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RESUMO

O fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), bem como seu respectivo
receptor, ¢ uma proteina que esta envolvida no crescimento e divisao celular,
desempenhando a manutengdo de inumeros tecidos e na regulagdo do metabolismo,
sendo principalmente produzida pelo figado através de seu precursor, o hormdnio do
crescimento. Diante da importancia de suas caracteristicas fisiologicas, a énfase deste
estudo foi levantar as principais caracteristicas moleculares do IGF-1 e investigar seus
aspectos imunoquimicos € sua associagdo com o sistema imunoldgico mediante a
infeccdo por COVID-19, buscando compreender suas vias de sinalizagdo envolvidas.
Diante das caracteristicas genéticas e bioquimicas levantadas in silico, por meio de
ferramentas de biologia computacional e revisdo da literatura especializada, e
correlacionadas com aspectos fisioldgicos e em condigdo da COVID-19, foi possivel
evidenciar sua expressdo diferencial em orgdos, tecidos e células, bem como regides
importantes da sua estrutura que revelam modificagcdes pos-traducionais com reflexo em
regulacdo e de possivel desordem proteica, levantando novas perspectivas sobre sua
conformacdo e como isso pode impactar na interagdo com fatores transcricionais. No
entanto, refor¢a-se a importancia dos dados de pesquisa basica levantados a partir da
biologia computacional e que servirdo de subsidio para estudos futuros mais aplicados

as areas das Ciéncias Bioldgicas e Médica.

Palavras-chaves: Fatores de crescimento. Bioinformatica. COVID-19.



ABSTRACT

Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1), along with its respective receptor, is a protein
involved in cell growth and division, playing a role in the maintenance of numerous
tissues and the regulation of metabolism. Primarily, it is produced by its precursor in the
liver. Given the importance of its physiological characteristics, the emphasis of this
study was to elucidate the main molecular features of IGF-1, investigate its
immunochemical aspects, and its association with the immune system during COVID-
19 infection, aiming to understand its involved signaling pathways. Based on the
genetic and biochemical characteristics identified in silico through computational
biology tools and specialized literature review, and correlated with physiological
aspects in the context of COVID-19, it was possible to highlight its differential
expression in organs, tissues, and cells, as well as critical regions within its structure
revealing post-translational modifications with implications for regulation and potential
protein disorder. This raises new perspectives on its conformation and how it may affect
the interactions with transcription factors. However, it underscores the significance of
basic research data derived from computational biology, which will provide a
foundation for future studies with practical applications in the fields of Biological and

Medical Sciences.

Keywords: Growth Factors. Bioinformatics. COVID-19.
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1 INTRODUCAO

O coronavirus que pode infectar seres humanos (estirpe B814) foi descrito pela primeira
vez em 1965 por Tyrrel e Bynoe, sendo esse isolado de uma fonte humana e cultivado em
laboratério. Desde entdo, surgiram inumeras estirpes subsequentes desse virus através de
mutacgdes e um aumento do fator de viruléncia. Em 2019, a populagdo mundial enfrentou uma
nova doenga respiratéria chamada sindrome respiratoria aguda grave (SARS, severe acute
respiratory syndrome) € um novo coronavirus foi identificado como o agente etiologico da
doenga, o SARS-CoV-2, causador da doenga respiratoria grave chamada COVID-19
(Kronvall; Nordenfelt, 2021). Além dos coronavirus altamente patogénicos, como o SARS-
CoV, SARS-CoV-2 e o coronavirus da sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS-
CoV), temos quatro tipos de coronavirus humanos comuns (HCoVs) identificados até hoje,
sendo eles nomeadamente HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63, HCoV-HKUI, que
contribuem com cerca de 15% a 30% dos resfriados comuns do trato respiratorio superior,
geralmente causando doencas leves em adultos (Liu; Liang; Fung, 2021).

O SARS-CoV-2 pertence a familia Coronaviridae, sendo um virus icosaédrico
envelopado, e os seus virions t€ém didmetro médio de 120 nm, possuindo genoma de RNA nao
segmentado e fita simples, codificando quatro proteinas principais: glicoproteina espicular
(S), proteina do envelope (E), glicoproteina da membrana (M) e proteina do nucleocapsideo
(N) (Wang et al., 2020). O coronavirus utiliza a glicoproteina S para se ligar & enzima
conversora de angiotensina 2 (ACE2) (ViralZone, 2023), como ilustrado no Kegg (2023a) e
adaptado na figura 1.

As infecgdes respiratorias causadas pelo SARS-CoV-2 ocorrem quando o virus se
replica nas células do sistema respiratdrio superior e nas células epiteliais alveolares (Figura
2), apresentando a capacidade de infectar os alvéolos pulmonares, estruturas essenciais para a
troca gasosa nos pulmdes. O principal mecanismo de infec¢do nos alvéolos envolve a
interacao do virus com a ACE2. Esta enzima serve como receptor de ancoragem para o virus e
estd amplamente expressa nas células endoteliais dos alvéolos pulmonares (Jackson et al.,
2022).

