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1 INTRODUCAO

O processo reprodutivo, desde a producdo dos ovdcitos até a gestacao,
envolve inumeras modificagbes no organismo feminino, incluindo alteracdes
anatdbmicas, endocrinas, fisiologicas e imunes, que trabalham em conjunto para
permitir o correto desenvolvimento embrionario (SHIH-YIN et al., 2011).

Dentre os principais eventos do processo reprodutivo encontra-se a
implantacdo embrionaria, processo essencial para o posterior desenvolvimento
embrionario e fetal, além do sucesso gestacional (NIAKAN et al., 2012). A implantac&o
€ um evento altamente coordenado, no qual o endométrio receptivo é preparado para
receber um embrido em estagio de blastocisto competente para adesdo. Fatores de
crescimento produzidos tanto pelo embrido quanto pelo trato reprodutivo feminino
suportam o desenvolvimento do blastocisto para um estado competente para adesao,
o qual é sincronizado com a receptividade uterina, para assegurar a habilidade de
implantag&o do blastocisto (PSYCHOYOS, 1973; GIUDICE et al., 1993; TABIBZADEH
& BABAKNIA, 1995; SIMON et al.,, 1999; WANG et al., 2000; ARMANT, 2005;
THOUAS et al., 2015).

Dentre os fatores de crescimento relacionados com a implantacdo
embrionéaria estdo os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF), IGF1 e
IGF2 (WHITE et al., 2018). IGF estdo envolvidos com processos de proliferacao,
sobrevivéncia celular, mitogénese, transformacéo celular, diferenciacdo celular e
sinais antiapoptoticos, sendo todos estes processos essenciais para a implantacao e
desenvolvimento embrionarios (PANDEY et al., 2009; ALENCAR & LOPES, 2010). As
acOes das IGF sao mediadas principalmente pela ligacao de alta afinidade ao receptor
IGF1R, uma proteina transmembrana heterotetramérica do tipo tirosina-kinase (KANG
et al., 2015b).

O gene IGF1R esta localizado na regido cromossémica 15g26.3 (OMIM,
2018). IGF1R possui mais de 300 kb, distribuidos em 21 éxons, dos quais os 10
primeiros codificam para a cadeia U e os 11 lt
respectiva proteina (ABBOTT et al., 1992; ZERBINO et al., 2017).

Alguns estudos relatam a variabilidade populacional do gene IGF1R
(ROTWEIN, 2017), enquanto outros associam certas variantes genéticas com
restricdo do crescimento intra-uterino (KLAMMT et al., 2011; GANNAGE-YARED et
al., 2013; WALENKAMP et al., 2013; BURKHARDT et al., 2015; PRONTERA et al.,

mo S
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2015). Um estudo realizado em mulheres gravidas chinesas mostrou que
polimorfismos de IGFl e IGF1R estavam associados com perdas gestacionais
espontaneas, sendo estes efeitos dependentes do status metabdlico materno (JIAN-
RONG et al., 2017). Outros autores sugeriram que a completa inativacao de IGF1R é
letal, (ABUZZAHAB et al., 2003; KLAMMT et al., 2008; CANNARELLA et al., 2018).
No entanto, ndo foram encontrados, até o momento, estudos que evidenciem a
associacdo entre variantes genéticas em IGF1R, a fertiidade e o0 sucesso
implantacional.

Dada a importancia funcional dos fatores de crescimento reguladores do
desenvolvimento placentério e fetal (IGF1 e IGF2) para a fertilidade e para o processo
implantacional, polimorfismos presentes no gene IGF1R podem ser compreendidos
como fatores genéticos candidatos a contribuir para a variacdo existente entre os
casais no que se refere ao sucesso reprodutivo. Diante do exposto, o presente estudo
pretendeu fazer um levantamento bibliografico sobre as evidéncias cientificas da

influéncia de IGF1R na fertilidade humana e na implantacdo embrionéria.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar levantamento bibliografico a respeito da possivel relacdo entre a

variabilidade genética no gene IGF1R e 0 sucesso implantacional.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar busca na literatura cientifica por artigos que:

a) Correlacionem a funcionalidade da proteina IGF1R com a fertilidade;

b) Associem a funcionalidade da proteina IGF1IR com a implantacao
embrionaria;

c) Descrevam a variabilidade genética no gene IGF1R;

d) Determinem associagéo ou correlacdo entre variantes genéticas no gene
IGF1R e falhas na implantacdo embrionaria;

e) Sumarizem dados que demonstrem a regulacdo da expressdo do gene

IGF1R, mais especificamente por miRNAsque se | i gueUnR;8 r eg
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3 METODOLOGIA

Este trabalho consistiu em uma busca da literatura cientifica, na qual foram
levantados dados a respeito da fertilidade humana, o processo de implantacao
embrionaria e os fatores que a influenciam, em especifico a influéncia da proteina
IGF1R neste processo.

