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INTRODUÇÃO – ESTRESSE OXIDATIVO 



 

INTRODUÇÃO – ESTRESSE OXIDATIVO 

https://www.linkedin.com/pulse/exercise-induced-oxidative-stress-marissa-hughes 



 Evidências EROs ↓ qualidade e função SPTZ (modifica 

membrana lipídica e DNA); 

 

 ♀: papel importante na maturação oócito, formação corpo 

lúteo e luteólise. 

 

 potencial oócito é negativamente influenciado pelo estresse oxidativo 

dentro do folículo? 

 Desequilíbrio entre EROs e defesa antioxidante no FF pode ser 

responsável por desenvolvimento anormal oócito?  

 Pode levar a danos do DNA, citoesqueleto e membrana celular, que 

resultaria numa pior qualidade? 

 

INTRODUÇÃO 



OBJETIVOS 

 Monitorar, em três momentos,  o estado de antioxidantes no plasma 

de mulheres submetidas a um protocolo longo de estimulação 

ovariana; 

 

 Avaliar a composição de antioxidantes no fluido folicular do dia da 

punção. 



MATERIAL E MÉTODO 

 25 mulheres (33 ± 4 anos) FIV/ ICSI  

 Unidade de Fisiopatologia da Reprodução (Cervesi Hospital, 

Cattolica, RN, Itália)  

 

 Etiologia da Infertilidade 

 Fator masculino (n=7) 

 Fator feminino (fator tubário n=7; endometriose n=2)  

 ISCA (n=7) 

 

 Sem suplementação com multivitamínicos, sem histórico de 

doenças cardiovasculares, metabólicas ou hipertensivas.  



MATERIAL E MÉTODO –  

PROTOCOLO DE ESTIMULAÇÃO OVARIANA 

 Protocolo longo: 

 3,75mg de acetato de leuprolida (intramuscular) com início na fase 

lutea do ciclo anterior; 

 Após bloqueio hipofisário, início do FSH recombinante (225-

450UI/dia – de acordo com idade, reserva ovariana e ciclos prévios);  

 Após aumento concentração estradiol e presença de dois ou mais 

folículos entre 16-18mm de diâmetro, administrou-se 10000UI/ ml 

de HCG (injeção subcutânea, 36h antes da punção dos oócitos). 

 FIV ou ICSI dependendo do caso; 

 Transferência do embrião entre os dias 2 e 5 após a punção;  

 Gravidez identificada pela dosagem do HCG sérico e confirmada por 

US, com visualização de saco gestacional com batimento cardíaco.  



COLETA DE AMOSTRA 

 Amostras de sangue em jejum: 

 T0 – (basal) antes da injeção do agonista 

 T1 – depois da supressão hipofisária e imediatamente antes da 
administração FSH; 

 T2 – antes da anestesia para captação do oócito. 

 

 T2 – foram coletadas, em média,  3 amostras de fluido folicular  

 

 Dos 73 fluidos aspirados:  

 54 oócitos maduros – metafase II 

 7 oócitos imaturos - metafase I 

 12 folículos sem oócitos 

 

 Sangue e FF processados por centrifugação (1500g for 10’ a 4ºC) 
e o plasma e aliquota do FF foram armazenados a -80ºC até a 
análise. 

 



 

 Foram dosados no plasma e FF :  

 vitamina C (ácido ascórbico),  

 vitamina E (α-tocoferol),  

 vitamina A (retinol) e  

 carotenoides (luteína, licopeno e βcaroteno). 

 

 Vitamina C: avaliada por cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC) a 265nm. 

 Amostras diluídas em metanol frio, vortex e centrifugadas a 10000g 

(10’ a 4ºC).  

 Os sobrenadantes foram injectados numa coluna Alltima C18 e 

eluído a 0,5 ml / min com uma fase móvel constituída por 5% de 

metanol em 25 mmol/L NaH2PO4 (fosfato monossódico) (pH 4.8) 

 

ANÁLISE BIOQUÍMICA 



 Vitaminas A, E e carotenóides:  

 medidos por HPLC após desproteinização com etanol e 
extração com hexano. Depois da centrifugação com 10000g 
(10’ a 4ºC), a camada orgânica foi removida e evaporada; o 
resíduo foi dissolvido na fase eluente e injetado no sistema 
HPLC. 

 A fase eluente foi acetonitrilo / tetra-hidrofurano / metanol (68:22:7, 
v/v) ajustado a 100  v/ v com 1% de acetato de amônio; o fluxo foi 
1.5ml/min. 

 Detectores de UV  e de fluorescência foram programados de acordo 
com a absorção, excitação e emissão de comprimentos de onda de 
cada molécula. 

 

 A concentração de proteína no FF foi determinada de acordo com o 
método de Bradford (1796). 

 

ANÁLISE BIOQUÍMICA 



 Média ± dp 

 ≠ antioxidantes nos plasma (T0xT1xT2) -  ANOVA e teste-t  (corrigido pelo 

critério de Bonferroni)  

 ≠ antioxidante fol icular entre causa de infer ti l idade – ANOVA com 

Turkey (pós teste para múltiplas comparações)  

 ≠ gestante x não gestante – teste t  não pareado 

 Foi considerado P<0.05 

 Distribuição normal pelo teste Kolmogorov -Smirnov 

 Correlação por análise de regressão l inear  

 WinSTAT  

ANÁLISE ESTATÍSTICA 



 2 pacientes tiveram síndrome da hiperestimulação ovariana; 

 

RESULTADOS 



 

ANTIOXIDANTES PLASMA - T0, T1 E T2 



 Concentração de antioxidantes no FF (oócitos metafase II) de 

acordo com etiologia da infertilidade  

ANTIOXIDANTES FLUIDO FOLICULAR 



 Correlação posit iva  entre 

concentração de antioxidantes no 

plasma e FF (T2) 

RESULTADOS 

 Distribuição de antioxidantes no 

plasma e FF (punção) 



 Antioxidantes (plasma e FF) dia da punção em mulheres que 

engravidaram x não engravidaram.  

RESULTADOS 



DISCUSSÃO 

 Estimulação ovariana ↑ EROs; 

 Redução nos níveis de ácido ascórbico, α-tocoferol, l icopeno e 

β-caroteno em T2 

 ≠ fase lútea x folicular 

 Uso de gonadotrofinas 

 < capacidade antioxidante ♀ inférteis 

 Oxidação sistêmica pode influenciar oxidação folicular 

(correlação + capacidade antioxidante plasma x FF)  

 ↓ antioxidantes lipossolúveis (FF x plasma) e ↑ vit C FF 

 HDL presente FF (VLDL e LDL não...)  

 Importância vit C nos folículos (deficiência: atrofia ovário e atresia 

folicular) 



 > vit E - > número de oócitos (e maduros) – engravidaram 

 

 α-tocoferol e β-caroteno - > ♀ engravidaram 

 

 Capacidade folicular antioxidante – correlação positiva com 

taxa de gestação 

 

 Suplementação multivitamínicos e minerais modula estresse 

oxidativo e concentração  de antioxidantes (plasma e FF) pode 

melhorar taxa de gravidez.  

DISCUSSÃO 



CONSLUSÕES 

 Há redução concentração plasmática de antioxidantes após 

administração de gonadotrofina;  

 

 Maior concentração de vitamina E associada com maior número total 

e maior número de oócitos maduros captados 

 Mulheres que engravidaram apresentaram maior concentração de vit E; 

 

 Foi encontrada correlação entre concentração de antioxidante no 

plasma e fluido folicular  

 Mulheres que engravidaram apresentaram maior concentração de vit E no FF 
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