Uma vez ligado ao receptor ACE2, o virus pode entrar na célula através de dois
mecanismos principais, sendo a endocitose ou fusdo direta com a membrana celular (Figura 1)
(Liang et al., 2021). Apos a entrada, o virus comeca a replicar seu RNA e a produzir proteinas
dentro da célula hospedeira, levando a geragdo de novas particulas virais que sdo liberadas,

assim podendo infectar novas células (Figura 1) (Strobelt et al, 2022).



Figura 1 - Mapa de infec¢do do coronavirus SARS-CoV-2
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O IGF-1 ¢é uma proteina multifuncional que pertence a familia dos fatores de
crescimento semelhantes a insulina e atua a partir da interagdo com o seu respectivo receptor
IGF-1R, bem como transmitindo sinais intracelulares através de duas vias principais de
sinalizagdo, a da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K/AKT) e a da proteina quinase ativada por
mitogeno (MAPK), especificamente a via da quinase regulada por sinal extracelular (ERK)
(Jozefiak et al., 2021).

A via PIBK/AKT regula um amplo espectro de processos celulares, incluindo a
proliferagdo celular e apoptose. A sinalizagdo de IGF-1/IGF-1R também promove a
diferenciagdo e proliferacdo celular através da via Ras/MAPK. Além disso, o IGF-1 tem a
capacidade de se ligar a varias isoformas de receptores, incluindo os de insulina e hibridos.
Uma vez ativado, desencadeia uma série de eventos, como a autofosforilacao das subunidades
beta do IGF-1R, que por sua vez ativa vdrias vias de sinalizacdo. Outros componentes cruciais
na regulacdo da bioatividade do IGF-1 s3o as seis proteinas de ligacdo ao IGF (IGFBPs).
Estas proteinas ndo apenas formam complexos, mas também desempenham um papel na

regulacdo da transcri¢ao (Jozefiak et al., 2021).

Figura 2 - Infeccao e cascata inflamatoria proveniente do SARS-CoV-2 em alvéolos
pulmonares
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Fonte: Autoria propria. Imagem elaborada na plataforma BioRender.

A produgao de IGF-1 inicia-se com o hipotdlamo produzindo o horménio liberador do
horménio do crescimento (GHRH), o qual estimula os somatotrofos na hipofise a liberar o
hormonio do crescimento (GH), enquanto a somatostatina exerce ag¢ao inibitdria. Quando o

GH se une aos receptores localizados na superficie celular, ele desencadeia a produgdo e a
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liberagdo do IGF-1 pelo figado e outros tecidos (Figura 3). Ao conectar-se aos seus
respectivos receptores no tecido, o IGF-1 ativa a fosforilagdo de proteinas, resultando na
estimulacdo da mitose e do crescimento celular (Martinelli Jr; Custodio; Aguiar-Oliveira,

2008).
Figura 3 - Via da producdo do IGF-1, diante da sinalizacdo do GH
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Fonte: Autoria propria. Imagem elaborada na plataforma BioRender.
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2 OBJETIVO

Diante dos achados cientificos apresentados e a possivel relagio do IGF-1 com a
fisiopatologia da COVID-19 pela infeccdo do SARS-CoV-2, este estudo tem como objetivo
levantar as caracteristicas genéticas e bioquimicas do IGF-1, sua expressdo diferencial e

funcdo, bem como investigar seus aspectos imunoquimicos.
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3 METODOLOGIA

Inicialmente foi realizado um levantamento bibliografico, ndo havendo restrigdo de
idioma, tipo e ano de publicacao sobre o tema central do estudo. Para a busca foram utilizadas
as plataformas PubMed, ScienceDirect e Scopus, sendo os seguintes descritores “IGF-17,
“fator de crescimento semelhante a insulina tipo 17, “resposta imunologica”, “modulacao” e
“SARS-CoV-2”, bem como os seus correspondentes em inglés. Além disso, foi empregado o
operador booleano AND para otimizar o levantamento direcionado.

Para a caracterizacdo genética e bioquimica de IGF-1 de Homo sapiens, bem como seus
aspectos fisiologicos, utilizou-se ferramentas da bioinformatica (Figura 4), incluindo bancos
de dados e softwares de livre acesso. As sequéncias de aminoacidos da proteina no formato
FASTA e de pares de base do gene /GF'1, bem como sua localizagdo no cromossomo, foram
obtidas através do NCBI - National Center of Biotechnology Information
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e UniProtKB (https://www.uniprot.org/).

As caracteristicas moleculares da proteina e frequéncia dos aminoacidos foram
reveladas consultando a ferramenta ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) no banco
de dados Expasy. Por meio do PsiPred - Predict Secondary Structure
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/), a estrutura secundaria foi predita, incluindo a composicao
de arranjos e polaridade dos aminoacidos. Entretanto, para fins de validagdo, a estrutura
terciaria também foi avaliada por meio da sequéncia no formato FASTA no SwissModel
(https://swissmodel.expasy.org/) e depdsito no AlphaFold (https://alphafold.ebi.ac.uk/).

