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RESUMO

O estresse oxidativo ¢ reconhecido como um fator determinante na fertilidade feminina, por
comprometer a qualidade ovocitaria e os desfechos reprodutivos. Este estudo investigou a
relacdo entre marcadores redox sistémicos e foliculares e pardmetros reprodutivos em mulheres
submetidas a reproducdo assistida, com foco na interagdo entre varidveis demograficas,
bioquimicas e clinicas. Foram avaliadas 49 pacientes com idade média de 36,0 + 3,5 anos. Os
biomarcadores analisados incluiram glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG),
glutationa total (tGSH), razdo GSSG/GSH, espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies
reativas de nitrogénio (ERN), com coleta de sangue periférico e fluido folicular. As andlises
revelaram correlacdes altamente significativas entre os niveis de glutationa nos dois
compartimentos, indicando forte interdependéncia entre os sistemas redox sistémico e local.
Observou-se que niveis elevados de GSSG no fluido folicular correlacionaram-se com maior
numero de ovocitos recuperados, sugerindo aumento da atividade metabdlica ovariana sob
estimulo hormonal. Por outro lado, niveis elevados de GSH e tGSH no sangue associaram-se
negativamente ao numero de ovodcitos maduros, apontando para maior consumo sistémico de
antioxidantes. A idade impactou negativamente os niveis de GSH, GSSG e tGSH, tanto no
sangue quanto no fluido folicular, revelando uma perda progressiva da capacidade antioxidante
com o envelhecimento. Além disso, a contagem de foliculos antrais (CFA) foi confirmada como
marcador importante da reserva ovariana, correlacionando-se positivamente com o niumero de
ovocitos recuperados e maduros. Concluindo, essas descobertas refor¢gam que o equilibrio redox
¢ essencial para a competéncia ovocitaria e o sucesso reprodutivo, sobretudo em mulheres em
idade reprodutiva avangada — grupo majoritario nas clinicas de fertilizagdo. A glutationa
demonstrou-se um marcador sensivel e promissor para monitoramento clinico da fertilidade,
com potencial para aplicagdo em protocolos personalizados. Estratégias clinicas como
suplementagdo antioxidante e monitoramento de biomarcadores podem ajudar a mitigar os
efeitos do estresse oxidativo. Embora a uniformidade etdria da amostra tenha fortalecido as
analises, o tamanho limitado da coorte ressalta a necessidade de estudos com populagcdes
maiores e controles férteis, com vistas a validagao de valores de referéncia e a implementagao
de intervengdes redox personalizadas.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, fluido folicular, infertilidade, reprodugdo assistida,
biomarcadores redox, glutationa.



ABSTRACT

Oxidative stress is widely recognized as a key determinant of female fertility due to its
detrimental effects on oocyte quality and reproductive outcomes. This study investigated the
relationship between systemic and follicular redox biomarkers and reproductive parameters in
women undergoing assisted reproductive technologies (ART), with a particular focus on the
interplay among demographic, biochemical, and clinical variables. A total of 49 patients were
evaluated, with a mean age of 36.0 £ 3.5 years. The biomarkers analyzed included reduced
glutathione (GSH), oxidized glutathione (GSSG), total glutathione (tGSH), the GSSG/GSH
ratio, reactive oxygen species (ROS), and reactive nitrogen species (RNS), assessed in
peripheral blood and follicular fluid samples. The analyses revealed highly significant
correlations between glutathione levels in both compartments, indicating a strong
interdependence between systemic and local redox systems. Elevated levels of GSSG in the
follicular fluid were positively correlated with the number of retrieved oocytes, suggesting
increased ovarian metabolic activity in response to hormonal stimulation. Conversely, higher
plasma levels of GSH and tGSH were negatively correlated with the number of mature oocytes,
indicating enhanced systemic antioxidant consumption under high metabolic demand. Age was
inversely associated with GSH, GSSG, and tGSH levels in both blood and follicular fluid,
reflecting a progressive decline in antioxidant capacity with advancing age. Additionally, the
antral follicle count (AFC) was confirmed as an important marker of ovarian reserve, showing
positive correlations with the number of retrieved and mature oocytes. In conclusion, these
findings underscore the essential role of redox balance in oocyte competence and reproductive
success, particularly in women of advanced reproductive age—a predominant population in
fertility clinics. Glutathione emerged as a sensitive and promising biomarker for clinical fertility
monitoring, with potential application in personalized treatment protocols. Clinical strategies
such as antioxidant supplementation and redox biomarker monitoring may help mitigate
oxidative stress and optimize ART outcomes. While the age homogeneity of the cohort
enhanced the robustness of the analyses, the limited sample size highlights the need for future
studies involving larger populations and fertile controls to validate reference values and support
the implementation of personalized redox-based interventions.

Keywords: Oxidative stress, follicular fluid, infertility, assisted reproduction, redox
biomarkers, glutathione.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacdo esquematica do ovario de mamiferos, destacando as regides cortical e

medular, bem como as diferentes etapas do desenvolvimento folicular. 24

Figura 2. Representacdo das fases do desenvolvimento folicular, incluindo os estagios pré-
antral, sob controle paracrino independente de gonadotrofinas, e antral, dependente de controle
enddcrino mediado por FSH e estradiol. A tabela descreve o diametro do foliculo e do ovdcito,
além do tempo de desenvolvimento estimado para cada estdgio em humanos. AMH = Hormo6nio

Antimulleriano; FSH = Hormonio Foliculo Estimulante. 26

Figura 3. Esquema representando os processos de ovogénese e foliculogénese. A imagem
detalha o desenvolvimento das células germinativas, desde as ovogonias até a formagao do
zigoto, passando pela divisdo meidtica e pelas fases de maturacao do ovoécito. Paralelamente,
ilustra as etapas de desenvolvimento folicular, desde os foliculos primordiais até a ovulacdo e
formacao do corpo luteo, evidenciando a integragdo entre ambos os processos durante o ciclo

reprodutivo feminino. 29

Figura 4. Metabolismo mitocondrial e cadeia transportadora de elétrons. (A) Representacao
esquematica do metabolismo mitocondrial destacando o ciclo de Krebs, as principais vias
metabolicas envolvidas na sintese de nucleotideos, lipidios e utilizagao de glutamina, bem como
a produ¢do de ATP e lactato a partir de glicose. (B) Ilustracdo detalhada da cadeia
transportadora de elétrons (CTE), com a transferéncia de elétrons através dos complexos [ a IV,
acoplada ao bombeamento de prétons no espago intermembrana e a geracdo de ATP pela ATP
sintase. Inibidores como rotenona, malonato, antimicina A, oligomicina e CCCP estdo
indicados, demonstrando seus efeitos nos diferentes pontos da CTE. Acetil-CoA — Acetil-
coenzima A; ATP - Adenosina Trifosfato; ADP - Adenosina Difosfato; NAD* - Nicotinamida
Adenina Dinucleotideo (forma oxidada); NADH - Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (forma
reduzida); FAD - Flavina Adenina Dinucleotideo (forma oxidada); FADH?2 - Flavina Adenina
Dinucleotideo (forma reduzida); CoQ - Coenzima Q (Ubiquinona); Cit ¢ - Citocromo c¢; CCCP

- Carbonil Cianeto p-Trifluorometoxifenilhidrazona. 33

Figura 5. Fatores e impactos do estresse oxidativo na reprodugdo feminina. A imagem destaca
os fatores de estilo de vida que contribuem para a producao de espécies reativas de oxigénio

(ERO), como obesidade, desnutricdo e exposicdo ambiental, e seus efeitos adversos na satde



reprodutiva. As ERO, incluindo O2~, H202, *OH ¢ ONOQO", estdo associadas a condigdes
reprodutivas, como sindrome do ovario policistico, endometriose, pré-eclampsia e infertilidade.
Além disso, estdo relacionadas a complicagdes gestacionais, como restrigdo de crescimento
intrauterin, trabalho de parto prematuro e aborto espontaneo, culminando na reducdo da

fertilidade feminina. 35

Figura 6. Mecanismos de produ¢do e controle de espécies reativas de oxigénio na cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial. Os elétrons gerados a partir de NADH e FADH: no
ciclo de Krebs sdo transferidos para a cadeia transportadora de elétrons (CTE), composta pelos
complexos I a IV, localizados na membrana interna mitocondrial. Durante esse processo, o
bombeamento de protons (H*) cria um gradiente eletroquimico que alimenta a ATP sintase
(complexo V), resultando na produgao de ATP. Contudo, uma pequena fracao dos elétrons pode
escapar, gerando anions superdxido (O2°), que sdo convertidos em peroxido de hidrogénio
(H202) pela superdxido dismutase (SOD). O H202 ¢ entdo neutralizado em dgua por enzimas
antioxidantes, como a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx), auxiliada pela glutationa
redutase (GR). O excesso de ERO pode gerar radicais altamente reativos, como o radical
hidroxila (*OH) e o peroxinitrito (ONOO™), promovendo danos oxidativos a proteinas, lipidios

e mtDNA, comprometendo a fun¢ao mitocondrial. 36

Figura 7. Efeitos do estresse oxidativo na fertilidade feminina e na saude reprodutiva. O
estresse oxidativo influencia negativamente diversas partes do sistema reprodutor feminino,
incluindo a tuba uterina (disfunc¢do ciliar, risco aumentado de gravidez ectopica), o ovario
(reserva ovariana reduzida, envelhecimento acelerado), o utero (falha de implantacao, pré-
eclampsia, aborto espontaneo) e os ovocitos (fragmentacdo de DNA, aneuploidia e redugado na
taxa de fertilizacdo). Esses efeitos destacam a complexidade e a amplitude do impacto do

desequilibrio redox na saude reprodutiva feminina. 40

Figura 8. Esquema da montagem das amostras de sangue para analise de Ressonancia
Paramagnética Eletronica (RPE). A seringa de 1 mL € preenchida com 100 pL da amostra de
sangue tratada com carboximetoxi-hidroxiamina (CMH), na proporc¢do de 1:1. A amostra de

sangue ¢ colocada ao centro, entre dois blocos de gelo contendo 200 pL de dgua miliQ,

formando um buffer de 500 pL no total. 65



Figura 9. Delineamento experimental. (1) Mulheres diagnosticadas com infertilidade, com
indice de massa corporal (IMC) entre 18 e 30 kg/m? e sem doengas cronicas de alto risco, foram
incluidas. Pacientes com doengas infecciosas, tabagismo, sindrome dos ovarios policisticos,
endometriose moderada/grave ou historico de perda gestacional recorrente foram excluidas do
estudo. (2) A estimulacdo ovariana foi conduzida de acordo com protocolos padrao, com ajustes
de medicag¢do baseados nas caracteristicas individuais de cada paciente. O desenvolvimento
folicular foi monitorado por ultrassonografia endovaginal, e a aspiracao folicular foi realizada
apos o "trigger", induzido com rhCG, uhCG ou agonista de GnRH, quando os foliculos
atingiram o didmetro adequado (=18 mm). Ap06s a coleta folicular, os gametas foram cultivados
em meios especificos para fertilizacdo in vitro (FIV) ou injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI), sendo mantidos em incubadoras a 37°C com 5% de COs. (3) Durante
a aspiracao folicular, foram coletados 4 mL de fluido folicular de foliculos dominantes.
Amostras com contaminag¢ao visivel por sangue foram descartadas. Simultaneamente, 4 mL de
sangue venoso foram coletados utilizando tubos a vacuo contendo heparina ou EDTA. As
amostras de fluido folicular e sangue foram submetidas a centrifugacao a 10.000xg por 10
minutos a 4°C para separar o plasma e remover residuos celulares. Os sobrenadantes obtidos
foram armazenados em aliquotas de 500 pL a -80°C até a realizacdo das analises. (4) As analises
realizadas abrangeram diferentes metodologias. Para a quantificacdo de espécies reativas de
nitrogénio (ERN), as amostras foram tratadas com acetonitrila (2:1) para precipitagdo proteica,
seguidas de centrifugagdo a 10.000xg por 10 minutos a 4°C. O reagente de Griess foi entdo
adicionado, e a leitura foi realizada em espectrofotdometro a 540 nm. Para a avaliacdo da
atividade antioxidante, as amostras foram tratadas com &cido tricloroacético (TCA) a 10% (p/v)
e submetidas a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para determinar os niveis de
glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e a relagdo GSSG/GSH. Por fim, a
analise por Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE) foi realizada apds a adi¢do de CMH
(1:1) as amostras, que foram incubadas a 37°C por 30 minutos. As amostras de fluidos
foliculares e plasma sanguineo foram entdo analisadas para quantificar as ERO presentes.
GnRH = Hormonio liberador de gonadotrofina; thCG = Gonadotrofina coridnica humana
recombinante; uhCG = Gonadotrofina coridnica humana urinaria; TCA = Acido tricloroacético;
GSH = Glutationa reduzida; GSSG = Glutationa oxidada; RPE = Ressonancia Paramagnética
Eletronica; TRA = Tecnologias de Reproducao Assistida; FIV = Fertilizagdo in vitro; ICSI =

Injecao intracitoplasmatica de espermatozoides. 66




Figura 10. Distribuicao da idade das pacientes avaliadas no estudo, representada por pontos
individuais. A linha vermelha central indica a média e as linhas horizontais superiores e
inferiores representam os desvios padrao, evidenciando a homogeneidade do grupo em relagao

aidade. 68

Figura 11. Distribui¢ao percentual das principais causas de infertilidade feminina identificadas
no estudo. As causas mais frequentes foram fatores tubdrios e idade avangada, seguidos por
baixa reserva ovariana, infertilidade sem causa aparente, endometriose leve/moderada e

sindrome dos ovarios policisticos. 71

Figura 12. Relag¢do entre a idade das pacientes e os principais parametros reprodutivos
avaliados. (A) Contagem de foliculos antrais (CFA), mostrando uma reducao significativa com
o aumento da idade. (B) Numero de ovocitos recuperados durante a punc¢do ovariana,
evidenciando um declinio relacionado a idade. (C) Numero de ovocitos maduros, demonstrando
impacto negativo do envelhecimento. (D) Numero de blastocistos formados, que também

diminui significativamente com o aumento da idade. r = coeficiente de correlagao de Spearman.

Sdo consideradas diferencas significativas com p <0,05. 73

Figura 13. Correlagdes existentes entre os parametros reprodutivos avaliados. (A) Relagao
positiva entre a contagem de foliculos antrais (CFA) e o nimero de ovécitos recuperados; (B)
Relacdo positiva entre a CFA e o numero de ovocitos maduros; (C) Relagdo positiva entre o
numero de ovocitos recuperados e o numero de ovocitos maduros; (D-E) Relagdes positivas
entre o niimero de ovoécitos recuperados e ovocitos maduros, com a quantidade de blastocistos
formados. r = coeficiente de correlagdo de Spearman. Sao consideradas diferencgas significativas

comp <0,05. 75

Figura 14. Correlagdes entre os marcadores de estresse oxidativo no sangue e no fluido
folicular. (A) Correlacao positiva significativa entre as concentragdes de Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO) no fluido folicular e a razdo GSSG/GSH no sangue, indicando que o aumento
do estresse oxidativo sistémico pode influenciar diretamente o microambiente folicular. (B)
Correlagdo positiva significativa entre os niveis de Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN) no
plasma sanguineo e no fluido folicular, sugerindo uma conexao entre os estados oxidativos nos
dois compartimentos. GSSG = forma oxidada da glutationa; tGSH = glutationa total; r =
coeficiente de correlacdo de Spearman. Sdo consideradas diferencas significativas com p <

0,05. 78




Figura 15. Correlagdes entre diferentes marcadores de glutationa no sangue ¢ no fluido
folicular, avaliando a capacidade antioxidante sist€émica e local. (A) Correlagdo positiva
significativa entre os niveis de glutationa oxidada (GSSG) e glutationa reduzida (GSH) no
sangue, indicando um equilibrio funcional do sistema redox. (B) Correlacdo positiva entre a
glutationa total (tGSH) e a GSH no sangue, reforcando o papel da GSH como principal
componente da capacidade antioxidante total. (C) Correlagao positiva significativa entre a razao
GSSG/GSH e os niveis de GSSG no sangue, sugerindo que o aumento da carga oxidativa altera
o equilibrio redox. (D) Correlacdo positiva significativa entre tGSH e GSSG no sangue,
evidenciando uma resposta adaptativa do sistema antioxidante frente ao estresse oxidativo. (E)
Correlacdo positiva significativa entre GSH e GSSG no fluido folicular, indicando que o
microambiente folicular reflete o estado redox sistémico e tenta preservar o equilibrio
antioxidante local. r = coeficiente de correlagdo de Spearman. Sao consideradas diferengas

significativas com p < 0,05. 80

Figura 16. Relacdo entre a idade das pacientes e os marcadores de glutationa no sangue € no
fluido folicular. (A) Correlagdo negativa significativa entre os niveis de glutationa oxidada
(GSSG) no sangue e a idade das pacientes, sugerindo uma redugdo na capacidade de reciclagem
de GSH em GSSG com o aumento da idade. (B) Correla¢do negativa significativa entre a razao
GSSG/GSH no sangue e a idade, indicando uma diminui¢do na eficiéncia do equilibrio redox
sistétmico em mulheres mais velhas. (C) Correlagdo negativa significativa entre os niveis de
GSSG no fluido folicular e a idade, refletindo a redugdo da capacidade antioxidante local no

microambiente folicular com o avango da idade. r = coeficiente de correlagao de Spearman. Sao

consideradas diferengas significativas com p < 0,05. 83

Figura 17. Relacdes entre os niveis de marcadores de glutationa no sangue e no fluido folicular
e o numero de ovdcitos recuperados. (A) Correlagdo negativa significativa entre os niveis de
glutationa reduzida (GSH) no sangue e o niumero de ovdcitos recuperados, sugerindo que o
aumento na recuperacao de ovocitos esta associado a um consumo maior de antioxidantes
sistémicos. (B) Correlagdo negativa significativa entre os niveis de glutationa total (tGSH) no
sangue ¢ o numero de ovocitos recuperados, indicando o impacto da estimulag¢do ovariana sobre
a capacidade antioxidante sistémica. (C) Correlagdo positiva significativa entre os niveis de
glutationa oxidada (GSSG) no fluido folicular e o nimero de ovdcitos recuperados, refletindo

uma intensificagdo da atividade metabdlica local e da geragdo de espécies reativas de oxigénio
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1. INTRODUCAO

A fertilidade ¢ uma questdo de preocupacgdo para a saude publica global, devido a sua
estreita ligacdo com a saude reprodutiva e o bem-estar geral de homens e mulheres. A
Organizacao Mundial da Satde (OMS) define a infertilidade como uma doenga e estima que 1
em cada 6 pessoas no mundo enfrenta problemas de concep¢ao (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2023). As Tecnologias de Reproducdao Assistida (TRA), como a
fertilizacdo in vitro (FIV) e a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI),
representam alternativas eficazes, mas seus altos custos criam uma barreira econdmica ao
acesso e destacam, particularmente, as disparidades sociais pela falta de politicas publicas para
subsidiar os tratamentos (NJAGI; ARSENIJEVIC & GROOT, 2020; BRAUTSCH et al., 2023).

Nos ultimos anos, os avangos cientificos nas TRA tém sido notaveis, com uma
intensificagdo na busca por biomarcadores capazes de avaliar a qualidade ovocitéria e prever o
sucesso na gravidez (NADIA et al., 2019; PIZARRO et al., 2020). Procedimentos como a FIV
e ICSI tém se mostrado alternativas eficazes para casais inférteis, permitindo a selecao criteriosa
de gametas e a escolha de embrides com maior potencial para transferéncia (ALTERI et al.,
2024). Contudo, a qualidade dos ovocitos permanece como um fator limitante para o sucesso
do tratamento, uma vez que células com caracteristicas inadequadas estdo diretamente
associadas a formacao de embrides menos vidveis, comprometendo os desfechos reprodutivos
(NADIA et al., 2019; PIZARRO et al., 2020).

Estudos indicam que o comprometimento na qualidade ovocitdria estd relacionado a
falhas no desenvolvimento e maturacdo dos ovocitos, sendo que a taxa de gravidez clinica por
aspiragdo e transferéncia de embrido ¢ de 26,3% e 33,5%, respectivamente (ALTERI et al.,
2024). Nesse contexto, a competéncia do ovdcito, definida como sua capacidade de completar
ameiose, ser fertilizado e gerar um embrido viavel, ¢ um elemento indispensavel para o sucesso
reprodutivo. Esse processo ¢ altamente complexo e resulta de uma interacdo dinamica e
coordenada entre o ovocito e o microambiente folicular (EPPIG, O’BRIEN &
WIGGLESWORTH, 1996; DA BROI et al., 2018; MALO et al., 2024). Portanto, a satide do
ambiente intrafolicular, sustentada pelas células do cumulus e do fluido folicular, é essencial
para a maturacdo do ovocito, pois fornece suporte metabodlico e antioxidante (KARABULUT
et al., 2020; PIZARRO et al., 2020; SCHUTZ & BATALHA, 2024).

Diante disso, o fluido folicular produzido pelas c€lulas da granulosa durante os estagios
mais avangados de desenvolvimento, contém uma variedade de componentes, como hormdnios

esteroides, metabdlitos, proteinas, polissacarideos, espécies reativas de oxigénio (ERO) e
21



antioxidantes, que desempenham um papel crucial no suporte ao crescimento e a maturagao dos
ovocitos e das células foliculares, além de protegé-los de danos e estresse oxidativo (DA BROI
etal., 2018; ZHANG et al., 2020; BARROSO-VILLA et al., 2023). Alteragdes na composi¢ao
do fluido folicular, mediadas por vias de sinalizagdo hormonal, paracrina e autocrina, ou por
condi¢des sistémicas, podem influenciar negativamente a qualidade dos ovdcitos,
comprometendo o sucesso da fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario (DA BROI et al.,
2018; ZHANG et al., 2020; BARROSO-VILLA et al., 2023).

Dentre os componentes presentes no fluido folicular, as ERO desempenham um papel
significativo. Quando ocorre um desequilibrio entre a producdo dessas moléculas e a
capacidade de sua eliminagdo por mecanismos antioxidantes, instaura-se o estresse oxidativo,
que ¢ uma das principais causas de comprometimento da qualidade ovocitaria (KARABULUT
et al., 2020). Estudos mostram que falhas nos sistemas de defesa antioxidante alteram o estado
redox celular, impactando vérias func¢des reprodutivas femininas, como a maturacdo e a
qualidade dos ovdcitos, a formacao do corpo luteo, a esteroidogénese ovariana, o processo de
fertilizagdo, o desenvolvimento embrionario e o sucesso da gravidez (OLSZAK-WASIK et al.,
2019; KARABULUT et al., 2020).

