Review Article/Artigo de Revisao

State of the art: oxidative stress role on female fertility

Estado da arte: o papel do stress oxidativo na infertilidade feminina
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Abstract

The unbalance between free radicals and antioxidant mechanisms is known to play an important role on female infertility.
Oxidative stress (OS) has been associated with advanced age in women, BMI > 25 (overweight and obesity), as well as with
sedentary lifestyle. Studies suggest a correlation between OS and several pathologies of the reproductive tract (e.g. endo-

metriosis, PCOS) in addition to unexplained infertility cases.

Here, we review the main studies on the impact of OS on female fertility along with the relationship between antioxidant
supplementation intake by patients undergoing assisted reproduction treatments and their pregnancy outcomes.
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INTRODUCAO

infertilidade é reconhecida pela Organizacdo Mun-
dial de Saude (OMS) como uma doenca do siste-
ma reprodutivo, definida pela incapacidade de atingir
uma gravidez clinica apds 12 meses de relacoes sexuais
regulares e desprotegidas'. Contudo, esta definicao
aplica-se a mulheres com idade inferior a 35 anos. Em
idades iguais ou superiores, a infertilidade refere-se a
incapacidade de conceber apos seis meses de relacoes
sexuais desprotegidas®. A sua prevaléncia tem vindo a
aumentar nas ultimas décadas. Estima-se que afete en-
tre 8 a 12% dos casais em idade reprodutiva a nivel
mundial’. Em algumas regides do mundo, incluindo a
regido do sul Asiatico, Asia Central, Médio Oriente e
Norte de Africa, Europa Central e Oriental, podem atin-
gir os 30%*. Com o objetivo de reverter esta situacao,
muitos casais recorrem a tratamentos de Procriacdo Me-
dicamente Assistida (PMA). Em 2016, cerca de 3% do
total de criancas nascidas em Portugal foram com re-
curso a PMA®.
A producio excessiva de espécies reativas de oxigé-
nio (ERO) tem um impacto significativo no sucesso das
técnicas de PMA®. Um desequilibrio nas concentracoes
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de oxidantes e antioxidantes designa-se por stress oxi-
dativo (SO). Nesta revisdo abordamos as principais fon-
tes de SO no microambiente ovarico, assim como re-
vemos o0 seu impacto ao nivel da idade, obesidade e ou-
tras patologias associadas a infertilidade feminina. Por
fim, resumimos os principais estudos que recorrem a
suplementos alimentares para reverter ou atenuar os
danos induzidos pelo SO.

A INFERTILIDADE FEMININA

Estima-se que a infertilidade afete 10% das mulheres
em todo o mundo’. Contudo, devido a aplicacdo de di-
ferentes metodologias e defini¢oes de infertilidade, as-
sim como a dificuldade de compila¢éo de todos os da-
dos existentes, este valor pode encontrar-se subesti-
mado’. As principais causas da infertilidade feminina
compreendem alteracoes ovulatorias, obstrucio ou le-
sdo das trompas de Falopio, anomalias uterinas e cer-
vicais ou endometriose®. O fator idiopatico é também
frequente’.

A qualidade dos gametas (ovocito e espermatozoide)
¢ determinante para alcancar uma gravidez sendo in-
fluenciada pelo estilo de vida (i.e., habitos tabagicos,
consumo de alcool, pratica de exercicio fisico) assim
como pela exposi¢io ambiental (i.e., raios UV, poluicdo,
quimicos)®!°. No caso da mulher, a idade reprodutiva
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enzimaticos incluem as vitaminas C e E, o 3-caro-
teno, o zinco, entre outros'’.

No ovario, existem varias fontes potenciais de
ERO, nomeadamente os macréfagos e os neutrofi-
los residentes'®. No entanto, as ERO nem sempre
estdo associadas a efeitos negativos. Sabe-se que es-
tas desempenham um papel de relevo na regulacao
da angiogénese durante o processo de matura¢do
folicular. Grandes quantidades de ERO sio produ-
zidas durante o transporte de eletrdes, indicando
que as células da granulosa sio capazes de poten-
ciar o estado pro-oxidante folicular. A meiose 1 é
induzida por um aumento de ERO e inibida por
agentes antioxidantes, reforcando o seu papel na
ovulacdo®. Por outro lado, estas afetam negativa-
mente a progressao da metafase II, pois estdo asso-

FIGURA 1. Fatores que influenciam a fertilidade feminina. Entre os
diversos fatores associados negativamente a fertilidade feminina desta-
cam-se a idade, os habitos tabagicos e de consumo de alcool, a inativi-

dade fisica e a dieta.

avancada e o excesso de peso contribuem para o agra-
vamento desta condic¢do (Figura 1)'""2. A pratica de ati-
vidade fisica sugere uma reducio da producio de me-
diadores oxidativos e um aumento na eficiéncia mito-
condrial o que, associado, resulta na diminuicado da
producdo de ERO, no aumento na producéo de ATP e
da capacidade antioxidante."

