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RESUMO

Uma queda drastica na fertilidade humana foi reportada nos ultimos 40 anos,
consequentemente aumentando o interesse pelo estudo dos fatores que influenciam
na fertilidade. Dentre os principais eventos do processo reprodutivo encontra-se a
implantagdo embrionaria, processo essencial para o posterior sucesso gestacional.
Fatores de crescimento produzidos tanto pelo embrido quanto pelo trato reprodutivo
feminino suportam o desenvolvimento embrionario, que € sincronizado com a
receptividade uterina, para assegurar a habilidade de implantagdo. Dentre os fatores
de crescimento relacionados com a implantacdo embrionaria estdo os fatores de
crescimento semelhantes a insulina do tipo 1 e 2 (IGF1 e IGF2). Os efeitos bioldgicos
de IGF1 e IGF2 sdo mediados pela ligagdo ao receptor de IGF do tipo 1 (IGF1R). A
investigacdo de variantes genéticas no gene IGF1R pode contribuir para a
compreensao do sucesso ou insucesso reprodutivo. Desse modo, neste trabalho foi
realizada uma revisao da literatura cientifica a respeito da possivel influéncia de
variantes genéticas no gene IGF1R na implantacdo embrionaria. Para tal, foram
realizadas buscas em revistas cientificas e bancos de dados abrangendo publicagées
de todos os anos. Primeiramente foram revisados temas e conceitos de primordial
importancia para o entendimento da relagao entre IGF1R e a implantacdo embrionaria.
Dentre os temas abordados encontram-se: a infertiidade e suas causas; o
desenvolvimento pré-implantacional e implantacdo embrionaria; os fatores de
crescimento relacionados a implantacdo embrionaria; os componentes do sistema
IGF; a estrutura e fungcbes da proteina IGF1R; estrutura, expressédo e variabilidade
genética do gene IGF1R e miRNA que tem o gene IGF1R como alvo. Em uma segunda
parte da revisdo, foram destacados trabalhos cientificos que suportam a hipotese de
que IGF1R desempenha papel fundamental na implantacdo embrionaria. A literatura
cientifica evidencia a expressdo de IGF1R em embrides, desde a fecundacao até a
implantagdo embrionaria, bem como a baixa variabilidade genética nos genes da
familia IGF, a auséncia de mutagées homozigotas no gene IGF1R em seres humanos
e a sugestao de que a completa inativacao de /IGF1R seja letal. Da mesma maneira,
estudos cientificos evidenciam alteragdes na expressdao de miRNA durante o
desenvolvimento e implantagcdo embrionaria. Dentre os miRNA diferencialmente
expressos durante a implantagcdo embrionaria esta miRNA-145, que tem o gene
IGF1R como alvo. Ha ainda literatura que demonstra uma alteragao na expressao de
miRNA-145 em mulheres que apresentam falha recorrente da implantagao
embrionaria, sugerindo que o principal mediador desta alteracdo seja IGF1R.
Contudo, apesar de haverem inumeros estudos que sugiram um papel fundamental
de IGF1R na implantacdo embrionaria, até o presente momento nao foram
encontrados relatos na literatura cientifica de associagao entre variantes genéticas no
gene IGF1R e o sucesso ou falha implantaional. Sugere-se que a regido 3’-UTR do
gene IGF1R é uma regiao de interesse para futura avaliagdo de associagao entre
variabilidade genética e implantagdo embrionaria, visto que apresenta diversos
polimorfismos com alta MAF (frequéncia alélica minima) e é uma regiao
comprovadamente regulada por miRNA, inclusive miR-145, que tem expresséo
comprovadamente alterada em mulheres que sofrem falha recorrente de implantagao.

Palavras-chave: IGF1R. Implantacdo. Fertilidade. Variabilidade genética.



ABSTRACT

A drastic decay in human fertility has been reported in the last 40 years,
consequently increasing the interest in studying the factors that influence fertility.
Among the main events of the reproductive process, there is the blastocyst
implantation, an essential process for further successful pregnancy. Growth factors
produced by both the female reproductive tract and the embryo support development
of the blasstocist, which is synchronized with uterine receptivity, to ensure blastocyst
implantation ability. Among the growth factor related to the implantation, there are
Insulin-like Growth Factors 1 and 2 (IGF1 and IGF2). The biological effects of IGF1
and IGF2 are mediated by binding to IGF receptor type 1 (IGF1R). The investigation
of genetic variants in IGF1R gene may contribute to the understanding of reproductive
success or failure. Thus, in this work a scientific literature review was carried out on
the possible influence of genetic variants on /IGF1R gene in the embryo implantation.
In order to do so, searches were conducted in scientific journals and databases
covering publications of all years. Themes and concepts of primary importance were
first reviewed, for the understanding of the relationship between IGF1R and embryo
implantation. Among the topics covered were: infertility and its causes; pre-
implantation development and embryo implantation; growth factors related to embryo
implantation; components of the IGF system; structure and functions of the IGF1R
protein; structure, expression and genetic variability of /IGF1R and miRNA that has
IGF1R as a target. In a second part of the review, scientific papers that support the
hypothesis that IGF1R plays a fundamental role in embryo implantation were
highlighted. The scientific literature evidences the expression of IGF1R in embryos,
from fertilization to embryonic implantation, as well as the low genetic variability in
genes of the IGF family, the absence of homozygous mutations in the IGF1R gene in
humans and the suggestion that the complete inactivation of IGF1R is lethal. In the
same way, scientific studies evidences alterations in the miRNA expression during the
development and embryonic implantation. Among miRNAs differentially expressed
during embryo implantation is miRNA-145, which has the IGF1R gene as a target.
There is also literature demonstrating a change in miRNA-145 expression in women
who present recurrent implantation failure, suggesting that the main mediator of this
alteration is IGF1R. However, despite numerous studies suggesting a fundamental role
of IGF1R in embryo implantation, to date, there are no reports in the scientific literature
of association between genetic variants in the IGF1R gene and implantational success
or failure. It is suggested that the 3'-UTR region of the IGF1R gene is a region of
interest for future evaluation of the association between genetic variability and embryo
implantation, since it presents several polymorphisms with high MAF (minor allele
frequency) and is a region that has been proven to be regulated by miRNA, including
miRNA-145, which has proven expression altered in women suffering from recurrent
implantation failure.

Key-words: IGF1R. Implantation. Fertility. Genetic variability.
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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 a e os 11 ultimos codificam para a cadeia 3 da
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.,



14

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 miRNAs que se liguem a regido 3’-UTR;
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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
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(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 (DIAZ-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 1 — 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 — DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO HUMANO in vitro
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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 et al., 1996; LIGHTEN et al.,
1997b; LIGHTEN et al., 1997a; LIU et al., 1997a; LIU et al., 1997b; JIANG et al., 2000;
KRUSSEL et al., 2000; KRUSSEL et al., 2001; CHOBOTOVA et al., 2002; SJOBLOM
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
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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 (DUNGLISON et al., 1996; LIGHTEN
etal., 1998; MARTIN et al., 1998; SIOBLOM et al., 1999; SPANOS et al., 2000). Além
do mais, IGF1 e GM-CSF aumentam o numero de células no blastocisto
especificamente na ICM (LIGHTEN et al., 1998; SIOBLOM 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 3 — COMPONENTES DO SISTEMA IGF
complexo de 150 kDa
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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



29

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 a, envolvida principalmente na ligagdo ao ligante, e
subunidade B, que contém o dominio catalitico de tirosina-kinase (ABUZZAHAB et al.,
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
a (residuos 1-707) e uma cadeia B (residuos 712 a 1337). A cadeia a e 195 residuos
da cadeia  formam o dominio extracelular da proteina (ULLRICH et al., 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 — 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 a de IGF1R apresenta um total de 38 residuos de cisteina
enquanto a cadeia 3 apresenta 3 residuos de cisteina extracelulares e 5 residuos
intracelulares (ADAMS et al., 2000). A representacdo esquematica da estrutura de
IGF1R esta na FIGURA 5.
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FIGURA 4 — SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DO PRECURSOR DA PROTEINA IGF1R
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NOTA: a-hélices estdo representadas por cilindros e folhas-8 estao representadas por setas. A
demarcacao dos limites entre os diferentes dominios da proteina IGF1R estdo demarcados abaixo da
sequéncia de aminoacidos. L1 — dominio grande 1, do inglés, large domain 1; Cys-rich — dominio rico
em cisteina, do inglés, cystein-rich region; L2 - dominio grande 2, do inglés, large domain 2; Fnlll-1 —
dominio 1 de fibronectina tipo Ill, do inglés, fibronectin type Ill domain 1; Fnlll-2a — dominio 2a de
fibronectina tipo Ill, do inglés, fibronectin type Ill domain 2a; Insert — dominio de inser¢éo, do inglés,
insert domain; Fnlll-2b — dominio 2b de fibronectina tipo lll, do inglés, fibronectin type Ill domain 2b;
Fnlll-3 — dominio 3 de fibronectina tipo Ill, do inglés, fibronectin type Ill domain 3; TM — regido
transmembrana, do inglés, transmembrane region; JM — regido justamembrana, do inglés,
justamembrane region; Kinase — dominio de tirosina-kinase; C-tail — 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).
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FIGURA 5 — DESENHO ESQUEMATICO DA ESTRUTURA DA PROTEINA IGF1R
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NOTA: barras horizontais indicam a posi¢cao aproximada das pontes dissulfeto entre as cadeias a e
e entre ambas as cadeias a.
FONTE: adaptado de SPARROW et al. (1997).