Ainda que o estresse oxidativo seja amplamente reconhecido por seu papel na
fisiopatologia da infertilidade, as causas, efeitos e mecanismos moleculares subjacentes ainda
nao estdo completamente compreendidos (OLSZAK-WASIK et al., 2019; KARABULUT et
al., 2020). Estudos relatam que o aumento dos niveis de ERO, a peroxidagao lipidica elevada e
a reducdo da capacidade antioxidante no fluido folicular estdo associadas a baixa qualidade
embrionaria e a menores taxas de fertilizacdo, embora ainda ndo haja consenso sobre essa
correlagdo (MAUCHART et al., 2023). O que se sabe ¢ que esse desequilibrio entre producao
de ERO e sua eliminagdo causa danos a componentes celulares como lipidios, 4cidos nucleicos,
carboidratos e proteinas (AITKEN et al., 2022; MAUCHART et al., 2023).

Embora estudos in vivo e in vitro indiquem que vérios fatores fisiologicos e técnicos
também influenciam a qualidade embrionaria e o sucesso da gravidez (OLSZAK-WASIK et
al., 2019) na pratica clinica muitas etapas no diagnostico e tratamento da infertilidade sdo
baseadas em biomarcadores inespecificos, podendo resultar em desfechos indesejaveis
(NADIA etal., 2019; OLSZAK-WASIK et al., 2019). Assim, compreender como as cé¢lulas do
cumulus ¢ o fluido folicular influenciam na aquisicdo da competéncia ovocitaria ¢ podem
proteger o ovdcito contra condigdes sistémicas e pélvicas prejudiciais € essencial para melhorar

as decisoes clinicas no manejo da infertilidade (DA BROI et al., 2018).
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Portanto, a identificacdo e a validacdo clinica de novos biomarcadores que pudessem
prever a competéncia do ovdcito para se tornar um embrido vidvel e com grande potencial de
implantacdo € uma possibilidade inovadora para incrementar a taxa de sucesso das TRA,
possibilitando o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes para diversos perfis de pacientes
(ALTERI et al., 2024). Diante do exposto, o objetivo desta pesquisa ¢ investigar as correlacdes
entre o estresse oxidativo folicular e sistémico de mulheres submetidas a tratamentos de
infertilidade, além de seus impactos na qualidade ovocitaria, no desenvolvimento embriondrio

e nas taxas de gravidez.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Aspectos gerais da foliculogénese em mamiferos

O ovario € o principal 6rgao do sistema reprodutor feminino, desempenhando fungdes
enddcrinas e exdcrinas essenciais para a reproducdo (LI et al., 2021; SUGIURA et al., 2023).
Sua fun¢do endocrina consiste na producdo e liberacdo de esteroides sexuais, regulados pelas
gonadotrofinas hipofisarias, os quais desempenham papeis cruciais tanto na fisiologia sistémica
quanto na coordenagao dos eventos que culminam na ovulacao e luteogénese. Por outro lado, a
funcdo exdcrina do ovario € responsavel pela producao e liberacdo dos gametas femininos, os
ovocitos (DEVESA & CAICEDO, 2019; LI et al., 2021; SUGIURA et al., 2023).

O ovario de mamiferos é composto por duas regides distintas: a cortical e a medular. Em
todas as espécies, com exce¢do dos equinos, a regido cortical esta localizada externamente ao
parénquima (BAHR, 2018). A regido cortical abriga os foliculos ovarianos em diferentes
estagios de desenvolvimento, além dos corpos lateos (BAHR, 2018). J4 a regido medular,
situada na porg¢do interna do ovario, € composta por vasos sanguineos, células musculares,
nervos e tecido conjuntivo, desempenhando fungdes primordiais de nutri¢ao e sustentagao do
orgao (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; BAHR, 2018). A Figura 1 ilustra a regido cortical
e medular do ovario de mamiferos, bem como as estruturas associadas ao ciclo reprodutivo,

como o corpo luteo, o corpo albicans e a liberagdao do ovocito durante a ovulagao.
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Vasos Foliculos Foliculos Foliculo Foliculos antrais
sanguineos primordiais primarios secundario

Regiao
medular
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cortical
Foliculo

pré-ovulatério

Corpo

albicans Ovulacdo

Corpo luteo

Figura 1. Representacdo esquematica do ovario de mamiferos, destacando as regides cortical ¢ medular, bem
como as diferentes etapas do desenvolvimento folicular.

Fonte: Rodrigues & Paulini, 2023.

O desenvolvimento dos ovocitos ¢ fundamentado em um conceito amplamente aceito na
biologia reprodutiva ha décadas: em mamiferos, acredita-se que a producao de ovocitos cesse
antes do nascimento. Dessa forma, as fémeas nascem com um numero finito ¢ ndo renovavel
de células germinativas, as quais permanecem estacionadas na meiose I € sdo envolvidas por
células somaticas, formando estruturas denominadas foliculos ovarianos (PEARL &
FAIRCHILD, 1921). Assim, no momento do nascimento, o ovario ja contém a reserva completa
de foliculos necessdria para a vida reprodutiva, composta por milhares de foliculos em
diferentes estadgios de desenvolvimento, os quais sdo independentes da estimulagdo por
gonadotrofinas (BAHR, 2018; LI et al., 2021; SCHUTZ & BATALHA, 2024).

Os foliculos primordiais representam as principais estruturas funcionais dos ovarios,
sendo formados durante o desenvolvimento fetal. Eles sdo constituidos por uma unica camada
de células da granulosa que envolvem o ovdcito (DEVESA & CAICEDO, 2019; SUGIURA et
al., 2023). Contudo, mais de 99% desses foliculos sofrem atresia antes mesmo de alcangar a
ovulagdo, com a maior parte sendo eliminada antes da puberdade (BAHR, 2018). Em
mamiferos no geral, apds o inicio da puberdade, em cada ciclo estral/menstrual, apenas um

pequeno grupo de foliculos primordiais inicia o desenvolvimento. Desses, apenas um, o foliculo
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dominante, culmina na liberagdo do ovécito, enquanto os demais foliculos, que nio resultam na
liberagdo do ovocito, sofrem atresia ao longo do processo. A atresia folicular ¢ atribuida a
fatores como baixas concentragdes de hormoénios hipofisarios, niveis reduzidos de esteroides
sexuais e suprimento sanguineo insuficiente para os foliculos em desenvolvimento (DEVESA
& CAICEDO, 2019; SUGIURA et al., 2023; SCHUTZ & BATALHA, 2024).

Nas ultimas décadas, pesquisadores tém se dedicado a entender os mecanismos que
regulam o crescimento e o desenvolvimento do ovocito e das células que o rodeiam. A revisdo
de Longobardi et al. (2024) traz uma visao clara sobre os fatores que influenciam esse processo,
mostrando que ele ¢ regulado por uma interagdo delicada entre sinais que estimulam e inibem
a ativacao folicular. Esses sinais vém de diferentes fontes: os proprios foliculos, as células da
granulosa que os cercam, o tecido ao redor e até mesmo de fatores sistémicos do organismo.
Diversos fatores participam da ativacao folicular, incluindo proteinas da superfamilia do fator
de crescimento transformador beta (TGF-8), como as proteinas morfogenéticas 6sseas 4 e 7
(BMP4 e BMP7) e o fator de diferenciagdo do crescimento 9 (GDF9). Além desses, outros
elementos também contribuem para esse processo, como o KIT ligante (KITL), o fator inibidor
da leucemia (LIF), o fator de crescimento de fibroblastos 7 (FGF7), androgenos, insulina e
interleucina-16. Ja os fatores que inibem a ativacao incluem o fator derivado do estroma (SDF-
1) e seu receptor CXCR4, o regulador do ciclo celular p21, o hormonio anti-mulleriano (AMH),
activina ¢ inibina. Esses fatores sdo cruciais para a ativagdo dos foliculos primordiais e
participam de todas as etapas do desenvolvimento folicular (LI et al., 2021; SUGIURA et al.,
2023; LONGOBARDI et al., 2024).

Desta forma, a foliculogénese ¢ o processo que abrange a formacao, o crescimento € a
maturacao dos foliculos ovarianos, desde a constitui¢do do foliculo primordial até o estagio de
foliculo antral, culminando com a ovulagio de um ovécito maduro (BAHR, 2018; SCHUTZ &
BATALHA, 2024). Esse processo ¢ frequentemente dividido em duas fases distintas: a fase
pré-antral, que compreende a ativag@o inicial dos foliculos e seu crescimento nos estagios
primordiais, primarios e secundarios; e a fase antral, que abrange o inicio e a conclusao do
crescimento dos foliculos tercidrios ou antrais (LI et al., 2021). A Figura 2 ilustra o
desenvolvimento folicular dividido em fases pré-antral e antral, com caracteristicas distintas
quanto ao controle regulatorio, as mudangas morfoldgicas e o tamanho do foliculo e do ovdcito,

além de indicar os tempos de desenvolvimento necessarios para cada estagio.
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Gonadotrofina independente Gonadotrofina dependente

Fase pré-antral Fase antral

Estradiol/FSH dependente

Foliculos Foliculos Foliculos Foliculos Foliculos

Diametros : i S o . z e
primordiais primarios secundarios antrais pre-ovulatorios

Foliculos ~ 33-40pm  50-60 um 115-120 pm  0.15-0.25 mm >20 mm

Ovécitos 30-35 pm 40-45 pm 50 - 65 pm 95-105 mm 135 - 145 mm

Tempo

(semanas) 17-20 23-26 37-40 13 anos

Figura 2. Representagdo das fases do desenvolvimento folicular, incluindo os estagios pré-antral, sob controle
paracrino independente de gonadotrofinas, e antral, dependente de controle enddcrino mediado por FSH e
estradiol. A tabela descreve o didmetro do foliculo e do ovocito, além do tempo de desenvolvimento estimado para
cada estagio em humanos. AMH = Horménio Antimulleriano; FSH = Hormonio Foliculo Estimulante.

Fonte: Adaptado de Malo et al., 2024.

Os estagios iniciais do desenvolvimento folicular sdo independentes da agdo direta de
gonadotrofinas, sendo regulados principalmente pela secrecdo paracrina de fatores de
crescimento e citocinas (SUGIURA et al., 2023; MALO et al., 2024; SCHUTZ & BATALHA,
2024). Durante essa fase, ocorre a ativacdo dos foliculos primordiais e sua progressao para
foliculos primarios, secundéarios e antrais iniciais. Os foliculos antrais iniciais, embora
responsivos as gonadotrofinas, ainda ndo dependem completamente desses hormonios para o
desenvolvimento. No estagio final, os foliculos antrais tornam-se dependentes de
gonadotrofinas para continuar o crescimento, passando pelos processos de recrutamento,
selecdo, maturacao e ovulagdo (LA MARCA et al., 2023; MALO et al., 2024).

Estudos sugerem que a ativagdo folicular ¢ regulada por um equilibrio dinamico entre
fatores inibidores e estimuladores, sendo o inicio do crescimento potencialmente dependente

de alteracdes neste equilibrio, dentro do microambiente do foliculo (BAHR, 2018; LI et al.,
26



2021; SCHUTZ & BATALHA, 2024). Um dos primeiros sinais da ativacdo folicular ¢ a
retomada do crescimento das células da granulosa e o desenvolvimento da zona pelicida ao
redor do ovocito em foliculos primarios ou secundarios. Além disso, ocorre uma mudanga no
formato das células da granulosa, acompanhada por um aumento do volume citoplasmatico e
do nucleo do ovécito (BAHR, 2018). Em estagios mais avangados, a proliferacao celular,
diferenciagdo e o processo de atresia folicular resultam de uma interagcao complexa entre fatores
locais e enddcrinos (SCHUTZ & BATALHA, 2024). Nesse contexto, torna-se evidente o papel
fundamental das gonadotrofinas e dos fatores de crescimento no desenvolvimento e maturagao
dos foliculos ovarianos.

De acordo com a revisdo de Fortune, Rivera & Yang (2004), acreditava-se que a
regulacdo da funcdo ovariana fosse exclusivamente controlada por fatores enddcrinos,
especialmente pelos hormonios gonadotroficos. Esses hormdnios promovem o crescimento e a
diferenciagdo folicular e lutea, além de estimular a secrecdo de esteroides e inibinas, os quais
desempenham fungdes essenciais em diversos 6rgaos-alvo relacionados a reproducao feminina.
No entanto, os autores destacam que a descoberta de receptores especificos para a agdo
hormonal e a variagdo no tipo e nimero desses receptores nas células foliculares, ao longo do
desenvolvimento folicular, ajudou a compreender como foliculos em diferentes estagios podem
responder de forma distinta a um mesmo estimulo gonadotréfico (FORTUNE, RIVERA &
YANG, 2004; LI et al., 2021; SUGIURA et al., 2023).

Os hormonios gonadotroficos secretados pela hipéfise, Hormodnio Foliculo Estimulante
(FSH) e Horménio Luteinizante (LH), desempenham papeis essenciais na foliculogénese e na
producdo e secrecdo dos hormodnios ovarianos, estrogeno e progesterona, que regulam as
transformagdes endometriais ao longo do ciclo estral (LA MARCA et al., 2023). O FSH atua
principalmente nas células da granulosa, promovendo sua proliferacdo e diferenciagao, além de
estimular a sintese de esteroides e a expressdo de receptores para o fator de crescimento
epidermal e LH, sendo indispensavel para o desenvolvimento dos foliculos antrais (LA
MARCA et al., 2023). Por sua vez, o LH atua nas células da teca, onde promove a
esteroidogénese, convertendo colesterol em testosterona, que, sob a influéncia do FSH, ¢
transformada em 17f-estradiol pelas células da granulosa. Além disso, o LH ¢ fundamental na
fase final da maturacdao folicular, com seu pico de concentracdo diretamente associado a
ovulagdo (LA MARCA et al., 2023).

A medida que o crescimento dos foliculos antrais progride, aquele com maior resposta ao

FSH se torna dominante, inibindo assim, o desenvolvimento concomitante dos foliculos
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ovarianos (LI et al., 2021). Ao mesmo tempo, as células da granulosa comecam a expressar
receptores LH, sob a influéncia do FSH. Nesse momento, as concentragdes de inibina e estradiol
aumentam, ocasionando uma diminui¢do na liberacao de FSH pela glandula hipofise. Entao,
FSH e LH agem em sinergia para apoiar o desenvolvimento folicular e a ovulacdo (LI et al.,
2021; LA MARCA et al., 2023). Como uma forma de feedback negativo, essa diminui¢do na
disponibilidade de FSH induz os foliculos subordinados a sofrer atresia e degeneragdo. Por fim,
0 aumento na secrecdo de estrogeno ocasiona o pico pré-ovulatorio de LH, promovendo a
ovulagdo do foliculo dominante e a formagao do corpo luteo (LI et al., 2021; LA MARCA et
al., 2023).

2.2. Aspectos gerais da reproducio humana

O desenvolvimento do ovario humano comeca precocemente na gestagao. Por volta do
26° dia, as células germinativas primordiais, originadas na parede posterior do saco vitelinico,
Iniciam sua migracdo para as cristas gonadais, estruturas que dardo origem as goénadas. Ao
chegar as gonadas em formacao, essas células proliferam intensamente por mitose e, a partir do
segundo més de gestacdo, comecam a ser denominadas ovogdnias, células precursoras dos
ovocitos (FORTUNE, 2003; MALO et al., 2024). Apds sucessivos ciclos de divisdo mitdtica,
as ovogoOnias entram em meiose, atingindo o estagio diploteno e diferenciando-se em ovoécitos
primarios. A partir do quarto més de gestacao, ocorre a formagdo dos foliculos primordiais,
quando os ovdcitos sdo circundados por uma camada Unica de células da granulosa achatadas,
originando estruturas com didmetro entre 30 ¢ 40 um (GOUGEON, 1996).

Ao nascimento, a reserva germinativa feminina ¢ composta por aproximadamente 1 a 2
milhdes de foliculos primordiais, localizados no cortex ovariano e contendo ovocitos
estacionados na profase I (FORTUNE, 2003; GOUGEON, 2010). Durante a vida reprodutiva,
os foliculos primordiais sdo recrutados para a foliculogénese, permanecendo no cortex ovariano
enquanto avangam pelos estagios de desenvolvimento, até atingirem o estagio de foliculos
antrais. Esse processo, biologicamente complexo e rigorosamente regulado, inicia-se com a
ativacao dos foliculos primordiais (33—40 pm de didmetro), marcada pela transformacao das
células da granulosa de achatadas para cuboidais, resultando na formagdo dos foliculos
primarios (50—60 um de didmetro) (FORTUNE, 2003; GOUGEON, 2010; MALO et al., 2024).
O crescimento subsequente dos foliculos primdrios promove a proliferacdo acelerada das
células da granulosa, formando uma camada granulosa multilaminar e originando os foliculos

secundarios (115-120 um de didmetro). Nesse estagio, a camada da teca se diferencia em teca
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interna e externa, desempenhando papel crucial na produ¢do de hormonios esteroides, em
interacdo com as células da granulosa (GOUGEON, 2010; LI et al., 2021; SCHUTZ &
BATALHA, 2024).

Com o crescimento adicional, ocorre o desenvolvimento de uma cavidade antral
preenchida por liquido folicular, um evento que marca a transi¢do para o estadgio de foliculo
antral. Esse liquido ¢ secretado pelas células da granulosa e contém fatores bioativos essenciais
para o desenvolvimento folicular (BAHR, 2018; SCHUTZ & BATALHA, 2024). O processo
prossegue com a selecao do foliculo dominante, também chamado de foliculo pré-ovulatorio,
que se destaca entre os foliculos antrais e atinge cerca de 20 mm de didmetro. Finalmente, a
maturacdo culmina na ruptura do foliculo, um evento mediado por alteragdes hormonais e
enzimaticas, resultando na liberacdo do complexo cumulus-oocito durante a ovulagdo
(GOUGEON, 1996; FORTUNE, 2003, 2010; MALO etal., 2024). A Figura 3 ilustra o processo
de ovogénese, diretamente associado a foliculogénese, destacando as etapas de
desenvolvimento das células germinativas desde a formacao das ovogonias até¢ a fertilizagdo, e

sua intera¢dao com o ciclo de maturacao folicular
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Figura 3. Esquema representando os processos de ovogénese e foliculogénese. A imagem detalha o

desenvolvimento das células germinativas, desde as ovogonias até a formagao do zigoto, passando pela divisdo
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meidtica e pelas fases de maturacdo do ovocito. Paralelamente, ilustra as etapas de desenvolvimento folicular,
desde os foliculos primordiais até a ovulagdo e formagdo do corpo luteo, evidenciando a integrag@o entre ambos
os processos durante o ciclo reprodutivo feminino.

Fonte: Rodrigues & Paulini, 2023.

Com a chegada da puberdade, a reserva germinativa feminina sofre uma reducao
significativa, restando apenas cerca de 25% dos foliculos primordiais presentes ao nascimento,
0 que equivale a aproximadamente 300.000 ovécitos (MALO et al., 2024). No entanto, a
maioria desses ovdcitos sofre atresia, ndo atinge a ovulagdo e, consequentemente, ndo contribui
para a reprodu¢do (EPPIG; O’BRIEN & WIGGLESWORTH, 1996). Nesse contexto, técnicas
de resgate e cultivo de foliculos in vitro até estagios de maturagdo, com ovocitos competentes,
despontam como um avango promissor na preservacgao e restauragao da fertilidade feminina.
2.3. Estresse oxidativo: conceitos e relevancia para a reproduciao humana

A reprodu¢do humana, sendo um processo bioldgico complexo, depende de uma série de
eventos celulares, hormonais e moleculares que garantem o sucesso da fertiliza¢ao, implantagao
e desenvolvimento embrionario (MALO et al., 2024). Contudo, esse sistema delicado pode ser
facilmente comprometido por fatores internos e externos que afetam o equilibrio fisiologico.
Nesse contexto, o estresse oxidativo emerge como um elemento central, pois o desequilibrio
entre a producdo de radicais livres e os sistemas de defesa antioxidante tem implicacdes diretas
na saude reprodutiva (MAUCHART et al., 2023). Além do estresse oxidativo, fatores como
nutricao, estado geral de saude, idade e predisposi¢des genéticas, desempenham papeis
fundamentais tanto no funcionamento metabdlico global quanto na qualidade dos ovdcitos e
embrides (ANGELIS et al., 2020; HERNANDEZ-RUIZ et al., 2022; XIE et al., 2022; ZHENG
et al., 2023). Assim, compreender o impacto do estresse oxidativo no contexto da reproducao
humana ¢ essencial para elucidar as causas de problemas reprodutivos e desenvolver estratégias

que possam mitigar seus efeitos (WARZYCH & LIPINSKA, 2020; AITKEN et al., 2022; SU

et al., 2024).
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2.3.1. Entendendo os radicais livres e o metabolismo energético

Os radicais livres sdo moléculas quimicas definidas por apresentarem pelo menos um
elétron desemparelhado em sua camada externa, caracteristica que lhes confere alta reatividade
(SIES, 1985; JOMOVA et al., 2024). Em sistemas biologicos, os radicais livres mais comuns,
assim como outras moléculas reativas, derivam principalmente do oxigénio, sendo conhecidos
como espécies reativas de oxigénio (ERO), ou do nitrogénio, denominados espécies reativas de
nitrogénio (ERN). Entre os exemplos mais conhecidos estdo o radical hidroxila (OHe), o anion
superoxido (O27), o peroxido de hidrogénio (H20.), o 6xido nitrico (NO), os nitratos (NO3"),
nitritos (NOz"), o radical peroxila (ROO¢), o radical alcoxila (RO¢) e o radical hidroperoxila
(HO2*) (GARCIA-ROCHE et al., 2018; AITKEN et al., 2022; JOMOVA et al., 2024).

A literatura cientifica estabelece que todo organismo vivo produz, de forma constante e
continua, ERO e ERN (SIES, 1985; AGARWAL et al., 2012; GARCIA-ROCHE et al., 2018;
KALTSAS et al., 2023; ONAOLAPO et al., 2023). Essas moléculas sdo geradas como
subprodutos naturais de reagdes bioquimicas internas, especialmente durante a respiragdo
aerobica e o metabolismo mitocondrial, bem como por fatores ambientais externos (SIES, 1985;
AITKEN et al., 2022; JOMOVA et al., 2024). Portanto, as ERO e as ERN apresentam um papel
duplo no organismo, atuando como compostos tanto benéficos quanto toxicos. Em
concentragdes reduzidas, essas espécies exercem efeitos positivos, participando de processos
celulares fundamentais, como proliferacdo, diferenciagdo, migracdo, apoptose € necrose
(CHAUDHARY et al., 2023; JOMOVA et al., 2024). Niveis baixos a intermediarios dessas
moléculas sao indispensaveis para a manuten¢ao da homeostase redox, além de contribuirem
para a regulacdo de fatores-chave de transcricdo e outras fungdes fisioldgicas essenciais
(CHAUDHARY et al, 2023; ONAOLAPO et al.,, 2023).