A partir do UniProtKB também foram levantadas informag¢des gerais sobre a proteina e
os dados foram validados utilizando o InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) para familia
e ScanProsite (https://prosite.expasy.org/scanprosite) para sitios e dominios ligantes. Os sitios
de modificacao pos-traducional foram validados utilizando NetPhos
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetPhos-3.1), empregando um score maior ou
igual a 0,500 para sitios de fosforilagao, NetNGlyc
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0) para sitios de glicosilacdo e
Myristoylator (https://web.expasy.org/myristoylator/) e MYR Predictor
(https://mendel.imp.ac.at/myristate/SUPLpredictor.htm) para sitios de miristoilagao.

Ainda, a partir do The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/) foi possivel
levantar a expressdo diferencial de /GF-I em o6rgdos, tecidos e células, sendo os dados
validados no NCBI. A localizacdo celular foi demonstrada por meio do PSORT II Prediction
(https://psort.hgc.jp/) e pelo Protter (https://wlab.ethz.ch/protter/start/).
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O mapa de sinalizagdo da IGF-1 foi obtido no KEGG - Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (https://www.genome.jp/kegg/). Para a caracterizagdo estrutural, bem como os
mecanismos de infeccdo do  SARS-CoV-2  foi utilizado o  ViralZone
(https://viralzone.expasy.org/). Por fim, para a ilustragdo de imagens foi usada a plataforma

BioRender (https://www.biorender.com/).

Figura 4 - Etapas metodoldgicas para caracterizacdo in silico de IGF-1
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicas do gene IGF-1
O gene codificante da IGF-1, com cédigo de entrada 3479 no NCBI, possui sua
localizagdo no brago longo do cromossomo 12, sendo sua posicdo 12q23.2 (Figura 5),

apresentando sete exons e uma sequéncia de nucleotideos contendo 85.966 pares de base.

Figura 5 - Detalhe da localizagdo cromossomica do gene /GF-1 de Homo sapiens indicada
pela linha vertical vermelha

q2l.1 g21.31 ¢g21.33 qg23.1
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1

Fonte: Adaptado do NCBI (2023).

A expressao tecidual do /GF-1 ¢ majoritaria no colo uterino, tecido adiposo, figado e
musculatura lisa, respectivamente (Figura 6). A funcionalidade de IGF-1 esté relacionada ao
desenvolvimento e crescimento do organismo, bem como na regulacdo de processos
imunometabodlicos (Smith, 2010). Estudos de Huang et al. (2008) e Moreno-Acosta et al.
(2012) revelaram uma menor expressao de IGF-1 a uma piora no prognostico de cancer de
colo de utero e em resposta a radioterapia em pacientes diagnosticadas com papilomavirus
humano, sendo niveis mais baixos de IGF-1 relacionados ao avan¢o do risco de morte. Os
autores confirmaram que o sistema IGF-1 pode ter uma funcdo paracrina e autdcrina, € sua
expressao ¢ afetada neste tipo de cancer e no seu tratamento.

Segundo Berryman et al. (2013), o eixo hormonal do GH/IGF-1 est4 correlacionado ao
tecido adiposo e aos casos de obesidade, sendo seus niveis séricos diminuidos em relagdo a
maior adiposidade do tecido, devido a modulagdo negativa de adipocinas no eixo, sinalizando
a interrupgao das propriedades lipoliticas desses hormodnios. Além disso, ocorre a reducdo da
sensibilidade dos seus respectivos receptores no tecido, desenvolvendo uma fisiopatologia
associada a expressao e sinalizagdo hormonal.

O figado ¢ a maior fonte de IGF-1 circulante (Sjogren et al., 1999) e a expressdo génica
de IGF-1I neste tecido ¢ reduzida na hiperglicemia (Li ef al., 2004), com associagao de um
progndstico ao diabetes mellitus, sendo esse achado um indicativo de que o estado das taxas

de IGF-1 circulantes contribui para o agravo da doenga.
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Figura 6 - Expressdo de /GF-1 em 6rgaos humanos
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nTPM- number of transcripts per million. Fonte: Adaptado de The Human Protein Atlas (2023).
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No estudo de Sun et al. (2016), o IGF-1 proveniente da musculatura lisa vascular exerce
uma fungdo critica no prognéstico de hipertensdo pulmonar induzida por hipdxia em
camundongos neonatos, sugerindo que o eixo IGF-1/IGF-1R esteja ligado a patogénese,
existindo um efeito terapéutico se o eixo for modulado positivamente no inicio do tratamento.

Diante da infeccdo do SARS-CoV-2, os processos celulares mencionados sao
prejudicados e associados ao perfil pré-inflamatério da doenca. Dentro das propriedades
funcionais do IGF-1 estdo os mecanismos de proliferagao celular, sendo mediados por agdes
endodcrinas, paracrinas e autdcrinas, satisfazendo a necessidade de cada tecido e sua eventual
associagdo aos processos infecciosos e inflamatorios (Feizollahi; Matin, 2022).