GARRET e colaboradores (1998), determinaram a estrutura tridimensional
dos dominios L1/cys-rich/L2 do receptor IGF1R (FIGURA 6). A molécula adota um
formato bilobal (com aproximadamente 40 x 48 x 105 A) com os dominios L em cada
uma das pontas. A regido rica em cisteina representa 2/3 do comprimento da molécula
fazendo contato com o dominio L1 porém pouco contato € feito com o dominio L2.
Esta configuracdo deixa um espaco no centro da molécula com aproximadamente 24
A de diametro, espaco suficiente para acomodar tanto IGF1 quanto IGF2. Cada
dominio L (aminoacidos 1 a 150 e 300 a 460) adota um formato de hélice B dextrogira
de fita simples finalizada em cada ponta por pequenas hélices a e ligagdes dissulfeto.
Apesar do polipeptideo representar apenas a primeira metade do ectodominio de

IGF1R, contém a maioria dos determinantes de especificidade de ligagao.
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Adams e colaboradores (2000) concluiram que os residuos 131 a 135 de

IGF1R séo essenciais para a ligacdo com IGF1.

FIGURA 6 — ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL PROPOSTA OS RESIDUOS 1-459 DA PROTEINA
IGF1IR HUMANA

NOTA: a-hélices estdo representadas como fitas enroladas e folhas-f3 estdo representadas como
setas largas.
FONTE: adaptado de GARRETT et al. (1998).

4.5.2 Funcbes da proteina IGF1R

IGF1 se liga a IGF1R com alta afinidade e inicia suas respostas fisiol6gicas
ao ligante in vivo (LEROITH et al., 1995). IGF2 também se liga a IGF1R, apesar de
com uma menor afinidade (BAKER et al., 1993). IGF1R atua como mediador critico
na proliferacdo, sobrevivéncia celular, mitogénese, transformacdo celular,
diferenciacdo celular e sinais antiapoptose (PANDEY et al., 2009; ALENCAR &
LOPES, 2010). As respostas celulares mediadas por IGF1R se dao tanto de maneira
paracrina quanto de maneira autécrina (ALLAN et al., 2001; NAKAE et al., 2001).

A ativacdo de IGF1R promove sobrevivéncia celular em resposta a uma gama

de estimulos apoptoticos, como hipoxia, deplecdo de fatores de crescimento,
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superexpressao de c-myc, TNF-a, agentes quimioterapicos e irradiacdo UVB
(GLUCKMAN et al., 1992; RODRIGUEZ-TARDUCHY et al., 1992; HARRINGTON et
al., 1994; SELL et al., 1995; WU et al., 1996; KULIK et al., 1997).

IGF1R é uma glicoproteina de membrana que media a maioria das acdes
biologicas dos fatores de crescimento IGF1 e IGF2, tendo um efeito importante no
desenvolvimento do foliculo ovariano, na ovulagéo, no desenvolvimento embrionario
pré-implantacional, na concepcao e no crescimento (HOLMES et al., 1999; SHEN et
al., 2003; ECHTERNKAMP et al., 2004; PATTON et al., 2007; KANG et al., 2015b).

Estudos in vitro com células derivadas de mutantes nulos para IGF2 e IGF1R
demonstraram um aumento no numero de células apoptoticas, enquanto animais
transgénicos para IGF1, IGF2 e IGF1R demonstraram um namero reduzido de células
apoptoticas (NEUENSCHWANDER et al., 1996; STELLER et al., 1996; LERI et al.,
1999; PETRIK et al., 1999).

Estudos em camundongos tem suportado o papel da familia IGF no
crescimento: inativacado (do inglés, knockout) de IGF1, IGF2 ou IGF1R resultam em
retardo do crescimento, ademas de estarem associadas a letalidade neonatal (BAKER
et al., 1993; LIU et al., 1993; ACCILI et al., 1996; EFSTRATIADIS, 1996; FOWDEN,
2003). Em humanos, mutacdes em IGF1 e IGF1R foram relacionadas com retardo do
crescimento intra-uterino e pés-natal (ABUZZAHAB et al., 2003; BONAPACE et al.,
2003; NETCHINE et al., 2009; NETCHINE et al., 2011; WIT & WALENKAMP, 2013)
(WOODS et al.,, 2000). Estudos de LIU e colaboradores (1993) e D’ERCOLE e
colaboradores (1996) mostraram que apesar do crescimento embrionario ser afetado,
o crescimento placentario ndo seria afetado pela auséncia tanto de IGF1 quanto de
IGF1R. Entretanto, estudos mais recentes por LAVIOLA e colaboradores (2005)
indicaram um decréscimo na expressdo de IGF1R e de proteinas de transducéo de
sinal em placentas com restricdo do crescimento embriondrio intra-uterino.

Em todos estes estudos, foi encontrado que IGF diminue a incidéncia de
apoptose e aumenta as taxas de formacdo de blastocisto durante o periodo pré-
implantacional. Foi reportado que o efeito de supressdao da morte celular de IGF é
mediado através de suas agdes nos receptores IGF (KLEFFENS et al., 1999). Assim
sendo, bloqueio seletivo de IGF1R em camundongos por um antagonista sintético de
IGF1R, picropodofilina, exibiu apoptose extensiva e degeneracdo dos embrides em
cultura porgque a apoptose esta agindo em condi¢des em que ndo ha oposicao por IGF
(INZUNZA et al., 2010).
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Camundongos nulos para IGF1R apresentam um fenétipo muito mais severo
que animais com reducao da expresséao (do inglés, knockdown) IGF1 ou IGF2 ja que
0O peso ao nascer € 60% menor quando comparado a ninhadas normais
(EFSTRATIADIS, 1998).

Na placenta, IGF1R € expresso em todos os tipos celulares, incluindo
trofoblasto, endotélio viloso e nucleo mesenquimal (FANG et al., 1997; HOLMES et
al., 1999). Estudos com camundongos transgénicos faltando IGF1R sugerem que a
reducdo no numero de IGF1R placentario pode ser um fator que contribua para a
promocdo de complicacdes gestacionais devido a restricdo do crescimento intra-
uterino (IJUGR, do inglés, intra-uterine growth restriction). Um estudo
imunohistoquimico de placentas de gestacdes normais e IUGR mostrou ndo haver
diferenca entre a localizacéo e distribuicdo do receptor (HOLMES et al., 1999), apesar
de um estudo mais recente ter demonstrado uma significativa reducéo no niveis da
proteina IGF1R (LAVIOLA et al., 2005). Interessantemente, a reducao do contetdo da
proteina IGF1R em IUGR placentas foi associado com a interferéncia na ativagéo das
moléculas de sinalizacéo intracelular (FORBES & WESTWOOD, 2008). Portanto, 0s
problemas associados com IUGR podem ser causados por problemas nos eventos de
sinalizacdo downstream de IGF1R (FORBES & WESTWOOD, 2008).

FORBES e colaboradores (2008) demonstraram que a habilidade de IGF de
influenciar o turnover do trofoblasto envolve ativacdo de vias de sinalizacéo
intracelular mediadas por IGF1R. Estes receptores estdo presentes tanto nas
membranas das microvilosidades sinciciais na face materna como no citotrofoblasto
(REBOURCET et al., 1998; HOLMES et al., 1999). O IGF1R é mais abundante na
membrana das microvilosidades do que na face fetal da membrana basal, sugerindo
gue IGF da circulacdo materna pode atuar nos receptores da superficie sincicial para
influenciar na proliferacédo do citotrofoblasto (FORBES et al., 2008).