O estresse oxidativo ocorre quando a producao de ERO e outras espécies radicais excede
a capacidade dos sistemas antioxidantes de neutraliza-las (SIES, 1985; KALTSAS et al., 2023;
ONAOLAPO et al., 2023). Esse desequilibrio pode resultar de uma producao exacerbada de
ERO, ingestdo insuficiente de antioxidantes ou aumento na demanda por mecanismos
antioxidantes (CHAUDHARY et al., 2023). Quando o estado redox celular ¢ comprometido,
os efeitos toxicos tornam-se evidentes, com a formacdo de peroxidos e radicais livres que
danificam componentes celulares essenciais, como proteinas, lipidios e acidos nucleicos
(CHAUDHARY et al., 2023; KALTSAS et al,, 2023).

Os principais locais de producdo de ERO em células eucaridticas incluem as

mitocondrias, os peroxissomos e, em organismos fotossintéticos, os cloroplastos, onde as ERO
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sdo geradas durante os processos de respiragdo e fotossintese (CHAUDHARY et al., 2023;
JOMOVA et al., 2024). Na mitocondria, a fosforilagdo oxidativa desempenha um papel central
na geracao de energia celular, produzindo adenosina trifosfato (ATP) por meio de reagdes de
transferéncia de elétrons na cadeia transportadora de elétrons (CTE). Esse processo, embora
essencial para a manutencdo das fungdes metabolicas, esta diretamente relacionado a produgao
de ERO, que podem atuar tanto na sinalizagdo celular fisiologica quanto em estados patologicos
(GARCIA-ROCHE et al., 2018; CHAUDHARY et al., 2023; JOMOVA et al., 2024).

As reacdes quimicas essenciais, como o ciclo de Krebs, ocorrem na matriz mitocondrial
e contribuem para a geracdo de elétrons que alimentam a CTE. Nesse ciclo, derivados da
glicélise, como o piruvato, transferem elétrons para os carreadores NAD" e FAD que, quando
reduzidos a NADH e FADH,, servem como substratos para a fosforilacdo oxidativa
(ONAOLAPO et al., 2023). A CTE, localizada na membrana mitocondrial interna, ¢ composta
por quatro complexos enzimaticos que facilitam o transporte de elétrons, acoplando esse
processo a producao de ATP e contribuindo para a homeostase energética da célula. No entanto,
o desequilibrio entre a producdo de ERO e os mecanismos antioxidantes pode resultar em danos
oxidativos as biomoléculas e comprometer a integridade celular (ONAOLAPO et al., 2023).

Os processos relacionados a producdo de energia celular sao cuidadosamente controlados,
mas apresentam flexibilidade para se ajustar as condi¢cdes ambientais da célula (WARZYCH;
LIPINSKA, 2020). De acordo com os autores, as flutuagdes metabolicas sdo influenciadas
principalmente pela disponibilidade de enzimas e substratos, além da atividade catalitica
(WARZYCH; LIPINSKA, 2020). No contexto ovariano, o metabolismo energético do ovécito
¢ sustentado por uma estreita cooperacdo metabolica com as células do cumulus, uma vez que
estas apresentam elevada capacidade glicolitica (BAO; YIN & LIU, 2024).

A maior parte da glicose captada no foliculo ¢ metabolizada nas células do cumulus por
meio da glicolise aerdbica e da via das pentoses fosfato, resultando na producao de piruvato,
lactato e NADPH (BAO; YIN & LIU, 2024). Isso se deve ao fato de o ovocito apresentar uma
capacidade limitada para realizar glicolise, principalmente pela baixa expressao de enzimas-
chave dessa via metabolica (BAO; YIN & LIU, 2024). Em contrapartida, as células do cumulus
possuem alta atividade glicolitica, sendo especializadas na conversao eficiente de glicose em
metabolitos intermedidrios como piruvato e lactato, os quais sdo transferidos ao ovocito para
suprir suas demandas energéticas durante a maturacdo (BAO; YIN & LIU, 2024). Esses

metabolitos sdo entdo transferidos para o ovocito por meio de jungdes comunicantes (gap
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Junctions), servindo como principais substratos para a produgdo de ATP por meio do ciclo do
acido tricarboxilico e da fosforilagdo oxidativa mitocondrial (BAO; YIN & LIU, 2024).

Embora em menor escala, o ovodcito também pode captar glicose diretamente e
metaboliza-la por vias especificas, como a via das pentoses fosfato e a via da sintese de
hexosaminas (BAO; YIN & LIU, 2024). Ademais, o ovdcito obtém &cidos graxos livres do
fluido folicular e das células do cumulus, sendo capaz de utilizd-los por B-oxidagdo
mitocondrial ou sintetiza-los endogenamente (BAO; YIN & LIU, 2024). Nesse cenario, a
quantificagdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) tem se mostrado uma ferramenta
valiosa para avaliar a funcionalidade da cadeia transportadora de elétrons (CTE), a eficiéncia
na sintese de ATP e o grau de estresse oxidativo no microambiente folicular (WARZYCH;
LIPINSKA, 2020).

A Figura 4 detalha a CTE, evidenciando a transferéncia de elétrons entre os complexos I
alV, o bombeamento de prétons e a geragdo de ATP. A atuacdo de inibidores especificos, como
rotenona e oligomicina, também ¢ apresentada, demonstrando os efeitos em pontos-chave desse
processo metabolico.
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Figura 4. Metabolismo mitocondrial ¢ cadeia transportadora de elétrons. (A) Representacdo esquematica do

metabolismo mitocondrial destacando o ciclo de Krebs, as principais vias metabdlicas envolvidas na sintese de
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nucleotideos, lipidios e utilizagdo de glutamina, bem como a produgdo de ATP e lactato a partir de glicose. (B)
Ilustragdo detalhada da cadeia transportadora de elétrons (CTE), com a transferéncia de elétrons através dos
complexos I a IV, acoplada ao bombeamento de protons no espago intermembrana e a geracdo de ATP pela ATP
sintase. Inibidores como rotenona, malonato, antimicina A, oligomicina e o desacoplador CCCP estdo indicados,
demonstrando seus efeitos nos diferentes pontos da CTE. Acetil-CoA — Acetil-coenzima A; ATP - Adenosina
Trifosfato; ADP - Adenosina Difosfato; NAD" - Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (forma oxidada); NADH -
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (forma reduzida); FAD - Flavina Adenina Dinucleotideo (forma oxidada);
FADH; - Flavina Adenina Dinucleotideo (forma reduzida); CoQ - Coenzima Q (Ubiquinona); Cit ¢ - Citocromo
¢; CCCP - Carbonil Cianeto p-Trifluorometoxifenilhidrazona.

Fonte: Adaptado de Zotta, O’Neill & Yin, 2024.

As ERO também podem ser geradas a partir de fontes exdgenas, contribuindo para o
desequilibrio redox celular e danos oxidativos. Entre essas fontes, destacam-se a exposi¢do a
radiacdo ionizante e ultravioleta, frequentemente associadas a terapias anticancer, que induzem
a formacao de radicais livres (ONAOLAPO et al., 2023; JOMOVA et al., 2024). Ha também o
impacto de hébitos de vida prejudiciais, como o tabagismo e o consumo excessivo de alcool,
ambos reconhecidos por promoverem a geragdo de ERO no organismo (GARCIA-GARCIA et
al., 2020; ONAOLAPO et al., 2023). Além disso, certos medicamentos, especialmente aqueles
que contém metais, como ciclosporina, bleomicina e gentamicina, podem catalisar reagdes que
aumentam a producao desses radicais livres (JOMOVA et al., 2023, 2024). Ressalta-se, ainda,
a influéncia significativa da dieta na formagdao de EROs, uma vez que diferentes perfis
alimentares determinam a natureza dos precursores metabolicos disponiveis para as vias
bioenergéticas (JIANG; LIU & LI, 2021). Dietas ricas em carboidratos simples favorecem
maior fluxo de elétrons na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, o que pode
intensificar o escape de elétrons e, consequentemente, a formagdo de superoxido. Por outro
lado, dietas hiperlipidicas promovem maior oferta de acidos graxos, que além de alimentarem
a f-oxidag@o mitocondrial, também podem desencadear processos de peroxidagdo lipidica —
outro mecanismo relevante de geragdo de EROs (JIANG; LIU & LI, 2021).

Esses fatores exdgenos, quando combinados ou associados a redug¢do da capacidade
antioxidante do organismo, podem exacerbar os danos oxidativos a biomoléculas, contribuindo
para o desenvolvimento de doencas cronicas e outras complicacdes fisiologicas (ONAOLAPO
et al., 2023). A Figura 5 apresenta os principais fatores externos que contribuem para o estresse
oxidativo, destacando a relacdo das ERO com condigdes patologicas do sistema reprodutor

feminino.
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Figura 5. Fatores e impactos do estresse oxidativo na reprodug@o feminina. A imagem destaca os fatores de estilo

de vida que contribuem para a produg@o de espécies reativas de oxigénio (ERO), como obesidade, desnutrigdo e
exposi¢ao ambiental, e seus efeitos adversos na saude reprodutiva. As ERO, incluindo O, H,O,, *OH ¢ ONOO",

estdo associadas a condig¢des reprodutivas, como sindrome do ovario policistico, endometriose, pré-eclampsia e
infertilidade. Além disso, estdo relacionadas a complicacdes gestacionais, como restricdo de crescimento
intrauterino, trabalho de parto prematuro e aborto espontaneo, culminando na redugédo da fertilidade feminina.

Fonte: Adaptado de Agarwal et al., 2012.

2.3.2. Os mecanismos de defesa antioxidantes

Os antioxidantes representam a principal linha de defesa do organismo contra os danos
provocados pela produc¢do e acimulo de radicais livres (ONAOLAPO et al., 2023). A exposicao
de células aos efeitos prejudiciais dos radicais livres desencadeia reagdes que ativam multiplos
mecanismos de defesa interna, responsaveis pela remogao dessas moléculas reativas e de seus
derivados (JOMOVA et al., 2024). Esses mecanismos incluem tanto antioxidantes enzimaticos
quanto antioxidantes ndo enzimaticos, que desempenham papeis complementares na prevencao,
reparagdo e neutralizacdo dos danos oxidativos (ONAOLAPO et al., 2023; JOMOVA et al.,
2024). Os antioxidantes enzimaticos desempenham um papel essencial na neutralizacio e
remocao de radicais livres. Essas enzimas convertem produtos oxidativos prejudiciais, como o
anion superoxido, em perdxido de hidrogénio (H203), que ¢ posteriormente transformado em

agua em um processo de multiplas etapas (ONAOLAPO et al., 2023). Entre os principais
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antioxidantes enzimaticos estio a superdxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx),
a catalase (CAT), a glutationa redutase (GR) ¢ as peroxirredoxinas (Prxs) (DUMANOVIC et
al., 2021; ONAOLAPO etal., 2023; YANG et al., 2022; JOMOVA et al., 2024). Essas enzimas
trabalham de maneira integrada para exercer suas fungdes antioxidantes de forma eficiente.
Como ilustrado na Figura 6, a superproducdo de ERO pode causar danos a biomoléculas, como
proteinas, lipidios ¢ DNA mitocondrial (mtDNA), enquanto os mecanismos antioxidantes

enzimaticos atuam para mitigar esses danos e manter o equilibrio redox celular.

Mitocéndria Citoplasma
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intermembranas
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Figura 6. Mecanismos de produg@o e controle de espécies reativas de oxigénio na cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial. Os elétrons gerados a partir de NADH e FADH- no ciclo de Krebs séo transferidos para a cadeia
transportadora de elétrons (CTE), composta pelos complexos I a IV, localizados na membrana interna
mitocondrial. Durante esse processo, o bombeamento de protons (H') cria um gradiente eletroquimico que
alimenta a ATP sintase (complexo V), resultando na produgdo de ATP. Contudo, uma pequena fragdo dos elétrons
pode escapar, gerando anions superdxido (Oz7), que sdo convertidos em peroxido de hidrogénio (H>0,) pela
superoxido dismutase (SOD). O H,O; ¢ entdao neutralizado em agua por enzimas antioxidantes, como a catalase
(CAT) e a glutationa peroxidase (GPx), auxiliada pela glutationa redutase (GR). O excesso de ERO pode gerar
radicais altamente reativos, como o radical hidroxila (*OH) e o peroxinitrito (ONOO™), promovendo danos
oxidativos a proteinas, lipidios e mtDNA, comprometendo a fun¢ao mitocondrial.

Fonte: Adaptado de Garcia-Garcia et al., 2020.

Os antioxidantes ndo enzimaticos desempenham um papel essencial na interrup¢ao das
reacOes em cadeia desencadeadas pelas ERO. Entre os principais exemplos estdo a vitamina E,
vitamina C, carotenoides, polifenois vegetais, ferritina, tiois, como a glutationa, e a albumina

(ONAOLAPO et al., 2023). Esses compostos atuam em diferentes niveis, protegendo
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biomoléculas essenciais, além de complementar o sistema antioxidante enzimatico
(DUMANOVIC et al., 2021; YANG et al., 2022).

A vitamina E, por exemplo, exerce uma fun¢do primordial nas membranas celulares, onde
previne a formacdo de radicais livres de oxigénio e protege os lipidios da membrana contra
danos oxidativos (JOMOVA et al., 2024). A vitamina C, por sua vez, ndo apenas neutraliza
radicais livres diretamente, mas também regenera a vitamina E em sua forma ativa, prevenindo
o estresse oxidativo (CHAUDHARY et al., 2023; JOMOVA et al., 2024).

Os polifenois vegetais, que incluem compostos bioativos amplamente encontrados em
frutas, vegetais e chd, agem de maneira distinta, anulando os radicais livres por meio da doagdo
de um elétron ou atomo de hidrogénio (CHAUDHARY et al., 2023). Esse mecanismo
interrompe as reagdes em cadeia que poderiam causar danos celulares. Dessa forma, os
antioxidantes ndo enzimaticos desempenham um papel complementar ao sistema antioxidante
enzimatico, contribuindo de forma significativa para a manutengdo do equilibrio redox celular

e para a protecdo das biomoléculas contra os efeitos prejudiciais do estresse oxidativo.

2.4. O papel do estresse oxidativo no sistema reprodutor feminino

O ovocito, por ser a maior célula dos mamiferos, apresenta um desenvolvimento que
exige maior consumo energético em comparacgao as células somaticas. No entanto, a vantagem
¢ que ele ¢ capaz de armazenar substratos suficientes para produzir a energia necessaria no
inicio do desenvolvimento embrionario (WARZYCH & LIPINSKA, 2020; ZAHA et al., 2023).
Assim, manter o metabolismo energético do ovocito bem regulado € essencial para garantir o

desenvolvimento saudavel e a qualidade do embrido.

2.4.1. As principais fontes produtoras de ERO no sistema reprodutor feminino

As células do sistema reprodutor feminino sdo potenciais fontes de ERO, incluindo as
células da granulosa, ovdcitos, células do cumulus e as células endometriais (KALTSAS et al.,
2023; SU et al., 2024). As células da granulosa tém um papel essencial na maturagdo e no
desenvolvimento dos ovdcitos, circundando-os e fornecendo o suporte necessario para seu
crescimento ¢ ovulagdo (MALO et al., 2024). Durante esses processos, essas células geram
ERO, que participam de mecanismos regulatérios, mas que, em excesso, podem contribuir para
o estresse oxidativo.

Os ovocitos, por sua vez, sdo particularmente vulneraveis ao estresse oxidativo devido a

alta densidade de mitocondrias presentes em seu citoplasma, uma das principais fontes de ERO
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(KALTSAS et al., 2023; SU et al., 2024). A producdo de ERO nos ovécitos ¢ intensificada
durante a meiose, etapa critica para o desenvolvimento e fertilizagdo. Durante a ovulagdo, as
células do cumulus, que formam uma camada protetora ao redor dos ovdcitos, também liberam
ERO, como H2O2 e Oy. Essas moléculas desempenham papeis reguladores importantes na
fertilizag@o e nos eventos iniciais de implantagdo (KALTSAS et al., 2023).

As células endometriais, que revestem o utero, também sao fontes significativas de ERO,
com niveis varidveis ao longo das diferentes fases do ciclo reprodutivo (GUERRIERO &
D’ERRICO, 2022; KALTSAS et al., 2023). As ERO geradas durante a menstruacao e a
gravidez estdo diretamente envolvidas na regulagdo da receptividade uterina e nos processos de
implantacdo embrionaria (KALTSAS et al., 2023). Esses dados destacam a importancia de um
equilibrio delicado entre a producdo de ERO e os mecanismos antioxidantes no sistema
reprodutor feminino. O desequilibrio entre esses fatores pode comprometer funcdes fisioldgicas

essenciais, impactando negativamente a fertilidade e o sucesso reprodutivo.

2.4.2. As fungoes fisioldgicas das ERO no sistema reprodutor feminino

E importante destacar que, embora o excesso de ERO possa ser prejudicial, essas
moléculas desempenham papeis indispensaveis no sistema reprodutivo feminino. As ERO
atuam como mediadores em cascatas de sinalizacdo intracelular, funcionando como
mensageiros secundarios em processos fisioldgicos e patologicos relacionados ao trato genital
feminino (KALTSAS et al., 2023; MAUCHART et al., 2023; ZAHA et al., 2023).

Essas moléculas estdo envolvidas em etapas cruciais da reprodu¢do, como ovulagdo,
maturagdo de ovocitos, foliculogénese, esteroidogénese ovariana, lutedlise e manutengdo do
corpo luteo durante a gravidez (KALTSAS et al., 2023; MAUCHART et al., 2023; ZAHA et
al., 2023). Ainda segundo esses autores, as ERO desempenham papeis importantes na
implantacdo embrionaria, compactagao celular, desenvolvimento do blastocisto e na atividade
de células germinativas. A atuagdo coordenada das ERO também ¢ essencial para a formagao e
funcionalidade do corpo luteo (KALTSAS et al., 2023).

De acordo com Kaltsas et al. (2023), no inicio de cada ciclo menstrual, os ovocitos
primarios comegam a crescer, € um deles retoma a meiose I, um processo regulado por uma
interacao delicada entre ERO e antioxidantes. Segundo o autor, enquanto a elevacao nos niveis
de ERO ¢ responsavel por desencadear a retomada da meiose I, a progressao para a meiose 11 €
controlada principalmente pela a¢do dos antioxidantes, refletindo assim, a relagdo complexa e

interdependente entre ERO e antioxidantes no microambiente ovariano.
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No ciclo menstrual, as ERO também atuam promovendo a remodelag¢do tecidual, a
sinalizagdo hormonal e as alteracdes ciclicas do endométrio (KALTSAS et al., 2023). Nos
ovarios, essas moléculas regulam processos essenciais, como a produ¢do de hormonios
esteroides, a sintese e maturacdo folicular, a ovulacdo e a funcdo tubaria (AITKEN;
BROMFIELD & GIBB, 2022). Portanto, o equilibrio entre ERO e antioxidantes ¢ crucial para
o microambiente do fluido folicular, influenciando diretamente a sele¢ao do foliculo dominante
(ONAOLAPO et al., 2023).

As ERO também desempenham um papel fundamental na degeneragao do corpo luteo,
na implantacdo embrionaria e no parto (LU et al., 2018; ONAOLAPO et al., 2023). Além disso,
essas moléculas sdo determinantes na qualidade do ovécito, fertilizagcdo, implantagdo e no
desenvolvimento inicial do embrido, regulando o microambiente dos ovarios, do fluido folicular
e do fluido peritoneal (ONAOLAPO et al., 2023). Conforme revisado por Alhayaza et al.,
(2020), estudos realizados in vivo e in vitro demonstraram que as ERO participam ativamente
na sinalizacdo do fator de crescimento endotelial vascular, promovendo a angiogénese, ¢
sugerem seu papel essencial na foliculogénese e no desenvolvimento embriondrio precoce.

Diante disso, fica evidente que o equilibrio entre a produgdo de ERO e a capacidade
antioxidante do organismo ¢ fundamental para assegurar o funcionamento adequado do sistema
reprodutor feminino. Esse balan¢o delicado garante que as ERO exercam suas fungdes

regulatdrias sem causar danos oxidativos que possam comprometer os processos reprodutivos.
2.4.3. Mecanismos de danos causados pelo estresse oxidativo no sistema reprodutor feminino

A elevagdo nos niveis de ERO tem sido associada a redu¢do da capacidade reprodutiva
em mulheres, bem como a infertilidade (ONAOLAPO et al., 2023; KALTSAS et al., 2023;
MAUCHART et al., 2023; ZAHA et al., 2023). O estresse oxidativo pode causar danos
celulares de diversas maneiras, incluindo peroxidacao lipidica, oxida¢@o de proteinas, danos ao
DNA e disfun¢ao mitocondrial (AITKEN; BROMFIELD & GIBB, 2022; ZAHA et al., 2023).
No sistema reprodutor feminino, esses danos podem levar a consequéncias significativas, como
implantacao defeituosa, alteragdes na funcao endocrina e danos ao endométrio (KALTSAS et
al., 2023). Como ilustrado na Figura 7, os danos causados pelo estresse oxidativo podem
impactar diretamente a tuba uterina, o ovario, o utero e os ovocitos, levando a consequéncias
como disfuncao ciliar, envelhecimento ovariano acelerado, fragmentacao de DNA e falhas na

implanta¢do embrionaria.
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Efeitos do estresse oxidativo na fertilidade
e na saude feminina

(5 Implantacao impedida
(s Endometriose

(s Pré-eclampsia

C—? Placenta anormal
(5 Aborto espontaneo

(s Disfuncio ciliar
(s Gravidez ectépica
(s Fluido tubdario alterado

Contracoes
prejudicadas

T VED

(s Reserva ovariana reduzida
(s Maturacao prejudicada

(5 Aneuploidia
(s Fragmentacdo do DNA

La Disfuncao mitocondrial

(s Foliculogénese prejudicada
(s Fragmentacdo do DNA
(5 Aumento da apoptose

(5 Ovario policistico
(5 Expressao genética alterada

Figura 7. Efeitos do estresse oxidativo na fertilidade feminina e na saude reprodutiva. O estresse oxidativo
influencia negativamente diversas partes do sistema reprodutor feminino, incluindo a tuba uterina (disfungao ciliar,
risco aumentado de gravidez ectdpica), o ovario (reserva ovariana reduzida, envelhecimento acelerado), o ttero
(falha de implantacdo, pré-eclampsia, aborto espontaneo) e os ovocitos (fragmentacdo de DNA, aneuploidia e
reducdo na taxa de fertilizacdo). Esses efeitos destacam a complexidade e a amplitude do impacto do desequilibrio

redox na satude reprodutiva feminina.