STRESS OXIDATIVO VS REPRODUCAQ

As células possuem mecanismos de defesa contra as
ERO, existindo um equilibrio entre oxidantes e anti-
oxidantes. As ERO, sio caracterizadas pela caréncia de
eletrdes de valéncia (i.e., anido radical superoxido (O,)
ou pela sua poderosa capacidade oxidativa (i.e., pero-
xido de hidrogénio (H,0,), peroxinitrito (ONOO"))'.
Estas obtém estabilidade ao adquirir eletrées prove-
nientes de lipidos, acidos nucleicos, proteinas ou de
moléculas vizinhas'. Contudo, tal acio desencadeia
uma cascata de reacdes que acaba por resultar em da-
nos significativos nas estruturas celulares e respetiva
funcdo. Por outro lado, existem os antioxidantes enzi-
maticos e nao enzimaticos, ambos essenciais para man-
ter niveis adequados de ERO. Os Antioxidantes enzi-
maticos incluem a catalase (CAT), superoxido dismu-
tase (SOD), glutationa redutase (GSR) e glutationa pe-
roxidase (GPx)'°. Em alternativa, os antioxidantes nao
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ciadas a danos no DNA e a inibi¢do na producao de
ATP®. Além do mais, estudos sugerem que as ERO
estao envolvidas na perda da funcao esteroidogéni-
ca das células da granulosa, caracteristica de atre-
sia folicular. A formacao de ERO pela NADPH oxi-
dase esta descrita como essencial para a angiogé-
nese que acompanha estes processos*.

Por outro lado, a excecdo do foliculo maduro, os fo-
liculos iniciam o processo de apoptose promovido pe-
las ERO*. Concomitantemente, a sintese de estrogénio
induzida pela FSH e a sobrexpressdo da catalase nos
foliculos em crescimento, equilibram o processo de
apoptose, mantendo o normal funcionamento da fun-
¢do ovarica'. Durante a fase lttea, sdo necessarias gran-
des quantidades de progesterona. As ERO produzidas
no corpo luteo, estio envolvidas na degradacio estru-
tural e funcional do mesmo'®. Deste modo, as ERO e os
antioxidantes afetam a sintese de progesterona na fase
lutea. No segundo trimestre da gravidez, a ocorréncia
de SO é considerada natural, sendo suportada pelo au-
mento da producao de peroxidos lipidicos, radicais li-
vres e vitamina E pela placenta ao longo da gestacao®.

Por ultimo, é unanime que deve existir um balanco
adequado entre as quantidades de ERO e antioxidan-
tes que permita o desenvolvimento funcional dos sis-
temas biologicos. Deste modo, o SO ocorre quando se
verifica uma producao excessiva de ERO ou quando os
mecanismos de defesa antioxidante se encontram de-
bilitados, desencadeando danos ao nivel do DNA, au-
mento da peroxidacio lipidica e alteracdes na estrutu-
ra e funcdo das proteinas**. O balanco inadequado pode
influenciar negativamente a foliculogénese, a oogéne-
se e o estabelecimento de uma gravidez viavel. O SO
desempenha um papel de relevancia tanto em casos de
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infertilidade com patologia associada, como em casos
de infertilidade idiopatica®. Na verdade, apesar de se-
rem moléculas-chave em processos fisiologicos, quan-
do em excesso, as ERO podem mediar processos pato-
l6gicos que envolvem o trato reprodutivo®?. Além da
obesidade, o SO esta também associado a outras pato-
logias como a endometriose e a Sindrome do Ovario
Policistico (SOP)*"; contudo, em alguns casos, a infer-
tilidade manifesta-se sem explicacéo aparente. Estas
patologias influenciam negativamente as taxas de gra-
videz assim como os resultados da fertilizacao in vitro
(Quadro I). Apos o estabelecimento de uma gravidez,
0 SO pode ainda afetar a funcionalidade da placentae,
por fim, a saude e bem-estar fetal*.

Maternidade tardia

A medicina da reproducio enfrenta sérios desafios no
que diz respeito a diminuicdo da qualidade ovocitaria,
como consequéncia da maternidade tardia. Com o
avancar da idade, sio observadas alteracoes morfolo-
gicas e estruturais dos ovacitos, incluindo um aumen-
to do numero e disfuncdo mitocondrial®. Esta disfun-
cao esta correlacionada com o envelhecimento das cé-
lulas somaticas, devido ao acumulo de delecdes/muta-
¢oes do DNA mitocondrial (mtDNA) e a reducdo da
funcao da cadeia respiratoria. O mtDNA é vulneravel e
facilmente mutavel, devido a sua proximidade com a
cadeia respiratoria que produz ERO, assim como devi-
do a falta de histonas e auséncia de mecanismos de re-
paracao eficientes™. Igualmente nos ovocitos, os danos
celulares acompanham o avancar da idade da mulher.
Deste modo, o SO interfere com vdrios componentes
celulares que resultam na deterioracéo da qualidade do
ovocito’'.

Desde os anos 60 que a maternidade passou a ser
cada vez mais uma questdo de preferéncia pessoal da
mulher ao invés de uma imposicao cultural ou social*.
Para a maioria das mulheres nos paises desenvolvidos,
o alcancar dos objetivos académicos e a realizacdo pro-
fissional passaram a estabelecer-se como prioridades
prévias a maternidade®*. Em varios paises da Europa,
incluindo Portugal, a média de idade para a primeira
gravidez ronda atualmente os 30 anos (Figura 2)°.