Para tal, foram utilizadas plataformas de acesso a revistas cientificas e bancos
de dados como PubMed, SciELO, ScienceDirect, Ensembl, Online Mendelian
Inheritance in Man (OMIM), Genetics Home reference (GHR) e dbSNP. As buscas
abrangeram publicacfes cientificas de todos os anos, utilizando-se as seguintes
palavras-chave separadamente ou em combinacao: infertilidade, desenvolvimento
embrionério, implantacdo embrionéria, fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF), proteina IGF1R, gene IGF1R, SNP, miRNA, entre outras.

A revisao bibliografica foi dividida em duas partes. Na primeira parte, foram
abordados temas e conceitos fundamentais para um melhor entendimento de como
IGF1R poderia estar influenciando no sucesso implantacional, tais como:

a) O que é infertilidade e quais sdo as causas ja conhecidas para a

infertilidade?

b) Como ocorre o desenvolvimento embrionério antes da implantagdo no Utero

materno?

c) Como ocorre a implantagcdo embrionaria e quais as moléculas que estéo

envolvidas neste procedimento?

d) Quais sdo os componentes do sistema IGF?

e) Como é a estrutura da proteina IGF1R e quais suas funcdes fisiologicas?

f) Como a proteina IGF1R sinaliza intracelularmente para desencadear suas

funcdes bioldgicas?

g) Como é o gene que codifica a proteina IGF1R?

h) Em quais locais o gene IGF1R esta expresso?

i) Qual a variabilidade genética ja reportada na literatura para o gene IGF1R?

j) Existem miRNAs que se ligam ao gene IGF1R?

Na segunda parte, através de dados reportados na literatura cientifica, as
seguintes perguntas serviram de base para elaboracao da revisao:

a) Como a proteina IGF1R poderia estar influenciando na implantacéo

embrionaria?
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b) Variagbes no gene IGF1R poderiam estar relacionados a problemas na

implantacdo embrionaria?
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 INFERTILIDADE

Infertilidade é definida como a inabilidade de casais em conceberem um filho
apos um ano de tentativas recorrentes e sem 0 uso de métodos anticoncepcionais de
barreira ou hormonais (ZEGERS-HOCHSCHILD et al., 2017). A infertilidade é uma
doenca complicada, delicada e que reduz a qualidade de vida. Ao redor do mundo,
infertilidade afeta de 10-30% dos casais que estdo tentando conceber filhos
(PILMANE & FODINA, 2010; TANG et al., 2016).

A infertilidade pode se dar por causas femininas, masculinas ou do casal.
Exemplos de causas de infertilidade que podem afetar ambos 0s sexos sao:
hipogonadismo hipogonadotréfico, hiperprolectinemia, desordens da funcéo ciliar,
fibrose cistica, infeccdes, doencas sistémicas (como diabetes e doenca celiaca
descontroladas e doencas autoimunes) e condi¢des relacionadas com o estilo de vida
(como restricdo dietaria, estresse, obesidade, fumo, alcool, dentre outros). Causas de
infertilidade feminina podem ser exemplificadas com endometriose, insuficiéncia
ovariana prematura, sindrome dos ovarios policisticos, fibrose uterina e podlipos
endometriais. Causas de infertilidade masculina englobam deficiéncia testicular,
varicocele, disfuncdo ejaculatéria e obstrucdo do caminho do espermatozoide
(VANDER BORGHT & WYNS, 2018). H4 ainda individuos com infertilidade sem causa
aparente, onde se sugere a existéncia de desregulacéo a nivel molecular e genético.

Em mulheres sem raz&o evidente para a infertilidade, tendo ciclos ovulatérios
normais, perfis hormonais normais, nao apresentando patologias em nenhum érgao e
sem evidéncia de fator masculino de infertilidade, pode-se suspeitar de distlrbios na
maturacdo endometrial, assim como disturbios na receptividade endometrial para a
implantacdo embrionaria (ALTMAE et al., 2010).

Atrasos no desenvolvimento embrionério e implantacdo falha poderiam ser
causados por anormalidades cromossémicas (PLACHOT et al., 1987; JAMIESON et
al., 1994; MUNNE et al., 1995), maturacéo citoplasmatica ou nuclear inadequada
durante oogénese (MOOR et al., 1998) ou problemas na comunicagdo molecular
materno-embrionario (SIMON & VALBUENA, 1999).