Em face aos prejuizos metabolicos ocasionados diante da infec¢do por SARS-CoV-2,
pode-se hipotetizar uma relacdo entre o eixo do IGF-1 e as mitocondrias, bem como suas
propriedades metabolicas. O estresse oxidativo gerado pela fisiopatologia da COVID-19 ¢
sentido diretamente nas mitocondrias, resultando em uma cascata degenerativa correlacionada
a outros processos fisiologicos, a partir de uma disfungdo nesta importante organela celular.
(Sabada ef al., 2016) O IGF-1 oferece diversas funcdes protetivas em relagdo a regulagdo de
processos metabolicos, sendo a presun¢do da hipdtese que niveis de IGF-1 séricos estdveis
durante a infeccdo podem ajudar na diminuigdo dos casos graves de COVID-19 e mitigar
doencas degenerativas causadas pela disfungdo metabolica mitocondrial (Sadaba et al., 2016;
Lietal., 2022).

A resposta imunologica e endocrina ao SARS-CoV-2 tem sido objeto de estudo, dada a
sua relevancia no perfil clinico dos pacientes, incluindo a rela¢do entre os niveis do IGF-1 e
GH em pacientes com COVID-19, tanto em estado critico quanto em estado nao critico (Ilias
etal.,2021).

Uma das descobertas notaveis foi que os niveis de IGF-1 se mostraram mais elevados
em pacientes sobreviventes de COVID-19 em comparagdo com os ndo sobreviventes. Esta
observagao sugere que o IGF-1 pode desempenhar um papel protetor ou ser um indicador de
melhores proguinodsticos em pacientes com COVID-19, podendo correlacionar as suas
propriedades benéficas ao reduzir o estresse celular e oxidativo. Embora ndo tenham sido
observadas diferencas significativas nos niveis de GH entre os diferentes grupos de pacientes,
o estudo sugere que, em pacientes criticamente doentes com COVID-19, os biomarcadores
endocrinos IGF-1 e GH podem ser tdo informativos quanto as ferramentas prognosticas

tradicionais para avaliar a gravidade da doenca (Ilias et al., 2021).
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Figura 7 - Expressao de /GF-1 em diferentes tipos celulares imune
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nTPM- valores de expressdo de transcri¢do resultantes. Fonte: Adaptado de The Human Protein Atlas (2023).



19

O impacto do IGF-1 em vérias linhagens celulares ¢ comumente detectado, mas no
ambito do presente trabalho verificou-se a maior expressdo em linhagens de linfocitos B
virgem ¢ de memoria, respectivamente (Figura 7), sinalizando um aprimoramento celular e
estimulo de diferenciagdo, além da potencializacdo da IL-7 na expansdao de células
dependentes, modulando o perfil metabolico e aumentando o seu tempo de vida (Smith,
2010).

Os linfocitos desempenham um papel crucial no sistema imunoldgico, sendo
responsaveis pelo reconhecimento de antigenos e pela producdo de anticorpos especificos.
Estas células originam-se de uma célula-tronco mieloide e passam por um processo de
maturacdo nos tecidos linfoides, durante o qual sofrem varias modificagdes. Uma vez
maduras, tornam-se aptas a reconhecer antigenos e desencadear uma resposta imune
especifica (Figueiredo et al., 2017). A ativacdo dos linfocitos ¢ um processo complexo que
depende da interacdo com varias citocinas. As citocinas, em particular as do tipo II, incluindo
as interleucinas, desempenham um papel fundamental na modulacdo da resposta imune e na
ativagao dos linfocitos (Rainard et al., 2015).

O entendimento da funcdo do IGF-1 na integragdo imunologica ainda é pouco
compreendido, mas suas agdes na coordenacao das c€lulas imunes podem ser vistas no estudo
hipotético de Hijikawa et al. (2008), no qual revela-se a reducao da injuria tecidual pelo IGF-
1, bem como a prevengdo de lesdes hepaticas através da inibicdo de TNF-a e iNOS, reduzindo
a apoptose e trazendo um efeito protetivo. Na infeccao pelo SARS-CoV-2, hé a participagao
do TNF-a e oxido nitrico (NO) pela hiperativacdo das células inflamatérias e resultando na

injuria tecidual, como pode ser visto nas figuras 8 € 9.

Caracteristicas da proteina IGF-1

O IGF-1 pertence a superfamilia das moléculas semelhantes a insulina e com relagdo
familiar com os fatores de crescimento, sendo agrupado por varios peptideos ativos
evolutivamente relacionados e presentes no grupo dos IGFs (INTERPRO, 2023).