Fonte: Adaptado de Kaltsas et al. (2023)

Evidéncias relatadas na literatura indicam que as células germinativas sao
significativamente mais vulneraveis aos efeitos deletérios do estresse oxidativo em comparacao
as células somaticas (ONAOLAPO et al., 2023). Além disso, estudos demonstraram que o
estresse oxidativo induzido por radioterapia pode levar a atrofia ovariana, a perda de ovdcitos
e a redugdo do estoque de foliculos. Esses danos estruturais e funcionais podem desencadear
irregularidades menstruais, insuficiéncia ovariana precoce e, em ultima instancia, infertilidade
(AITKEN; BROMFIELD & GIBB, 2022; KALTSAS et al., 2023; MAUCHART et al., 2023;
ZAHA et al., 2023).

A peroxidagao lipidica, por exemplo, € um processo no qual os lipidios sao degradados
pelo oxigénio, resultando na formagdo de peroxidos lipidicos (SU et al., 2019; GUERRIERO
& D’ERRICO, 2022). Esse processo afeta diretamente a membrana celular, comprometendo a

viabilidade e a fun¢do dos ovocitos e foliculos. Segundo os autores, a peroxidagdo lipidica
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estimula a produgdo de citocinas pro-inflamatodrias, exacerbando os danos celulares causados
pelo estresse oxidativo. De maneira semelhante, a oxidagdo de proteinas, que resulta na
modificag¢ao de residuos de aminoacidos, interrompe as fungdes originais das proteinas e reduz
sua viabilidade e funcionalidade nos ovdcitos e foliculos em desenvolvimento (KEHM et al.,
2021). Esse processo também promove a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias, contribuindo
para um ciclo continuo de danos oxidativos.

No nivel do DNA, o estresse oxidativo provoca alteracdes que resultam em mutagdes e
disfungdes, incluindo quebra de fita simples e dupla e alteragdes nucleotidicas, afetando
negativamente a viabilidade e a fun¢do dos ovdcitos (GUERRIERO & D’ERRICO, 2022;
KALTSAS et al., 2023). A disfun¢do mitocondrial também desempenha um papel importante
nesse processo. Quando a atividade mitocondrial ¢ prejudicada, a producdo de energia ¢
reduzida, e os niveis de ERO sdo intensificados, comprometendo ainda mais a viabilidade dos
gametas femininos (ONAOLAPO et al., 2023; KALTSAS et al., 2023).

A ovulagdo ¢ um processo biologicamente complexo que envolve uma resposta
inflamatoéria local, caracterizada pelo aumento significativo na produgdo de ERO (KEHM et
al., 2021). Embora os niveis elevados de ERO desempenhem um papel crucial no rompimento
do foliculo, eles também podem causar danos as células da granulosa que estdo passando pelo
processo de luteinizagdo (ONAOLAPO et al., 2023; MAUCHART et al., 2023). Evidéncias
cientificas sugerem que agentes anti-inflamatdérios podem inibir a ovulagdo, evidenciando a
estreita relacao entre os mecanismos inflamatorios e ovulatorios (AITKEN; BROMFIELD &
GIBB, 2022; ZAHA et al.,, 2023). Nesse contexto, macrdfagos e neutrofilos, células
imunologicas frequentemente presentes nos ovarios, parecem ser as principais fontes de ERO
durante o processo ovulatorio, visto que contribuem substancialmente para o aumento na
producdo de radicais livres (ONAOLAPO et al., 2023).

A influéncia das ERO na fecundagdo e implantacdo ¢ dupla e critica: em niveis
fisiologicos, essas moléculas atuam como sinalizadores que promovem processos
fundamentais, como capacitagdo espermatica, reacao acrossomica e fusdo gamética, sendo
essenciais para a formagdo adequada do pronucleo e a segmentagdo inicial (AITKEN;
BROMFIELD & GIBB, 2022; ZAHA et al., 2023). Por outro lado, concentragdes excessivas
de ERO podem comprometer a capacidade fertilizadora, induzindo a polimerizagdo da zona
pelucida e enfraquecendo a habilidade de implanta¢ao do embrido (ONAOLAPO et al., 2023).
Além disso, durante o estdgio pré-implantacional, ERO sdo geradas naturalmente como

subprodutos da fosforilagdo oxidativa, e niveis adequados sdo necessarios para divisdes
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celulares iniciais. Contudo, seu acumulo patolégico pode resultar em danos ao DNA, apoptose
embrionaria e queda na viabilidade, reduzindo diretamente as taxas de implantacdo (AITKEN;
BROMFIELD & GIBB, 2022; ONAOLAPO et al., 2023; ZAHA et al., 2023).

O desenvolvimento embrionario, um processo altamente complexo, ¢ particularmente
vulneravel aos efeitos do estresse oxidativo (ONAOLAPO et al., 2023). Esse desequilibrio
metabolico pode alterar a expressdo genética do embrido, interrompendo o desenvolvimento
embrionario e levando a anormalidades cromossomicas (ALMANSA-ORDONEZ et al., 2020).
Além disso, estudos associam a presenga de estresse oxidativo a redugdo na producao de ATP
e ao desenvolvimento atrofiado do embrido, comprometendo sua viabilidade e progressdo
(MAY-PANLOUP et al., 2021; ONAOLAPO et al., 2023). Conforme apontado por esses
autores, o estresse oxidativo também pode tornar as células embrionarias mais suscetiveis a
apoptose, o que agrava ainda mais o desenvolvimento anomalo do embrido. Esses achados
reforcam a importancia de mecanismos antioxidantes adequados para preservar a integridade
celular e garantir um desenvolvimento embrionario saudavel.

A implantagdo embriondria, uma etapa crucial para o estabelecimento de uma gravidez
saudavel, pode ser significativamente prejudicada pelo estresse oxidativo, conforme descrito
por Mukherjee et al., (2021). Em seu estudo, Mukherjee et al. (2021) destacam que esse
impacto negativo ocorre por meio de diversos mecanismos, incluindo a indug¢ao de inflamagado
endometrial, a redu¢ao da capacidade de invasdo do trofoblasto e alteragdes na expressao
genética. A invasdo do trofoblasto, essencial para o sucesso da implantagdo, ¢ particularmente
sensivel aos efeitos do estresse oxidativo. De forma complementar, Zhang & Wu (2023)
ressaltam que a inflamacao endometrial induzida por ERO compromete a receptividade uterina
e a capacidade do endométrio de nutrir o embrido, dificultando o processo de implantagao.

Em resumo, o estresse oxidativo exerce um impacto significativo no sistema reprodutor
feminino, comprometendo processos fundamentais, como a qualidade do ovdcito, o
desenvolvimento embrionario e a implantagdo. Os danos causados pelas ERO ao DNA,
proteinas e lipidios, associados a disfun¢do mitocondrial e a inflamacdo, destacam a
complexidade e a vulnerabilidade do ambiente reprodutivo frente ao desequilibrio redox. A
compreensdo desses mecanismos € essencial para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
que minimizem os efeitos deletérios do estresse oxidativo e promovam a satde reprodutiva

feminina.
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2.5. Fatores relacionados ao estresse oxidativo que afetam a fertilidade feminina
2.5.1. Idade

Nas ultimas décadas, tem-se registrado um aumento expressivo no nimero de mulheres
que optam por adiar a maternidade, o que resultou em uma elevacao significativa da idade
média para a primeira gravidez (DELBAERE; VERBIEST & TYDEN, 2020; YE; BAKER &
TONG, 2023; ZHANG & WU, 2023). Esse adiamento pode ser explicado por fatores como
maior investimento em educacdo, desenvolvimento de carreiras profissionais, dificuldades em
encontrar o parceiro ideal e maior acesso a métodos contraceptivos (ZHANG & WU, 2023;
YE; BAKER & TONG, 2023). Como consequéncia, observa-se um aumento no numero de
mulheres enfrentando dificuldades para engravidar, bem como uma maior prevaléncia de
complicacdes durante a gravidez e o parto (ZHAO et al., 2019).

A infertilidade esté se tornando cada vez mais associada a idade materna avangada, que
¢ amplamente reconhecida como um fator de risco para os resultados reprodutivos (DU FOSSE
et al., 2020; ZHANG & WU, 2023). Tipicamente definida como 35 anos ou mais, a idade
materna avangada tem se consolidado como um aspecto central no aconselhamento pré-
concepcional, sendo cada vez mais discutida tanto entre profissionais de satide quanto na
populacdo em geral (YE; BAKER & TONG, 2023).

Do ponto de vista bioldgico, as mulheres nascem com uma quantidade finita e pré-
determinada de ovocitos armazenados nos ovarios. O nimero maximo de ovocitos € alcangado
ainda durante o desenvolvimento fetal, mas reduz-se para alguns milhdes no momento do
nascimento (SCHUTZ & BATALHA, 2024). Esse declinio continua progressivamente ao
longo da vida: cerca de 500.000 ovdcitos estdo presentes na puberdade e apenas 25.000 aos 37
anos, refletindo o envelhecimento natural do estoque ovariano (CHUA et al., 2020). Além da
reducdo quantitativa, os ovocitos remanescentes apresentam qualidade diminuida, com maior
predisposicao a aberragdes cromossomicas € erros meioticos, fatores que impactam diretamente
a fertilidade feminina (ZHAO et al., 2019; CHUA et al., 2020; SESHADRI et al., 2021;
KALTSAS et al., 2023).

A revisdo conduzida por Ye; Baker & Tong (2023) destacou ainda que, com o avango da
idade, o sistema endocrino sofre alteracdes significativas, acompanhadas por um declinio
gradual de diversas funcdes fisioldgicas. Segundo os autores, a idade afeta diretamente o padrao
de secre¢ao hormonal regulado pelo eixo hipotdlamo-hipofise e altera a sensibilidade desse eixo

ao feedback negativo exercido pelos hormonios terminais. Além disso, processos fundamentais,
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como o metabolismo 6sseo, a homeostase da glicose ¢ o equilibrio do calcio, também sdo
prejudicados pelo envelhecimento.

Essas mudangas endocrinas e bioldgicas afetam diretamente os tratamentos de reprodugao
assistida. Em uma anélise conduzida por Havrljenko et al., (2023) foi avaliado o ntimero ideal
de ovocitos em metafase II para maximizar as taxas de nascimentos vivos em mulheres com
idade avangada. Os resultados sugerem que, para mulheres com mais de 40 anos, a recuperagao
de pelo menos nove ovocitos em meiose II durante a FIV aumenta as chances de sucesso. No
entanto, a taxa de sucesso diminui drasticamente apds os 42 anos.

Na revisdo de Delbaere; Verbiest & Tydén (2020), foi evidenciado o impacto do
envelhecimento na fertilidade, mostrando que a probabilidade de concepgdo diminui com o
avanco da idade. Mulheres com menos de 30 anos tém cerca de 85% de chance de engravidar
em um ano. Essa probabilidade cai para 75% aos 30 anos, 66% aos 35 anos e apenas 44% aos
40 anos. Além disso, os autores evidenciam que as mulheres mais velhas apresentam maior
risco de aborto espontaneo em comparacao as mulheres mais jovens.

Conforme Terao et al., (2019) a diminuicdo da qualidade da reserva ovariana esta
associada a dois fatores principais: o aumento do dano oxidativo nos ovocitos e a disfunc¢ao dos
sistemas de defesa antioxidante. Os autores demonstraram que, com o avanco da idade, ocorre
uma reducgdo na eficiéncia dos sistemas antioxidantes enddgenos, incluindo a GSH, CAT e
SOD, o que compromete a neutralizacao eficaz de ERO. Paralelamente, ha um aumento na
producdo de ERO, impulsionado por alteragdes no metabolismo mitocondrial, que se torna
menos eficiente com o envelhecimento.

Além disso, Seshadri et al., (2021) destacam que fatores cumulativos, como o dano
oxidativo ao mtDNA, a membrana lipidica e as proteinas celulares, amplificam
significativamente o impacto do estresse oxidativo nas células ovarianas. Esse dano ¢
especialmente preocupante nos ovocitos, que permanecem no estagio meidtico por décadas,
tornando-os particularmente vulneraveis ao acaimulo de lesdes oxidativas. O estudo de Seshadri
também revelou que o microambiente folicular em mulheres mais velhas apresenta niveis
elevados de ERO e uma capacidade antioxidante reduzida. Esse desequilibrio compromete a
qualidade dos ovdcitos, bem como o processo de maturagdo folicular, refletindo diretamente na
fertilidade feminina.

Em resumo, a idade materna avancada apresenta impactos significativos na fertilidade,
influenciando a qualidade e quantidade dos ovocitos, a funcionalidade do sistema enddcrino e

os resultados de técnicas de reproducdo assistida. Além disso, os desafios impostos pelo
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envelhecimento reprodutivo reforcam a importancia de estratégias integradas de
conscientizacdo, aconselhamento pré-concepcional e intervengdes clinicas que possam mitigar
os riscos associados a maternidade tardia, promovendo melhores desfechos reprodutivos e

qualidade de vida para as pacientes.
2.5.2. Peso corporal

A obesidade ¢ reconhecida pela OMS como um dos mais graves problemas de satde
publica global. A proje¢do para o ano de 2025 indica que cerca de 2,3 bilhdes de adultos estardo
com sobrepeso, sendo aproximadamente 700 milhdes classificados como obesos — condigao
definida por um Indice de Massa Corporal (IMC) igual ou superior a 30 kg/m2.(FAO, 2024).

A influéncia da obesidade na infertilidade feminina ¢ um topico de preocupagio
significativa na medicina reprodutiva (MARINELLI et al., 2022; ENNAB & ATIOMO, 2023;
ZHENG et al., 2023). Alteragdes nos niveis de adipocinas, como a redugdo da adiponectina e o
aumento da leptina, desempenham um papel central na patogénese da infertilidade associada a
obesidade. As adipocinas sdo peptideos bioativos produzidos pelo tecido adiposo que regulam
processos metabodlicos e inflamatdrios. A leptina, uma adipocina especifica, atua no controle
do apetite e no equilibrio energético, mas, em niveis elevados, como ocorre na obesidade, pode
desregular a funcdo ovariana, interferir no equilibrio hormonal necessério para a ovulacao e
comprometer a receptividade endometrial (ZHENG et al., 2023).

O eixo hipotalamo-hipdfise-ovario desempenha um papel central na regulacdo da
fisiologia reprodutiva feminina. No entanto, a obesidade compromete esse sistema harmonioso,
principalmente por meio de alteragcdes nos niveis de leptina e outras adipocinas, que desregulam
o funcionamento do eixo (ZHENG et al., 2023). Quando em niveis elevados, como os
observados na obesidade, a leptina interfere diretamente na secrecdo ritmica do hormdnio
liberador de gonadotrofina (GnRH) pelo hipotdlamo. Essa interferéncia prejudica a liberacao
pulsatil do GnRH, um mecanismo essencial para a regulacao do eixo reprodutivo, e resulta em
padrdes alterados de secrecdo do LH e do FSH, que sdo cruciais para o ciclo menstrual e a
ovulagdo (CARSON & KALLEN, 2021; MARINELLI et al., 2022; ENNAB & ATIOMO,
2023; FIELDER; NICKKHO-AMIRY & SEIF, 2023).

Por outro lado, a diminui¢do da adiponectina, uma adipocina com propriedades anti-
inflamatorias e sensibilizadores a insulina, também desempenha um papel critico em individuos
obesos. Sua reducao contribui significativamente para a resisténcia a insulina, que, por sua vez,

impacta ainda mais o eixo hormonal ao interferir na secrecdo e agdo dessas moléculas (ZHENG
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et al., 2023). As consequéncias desse desequilibrio hormonal sdo abrangentes, variando desde
ciclos anovulatorios e periodos menstruais irregulares até um quadro de fertilidade desafiador.
Além de reduzir as chances de concepgao natural, esse cenario complexo apresenta obstaculos
adicionais para tratamentos de reprodugdo assistida, evidenciando a necessidade de
intervengoes especificas voltadas a regulacao metabolica e ao equilibrio hormonal em pacientes
obesas (CARSON & KALLEN, 2021; MARINELLI et al., 2022; ENNAB & ATIOMA, 2023;
FIELDER; AMIRY & SEIF, 2023).

A revisao conduzida por Amiri & Tehrani (2020) destacou que a desregulagao hormonal
dos esteroides sexuais em mulheres obesas pode impactar significativamente os resultados da
FIV. Essa desregulagdo esta associada a periodos mais longos de estimulacdo folicular, maior
assincronia no desenvolvimento dos foliculos, maior probabilidade de cancelamento do ciclo e
menores taxas de nascidos vivos, quando comparadas a pacientes inférteis com peso normal.
Ainda, segundo os autores, cada aumento de uma unidade no IMC reduz a probabilidade de
sucesso na FIV em aproximadamente 2,2% a 4,3%. Além disso, as taxas de implantagdo em
mulheres obesas também sdo consideravelmente menores do que naquelas com peso normal,
evidenciando o impacto negativo do excesso de peso nos desfechos reprodutivos.

Nesse contexto, torna-se imprescindivel adotar mudangas no estilo de vida, com énfase
nos habitos alimentares. As mudancas alimentares recomendadas pela OMS incluem medidas
voltadas para o equilibrio da ingestdo de energia — ou seja, da quantidade total de calorias
consumidas — e para a promocao de uma alimentacdo saudavel. Essa ingestdo calorica ¢
determinada pelos macronutrientes presentes na dieta, como carboidratos, proteinas e gorduras,
que sdo as principais fontes de energia utilizadas pelo organismo. Entre as principais
orientagdes estao a limitagao do consumo de gorduras saturadas e trans, com a substitui¢ao por
gorduras insaturadas, além do aumento da ingestdo de frutas, vegetais e fibras alimentares. A
OMS também recomenda a reducdo do consumo de agucares e sal, visando prevenir doencas
metabolicas e cardiovasculares (FAO, 2024). Essas diretrizes sdo especialmente relevantes
diante do aumento global dos indices de obesidade e distirbios metabdlicos.

Adicionalmente, a suplementacdo com antioxidantes e outras substancias vem ganhando
espaco na comunidade cientifica como uma abordagem terapéutica adjuvante. Estudos indicam
que compostos antioxidantes, como vitaminas C e E, polifenois e acidos graxos omega-3,
podem oferecer beneficios, especialmente para individuos com condigdes metabodlicas, como
diabetes e obesidade (ZHENG et al., 2023). Essas substancias ajudam a combater o estresse

oxidativo, reduzir inflamagdes sist€émicas e melhorar marcadores metabdlicos,
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complementando as mudangas alimentares recomendadas para a promog¢ao de uma satde global
mais equilibrada (DUMANOVIC etal., 2021; YANG et al., 2022; CHAUDHARY et al., 2023;
JOMOVA et al., 2024).

2.5.3. Estilo de vida

O impacto de um estilo de vida ndo saudavel no bem-estar humano tem sido amplamente
reconhecido. Habitos como tabagismo, consumo de alcool e uso de drogas licitas ou ilicitas
vém sendo identificados como fatores de risco para diversas doengas (ANGELIS et al., 2020;
KALTSAS et al., 2023). Nesse contexto, a infertilidade feminina pode ser influenciada por
diversos fatores, principalmente por meio do aumento do estresse oxidativo e do
comprometimento da qualidade dos ovdcitos e do ambiente folicular (KALTSAS et al., 2023).

Apesar das inimeras evidéncias cientificas sobre os danos causados pelo tabagismo, por
exemplo, e das campanhas antitabagismo conduzidas por profissionais de satde, estima-se que,
mundialmente, cerca de 175 milhdes de mulheres com 15 anos ou mais ainda fumem, seja de
forma regular ou ocasional (DHAGE et al., 2024). Esta estabelecido que a fumaca do cigarro ¢
composta por cerca de 5.000 classes quimicas, incluindo hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, metais pesados e alcaloides, muitas das quais apresentam toxicidade reprodutiva.
Essa mistura complexa de compostos afeta diferentes componentes do sistema reprodutivo
feminino, resultando em impactos combinados e significativos (CUI & WANG, 2024; DHAGE
et al., 2024).

Um estudo recente de Cui & Wang (2024) elucidou que o tabagismo pode reduzir a
reserva ovariana em cerca de 20%, interferindo diretamente na foliculogénese por meio de
processos como aumento de apoptose, autofagia e danos ao DNA. Além disso, o tabaco
compromete as conexoes entre os ovocitos e as células da granulosa, resultando na morte de
foliculos ovarianos. De acordo com os autores, o tecido ovariano de mulheres fumantes
frequentemente apresenta niveis elevados de ERO e peroxidacao lipidica, contribuindo para a
disfungao dos ovdcitos e reducao no potencial de fertilizagao.

O estudo conduzido por Kaltsas et al. (2023) demonstrou que o consumo de alcool, uma
droga licita amplamente utilizada, também estd associado a efeitos adversos na saude
reprodutiva feminina. Durante o metabolismo do alcool, sdo gerados metabolitos como radicais
acetil e metil, responsaveis pela formacao de ERO. Esses radicais causam peroxidacao lipidica,
reduzem os niveis de antioxidantes como a GSH e a SOD, e aumentam o estresse oxidativo no

plasma materno. Os autores afirmam que quando consumido durante a gravidez, o alcool pode
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levar a restri¢ao de crescimento intrauterino, parto prematuro, baixo peso ao nascer, maior risco
de doencas congénitas, aborto espontaneo e prematuridade.

Com relacao ao consumo de drogas psicoativas, como maconha e cocaina, Hamed et al.,
(2010) evidenciaram que essas substancias induzem toxicidade ao promover danos oxidativos
nos 6rgaos reprodutivos, inflamagdo e apoptose celular. Além disso, essas drogas podem
suprimir o eixo hipotalamo-hipoéfise, reduzindo a secre¢do de hormdnios sexuais, prejudicando
a gametogénese e afetando a qualidade dos gametas. Especificamente, o tetrahidrocanabinol
(THC), principal composto ativo da maconha, e seus metabdlitos, assim como a nicotina, geram
estresse oxidativo e radicais peroxil lipidicos. Esses efeitos estdo associados ao esgotamento
das reservas antioxidantes, danos ao DNA e apoptose celular. Kaltsas et al. (2023) destacam
que o THC pode impactar negativamente a maturacdo dos ovocitos, reduzir as chances de
atingir a metafase II e comprometer o desenvolvimento embrionério inicial, com aumento nos
niveis de apoptose em blastocistos derivados.