Evidéncias in vitro suportam o papel de IGF1 atuando através de IGF1R no
crescimento, desenvolvimento e funcdo da placenta humana. IGF1 atua em IGF1R
para influenciar tanto proliferagcéo do trofoblasto como sua diferenciagao para produzir
hCG e hPL na segunda metade do primeiro trimestre (MARUO et al., 1995).
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4.6 SINALIZACAO INTRACELULAR DE IGF1R

IGF1 e IGF2 induzem seus efeitos através de IGF1R (LEROITH & ROBERTS
JR, 2003). IGF se liga a subunidade extracelular de IGF1R, provoca uma mudanca
conformacional na estrutura do receptor e induz a autofosforilacédo da tirosina kinase
intracelular na subunidade B do receptor, resultado na ativagéo das vias de sinalizacéao
intracelular MAPK (proteina kinase ativada por mitogénio, do inglés, mitongen
activated protein kinase) e PI3K/AKT (fosfatidil-inositol-3-kinase/proteina kinase B, do
inglés, phosphatidyl inositol-3-kinase/protein kinase B) (OKA et al., 1985; MYERS JR
et al.,, 1993; JONES & CLEMMONS, 1995; BASERGA et al., 1997; DUPONT &
LEROITH, 2001; VINCENT & FELDMAN, 2002; LEROITH & ROBERTS JR, 2003;
WALENKAMP et al., 2006; FORBES et al., 2008; CHAVES & SAIF, 2011; HUBBARD,
2011). A FIGURA 7 resume as vias de sinalizacdo intracelular MAPK e PI3SK/AKT,
ativadas por IGF1R.

Essas duas principais cascatas de sinalizag&o intracelular controlam diversos
processos bioldgicos, incluindo transcricao e traducdo, modulacao da diferenciacéo
tecidual, inibicdo da apoptose, proliferacdo, crescimento e sobrevivéncia celular
(LEROITH et al., 1995; BASERGA, 1999; VINCENT & FELDMAN, 2002; FOULSTONE
et al., 2005).

Diversos tipos celulares, incluindo linhagens hematopoiéticas, neurais, de
fibroblastos, de células musculares lisas e células germinativas sao protegidas do
estimulo apoptoético utilizando como rota dominante a ativacdo da rota PI3K
(MINSHALL et al., 1996; DUDEK, 1997; KULIK et al., 1997; BAI et al., 1999; MORITA
et al., 1999).

A autofosforilacdo do dominio intracelular de tirosina-kinase de IGF1R
subsequentemente ativa, por fosforilagdo, elementos de resposta a insulina (IRS1 e
IRS2, do inglés, insulin receptor substrate). A fosforilacdo de IRS1 e IRS2 ativa
proteinas adaptadoras SHC, que por sua vez ativam PI3K, proteina que converte
fosfatidilinositol-3,4-fosfato  em fosfatidilinositol-3,4,5-fosfato. Este mensageiro
secundério ativa a fosforilagdo da proteina Akt, que culmina com a inibicdo do
complexo da rapamicina, regulando a proliferagéo celular (KENNEDY et al., 1997;
ADAMS et al., 2000; FAYARD, 2005; ENGELMAN et al., 2006; MANNING &
CANTLEY, 2007; FORBES & WESTWOOD, 2008; GONZALEZ & MCGRAW, 2009).

Esta rede de sinalizacdo inibe a apoptose ao fosforilar a proteina pré-apoptotica BAD
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(agonista de morte celular associado a BCL2 do inglés, BCL2-associated death
promoter) e FKHR (PERUZZ] et al., 1999).

IRS1 desempenha um papel dominante na mediag&o dos sinais mitogénicos
por IGF1R in vivo. Contudo, existem vias alternativas para evitar a letalidade pos-natal
em camundongos em que IRS1 esteja inativo, como ocorre em camundongos em que
IGF1R esteja inativo (LIGHTEN et al., 1997a).

A sinalizacdo intracelular de IGF1R também pode ativar as proteinas
adaptadoras SHC e GRB2 (proteina 2 ligada ao receptor do fator de crescimentodo
inglés, Growth factor Receptor-Bound protein 2) que, por sua vez, facilitam a ativacao
da proteina Ras. A proteina Ras inicia uma cascata de fosforilacdo através das
kinases intermediarias c-Raf e MEK (proteina kinase kinase ativada por mitogénio, do
inglés, mitogen-activated protein kinase kinase), que por sua vez ativam as proteinas
MAPK e kinases relacionada a sinal extracelular (ERK1 e ERK2, do inglés,
extracelular signal-related kinase), resultando em proliferagéo celular (PERUZZI et al.,
1999; ADAMS et al., 2000; POUYSSEGUR et al., 2002). A via MAPK além de ativar a
proliferacdo e a sobrevivéncia celular também inibi a apoptose ao fosforilar ASK1
(kinase reguladora de sinal de apoptose-1, do inglés, apoptoses signal-regulating
kinase-1), que € uma MAPKKK (MAPK kinase kinase) (GALVAN et al., 2003; AMUTHA
& RAJKUMAR, 2017).

Na maioria das células, a ativacao induzida por fatores de crescimento de
ambas as vias PISK/AKT e MAPK é regulada pela proteina tirosina fosfatase SHP-2
(QU, 2002). Camundongos apresentam anormalidades severas no desenvolvimento
e morrem, consequentemente, no meio da gestacdo quando a proteina SHP-2 nédo
esta funcional. YANG e colaboradores (2006) determinaram que a proteina SHP-2
funcional é necesséria para a sobrevivéncia das células-tronco de trofoblasto murinas,
sugerindo que esta proteina deve regular o desenvolvimento fetal ao atuar no
desenvolvimento placentario. MAILE & CLEMMONS (2002) determinaram que SHP-
2 regula positivamente a sinalizagdo de IGF ao interagir com IRS-1 e regular a
desfosforilacdo de IGF1R em células musculares lisas vasculares, sugerindo que a
proteina SHP-2 é importante na regulagdo dos eventos de sinalizacdo induzidos por
IGF na placenta humana.

Em células musculares lisas vasculares, SHP-2 regula positivamente a
sinalizacdo de IGF ao interagir com IRS-1 e regular a desfosforilacdo de IGF1R
(MAILE & CLEMMONS, 2002) e portanto pode ser importante também considerar o
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papel de SHP-2 na regulacao de eventos de sinalizacéo induzida por IGF na placenta

humana.

FIGURA 7 — DIAGRAMA ESQUEMATICO DOS SINAIS INTRACELULARES MEDIADOS POR IGF1R
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NOTA: IGF1 e em menor extensdo IGF2 se ligam a IGF1R, induzindo a autofosforilacdo do receptor,
levando a ativacéo das vias PI3K/AKT e MAPK através de sequéncias de eventos de fosforilacao e
culminando, por fim, na transcri¢cdo de genes alvos envolvidos na promogéao da proliferagéo,
sobrevivéncia, diferenciacéo e prote¢édo contra apoptose.
FONTE: adaptado de FORBES & WESTWOOD (2008).

A abolicdo de MAPK demonstra que esta molécula de sinalizacdo intracelular
€ essencial para o desenvolvimento normal da placenta em ratos (HATANO et al.,
2003). Na placenta humana, MAPK ERK1/2 sdo expressas nas vilosidades do
trofoblasto (KITA et al., 2003) e mostraram regular a diferenciacdo de citotrofoblastos
primarios isolados em sincicio (DAOUD et al., 2005). Dados demonstram que a
ativacdo da via de MAPK por receptores tirosina kinase, como IGF1R, induzem a
invasdo e migracdo na placenta (QIAN et al., 2004).

PAN e colaboradores (2012) descrevem outros dois alvos intracelulares

alternativos para a via de sinalizacdo por IGF1R: PAPPA (Proteina plasmatica A
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associada a gravidez, do inglés, pregnancy -associated plasma protein A) e AURKA
(Aurora Kinase A). PAPPA é uma protease que cliva IGFBP e aumenta os niveis de
IGF livres.

A recente identificagdo por SOLOMON-ZEMLER e colaboradores (2017) da
translocacao nuclear do receptor IGF1R em diferentes tipos celulares sugere um nivel
adicional de regulacéo de processos biolégicos. Dados publicados por SARFSTEIN e
colaboradores (2012) evidenciaram que IGF1R nuclear possui a funcdo de fator de
ativagédo transcricional. Além disso, os autores também mostraram que IGF1R se liga
ao DNA de maneira sequéncia-especifica e, dentre outros genes alvos, autorregula
seu promotor cognato a nivel transcricional. Nesse contexto, o IGF1R nuclear parece
cumprir uma funcéo fisiolégica e ndo patoldgica, no contexto da sinalizacdo de IGF
(SARFSTEIN et al., 2012).

4.7 GENE IGF1R
4.7.1 Estrutura do gene IGF1R

A proteina IGF1R é codificada pelo gene de mesmo nome, IGF1R, que esta
localizado na sub-banda 3 da banda 6 da regiédo 2 do braco longo do cromossomo 15

(159 26.3) (coordenadas — GRCh38: 15:98,648,538-98,964,529 (FIGURA 8) (OMIM,
2018).

FIGURA 8 —- REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA LOCALIZACAO CITOGENETICA DO GENE

IGF1R
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FONTE: GHR (2018).

IGF1R possui mais de 300 kb, distribuidos em 21 éxons, dos quais os 10
primeiros codificam para a cadeia a e os 11 ultimos codificam para a cadeia  da
respectiva proteina (ABBOTT et al., 1992; ZERBINO et al., 2017). A correlagéo entre
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os éxons do gene IGF1R e a regido da proteina que cada um deles codifica esta
esquematizado na FIGURA 9.