Contudo, uma gravidez tardia esta associada a um
decréscimo no potencial reprodutivo da mulher de cer-
cade 5% a partir dos 25 anos de idade, atingindo os 7%
aos 30°. A fertilidade feminina é condicionada pela qua-
lidade dos ovocitos que deteriora com o avancar da ida-
de**. Esta hipotese baseia-se na premissa de que os ovo-
citos acumulam, entre outros fatores, danos oxidativos,
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anomalias cromossomicas, alteracdes da zona peltcida,
assim como se verifica uma diminuicio na capacidade
de reparacao de DNA, durante o tempo em que se en-
contram em metéfase II (ovocito maduro)®*.

Tem sido atribuido um papel-chave a mitocondria
no que diz respeito ao seu envolvimento na funcéo re-
produtora feminina e masculina®*?*’. Os mecanismos
através dos quais as mitocondrias intervém no enve-
lhecimento celular tém sido investigados e caracteriza-
dos®. Sob condi¢oes fisiologicas normais, as mitocon-
drias produzem pequenas quantidades de ERO*. No
entanto, em concentracoes elevadas, as ERO danificam
o mtDNA e as proteinas, conduzindo a um estado de
auto-oxidacio?*. Deste modo, os danos provocados po-
dem levar a um aumento no numero de copias de
mtDNA, tal como nos mostra um estudo realizado em
Espanha, que analisou o mtDNA de 159 blastocistos
provenientes de 142 casais. Os resultados demonstram
que mulheres com mais de 40 anos de idade possuem
niveis mais elevados de mtDNA em compara¢do com
mulheres mais jovens, resultando em embrides com
anomalias genéticas (42.96% vs 17.65%, p < 0.05). Os
investigadores admitem que o aumento no ntmero de
copias de mtDNA pode estar relacionado com a acu-
mulacdo de mutacoes®.

O fenomeno do envelhecimento é ainda apoiado por
um aumento das ERO detetado no liquido folicular de
mulheres em idade reprodutiva avancada*. O peroxi-
do de hidrogénio (H,0,) tem sido implicado como um
marcador de envelhecimento do ovario, assim como,
um aumento da atividade de radicais livres correlacio-
nado com uma diminuicio nas taxas de sucesso da fer-
tilizacao in vitro™*.

Um outro estudo, realizado por Alam e colaborado-
res, procedeu a comparacdo entre marcadores de stress
e quantificacdo hormonal de 328 pacientes (50% fér-
teis e 50% inférteis) com a idade, Indice de Massa Cor-
poral (IMC), duracio e causa da infertilidade. Através
de ensaios enzimaticos (ELISA), os autores procede-
ram a quantificacdo da hormona foliculo-estimulante
(FSH), LH, estradiol, cortisol e glutationa redutase pre-
sentes no soro das pacientes. Os resultados obtidos per-
mitiram concluir que o aumento da idade das mulhe-
res, assim como um IMC elevado, resultam numa di-
minuicio da atividade antioxidante, prejudicando a ati-
vidade esteroidogénica e aumentando o risco de
infertilidade (OR:2, IC = 95%)®.

Todavia, e apesar de toda a investigacio desenvolvi-
da nesta area de estudo, a relacdo entre o SO, aidade e
a infertilidade feminina, continua a gerar controvérsia
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QUADRO I. SO NA INFERTILIDADE FEMININA.

(2019)

Médico de Infertilidade

Autores Tipo de estudo Amostra Pais Conclusao
Maternidade tardia
Lledo,B. e colaboradores Experimental 142 casais, Clinica de Espanha Idade materna esta relacionada
(2018) Genética com mutacdes no mtDNA e
alteracoes ao nivel do embrido.
Wiener-Megnazi, Z. e Experimental 189 mulheres, Unidade | Israel Idade materna e aumento de
colaboradores (2004) de Obstetricia e radicais livres estdo associados aos
Ginecologia resultados da fertilizacao in vitro.
Alam, F e colaboradores Caso-controlo 328 mulheres, Centro Paquistao A idade avancada e IMC elevado

prejudica a atividade
esteroidogénica da mulher, pondo
em risco a fertilidade da mesma.

Patologias
Van Der Steeg, ] W e Coorte Pacientes de 24 Pafses Baixos | O aumento de uma unidade de
colaboradores (2008) hospitais IMC corresponde ao decréscimo
de ~5% na probabilidade da
mulher engravidar.
Ballesteros-Guzman, A K. | Transversal 33 mulheres gravidas, | México A obesidade pré-gravidez
e colaboradores (2012) Hospital local desencadeia SO na relacdo
materno/fetal.
Amreen, S. e Transversal 55 mulheres com India SO esta implicado no processo de
colaboradores (2019) endometriose, Unidade endometriose. O controlo do SO
de Obstetricia e pode ser utilizado como op¢éo
Ginecologia terapéutica.
Jackson, L. e Caso-controlo 44 mulheres com Estados Aumento dos valores de Vitamina
colaboradores (2005) endometriose, Unidos E no soro das pacientes.
Hospitais Universitarios | da Ameérica
Verit, E e colaboradores Caso-controlo 87 mulheres submetidas | Turquia A atividade do PON-1 pode ser
(2008) a laparoscopia/ utilizada como teste de
/laparotomia diagnostico para detetar
endometriose.
Foucaut, A. e Caso-controlo 151 mulheres, 4 centros | Franca Comportamento sedentario nas
colaboradores (2019) de fertilidade mulheres estd associado a casos de
infertilidade idiopatica.
Suplementacao alimentar
Twigt, J. e colaboradores Transversal 199 casais , Unidade Paises Alimentacéo equilibrada aumenta
(2012) de Ginecologia e Baixos 0 sucesso dos tratamentos com
Obstetricia técnicas PMA.
Li, M. e colaboradores Ensaio clinico 349 mulheres em Estados Suplementacéo com f-caroteno
(2019) tratamento de PMA Unidos da esta relacionado com uma
Ameérica diminuicdo nas taxas de
nascimento.
Bahramrezaie, M. (2019) Ensaio clinico 62 pacientes com SOPC | Trao Suplementacdo com resveratrol

