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RESUMO 

A proteína plasmática A associada à gravidez (PAPP-A) é uma metaloprotease, que tem 

como função aumentar a biodisponibilidade do fator de crescimento semelhante a 

insulina tipo 1  (IGF-1), um peptídeo com diversas funções em prol do bom 

desenvolvimento oocitário e embrionário. Assim, a temática principal dessa tese foi 

utilizar a PAPP-A como um potencializador dos efeitos atribuídos ao IGF-1 durante a 

PIVE de bovinos. No primeiro artigo, investigamos o efeito da adição de PAPP-A 

durante a MIV suplementada com soro fetal bovino (SFB). Os complexos cumulus-

oócitos (CCOs) foram maturados in vitro por 24 horas na presença ou ausência de SFB 

e, posteriormente, foram fertilizados e cultivados in vitro. Analisamos o conteúdo 

lipídico dos oócitos e blastocistos usando o corante Sudan-Black B, a taxa de 

blastocistos produzidos e a expressão gênica de 96 genes por RTqPCR. Não houve 

diferença no conteúdo lipídico dos oócitos e blastocistos avaliados, nem na taxa de 

blastocistos produzidos. No entanto, a presença de PAPP-A durante a MIV diminuiu a 

expressão de 22 genes relacionados à síntese de lipídeos, apoptose e estresse celular e 

qualidade embrionária nos blastocistos produzidos. No segundo artigo, os CCOs foram 

maturados (tratamento na MIV) ou os embriões cultivados (tratamento no CIV) por 24h 

com adição de IGF-1, IGF-1/PAPP-A, ou na ausência de ambos, em um ambiente 

estresse-induzido pela presença de menadiona. Avaliamos nos oócitos a progressão da 

meiose, concentração de espécies reativas de oxigênio (EROs) e o potencial de 

membrana mitocondrial por técnicas de coloração utilizando sondas específicas. 

Também analisamos as concentrações de glutationa total (GSH) nos CCOs, blastocistos 

e meios de MIV e CIV, além da taxa de blastocistos produzidos e a expressão gênica 

dos embriões por RTqPCR. A combinação IGF-1/PAPP-A resultou nas menores 

concentrações de EROs em oócitos e blastocistos e também modulou positivamente nos 



 
 

embriões genes envolvidos na defesa antioxidativa, metabolismo lipídico e qualidade 

embrionária, além de aumentar a taxa de blastocistos produzidos quando utilizadas na 

CIV. Assim, concluímos que o uso da PAPP-A, durante a PIVE de bovinos, foi efetivo 

como uma estratégia para maximizar as ações mediadas por IGF-1. Especificamente, 

reiteramos que a combinação IGF-1/PAPP-A teve efeitos mais marcantes, 

potencializando a proteção antioxidativa e a qualidade embrionária, além de aumentar 

quantitativamente o número de blastocistos produzidos em um ambiente estresse-

induzido.  

Palavras-chave: Pappalisina, fator de crescimento, EROs, IGFPB, IGF-1 livre, 

biodisponibilidade, PAPP-A.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Pregnancy-associated plasma protein-A (PAPP-A) is a metalloprotease which role is to 

increase insulin-like growth factor type 1 (IGF-1), a peptide with several beneficial 

functions for oocyte and embryo development. Thus, the thesis main subject was using 

the PAPP-A as an enhancer of IGF-1 attributed-effects during bovine in vitro 

production. In the first article, we investigated the effects of PAPP-A addition during 

IVM supplemented with fetal bovine serum (FBS). The cumulus-oocyte complexes 

(COCs) were in vitro matured for 24 hours in the presence or absence of FBS, and after, 

in vitro fertilized and cultured. We analyzed the oocytes and blastocysts lipid content by 

Sudan-Black B staining, the blastocysts yield, and the expression of 96 genes by 

RTqPCR. There was no difference in oocytes and blastocysts lipid content or in the 

blastocysts yield. However, the PAPP-A addition during IVM downregulated the 

expression of 22 genes related to lipid synthesis, apoptosis and cell stress, and 

embryonic quality in the blastocysts. In the second article, the COCs were matured 

(IVM treatment) or the embryos were cultured (IVC treatment) for 24 hours with IGF-1, 

IGF-1/PAPP-A addition, or in absence of both at a stress environment-induced by the 

menadione addition. We assessed the meiosis progression, reactive oxygen species 

(ROS) concentration and mitochondrial membrane potential levels in the oocytes using 

staining techniques. We also analyzed the concentrations of total glutathione (GSH) in 

COCs, blastocysts, and IVM and IVC media, besides the blastocysts yield and the 

expression of 96 genes by RTqPCR. The IGF-1/PAPP-A combination showed the lower 

ROS concentrations in oocytes and blastocysts and also positively modulated genes 

involved in antioxidative defense, lipid metabolism, and embryonic quality, besides 

increasing the blastocysts yield when used in IVC. Thus, we conclude the PAPP-A uses 

during bovine IVP was effective to improve the IGF-1 mediated-actions. Specifically, 



 
 

the IGF-1/PAPP-A shows the highlight effects, increasing antioxidative protection and 

embryonic quality, besides the number of blastocysts in a stress-induced environment. 

