
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Proteina Homologa ao Colageno com Dominio SH2 (Shc)

A proteina Shc recebeu esse nome devido a presenca
do dominio SH2 e suahomologiaao colageno (Fig. 1). Existem
multiplas proteinas Shc, as quais sdo implicadas nasinalizagéo
mitogénica de varios receptores tirosinas quinases, incluindo
PDGFR e EGFR, interleucina-2 (IL-2), interleucina-3 (IL-3),
fator estimulador de coldniaem macréfago e granul6cito (GM-
CSF) einsulina®.

Proteina Ras

A fosforilagéo em tirosina dos | RSs ou proteinas Shc
pelo receptor tirosina quinase induz sua associagdo com o
dominio SH2 da pequena proteina adaptadora Grb-24. O
dominio SH2 da Grb-2 é flanqueado por dois dominios SH3,
0s quais medeiam a sua ligagdo com o SOS (“Son of
Sevenless’). A estimulagdo de células com agentes como
insulinae fator de crescimento derivado de plagueta (PDGF),
resultam na fosforilagdo em serina/treonina de SOS e sua
dissociagdo do complexo Grb2-SOS (Fig. 1). O SOS é
responsavel pela troca de guanosina difosfato (GDP) por
guanosinatrifosfato (GTP) naproteina Ras (codificadapelo
proto-oncogeneras). Umavez ligada o estado ligado ao GTP,
a Ras se associa com membros da familia de proteinas
guinase Raf (uma quinase de serina/treonina), ativando esta
tltima®. A Raf ativada pode fosforilar a proteina quinase
quinase ativada por mitégeno (MAPKK ou MEK), uma
quinase especifica de agdo dupla que catalisa afosforilagéo
em treonina e tirosina da proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK ou ERK), promovendo sua ativagdo. A
MAPK por suavez fosforilainimeros fatores de transcri¢éo
nucleares e proteinas citoplasmaticas envolvidas na
regulagdo de sintese macromolecular e mitogénese, tais como
fosfolipase A, (PLA2), p70%* e aquinase S6 ribossomal p90
(p90Rs)* (Figura 1). Dessa forma, Ras funciona como uma
molécula chave na conversao de sinais antecedentes para
eventos posteriores envolvendo fosforilagbes de serina/
treonina quinases®. Ha evidéncias que indicam que as
proteinas |RSs aparentemente ndo estéo envolvidas com a
ativacao da Ras, pois tal ativagdo ocorre em células
desprovidas de IRSs ou expressando um mutante, portanto,
aativacdo da Ras deve ser mediada pelafosforilacdo exclusiva
de Shc. Entretanto, a ativagao de Ras é insuficiente para
desencadear a mitogénese em células deficientes em IRSs,
indicando que este também deve ser responsavel pelo
acoplamento de outraviaindependente de Ras, masimportante
para a mitogénese dependente de estimul agdo insulinica'®.

A Proteina Quinase B/Akt (PK B/Akt)

A regulagdo da proteina quinase B (PKB/Akt) envolve
0 recrutamento de vérias quinases paraamembrana plasmatica
(Fig. 1). O dominio PH da PKB/Akt interage com os produtos
daPI3K, recrutando a PK B/Akt paraamembranaplasmaticae
expondo-a para quinases dependentes de fosfolipidios
associadas a membrana. A PDK1 também se associa a
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membrana plasmética através dainteragdo com o dominio PH
dosprodutos daPI 3K, catalizando afosforilagio da PK B/Akt®.

Proteina Tirosina Fosfatase 1D (PTP1D)