O embrido em si é responsavel por apenas 1/3 das falhas implantacionais,

enguanto a receptividade uterina inadequada é responsavel por aproximadamente 2/3



19

(LEDEE-BATAILLE etal., 2002; TRONCOSO et al., 2003). Portanto, o manejo da falha
de implantacdo recorrente (RIF, do inglés, repeated implantation failure) continua
sendo 0 maior obstaculo ndo resolvido na medicina reprodutiva, e € considerada
também a principal causa em mulheres sem causa aparente de infertilidade
(MARGALIOTH et al., 2006; KOLER et al., 2009; MILLER et al., 2012).

Nos casos mais severos de infertilidade, especialmente quando a qualidade e
quantidade das células germinativas € muito comprometida, as tecnologias de
reproducao assistida (ART, do inglés, assisted reproductive technology) podem ser
utilizadas com o fim de aumentar as chances de concepcédo (CEDARS, 2005). Estas
tecnologias variam desde a administracdo de medicamentos para induzir a ovulacao,
a inseminacao artificial ou inseminacao intrauterina, até métodos de fertilizacao in vitro
(IVF, do inglés, in vitro fertilization) e injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides
(ICSI, do inglés, intracytoplasmic sperm injection).

E, mesmo que embrides de alta qualidade sejam transferidos durante
procedimentos de ART, a receptividade uterina prejudicada € conhecida como uma
das maiores causas por tras da falha no estabelecimento de uma gravidez
(EDWARDS, 1995; MACKLON et al., 2006).

4.2 DESENVOLVIMENTO PRE-IMPLANTACIONAL E IMPLANTACAO
EMBRIONARIA

As primeiras clivagens do embrido pré-implantacional estdo sob controle do
RNAmM e proteinas maternas pois a onda principal de ativacdo gendmica embrionéria
(EGA, do inglés, embrionic genome activation) no ser humano ocorre apenas entre 0s
estagios de 4 e 8 células, no terceiro dia do desenvolvimento embrionario, apos a qual
os transcritos maternos vao sendo degradados e o0s transcritos embrionarios
prevalescem (TESARIK et al., 1987; BRAUDE et al., 1988; TAYLOR et al., 1997;
HOFFMANN et al., 2005; WRENZYCKI et al., 2005; VASSENA et al., 2011).

Durante o estagio de 8 células se iniciam 0s processos que resultardo na
formacdo da mérula: os blastbmeros (1) se compactam, maximizando suas adesdes
intercelulares e levando a adocdo de uma morfologia mais achatada; (2) se tornam
polarizados apico-basalmente; (3) se dividem; (4) adotam uma posi¢cdo mais interna
ou mais externa na morula. Estes processos sdo essenciais para a posterior
diferenciacdo e especificacdo dos blastomeros (JOHNSON & ZIOMEK, 1981,
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BRAUDE et al., 1988; HARDY & SPANOS, 2002; COCKBURN & ROSSANT, 2010;
HIRATE et al., 2013; MAITRE, 2017).

Células localizadas mais no interior do embrido recebem sinais dos contatos
célula-célula (STEPHENSON et al., 2010; COCKBURN et al., 2013), os quais induzem
a expressdo de genes de pluripoténcia. Tais células dardo origem a massa celular
interna (ICM, do inglés, inner cell mass) (MAITRE, 2017). Em contrapartida,
blastbmeros de superficie apresentam menos contatos célula-célula que os
blastbmeros internos, resultando em sinais de pluripoténcia mais fracos. Ademas, a
area de superficie celular livre de contato contém proteinas apicais, que inibem os
sinais de pluripoténcia e promovem o inicio da diferenciacao celular do trofectoderma
epitelial (TE) (HIRATE et al., 2013; ANANI et al., 2014).

Quando o embrido atinge cerca de 32 células, ocorre a formacédo do
blastocisto inicial, com o aparecimento de uma cavidade preenchida por fluido
(HARDY & SPANOS, 2002; YAMANAKA et al., 2010; NIAKAN et al., 2012; ANANI et
al., 2014; WATANABE et al., 2014). A formacao do blastocisto marca a diferenciacao
do TE, que é especializado na implantacdo, e o estabelecimento da ICM, a partir do
qual o feto € derivado (HARDY & SPANOS, 2002; FRANKENBERG et al., 2011;
NIAKAN et al., 2012; MAITRE, 2017). TE € o primeiro tipo celular embrionario a ser
especificado e diferenciado enquanto ICM é especificada e diferenciada
posteriormente. Ainda antes da implantacéo, ICM se diferencia em epiblasto precoce
(EPI, do inglés, epiblast) e endoderma primitivo (PrE, do inglés, primitive endoderm)
(HARDY & SPANOS, 2002; MORRIS et al., 2010; NIAKAN et al., 2012).