FIGURA 9 — CORRELACAO ENTRE OS EXONS DO GENE IGF1R E OS DOMINIOS PRESENTES
NA PROTEINA IGF1R
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FONTE: adaptado de GROWTHGENETICS (2018).

Presentes em 97 espécies diferentes, incluindo invertebrados, foram descritos
até o momento 110 ortélogos para o gene IGF1R (ZERBINO et al.,, 2017).
Representantes da familia de receptores IGF1R/IR foram caracterizados em alguns
dos animais multicelulares mais simples, como cnidarios, nematodos, gastrépodes e
insetos (FERNANDEZ et al., 1995; ROOVERS et al.,, 1995; RUAN et al., 1995;
STEELE et al., 1996; GRAF et al., 1997; KIMURA et al., 1997). O surgimento de um
receptor IGF1R distinto de IR coincide com a transicdo evolucionaria dos
protocordados para os vertebrados (PASHMFOROUSH et al., 1996).

O gene IGF1R possui 17 variantes de splicing (destacados na TABELA 1 e
esquematizados na FIGURA 10), das quais 11 ndo chegam a ser transcritas, 2
traduzem uma proteina de 1367/1366 aminoacidos e 4 traduzem para um peptideo de
menos de 250 aminoacidos (ZERBINO et al., 2017).
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Nome

ID transcrito

Comprimento

do transcrito
(pb)

Comprimento da
proteina (aa)

Tipo

IGF-1R-201
IGF-1R-206
IGF-1R-207
IGF-1R-204
IGF-1R-216
IGF-1R-211
IGF-1R-215
IGF-1R-202
IGF-1R-203
IGF-1R-209
IGF-1R-212
IGF-1R-205
IGF-1R-213
IGF-1R-208
IGF-1R-210
IGF-1R-217
IGF-1R-214

ENST00000268035.10
ENST00000558762.5
ENSTO00000558898.1
ENSTO00000558355.1
ENST00000560972.1
ENST00000560144.1
ENST00000560432.1
ENST00000557873.5
ENSTO00000557938.5
ENST00000559582.1
ENST00000560186.5
ENSTO00000558751.1
ENSTO00000560277.5
ENST00000558947.1
ENSTO00000559925.5
ENSTO00000561049.1
ENST00000560343.1

11803
11726
1034
572
310
525
657
583
574
567
551
548
526
303
2280
682
343

1367

1366

212

190

103

90
Sem produto proteico
Sem produto proteico
Sem produto proteico
Sem produto proteico
Sem produto proteico
Sem produto proteico
Sem produto proteico
Sem produto proteico
Sem produto proteico
Sem produto proteico

Sem produto proteico

Codificador de proteina
Codificador de proteina
Codificador de proteina
Codificador de proteina
Codificador de proteina
Sem sentido
Transcrito processado
Transcrito processado
Transcrito processado
Transcrito processado
Transcrito processado
Transcrito processado
Transcrito processado
Transcrito processado
Com intron retido
Com intron retido

Com intron retido

NOTA: pb — pares de base; aa — aminoacidos.

FONTE: adaptado de Ensembl (ZERBINO et al., 2017).

FIGURA 10 — VARIANTES DE SPLICING DO GENE IGF1R
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NOTA 1: Blocos preenchidos — éxons; blocos nao-preenchidos — regides ndo traduzidas; linhas entre
blocos — introns.

NOTA 2: Transcritos em vermelho sao condificados em proteina; transcritos em laranja foram
analisados pelos navegadores genémicos Ensembl e Havana; transcritos em azul séo transcritos
processados.

FONTE: Ensembl (ZERBINO et al., 2017).
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O gene IGF1R é homodlogo ao gene IR em termos de organizagéo de introns
e éxons (homologia da sequéncia varia de 41 a 84% dependendo do dominio (ADAMS
et al., 2000) e também na sequéncia de aminoacidos (mais de 50% de identidade)
(ABBOTT et al., 1992). Ambos genes codificam para uma proteina precursora que,
apos passar por modificacbes pos-traducionais, produz a proteina madura formada
por duas subunidades a e duas subunidades . As subunidades a sao extracelulares,
contendo o dominio de ligagdo ao ligante, enquanto as subunidades 3 contém os
dominios cataliticos intracelulares de tirosina-kinase (LEROITH et al., 1995).

Em 1986, pela primeira vez, ULLRICH e colaboradores clonaram e
sequenciaram o DNA complementar (cDNA) para o gene IGF1R humano, que
consistiu em 4989 nucleotideos, que codificam para uma proteina precursora de 1367
aminoécidos (ULLRICH et al., 1986).

4.7.2 Expressao do gene IGF1R

O gene IGF1R, assim como seu ligante IGF1 e diferentemente dos genes
IGF2 e IGF2R, da mesma familia, ndo é imprintado (DEMETRIOU et al., 2014).

A FIGURA 11 ilustra os niveis de expressao génica de IGF1R nos diversos
tecidos humanos, dando destaque para os transcritos IGF1R-201 e IGF1R-206,

considerados 0s mais representativos.
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FIGURA 11 — NIVEIS DE EXPRESSAO GENICA DE IGF1R EM DIFERENTES TECIDOS
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NOTA 1: A: Valores relativos dos niveis teciduais de expresséo dos diferentes transcritos de IGF1R,
com destaque para ENST00000268035 (IGF1R-201, em azul) e ENST00000558762 (IGF1R-206, em
vermelho), em escala linear. Os outros transcritos sdo expressos em baixos niveis. B: Os box plots
representam a expresséo génica do transcrito IGF1R-201 nos diferentes tecidos, com mediana e
percentis a 25% e 75%. C: Os box plots representam a expressao génica do transcrito IGF1R-206
nos diferentes tecidos, com mediana e percentis a 25% e 75%.

NOTA 2: 1 - Tecido adiposo — subcutaneo; 2 - Tecido adiposo — visceral (omento); 3 - Glandula
adrenal; 4 - Artéria aorta; 5 - Artéria corondria; 6 - Artéria tibial; 7 — Bexiga; 8 - Cérebro — amigdala; 9 -
Cérebro — cdrtex cingulado anterior (BA24); 10 - Cérebro — nucleo caudado (ganglio basal); 11 -
Cérebro — hemisfério cerebelar; 12 - Cérebro — cerebelo; 13 - Cérebro — cértex; 14 - Cérebro — cortex
frontal (BA9); 15 - Cérebro — hipocampo; 16 - Cérebro — hipotalamo; 17 - Cérebro — nucleo
accumbens (ganglio basal); 18 - Cérebro — nucleo putamen (ganglio basal); 19 - Cérebro — medula
espinhal (cervical c-1); 20 - Cérebro — substancia negra; 21 - Tecido mamario; 22 - Células — linfécitos
transformados EBV; 23 - Células — fibroblastos transformados; 24 - Cérvix — ectocérvix; 25 - Cérvix —
endocérvix; 26 - Célon — sigmoide; 27 - Colon — transverso; 28 - Es6fago — jungdo gastroesofagica;
29 - Esb6fago — mucosa; 30 - Es6fago — muscular; 31 - Tubas uterinas; 32 - Coracdo — apéndice atrial,
33 - Coragéo — ventriculo esquerdo; 34 - Rim — cortex; 35 — Figado; 36 — Pulm&o; 37 - Glandula
salivar menor; 38 - Misculo — esquelético; 39 - Nervo — tibial; 40 — Ovario; 41 — Pancreas; 42 —
Hipofise; 43 — Préstata; 44 - Pele — ndo exposta ao sol — suprapubica; 45 - Pele — exposta ao sol —
perna inferior; 46 - Intestino delgado — ileo terminal; 47 — Bago; 48 — Estdmago; 49 — Testiculo; 50 —
Tiredide; 51 — Utero; 52 — Vagina; 53 — Sangue.

NOTA 3: Os valores de expresséo estdo em TPM (Transcritos Por Milh&o).

FONTE: adaptado de GTEXPORTAL (2018).
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Ambos RNAmM de IGF1R e IGF2R séo abundantes no epitélio de superficie e
glandular e menos abundante nas células estromais do endométrio durante as fases
proliferativas e secretéria. Nao foram observadas no estudo de ZHOU e colaboradores
(1994) mudancas draméticas nos niveis de RNAm de IGF1R e IGF2R no estroma ou
epitélio na fase secretoria relativo aos niveis na fase proliferativa.

Em acréscimo, os RNAm, em particular de IGF1R, séo altamente expressos
pelo epitélio endometrial, sugerindo que IGF podem também estimular a proliferacéo
e diferenciacdo por mecanismos paracrinos, com ligantes originando no estroma e
difundindo para as camadas celulares epiteliais da superficie das glandulas
endometriais. Em concordancia com esta visdo, dados imunohistoquimicos mostram
IGF1R concentrado no epitélio uterino (SALMON & DAUGHADAY, 1957; ZAPF et al.,
1978).