Diante desses efeitos prejudiciais das drogas sobre a funcdo reprodutiva, cresce o
interesse por estratégias que atuem de forma inversa — protegendo ou restaurando a fertilidade.
Nesse contexto, a atividade fisica tem se tornado um recurso promissor no tratamento da
infertilidade, devido aos seus efeitos benéficos nos processos bioldgicos e fisiologicos
envolvidos na reprodugdo (XIE et al., 2022; BRINSON et al., 2023). A OMS define a atividade
fisica como qualquer movimento fisico produzido pelo musculo esquelético que consome
energia (BULL et al., 2020). Além disso, a OMS recomenda a pratica de pelo menos 150
minutos de atividade fisica de intensidade moderada a vigorosa, por semana, para reduzir o
risco de doencas relacionadas a infertilidade.

Os beneficios da atividade fisica na fertilidade feminina estdo associados a mecanismos
que fortalecem as defesas antioxidantes e reduzem a inflamagao em fluidos corporais, 6rgaos e
tecidos reprodutivos (XIE et al., 2022). Conforme a revisdo realizada por XIE et al. (2022),
ensaios clinicos randomizados tém relatado efeitos terapéuticos dessa pratica na infertilidade,
principalmente por meio de melhorias sistémicas, como a melhora da fun¢ao imunolégica,
maior sensibilidade a insulina e regulacdo dos hormonios sexuais circulantes. Brinson et al.
(2023) destacam que, entre mulheres, o aumento da atividade fisica e a redugdo do
comportamento sedentario estdo associados a manutencao do peso corporal e ao equilibrio
hormonal, fatores essenciais para o aumento das chances de concepgao.

No entanto, ¢ importante observar que altos niveis de atividade fisica podem ter efeitos

negativos na fertilidade, como a inibicdo da ovula¢do, o que reduz a probabilidade de
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concepgdo. Embora os seus efeitos benéficos na fertilidade sejam evidentes, o impacto geral da
pratica de atividade fisica em populagdes diversas ainda nao estd completamente esclarecido,
exigindo mais estudos para entender os limites ideais de intensidade e frequéncia

(MUSSAWAR et al., 2023; ZHANG et al., 2024).

2.5.4. Uso de tecnologias de reproducao assistida (TRA) como alternativa para infertilidade

A utilizagdo de tecnologias de reproducdo assistida (TRA) teve inicio em 1978 e, desde
entdo, tem se expandido amplamente em todo o mundo, transformando o tratamento da
infertilidade (YANG; ZHU & JIN, 2020). De acordo com os autores, at¢ 2020, mais de oito
milhdes de bebés foram concebidos por meio dessas tecnologias, com uma taxa média anual de
crescimento de 9,1%. No entanto, apesar desse progresso, evidéncias sugerem que esses
procedimentos podem aumentar os niveis de estresse oxidativo, afetando negativamente a
qualidade ovocitéria e os resultados reprodutivos (YANG; ZHU & JIN, 2020; MAUCHART et
al., 2023; HENRY & NISOLLE, 2024).

Entre as principais abordagens atualmente utilizadas, destacam-se a inseminagdo
intrauterina, a FIV e a ICSI. Esses procedimentos sdo frequentemente acompanhados de
estratégias complementares, como hiper estimulagdo ovariana controlada, recuperacdo de
ovocitos, cultivo e transferéncia de embrides, com ou sem diagnostico genético ou triagem pré-
implantacdo. Além disso, técnicas avang¢adas como congelamento e descongelamento de
gametas e embrides, recuperacao cirargica de espermatozoides e eclosao assistida tém ampliado
significativamente o alcance e a eficidcia das TRA (YANG; ZHU & JIN, 2020; HENRY &
NISOLLE, 2024).

O estudo conduzido por Mauchart et al. (2023) destacou que, durante o desenvolvimento
in vitro, varios fatores podem ser responsaveis pelo aumento da geragdo de ERO no
microambiente dos ovocitos, levando a resultados abaixo do ideal. Entre os principais fatores
identificados estdo a auséncia de antioxidantes ndo enzimaticos no meio de cultura, as
diferencas na concentragdo de oxigénio entre as condi¢des in vivo € in vitro, a exposi¢ao a luz
visivel e a presenga de aditivos no meio de cultura. Esses fatores, em conjunto, podem
intensificar o estresse oxidativo, comprometendo a viabilidade dos ovoécitos e o
desenvolvimento embrionario.

Além disso, os autores investigaram as diferengas na origem celular das ERO entre a FIV
convencional e a ICSI. Na FIV convencional, as células do cumulus, os ovocitos presentes em

cada placa e os espermatozoides utilizados durante a co-incubacdo contribuem de forma
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significativa para a producdo de ERO. Em contraste, no procedimento de ICSI, as células do
cumulus sdo removidas previamente, eliminando essa fonte potencial de ERO antes do inicio
da incubacdo. Assim, com base nesses achados, Mauchart et al. (2023) sugerem que, em casos
de patologias clinicas como sindrome dos ovarios policisticos e endometriose, que estao
frequentemente associadas a niveis elevados de ERO no microambiente ovocitario, a ICSI pode
ser a abordagem mais indicada. A remocdo das células do cumulus minimiza a geracao
adicional de ERO, reduzindo o impacto do estresse oxidativo sobre os ovocitos e criando
condigdes mais favoraveis para a fertilizacao e o desenvolvimento embrionario.

A revisdo de Kushnir; Smith & Adashi, (2022) sobre os desafios atuais e as perspectivas
futuras na reprodu¢@o humana destacou o impacto negativo das TRA no equilibrio redox das
pacientes. Segundo os autores, o processo de tratamento da infertilidade ¢ altamente complexo,
envolvendo diversas etapas que podem se prolongar por varios meses. Durante esse periodo, as
pacientes enfrentam desafios significativos, incluindo sobrecargas financeiras, fisicas e
psicoldgicas, que frequentemente levam a interrupcao do tratamento antes da obten¢do de uma
gravidez. Além disso, essa carga emocional e fisioldgica esta diretamente associada ao aumento
na produgao de radicais livres, intensificando o estresse oxidativo. Esse desequilibrio no estado
redox pode comprometer ndo apenas a qualidade dos gametas, mas também as taxas de sucesso
do tratamento, refor¢ando a necessidade de estratégias para mitigar esses efeitos e melhorar os
desfechos clinicos.

O estudo de Zaha et al., (2023) expandiu o conhecimento sobre o impacto do estresse
oxidativo em técnicas de reprodugdo assistida, investigando os marcadores de estresse
oxidativo no fluido folicular e no soro de mulheres submetidas a FIV. Os resultados destacaram
que niveis elevados de malondialdeido (MDA), um marcador de peroxidacao lipidica, estavam
diretamente associados a reducdo na qualidade dos ovoécitos e a taxas mais baixas de
fertilizagdo. Esses achados destacam a importancia de garantir um ambiente folicular saudavel
e equilibrado, com niveis adequados de antioxidantes, como um fator crucial para otimizar os
resultados em procedimentos de reproducao assistida. Além disso, 0 monitoramento continuo
de marcadores de estresse oxidativo revela-se uma ferramenta valiosa para avaliar as condigdes
do microambiente reprodutivo, permitindo ajustes terapéuticos precisos e personalizados. Essa
abordagem pode contribuir significativamente para aumentar as taxas de sucesso dos

tratamentos, melhorando tanto a qualidade ovocitaria quanto os desfechos embrionarios.
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2.6. Os biomarcadores do estresse oxidativo e suas influéncias na reproducio assistida

O estresse oxidativo € caracterizado por um desequilibrio entre a produgdo de radicais
livres e a capacidade antioxidante do organismo, resultando em danos a biomoléculas
essenciais, como mencionado anteriormente. Esse estado de desequilibrio tem implicagdes
significativas na saude, incluindo impactos na fertilidade feminina, ao comprometer diversos
processos fisioldgicos.

A avaliagdo do estresse oxidativo ¢ realizada por meio de biomarcadores especificos que
fornecem informagdes detalhadas sobre os niveis de peroxidagao lipidica, integridade do DNA
e eficacia dos sistemas antioxidantes. Esses biomarcadores nao apenas refletem o estado redox
do organismo, mas também auxiliam na identificacdo de mecanismos subjacentes a patologias
relacionadas ao estresse oxidativo.

Neste contexto, os biomarcadores discutidos a seguir sdo fundamentais para a detecgao e
quantificagdo do estresse oxidativo. Cada um deles ¢ analisado com base em sua localizagao
celular, fun¢do, mecanismo de acdo e impacto na fertilidade feminina, contribuindo para a
compreensdo das interagdes entre o estresse oxidativo e a saude reprodutiva. Além disso, essas
informacdes sdo cruciais para o desenvolvimento de abordagens diagndsticas e terapéuticas
mais eficazes, visando otimizar os desfechos em mulheres afetadas por condi¢des associadas

ao estresse oxidativo.
2.6.1. Glutationa (GSH)

A glutationa (GSH) ¢ um tripeptideo formado por glutamato, cisteina e glicina,
amplamente encontrado nas células eucaridticas. Apesar de sua sintese exclusiva no citosol, a
GSH ¢ compartimentada em diferentes organelas, predominantemente em nucleos, reticulo
endoplasmatico e mitocondrias, sendo considerada o tiol de baixo peso molecular mais
abundante no organismo(CHEN; YANG & ZHANG, 2023). O grupo tiol ativo (-SH) presente
na GSH ¢ crucial para suas propriedades funcionais, permitindo sua atuacdo como cofator na
ativacdo de diversas enzimas e desempenhando um papel central em processos de detoxificacao
e defesa antioxidante (HUANG et al., 2023). Esse grupo funcional ¢ altamente reativo,
possibilitando a GSH neutralizar ERO, regenerar outros antioxidantes e se ligar a compostos
toxicos, como metais pesados e radicais livres, promovendo a prote¢ao celular e a manutengao
da homeostase redox (CHEN; YANG & ZHANG, 2023; HUANG et al., 2023).

A glutationa existe predominantemente na sua forma reduzida (GSH), que atua como

antioxidante ativo. Durante a neutralizacao das ERO, duas moléculas de GSH sao convertidas
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em sua forma oxidada (GSSG) por meio da formacao de uma ponte dissulfeto (HAMAD et al.,
2021; AITKEN, 2022). Apesar de serem termodinamicamente favoraveis, muitas reagdes entre
a glutationa reduzida (GSH) e moléculas oxidantes apresentam velocidades extremamente
reduzidas (AVERILL-BATES, 2023). Por esse motivo, grande parte da fun¢ao antioxidante da
GSH depende da agdo catalitica das enzimas glutationa peroxidases (GPXs). As GPXs sao
peroxidases que catalisam a redu¢do de hidroperoxidos lipidicos ou do perdxido de hidrogénio
(H203), convertendo-os em seus respectivos alcoois ou em agua, protegendo, assim, as c€lulas
contra os danos oxidativos (AVERILL-BATES, 2023). A equagdo a seguir mostra a reducao

do perdxido de hidrogénio em agua:
H>0,+2 GSH — GSSG + 2 H>0

Em condi¢des normais, o organismo mantém altos niveis de GSH em relacao a GSSG,
garantindo a eficacia do sistema antioxidante (AVERILL-BATES, 2023). Porém, redugdes nos
niveis de GSH ou um aumento significativo na relagdo GSSG/GSH estdo associados a uma
maior suscetibilidade ao estresse oxidativo, comprometendo processos fundamentais como a
maturagdo ovocitaria, a fertilizacao e o desenvolvimento embrionario (HAMAD et al., 2021).
A soma das formas reduzida e oxidada, conhecida como glutationa total (tGSH), reflete a
capacidade antioxidante global da célula. Assim, um aumento na relagio GSSG/GSH ¢
amplamente utilizado como indicador de estresse oxidativo, sinalizando desequilibrios no
estado redox celular e suas implicagdes na saude (HAMAD et al., 2021; AITKEN, 2022;
CHEN, YANG E ZHANG, 2023; HUANG et al., 2023).

As enzimas que catalisam as reagdes de troca de elétrons entre glutationa e diferentes
alvos sdo glutaredoxinas, glutationa redutase, glutationa peroxidases e glutationa transferases.
A glutationa redutase (GR) desempenha um papel crucial na manuteng¢do da GSH em sua forma
reduzida, reconvertendo a GSSG em GSH por meio da utilizagdo do NADPH como doador de
elétrons (LA ROSA; GARCIA-RUIZ & FERNANDEZ-CHECA, 2012; AVERILL-BATES,
2023). Esse processo ¢ essencial para preservar a capacidade antioxidante das células.
Paralelamente, a glutationa peroxidase catalisa a redu¢do de peroxidos, utilizando o GSH como
substrato para neutralizar essas espécies reativas. Essas fungdes interligadas tornam a GSH uma
peca fundamental no sistema antioxidante e de defesa celular (LA ROSA; GARCIA-RUIZ &
FERNANDEZ-CHECA, 2012). A equagio a seguir mostra a rea¢io de sintese do GSH:

GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP*
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No sistema reprodutivo feminino, a glutationa ¢é especialmente relevante. No
microambiente folicular, a GSH protege o ovdcito contra os danos causados pelo estresse
oxidativo, desempenhando um papel crucial na preservagdo da qualidade ovocitaria (HAMAD
et al., 2021; AITKEN et al., 2022). Estudos demonstram que altos niveis de GSH no fluido
folicular estao associados a melhores taxas de fertilizagao e desenvolvimento embrionario. Por
outro lado, um aumento na razdo GSSG/GSH ¢ relacionado a redu¢ao da qualidade dos ovdcitos
e ao comprometimento da competéncia reprodutiva (BABAYEV & DUNCAN, 2022; CHEN;
YANG & ZHANG, 2023; HUANG et al., 2023). Assim, a glutationa nao apenas atua como um
marcador do estado redox, mas também como um elemento essencial para a satide reprodutiva
feminina.

Adicionalmente, a GSH regula vias de sinalizacdo redox, modulando o estado de
oxidagdo de residuos de cisteina em proteinas (LA ROSA; GARCIA-RUIZ & FERNANDEZ-
CHECA, 2012). Essa regulacdo ¢ essencial para processos como ciclo celular, proliferacao e
morte celular. Seu sistema antioxidante também protege contra danos ao DNA e a membrana
celular, resultantes da peroxidacao lipidica induzida por ERO (AITKEN et al., 2022;
AVERILL-BATES, 2023). Durante procedimentos de reproduc¢do assistida o equilibrio redox
¢ crucial, pois os gametas e embrides sdo expostos a potenciais fontes de estresse oxidativo
(BABAYEV & DUNCAN, 2022; CHEN; YANG & ZHANG, 2023; HUANG et al., 2023).
Observacdes durante ciclos de estimulagdao ovariana indicam que o aumento nos niveis de
GSSG no fluido folicular reflete maior atividade metabdlica e carga oxidativa local
(BABAYEV & DUNCAN, 2022). Isso ressalta a necessidade de estratégias clinicas para
mitigar o estresse oxidativo, como o uso de suplementa¢do antioxidante, incluindo precursores
de GSH, que t€ém demonstrado potencial para melhorar a qualidade ovocitaria e os desfechos
reprodutivos.

Em resumo, a glutationa desempenha um papel indispensavel no controle do estado
redox, protegendo processos fisiologicos criticos para a fertilidade feminina. Sua localiza¢ao
estratégica, acdo antioxidante ¢ impacto direto no microambiente folicular a tornam um
marcador-chave na reprodugdo assistida, com aplicagdes promissoras para intervengdes
terapéuticas e otimizagdo de tratamentos de fertilidade (BABAYEV & DUNCAN, 2022;
CHEN; YANG & ZHANG, 2023; HUANG et al., 2023).
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2.6.2. Nitrito (NOx) e Nitrato (NOs)

Os nitritos (NO2) e nitratos (NO3") sdo metabolitos estdveis derivados do 6xido nitrico
(NO), uma molécula sinalizadora essencial no organismo humano, produzida principalmente
por células endoteliais, macrofagos e outros tipos celulares especializados (STAICU et al.,
2021). O NO desempenha fungdes fisioldgicas cruciais, incluindo a regulagdo do tonus
vascular, a neurotransmissao € a modulagdo da resposta imune. O NO ¢ produzido a partir do
aminoacido L-arginina em uma reacdo catalisada pelas enzimas 6xido nitrico sintases. Nesse
processo, duas moléculas de L-arginina sdo convertidas em duas moléculas de L-citrulina e
duas moléculas de NO. Essa reacao ¢ dependente de cofatores como NADPH e oxigénio
molecular, que fornecem os elétrons necessarios para a sintese de NO (DUTTA & SENGUPTA,
2022). Apoés sua producdo, o NO ¢ rapidamente oxidado no organismo, formando
primeiramente NOy e, posteriormente, NO3™ sendo este ultimo a forma mais estavel e
predominante no plasma sanguineo (DUTTA & SENGUPTA, 2022; BARBOSA et al., 2024).

A seguir o esquema de representagdo da sintese e redug¢ao do NO:

2 L-arginina + 3 NADPH + H" + 4 O, = 2 L-citrulina + 2 NO + 4 H,O + 3 NADP*
NOs;= NO= NO

Um processo reverso pode ocorrer na cavidade oral, quando enzimas redutases
especificas, como as redutases de nitrato, realizam a conversdo de nitratos em nitritos, sendo
este um processo que pode ocorrer em condi¢des de hipoxia (DREJZA et al., 2022;
AWONUGA; CAMP & ABU-SOUD, 2023). Esse ciclo ¢ importante porque o nitrito pode
atuar como uma fonte alternativa de NO em tecidos com baixo oxigénio, ajudando a manter a
homeostase redox e a funcionalidade vascular (BARBOSA et al., 2024). Diante disso, a
quantificagdo desses biomarcadores no plasma ¢ amplamente utilizada como um indicador da
producao de NO no organismo (DREJZA et al., 2022; AWONUGA; CAMP & ABU-SOUD,
2023).

O ciclo entre NO2, NO3 e NO ¢ dinamico e adaptavel as condi¢des metabdlicas. Em
situagdes de baixa oxigenagdo, como no ambiente uterino ou folicular, o NO»™ ¢ convertido de
volta em NO. Este processo permite que o NO atue localmente na regulacao do fluxo sanguineo
¢ na homeostase tecidual (STAICU et al., 2021; DUTTA & SENGUPTA, 2022). No sistema
reprodutor feminino, o NO desempenha um papel critico em varias etapas da fertilidade. Ele

regula o fluxo sanguineo uterino, promove a vascularizagdo do endométrio e influencia a
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contratilidade uterina, processos indispensaveis para a implantagdo embriondria e a manutengao
da gravidez (DREJZA et al., 2022; AWONUGA; CAMP & ABU-SOUD, 2023; BARBOSA et
al., 2024). No microambiente folicular, concentragdes adequadas de NO; e NO; estdo
associadas @ maturagdo ovocitaria, a fun¢do do corpo luteo e a qualidade dos gametas. Contudo,
desequilibrios na producdo ou degradacao de NO, refletidos por alteracdes nos niveis dessas
biomoléculas, podem Ilevar a complicacdes reprodutivas, como infertilidade, abortos
espontaneos e distarbios gestacionais (BARBOSA et al., 2024). Além disso, o excesso de NOy
pode reagir com superoxidos formando peroxinitrito (ONOO™), um radical altamente reativo
que compromete a integridade do DNA, das membranas lipidicas e das proteinas do ambiente
reprodutivo (STAICU et al., 2021; DUTTA & SENGUPTA, 2022; AWONUGA; CAMP &
ABU-SOUD, 2023).

De acordo com Barbosa et al., (2024), o estresse oxidativo, uma condi¢ao
frequentemente observada em mulheres submetidas a técnicas de reproducgdo assistida, esta
intimamente relacionado a produgdo e fung¢do do NO. Durante a estimulagdo ovariana, o
aumento do metabolismo e a geragdo de ERO podem interferir no ciclo do NO, desviando-o de
suas fungdes benéficas e promovendo a formagdo de moléculas pro-oxidantes. Esse
desequilibrio pode comprometer a capacidade antioxidante local e aumentar os danos teciduais,
afetando negativamente os resultados reprodutivos (DUTTA & SENGUPTA, 2022; TREFFON
& VIERLING, 2024).

Portanto, a quantificagdo de NO> e NOs", tanto no plasma quanto no fluido folicular, é
uma ferramenta em potencial para avaliar o estado redox sist€mico e local. Esses biomarcadores
ndo apenas refletem a dindmica do metabolismo de ERN, mas também auxiliam na
identificacdo de pacientes com maior risco de complicagdes relacionadas ao estresse oxidativo
(STAICU et al., 2021; DREJZA et al., 2022). Além disso, o monitoramento dessas moléculas
pode guiar intervengdes terapéuticas, como a suplementacdo antioxidante e a personaliza¢do
dos protocolos de estimulagdo ovariana, visando a melhora da qualidade ovocitaria e dos

desfechos reprodutivos (AWONUGA; CAMP & ABU-SOUD, 2023; BARBOSA et al., 2024).

3. JUSTIFICATIVA

A infertilidade feminina ¢ um problema de saude publica que afeta milhdes de mulheres
ao redor do mundo. Devido a complexidade do sistema reprodutivo feminino, o diagnostico e
o tratamento dessa condi¢do se tornam desafiadores. Clinicamente, a infertilidade corresponde

a incapacidade de alcancgar uma gravidez clinica apos 12 meses de relagdes sexuais regulares e
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desprotegidas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2023). Essa condi¢do ndo apenas afeta
a qualidade de vida das mulheres, mas também reflete questdes mais amplas de satde
reprodutiva e social. Dados recentes da OMS indicam que, em 2022, cerca de uma em cada seis
pessoas no mundo enfrentou infertilidade em algum momento da vida (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2023).

Um estudo recente, conduzido na Europa, destacou o impacto econdmico significativo da
infertilidade, estimando custos anuais em 70 milhdes de euros para cada grupo de 10.000
mulheres com idades entre 18 e 50 anos (BOURRION et al., 2022). Esses dados reforcam que
a infertilidade ndo ¢ apenas um problema médico, mas também uma questao social de grande
relevancia, com implicagdes profundas para a saude global. Além disso, representa um 6nus
consideravel tanto para os individuos quanto para a sociedade como um todo (SUN et al., 2023).
Diante da gravidade desse cenario, a OMS reconheceu a infertilidade como um disttrbio social
(VAYENA; ROWE & GRIFFIN, 2002).