Consequentemente, o blastocisto é entdo formado por trés linhagens
celulares (TE, EPi e PrE), que irdo contribuir para diferentes tecidos posteriormente
no desenvolvimento embrionario (COCKBURN & ROSSANT, 2010). TE ira dar origem
a maior contribuicéo fetal da placenta, EPi dara origem ao embrido propriamente dito
e PrE contribuird para o endoderma parietal e visceral, que dar4 origem
posteriormente ao saco vitelinico (Dg4Z-CUETO & GERTON, 2001; ORON &
IVANOVA, 2012).

As FIGURA 1 e FIGURA 2 ilustram os principais eventos celulares e
moleculares que ocorrem durante os estagios iniciais do desenvolvimento embrionario

pré-implantacional.
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FIGURA 117 DIAGRAMA COM OS PRINCIPAIS EVENTOS CELULARES E MOLECULARES DO
DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO PRE-IMPLANTACIONAL
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FONTE: adaptado de HARDY & SPANOS (2002).
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FIGURA 2 i DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO HUMANO in vitro
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NOTA: (A). embrlao com 2 células, 2 dias ap0s a fertilizacdo; (B): embrido com 4 células, 2 dias ap6s
a fertilizacéo; (C): embrido com 8 células, 3 dias apds a fertilizagéo; (D): embrido em estagio de
morula, onde as células ja se compactaram e maximizaram seus contatos intracelulares, 4 dias apds
a fertilizacéo; (E): embrido em estagio de blastocisto inicial, com uma pequena blastocele preenchida
por fluido, 5 dias ap06s a fertilizagdo; (F): embrido em estagio de blastocista expandido; (G): embrido
em estagio de blastocisto mostrando o trofectoderma e a massa celular interna, cercado da zona
pellcida.

FONTE: adaptado de HARDY & SPANOS (2002).
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Notavelmente o desenvolvimento do embrido humano é ineficiente, com 50-
70% de embriBes rotineiramente falhando ao atingir o estagio de blastocisto in vitro
(GARDNER et al.,, 2000; FRENCH et al., 2010) e mais de 50% falhando in vivo
(HERTIG et al., 1954). Essas altas taxas de falha provavelmente refletem a baixa taxa
de fecundidade em humanos em comparacdo a muitas outras espécies, resultando
na perda embrionaria pré- e pos-implantacional (EVERS, 2002; MACKLON et al.,
2002).

Antes de se implantar no Gtero, o blastocisto passa pelo processo de hatching,
gue consiste na perda da camada protetiva de glicoproteina, a zona peltcida. Apos
esse processo, a exposicao fisica aumentada das células do TE ao epitélio das tubas
uterinas e do Utero permite uma melhora na sinalizacéo parécrina, que leva o embrido
em direcdo a aposicéo e ligacdo no local correto do endométrio uterino, iniciando o
processo implantacional (HARDY & SPANOS, 2002; NIAKAN et al., 2012; THOUAS
et al., 2015).

Antes da chegada do embrido, a acdo de horménios esteroides no endométrio
produzem um periodo de receptividade, denominado janela de implantacdo (WOI, do
inglés, window of implantation) (PSYCHOYOS, 1973; TABIBZADEH et al., 1987; CHA
et al., 2012). Nos serem humanos, este periodo dura aproximadamente do dia 19 ao
dia 24 do ciclo menstrual (PSYCHOYOS, 1973; ENDERS et al., 1986; BERGH &
NAVOT, 1992; APLIN, 2000; APLIN & KIMBER, 2004; ACHACHE & REVEL, 2006;
WANG & DEY, 2006; REVEL et al., 2011a). Passado esse tempo, o0 Utero se torna
refratario ao embrido (WANG & DEY, 2006; REVEL et al.,, 2011a). Neste periodo
especifico ocorre uma restricdo tanto espacial como temporal da expressdo de
ligantes e seus receptores, tanto no blastocisto como no endométrio, que devem ser
propriamente regulados para garantir o sucesso implantacional (THOUAS et al.,
2015).