A caracterizagdo in silico da proteina IGF-1 revelou a sequéncia priméria de aminoacido
no formato FASTA com 195 residuos (Figura 10A) e codigo de acesso P05019 no UniProtKB
(2023). No NCBI os depositos se restringem a sequéncias menores que variam entre 5 a 70
aminoacidos para as parciais, 130 aminoacidos para precursores € 137 a 195 aminoacidos para

isoformas.
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Figura 8 - Mapa de infec¢ao do coronavirus SARS-CoV-2, em continuacao da figura 1
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Figura 9 - Mapa de infec¢ao do coronavirus SARS-CoV-2, em continuagdo das figuras 1 e 8
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A distribui¢do da frequéncia dos aminoacidos pertencentes a sequéncia primaria do
IGF-1 tem como destaque a lisina (Lys) com 10,3% e serina (Ser) com 8,70%, como os mais
predominantes (Figura 10B). A lisina ¢ um aminoacido carregado positivamente, enquanto a
serina ¢ classificada como polar nao carregado. As caracteristicas desses aminoacidos
influenciam diretamente na estrutura proteica tridimensional, sendo que o grupo amino
garante um pH bdasico e favorece interagdes idnicas, enquanto o grupo metil interfere nas
interacdes hidrofébicas necessarias para a formagdo de arranjos na estrutura secundaria e

possivelmente o0 mesmo ocorre para o IGF-1.

Figura 10 - Composi¢do (A) e frequéncia relativa (B) dos aminoacidos pertencentes a
sequéncia primaria de IGF-1 de Homo sapiens
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Fonte: Autoria propria. Dados extraidos do ProtParam.

A predigao feita pelo AlphaFold (Figura 11A) produz uma métrica de confianga de 0 a

100, uma vez que esse indice ¢ chamado de pLDDT (predicted local distance difference test)
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que corresponde ao score do modelo predito. O pLDDT codifica as regides dos residuos
utilizando cores relacionadas aos valores de score acima de 90, considerando uma modelagem
de alta precisao, e de 70 a 90 como boa confidencialidade. A coordenada de uma regiao da
estrutura com score menor que 50 pode ser considerada de alta desordem (Mariani et al.,
2013). O detalhe do intervalo dos residuos 135-139 do IGF-1 mostra uma possivel desordem
proteica (Figura 11B) e um baixo score inviabilizando a predi¢cdo do arranjo conformacgao-
beta (Figura 11C) devido ao fato do intervalo GIn-Pro-Pro ser constituido pela prolina, um
aminodacido apolar alifidtico com grupo imino rigido, impossibilitando ligacdo de hidrogénio

necessaria para a constitui¢ao predita.

Figura 11 - Estrutura tridimensional do IGF-1 (A), com destaque do intervalo de aminoacidos
135-139 (B) e predicdo de arranjos da estrutura secundaria (C)
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Fonte: Autoria propria. Imagens A e B extraidas do AlphaFold (AF-P05019-F1) e C obtida a partir de analise no
Psipred.

A desordem de uma proteina ¢ algo extremamente intrinseco (Uversky, 2019).
Comparando as predigdes e sequéncia, especialmente o intervalo 135-139 quando visualizado
no SwissModel e AlphaFold, essa ¢ uma regido que nao estd em conformidade e apresenta
incoeréncia. Mesmo com baixo score (< 40) e a confirmagdo de predi¢do ¢ louvavel
considerar a instabilidade do intervalo, sendo necessarios estudos futuros diante dessa

divergéncia. Segundo a revisdo de Uversky (2019), os aminoacidos Arg, Pro, Gln, Gly, Glu,
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Ser, Ala e Lys sdo promotores de desordem e podem aparecer em repeticdo na estrutura
proteica, sendo o caso dos residuos Gln e Pro no IGF-1.

A predicdo de arranjos na estrutura secundaria pelo PsiPred indica a presenga de
conformagdo-beta formada apenas com a presenca de dois residuos (GInl61 e Lysl162)
posicionados entre os residuos carregados negativamente Glul60 e Glul63. Entretanto,
segundo SwissModel o indice de confidencialidade para este intervalo é abaixo de 0,5 (0,4 ¢
0,43, respectivamente), podendo nao ser validado. Os depositos aqui analisados podem ser
acessados nas plataformas SwissModel e AlphaFold, porém a interpretacdo e correlagdo
bioquimica entre a presenga dos residuos, suas caracteristicas quimicas e a predi¢do de
arranjos da estrutura secundaria ¢ um dado original e deve ser destacado neste trabalho.

Segundo o escaneamento da sequéncia primaria no ScanProsite, residuos de
aminoacidos em posi¢cdes especificas sdo alvos de fosforilagao pelas proteinas quinases PKC,
cde, PKA, PKG, DANPK, ATM e EGFR (Quadro 1). Em algumas posigdes, a validagdo pelo
NetPhos revelou alvos coincidentes, possivelmente pelos critérios de algoritmo utilizados por
cada programa (Figura 12). A fosforilacdo em residuos de serina, treonina e tirosina ¢ um
mecanismo pos-traducional fundamental para a regulacdo da fungdo proteica, devido a
presenga de grupos hidroxila reativos em suas cadeias laterais. A especificidade enzimatica

das quinases de serina/treonina assegura que a fosforilagdo ocorra apenas nos alvos desejados.