Nos ultimos anos, diversos estudos t€ém evidenciado o papel do estresse oxidativo na
fisiopatologia da infertilidade feminina (AITKEN et al., 2022; GUERRIERO & D’ERRICO,
2022; KALTSAS et al., 2023; MAUCHART et al., 2023; SU et al., 2024). Esse processo
metabolico € caracterizado pelo desequilibrio entre as ERO e os sistemas antioxidantes,
culminando em danos celulares. Quando o sistema antioxidante ndo consegue neutralizar o
excesso de ERO, o trato genital feminino torna-se altamente suscetivel (SU et al., 2024).
Estruturas como ovocitos e foliculos, devido a sua elevada sensibilidade, estdo entre as mais
afetadas, resultando em prejuizos significativos em processos fundamentais, como a
implantacdo embrionaria, a fungdo enddcrina e a integridade do endométrio. Essas alteracdes
comprometem diretamente a ovulacao, a esteroidogénese € a maturagao dos ovocitos, além de
intensificar a apoptose nas células da granulosa (GUERRIERO & D’ERRICO, 2022; SU et al.,
2024).

Na comunidade cientifica, ¢ amplamente reconhecido que as anormalidades oxidativas
podem ser intensificadas por fatores como desnutrigao, obesidade e habitos de vida prejudiciais,
incluindo o consumo de alcool, tabagismo e uso de drogas recreativas (ANGELIS et al., 2020;
HERNANDEZ-RUIZ et al., 2022; XIE et al., 2022; ZHENG et al., 2023). Além disso, a
exposicao a toxinas presentes no ambiente de trabalho ou no meio ambiente tem um impacto
negativo comprovado na fertilidade (SEGAL & GIUDICE, 2019; KINKADE et al., 2021; YAO
et al., 2023). O estresse oxidativo também estd associado a condi¢des como endometriose,

sindrome do ovario policistico e infertilidade sem causa aparente (BANERJEE &
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BHATTACHARYA, 2019; DIDZIOKAITE et al., 2023; ZEBER-LUBECKA; CIEBIERA &
HENNIG, 2023). Diante dessas adversidades, muitos casais enfrentam dificuldades para
conceber e acabam recorrendo as TRA como uma alternativa vidvel para aumentar suas chances
de alcancar uma gestacdo bem-sucedida.

Apesar dessas descobertas, os estudos realizados até o0 momento, predominantemente in
vitro ou em modelos animais, apresentam resultados inconsistentes. Para esclarecer como o
estresse oxidativo impacta a fertilidade e investigar o potencial dos antioxidantes como
abordagem terapéutica, ¢ fundamental a realizacdo de ensaios clinicos randomizados e
controlados em humanos.

Nesse contexto, o estudo propde uma analise a nivel sistémico e folicular do estresse
oxidativo e seu impacto nos parametros reprodutivos femininos, incluindo a taxa de gravidez,
o numero de nascidos vivos, a quantidade de ovocitos capturados € o numero de blastocistos
formados. A hipdtese ¢ de que esse impacto seria causado pelo desequilibrio entre as ERO,
ERN e os mecanismos antioxidantes, refletido em alteragdes nos niveis de glutationa, nitrato,
nitrito, peroxidacdo lipidica e capacidade antioxidante total. Além disso, acredita-se que a
modulacdo do desequilibrio oxidativo, seja por meio da redugdo do estresse oxidativo ou do
fortalecimento do sistema antioxidante, possa contribuir significativamente para a melhoria dos

desfechos reprodutivos e para o tratamento de condigdes associadas.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Investigar o impacto do estresse oxidativo, tanto a nivel sistémico quanto folicular, nos
parametros reprodutivos femininos de mulheres submetidas a tratamentos de infertilidade e
avaliar sua influéncia na contagem de foliculos antrais (CFA), na quantidade de ovdcitos

capturados, no nimero de blastocistos formados e nas taxas de gravidez.

4.2. Objetivos especificos

o Quantificar os niveis de estresse oxidativo por meio da analise de biomarcadores como
glutationa, nitrato, nitrito e espécies reativas de oxigénio em amostras de sangue e fluido
folicular;

o Comparar os efeitos do estresse oxidativo a nivel sistémico e folicular, identificando como

essas diferencas impactam os principais parametros reprodutivos femininos;
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o Analisar a relacdo entre o estresse oxidativo e fatores associados a infertilidade feminina,

com destaque para a influéncia da idade.

5. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Faculdade de Ciéncias da Satde da Universidade de Brasilia (CEP/UnB) e pela
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), sob o parecer consubstanciado CAAE n°
4.882.986. Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), garantindo que estavam cientes dos objetivos e procedimentos da pesquisa e

concordaram em participar voluntariamente.

5.1. Seleciio da populacio

O estudo contou com a participagdo de 49 pacientes inférteis (n = 49), que estavam em
tratamento de reproducdo assistida no Centro de Assisténcia em Reproducao Humana — Genesis
e no Hospital Materno Infantil de Brasilia (HMIB), ambos localizados em Brasilia/DF. Os
critérios de inclusdo foram definidos para garantir a homogeneidade do grupo e incluiram o
diagnostico prévio de infertilidade feminina, IMC entre 18 e 30 kg/m? e a auséncia de doencas
cronicas de alto risco que pudessem comprometer uma gestacao saudavel. Foram excluidas da
pesquisa pacientes com sorologia positiva para doencas infecciosas (HIV, HTLV, Sifilis,
Hepatites B e C), fumantes, aquelas com diagnoéstico de sindrome dos ovarios policisticos ou
endometriose moderada e grave, bem como mulheres com historico de perda gestacional

recorrente ou gravidez ectopica.

5.2. Protocolo de investigacio basica e estimulacio ovariana

Os casais participantes foram submetidos a uma avaliacdo inicial, realizada pelo médico
responsavel, abrangendo aspectos como a idade, o tempo de infertilidade e os fatores causais
associados ao quadro de infertilidade. Entre os exames solicitados, estavam a contagem de
foliculos antrais (CFA), sorologias do casal e o espermograma do parceiro. Exames adicionais
foram solicitados de acordo com o fator causal da infertilidade identificado em cada caso.

E importante ressaltar que, em ambas as clinicas a detec¢io de gravidez bioquimica foi
realizada por meio de um teste de gonadotrofina coridnica humana (Beta-hCG), com valores

superiores aos valores de referéncia predefinidos pelo laboratério (> 0,2 mUI/mL). O exame
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foi realizado 14 dias apos a transferéncia de embrides ou a inseminagdo intrauterina, seguindo
os protocolos estabelecidos.

A confirmagdo de gravidez clinica foi feita pela visualizacao de um saco gestacional no
ultrassom, sendo esta a evidéncia definitiva da implantagdo embrionaria. Por fim, a taxa de
nascidos vivos foi calculada como o nimero de recém-nascidos vivos apos uma gestacdo com

duracdo minima de 37 semanas.

5.2.1. Protocolo de aspiragdo folicular utilizado no Centro de Assisténcia em Reproducdo

Humana — Genesis

A estimulacdo ovariana foi conduzida seguindo os protocolos padrdo de avaliacdo e
tratamento estabelecidos pela instituicdo. A escolha do protocolo apropriado levou em
consideragdo a disponibilidade dos insumos e o julgamento clinico do médico responsavel, que
avaliou as necessidades especificas de cada paciente.

De maneira geral, a maturacdo folicular final, conhecida como trigger, foi realizada
quando a ultrassonografia identificou ao menos dois foliculos com didmetro >18 mm. O trigger
foi induzido por injecdo de gonadotrofina coridnica humana recombinante (rhCG),
gonadotrofina coridnica humana extraida da urina (uhCG) ou um agonista do hormoénio
liberador de gonadotrofina (GnRH). Posteriormente, a aspiracao folicular foi realizada entre 34
e 36 horas apo6s o trigger, com o objetivo de captar os ovocitos.

Para a coleta de ovocitos, as pacientes compareceram ao centro clinico em jejum e
receberam um comprimido de Maleato de Midazolam (15 mg, Dormonid®, Roche, Sao Paulo,
Brasil) cerca de 30 minutos antes do procedimento. A regido vaginal foi lavada com agua
bidestilada estéril para garantir a assepsia, € uma anestesia local foi aplicada com xilazina a 2%
(10 mg/kg, Xylazin 2%, Sintética, Sao Paulo, Brasil), administrando aproximadamente 7 ml em
cada lado da regido pélvica, visando minimizar o desconforto.

As coletas de ovocitos foram realizadas por uma equipe médica especializada, utilizando
sistemas de recuperacao de ovoécitos de limen duplo Wallace® [Wallace Dual Lumen Oocyte
Recovery, 17g needle (33 cm) with 750mm aspiration, Smiths Medical International Ltd.,
London], guiados por ultrassom endovaginal (Aloka SSD-500). Antes do uso, as agulhas foram
lavadas com meio de cultivo heparinizado (Dulbecco's fosfato salino tamponado - 9,6 g/l,
Sigma), suplementado com heparina (0,003 g - 50.000 UI), penicilina (0,075 g) e gentamicina
(1 ml), ajustado a 37°C, com pH de 7,3 + 0,3 e osmolaridade de 288 + 5 mOsm/I, garantindo o

aquecimento do meio e minimizando o volume morto.
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Durante a aspiracdo, as agulhas foram conectadas a uma bomba de aspiracdo (Pioneer
Pro-Pump® Dual - Cooper Surgical) com pressdo negativa constante de 80 mmHg. Apds a
coleta do liquido folicular do primeiro foliculo, este foi lavado com 0,1 ml do meio de cultivo
¢ submetido a uma nova aspiragao.

O liquido folicular aspirado foi transferido para placas de Petri (100 x 20 mm, Corning,
USA) e, sob visdo estereoscopica (Nikon SMZ 745), o cumulus-oophoro foi identificado e
separado. Em seguida, as células foram transferidas para placas contendo meio de cultivo
especifico para gametas e embrides (CSCM-NXC, Irvine Scientific, USA), e mantidos em
incubadoras (Benchtop Incubadora, G185, Sensor Tech, K-System Kivex Biotec A/S, USA)
sob condi¢des controladas de gases (5% CO.) e temperatura (37°C), com pH estabilizado em
7,29. Somente ovocitos em estagio de maturidade (Metafase II) foram utilizados para
vitrificagdo ou microinseminagdo por ICSI. A verificagdo da fertilizagdo foi realizada sob
microscopia (Nikon TI) aproximadamente 17 horas apds a microinseminagdo. O cultivo
embrionario foi conduzido por até seis dias, sob as mesmas condigdes previamente descritas,

garantindo um ambiente otimizado para o desenvolvimento embrionario.

5.2.2. Protocolo de aspiragao folicular no Hospital Materno Infantil de Brasilia (HMIB)

Os protocolos de estimulagdo ovariana foram implementados com base em critérios
médicos individualizados, ajustando a dosagem de medicamentos de acordo com a idade da

paciente e a CFA. A dosagem prescrita foi definida conforme as seguintes faixas etarias:

o Pacientes até 29 anos: 150 a 225 UL
o Pacientes entre 30 e 35 anos: 150 a 300 UL

o Pacientes acima de 36 anos: 150 a 300 UI, ou conforme avaliacdo médica especifica.

Apoés a realizagdo de um ultrassom inicial para avaliar a quiescéncia dos ovarios
(idealmente com foliculos > 9 mm de diametro), iniciou-se a administragdo diaria da medicagao
de estimulagdo até que os foliculos atingissem o didmetro desejado (> 18 mm). Os

medicamentos utilizados no protocolo de estimulagdo incluiram:

o Menotropina: Menopur (LH 75 UI + FSH 75 Ul, Ferring GmbH, Alemanha) e
Merional (IBSA Institut Biochimique, Suiga).

o Urofolitropina (FSH altamente purificado): Fostimon (75 UI ou 150 UI de
urofolitropina, IBSA Institut Biochimique, Suica).

o FSH recombinante (FSH-r): Gonal (900 Ul/1,5 mL alfa-folitropina, Merck, Italia).
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Quando os foliculos atingiram diametros entre 16 e 22 mm, foi realizado o trigger para

inducdo da maturacgao folicular final. Os medicamentos utilizados para o trigger incluiram:

o hCG recombinante: Ovidrel (6.500 UI/mL, Merck, Italia).
o hCG urinario: Choriomon (5.000 UI ou 10.000 UI, IBSA Institut Biochimique, Suica).
o Trigger duplo (hCG + agonista GnRH): Gonapeptyl daily (Ferring GmbH, Alemanha).

Apo6s 36 horas da administragdo, foi realizada a aspiragao dos foliculos ovarianos para a
coleta dos ovocitos, acompanhada pela coleta de s€men para os procedimentos subsequentes.
Para a coleta de ovocitos, as pacientes compareceram ao Laboratorio de Reprodugdo Humana
em jejum, seguindo as orientagdes clinicas estabelecidas. O procedimento foi realizado pela
equipe médica da clinica, utilizando agulhas de limen tnico calibre 17 (CooperSurgical®
Wallace® Single Lumen Oocyte Recovery System, EUA) sob orientagdo de ultrassom
endovaginal (Logic GE® P5).

Antes do inicio da coleta, as agulhas foram preparadas com lavagem utilizando meio de
cultura heparinizado (solug¢do salina tamponada com fosfato - Ingamed, Maringd, Brasil),
suplementado com 25 Ul/ml de heparina (Cristalia, Sdo Paulo, Brasil). O meio de cultura foi
mantido em uma faixa de temperatura entre 25°C e 37°C, com pH estabilizado em 7,3 = 0,1 ¢
osmolaridade ajustada entre 280-288 mOsm/L, condi¢des que visam preservar a viabilidade
dos ovocitos durante a coleta.

O fluido folicular foi aspirado cuidadosamente por meio de seringas Luer-lock de 20 mL,
que estavam acopladas a agulha. A medida que cada seringa se enchia, era imediatamente
substituida por outra, garantindo a continuidade e eficiéncia do processo de coleta. O fluido
folicular coletado foi entdo transferido para o laboratorio, onde foi analisado sob um
estereomicroscopio para a identificacdo do complexo cumulus-oophorus, essencial para a

selecao dos ovocitos.

5.3.  Obtencao do fluido folicular e sangue

Para todas as analises subsequentes, a obtengao do fluido folicular e do sangue seguiu um
protocolo rigoroso. Durante o procedimento de aspiracdo folicular, foram coletados
aproximadamente 4 mL de fluido folicular de cada paciente, extraidos de um ou mais foliculos
dominantes (=18 mm). As amostras passaram por uma avaliagdo visual inicial, sendo

descartadas imediatamente caso apresentassem contaminagao por sangue. Em seguida, o fluido
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folicular foi submetido a centrifugagdo a 10.000xg por 10 minutos a 4°C, com o objetivo de
remover residuos celulares. Apos o processo, as amostras foram separadas em aliquotas de 500
uL e destinadas as analises especificas, descritas a seguir.

Simultaneamente, foram coletados 4 mL de sangue utilizando tubos de coleta a vacuo
heparinizados ou contendo 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA), utilizando uma agulha de
calibre 24G. A coleta foi realizada no mesmo momento da aspiragao folicular, antes da paciente
se encontrar sob efeito anestésico. As amostras de sangue também foram submetidas a
centrifugacdo a 10.000xg por 10 minutos em temperatura ambiente, permitindo a separacdo do
plasma sanguineo. O sobrenadante foi entdo coletado em aliquotas de 500 puL e preparado para

os procedimentos analiticos correspondentes.

5.4. Analises bioquimicas
5.4.1. Atividade antioxidante

Apoés a obtengdo das amostras (ver sec¢do 5.3.), 180 ul dos sobrenadantes de fluido
folicular e plasma sanguineo foram cuidadosamente coletados e incorporados a 20 pl de acido
tricloroacético (TCA) 10% (p/v) para estabilizacdo das amostras. Apds, as amostras foram
rapidamente imersas em nitrogénio liquido a -196°C para congelamento imediato e, em seguida,
armazenadas em freezer a -80°C até a realizag@o das analises subsequentes.

A quantifica¢do da concentracao de GSH, GSSG e glutationa total (tGSH = [GSH] + 2%
[GSSQG]) foi realizada por meio de um método enzimatico reciclador, com modificagdes para
utilizagdo em microplacas, baseado no principio da capacidade dos grupos tiol (-SH) de reduzir
a ligagdo dissulfeto do DTNB (Acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico). Isso resulta na produgio
de TNB (2-nitro-5-thiobenzoato), um composto que apresenta absorcao de luz a 412 nm
(RAHMAN; KODE & BISWAS, 2007).

Em um meio reacional que contém glutationa (GSH e/ou GSSG), DTNB, glutationa
redutase (GR) ¢ NADPH, a taxa de variagdo da absorbancia a 412 nm (AA412/min) esta
diretamente relacionada a concentracao total de glutationa. Para determinar especificamente a
concentracdo de GSSG, solugdes padrao foram preparadas em tubos eppendorfs, dissolvidas
em uma solucao niveladora contendo 2,4% (p/v) de TCA, 357 mM de fosfato de potéssio (KP1)
e 4,8% (v/v) de etanol. Estas solugdes padrao foram preparadas nas concentragdes de 0,2; 0,4;
0,8; 1,6 e 3,2 uM. A solucao niveladora foi usada para replicar as condi¢des das amostras
destinadas a determinagdo de GSSG. Foi construida uma curva padrao aplicando 20 puL de cada

solucdo padrao em um volume final de 200 pLL. de um meio reacional composto por 125 mM de
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tampao fosfato (pH 7,0); 1,25 mM de EDTA; 0,2 mM de NADPH; 0,4 mM de DTNB ¢ 0,4
U/mL de GR (GRIFFITH, 1980).

Para determinar os niveis de tGSH, foram preparadas solucdes padrao de GSH em tubos
contendo 10% (p/v) de TCA em concentracdes de 5, 10, 20, 40 e 80 uM. Foi elaborada uma
curva padrdo aplicando 10 pL de cada solugdo padrao em um volume final de 200 puL de meio
reacional contendo 125 mM de tampao fosfato (pH 7,0); 1,25 mM de EDTA; 0,5% (p/v) de
TCA; 0,2 mM de NADPH; 0,27 mM de DTNB ¢ 0,27 U/mL de GR. No caso das amostras, o
padrao foi substituido por 5 puL do sobrenadante acido, completando o volume restante com
10% de TCA para manter a concentracao final. Cada ponto da curva e das amostras foi realizado
em triplicata em uma microplaca de 96 pogos. A reagdo foi iniciada pela adicdo de NADPH, e
a absorbancia a 412 nm foi monitorada por dois minutos. A leitura da curva e das amostras foi
feita simultaneamente na mesma placa.

As taxas de variacdo da absorbancia das amostras foram comparadas com as curvas-
padrdo, e as concentracdes de tGSH e GSSG foram calculadas. A concentragdo de GSH
reduzida foi obtida subtraindo-se tGSH de GSSG, e a razao GSSG/GSH foi calculada pela

divisao entre os valores.

5.4.2. Espécies reativas de nitrogénio (ERN)

ApOs a coleta das amostras de fluido folicular e plasma sanguineo, aproximadamente 500
puL dos sobrenadantes foram cuidadosamente transferidos para tubos eppendorfs,
imediatamente imersos em nitrogénio liquido (-196°C) e, em seguida, armazenados em um
ultrafreezer a -80°C até a realizag@o das analises subsequentes.

Para o inicio das analises, as amostras foram retiradas do ultrafreezer e mantidas sob
refrigeragdo controlada até o completo descongelamento. Em seguida, foi adicionada
acetonitrila as aliquotas na proporcao de 2:1, com o objetivo de precipitar as proteinas presentes.
As amostras foram mantidas em gelo por 10 minutos para assegurar a estabilizacdo do processo
de precipitacao proteica. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 10.000xg por 10

minutos a 4°C, permitindo a separacdo das fragdes proteica e liquida. Apds a centrifugacgao, os
sobrenadantes foram cuidadosamente coletados, sendo destinados as quantificagdes de NO3™ e
NO;".

Para a determinagdo dos niveis de NO>", 100 uL do sobrenadante foi combinado com 100

uL da solu¢do de Griess, contendo N-(1-naftil) etilenodiamina (NED) a 0,1% p/v e

sulfanilamida (SULF) a 2% p/v. Este processo foi conduzido em triplicata, utilizando placas
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estéreis de 96 pogos, € as amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 10 minutos,
conforme a metodologia descrita por (GIUSTARINI et al., 2008). Para a quantificagao de NOs,
100 pL do sobrenadante foram misturados com 80 puL de cloreto de vanadio (VCls) e 50 uL da
solu¢do de Griess, contendo N-(1-naftil) etilenodiamina (NED) a 0,1% p/v e sulfanilamida
(SULF) a 2% p/v, sendo as amostras distribuidas em triplicata nas mesmas placas estéreis de
96 pocos. As amostras foram entdo incubadas a 37°C por 30 minutos.

Uma curva padrio foi gerada para ambos os ensaios, utilizando concentragdes
decrescentes de NO3™ € NO>™(200; 100; 50; 12,5; 6,25; 3,125 uM). A absorbancia das amostras
foi medida a 540 nm em um leitor de microplacas, permitindo a quantificagdo dos niveis de

ERN nas amostras. O Nox total foi calculado através da soma das concentragdes de NO3™ €

NO;".
5.5. Espécies reativas de oxigénio (ERO)

Para a analise quantitativa de ERO foi utilizada a técnica de ressonancia paramagnética
eletronica (RPE). Apo6s a obtencdo das amostras, 500 pl do fluido folicular foram
imediatamente tratados com uma solugdo de trabalho contendo CMH (carboximetoxi-
hidroxiamina) a 400 mM, DF (desferroxamina mesilato) a 25 mM, DETC
(dietilditiocarbamato) a 5 mM, e heparina sodica a 100 U/mL, na propor¢ao de 1:1. A mistura
foi incubada sob agitagao suave a 37 °C por 30 minutos. Em seguida, 500 pL da solugdo foram
transferidos para um recipiente de 1 mL, que foi imediatamente imerso em nitrogénio liquido
a -196°C. As amostras foram mantidas no freezer a -80 °C até a realizacdo das analises. Todas
as solucdes foram preparadas em tampao Krebs HEPES (KHB, Noxygen, Elzach, Alemanha),
com pH ajustado para 7,4, utilizando agua bidestilada e deionizada, imediatamente antes da
execucgao dos experimentos.

Para as andlises de RPE no sangue, as amostras foram coletadas em tubos de coleta a
vacuo heparinizados ¢ 100 pL foi imediatamente tratado com uma solugdo de trabalho que
continha CMH (carboximetoxi-hidroxiamina) a 400 mM, DF (desferroxamina mesilato) a 25
mM, DETC (dietilditiocarbamato) a 5 mM e heparina sédica a uma concentragao de 100 U/mL,
na propor¢ao de 1:1. O tubo contendo a mistura foi incubado sob agitagdo suave a 37°C por
exatos 30 minutos. Em seguida, 100 pL da solucdo foram colocados entre dois blocos de gelo
de dgua miliQ (cada um com 200 pL) em um recipiente destampado de 1 mL, conforme

ilustrado na Figura 8 a seguir. As amostras foram imediatamente submersas em nitrogénio
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liquido a -196°C e, posteriormente, mantidas em um freezer a -80 °C até a realizagdo das

analises subsequentes.