A implantacdo é um evento altamente coordenado no qual fatores de
crescimento produzidos tanto pelo embrido quanto pelo trato reprodutivo feminino
suportam o desenvolvimento do blastocisto para um estado competente para adeséo,
o qual é sincronizado com o preparo da receptividade uterina, para assegurar a
habilidade de implantagcdo embrionaria (PSYCHOYOS, 1973; GIUDICE et al., 1993;
TABIBZADEH & BABAKNIA, 1995; SIMON et al., 1999; WANG et al., 2000; ARMANT,
2005; THOUAS et al., 2015).
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Em humanos, a implantacdo propriamente dita ocorre por volta do 7° dia do
desenvolvimento embrionario, sendo dependente de hormdnios esteroides, como
progesterona e estradiol, para induzir mudancas na expresséao de citocinas, e fatores
de crescimento que facilitardo a receptividade uterina ao blastocisto. E também funcéo
destes hormdnios induzir as células endometriais uterinas a se proliferarem,
diferenciarem e secretarem moléculas que preparam o (tero para acomodar o
embrido. Estes processos sao essenciais para 0 posterior desenvolvimento
embrionario (GIUDICE et al., 1993; CARSON et al.,, 2000; NORWITZ et al., 2001,
BORTHWICK, 2003; DEY et al., 2004; WANG & DEY, 2006; KOLER et al., 2009;
KUOKKANEN et al., 2010; NIAKAN et al., 2012)

DOBSON e colaboradores (2004) caracterizaram o transcriptoma de embrides
humanos pré-implantacionais. Estes autores demonstraram que aproximadamente
1800 RNAmM tém sua expressdo modulada nos 3 primeiros dias de desenvolvimento,
com a maioria tendo sua expressao reduzida ou sendo marcado para destruicdo, um
pequeno grupo apresentando um aumento na expressao nos dois primeiros dias e um
grande grupo de RNAmM aumentando sua abundancia no terceiro dia do
desenvolvimento embrionario.

Estudos prévios demonstraram que o desenvolvimento do embrido durante o
periodo pré-implantacional é aumentado por varios fatores de crescimento que séo

secretados pelo embrido e pelo trato reprodutivo materno (HARDY & SPANOS, 2002).

4.3 FATORES DE CRESCIMENTOS RELACIONADOS A IMPLANTACAO
EMBRIONARIA

Evidéncias crescentes mostram que, na maioria dos mamiferos, o
desenvolvimento embrionario antes da implantacédo é regulado por diversos fatores
de crescimento derivados tanto do embrido quanto do trato reprodutivo materno
(HARDY & SPANOS, 2002; ARMANT, 2005). Durante este processo, os embrides sao
programados para produzir ligantes solUveis e receptores para diferentes fatores
paracrinos e autocrinos (THOUAS et al., 2015).

A expressao de apenas um numero limitado de fatores de crescimento foram
identificados em embrido pré-implantacional humano, incluindo EGF (fator de
crescimento epidérmico, do inglés, epidermal growth factor), HB-EGF (fator de

crescimento semelhante a EGF de ligacdo a heparina, do inglés, heparin-binding EGF-
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like growth factor), IGF1 e IGF2 (fator de crescimento semelhante & insulina 1 e 2, do
inglés, insulin-like growth factor 1 and 2), PDGFA e PDGFB (subunidades A e B do
fator de crescimento derivado de plaguetas, do inglés, platelet-derived growth factor
subunits A and B), GM-CSF (fator estimulador de colbénias de granuldcitos e
macréfagos, do inglés, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), BDNF
(fator neurotréfico derivado do cérebro, do inglés, brain-derived neurotrophic factor),
LIF (fator inibidor de leucemia, do inglés, leukemia inhibitory factor) e VEGF (fator de

crescimento do endotélio vascular, do inglés, vascular endothelial growth factor) (CHIA

et al., 1995; OSTERLUND et al., 1996; SMOTRICH etal ., 1996; L |
1997b; LI GHTEN et al., 1997a; LIU et al
KR! SSEL et al., 2000; KR! SSEL et al .,

et al., 2002; HWU et al., 2006; WANGGREN et al., 2007; DRAKAKIS et al., 2010;
KAWAMURA et al., 2012).

Muitos receptores persistem através dos estagios de pré-compactacao, com
papéis na manutencdo da totipoténcia, sobrevivéncia celular, formacdes dos eixos,
via ligantes solluveis que se difundem através da zona peltucida (EDWARDS, 1997;
O'NEILL et al., 2012). Receptores de fatores de crescimento expressos no embrido
em pré-compactacédo incluem os receptores para IGF.