Keywords: pappalysin, growth factor, ROS, IGFPB, free IGF-1, bioavailability, PAPP-

A.    
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PREFÁCIO 

A presente tese a ser defendida pelo o programa de Pós-graduação em Farmacologia e 

Biotecnologia se encontra dividida em quatro sessões. A primeira, denominada 

Capítulo I, compreende a introdução e revisão da literatura, que descrevem o contexto 

e a problemática relacionada com este trabalho de maneira mais profunda e detalhada. 

As duas partes subsequentes, Capítulo II - “Molecular phenotypes of bovine 

blastocyst derived from in vitro-matured oocyte supplemented with recombinant 

pappalysin-1” e Capítulo III - “New approach using IGF-1 combined with PAPP-A 

during bovine in vitro embryo production: could this system enhance IGF-1 

antioxidative role?”, correspondem a duas propostas de manuscritos a serem 

submetidos como artigos resultantes do trabalho realizado nos periódicos 

“Theriogenology” e “Biology of Reproduction”, respectivamente. Por fim, a sessão 

“Considerações Finais” compreende as conclusões gerais (descrevendo de forma 

sucinta os resultados obtidos). 

 

Conforme normas do programa de Pós-graduação, o presente exemplar consiste na 

versão definitiva da tese a ser encaminhada à biblioteca e que fará parte do conjunto de 

publicações do Instituto de Biociências de Botucatu da UNESP. No entanto, ambos os 

manuscritos aqui apresentados estão no prelo, mas não comprometidos com a 

publicação em quaisquer periódicos, estando, assim, passíveis de correções e 

modificações por parte da banca de defesa. 
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1. INTRODUÇÃO 

A proteína plasmática A associada à gravidez (PAPP-A) é uma metaloprotease, 

cuja função é a modulação da biodisponibilidade dos fatores de crescimento 

semelhantes à insulina (IGFs). Essa proteína, por meio da reação de hidrólise, cliva as 

proteínas ligadoras de IGFs (IGFBPs), aumentando as concentrações desse peptídeo 

livre, sua forma bioativa (Laursen, et al. 2001, Lawrence, et al. 1999, Mazerbourg, et al. 

2003, Monget, et al. 2003, Rivera and Fortune 2003). Essas proteínas, e a dinâmica dos 

mecanismos envolvidos em seu funcionamento, constituem o sistema IGF.  

Esse sistema está presente durante o desenvolvimento oocitário e embrionário 

bovino. O receptor IGF-1R está presente em oócitos e embriões, e o ligante, IGF-1, é 

produzido pelas células da granulosa (Bao, et al. 1995, Sirotkin, et al. 1998) e 

encontrado no soro, no fluido folicular, e nas células ovidutais e uterinas (Echternkamp, 

et al. 1990, Spicer, et al. 1992, Spicer, et al. 1988, Yaseen, et al. 2001). No entanto, 

durante a produção in vitro de embriões (PIVE) há perda de contato dos oócitos e 

embriões com esses ambientes, que parecem ser as fontes de IGF-1 durante o 

desenvolvimento oocitário e embrionário.  

Outra desvantagem é que os processos in vitro também geram maiores 

concentrações de espécies reativas de oxigênio (EROs; Nasr-Esfahani, et al. 1990) do 

que in vivo. A alta concentração de EROs pode levar a indução da peroxidação lipídica 

ligada ao bloqueio da divisão celular (Nasr-Esfahani, et al. 1990, Noda, et al. 1991), 

danos na atividade mitocondrial (Richter, et al. 1995, Roth 2018) e modificações no 

DNA, como a fragmentação do material nuclear (Birben, et al. 2012), podendo ser 

prejudicial ao desenvolvimento de oócitos e embriões (Kala, et al. 2017). Assim, a 
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adição de substâncias antioxidantes durante a PIVE pode ser uma estratégia para 

diminuir os danos causados pelas concentrações excessivas de EROs.  