Quadro 1 - Sitios de fosforilagdo do IGF-1 de Homo sapiens e suas proteinas quinases

Proteinas quinases Aminoacido alvo
Thr9, Thr26, Ser29,
Ser82, Ser83, Thr&9,
Fosforilagdo pela proteina quinase C (PKC) Ser117, Ser120, Thr127,
Thr132, Ser139, Thr140
e Ser146
Fosforilagdo pela quinase dependente de ciclina (cdc2) Ser30
Fosforilacdo pela proteina quinase A (PKA) Ser6, Ser28 e Ser99
Fosforilacdo pela proteina quinase G (PKG) Thr144
Fosforilacdo unsp Thr52 e Tyr72
Fosforilagdo pela DNA quinase (DNAPK) Ser6 e Serl46
Ataxia-telangiectasia mutada quinase (ATM) Ser146
Receptor do fator de crescimento epidérmico tirosina quinase (EGFR) Tyr79

Fonte: Autoria prépria. Quadro construido com dados extraidos do ScanProsite e validados pelo NetPhos.

Essa modificacdo induz alteragdes conformacionais na proteina alvo, o que pode levar a
uma variedade de resultados funcionais, incluindo ativagdo ou inibi¢do enzimatica, alteracao

na afinidade por substratos ou sitios de ligacdo, e mudancas na localizacdo subcelular da
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proteina, uma vez que a fosforilagdo ¢ um evento reversivel, mediado por quinases. Isso
permite um controle dindmico da atividade proteica em resposta aos sinais externos sendo que
a reversibilidade também permite que as células "redefinam" rapidamente seu estado de
sinalizagdo, preparando-as para novos estimulos (Janssens et al., 2001; Andjelkovic et al.,

1997).

Figura 12 - Sequéncia primaria do IGF-1 com sinaliza¢do dos aminoécidos alvos de
fosforilagdo e suas quinases correspondentes
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(*) Fosforilagdo pela proteina quinase C; (&) Fosforilagao pela quinase dependente de ciclina; ($) Fosforilagao
pela proteina quinase A; (#) Fosforilag@o pela proteina quinase G; (+) Fosforilagdo unsp; (a) Fosforilagdo pela
DNA quinase; (§) Ataxia-telangiectasia mutada quinase; (¢) Receptor do fator de crescimento epidérmico
tirosina quinase. Fonte: Autoria propria.

A fosforilacao associada ao IGF-1 impacta na afinidade de ligacao e atividade bioldgica
de outras proteinas envolvidas. O estudo de Jones ef al. (1991) elucidou que a fosforilagdao da
IGFBP-1 ocorre intracelularmente, alterando sua afinidade pelo IGF-1 de forma fosforilada,
demonstrando uma afinidade muito maior com esta forma em comparagdo com a nao
fosforilada. Além disso, a fosforilagao influencia outras moléculas na via de sinalizagdo do
IGF-1 e a fosforilagdo do IGF-1R ¢ um evento que ativa vias como a PI3K/Akt/mTOR e
MAPK/ERK, as quais exercem a regulacdo do ciclo celular e leva a autofosforilagdo de
residuos de tirosina no receptor, criando sitios de ligagdo para proteinas com dominios SH2,
como os substratos dos receptores de insulina (IRS). Uma vez recrutado, o IRS ¢ fosforilado
em residuos de tirosina pelo IGF-1R ativo, servindo como um ponto de ancoragem para
proteinas sinalizadoras adicionais (Kegg, 2023b). Além disso, a fosforilagdo da serina

restringe a atividade de sinalizagdo da quinase e o crescimento ou sobrevivéncia celular
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podem ser modulados seletivamente pela fosforilagdo do IGF-1R mediada por GSK-3f (Kelly
etal., 2012).

O estudo de Montaseri et al. (2011) demonstrou que o IGF-1 suprime a ativa¢ao do
fator de transcricao nuclear NF-kB em condrécitos, mediada em parte pela inibicdo da via
Src/PI-3K/AKT, sugerindo que o IGF-1 pode modular a fosforilagcdo de proteinas envolvidas
na sinalizagdo de NF-xB através da regulagdo da via Src/PI-3K/AKT, contribuindo para seus
efeitos anti-inflamatoérios.

Além disso, Varkaris et al. (2013) mostraram que o IGF-1 pode induzir a ativa¢do do
receptor tirosina quinase MET em células de cancer de prostata, o que € essencial para a
migragdo celular mediada pela proteina. Este estudo sugere que o IGF-1 pode ativar MET
através de mecanismos dependentes de tirosina quinase, como Src, destacando a
complexidade e a especificidade dos mecanismos de fosforilagdo induzidos. Esses estudos
indicam que o IGF-1 regula a fosforilagdo de proteinas através de multiplas vias de
sinalizacdo, incluindo Src/PI-3K/AKT e MET, com implicagdes variadas, desde a regulagdo
da inflamacdo até a migracao celular.