A receptividade endometrial é crucial para a ancoragem e implantacdo do
blastocisto. Muitas moléculas foram identificadas como sendo importantes para estes
processos, como integrinas e seus ligantes, mucinas, fatores de crescimento,
citocinas, fatores de transcricdo homeobox, lipideos e outras moléculas (STEWART
et al., 1992; PARIA et al., 2001; PARIA et al., 2002; AGHAJANOVA et al., 2008;
AGHAJANOVA et al., 2009).

O embrido em desenvolvimento deve responder a fatores sollveis de origem
maternal para regular proliferacdo, diferenciacéo, adeséo e invasao. De forma similar,
o endométrio receptivo deve ser informado sobre a presenca do embrido, modulando
respostas imunes locais a fatores embrionérios especificos (KAYE, 1997). Um estudo
de BROSENS e colaboradores (2014) sugerem que o0s sinais moleculares
embrionérios solUveis sdo usados pelo endométrio como um mecanismo de sele¢éo
para promover ou inibir a implantacao, dependendo do padréo de expressao de genes
maternais induzidos por embrides com diferentes potenciais de desenvolvimento. Foi
sugerido que a viabilidade e crescimento de embrides humanos esta inversamente

correlacionado com o metabolismo de fatores de crescimento e portanto embrides

GHTE

1

2001;
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metabolicamente silenciosos seriam mais viaveis do que embrides metabolicamente
ativos (LEESE, 2002).

O trato reprodutor humano produz um numero de fatores de crescimento,
incluindo EGF, TGF (fator de transformacé&o do crescimento, do inglés, transforming
growth factor), HB-EGF, IGF1, PDGF-B, LIF e GM-CSF. Ele também expressa Varios
receptores, incluindo EGFR, VEGFR, LIFR e PAFR (receptor do fator de ativacao
plaquetaria, do inglés, Platelet-Activating Factor Receptor). Receptores para 0s
fatores de crescimento das familias EGF, IGF e PDGF e por uma variedade de
citocinas, sao expressadas pelo embrido humano através do desenvolvimento. LIF,

IGF1, HB-EGF e GM-CSF todos mostraram aumentar a propor¢cao de embrides que

se desenvolveram para o estagio de blastocisto( DUNGL 1 SON et al 19
et al., 1998; MARTIN et al ., 1998; SAéemBLOM
do mais, IGF1 e GM-CSF aumentam o numero de células no blastocisto
especificamente na ICM (LIGHTEN et al., 1998; SJ ¥ BLOM et .al ., 1999)

Sugere-se que fatores de crescimento como IGF1, que € produzido pelo
embrido e no sitio de implantacdo, desempenham um papel na coordenacdo da
habilidade de implantacdo do blastocisto com a receptividade uterina (WANG et al.,
2000; ARMANT, 2005). IGF2 também parece ser importante para a implantacdo, ja
qgue a falha na implantagcéo induzida por inibicdo de VEGF estaria associada a uma
downregulation de IGF2 em trofoblastos (GHOSH et al., 2011).

Apesar de existir um entendimento basico dos fatores que medeiam os
eventos de adesao do blastocisto e invaséo, ainda falta ser determinado o completo
cenario da sinalizagdo molecular no processo implantacional a medida que mais

evidéncias humanas diretas surgirem (THOUAS et al., 2015).

4.4 SISTEMA IGF

O sistema de fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF, do inglés,
insuline-like growth factors) compreende trés peptideos ligantes (insulina, IGF1 e
IGF2), trés receptores de membrana tirosina-kinase (IR, do inglés, insulin receptor;
IGF1R, do inglés, IGF type 1 receptor; e IGF2R, do inglés, IGF type 2 receptor), uma
familia de 6 proteinas ligantes de IGF (IGFBP-1 a IGFBP-6, do inglés, IGF binding
protein 1-6) e proteases de IGFBP (LIGHTEN et al., 1997a; ALLAN et al., 2001; DE
MEYTS, 2004; BELFIORE et al., 2009; FENG & LEVINE, 2010; WEROHA &
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HALUSKA, 2012; BRUCHIM & WERNER, 2013; VLISMAS et al., 2016; WHITE et al.,

2018). Os componentes do sistema IGF estdo esquematizados na FIGURA 3.

FIGURA 31 COMPONENTES DO SISTEMA IGF
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FONTE: adaptado de ALLAN et al. (2001).