Os resultados no estudo de GIUDICE e colaboradores (1993) mostram que
RNAmM codificando IGF1, IGF2, IGF1R e IGF2R sé&o diferencialmente expressos no

endométrio uterino humano durante o ciclo menstrual e durante o inicio da gravidez.

4.7.3 Variabilidade genética do gene IGF1R

Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP, do inglés, single nucleotide
polymorphisms) sdo variantes da sequéncia de DNA que ocorrem quando um dnico
nucleotideo no genoma é alterado. SNPs correspondem a mais de 90% de todas as
variacfes genéticas humanas, estando presentes em uma cada 100-300 bases no
genoma humano de mais de 3 bilhGes de bases nitrogenadas, apesar de variarem de
densidade dependendo da regido do genoma (LEE et al., 2005). SNPs podem ser
encontrados tanto em regifes codificantes como em regides ndo codificantes.

Indmeros SNPs ndo acarretam em mudanca na funcdo da proteina,
entretanto, outros podem predispor a doencas ou influenciar na resposta a um
determinado medicamento. SNPs ndo-sindbnimos (nsSNP) levam a substituicdo de um
aminoacido na proteina e, por isso, sdo de interesse, ja que Sao0 responsaveis por
aproximadamente metade da variacdo genética humana conhecidamente causadora
de doencas hereditarias (KRAWCZAK et al., 2000). SNPs sinénimos (sSNP) e SNPs
que ocorrem fora da regido promotora de um gene ou ainda fora das regides
codificantes podem ter consequéncias na expressao, splicing ou ligacédo de fatores de
transcricio (PROKUNINA & ALARCON-RIQUELME, 2004; STENSON et al., 2009).
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O modo de escolha do conjunto de genes a ser investigado € critico para o
sucesso de estudos de associacdo. Uma maneira de escolha € priorizar os SNP de
acordo com sua significancia funcional (SCHORK et al., 2000; EMAHAZION, 2001)
utilizando ferramentas de bioinformatica, que podem ajudar a discriminar SNPs
neutros de SNPs que provavelmente tém uma importancia funcional. Caso néo seja
feita uma pré-selecao cuidadosa dos SNP a serem analizados, um grande namero de
individuos se torna necessario para detectar a associacdo com um nivel razoavel de
significancia estatistica (RAMENSKY et al., 2002).

Doencas humanas causadas por mutacdes ou alteracdes nos niveis de
membros da familia IGF ndo sdo comuns (SAVAGE et al., 2010; DAUBER et al., 2014;
LEK et al., 2016). E apenas uns poucos individuos com defeitos homozigotos ou
heterozigotos para o gene IGF1 foram reportados (WOODS et al., 1996; BONAPACE
et al.,, 2003; WALENKAMP et al.,, 2005; VAN DUYVENVOORDE et al.,, 2010;
NETCHINE et al., 2011; FUQUA et al., 2012; BATEY et al., 2014).

Uma variedade da maioria das mutagdes com substituicdes de aminoacidos
heterozigotas também foram identificadas no IGF1R de criancas que foram pequenos
para a idade gestacional e que falharam no catch-up de crescimento pdés-natal
(KLAMMT et al., 2011; GANNAGE-YARED et al., 2013; WALENKAMP et al., 2013;
BURKHARDT et al., 2015; PRONTERA et al., 2015).

Alencar & Lopes (2010) investigaram o impacto funcional e estrutural de todos
0s SNPs presentes no gene IGF1R. Dados de polimorfismos foram retirados da base
de dados dbSNP (SHERRY et al., 2001). Um total de 2412 SNPs foram identificados,
sendo que 32 eram nsSNP (non-synonymous SNP) (1,3%), 58 eram sSNP
(synonymous SNP) (2,4%), 83 estavam localizados na regido 3’-UTR do RNAm (3,4%)
e 2225 se localizavam em regides intronicas (92,2%). Nao foram encontrados SNP na
regiao 5’-UTR.

Alencar & Lopes (2010) selecionaram apenas as mutacdes missense (com
troca de aminoacido) para andlise. Oito nsSNP foram identificados como sendo
deletérios com um indice de tolerancia <0,05, cinco dos quais (rs61740868,
rs45578132, rs45553041, rs45526336, and rs45504297) mostraram-se altamente
deletérios (tolerancia 0,00), dois (rs45524940 e rs45512296) com tolerancia de 0,001
e um (rs45445894) com tolerancia de 0,03. De acordo com FASTSNP, dos 58 sSNP
no gene IGF1R, 31 predisseram dano com um risco de 2-3 e possivel efeito funcional
na regulacao do splicing. Destes, 0 SNP rs2229765 ja foi associado a um maior risco
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de derrame isquémico na populacdo chinesa (CHENG et al., 2008), assim como
aumento da concentracdo plasmatica de IGF1R foi associado a uma puberdade
prematura (BONAFE et al., 2003; ROLDAN et al., 2007) e também a variacéo de altura
da populacdo adulta (CHIA et al., 2008). Dos 2225 SNPs na regiao intronica, trés
(rs55895813, rs36108138 and rs45495500) tem um risco de 3-4 de afetar sitios de
splicing. Um SNP nonsense (rs45437300) tem um alto risco (5-5) de ser danoso, visto
que pode quebrar e inclusive inativar a proteina IGF1R.

ROTWEIN (2017) realizou uma analise em larga-escala da variacdo genética
na familia IGF utilizando o exoma de mais de 60000 individuos participantes do Exome
Aggregation Consortium. Rotwein determinou que a variagdo genética populacional
no gene IGF1R era similar a encontrada no gene IR (3,3% e 2,1%, respectivamente).
A frequéncia alélica da maioria das variacdes genéticas encontradas nos genes da
familia IGF é menor que 0,1%, sendo, portanto, extremamente raras.

A FIGURA 12 mostra o diagrama do precursor da proteina IGF1R,
discriminando seus principais dominios e sinalizando a frequéncia das principais
variantes alélicas encontradas no gene IGF1R.

Uma possivel limitacdo para o estudo de ROTWEIN (2017) é que 60% dos
participantes eram de ancestralidade europeia e apenas 8% eram ou de origem
africana ou de origem latina. Portanto, o indice real de variacdo genética no gene
IGF1R pode néo estar completamente determinado.

Para a populacdo do estudo de ROTWEIN (2017), foram encontradas 413
mutacBes de troca de aminoacidos para o gene IGF1R, sendo que 382 estavam
presentes em menos de 0,01% da populacao, 25 em menos de 0,1% da populacéo e
6 em menos de 1% da populacéo, sendo que nao havia mutagées em uma frequéncia

acima de 1% na populacéo investigada.
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FIGURA 12 — VARIABILIDADE GENETICA POPULACIONAL DE IGF1R HUMANO
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NOTA: Principais dominios da proteina madura estdo indicados: L1 e L2 — dominios grandes 1 e 2,
do inglés, large domains 1 and 2; CR — dominio rico em cisteina; do inglés, cystein-rich domains; FNIII
— elementos de fibronectina do tipo lll, do inglés, fibronectin type Il elements; PTK: Regido de
tirosina-Kinase, do inglés, protein tyrosine-kinase region. A prevaléncia das variantes alélicas mais
significantes em cada parte do precursor da proteina madura esta listada em porcentagem abaixo de
cada dominio da proteina.

FONTE: adaptado de ROTWEIN (2017).

O nuamero de variantes alélicas que mostram mudancas em sitios de splicing,
alteracdes no quadro de leitura e adicdo de stop codons sdo muito raras entre genes
da familia IGF, tendo uma frequéncia na populacéao entre 0,002 — 0,2% (ROTWEIN,
2017). Mutacbes que impactam a funcéo da proteina ou causam aumento drastico na
expressao também parecem ser raras nesta familia de proteinas (POLLAK, 2012).

YEE e colaboradores (1989) descreveram um RNAm alternativo para o IGF1R
no qual ha uma delecéo de 3 pares de base (CAG) que resulta na substituicdo de uma
Arg (arginina) por Thr898GIly899 (treonina na posicado 898 e glicina na posicao 899)
oito residuos antes de se iniciar a regi¢cdo transmembrana de IGF1R. A isoforma com
delecéo da trinca de bases (CAG-) mostrou uma taxa de internalizacao reduzida e um
aumento das propriedades de sinalizagdo em comparacdo com a isoforma sem a
delecao destes pares de base (CAG+) (CONDORELLI et al., 1994).