Com base nos resultados obtidos, a glicosilagdo ndo € predita pelo escaneamento no
ScanProsite, porém utilizando a plataforma NetNGlyc ha indicativo para a potencial N-
glicosilagdo nos residuos Asn74 (score: 0,579) e Asnl43 (score: 0,529). Sendo assim, ha
discordancia entre as duas plataformas, levantando questdes pertinentes quanto a sensibilidade
e especificidade dos algoritmos empregados, bem como os parametros considerados em cada
método de analise. Enquanto o ScanProsite permite identificar dominios e padrdes funcionais
especificos em sequéncias proteicas, usando uma base de dados de sequéncias de dominios ou
motivos conservados que foram previamente caracterizados ao longo do tempo (Castro et al.,
2006), o NetNGlyc examina a presenga da sequéncia Asn-Xaa-Ser/Thr (Gupta; Brunak,
2002).

A glicosilagdo envolve a ligacdo covalente de cadeias de oligossacarideos em residuos
especificos de aminodcidos, sendo frequentemente asparagina, serina ou treonina. No
contexto do IGF-1, essa modificagdo pode impactar desde a estabilidade estrutural até o
dobramento proteico, interferindo na sua capacidade de ligagdo ao receptor e na ativagao de
vias de sinalizagdo, atuando como um facilitador no transporte intracelular, podendo otimizar
sua localizacao e consequentemente sua funcionalidade (Eichler, 2019; Hirata ef al., 2021).

No estudo de Di Patria ef al. (2022) ¢ evidenciada a importancia da N-glicosilagdo no
sistema IGF-1 e como seus defeitos podem impactar significativamente na sinalizagdo do seu

receptor ¢ na sua secrecdo. O IGF-1R ¢ intrinseco para a regulacdo de IGF-1, sendo
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sintetizado como um precursor de polipeptideo unico que contém 16 sitios de N-glicosilagao,
sendo 11 na subunidade o e 5 na B. A glicosilagdo do IGF-1R ¢ crucial para a maturacao e
transporte para a superficie celular. O pré-hormoénio IGF-1 (IGF-1Ea) ¢ glicosilado,
garantindo a secrecdo adequada do IGF-1 nao glicosilado. Ainda, a N-glicosilagao prolonga a
meia-vida de uma das suas proteinas ligantes, a IGFBP-3 (proteina de ligagdo ao fator de
crescimento semelhante a insulina 3), aumentando a afinidade da sua subunidade acido-labil
no complexo IGFBP-3/IGF-1, sendo necessaria para a formacgdo e estabilizagdo corretas dos
complexos terciarios (Di Patria et al., 2022).

Além da fosforilagdo e da glicosilagdo, a miristoilagdo do IGF-1 ¢é prevista pelo
ScanProsite nos intervalos 164-169 (GTeaSL) e 183-188 (GSrnAE), mas ndo foi validada
pelas plataformas Myristoylator e MYR Predictor. Tanto na estabilidade da proteina quanto
na sua localiza¢ao subcelular, a miristoilagdo ¢ uma modificacdo que exerce a adi¢ao de um
grupo de acido miristico ao residuo de glicina N-terminal de uma proteina alvo, que ¢ uma
cadeia de dacidos graxos saturada, permitindo que se ancore em membranas celulares,
oferecendo processos de sinalizacao e outras interacoes, conferindo estabilidade devido a essa
lipidacdo (Kava, 2021; Wang et al., 2021).

O estudo de Olsen; Kaarsholm. (2000) explora os efeitos estruturais da miristoilacdo na
insulina, revelando que as cadeias deste polipeptideo permanecem essencialmente inalteradas
pela modificagdo, mas a miristoilagdo modula propriedades estruturais, como a formagao de
dimeros de insulina e sua ligacdo ao receptor, contribuindo com o aumento de 30% da
estabilidade. Considerando que o IGF-1 tem homologia de quase 50% de residuos de
aminoacidos com a insulina, apresentando efeitos fisiologicos similares (Friedrich et al.,
2012) ¢ possivel que a miristoilagdo possa resultar na mesma regulacdo em ambos os
hormdnios.

Ainda, houve a predi¢do de sitios de amidagdo nos intervalos 172-175 e 190-193,
possivelmente pela predominancia de residuos de lisina na estrutura primdria. A amidagao €
uma modificag¢do indispensavel para a transduc¢ao do sinal e reconhecimento de um receptor,
incluindo o transportador de dopamina (Costa, 2020), sendo responsavel por ancorar
peptideos e proteinas na membrana celular (Virdg et al., 2020), garantindo protecdo a
degradacao proteolitica e as mudancas no pH fisiologico, e maior afinidade de ligacdo e
sinalizacdo aprimorada (Kumar; Eipper; Mains, 2014).

Por meio do PSORT II identificou-se que a maior parte da localizagdo subcelular do

IGF-1 pertence ao nucleo (56,5%), seguida de mitocondria (21,7%). Apesar dessa plataforma
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indicar apenas 4,3% de predicdo de localizacdo extracelular, o Protter revelou o contrério,

como pode ser visto na figura 13.