Seringa de 1 mL
Buffer de 500 pL
200pL  100pL  200pL | \W
AguamiliQ Amostra Agua miliQ
| | | |
o o o o
~3 « S N

Figura 8. Esquema da montagem das amostras de sangue para analise de Ressonancia Paramagnética Eletronica
(RPE). A seringa de 1 mL ¢ preenchida com 100 pL. da amostra de sangue tratada com carboximetoxi-
hidroxiamina (CMH), na proporcdo de 1:1. A amostra de sangue ¢ colocada ao centro, entre dois blocos de gelo
contendo 200 pL de dgua miliQ, formando um buffer de 500 pL no total.

Fonte: Autoria propria.

A Figura 9 ilustra de forma detalhada o delineamento experimental adotado neste estudo,
desde os critérios de inclusdo e exclusdo para a sele¢do da populagdo até os procedimentos
laboratoriais utilizados para cada analise. Este fluxograma fornece uma visdo integrada dos

métodos aplicados, permitindo a compreensao clara das etapas realizadas para a coleta e analise

das amostras.
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Figura 9. Delineamento experimental. (1) Mulheres diagnosticadas com infertilidade, com indice de massa
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corporal (IMC) entre 18 e 30 kg/m? e sem doengas cronicas de alto risco, foram incluidas. Pacientes com doengas
infecciosas, tabagismo, sindrome dos ovarios policisticos, endometriose moderada/grave ou histdrico de perda
gestacional recorrente foram excluidas do estudo. (2) A estimulacdo ovariana foi conduzida de acordo com
protocolos padrdo, com ajustes de medicagdo baseados nas caracteristicas individuais de cada paciente. O
desenvolvimento folicular foi monitorado por ultrassonografia endovaginal, e a aspiracdo folicular foi realizada
apos o "trigger", induzido com rhCG, uhCG ou agonista de GnRH, quando os foliculos atingiram o didmetro
adequado (>18 mm). Apos a coleta folicular, os gametas foram cultivados em meios especificos para fertilizagdo
in vitro (FIV) ou injeg@o intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), sendo mantidos em incubadoras a 37°C
com 5% de CO:. (3) Durante a aspira¢do folicular, foram coletados 4 mL de fluido folicular de foliculos
dominantes. Amostras com contaminag@o visivel por sangue foram descartadas. Simultaneamente, 4 mL de
sangue venoso foram coletados utilizando tubos a vacuo contendo heparina ou EDTA. As amostras de fluido
folicular e sangue foram submetidas a centrifugagdo a 10.000xg por 10 minutos a 4°C para separar o plasma e
remover residuos celulares. Os sobrenadantes obtidos foram armazenados em aliquotas de 500 uL a -80°C até a
realizacdo das andlises. (4) As andlises realizadas abrangeram diferentes metodologias. Para a quantificacdo de
espécies reativas de nitrogénio (ERN), as amostras foram tratadas com acetonitrila (2:1) para precipitagdo
proteica, seguidas de centrifugagdo a 10.000xg por 10 minutos a 4°C. O reagente de Griess foi entdo adicionado,
e a leitura foi realizada em espectrofotometro a 540 nm. Para a avaliag@o da atividade antioxidante, as amostras
foram tratadas com acido tricloroacético (TCA) a 10% (p/v) e submetidas a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) para determinar os niveis de glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e a relagdo
GSSG/tGSH. Por fim, a analise por Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE) foi realizada apos a adig@o de
CMH (1:1) as amostras, que foram incubadas a 37°C por 30 minutos. As amostras de fluidos foliculares e plasma
sanguineo foram entdo analisadas para quantificar as ERO presentes. GnRH = Hormoénio liberador de
gonadotrofina; rhCG = Gonadotrofina coridnica humana recombinante; uhCG = Gonadotrofina coridénica humana
urinaria; TCA = Acido tricloroacético; GSH = Glutationa reduzida; GSSG = Glutationa oxidada; RPE =
Ressonancia Paramagnética Eletronica; TRA = Tecnologias de Reprodugéo Assistida; FIV = Fertilizacao in vitro;
ICSI = Injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides.

Fonte: Autoria propria.

5.6. Analise estatistica

Inicialmente, foi realizada uma analise descritiva das variaveis, incluindo o calculo de
médias e desvios padrdo. Posteriormente, foi avaliada a normalidade dos dados utilizando o
teste de Shapiro-Wilk, para definir o método de correlacdo mais adequado. Como algumas das
variaveis ndo apresentaram distribui¢do normal, foram aplicadas correlacdes de Spearman para
investigar associagdes lineares entre as variaveis continuas, como idade, IMC, contagem de
foliculos antrais (CFA), nimero de ovdcitos recuperados, ovocitos maduros e niveis de ERO e
ERN no sangue e no fluido folicular. Os coeficientes de correlagdo (r) foram interpretados
quanto a forga e direcdo das associagdes, € os respectivos valores de significancia (p) foram

calculados para avaliar a relevancia estatistica. A analise estatistica foi realizada utilizando o

67



software GraphPad Prism 9.0 (GraphPad, San Diego, EUA). Em todos os casos, o efeito da

variavel no desfecho foi considerado estatisticamente significativo quando p < 0,05.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Caracteristicas clinicas e perfil demografico das pacientes

O estudo contou com a participacao de 49 pacientes, cujos perfis foram avaliados com
base em varidveis descritivas importantes para compreender os desfechos reprodutivos. Entre
os dados analisados, o fator idade se destacou por apresentar Otima normalidade e
homogeneidade, com média de 36,0 + 3,5 anos, demonstrando consisténcia no grupo estudado

em relacdo a esse parametro. A distribuigdo etaria das pacientes € apresentada na Figura 10.
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Figura 10. Distribuicdo da idade das pacientes avaliadas no estudo, representada por pontos individuais. A linha
vermelha central indica a média e as linhas horizontais superiores e inferiores representam os desvios padrdo,
evidenciando a homogeneidade do grupo em relagdo a idade.

Fonte: Autoria propria.

Em estudos de reprodugdo assistida, onde fatores como idade desempenham papeis
centrais, ter um grupo homogéneo ¢ essencial para evitar vieses. Com idade média de 36 anos,
as participantes representam mulheres em uma fase decisiva da vida reprodutiva, caracterizada
por desafios como a reducdo da reserva ovariana e a piora na qualidade dos ovoécitos. Essas
alteragdes, amplamente descritas na literatura, estdo associadas a processos bioldgicos como,
por exemplo, o aumento do risco de aneuploidias embrionarias e a redugdo da eficiéncia
mitocondrial (DU FOSSE et al., 2020; YE; BAKER & TONG, 2023; ZHANG & WU, 2023).

De acordo com a literatura, as populagdes nessa faixa etdria apresentam desafios
reprodutivos importantes, mas ainda t€ém chances razoaveis de sucesso, como demonstrado pela
taxa de gravidez de 59,8% observada entre as pacientes submetidas a FIV e ICSI (BOSCH et

al., 2021). No entanto, apesar de ser uma for¢a metodoldgica, a homogeneidade etéria limita a
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aplicacao dos resultados a mulheres fora dessa faixa etaria. Por exemplo, mulheres mais jovens
(< 30 anos) costumam apresentar maior CFA e melhor qualidade ovocitaria, enquanto mulheres
com idade reprodutiva avancada (> 35 anos) enfrentam declinios mais acentuados na
quantidade e qualidade dos ovocitos (YE; BAKER & TONG, 2023). Assim, embora os achados
sejam altamente relevantes para populagdes tipicas de reproducgdo assistida, sua aplicagdo em
faixas etarias extremas deve ser feita com cautela.

A Tabela 1 apresenta os principais pardmetros clinicos analisados no estudo, detalhando
os valores minimos, maximos, médias e desvios padrao. As variaveis incluem a idade das
pacientes, IMC, CFA, duracdo da infertilidade, nimero de ovdcitos recuperados, ovoécitos

maduros e blastocistos.

Tabela 1. Parametros clinicos avaliados no estudo, incluindo idade, indice de massa corporal
(IMC), contagem de foliculos antrais (CFA), durag¢do da infertilidade, nimero de ovdcitos
recuperados, ovocitos maduros e blastocistos, com valores minimos, méaximos, médias e

desvios padrao (£ DP).

Parametros clinicos

Minimo Maximo Média = DP

Idade (anos) 26 45 36,035
IMC (kg/m?) 22,5 29,7 24,6 +2,4
CFA (n) 4 49 15,7+9,4
Duragdo da infertilidade (anos) 1 24 6,4+3,8
Numero de ovocitos recuperados 2 31 11,2+ 6,6
Numero de ovocitos maduros 0 26 8,2+5,6
Numero de Blastocistos 0 12 23+28

Fonte: Dados da pesquisa.

Os dados da Tabela 1 destacam pontos importantes sobre o perfil das pacientes e os
desfechos reprodutivos. A idade média de 36 anos, aliada a ampla variabilidade na CFA, reflete
a presenga de pacientes em idade reprodutiva avangada, onde o declinio da reserva ovariana ¢
esperado, mas com respostas heterogéneas a estimulagdo ovariana. O nimero médio de
ovaocitos recuperados (11,2 £+ 6,6) e maduros (8,2 + 5,6) sugere uma resposta global positiva em

muitas pacientes, embora o intervalo (minimo de 2 recuperados e 0 maduros) indique que
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algumas enfrentam desafios significativos, possivelmente devido a baixa reserva ou qualidade
ovocitaria. A média de 2,3 + 2,8 blastocistos formados por paciente, com um intervalo de 0 a
12, refor¢a a variabilidade na capacidade de desenvolvimento embrionario, que pode ser
influenciada por fatores como idade, tempo de infertilidade e qualidade dos gametas.
Adicionalmente, o IMC médio de 24,6 + 2,4 estd dentro da faixa saudavel, mas a proximidade
ao sobrepeso em algumas pacientes pode ser um fator a ser considerado nos desfechos
reprodutivos.

O estudo de Havrljenko et al., (2023) analisou os resultados preditivos em 490 pacientes
com mais de 35 anos submetidas a um ciclo de FIV, evidenciando o impacto da idade avangada
na redu¢do dos parametros reprodutivos. Os autores observaram uma diminui¢ao significativa
no numero médio de ovdcitos recuperados, ovocitos em metafase II e embrides desenvolvidos
conforme a idade aumentava. Além disso, foi destacado que, para mulheres nessa faixa etaria,
sdo necessarios entre 10-12 ovdcitos em metafase Il ou 10-11 embrides para alcangar uma taxa
ideal de nascimentos vivos ou uma taxa cumulativa de nascimentos vivos. Esses achados
reforgam a importancia de estratégias personalizadas para maximizar a recuperagao de ovocitos
em mulheres mais velhas, visando melhorar as taxas de sucesso em tratamentos de reprodugao
assistida.

O tempo médio de infertilidade observado no estudo foi de 6,3 anos, o que evidencia a
longa e desafiadora jornada enfrentada por essas mulheres, desde as primeiras tentativas de
engravidar até a busca por ajuda médica especializada. A infertilidade feminina pode ter
diferentes causas, que ndo apenas influenciam a escolha do tratamento, mas também os
resultados que podem ser alcancados (XIE et al., 2022; ZHENG et al., 2023). Neste estudo,
foram analisadas as principais causas de infertilidade que motivaram as pacientes na procura
da reproducdo assistida. A Figura 11 apresenta a distribuicdo percentual dessas causas,

destacando as mais frequentes.
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Figura 11. Distribuicdo percentual das principais causas de infertilidade feminina identificadas no estudo. As
causas mais frequentes foram fatores tubarios e idade avancgada, seguidos por baixa reserva ovariana, infertilidade
sem causa aparente, endometriose leve/moderada e sindrome dos ovarios policisticos.

Fonte: Autoria propria.

Os dados apresentados na Figura 11 destacam que os fatores tubarios e a idade avangada
sdo as principais causas de infertilidade feminina, na populacdo estudada, seguidos pela baixa
reserva ovariana e pela infertilidade sem causa aparente. Essa distribui¢do € consistente com a
literatura, que reconhece a idade avancada como um fator determinante na redugdo da
fertilidade (DU FOSSE et al., 2020; YE; BAKER & TONG, 2023; ZHANG & WU, 2023). Os
fatores tubarios, como obstru¢des ou danos as tubas uterinas, frequentemente associados a
infecgdes prévias ou endometriose, também sdo causas importantes de infertilidade, sendo
tratados com maior frequéncia por meio de técnicas de reproducao assistida, como a FIV
(YANG et al., 2020; HENRY & NISOLLE, 2024). A baixa reserva ovariana, apontada como
outra causa significativa, reflete a diminui¢ao do niimero de foliculos vidveis no ovario, uma
condicdo muitas vezes agravada pela idade ou por fatores genéticos. Por outro lado, a
infertilidade sem causa aparente, que também apresenta uma alta prevaléncia, evidencia as
limitagdes diagnosticas e a complexidade multifatorial da infertilidade, exigindo abordagens
personalizadas.

A Tabela 2 complementa esses dados ao mostrar a distribuicdo das finalidades dos
tratamentos realizados. Além disso, a analise dos desfechos reprodutivos, tanto positivos quanto

negativos, oferece uma visao mais abrangente sobre a eficacia dos procedimentos.
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Tabela 2. Distribui¢cdo das finalidades dos tratamentos realizados e os desfechos de gravidez
clinica entre as pacientes avaliadas no estudo. As finalidades incluem fertilizagdo in vitro (FIV),
injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) e preservacdo da fertilidade. Os
desfechos sao apresentados em termos de gravidez clinica positiva e negativa, com os resultados
expressos em numeros absolutos e percentuais, evidenciando as escolhas terapéuticas

predominantes e suas respectivas taxas de sucesso.

Finalidade do tratamento Gravidez clinica
Preservacao .. .
FIV  ICSI da fertilidade Positiva Negativa
N° de pacientes 11 25 13 16 20
Porcentagem (%) 224 51,0 26,6 44 4 55,6

Fonte: Dados da pesquisa.

Essa abordagem personalizada ¢ ainda mais relevante quando observamos os dados
apresentados na Tabela 2, que mostram a ICSI como o procedimento mais utilizado,
abrangendo 51,0% dos casos. A escolha predominante pela ICSI pode estar associada a
condi¢des especificas, como fator masculino de infertilidade ou baixa qualidade ovocitaria, que
exigem técnicas mais avancadas para superar barreiras a fertilizacao.

Como as causas masculinas de infertilidade nao foram objetos de estudo, as pacientes que
realizaram ICSI provavelmente a fizeram por outras indica¢des. A técnica ¢ frequentemente
adotada como estratégia de controle em casos de fertilizagao inadequada em ciclos de FIV, ou
ainda como uma tentativa de otimizar resultados em pacientes com histérico de falhas
reprodutivas (BALLI et al., 2022). Nesse sentido, o histdrico reprodutivo das pacientes, como
o nimero de ciclos realizados e os resultados anteriores obtidos, ¢ um fator crucial que nao foi
analisado, mas que pode influenciar diretamente a escolha da técnica.

A realizacao de multiplos ciclos de tratamentos de reprodugdo assistida, por exemplo,
pode aumentar o estresse fisico € emocional, contribuindo para a elevagao dos niveis de estresse
oxidativo nas pacientes. Esse desequilibrio impacta negativamente a qualidade dos gametas,
comprometendo os desfechos reprodutivos (KUSHNIR; SMITH & ADASHI, 2022). Apesar de
ndo ter comprovagdo cientifica, o estudo de Negris et al., (2021) destaca a percepgao
amplamente difundida entre mulheres que buscam cuidados de fertilidade de que o estresse
emocional pode impactar negativamente os resultados reprodutivos. Entre as 1460 participantes

incluidas no estudo, 28,9% acreditavam que o estresse emocional poderia causar infertilidade,
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enquanto 69,0% associavam o estresse a uma redugao n

o sucesso dos tratamentos de fertilidade

e 31,3% consideravam que ele poderia levar a um aborto espontaneo. Diante disso, os autores

destacaram a importancia de abordar o impacto psicologico nos cuidados de fertilidade de

maneira mais compreensiva e informativa. Assim, estudos futuros que incluam variaveis como

historico reprodutivo e o nimero de ciclos realizados sdo essenciais.

Alguns indicadores clinicos foram analisados em conjunto, permitindo compreender

melhor como as caracteristicas demograficas influenciam os parametros reprodutivos. A Figura

12 apresenta as correlagdes entre a idade das participantes e os indicadores reprodutivos

analisados, destacando o impacto do envelhecimento

ovocitos e na capacidade de formar embrides vidveis.
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Figura 12. Relagfo entre a idade das pacientes e os principais

Idade (anos)

parametros reprodutivos avaliados. (A) Relagdo

entre a contagem de foliculos antrais (CFA) e a idade, mostrando uma reducdo significativa com o aumento da
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idade. (B) Relacdo entre o numero de ovocitos recuperados durante a pungdo ovariana e a idade, evidenciando
uma correlagdo negativa. (C) Correlagdo negativa entre o nimero de ovocitos maduros ¢ a idade. (D) Ntimero de
blastocistos formados, que também diminui significativamente com a idade avangada. r = coeficiente de correlacio
de Spearman. Sdo consideradas diferencas significativas com p < 0,05.

Fonte: Autoria propria.

Os resultados apresentados na Figura 12 mostram de forma clara que a idade tem um
impacto negativo em todos os pardmetros reprodutivos avaliados. Com o passar dos anos,
ocorre uma redugdo progressiva na CFA (Figura 12A), indicando a diminui¢do da reserva
ovariana, que ¢ fundamental para a capacidade reprodutiva. Essa redu¢ao também se reflete na
quantidade de ovocitos recuperados durante a aspiragdo folicular (Figura 12B), demonstrando
que, 4 medida que a idade avanga, menos foliculos sdo puncionados. E possivel inferir que essas
observacgdes estdo diretamente relacionadas, ja que uma diminui¢do na reserva ovariana resulta,
naturalmente, em menos ovocitos disponiveis para recuperacao.

Além da quantidade, a idade também influencia negativamente a qualidade dos ovocitos
e a formagdo de embrides viaveis. E possivel observar na Figura 12 (C) que mulheres mais
velhas tém menos ovdcitos que atingem a maturidade, o que compromete as etapas
subsequentes da reprodugdo assistida. Por fim, a Figura 12 (D) evidencia que o envelhecimento
impacta diretamente a formagdao de blastocistos, etapa fundamental para a implantagao
embriondria e o sucesso da gravidez. Complementando as analises, a Figura 13 apresenta as
correlagdes entre os principais parametros reprodutivos. Esses graficos destacam as relagdes
positivas e significativas entre a CFA e os parametros ovocitarios, além de evidenciar a
interacao entre o nimero de ovocitos recuperados e maduros € o impacto desses fatores na

formacao de blastocistos.
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maduros; (D-E) Relagdes positivas entre o nimero de ovocitos recuperados e ovocitos maduros, com a quantidade
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de blastocistos formados. r = coeficiente de correlagdo de Spearman. Sdo consideradas diferengas significativas
com p < 0,05.

Fonte: Autoria propria.

A partir da Figura 13 (A-B), observa-se uma correlacdo positiva significativa entre a CFA
e o numero de ovdcitos recuperados, bem como entre a CFA e a quantidade de ovocitos que
atingiram a maturidade durante os tratamentos de reproducdo assistida. Novamente, os dados
reforcam que mulheres com maior nimero de foliculos antrais apresentam melhores
perspectivas reprodutivas, pois possuem uma maior disponibilidade de ovdcitos vidveis e
maduros para fertilizagdo. Esse achado destaca a relevancia da CFA como um marcador
essencial para prever o sucesso em ciclos de reprodugdo assistida, auxiliando no planejamento
e personalizagdo dos tratamentos.

Muitos fatores sdo reconhecidos como preditores da resposta ovariana em tratamentos de
reproducao assistida, incluindo idade, concentragdes basais de hormoénios (FSH, LH, estradiol,
inibina B e AMH) e medidas de ultrassom, como a CFA. No entanto, estudos recentes t€ém
destacado a CFA como o preditor mais forte da reserva ovariana, superando o AMH, o IMC e
aidade. A European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE) recomenda o
uso da CFA ou do AMH para prever respostas altas e baixas a estimulagdo ovariana, sendo a
CFA preferida por sua maior capacidade de prever resultados reprodutivos de forma precisa e
confiavel (LU et al., 2023; ALTERI et al., 2024; DERMOLO; ANSA & SIFERIH, 2024).

O estudo de Dermolo; Ansa & Siferih, (2024) que avaliou 412 pacientes, demonstrou que
aquelas com CFA inferior a 5 foliculos antrais tiveram 84% menos chances de resposta ovariana
em comparagdo com pacientes com CFA mais alta. Os autores também identificaram uma
correlagdo positiva entre a CFA e o numero de ovocitos recuperados, destacando sua
importancia como preditor clinico. Além disso, as analises realizadas confirmaram que a CFA
foi um preditor mais eficaz de desfechos adversos em comparagdo ao AMH, IMC ou idade.
Esses resultados estao alinhados com os achados encontrados no presente estudo, no qual a
CFA apresentou uma correlacdo positiva significativa com os pardmetros ovocitérios,
refor¢ando sua influéncia na resposta ovariana.

Nesse sentido, a classificagdo POSEIDON (Patient-Oriented Strategies Encompassing
Individualized Oocyte Number), amplamente utilizada para estratificar pacientes submetidas as
TRA, considera a CFA como critério central para prognostico. Nesse modelo, as pacientes sao
classificadas em quatro grupos com base na idade (< 35 anos ou > 35 anos) e na CFA (<5 ou

> 5 foliculos). Pacientes com CFA > 5 e AMH > 1,2 ng/ml, por exemplo, sdo categorizadas
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como boas respondedoras aos estimulos hormonais, indicando maior probabilidade de sucesso
reprodutivo (ESTEVES et al., 2018; REIG; GARCIA-VELASCO & SELI, 2023). Assim, com
base em nosso estudo, em que a CFA média foi de 15,7 + 9,4 (Tabela 1), observa-se que a
maioria das pacientes se enquadraria como boas respondedoras segundo os critérios
POSEIDON, dada a média superior a 5 foliculos.