Proteinatirosinafosfatase 1D (PTP1D), também conhecida
como SH-PTP2, SH-PTP3, PTP2C e Syp, € uma enzima
citoplasmética com dois dominios Src (dominios de tirosina
fosforilas) de homologia 2 (SH2), sendo expressa numa grande
variedade de tipos celulares (Figura 1). Apés estimulacdo das
célulascom vériosfatoresde crescimento distintos, PTP1D torna-
sefosforiladaemtirosinae associa-se com receptores ativadosou
tirosinaquisases citoplasméticas via seus dominios SH2. Estudos
demonstraram que a PTP1D é necesséria para a transdugéo do
sind gerado pela ativacdo do receptor de PDGF e de insulina,
sendo capaz deligar-se a0 IRS-1 (Figura 1). Em contraste com o
gue ocorre com aviado receptor de PDGF, aativacao do receptor
deinsulinando resultanafosforilagdo emtirosinadosresiduosdo
PTP1D, impedindo sualigacéo ao complexo Grb2-SOS, indicando
queo efeito positivo dessafosfatase nasinalizagdo insulinicadeve
ser mediado por outro mecanismo. Sabe-se que seu envolvimento
critico nasinalizagdo dainsulinaestarelacionadacom aregulagdo
da captacéo de glicose™.

Proteina Tirosina Fosfatase 1B (PTP1B)

A proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B) esta
predominantemente localizada na superficie citossolica do
reticulo endoplasmético. Essa tirosina fosfatase exerce o
principal papel na regulacéo da atividade do IR®, sendo
considerada um regulador negativo dasinalizacéo insulinica,
apos sua fosforilagdo direta por esse receptor® (Figura 1). A
PTP1B ndo somente desfosforila o IR ativado pela ligagéo
com ainsulina, mastambém regula o percussor do IR durante
a sua biossintese®. Esse fato € bem evidenciado em
camundongos “knockout”, pois mostra que afaltade PTP1B
estaassociadaaum aumento na sensibilidade insulinica, como
também na resisténcia & obesidade. Esses estudos mostram
gue a inibicdo da PTP1B prove uma via atrativa para a
utilizag&@o desse processo como umaterapia contra o diabetes
tipo 2 e a obesidade™.

Integrinas

Estudos prévios demonstraram a existéncia de uma
ligagdo entre as vias de sinalizagdo utilizadas pelas integrinas
e agquelas empregadas pel os fatores de crescimento. Acredita-
se que adesao sgjanecessdriaparaque osfatores de crescimento
induzam completamente seus efeitos intracelulares. Por
exemplo: integrinas o3, exercem sinergia com o sinal
insulinico em células ovarianas de hamster chinés. Essesefeitos
podem ser mediados através do aumento da fosforilacdo em
tirosina do receptor e de seus substratos, pois as integrinas
podem potenciar a via de sinalizagdo da insulina e do IGF-1,
através da regulacdo da expressdo de IRS-1 (Figura 1). Uma
falha na adesdo induz uma répida diminui¢cdo do RNAm do
IRS-1. Sabe-se que as integrinas induzem o recrutamento e
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ativagdo detirosina quinases como aproteina quinase ativadora
dec-jun (INK), proteinaquinase de adesdo local (FAK), Srce
aviadasMAPK.Além disso, hdevidéncias de que asintegrinas
podem regular a transcricdo do gene que codifica para IRS-1
(Figura 1) via ativagdo de INK mediada pela FAK. Também
foi demonstrado que FAK interage diretamente com o IRS-1,
levando a fosforilagdo em tirosina deste Ultimo e sua
conseqguente interagdo com proteinas que possuem o dominio
SH2, taiscomo p85, Grb-2 e PTP1 D, além de ativar a PI3K?,

Integrina Receptor insulinico

R —

) she |

PTP1B] ' [IRS 14~ [ Grb-2 —» [ 508 [ [ Res |

PTPiD]

ﬂ?ﬁ.&‘lﬂ [ Plcy

PI4 5P, PIP3 — | ,;.DK,,E

PKC f,.\
F‘KB Akt
9?0“‘ | pa0 | | UNK
Metabolismo de glicose
ellpq ios
RlbussumaISé
=+ estimulo
—  inibigio Sobrevivéncia celular
Proliferagéo celular Sintese protéica
Antiapoptose

Figura 1. Insulina atua via receptores do tipo tirosina quinase presentes na
membrana celular, estimulando a fosforilago dos substratos do receptor
insulinico (IRSs). A fosforilag8o das proteinas IRS(s) em seus residuos de
tirosina inicia uma complexa cascata de transdugéo de sinal, envolvendo a
captagdo de glicose, metabolismo, sintese de proteinas e sobrevivénciacel ular.
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