sugere uma melhoria na
fertilidade de mulheres com
SOPC.

(continua)

152

Acta Obstet Ginecol Port 2021;15(2):149-160




Beatriz Moreira-Pinto et al.

QUADRO I. SO NA INFERTILIDADE FEMININA. (continuacdo)

Autores Tipo de estudo Amostra Pais Conclusao
Suplementacao alimentar
Twigt, J. e colaboradores Transversal 199 casais , Unidade Paises Alimentacéo equilibrada aumenta
(2012) de Ginecologia e Baixos 0 sucesso dos tratamentos com
Obstetricia técnicas PMA.
Li, M. e colaboradores Ensaio clinico 349 mulheres em Estados Suplementacdo com f-caroteno
(2019) tratamento de PMA Unidos da esta relacionado com uma
Ameérica diminuicdo nas taxas de
nascimento.
Bahramrezaie, M. (2019) Ensaio clinico 62 pacientes com SOPC | Irdo Suplementacdo com resveratrol

sugere uma melhoria na
fertilidade de mulheres com

SOPC.
Novielli, C. e Caso-controlo 43 mulheres inférteis Italia Suplementacio antioxidante
colaboradores (2019) sob tratamento em aumenta o sucesso das técnicas de
Clinica de Infertilidade PMA em pacientes obesas.
Chen, J. e colaboradores Ensaio clinico 321 mulheres com China Suplementac¢do com vitamina E
(2020) SOPC, Centro Medicina diminui SO. Contudo nio altera
Reprodutiva as taxas de gravidez .
Jamilian, M. e Ensaio clinico 56 pacientes com Irdao Suplementacio com melatonina
colaboradores (2019) SOPC diminui fatores inflamatérios e
danos oxidativos em mulheres
com SOPC
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FIGURA 2. Evolucao da fertilidade feminina em Portugal. Comparacao entre a idade média da
mae ao nascimento do primeiro filho e o namero de filhos por cada 1000 mulheres em idade fértil
(taxa de fecundidade geral), ao longo das décadas. Fontes/Entidades: Instituto Nacional de Estatisti-
ca (INE), PORDATA.
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entre a comunidade cientifica, sendo que o mecanismo
de acdo do SO e a relacdo com o declinio da qualidade
oocitdria continua por esclarecer/identificar.

Obesidade

A obesidade esta associada a um aumento dos fatores
inflamatorios e de SO*. O excesso de peso leva a efei-
tos adversos na mitocondria do ovocito, assim como a
alteracdes no liquido folicular, perturbando o micro-
ambiente ovarico e afetando negativamente o metabo-
lismo do embriao.

No contexto de obesidade, os triglicerideos em cir-
culacdo sdo armazenados nos adipdcitos, resultando
em hipertrofia adipocitaria e necrose por hipoxia acom-
panhado de infiltracdo de macrofagos e células T auxi-
liares*. Os macrofagos libertam citoquinas pro-infla-
matorias que ativam a via de sinalizacdo NF-kB que,
por sua vez, ira produzir mais citoquinas pro-inflama-
torias*. No ovario, o NFkB-p65 promove a expressio
de NADPH oxidase produzindo O. Este radical é pos-
teriormente convertido em H,O, pela SOD, o que ira
aumentar a producio de citoquinas pro-inflamatorias,
incluindo TNF-alfa e IL-6*. Verifica-se assim uma in-
terdependéncia entre a obesidade, inflamacéo e SO.

Estas alteracoes afetam negativamente o potencial re-
produtivo da mulher, nomeadamente com dificuldade
de concecéo (tanto espontanea, como com recurso a tra-
tamentos de reproducao assistida), hiperandrogenismo,
diabetes gestacional, pré-eclampsia e aborto esponta-
neo*”. Um estudo de Van der Steeg conclui que por cada
aumento de uma unidade de IMC (acima de 29 kg/m?),
ocorre um decréscimo de aproximadamente 4% na pro-
babilidade da mulher engravidar [HR:0.96 (95% IC
0.91-0.99)]*. Deste modo, a perda de peso pode refle-
tir-se num aumento significativo nas probabilidades de
engravidar. Este pressuposto foi mais tarde confirmado
um estudo do Centro Médico da Universidade de Stan-
ford, que estabeleceu como objetivo para pacientes obe-
sas, a perda de 10% do seu peso, verificando um au-
mento significativo na taxa de gravidez (88% vs 54%, p
= 0.049) e na taxa de nados-vivos (71% vs 37%, p =
0.024) em comparac¢do com as que nao perderam peso®.