O sistema IGF desempenha papéis extensos tanto na biologia de células
normais quanto na de células tumorais (WEROHA & HALUSKA, 2012). As ac¢bes
biologicas do eixo IGF ocorrem tanto durante o crescimento fetal como na vida pos-
natal, sdo bem definidas e incluem efeitos profundos de proliferacéo, diferenciacéo e
migracdo na maioria dos tipos celulares, assim como sinais de sobrevivéncia celular
(RECHLER & NISSLEY, 1985; LAMMERS et al., 1989; ROTWEIN, 1991; HWA et al.,
1999; ALLAN et al.,, 2001; NAKAE et al., 2001; LIN et al.,, 2003; POLLAK, 2008;
ANNUNZIATA et al., 2010). Em adicdo aos efeitos endocrinos exercidos pelas IGF
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circulantes, IGF produzidas localmente exercem efeitos paracrinos e autécrinos de
proliferacéao celular (JONES & CLEMMONS, 1995).

Nos fluidos biolégicos, a maioria dos IGF estéo ligadas a IGFBP, proteinas de
aproximadamente 60 kDa responsaveis por proteger IGF da degradacao, regular a
meia-vida e entrega-los ao seu sitio-alvo, atuando como moduladores das atividades
bioldgicas tanto de IGF1 quanto de IGF2 (JONES & CLEMMONS, 1995; CLEMMONS,
1997; ALLAN et al., 2001; DENLEY et al., 2005; WEROHA & HALUSKA, 2012; BACH,
2015; WHITE et al., 2018). IGFBP3 se liga tanto a IGF1 quanto a IGF2, formando um
complexo ternario de 150 kDa com a subunidade &cido-labil (ALS, do inglés, acid-
labile subunity). Esta é a principal forma de IGFBP no plasma humano e representa o
principal regulador da meia vida de IGF na circulagdo. Quando esse complexo se
dissocia, IGF forma complexos bindrios menores com as outras IGFBP, que
transportam o IGF através do endotélio para seus tecidos alvo (LE ROITH et al., 2001,
AMUTHA & RAJKUMAR, 2017).

As IGFBP tem uma maior afinidade pelo IGF do que os receptores IGFR
(JONES & CLEMMONS, 1995). Entretanto, em algumas circunstancias,
particularmente na gravidez, as modificacdes pos-traducionais de IGFBP estdo
alteradas de forma que a afinidade de IGFBP por IGF esta reduzida e portanto a
biodisponibilidade de IGF estd aumentada (FORBES & WESTWOOD, 2008).

As acdes das proteinas IGF sdo mediadas principalmente pela ligacao de alta
afinidade ao receptor IGF1R, uma proteina de membrana no tipo tirosina-kinase muito
semelhante ao receptor IR tanto na sequéncia de aminoacidos como na estrutura
tridimensional. IGF2 e em uma menor proporcdo IGF1 também podem se ligar ao
receptor IR, assim como ao receptor IGF2R. Este ultimo receptor ndo possui o dominio
intracelular de tirosina-kinase e atua regulando a biodisponibilidade de IGF ao
internaliza-lo e sinalizar para a degradacédo lisossomal (ULLRICH et al., 1986;
NISSLEY & LOPACZYNSKI, 1991; LOUVI et al., 1997; BRAULKE, 1999; ALLAN et
al.,, 2001; LE ROITH et al., 2001; NAKAE et al., 2001; ABUZZAHAB et al., 2003;
GHOSH et al., 2003; CHENG et al., 2005; WALENKAMP et al., 2006; BROWN et al.,
2009; BELFIORE & MALAGUARNERA, 2011; HARRIS et al., 2011; SMERIERI et al.,
2011; BASERGA, 2013; KAVRAN et al., 2014; BROUWER-VISSER & HUANG, 2015;
SCOTT & KIESS, 2015).

IGF1R, IR-A e IR-B podem ainda formar receptores hibridos quando s&o co-

expressos nas células. IGF1 e IGF2 se ligam a estes receptores hibridos com alta
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afinidade, enquanto a insulina se liga com menos afinidade (SOOS et al., 1990;
SALAMONSEN et al., 2001; CHENG et al., 2005).

4.5 PROTEINA IGF1R

4.5.1 Estrutura da proteina IGF1R

O receptor de IGF do tipo 1 (IGF1R) é uma glicoproteina de membrana
membro da familia das proteinas transmembrana com atividade de tirosina-kinase,
onde também esté inserido o receptor de insulina (IR) (BASERGA, 1995; LEROITH et
al., 1995). Tanto IGF1R quanto IR sdo proteinas heretotetraméricas (SIEBLER et al.,
1995), sintetizadas como um precursor de cadeia Unica (WALENKAMP et al., 2006).
Ambos apresentam subunidade U, envol vida pl
subunidade b, que cont ®m okindse ABUZZAHAReadl.,.al 2t i
2003; WALENKAMP et al., 2006).