A delecao homozigota parcial de IGF1R em camundongos esta associada ao
atrofiamento e reducdo do peso, assim como interrompe o surto de crescimento
puberal. Uma completa inativacéo de IGF1R é letal no periodo neonatal (KLAMMT et
al., 2008). A delecado do gene IGF1R murino causa marcada falha no crescimento pré-
natal (animais afetados apresentaram peso ao nascimento 55% menor do que animais
nao afetados), com os neonatos afetados morrendo de insuficiéncia respiratoria (LIU
et al., 1993).
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Apesar da grande quantidade de informacdes em modelos experimentais,
evidéncias em humanos sdo escassas. Existem algumas mutacdes detectadas no
gene IGF1R que estdo associadas com crescimento pos-natal em humanos,
particularmente em casos de restricdo do crescimento intra-uterino (ABUZZAHAB et
al., 2003; HAMMER et al., 2004; KAWASHIMA et al., 2005; WALENKAMP et al., 2006;
INAGAKI et al., 2007). Entretanto, até o presente momento nao foram encontradas
mutacBes homozigotas em IGF1R humano e isto pode estar relacionado com a
letalidade do knockout de IGF1R (ABUZZAHAB et al., 2003; CANNARELLA et al.,
2018). Além disso, ndo é conhecido atualmente se polimorfismos em IGF1R tem
algum efeito nos tratos reprodutivos masculino e feminino, além de efeito na fertilidade
(YANG et al., 2013).

Através da consulta a base de dados dbSNP, do NCBI, e tendo como base a
sequéncia do gene IGF1R disbonibilizada nas bases de dados Ensembl e NCBI, foram
construidas as TABELA 2 e TABELA 3, que indicam a quantidade de variantes
genéticas encontrados em cada um dos 21 éxons e 20 introns do gene IGF1R, além
das regides 5’-UTR e 3'-UTR, destacando a quantidade de polimorfismos por tipo de
variante genética, por frequéncia alélica minima (MAF, do inglés, minor allele
frequency) e por significancia clinica.

A partir da andlise da TABELA 2, observa-se que o gene IGF1R apresenta um
total de 81061 variantes, com uma média de uma variante genética descrita a cada
3,9 nucleotideos. As regides que apresentam uma maior quantidade de variantes por
nucleotideo sdo: éxon 1 (1 variante a cada 2,000 nucleotideos), regido 5-UTR (1
variante a cada 2,015 nucleotideos), éxon 21 (1 variante a cada 2,208 nucleotideos),
éxon 3 (1 variante a cada 2,545 nucleotideos), regiao 3’-UTR (1 variante a cada 2,587
nucleotideos).

Entretanto, dentre as variantes genéticas presentes no éxon 1, nenhuma
apresenta MAF>0,01. A regido 5-UTR apresenta apenas 1 variante com MAF>0,2,
rs536189507, apenas 2 apresentam 0,2>MAF>0,1, rs13379905 e rs80262698, uma
variante, rs533518937, apresenta 0,1>MAF>0,05 e rs544674838, rs184007147 e
rs531415441 sao as variantes na regido que apresentam 0,05>MAF>0,01. O éxon 21
ndo apresenta variantes genéticas com MAF>0,1 e apresenta apenas 1 variante com
MAF>0,05, rs17847203. O éxon 3 ndo apresenta nenhuma variante com MAF>0,05 e
apresenta 3 com 0,05>MAF>0,01, rs2229764, rs34430460 e rs56303650. Os dados
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destas tabelas corroboram com os encontrados por ROTWEIN (2017), evidenciando
que a variabilidade genética no exoma de IGF1R é extremamente baixa.

Ja a regiao 3-UTR apresenta 10 variantes genéticas com MAF>0,2, 6
variantes com 0,2>MAF>0,1, 8 variantes com 0,1>MAF>0,05 e 20 variantes com
0,05>MAF>0,01. A TABELA 4 indica a posi¢cdo gendmica e o MAF de cada uma das
variantes deste éxon. A regido 3’-UTR é conhecidamente uma regido que atua na
regulacéo da expresséo génica, podendo ser alvo da ligacdo de miRNAs reguladores,
como ja foi reportado por KANG e colaboradores (2015b) para miRNA-145 que se liga
a regido 3-UTR do gene IGF1R regulando sua expressdao. Os mesmos autores
indicaram que uma maior expressado de miRNA-145 foi evidenciada em mulheres com
falha recorrente da implantagdo embrionaria.

Quando é observada a significancia clinica das variantes genéticas no gene
IGF1R, do total de 81061 variantes, 80795 n&o foram avaliadas neste quesito,
indicando que ainda séo necessarios diversos estudos de associa¢cao para determinar
a significaAncia clinica de mais de 99,5% das variantes genéticas ja identificadas no
gene IGF1R. Dentre as pouco mais de 60 variantes com significado clinico
determinado, apenas uma variante no intron 7-8 é considerada patogénica,
rs1057524426, mas ndo foi reportada a doenca com a qual esta variante esta

associada.



TABELA 2 — VARIANTES GENETICAS PRESENTES NO GENE IGF1R DE ACORDO COM TIPO DE VARIACAO GENETICA

. . TAMANHO DO TOTALDE NUCLEOTIDEOS TIPO DE VARIANTE GENETICA
~ | NUCLEOTIDEO NUCLEOTIDEO = = = =
REGIAO DE INiCIO DE TERMINO FRAGMENTO VARI’ANTES POR VA’RIANTE S'UTR 3'UTR SITIO DE SITIO DE SINONIMA NAAO- SEM  TROCA DEJANELA GANHO DE CODON INTRONICA
(pb) GENETICAS GENETICA SPLICING A5' SPLICINGA3' SINONIMA SENTIDO DE LEITURA DE PARADA
5'UTR 98648539 98649581 1042 517 2,015473888 517
E1l 98649582 98649675 94 47 2 18 27 1 1
11-2 98649676 98707561 57886 14987 3,862414092 146 2 14 36 2 14987
E2 98707562 98708107 546 153 3,568627451 75 67 82 3 6 3
12-3 98708108 98891324 183217 45358 4,039353587 28 45358
E3 98891325 98891637 313 123 2,544715447 105 50 76 2
13-4 98891638 98896756 5119 1339 3,82300224 1 1338
E4 98896757 98896905 149 41 3,634146341 19 22
14-5 98896906 98899476 2571 606 4,242574257 1 1 604
ES 98899477 98899621 145 37 3,918918919 22 16 1
15-6 98899622 98908684 9063 2290 3,957641921 36 2290
E6 98908685 98908899 215 47 4,574468085 22 23 24
16-7 98908900 98911314 2415 711 3,396624473 1 710
E7 98911315 98911441 127 43 2,953488372 20 23 1 1
17-8 98911442 98913043 1602 443 3,616252822 1 1 441
E8 98913044 98913282 239 76 3,144736842 31 45 1 1 1
18-9 98913283 98915963 2681 646 4,150154799 646
E9 98915964 98916131 168 53 3,169811321 25 28
19-10 98916132 98916671 540 166 3,253012048 166
E10 98916672 98916876 205 61 3,360655738 21 39 1
110-11 98916877 98922147 5271 1380 3,819565217 1380
E11 98922148 98922431 284 90 3,155555556 32 59 1
111-12 98922432 98923875 1444 385 3,750649351 385
E12 98923876 98924012 137 29 4,724137931 9 19 2 2
112-13 98924013 98924524 512 146 3,506849315 1 145
E13 98924525 98924684 160 55 2,909090909 22 31 1 1 1
113-14 98924685 98929557 4873 1280 3,80703125 1 1280
E14 98929558 98929660 103 35 2,942857143 1 14 19 1 1
114-15 98929661 98930234 574 137 4,189781022 137
E15 98930235 98930305 71 16 4,4375 9 7
115-16 98930306 98934823 4518 1127 4,008873114 1127
El6 98934824 98935053 230 62 3,709677419 22 39 1
116-17 98935054 98935315 262 71 3,690140845 1 70
E17 98935316 98935426 111 22 5,045454545 7 15
117-18 98935427 98939200 3774 936 4,032051282 936
E18 98939201 98939360 160 46 3,47826087 18 28 1
118-19 98939361 98942922 3562 880 4,047727273 1 879
E19 98942923 98943052 130 34 3,823529412 15 15 2 2 2
119-20 98943053 98948573 5521 1352 4,083579882 1352
E20 98948574 98948708 135 37 3,648648649 13 23 1 1
120-21 98948709 98957060 8352 2284 3,656742557 2284
E21 98957061 98957442 382 173 2,208092486 49 114 3 5 3
3'UTR 98957443 98964530 7088 2740 2,586861314 2740 2 176
TOTAL 98648539 98964530 315991 81061 3,898187785 929 2740 8 7 520 787 14 26 14 76693

NOTA: E: éxon; |: intron; pb: pares de base.