Figura 13 - Localizagao do IGF-1 e a presenca de peptideo sinal (em vermelho)
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Fonte: Autoria propria. Imagem obtida em analise no Protter.

O peptideo sinal do IGF-1 ¢ uma sequéncia curta de aminodcidos no N-terminal da
cadeia polipeptidica (1-48), direcionando a proteina recém-sintetizada para o reticulo
endoplasmatico durante a sintese proteica. Esta sequéncia sinalizadora é responsavel por
garantir que a proteina seja corretamente processada e modificada antes de ser enviada para
seu destino na c€lula ou secretada para o espaco extracelular. No caso do IGF-1R, a proteina ¢
direcionada ao reticulo endoplasmatico e comega seu processo de maturagao, o peptideo sinal
¢ geralmente clivado e removido, o que significa que ele ndo ¢ uma parte da molécula madura
que atua no espago extracelular (Zhu; Kahn, 1997).

Visto todas as caracteristicas bioquimicas e fisioldgicas potenciais do IGF-1, bem como
sua importancia em diferentes patologias e vias de sinalizagdo, e concatenando as suas
funcionalidades diante da fisiopatologia gerada pelo SARS-CoV-2, ainda ¢ ambigua a

caracterizacdo do IGF-1 diante da COVID-19, podendo se expressar como um mediador
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inflamatorio na progressdo da doenga, sendo os seus niveis broncoalveolar mais elevados do
que os circulantes em quadros mais graves, assim modulando o estado da infeccdo e
sinalizando um carater preditivo na progressao entre infec¢ao leve a grave (Mohamed et al.,
2023).

Por outro lado, a descrigdo feita por Fan et al. (2021) aponta evidéncias na associa¢ao
de niveis mais altos de IGF-1 circulante a um risco reduzido da mortalidade por COVID-19,
podendo se correlacionar com os efeitos anti-inflamatorios do IGF-1, uma vez que mostra
caracteristicas inversamente proporcionais entre IGF-1 e IL-6 (Sucurro et al., 2008),
evidenciando que pode ocorrer a diminui¢do da expressdo de citocinas pro-inflamatorias,
enquanto niveis elevados de IL-6 conferem niveis menores de IGF-1.

Sendo assim, a partir da trajetdria do presente trabalho, fica exposto o complexo papel
do IGF-1 em diversas vias fisiologicas, prospectando a COVID-19 como uma doenca de
ambito metabolico, com diversas variaveis a serem consideradas, desde a ocorréncia da
infecgdo até o perfil metabdlico do individuo, podendo hipotetizar uma associagdo direta entre
o fator IGF-1 e SARS-CoV-2.

Observacdes feitas sobre as caracteristicas do IGF-1 levam a refletir sobre sua
biodisponibilidade, expressdo génica, regulagdo e seu papel no sistema imunologico, sendo
este reforgado pelo fato das citocinas pro-inflamatorias, como 1L-6, IL-1p e TNF-a poderem
atenuar ou inibir a a¢do do IGF-1 em situagdes de inflamacdo induzida ou cronica
(Witkowska-Sedek; Pyrzak, 2021). Sendo assim, ¢ possivel que no caso da infec¢do por
SARS-CoV-2, muitas dessas citocinas e cascatas pro-inflamatorias estejam em correlagao por
muitas evidéncias, apontando o necessario equilibrio entre os padrdes hormonais, sendo o
IGF-1 crucial para a manutencdo ¢ mediacdo da COVID-19, indicando a importancia da
manutencdo desse eixo durante o periodo de infeccdo, como j& foi alvo de outros estudos
(Elkarow; Hamdy, 2020; Yakar, 2020; Winn, 2020; Ilias et al., 2021; Fan et al., 2021; Li et
al., 2022; Hazrati et al., 2022; Feizollahi et al., 2022; Baykan et al., 2022; Mohamed et al.,
2023).



30

5 CONCLUSAO

As consideragdes complexas sobre os efeitos do IGF-1 sdo bidirecionais, sendo que este
estudo fornece insights sobre a COVID-19. Ainda hd muito a ser explorado sobre as
interagdes com o sistema imunologico, mas fica apontado o papel do IGF-1 como mediador
inflamatério diante da infeccdo pelo SARS-CoV-2, podendo correlacionar os niveis séricos
mais altos e seus efeitos anti-inflamatorios, associados a um menor risco de progressao da
doenca e consequentemente menor risco de mortalidade.

Diante das caracteristicas genéticas e bioquimicas levantadas in silico e correlacionadas
com aspectos fisiologicos e em condi¢do da COVID-19, foi possivel evidenciar sua expressao
diferencial em o6rgdos, tecidos e células, bem como regides importantes da sua estrutura que
revelam modificagdes pods-traducionais com reflexo em regulacdo e de possivel desordem
proteica, levantando novas perspectivas sobre sua conformagao e como isso pode impactar na
interagdo com fatores transcricionais. No entanto, reforga-se a importancia dos dados de
pesquisa bésica levantados a partir da biologia computacional e que servirdo de subsidio para

estudos futuros mais aplicados.
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