Em pacientes obesas foi verificado um aumento de
acidos gordos livres, peroxidacao lipidica e alteracdo do
perfil das adipocitocinas*. De facto, o efeito combinado
de SO e niveis lipidicos aumentados, estimula a oxida-
¢do lipidica com consequente acumulacio intracelular
destes produtos, o que pode influenciar negativamente
a fung¢do mitocondrial. Como organelos produtores de
energia para as células, as mitocondrias sintetizam ATP
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via fosforilacdo oxidativa. Deste modo, um IMC elevado
associado a SO e aumento de oxidacéo lipidica pode
igualmente influenciar a funcdo das mitocondrias das
células ovaricas e assim afetar a ovulacdo. Esta docu-
mentado que o SO afeta o corpo ltiteo e a sua capacida-
de esteroidogénica em ensaios in vitro e in vivo*.

Contudo, o SO ndo afeta exclusivamente a capaci-
dade de a mulher atingir uma gravidez bem-sucedida.
Num estudo recente, Ballesteros-Guzman e colabora-
dores evidenciaram a relacéo entre obesidade pré-ges-
tacional, marcadores de SO e capacidade antioxidante
ao longo da relacao materno-fetal®. Os autores proce-
deram a avaliacao de 33 gravidas acompanhadas numa
unidade de obstetricia local. As pacientes foram divi-
didas em dois grupos de acordo com o seu IMC antes
de engravidarem (peso normal e obesas). Apos andlise
das amostras de sangue da mée, do corddo umbilical e
da placenta, os autores concluiram que um estado de
obesidade antes da gravidez esta associado a uma di-
minuicdo da expressdo de glutationa peroxidase 4
(GPx4) na placenta (p < 0.05), que por sua vez, se re-
laciona com a existéncia de um estado de SO aumen-
tado no recém-nascido®. A familia da GPx esta pre-
sente em diferentes tecidos, incluindo na placenta, con-
ferindo uma protecao antioxidante, sendo que a iso-
forma GPx4 desempenha um papel fundamental na
protecdo das membranas contra o SO*.

Existem alguns estudos que abordam os mecanis-
mos pela qual a obesidade pode conduzir a infertilida-
de; contudo, 0 mecanismo exato nao esta totalmente es-
clarecido. No entanto, as pacientes com IMC elevado,
devem ser acompanhadas e informadas sobre a impor-
tancia da reducéo de peso, especialmente antes de dar
inicio aos tratamentos de infertilidade, de modo a ga-
rantir a obtencdo de melhores resultados.

Endometriose
A endometriose é uma das patologias mais comuns em
ginecologia, afetando cerca de 10 a 15% das mulheres
em idade reprodutiva®. Os indicios mais comuns sao
ador pélvica e a infertilidade’'. Apesar de muita inves-
tigacdo sobre o diagnostico e evolucdo da doenca, a
compreensio dos mecanismos da endometriose conti-
nua a ser controversa. Pacientes com endometriose
apresentam uma taxa de gravidez inferior*?. O aumen-
to das ERO pode estar relacionado com a reducéo da
qualidade ovocitaria.

Evidéncias recentes apontam para uma relacéo en-
tre 0 metabolismo do ferro e o desenvolvimento da en-
dometriose®. O metabolismo e os niveis de ferro apa-
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rentam estar aumentados na endometriose**. O ferro
pode atuar como catalisador e potenciar a toxicidade do
oxigénio e do nitrogénio, através da producio de uma
ampla gama de ERO, induzindo lesao oxidativa nas cé-
lulas®. Deste modo, o SO gerado é responsavel pela
destruicao local do mesotélio peritoneal, contribuindo
para a adesdo células endometriais em localizacao ec-
topica™. A atividade da SOD, importante para a regu-
lacéo e equilibrio oxidativo, encontra-se diminuida no
plasma de mulheres com endometriose, indicando uma
diminui¢do na capacidade antioxidante®. Assim, mu-
lheres com endometriose apresentam ainda niveis mais
elevados de marcadores de SO”".

Por outro lado, alteracoes a nivel molecular, tais como
a instabilidade genética e viabilidade celular sio temas
de debate na patogénese da endometriose. Estudos re-
centes identificam o fator nuclear hepatocitario (HNF)
e microARNs”® como estando relacionados com o SO.
Os microARNSs responsaveis por direcionar as molécu-
las inflamatorias, encontram-se diminuidos nas mulhe-
res com endometriose™. Por outro lado, sabe-se que o
ido superoxido desempenha um papel importante no
processo epigenético, tais como a metilacdo de DNA e
aacetilacdo de histonas™. Além disso, em pacientes com
endometriose foram observadas alteracoes em varios ge-
nes envolvidos no metabolismo oxidativo dos estrogé-
nios, tais como 0 CYP1A1 e CYP3A7 e uma diminuicao
da expressdo de enzimas fundamentais para a homeos-
tasia do estrogénio, tais como SULT1E1, SULT12B1 e
UGT2B7%. Estas evidéncias sugerem que um desequi-
librio na expressao enzimatica desencadeia alteracoes
na formacdo de ERO, na estimulacido da proliferacio e
formacdo de um endométrio ectopico.