FONTE: O Autor (2018). Baseado em dados de Ensembl (ZERBINO et al., 2017) e dbSNP (SHERRY et al., 2001).
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TABELA 3 — VARIANTES GENETICAS PRESENTES NO GENE IGF1R DE ACORDO COM MAF GLOBAL E SIGNIFICANCIA CLINICA

NUCLEOTIDEO NUCLEOTIDEO

TAMANHO DO TOTALDE NUCLEOTIDEOS

MAF GLOBAL

SIGNIFICANCIA CLINICA

REGIAO DE INiCIO DE TERMING FRAGMENTO VARI»’ANTES POR VA’RIANTE MAE>0.2 MAE>0.1 MAF>0.05 MAF>0.01 | BENIGNA PROVAVELMENTE SIGNIFICADO PROVAVE}MENTE PATOGENICA OUTRA NAO
(pb) GENETICAS GENETICA BENIGNA INCERTO PATOGENICA TESTADO
5'UTR 98648539 98649581 1042 517 2,015473888 1 3 4 7 1 1 1 514
El 98649582 98649675 94 47 2 47
11-2 98649676 98707561 57886 14987 3,862414092 70 157 172 287 1 14986
E2 98707562 98708107 546 153 3,568627451 2 1 3 147
12-3 98708108 98891324 183217 45358 4,039353587 198 318 448 859 1 45357
E3 98891325 98891637 313 123 2,544715447 3 3 1 119
13-4 98891638 98896756 5119 1339 3,82300224 6 9 15 27 1339
E4 98896757 98896905 149 41 3,634146341 41
14-5 98896906 98899476 2571 606 4,242574257 2 3 6 7 1 605
E5 98899477 98899621 145 37 3,918918919 37
15-6 98899622 98908684 9063 2290 3,957641921 18 20 30 50 1 2289
E6 98908685 98908899 215 47 4,574468085 2 45
16-7 98908900 98911314 2415 711 3,396624473 8 10 10 20 1 1 709
E7 98911315 98911441 127 43 2,953488372 1 2 1 39
17-8 98911442 98913043 1602 443 3,616252822 3 7 8 10 1 1 441
E8 98913044 98913282 239 76 3,144736842 2 74
189 98913283 98915963 2681 646 4,150154799 6 8 8 11 1 645
E9 98915964 98916131 168 53 3,169811321 1 5 1 46
19-10 98916132 98916671 540 166 3,253012048 1 2 2 3 1 165
E10 98916672 98916876 205 61 3,360655738 2 59
110-11 98916877 98922147 5271 1380 3,819565217 5 10 17 25 1 1379
E1l 98922148 98922431 284 90 3,155555556 1 1 1 1 1 1 87
111-12 98922432 98923875 1444 385 3,750649351 2 4 6 10 385
E12 98923876 98924012 137 29 4,724137931 1 28
112-13 98924013 98924524 512 146 3,506849315 1 146
E13 98924525 98924684 160 55 2,909090909 1 2 52
113-14 98924685 98929557 4873 1280 3,80703125 12 14 20 30 1280
E14 98929558 98929660 103 35 2,942857143 1 34
114-15 98929661 98930234 574 137 4,189781022 1 137
E15 98930235 98930305 71 16 4,4375 16
115-16 98930306 98934823 4518 1127 4,008873114 11 16 17 23 1127
El6 98934824 98935053 230 62 3,709677419 1 1 1 1 1 2 59
116-17 98935054 98935315 262 71 3,690140845 1 4 1 70
E17 98935316 98935426 111 22 5,045454545 22
117-18 98935427 98939200 3774 936 4,032051282 14 16 21 24 936
E18 98939201 98939360 160 46 3,47826087 2 44
118-19 98939361 98942922 3562 880 4,047727273 7 14 16 22 880
E19 98942923 98943052 130 34 3,823529412 34
119-20 98943053 98948573 5521 1352 4,083579882 10 12 17 29 1352
E20 98948574 98948708 135 37 3,648648649 2 35
120-21 98948709 98957060 8352 2284 3,656742557 18 28 36 51 2284
E21 98957061 98957442 382 173 2,208092486 1 1 1 9 0 163
3'UTR 98957443 98964530 7088 2740 2,586861314 10 16 24 44 13 26 159 1 2541
TOTAL 98648539 98964530 315991 81061 3,898187785 403 669 881 1551 20 36 199 4 1 6 80795

NOTA: E: éxon; [: intron; pb: pares de base; MAF: frequéncia alélica minima, do inglés, Minor Allele Frequency
FONTE: O Autor (2018). Baseado em dados de Ensembl (ZERBINO et al., 2017) e dbSNP (SHERRY et al., 2001).
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TABELA 4 — SNPs DO EXON 21 DO GENE IGF1R QUE APRESENTAM MAF>0,1

SNP Posigdao Genomica  MAF
rs1815009 98961442 0,4095
rs2016347 98960571 0,4832
rs2654981 98961900 0,4317
rs3743249 98962194 0,4016
rs3743250 98962087 0,2033
rs2684788 98961208 0,492
rs5554267 98960300 0,2025

rs397772788 98958710 0,475
rs397836919 98960299 0,4872
rs398058004 98959983 0,2141
rs702497 98958352 0,1194
rs3743215 98960900 0,1971
rs2684786 98962256 0,1044
rs9282715 98960607 0,1575
rs45484096 98957859 0,1951
rs397824005 98960462 0,1234

FONTE: O Autor (2018) e adaptado de dbSNP (SHERRY et al., 2001).

4.7.4 miRNAs que tem como alvo o gene IGF1R

MicroRNAs (miRNAs) sdo uma classe de moléculas de RNA néo codificantes
de 18 a 22 nucleotideos de comprimento que apresentam um papel na regulacédo da
expressao genética (LAU et al., 2001; LIM et al., 2003). miRNAs sdo considerados
reguladores negativos da expressdo genética de uma enorme gama de genes e,
devido a sua natureza promiscua, um miRNA pode regular mais de 100 genes alvo
(AMBROS, 2004; FARH et al., 2005; LIM et al., 2005; FILIPOWICZ et al., 2008). A
expressao alterada de miRNAs poderia levar a um aumento ou diminuicdo da
expressao de um gene alvo, como por exemplo, o gene IGF1R (KROPP et al., 2014).

Ao se ligar a diferentes genes, miRNAs podem desempenhar fungbes de
morfogénese, manutencao tecidual, crescimento celular, diferenciagéo, apoptose e
regulacdo do metabolismo (OUELLET et al., 2006; SONG & TUAN, 2006).

Segundo a base de dados miRDB, o gene IGF1R é predito ser alvo de 185
MiRNAs (WONG & WANG, 2015; WANG, 2016). Ja segundo a base de dados mirDIP,
existem 234 miRNAs que tem como alvo o gene IGF1R com score muito alto
(SHIRDEL et al., 2011; TOKAR et al., 2018).



53

4.8 INFLUENCIA DE IGF1R NA IMPLANTACAO EMBRIONARIA

Baseando-se na literatura cientifica, buscou-se compilar dados que
comprovem tanto a expressao do gene IGF1R quanto a presenca da proteina durante
o periodo implantacional, dando suporte a prerrogativa de que IGF1R exerce
influéncia sobre o processo implantacional. Também buscaram-se evidéncias de que
alteracdes na funcionalidade de IGF1R induzem a uma alteracdo na implantacéo
embrionaria.

SMOTRICH e colaboradores (1996) detectaram a presenca da proteina
IGF1R no estagio de 16 células. LIGHTEN e colaboradores (1997a) detectaram a
expressdo do RNAm de IGF1R em todos os estagios do desenvolvimento pré-
compactacao. Em um estudo mais recente por KAWAMURA e colaboradores (2012)
o RNAm de IGF1R foi detectado em embrides em estagio de 8 células.

A FIGURA 13 mostra uma imagem de microscopia confocal mostrando a

expressao do receptor IGF1R em TE de blastocistos humanos.

FIGURA 13 — MICROSCOPIA CONFOCAL MOSTRANDO A EXPRESSAO DE IGF1R EM TE DE
BLASTOCISTOS HUMANOS

NOTA: Coloracao verde representa a expressao de IGF1R; Coloracdo vermelha representa nucleo; A
invaginacéo de TE no centro da imagem se deve ao leve colapso do blastocisto apés a montagem da
lamina de microscopia.

FONTE: HARDY & SPANOS (2002).
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Segundo MARUO e colaboradores (1995), ABU-AMERO e colaboradores
(1998) e BEDZHOV e colaboradores (2012) demonstraram que IGF1R éexpresso nas
células apicais do trofoblasto, que sdo as células responséveis pelo primeiro contato
com o epitélio uterino durante a implantacdo embrionaria, sugerindo um papel
primordial na implantacdo (GREEN & DAY, 2014; KANG et al., 2015b). Ja estudos de
SLATER & MURPHY (1999) demonstraram que, em camundongos, IGF1 é fortemente
expresso na lamina basal e na superficie apical das células epitelitais endometriais,
que sao sitios onde ocorre a invasdo e adesdo do blastocisto ao trofoblasto,
respectivamente.

A expresséao de IGF1R também ja foi previamente reportada durante o periodo
pré-implantacional no Utero de camundongo (KAPUR et al., 1992) e a expressédo de
seu RNAm também é alta no endométrio humano na fase secretoria (GIUDICE et al.,
1993). Recentemente, a expressdo da proteina IGF1R foi demonstrada em todas as
fases do ciclo menstrual, mas sua expresséao € mais alta no epitélio luminal edometrial
na metade para o final da fase secretdria (KANG et al., 2015b). Em experimentos in
vivo, a mais alta expressdo do RNAmM de IGF1R foi evidenciada durante o periodo
peri-implantacional em comparagédo com o periodo pré-implantacional (SIROHI et al.,
2018).