Em roedores e bovinos, a adição de substâncias oxidativas, como o H2O2, ou que 

induzem a produção de EROs, como a menadiona (Monks, et al. 1992, Nutter, et al. 

1992) durante a CIV, diminuíram a taxa de blastocistos produzidos e aumentaram o 

número de células apoptóticas nesses embriões, mas a adição de IGF-1 restaurou as 

taxas de embriões produzidos e reduziu apoptose celular, apesar de não reduzir 

diretamente a concentração de EROs nesses embriões (Kurzawa, et al. 2004, Moss, et 

al. 2009).  

Outro processo importante para o desenvolvimento dos oócitos e embriões que 

parece ser modulado pelo IGF-1 é o metabolismo de lipídeos. Alguns estudos 

mostraram que concentrações de triglicerídeos em oócitos bovinos podem diminuir após 

a MIV (Cetica, et al. 2002, Ferguson and Leese 1999, Sturmey and Leese 2003), 

sugerindo que esses lipídeos podem estar sendo utilizados para geração de energia 

durante a maturação oocitária via β-oxidação (Paczkowski et al. 2013; Dunning et al. 

2014). De fato, estudos em roedores mostraram que a terapia com IGF-1 reduziu os 

níveis de triglicerídeos, aumentando significativamente as concentrações de ácidos 

graxos livres sistêmicas (García-Fernández et al. 2008), que é a forma de lipídeo que 

pode ser metabolizada via β-oxidação.  

Lipídeos presentes no microambiente podem ser incorporados pelos CCOs e 

embriões (Dunning et al. 2014) e estudos tem demonstrado que a utilização de soro fetal 

bovino (SFB) durante a PIVE aumenta a concentração de triglicerídeos, tanto em CCOs 

quanto em blastocisto (Kim et al. 2001; Del Collado et al, 2015; Sudano et al. 2011; 

Abe et al. 2002). Esse componente é amplamente utilizado na PIVE convencional de 
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bovinos, principalmente por resultar nas melhores taxas de produção de blastocistos 

(Sudano et al. 2011; Del Collado et al. 2015), porém o aumento do conteúdo lipídico 

dos embriões produzidos na presença de SFB, também resulta na diminuição da taxa de 

re-expansão embrionária após a criopreservação (Sudano et al. 2011). O SFB possui 

diversas substâncias em sua composição, dentre elas, altas concentrações de lipídeos e 

IGF-1 (Abe, et al. 2002, Del Collado, et al. 2015, Honegger and Humbel 1986, Kim, et 

al. 2001, Tu, et al. 2018). Assim, a indução do metabolismo lipídico pela ação do IGF-1 

poderia aumentar a utilização de lipídeos como fonte de energia e, ainda, diminuir o 

conteúdo lipídico nos blastocistos produzidos, o que favoreceria protocolos de 

criopreservação, por exemplo. 

Um estudo recente em bovinos mostrou que, a adição de PAPP-A durante a MIV 

aumentou a concentração de IGF-1 livre no meio de maturação, e ainda, modulou genes 

envolvidos com o metabolismo lipídico e estresse oxidativo nos embriões produzidos a 

partir dos complexos cumulus-oócito (CCOs) que foram maturados com adição de 

PAPP-A (Giroto, et al. 2019). No entanto, nenhum estudo investigou se a PAPP-A, 

devido sua função no aumento da biodisponibilidade de IGF-1, poderia funcionar como 

um potencializador dos efeitos atribuídos a esse peptídeo. Assim, a utilização de PAPP-

A durante protocolos de PIVE, como estratégia para maximizar a indução do 

metabolismo lipídico em culturas que levam soro fetal bovino (SFB), quanto no papel 

antioxidativo em ambientes com altas concentrações de EROs,  pode resultar em um 

aumento do sucesso obtido com o uso de biotécnicas in vitro.   
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Testamos aqui se, a adição de PAPP-A (uma proteína que aumenta a 

biodisponibilidade de IGF-1) na produção in vitro de embriões (PIVE) bovinos 

potencializaria as ações mediadas pelo IGF-1. Investigamos dois aspectos importantes 

durante o desenvolvimento oocitário e embrionário em que o IGF-1 tem demonstrado 

participar: o metabolismo lipídico e o estresse oxidativo. 