Amreen e colaboradores estudaram 55 mulheres
diagnosticadas com endometriose, sendo que mais de
80% apresentava infertilidade®. As amostras de san-
gue e de liquido peritoneal das pacientes foram anali-
sadas para biomarcadores de SO tais como: GPx, SOD
e peroxidacdo lipidica. Os resultados demonstram ni-
veis reduzidos de antioxidantes GPx e SOD perante ca-
sos de endometriose severa (p < 0.05). Em concordan-
cia, a peroxidacéo lipidica aumentou em paralelo com
a severidade da doenca tanto em amostras de sangue
como de liquido peritoneal. Este estudo permitiu con-
cluir que existe um aumento de SO diretamente rela-
cionado com a severidade da doenca®'. Contudo, a re-
lacéo entre a capacidade antioxidante e a endometrio-
se ndo aparenta ser tao linear, como demonstram Jack-
son e colaboradores. Os autores identificam um
aumento significativo de vitamina E no soro de 44 pa-
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cientes com endometriose, quando comparado com as
mulheres do grupo de controlo (12.2 vs 10.1 mg/ml; p
=0.04). No entanto, o aumento podia resultar da die-
ta ou do consumo de suplementos por parte das mu-
lheres com esta patologia®. Do mesmo modo, um ou-
tro estudo observou niveis de pro-oxidantes mais ele-
vados no soro das mulheres com endometriose em
comparagdo com as pacientes controlo (saudaveis) (p
< 0.0001)%3¢*,

Embora os niveis de ERO sejam considerados rele-
vantes na relacdo entre endometriose e infertilidade, os
mecanismos responsaveis pelo aumento do SO per-
manecem por esclarecer. Por outro lado, € dificil isolar
a causalidade, isto é, ndo esta claramente estabelecido
se 0 SO ¢é responsavel pelo estabelecimento da endo-
metriose e uma diminuicio da fertilidade ou, ao invés
¢ uma consequéncia dos processos inflamatorios ine-
rentes a propria endometriose®’.

Sindrome do ovario policistico (SOP)

A SOP é atualmente um dos disttrbios hormonais mais
comuns, ocorrendo em 5 a 10 % das mulheres em ida-
de reprodutiva®. Além de caracteristicas de hiperan-
droginismo, estd também associada a oligo- ou ame-
norreia e anovulacao®. Evidéncias demonstram que
50% de pacientes com SOP sao obesas, apresentando
na sua maioria excesso de gordura visceral. As mulhe-
res padecem igualmente de hirsutismo, acne e alope-
cia androgénica, o que impacta negativamente a sua
qualidade de vida®. Esta sindrome metabolica conduz
a manifestacoes clinicas observadas em varias doencas
cronicas, nomeadamente diabetes e doencas cardio-
vasculares®.

A SOP esta de igual modo associada a diminuicao
das concentracdes de antioxidantes, e por consequén-
cia, a um estado oxidativo. A diminuicdo do consumo
de oxigénio pelas mitocondrias, juntamente com o au-
mento da producio de ERO, explica a disfuncao mito-
condrial em pacientes com SOP. Por outro lado, o nu-
mero de células mononucleares do sangue de pacien-
tes com SOP esta aumentado®. No caso da hiperglice-
mia, esta gera niveis elevados de ERO nas células
mononucleares que, por sua vez, ativam a libertacao
de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e aumentam
a expressdo do fator de transcri¢do inflamatério NF-
kappa B, desencadeando concentracdes ainda mais ele-
vadas de TNF-a, mediador de resisténcia da insulina.
Deste modo, o SO resultante contribui para um am-
biente inflamatério favoravel ao aumento da resistén-
cia a insulina®.
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Poucos estudos se debrucaram sobre o envolvimen-
to do SO na fisiopatologia da SOP pelo que as evidén-
cias sdo bastante limitadas. Um ensaio clinico com 56
pacientes com SOP e com idades compreendidas entre
0s 18 e 40 anos estudou o efeito de suplementos de 5
mg de melatonina (poderoso antioxidante) duas vezes
ao dia ao longo de 12 semanas®. A melatonina esté pre-
sente no LF e a sua avaliacdo tem-se revelado uma fer-
ramenta importante na gestao da fertilidade humana®.
A administracio de melatonina reduziu significativa-
mente o hirsutismo (IC =95%, -0.86, -0.09; p=0.01),
o nivel de testosterona (IC = 95%, -0.21, -0.02; p =
0.01) e a concentracdo de MDA (IC = 95%, -0.38, -
0.11; p =0.001). Por outro lado, levou ao aumento da
capacidade antioxidante total (IC = 95%, 62.97,
149.28; p <0.001) e dos niveis de glutationa IC =95%,
36.08,126.03; p=0.001). Além disso, a melatonina re-
duziu a expressao génica de fatores inflamatorios tais
como interleucina-1 (IL-1) e TNF-a (p = 0.01)*".

