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RESUMO

A insulina € um hormoénio anabdlico com efeitos metabdlicos potentes.
Os eventos que ocorrem apds a ligacdo da insulina sdo especificos e
estritamente regulados. Definir as etapas que levam & especificidade
deste sinal representa um desafio para as pesquisas bioquimicas,
todavia podem resultar no desenvolvimento de novas abordagens tero-
péuticas para pacientes que sofrem de estados de resisténcia & insulina,
inclusive o diabetes tipo 2. O receptor de insulina pertence a uma
familia de receptores de fatores de crescimento que tém atividade
firosina quinase infrinseca. Apds a ligagdo da insulina o receptor sofre
autofosforilacdo em mudltiplos residuos de tirosina. Isto resulfa na ati-
vacdo da quinase do receptor e consequente fosforilacdo em firosina
de um a familia de substratos do receptor de insulina (IRS). De forma simi-
lar a outros fatores de crescimento, a insulina usa fosforilacdo e intera-
coes proteina-proteina como ferramentas essenciais para transmitir o
sinal. Estas interacdes proteina-proteina sGo fundamentais para transmi-
tir o sinal do receptor em direcdo ao efeito celular final, tais como
franslocacdo de vesiculas contendo fransportadores de glicose (GLUT4)
do poolintracelular para a membrana plasmdatica, ativacdo da sintese
de glicogénio e de proteinas, e transcrico de genes especificos. (Arq
Bras Endocrinol Metab 2002;46/4:419-425)

Descritores: Fosforilacdo em firosing; Tirosina quinase; Acdo insulinica;
Resisténcia & insulina; Receptor de insulina; Substratos do receptor de
insulina

ABSTRACT

Insulin is an anabolic hormone with powerful metabolic effects. The
events affer insulin binds to its receptor are highly regulated and specif-
ic. Defining the key steps that lead to the specificity in insulin signaling
presents a major challenge to biochemical research, but the outcome
should offer new therapeutic approaches for tfreatment of patients suf-
fering from insulin-resistant states, including type 2 diabetes. The insulin
receptor belongs to the large family of growth factor receptors with
intrinsic tyrosine kinase activity. Following insulin binding, the receptor
undergoes autophosphorylation on multiple tyrosine residues. This results
in activation of the receptor kinase and tyrosine phosphorylation of a
family of insulin receptor substrate (IRS) proteins. Like other growth fac-
tors, insulin uses phosphorylation and the resultant protein-protein inter-
actions as essential tools tfo fransmit and compartmentalize its signal.
These infracellular protein-protein interactions are pivotal in fransmitting
the signal from the receptor to the final cellular effect, such as translo-
cation of vesicles containing GLUT4 glucose tfransporters from the intra-
cellular pool to the plasma membrane, activation of glycogen or protein
synthesis, and initiation of specific gene transcription. (Arq Bras Endo-
crinol Metab 2002;46/4:419-425)

Keywords: Tyrosine phosphorilarion; Tyrosine kinase; Insulin action; Insulin
resistance; Insulin receptor; Insulin receptor substrates
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Q INSULINA E O HORMONIO ANABOLICO mais con-

ecido e ¢ essencial para a manutengio da ho-
meostase de glicose e do crescimento e diferencia¢io
celular. Esse horménio ¢ secretado pelas células B das
ilhotas pancreaticas em resposta ao aumento dos niveis
circulantes de glicose e aminoacidos apods as refeigoes.
A insulina regula a homeostase de glicose em vérios
niveis, reduzindo a produg¢io hepitica de glicose (via
diminui¢io da gliconcogénese ¢ glicogendlise) ¢
aumentando a captagio periférica de glicose, principal-
mente nos tecidos muscular e adiposo. A insulina tam-
bém estimula a lipogénese no figado ¢ nos adipécitos
e da reduz a lipdlise, bem como aumenta a sintese e
inibe a degradagio protéica.

Etapas Iniciais da Sinalizacdo Insulinica

O Receptor de Insulina

A figura 1 mostra um esquema simplificado das etapas
de sinaliza¢do intracelular desde a ligagao da insulina ao
seu receptor até a ativa¢io do transporte de glicose. A
sinaliza¢do intracelular da insulina come¢a com a sua
ligagdo a um receptor especifico de membrana, uma
proteina heterotetramérica com atividade quinase, com-
posta por duas subunidades o e duas subunidades £,
que atua como uma enzima alostérica na qual a sub-
unidade o inibe a atividade tirosina quinase da sub-
unidade B. A liga¢do da insulina a subunidade a permite
que a subunidade b adquira atividade quinase levando a
alteragdo conformacional e autofosforilagio, que au-
menta ainda mais a atividade quinase do receptor (1).
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Os Substratos do Receptor de Insulina

Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila
varios substratos protéicos em tirosina. Atualmente,
dez substratos do receptor de insulina ji foram iden-
tificados. Quatro desses pertencem a familia dos subs-
tratos do receptor de insulina, as proteinas IRS (2).
Outros substratos incluem Shc, Gab-1, p60dek Cbl,
JAK2 ¢ APS (3-5). A fosforilagio em tirosina das pro-
teinas IRS cria sitios de reconhecimento para molécu-
las contendo dominios com homologia a Src 2 (SH2).
Dentre estas se destaca a fosfatidilinositol 3—quinase
(PI 3-quinase). As fungoes fisioldgicas do IRS-1/2
foram recentemente estabelecidas através da pro-
dugdo de camundongos sem os genes que codificam
0 IRS-1 e IRS-2 (camundongos knockout para IRS-1
¢ IRS-2). O camundongo que nio expressa IRS-1
apresenta resisténcia a insulina e retardo de cresci-
mento, mas ndo ¢ hiperglicémico (6). Foi demonstra-
do que o IRS-2 poderia compensar parcialmente a
auséncia de IRS-1, o que explicaria o fendtipo de
resisténcia a insulina sem hiperglicemia do camun-
dongo knockout de IRS-1. O camundongo que ndo
expressa o IRS-2 foi recentemente gerado (7) e apre-
senta um fendtipo diferente do camundongo sem
IRS-1: hiperglicemia acentuada devido a diversas
anormalidades na a¢do da insulina nos tecidos per-
iféricos e a faléncia da atividade secretéria das células
 acompanhada de redugdo significativa da massa de
células B pancreiticas. Em contraste, camundongos
knockout para o IRS-3 ¢ IRS-4 tém crescimento ¢
metabolismo de glicose quase normal (8).

Receptor de
insulina

Crescimento e
diferenciagio
celular

Expressao génica
inespecifica

Figura 1. As vias de sinalizagcdo da insulina. O receptor de insulina & uma tirosina quinase que se autofosforila e catalisa a fosfo-
rlagcdo de protfeinas intracelulares como as proteinas IRS, Shc e Chbl. Apds a fosforilagdo essas proteinas se ligam a outras
moléculas de sinalizacdo afravés de seus dominios SH2, resultando na ativagdo de vias de sinalizagdo infracelular como a via
da Pl 3-quinase, a cascata da MAPK e a ativagcdo do TC10 via CAP/Chl. Essas vias regulam o fransporte de glicose, a sintese
de glicogénio, lipideos e proteinas, coordenando e integrando o metalbolismo intermedidrio.
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Inibicéo da Sinalizacédo do Receptor de Insulina
O receptor de insulina, além de ser fosforilado em tiro-
sina, também pode ser fosforilado em serina, o que ate-
nua a transmissao do sinal através da diminui¢io da ca-
pacidade do receptor em se fosforilar em tirosina apds
estimulo com insulina (9). Essas fosforilagdes inibitorias
causam feedback negativo na sinalizagdo insulinica ¢ po-
dem provocar resisténcia a insulina (10). Estudos re-
centes indicam que a resisténcia a insulina induzida pela
obesidade pode ser decorrente da ativa¢do seqiiencial da
proteina quinase C (PKC) e da quinase inibidora do
fator nuclear kB (IKkB), entretanto os detalhes dessa via
de sinaliza¢do ainda ndo sdo claros (11,12).

A agdo da insulina também ¢ atenuada por pro-
teinas fosfatases de tirosina, que catalisam a ripida des-
fosforilagio do receptor de insulina e de seus subs-
tratos. Vdrias proteinas fosfatases de tirosina foram
identificadas dentre essas se destaca a PTP1B. Camun-
dongos knockout para PTP1B tém aumento da fosfori-
lagdo em tirosina do receptor de insulina e das protei-
nas IRS no musculo, conseqiientemente apresentam
aumento da sensibilidade a insulina (13).

A Pl 3-quinase

A PI 3-quinase é importante na regulagio da mitogé-
nese, diferencia¢do celular e transporte de glicose esti-
mulado pela insulina (14-17). A PI-3 quinase foi ori-
ginalmente identificada como um dimero composto
de uma subunidade catalitica (p110) e uma subuni-
dade regulatéria (p85). A ligacio dos sitios YMXM e
YXXM (onde Y= tirosina, M= metionina ¢ X= qual-
quer aminoacido) fosforilados das proteinas IRS ao
dominio SH2 da subunidade p85 da PI 3 —quinase
ativa o dominio catalitico associado (18). A enzima
catalisa fosforilacio dos fosfoinositideos na posi¢io 3
do anel de inositol produzindo fosfatidilinositol-3-fos-
fato, fosfatidilinositol-3,4-difosfato e fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfato (19).