Na primeira abordagem, utilizamos um sistema onde a fonte de IGF-1 foi o soro 

fetal bovino (SFB), visto que em sistemas de PIVE convencionais este suplemento é 

amplamente utilizado, e dentre as diversas substâncias que o compõe, encontra-se 

também o IGF-1. Avaliamos o conteúdo lipídico dos oócitos e blastocistos, a taxa de 

produção embrionária e o perfil de transcritos dos blastocistos produzidos. Além disso, 

armazenamos amostras de oócitos e blastocistos para análise do perfil de lipídeos nessas 

amostras, no entanto, ainda não conseguimos realizar essas análises. A adição de PAPP-

A na maturação in vitro (MIV) de complexos cumulus-oócito (CCOs) bovinos modulou 

transcritos nos blastocistos resultantes, reduzindo genes relacionados ao acúmulo 

lipídico, apoptose e, inesperadamente, genes marcadores da qualidade embrionária. No 

entanto, com o uso dessa estratégia o conteúdo lipídico dos oócitos ou dos embriões não 

foi alterado.  

Acreditamos que, embora os blastocistos produzidos a partir dos CCOs 

maturados com adição de PAPP-A apresentem menor abundância relativa de RNAm de 

genes relacionados a síntese de lipídeos, a utilização de SFB no cultivo in vitro (CIV) 

dos embriões pode ter mascarado o efeito do tratamento, já que os lipídeos presentes no 

ambiente podem ser incorporados pelos blastocistos. Além disso, não sabemos se o 

perfil lipídico dos oócitos e embriões foi alterado pela adição da PAPP-A.  
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Em um segundo momento, utilizamos tanto na MIV, quanto na CIV, a adição de 

uma substância estressora, a menadiona, para avaliar se a PAPP-A intensificaria a ação 

antioxidativa mediada pelo IGF-1. Nós avaliamos parâmetros funcionais, morfológicos 

e moleculares, como a progressão da meiose, o potencial de membrana mitocondrial, a 

concentração de espécies reativas de oxigênio (EROs) e de glutationa (GSH) total, o 

perfil de transcritos, a taxa de blastocistos produzidos. Nós também coletamos os meios 

de MIV e CIV para análise das concentrações de IGF-1, no entanto, os resultados ainda 

não estão prontos. No geral, a combinação IGF-1/PAPP-A revelou os melhores 

resultados normalizando o potencial de membrana mitocondrial e, principalmente, 

apresentando as menores concentrações de EROs, tanto em oócitos, quanto em 

blastocistos, e ainda aumentando o número de embriões produzidos.  

Estudos já haviam testado se o IGF-1 possuía papel antioxidante durante quando 

adicionado ao CIV, no entanto, em nenhum desses estudos sua administração exógena 

reduziu efetivamente as concentrações de EROs. A combinação IGF-1/PAPP-A no CIV 

reduziu a expressão de genes marcadores do estresse oxidativo e aumentou a expressão 

de enzimas antioxidantes, e essa modulação da abundância relativa de RNAm pode ter 

refletido na menor concentração de EROs nos blastocistos resultantes.  

Nós observamos que a adição de IGF-1 ou a combinação IGF-1/PAPP-A na 

MIV alterou de forma discreta o perfil de transcritos nos blastocistos produzidos, no 

entanto um desses genes foi o ELOVL-5, que está envolvido no elongamento de cadeias 

lipídicas. Nesse momento, houve a diminuição desse transcrito nos blastocistos 

produzidos, o mesmo padrão encontrado na primeira abordagem de estudo que 

propusemos quando avaliamos o metabolismo lipídico, onde a adição de PAPP-A em 

meio MIV suplementado com SFB reduziu a expressão de genes relacionados ao 
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metabolismo lipídico. No entanto, quando a administração das proteínas (IGF-1/PAPP-

A) aconteceu durante a CIV, os embriões produzidos apresentaram o padrão contrário, 

onde houve aumento na expressão gênica dos genes envolvidos no metabolismo 

lipídico. Assim, uma hipótese é que, a princípio, o IGF-1 induza a expressão pró-

metabolismo lipídico e que, a posterior diminuição desses genes observada no embrião 

produzido ocorra, pois este embrião já adquiriu a competência de metabolizar lipídeos, 

não sendo necessária a alta expressão dessas enzimas. Dessa forma, o IGF-1 funcionaria 

com um modulador da homeostase do metabolismo lipídico. Mas tudo isso, é mera 

especulação. 

Pensando nos resultados obtidos nas duas abordagens, acreditamos que a 

estratégia da adição do biodisponibilizador de IGF-1, a PAPP-A, com intuito de 

potencializar suas ações durante a PIVE de bovinos, foi eficaz em ambos os sistemas, 

porém os efeitos mais marcantes foram alcançados com a administração exógena de 

ambas as proteínas IGF-1/PAPP-A. Assim, acreditamos que os melhores resultados 

seriam alcançados com a adição de IGF-1/PAPP-A tanto na MIV quanto na CIV.   
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