Um outro estudo, realizado no Centro de Medicina
Reprodutiva em Nanjing, teve como objetivo avaliar o
efeito da suplementacdo com vitamina E, durante um
curto periodo, na inducéo da ovulacio em pacientes
com SOP e explorar a sua associacdo com as taxas de
gravidez®. Para tal, foram incluidas 321 pacientes, das
quais 211 experienciaram estimulagio ovarica apos su-
plementacdo com vitamina E. Apos quantificacao hor-
monal e andlise de marcadores de SO presentes no soro
das pacientes, os resultados refletem uma diminuicao
dos niveis séricos de MDA e de albumina modificada
por isquemia (IMA), assim como um aumento na ca-
pacidade antioxidante total e nos niveis de estradiol (p
< 0.05). Contudo, os autores niao encontraram dife-
rencas significativas na taxa de gravidez apos a inducao
da ovulacio entre as mulheres com SOP suplementa-
das com a vitamina E®.

Apesar da necessidade de esclarecimento dos meca-
nismos subjacentes, torna-se evidente que o SO estd
envolvido no desenvolvimento da SOP. Por outro lado,
existe ainda muita controvérsia sobre os suplementos
antioxidantes a utilizar, nao apenas relativamente a sua
dosagem e duracdo da toma, mas também relativa-
mente aos seus beneficios em pacientes com SOP.

Infertilidade idiopatica

Por definicdo, a infertilidade idiopatica é considerada
um “diagnostico de exclusio”, quando se desconhecem
os fatores que contribuem para a infertilidade do ca-
sal®®. Apesar de nao se conhecer a origem da infertili-
dade idiopatica, evidéncias demonstram que fatores
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que interferem no equilibrio oxidativo possam estar
envolvidos. Um aumento na producio de ERO é su-
gestivo de uma reducéo das defesas antioxidantes, in-
cluindo GSH e vitamina E. Esta descrito que baixas
concentracdes de antioxidantes no liquido peritoneal
podem ser determinantes na infertilidade idiopatica®.

Além dos efeitos observados, em estudos que recor-
rem a toma de suplementos antioxidantes, fatores como
uma alimentacio equilibrada, a pratica de exercicio fi-
sico, habitos tabagicos, consumo de alcool, entre ou-
tros, tém sido igualmente analisados™™". A atividade fi-
sica leva a um aumento nos niveis de ERO desenca-
deando um igual incremento na resposta antioxidante.
Em certas doencas a producéio excessiva de ERO, apos
a pratica de exercicio fisico intenso, pode potenciar o
aumento das defesas antioxidantes em comparacéo
com os individuos saudaveis®.

Por outro lado, o consumo de tabaco, dlcool e dro-
gas esta relacionado com alteracdes nos mecanismos de
reproducio feminina. O fumo do tabaco induz a pro-
ducdo de ERO, sendo que os fumadores passivos estio
igualmente expostos a particulas nocivas que tém sido
relacionadas com menores taxas de fertilidade’. Por sua
vez, o consumo regular de alcool promove a sobrepro-
ducado de ERO, desencadeando peroxidacéo lipidica, di-
minuicio da atividade antioxidante da SOD e reducao
dos niveis de GSH. Apés a desidrogenacéo, os metabo-
litos do alcool sdo responsaveis pela geracao de ERO™.

Neste ambito, uma investigacdo desenvolvida em
Franga, teve como objetivo compreender a relacdo en-
tre 0 comportamento sedentario e composi¢ao corpo-
ral com a fertilidade idiopatica tanto em homens como
em mulheres. Os resultados sugeriram que o compor-
tamento sedentario e a falta de exercicio fisico, repre-
sentam dois fatores independentemente associados
com a infertilidade™.

O SO desempenha também um papel de relevo nas
infecoes e doencas autoimunes. No processo de infecio
ocorre a geracao de ERO pela NAPDH oxidase, pela
mieloperoxidase e pela sintase do 6xido nitrico. Os ra-
dicais livres, ao protegerem contra os microrganismos
invasores, podem causar danos nos tecidos”. Além das
infecoes, também as radiacoes ultravioleta (UV) e o
stress emocional tém sido estudados como fatores exa-
cerbantes de doencas autoimunes™. Por tltimo, os po-
luentes ambientais (incluindo os pesticidas) tém sido
igualmente implicados em disturbios reprodutivos. To-
dos estes fatores tém o potencial de induzir SO. Esta-
dos de infecdo e inflamacio ativam os monocitos e neu-
trofilos, os quais produzem grandes quantidades de
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ERO, resultando na quebra da homeostasia do sistema
imune™.

SUPLEMENTOS ALIMENTARES

No momento da concegio, o SO pode desencadear oxi-
dacdo das proteinas celulares e danos no DNA. Deste
modo, é expectavel que os antioxidantes neutralizem os
radicais livres. O efeito do consumo de suplementos
alimentares contendo antioxidantes ou uma dieta mais
rica nestes compostos permanece um tema de debate
na area da fertilidade*. A literatura cientifica neste
topico é bastante limitada; no entanto, alguns estudos
sugerem que a alimentacao influencia a fertilidade fe-
minina. Por exemplo, a vitamina D em niveis elevados,
estd associada a uma maior probabilidade de gravidez
bem-sucedida, sendo particularmente benéfica para pa-
cientes com SOP na reducio do hiperandroginismo®'.
De igual modo, o mio-inositol ajuda na redugéo do ex-
cesso de androgénio e na resisténcia a insulina®. A L-
arginina melhora o fluxo sanguineo e os acidos gordos
polinsaturados influenciam a sintese de prostaglandi-
nas e a esteroidogénese® .