Atualmente, a PI 3-quinase é a Gnica molécula
intracelular considerada essencial para o transporte de
glicose (20). As proteinas alvo conhecidas dessa enzi-
ma sdo a Akt e as isoformas atipicas da aPKC (T e A),
porém a fung¢do destas proteinas no transporte de gli-
cose ainda ndo estd bem estabelecida (21-25).

A Via CAP/Cbl

Além da ativacio da PI 3-quinase, outros sinais também
sdo necessarios para que a insulina estimule o transporte
de glicose (5). Essa segunda via envolve a fosforila¢io
do protooncogene Cbl (26). Na maioria dos tecidos
sensiveis a insulina, Cbl esta associado com a proteina
adaptadora CAP (27). Ap6s a fosforilagao, o complexo
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Cbl-CAP migra para a membrana celular e interage com
a proteina CrkIl, que também estd constitutivamente
associada com a proteina C3G (28,29). A C3G é uma
proteina trocadora de nucleotideos que catalisa a troca
de GDP por GTP da proteina TC10 ativando-a. Uma
vez ativada, TC10 causa um segundo sinal para a
transloca¢io da proteina GLUT4, em paralelo a ativa¢do
da via da PI 3-quinase (29).

Cascatas de Fosforilacdo Estimuladas

pela Insulina

Semelhante a outros fatores de crescimento, a insulina
estimula a mitogen-activated protein (MAP) quinase.
Essa via inicia-se com a fosforilagdo das proteinas IRS
e/ou Shc, que interagem com a proteina Grb2 (30). A
Grb2 estd constitutivamente associada a SOS, proteina
que troca GDP por GTP da Ras ativando-a. A ativagio
da Ras requer a participagdo da SHP2. Uma vez ativa-
da, Ras estimula a fosforilagio em serina da cascata da
MAPK que leva a proliferagio e diferenciagio celulares
(31). O bloqueio farmacoldgico dessa via previne a
acio da insulina no crescimento celular, mas nio tem
efeito nas a¢oes metabdlicas do horménio (32).

A insulina aumenta a sintese e bloqueia a de-
gradagdo de proteinas através da ativagio da mTOR.
mTOR controla a translagao de proteinas diretamente
através da fosforilagao da p70- ribossomal S6 quinase
(p70rsk), que ativa a sintese ribossomal de proteinas
através da fosforilagao da proteina S6 (33). A mTOR
também fosforila a PHASI1, que aumenta a sintese pro-
téica via aumento da transla¢io de proteinas (34).

Regulacdo da Sintese de Glicogénio
A insulina inibe a produgdo e liberagio de glicose no
figado através do bloqueio da gliconeogénese ¢ glico-
gendlise. A insulina estimula o acimulo de glicogénio
através do aumento do transporte de glicose no muscu-
lo ¢ sintese de glicogénio em figado ¢ musculo. Este al-
timo efeito ¢ obtido via desfosforilagio da glicogénio-
sintetase. Ap6s estimulo com insulina a Akt fosforila e
inativa a GSK-3, o que diminui a taxa de fosforilagao da
glicogénio-sintetase aumentando sua atividade (35). A
insulina também ativa a proteina fosfatase 1, por um
processo dependente da PI 3-quinase, que desfosforila a
glicogénio sintetase diretamente (36).

Na neoglicogénese, a insulina inibe diretamente
a transcrigao de genes que codificam a fosfoenolpiruva-
to carboxiquinase (PEPCK), enzima chave no controle
desse processo. O hormoénio também diminui a taxa de
transcri¢io do gene que codifica a frutose-1,6-bifosfa-
tase e a glicose 6 fosfatase e aumenta a transcrigao de
genes de enzimas glicoliticas como a glicoquinase a
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Figura 2. Regulagdo do metabolismo de glicose no figado. A insulina estimula a utilizagdo e armazenamento de glicose
como glicogénio e inibe a sintese dessa hexose e sua liberacdo. A insulina estimula a expressdo de genes da via glicolitica
(verde) enquanto inibe a codificacdo daqueles que codificam enzimas da via da gliconeogénese (vermelho). A insulina
também estimula a sintese de glicogénio através da inibicdo da GSK3 e proteina fosfatase 1.

piruvato quinase (37,38). As vias de sinalizagdo que re-
gulam a transcri¢do desses genes permanecem descon-
hecidas, mas envolvem a Akt e fatores de transcri¢do da
familia forkhead ¢ o coativador do PPAR vy, PGC-1.