Ligacdo do substrato ao receptor de tirosina-kinase resulta em
autofosforilagcdo nos residuos intracelulares de tirosina e ativacéo da tirosina-kinase,
iniciando diferentes cascatas de sinalizacéo intracelular (JACOBS et al., 1983; RUBIN
etal., 1983; LEROITH et al., 1995; HOLMES et al., 1999). Ao contrario da maioria dos
receptores de superficie celular, que dimerizam apo6s ligacao do ligante, os membros
da familia de receptores IGF ja pré-existem como dimeros ligados por pontes
dissulfeto, que, apds a interacdo com o ligante, passam por um rearranjo em seus
dominios (GARRETT et al., 1998; HOLMES et al., 1999; ADAMS et al., 2000).

IGF1R é sintetizado como um precursor de 180 kDa (JACOBS et al., 1983),
gue é posteriormente glicosilado, dimerizado e processado proteoliticamente para
formar o receptor maduro. O precursor da proteina IGF1R apresenta 1367
aminoacidos, incluindo um peptideo sinal de 30 aminoacidos (residuos -30 a -1). Ha
um sitio de clivagem nos residuos 708-711, que resulta na producdo de uma cadeia
U (resZd0dds eluma cadeia b (res2duos 712 a
da cadeia b f or maetulanda prateina (ULLRICH et al.r 1986). Em
IGF1R ha apenas uma sequéncia transmembrana (residuos 906 a 929) e o residuo
citoplasmatico que contém o dominio tirosina-kinase apresenta 408 residuos (ADAMS
et al., 2000). A sequéncia de aminoacidos do precursor da proteina IGF1R esta
representada na FIGURA 4.
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A metade N-terminal do ectodominio de IGF1R contém dois dominios
homélogos (L1 e L2, dominios grandes 1 e 2, do inglés, large domains 1 and 2)
separados por uma regido rica em cisteina (do inglés, cys-rich region) de 41 residuos
(Cys152-Cys298) (BAJAJ et al., 1987; WARD et al., 1995). A metade C-terminal do
ectodominio de IGF1R consiste em 3 dominios de fibronectina do tipo Il (Fnlll, do
inglés, fibronectin type Il domain), sendo que o segundo contém um grande dominio
de insercao (do inglés, insert domain) de 120-130 residuos. Intracelularmente, cada
mondmero de IGF1R contém um dominio tirosina-kinase (aminoacidos 973-1229)
flanqueado por duas regides regulatorias i a regiao justamembrana (aminoacidos 930
a 972) e uma cauda C-terminal de 108 aminoacidos (residuos 1230 a 1337) que
contém a regido de ligacdo a fosfotirosinas ou moléculas de sinalizacdo (ADAMS et
al., 2000). A cadeia U de |1 GF1R apresenta um tc
enquanto a cadeia b apresenta 3 res2duos d
intracelulares (ADAMS et al., 2000). A representacdo esquematica da estrutura de
IGF1R esta na FIGURA 5.
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FIGURA 41 SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DO PRECURSOR DA PROTEINA IGF1R

NOTA: -hBlices estdo representadas por cilindros e folhas-b est «o representadas
demarcacao dos limites entre os diferentes dominios da proteina IGF1R estdo demarcados abaixo da
sequéncia de aminoacidos. L1 7 dominio grande 1, do inglés, large domain 1; Cys-rich i dominio rico
em cisteina, do inglés, cystein-rich region; L2 - dominio grande 2, do inglés, large domain 2; Fnlll-1 7

dominio 1 de fibronectina tipo Ill, do inglés, fibronectin type Ill domain 1; Fnlll-2a i dominio 2a de
fibronectina tipo Ill, do inglés, fibronectin type Il domain 2a; Insert i dominio de inser¢éo, do inglés,
insert domain; Fnlll-2b i dominio 2b de fibronectina tipo Ill, do inglés, fibronectin type Ill domain 2b;

Fnlll-3 1 dominio 3 de fibronectina tipo Ill, do inglés, fibronectin type Ill domain 3; TM i regido

transmembrana, do inglés, transmembrane region; JM i regido justamembrana, do inglés,
justamembrane region; Kinase i dominio de tirosina-kinase; C-tail i cauda carboxi terminal, do
inglés, carboxi- terminal tail;
FONTE: adaptado de EBINA et al. (1985); ULLRICH et al. (1985); ULLRICH et al. (1986); HUBBARD
et al. (1994); GARRETT et al. (1998).























































