Essa perspectiva ¢ reforgada pelos dados apresentados na Figura 13 (C), que destaca a
forte correlacao positiva (r = 0,9078; p < 0,0001) entre o numero de ovdcitos recuperados € o
numero de ovocitos que atingiram a maturidade, evidenciando que pacientes com maior
quantidade de ovocitos puncionados tendem a alcangar melhores resultados em termos de
maturagdo ovocitaria. Esse achado est4 diretamente relacionado a reserva ovariana, medida pela
CFA, que influencia diretamente a quantidade de ovdcitos disponiveis para alcancar os estagios
necessarios para a fertilizagdo. Além disso, a Figura 13 (D) apresenta uma correlagdo positiva
significativa, embora mais moderada (r = 0,4054; p = 0,0039) entre o numero de ovocitos
recuperados e o nimero de blastocistos formados. Essa diferenca de forca nas correlagdes pode
ser atribuida a complexidade adicional envolvida na formacao de blastocistos, um processo que
depende ndo apenas da quantidade de ovdcitos maduros disponiveis, mas de diversos fatores,

como por exemplo, a qualidade dos gametas (RESHEEF et al., 2022).
6.2. Parametros oxidativos: biomarcadores e impactos reprodutivos

Foram avaliados os principais biomarcadores de estresse oxidativo para entender como
eles influenciam os desfechos reprodutivos das pacientes. Os resultados mostram as associagdes
entre esses biomarcadores, fatores clinicos e a resposta aos tratamentos, permitindo analisar o

impacto do estresse oxidativo na fertilidade feminina.
6.2.1. Marcadores de estresse oxidativo: ERO e ERN

As andlises realizadas indicaram que a concentracdo média de ERO no fluido folicular
foi de 52,20 £ 31,78 uM, enquanto no sangue essa concentracao foi consideravelmente menor,
28,40 + 8,78 uM. No caso das ERN, avaliadas por meio do Nox total (soma das concentragdes

de NO3™ e NOy"), as médias foram de 49,78 + 16,79 uM no fluido folicular e 64,63 + 28,53 uM

no plasma sanguineo. Foi identificada uma correlacao estatisticamente significativa entre as
concentragdes de ERN no sangue e no microambiente folicular, sugerindo uma dindmica
distinta de distribui¢ao ou producao desses radicais livres. A Figura 14 apresenta as correlagdes
entre os marcadores de estresse oxidativo, avaliando as interagdes entre as ERO no fluido
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folicular e a razdo GSSG/GSH no sangue, assim como as ERN no plasma sanguineo e no fluido

folicular.
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Figura 14. Correlagdes entre os marcadores de estresse oxidativo no sangue e no fluido folicular. (A) Correlacao
positiva significativa entre as concentragdes de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) no fluido folicular e a razdo
GSSG/GSH no sangue, indicando que o aumento do estresse oxidativo sistémico pode influenciar diretamente o
microambiente folicular. (B) Correlacdo positiva significativa entre os niveis de Espécies Reativas de Nitrogénio
(ERN) no plasma sanguineo e no fluido folicular, sugerindo uma conex@o entre os estados oxidativos nos dois
compartimentos. GSSG = glutationa oxidada; GSH = glutationa reduzida; r = coeficiente de correlagdo de
Spearman. Sdo consideradas diferencas significativas com p < 0,05.

Fonte: Autoria propria.

A Figura 14 apresenta dados importantes sobre a relacao entre os marcadores de estresse
oxidativo sistémico e local no contexto da fertilidade feminina. A correlagdo positiva entre as
concentragdes de ERO no fluido folicular e a razio GSSG/GSH no sangue, observadas na
Figura 14 (A), sugere que o aumento do estresse oxidativo sistémico esta diretamente ligado a
intensificacdo desse processo no ambiente folicular. A razdo GSSG/GSH ¢ um indicador
sensivel do estado redox do organismo. Fisiologicamente, uma baixa razdo GSSG/GSH reflete
um sistema antioxidante eficiente, capaz de neutralizar as ERO e preservar a integridade celular
(ALKAZEMI; RAHMAN & HABRA, 2021; AITKEN et al., 2022). Porém, foi observado que
a razdo se manteve elevada, indicando maior estado oxidativo.

Embora o aumento dessa razdo indique maior carga oxidativa, a correlagao positiva
observada sugere que o sistema antioxidante das pacientes estd respondendo, ajustando a
propor¢ao de GSSG para GSH em resposta ao aumento das ERO. Isso reflete a capacidade do
organismo de lidar com o estresse oxidativo de forma adaptativa, evitando, até certo ponto, que
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os danos oxidativos se acumulem (WARZYCH & LIPINSKA, 2020). Entretanto, redugdes
persistentes nos niveis de GSH ou um aumento significativo na razdo GSSG/GSH podem
comprometer essa capacidade adaptativa, levando a uma maior suscetibilidade ao estresse
oxidativo, o que poderia afetar processos fundamentais, como a maturagao ovocitaria, a
fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario (KARABULUT et al., 2020; ZHANG et al.,
2020b; AITKEN, 2022; BARROSO-VILLA et al., 2023; KALTSAS et al., 2023). Estudos
demonstraram que altos niveis de GSH no fluido folicular estdo associados a melhores taxas de
fertilizacao e desenvolvimento embrionario. Por outro lado, um aumento na razdo GSSG/GSH
¢ relacionado a reducdo da qualidade dos ovocitos e ao comprometimento da competéncia
reprodutiva (BABAYEV & DUNCAN, 2022; CHEN; YANG & ZHANG, 2023; HUANG et
al., 2023).

E possivel observar na Figura 14 (B) uma correlago positiva significativa entre as ERN
no plasma sanguineo e no fluido folicular, indicando uma integragdo funcional entre os
compartimentos sistémico e local. Esses dados sugerem uma interagcao dinamica entre o estado
oxidativo sist€émico e o microambiente folicular, levantando a hipdtese de que o estresse
oxidativo presente no sangue pode influenciar a fisiologia folicular (MAUCHART et al., 2023;
ZAHA et al., 2023; SU et al., 2024). No entanto, também ¢ plausivel considerar que alteragdes
oxidativas locais, no proprio foliculo, contribuam para a liberagao de biomarcadores detectaveis
na circulacdo sistémica, indicando uma relacdo bidirecional entre esses compartimentos.
Estudos prévios corroboram essa relagdao, mostrando que niveis elevados de radicais livres estdo
associados a danos ao DNA e disfungdes nas células da granulosa, o que compromete a
viabilidade dos ovocitos e o desenvolvimento embrionario (MAUCHART et al., 2023; ZAHA
et al., 2023; SU et al., 2024).

Esses achados reforcam a importancia do controle do estresse oxidativo sistémico para a
manuten¢do de um microambiente folicular saudavel e otimizagao dos resultados reprodutivos.
Estratégias para monitorar e modular o estado oxidativo, como a suplementacao antioxidante
ou intervengdes voltadas para reduzir o estresse oxidativo, podem ser exploradas como
ferramentas para otimizar os resultados em tratamentos de reprodugao assistida. Esses esforcos
sdo especialmente relevantes em populagdes vulneraveis, como mulheres em idade avangada
ou submetidas a multiplos ciclos de tratamento (MAUCHART et al., 2023; ZAHA et al., 2023;
SU et al., 2024).

No entanto, ¢ importante considerar que o pequeno tamanho amostral do estudo pode ter

limitado a detec¢do de algumas associa¢des ou influenciado a auséncia de significAncia em

79



outros parametros avaliados. Apesar das correlagdes significativas observadas, a intensidade
dessas relagdes ndo ¢ muito alta, como podemos observar pelos valores de r. Isso pode refletir
a complexidade dos mecanismos envolvidos e a influéncia de multiplos fatores sist€émicos e

locais.
6.2.2. Atividade antioxidante

Os marcadores da atividade antioxidante avaliados neste estudo estdo diretamente
relacionados a glutationa, um dos antioxidantes endogenos mais importantes no organismo
humano. A Figura 15 apresenta as correlacdes entre diferentes marcadores de glutationa no
sangue e no fluido folicular, destacando o funcionamento do sistema antioxidante em diferentes

compartimentos.
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Figura 15. Correlagdes entre diferentes marcadores de glutationa no sangue e no fluido folicular, avaliando a
capacidade antioxidante sistémica e local. (A) Correlagdo positiva significativa entre os niveis de glutationa
oxidada (GSSG) e glutationa reduzida (GSH) no sangue, indicando um equilibrio funcional do sistema redox. (B)
Correlacdo positiva entre a glutationa total (tGSH) e a GSH no sangue, refor¢ando o papel da GSH como principal
componente da capacidade antioxidante total. (C) Correlacdo positiva significativa entre a razdo GSSG/GSH e os
niveis de GSSG no sangue, sugerindo que o aumento da carga oxidativa altera o equilibrio redox. (D) Correlacao
positiva significativa entre GSH ¢ GSSG no sangue, evidenciando uma resposta adaptativa do sistema antioxidante
frente ao estresse oxidativo. (E) Correlagio positiva significativa entre GSH e GSSG no fluido folicular, indicando

que o microambiente folicular reflete o estado redox sistémico e tenta preservar o equilibrio antioxidante local. r
= coeficiente de correlagdo de Spearman. Sdo consideradas diferencas significativas com p < 0,05.

Fonte: Autoria propria.

A correlagdo positiva entre GSSG e GSH no sangue (r = 0,7265; p <0,0001), apresentada
na Figura 15 (A), sugere um equilibrio dindmico entre a regeneracdo da GSH e a conversao
para GSSG, indicando que o sistema antioxidante das pacientes estd funcional e responde
ativamente ao estresse oxidativo. No entanto, a correlacdo significativa entre a razdo
GSSG/GSH e os niveis de GSSG (Figura 15C) evidencia que, em situa¢des de maior carga
oxidativa, o sistema antioxidante pode se inclinar para um estado mais oxidativo, o que
potencialmente compromete a qualidade do ambiente reprodutivo. Estes dados corroboram
estudos anteriores que relatam que o aumento na razdo GSSG/GSH estd relacionado a
diminui¢do da qualidade ovocitiria e ao comprometimento da fertilizagdo (ZHANG et al.,
2020b; AITKEN et al., 2022; BARROSO-VILLA et al., 2023).

Os resultados apresentados na Figura 15 (B) revelam uma forte correlagdo positiva entre
tGSH e GSH no sangue (r = 0,9824; p < 0,0001), indicando que a capacidade antioxidante total
¢ predominantemente determinada pelos niveis de GSH. Fisiologicamente, isso refor¢a o papel
central da GSH como principal defesa antioxidante celular, essencial para neutralizar ERO e
proteger células reprodutivas contra danos oxidativos (BABAYEV & DUNCAN, 2022). Em
contextos reprodutivos, niveis adequados de GSH sao particularmente relevantes, pois estdo
associados a maturacao ovocitaria e a viabilidade embrionaria (AITKEN et al., 2022).

Podemos inferir da Figura 15 (D) que, apesar do aumento nos niveis de GSSG, a GSH
também aumenta de maneira proporcional. Esse fato sugere que o sistema antioxidante das
pacientes esta se adaptando para lidar com o estresse oxidativo, pois o aumento da GSH reflete
a capacidade do organismo de manter uma reserva antioxidante total, mesmo em condi¢des de
maior carga oxidativa. No entanto, isso também pode refletir uma sobrecarga do sistema redox,

na qual o aumento de GSSG sinaliza que as defesas antioxidantes estdo sendo constantemente
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mobilizadas para neutralizar as ERO, o que pode, eventualmente, comprometer os mecanismos
antioxidantes caso a carga oxidativa continue a aumentar (ZHANG et al., 2020b; AITKEN et
al., 2022; BARROSO-VILLA et al., 2023). Em contextos reprodutivos, niveis elevados de
GSSG podem afetar negativamente a qualidade ovocitaria e a saude do ambiente folicular. No
estudo realizado por Babayev & Duncan, (2022). foi constatado que durante os ciclos de
estimulagdo ovariana ha um aumento significativo nos niveis de GSSG no fluido folicular. Esse
achado reflete uma maior atividade metabolica associada a carga oxidativa local.

No microambiente folicular, os dados também mostram uma correlagdo positiva entre
GSH e GSSG (r=0,6002; p < 0,0001) (Figura 15E), indicando que o estado antioxidante local
reflete, em parte, o estado sistémico. Isso significa que, embora exista uma relagdo direta entre
os marcadores antioxidantes do sangue e do fluido folicular, o equilibrio redox local nao ¢
totalmente dependente do sistema circulatério. O microambiente folicular ¢ influenciado por
fatores adicionais, como o metabolismo das células da granulosa, a permeabilidade da barreira
foliculo-sangue e os niveis de hormdnios e nutrientes especificos (ONAOLAPO et al., 2023;
SCHUTZ & BATALHA, 2024). Esses fatores podem modular o estado redox de forma
independente, criando um ambiente antioxidante com caracteristicas proprias. Esse achado ¢
fisiologicamente relevante porque o fluido folicular ¢ o ambiente imediato dos ovdcitos, e seu
equilibrio redox desempenha um papel fundamental na prote¢do contra danos oxidativos
(ONAOLAPO et al., 2023).

Em relagdo aos parametros reprodutivos e demograficos, o presente estudo avaliou as
relacdes entre a idade das pacientes e os marcadores de glutationa, proporcionando uma visao
integrada do impacto do envelhecimento sobre o sistema antioxidante. A Figura 16 apresenta

os resultados dessas analises.
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Figura 16. Relagao entre a idade das pacientes e os marcadores de glutationa no sangue e no fluido folicular. (A)
Correlagdo negativa significativa entre os niveis de glutationa oxidada (GSSG) no sangue e a idade das pacientes,
sugerindo uma redugdo na capacidade de reciclagem de GSH em GSSG com o aumento da idade. (B) Correlagéo
negativa significativa entre a razdo GSSG/GSH no sangue e a idade, indicando uma diminuig@o na eficiéncia do
equilibrio redox sistémico em mulheres mais velhas. (C) Correlagdo negativa significativa entre os niveis de GSSG
no fluido folicular e a idade, refletindo a reducdo da capacidade antioxidante local no microambiente folicular com
o avanco da idade. r = coeficiente de correlagdo de Spearman. Sao consideradas diferencas significativas com p <
0,05.

Fonte: Autoria propria.

Os dados apresentados na Figura 16 destacam como o envelhecimento afeta a eficiéncia
do sistema antioxidante, tanto no contexto sistémico quanto no ambiente local do foliculo. Na
Figura 16 (A), a correlacao negativa (r = 0,3889; p = 0,0057) entre os niveis de GSSG no sangue
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¢ a idade das pacientes sugere que, com o passar dos anos, ha uma redugao nos niveis de GSSG.
Essa diminui¢do pode refletir uma redu¢do na capacidade do organismo de reciclar GSH em
GSSG, indicando um declinio na eficiéncia do sistema redox. Esse declinio pode comprometer
a capacidade antioxidante total, impactando negativamente os processos reprodutivos
(AITKEN etal., 2022; BARROSO-VILLA etal., 2023; ONAOLAPO et al.,, 2023). Nas Figuras
16 (B e C), a razdo GSSG/GSH no sangue e os niveis de GSSG no fluido folicular também
apresentam uma correlagdo negativa com a idade, indicando que o equilibrio redox se torna
menos eficiente em mulheres mais velhas. Essa reducdo no mecanismo antioxidante pode
refletir a menor capacidade do organismo de lidar com o aumento do estresse oxidativo
associado ao envelhecimento, comprometendo assim a qualidade ovocitéria e a viabilidade dos
embrides.

De maneira a corroborar os resultados apresentados, o estudo conduzido por Seshadri et
al., (2021) evidenciou que o microambiente folicular de mulheres mais velhas apresenta uma
elevacao nos niveis de ERO acompanhada de uma redug¢do na capacidade antioxidante,
comprometendo significativamente a qualidade dos ovocitos e o processo de maturagao.

A relagdo entre os niveis de marcadores de glutationa no sangue e no fluido folicular e o
numero de ovdcitos recuperados durante os tratamentos reprodutivos também foi explorada. Os
achados destacam diferengas importantes no comportamento antioxidante sistémico e local em
relagdo a quantidade de gametas obtidos. A Figura 17 apresenta essas correlagdes, evidenciando

como o equilibrio redox ¢ influenciado pela quantidade de ovocitos recuperados.
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Figura 17. Relagdes entre os niveis de marcadores de glutationa no sangue e no fluido folicular ¢ o nimero de
ovocitos recuperados. (A) Correlagdo negativa significativa entre os niveis de glutationa reduzida (GSH) no sangue
e o numero de ovocitos recuperados, sugerindo que o aumento na recuperagdo de ovocitos esta associado a um
consumo maior de antioxidantes sistémicos. (B) Correlagdo negativa significativa entre os niveis de glutationa
total (tGSH) no sangue e o nimero de ovdcitos recuperados, indicando o impacto da estimulagdo ovariana sobre
a capacidade antioxidante sistémica. (C) Correlagdo positiva significativa entre os niveis de glutationa oxidada
(GSSG) no fluido folicular e o nimero de ovdcitos recuperados, refletindo uma intensificacdo da atividade
metabolica local e da geragdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) no ambiente folicular com o aumento da
quantidade de ovdcitos obtidos. r = coeficiente de correlagdo de Spearman. Sdo consideradas diferengas
significativas com p < 0,05.

Fonte: Autoria propria.

No sangue, os resultados sugerem que, conforme aumenta o numero de ovdcitos

recuperados, ha um consumo maior de antioxidantes sistémicos, possivelmente devido a maior
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demanda metabdlica e ao aumento do estresse oxidativo induzido pela hiper estimulag¢ao
ovariana (Figura 17 A-B) (BABAYEV & DUNCAN, 2022). Por outro lado, no microambiente
folicular, os niveis de GSSG apresentaram uma correlagdo positiva com o niamero de ovocitos
recuperados. Esse aumento proporcional de GSSG local sugere que, a medida que mais ovdcitos
sdo obtidos, ocorre uma intensificacdo da atividade metabolica no ambiente folicular. Essa
maior atividade estd frequentemente associada a um aumento na producdo de ERO, resultante
do metabolismo celular elevado. Embora esse processo seja esperado durante a estimulagao
ovariana, niveis excessivos de ERO podem superar as defesas antioxidantes disponiveis no
fluido folicular, potencialmente comprometendo a qualidade dos ovécitos e a sua capacidade
de fertilizacdo (HAMAD et al., 2021; AITKEN et al., 2022; CHEN; YANG & ZHANG, 2023;
HUANG et al., 2023).

A Figura 18 apresenta a relacao entre os niveis de GSH e tGSH no sangue e o nimero de
ovocitos maduros obtidos durante os tratamentos reprodutivos. Esses graficos exploram como
o consumo de antioxidantes sistémicos se correlaciona com o processo de maturagao ovocitaria,

que ¢ metabolicamente intenso € gera um aumento na producao de espécies reativas de ERO.
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Figura 18. Relagdes entre os niveis de glutationa reduzida (GSH) e glutationa total (tGSH) no sangue e o nimero
de ovocitos maduros. (A) Correlacdo negativa significativa entre os niveis de GSH no sangue e o nimero de
ovocitos maduros, sugerindo maior consumo de antioxidantes sistémicos durante o processo de maturacdo
ovocitaria. (B) Correlagdo negativa significativa entre os niveis de tGSH no sangue ¢ o niimero de ovdcitos
maduros, indicando uma redug@o na capacidade antioxidante global associada & maior demanda metabolica. r =
coeficiente de correlagdo de Spearman. S8o consideradas diferencas significativas com p < 0,05.

Fonte: Autoria propria.

86



Os graficos apresentados na Figura 18 (A-B) mostram uma correlagdo negativa entre os
niveis de GSH e tGSH (r = - 0,3204; p = 0,0249 e r = - 0,3194; p = 0,0253, respectivamente)
no sangue, com o numero de ovocitos maduros. Esses achados sugerem que, a medida que o
numero de ovocitos maduros aumenta, ocorre uma reducao nos niveis desses biomarcadores,
indicando maior consumo de antioxidantes sistémicos para lidar com o estresse oxidativo
gerado pelo processo de maturagdo ovocitaria. A literatura aponta que a maturagao dos ovocitos
¢ um processo metabolicamente intenso, que eleva a produgdo de ERO, aumentando a demanda
por mecanismos antioxidantes sistémicos, como a glutationa (ZHANG et al., 2020b; AITKEN
et al., 2022). Essa reducdo pode refletir a sobrecarga do sistema antioxidante em situagdes de
maior atividade metabdlica, o que pode impactar a qualidade ovocitaria e os desfechos
reprodutivos.

Por fim, os resultados indicam que o equilibrio redox desempenha um papel essencial na
qualidade ovocitéria, particularmente em processos de alta demanda metabdlica, como a
recuperagdo € maturagdo dos ovocitos. Os dados também destacam o impacto do
envelhecimento e da estimulagdo ovariana sobre o sistema antioxidante, evidenciando uma
reducdo na capacidade de neutralizar as ERO. Esses achados apontam para a necessidade de
estratégias clinicas voltadas a protecdo antioxidante em pacientes mais vulneraveis e de estudos

futuros para explorar melhor esses mecanismos e seus efeitos nos desfechos reprodutivos.

7. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo evidenciam a glutationa como um marcador redox robusto,
sensivel e clinicamente promissor para a avaliagdo da fertilidade feminina. Foram observadas
correlagdes altamente significativas entre os diferentes marcadores de glutationa no sangue, em
especial a glutationa nas formas reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e total (tGSH), assim como
entre seus niveis no plasma e no fluido folicular, sugerindo forte interdependéncia entre os
sistemas redox sistémico e local. Essa relagdo fortalece a hipotese de que o perfil redox
periférico pode refletir, a0 menos parcialmente, o microambiente folicular, oferecendo uma via
promissora para avaliagdes clinicas menos invasivas € mais abrangentes.

Além disso, o estudo demonstrou que o avango da idade e a repeticdo de ciclos de
estimulacdo ovariana comprometem progressivamente a capacidade antioxidante, impactando
negativamente pardmetros reprodutivos como o nimero de ovocitos maduros, blastocistos
formados e taxas de gravidez. A uniformidade etaria entre as participantes contribuiu para

analises mais robustas, permitindo identificar correlagdes consistentes entre biomarcadores e
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indicadores clinicos, como a contagem de foliculos antrais (CFA), reforcando o papel do
estresse oxidativo como fator determinante na qualidade ovocitaria.

Por fim, para que esses biomarcadores sejam aplicados de forma eficaz na pratica clinica,
¢ necessario estabelecer valores de referéncia a partir de grupos controle compostos por
mulheres férteis. A razdo GSH/GSSG, por exemplo, apresenta potencial para uso como
ferramenta prognostica da qualidade folicular. Com base nesses parametros, pacientes com
perfis oxidativos desfavoraveis poderiam se beneficiar de intervencgdes personalizadas, como
estratégias nutricionais antioxidantes. Além disso, a quantificagdo de ERO e ERN em amostras
sanguineas pode auxiliar na personalizagdo dos protocolos de estimulacdo ovariana,

contribuindo para melhores desfechos clinicos em reproducao assistida.
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