A insulina também altera a quantidade de 4cidos
graxos livres liberados da gordura visceral (39). O flu-
xo direto de 4cidos graxos na veia porta para o figado
modula a sensibilidade a insulina nesse 6rgio regulan-
do a produgio de glicose.

Regulacdo da Sintese e Degradacdo

de Lipideos

A homeostase de lipides em células de vertebrados ¢
regulada por uma familia de fatores de transcrigio de-
signada SREBD (sterol regulatory element-binding pro-
teins). SREBPs ativam diretamente a expressio de
aproximadamente 30 genes que se dedicam a sintese e
captagdo de colesterol, acido graxo, triglicérides e fos-
folipides, assim como a de NADPH um cofator requeri-
do para a sintese dessas moléculas (40-43). No figado,
trés SREBPs regulam a produgio de lipideos. SREBP-
lc aumenta preferencialmente a transcri¢io de genes
envolvidos na sintese de acido graxo, entre eles a acetil
CoA carboxilase (ACC), que converte a acetil CoA em
malonil CoA e a icido graxo sintetase (FAS), que con-
verte a malonil CoA em palmitato.

Uma agdo classica da insulina é estimular a sin-
tese de dcido graxo no figado em periodos de excesso
de carboidratos. Vdrias evidéncias sugerem que esses
efeitos da insulina sio mediados pelo aumento do
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SREBP-1c (44-46). In vivo, a quantidade total de
SREBP-1c¢ em figado ¢ reduzida pelo jejum, que
suprime a secre¢do de insulina, ¢ aumenta com a rea-
limentagdo (47,48). De forma semelhante, os niveis de
mRNA do SREBP-1c¢ diminuem em animais com dia-
betes induzido por estreptozotocina ¢ aumentam apos
tratamento com insulina. A hiperexpressio do SREBP-
lc, em figado de animais transgénicos, previne a
reduc¢io do mRNA das enzimas lipogénicas.

Muitos individuos com obesidade ¢ resisténcia a
insulina apresentam esteatose hepdtica. As evidéncias
indicam que a esteatose hepatica da resisténcia a insuli-
na ¢ causada pelo acimulo de SREBP-1c¢, que esta ele-
vada em resposta aos altos niveis circulantes de insuli-
na. De maneira semelhante, os niveis de SREBP-1c
estio elevados no figado de camundongos 0b/0b
(48,49). Apesar da presenca de resisténcia a insulina
nos tecidos periféricos, a insulina continua a ativar a
transcricio do SREBP-1c¢ no figado desses camundon-
gos. O nivel elevado de SREBP-1¢ nuclear aumenta a
expressio de genes lipogénicos, a sintese de 4cido
graxo ¢ o acumulo de triglicérides (49,50).

Em adipécitos a insulina também reduz a
lip6lise através da inibi¢do da lipase hormonio sensivel
(51). Esta enzima ¢é ativada pela PKA (proteina
quinase A). A insulina inibe a atividade da PKA, ati-
vando a fosfodiesterase AMDP ciclico especifica
(PDE3B), que reduz os niveis de AMP ciclico nos
adipécitos (52). A ativagio da PDE3B ¢ dependente ¢
distal a ativagdo da PI 3-quinase e Akt pela insulina.

Arq Bras Endocrinol Metab vol 46 n° 4 Agosto 2002
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Figura 3. Regulacdo do metabolismo de lipides no figado. A insulina via SREBP 1¢c aumenta a expresséo de genes que esti-
mulam a sintese de acidos graxos, tais como a acetil Coa carboxilase e a dcido graxo sintetase.

Perspectivas

Houve um progresso cientifico considerdvel na com-
preensio dos mecanismos de agio da insulina, e nas
alteragdes moleculares que levam a resisténcia a insuli-
na. No entanto, muitas lacunas permanecem desco-
nhecidas. E necessario definir algumas das etapas das
vias de transmissdo do sinal de insulina, elucidar os me-
canismos de interrelagio (cross-talk) com outros hor-
monios, determinar a susceptibilidade genética da re-
sisténcia a insulina e as interagdes entre 0s genes ¢ o
ambiente. Esses estudos irdo propiciar novos insights
em relacio ao diabetes e resisténcia a insulina, talvez
permitindo uma abordagem terapéutica individualiza-
da incluindo a prevengio dessas doengas.
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