Andlise de ligacdo com IGF1R em embrides de galinha durante a gastrulacdo
e neurulagdo (BASSAS et al., 1985; GIRBAU et al., 1989) confirmaram que o IGF1R
também é expresso nesses estagios do desenvolvimento, ja que foram encontradas
atividades tirosina-kinase dependentes de IGF1R em embrides de 2 dias (GIRBAU et
al., 1989) e o RNAm de IGF1R foi detectado por PCR em blastodermas de embrido
de galinha em dia zero (SCAVO et al., 1991). A expressédo de IGF1R em blastoderma
de embrido de galinha indica um papel potencial para a sinalizacédo por IGF antes da
neurulacéo e até mesmo antes da gastrulacdo (ALLAN et al., 2001).

REIJO PERA e colaboradores (2009) destacaram as diferencas significativas
na expressdo de inumeros genes na ICM, incluindo componentes das vias de
sinalizacdo de TGF- (fator de transformacao do crescimento, do inglés, transforming
growth factor- B), IGF e MAPK.

Apesar de ja ser conhecida a producéo de IGF e IGFR pelo trato reprodutivo
feminino e pelos embrides durante o periodo pré-implantacional (HARDY & SPANOS,
2002), poucos estudos destacam o papel destes IGF no desenvolvimento embrionario
durante este periodo (REGELA et al., 2015).
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Tanto o bloqueio da sinalizacdo de IGF1R quanto sua ativacao ineficiente em
embrides selvagens (do inglés, wildtype) no estdgio de moérula com um inibidor
especifico, induzem a fragmentacédo celular das células mais externas e blogueio da
formacdao do trofectoderma funcional. Este resultado revela que a ativacao do receptor
IGF1R desempenha um papel crucial durante o desenvolvimento pré-implantacional
e a atividade kinase do receptor promove um sinal enddgeno de sobrevivéncia em
embrides (BEDZHOV et al., 2012). O blogueio simultaneo de IGF1R e IR tanto de
origem maternal quanto zigoética bloqueia a cascata de sinalizagéo intracelular inteira,
resultando na inducao da apoptose (BEDZHOV et al., 2012).

Adicdo de IGF1 ao meio de cultura aumenta significativamente a propor¢ao
de embrides se desenvolvendo até o estagio de blastocisto em 25% (LIGHTEN et al.,
1998; SPANOS et al., 2000). Estes blastocistos tiveram um aumento significativo
(59%) no namero de células da massa celular interna (LIGHTEN et al., 1998). Cultura
de embribes com anticorpo especifico para IGF1R reverteram os efeitos benéficos de
IGF1, demonstrando que ele atua através de IGF1R. Em estudos de SPANOS e
colaboradores (2000) foi demonstrado que IGF1l reduz significativamente a
porcentagem de nucleos apoptéticos nos blastocistos humanos em aproximadamente
50%.

Diversos estudos reportam mudancas dinamicas na expressao de diferentes
mMiRNASs durante o inicio do desenvolvimento embrionario em mamiferos (TANG et al.,
2007; TESFAYE et al., 2009; HOSSAIN et al., 2012; MONDOU et al., 2012; ABD EL
NABY et al., 2013). A TABELA 5 resume alguns dos miRNAs ja encontrados tanto no
endométrio materno como no embrido, assim como os genes alvo.

KROPP e colaboradores (2014) demonstraram diferencas na expressao de 4
MiRNAs (miR-181a2, miR-196a2, miR-302c e miR-25) entre embrides degenerados e
embrides que atingiram o estado de blastocisto. KROPP e colaboradores (2014)
sugerem que miRNAs podem ser seletivamente secretados pelo embrido e que a
qualidade embrionaria pode estar correlacionada com a expressédo de miRNAs.



TABELA 5 — miRNAs EXPRESSOS NO ENDOMETRIO E NO EMBRIAO E SEUS GENES ALVO

mMiRNA Espécie Gene Alvo Referéncia

miR-21 humano KLF12 JIANG et al. (2013)
miR-21 camundongo Reck HU et al. (2008)
miR-29a rato Bakl, Bmf, Bcl-w XIA et al. (2014c)
miR-30d humano H19, NNMT MORENO-MOYA et al. (2014)
miR-98 rato Bcl-xl XIA et al. (2014b)
miR-101a | camundongo COX-2 CHAKRABARTY et al. (2007)
miR-141 camundongo PTEN LIU et al. (2013)
miR-143 rato Lifr TIAN et al. (2015)
miR-145 humano IGF1R REVEL et al.((22(§)1151ab)) KANG et al.
miR-181a humano KLF12 ZHANG et al. (2015)
miR-193 camundongo GRB7 Ll et al. (2014)
miR-199a | camundongo COX-2 CHAKRABARTY et al. (2007)
miR-199a | camundongo MUC1 INYAWILERT et al. (2014)
miR-199a rato Grb10 XIA et al. (2014a)
miR-200a | camundongo PTEN SHEN et al. (2013)
miR-429 camundongo Pcdh8 Ll et al. (2015a)
miR-451 camundongo Ankrd46 Ll et al. (2015b)

miR-542-3p humano IGFBP1 TOCHIGI et al. (2014)
let-7a camundongo ITGB3 LIU et al. (2012)

let-7a/b camundongo MUC1 INYAWILERT et al. (2015)
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FONTE: adaptado de LIU et al. (2016)

KANG e colaboradores (2015b) quantificaram os niveis de ancoramento do
embrido em células controle (escore de ancoramento 3-5) comparado com células
tratadas com miRNA-145 (escore de ancoramento 1-2). miRNA-145 apresenta
multiplos alvos, um dos quais € IGF1R, o qual esta presente no endométrio humano
(ZHOU et al., 1994). Apesar de ndo haver mudancas no RNAm de IGF1R, a expressao
da proteina IGF1R foi reduzida 48h apos a superexpressao de miRNA-145 (KANG et
al., 2015b). Ancoramento de embries de camundongo ou esferas (do inglés, beads)
cobertos de IGF1 foi reduzido apds o knockdown de IGF1R. Isto sugere que o efeito
do miRNA-145 na adesédo embrionaria é diretamente mediado por IGF1R (KANG et
al., 2015b). Traduzida para a situagao in vivo, Kang e colaboradores (2015b) predizem
que tal efeito pode atrasar a implantacéo até o ponto que o resgate do corpo liteo ndo
ocorreria, levando a uma inibicdo da gestagdo. Recentemente, a expressao alterada
do miRNA-145 foi observada em amostras endometriais de mulheres acometidas com
falha recorrente de implantagdo (RIF, do inglés, Recurrent Implantation Failure)
(REVEL et al., 2011a).
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O modelo in vitro de KANG e colaboradores (2015b) sugere que IGF1R
apresenta um papel na implantacéo. A expresséo de IGF1R é aumentada no tempo
em que o0 embrido se ancora in vivo e a expressao reduzida em células epiteliais
desestabiliza 0 ancoramento do embrido in vitro. A expressao reduzida de IGF1R foi
reportada no endométrio no meio da fase secretdria de mulheres com infertilidade sem
causa aparente (WU & ZHOU, 2004).

Apesar de ja serem conhecidas alteracfes na expressao de IGF1R, até o
presente momento nao foram encontradas muta¢cdes homozigotas em IGF1R humano
e isto pode estar relacionado com a letalidade do knockout de IGF1R (ABUZZAHAB
et al.,, 2003; CANNARELLA et al., 2018). Além disso, também ndo se tem
conhecimento sobre o efeito de polimorfismos em IGF1R nos tratos reprodutivos

masculino e feminino, além da relagdo com a fertilidade (YANG et al., 2013).
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5 CONCLUSAO

Existem evidéncias cientificas suficientes para comprovar a expressdo de
IGF1R durante o periodo implantacional e a literatura cientifica sugere um papel
essencial de IGF1R no processo implantacional. Entretanto, a bibliografia cientifica
carece de estudos que comprovem que alteracdes no gene IGF1R poderiam estar
relacionados a defeitos durante a implantagdo embrionaria.

Apo6s cuidadosa revisdo, sugere-se que a regiao 3’-UTR do gene IGF1R é
uma regido de interesse para futura avaliagdo de associacdo entre variabilidade
genética e implantacdo embrionaria, visto que € uma regido que apresenta diversos
polimorfismos com alta MAF, facilitando a deteccdo de variantes genéticas em
estudos do tipo caso-controle, e € uma regido comprovadamente regulada por
MiRNAs, inclusive miRNA-145, que tem expressdo comprovadamente alterada em

mulheres que sofrem falha recorrente de implantacéo.
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