Uma investigacao realizada nos Paises Baixos com
199 casais em tratamento de fertilizacdo in vitro/ICSI,
identificou uma associacdo entre a adesio a recomen-
dacoes alimentares e a ocorréncia de gravidez
(OR:1.65, IC = 95%)®.

Além de uma alimentacio equilibrada, o consumo
dos micronutrientes com capacidade antioxidante é
cada vez mais explorado e incluido na dieta de mulhe-
res sujeitas aos tratamentos de PMA. Através da apli-
cacdo de questionarios a 349 pacientes do Hospital Ge-
ral de Massachussets, foi investigada a associacio ente
vitamina A, C e E, retinol e carotenoides e suplemen-
tos alimentares, e o sucesso dos tratamentos de fertili-
dade. Surpreendentemente, o estudo refere uma asso-
ciacdo inversamente proporcional entre o consumo de
[-caroteno obtido através da alimentagao com a taxa de
nascimento (50 vs 22%; p = 0.03). Contrariamente, o
consumo de vitamina A, C e E, nao influencia o suces-
so das técnicas aplicadas™.

Recentemente, um ensaio clinico envolvendo 62 pa-
cientes com SOP, entre os 18 e 0s 40 anos de idade, as
mulheres sujeitas a uma suplementacao diaria com
800mg de resveratrol obtiveram uma maior taxa de gra-
videz. O resveratrol influencia o processo angiogénico.
Tal observacdo deve-se ao facto de ocorrer uma dimi-
nuicio na expressio dos genes VEGF e HIF1 nas célu-
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las da granulosa (p = 0.0001)*". Contudo, estudos in
vitro recentes sugerem que a decidualizacdo é inibida
com este antioxidante associado a alteragdes epigené-
ticas, incluindo acetilacdo de regides promotoras dos
marcadores de decidualizacio (PRL e IGFBP1). A su-
plementacdo de resveratrol pode inibir a senescéncia
decidual e diminuir a recetividade endometrial em con-
texto clinico™.

Um outro estudo, em Itélia, analisou o liquido foli-
cular em conjunto com as células da granulosa de 19
mulheres com IMC inferior a 25 e de 24 mulheres obe-
sas (IMC > 30). As pacientes em estudo para realizacao
de tratamentos de infertilidade, foram previamente su-
plementadas com Acido alfa-Lipéico (ALA, antioxi-
dante natural essencial no metabolismo aerdbico) e
Mio-inositol (substancia natural relacionada com vita-
minas do complexo B)**. Apés dois meses de suple-
mentacdo, a capacidade antioxidante total foi avaliada
no liquido folicular, assim como os niveis de mtDNA
nas células da granulosa. Os resultados dos ensaios en-
zimaticos sugerem um aumento nas defesas antioxi-
dantes e uma diminuicdo no SO no microambiente
ovarico das pacientes obesas, restaurando deste modo
os niveis fisiolégicos e aumentando o sucesso das téc-
nicas utilizadas®.

Recentemente, uma meta-analise sobre o impacto
dos antioxidantes na infertilidade feminina, abrangen-
do um total de 7760 mulheres® visou determinar a im-
portancia dos suplementos antioxidantes no sucesso
reprodutivo. A meta-analise nao foi clara sobre a rela-
cdo entre os antioxidantes e a taxa de nados-vivos em
comparacdo com placebo (OR: 1.81,IC =95%), assim
como entre os antioxidantes e a taxa de gravidez clini-
ca (OR: 1.65, IC = 95%). Embora a heterogeneidade
dos estudos seja alta e as evidéncias de qualidade fra-
ca, a meta-andlise sugere que entre as mulheres infér-
teis com uma taxa esperada de nados-vivos e de gravi-
dez clinica de 19 %, o uso de antioxidantes aumenta-
ria a taxa para entre 24% e 36%. Por ultimo, nao foi ob-
servado um risco aumentado de aborto, problemas
gastrointestinais ou ocorréncia de gravidez ectdpica.
Contudo, ndo existem evidéncias claras para apontar o
consumo de suplementos antioxidantes como benéfi-
co para casos de infertilidade feminina®.

CONCLUSAO

O SO resulta de producio excessiva de ERO relativa-
mente aos niveis de defesa antioxidantes o que pode
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influenciar negativamente a fertilidade feminina. Em-
bora os mecanismos subjacentes a estes efeitos néo se-
jam claros, parecem resultar de interferéncias na foli-
culogénese, oogénese e no estabelecimento de uma gra-
videz saudavel.

Ao nivel celular, uma das possiveis estratégias a ser
utilizadas para um maior controlo do SO passa pela
modulacdo da mitocondria para beneficio terapéutico,
enriquecendo diferentes compartimentos mitocon-
driais tanto com antioxidantes como com pro-oxidan-
tes. Esta area tem sido intensamente estudada nos ul-
timos anos, sendo que dados pré-clinicos e clinicos re-
conhecem um potencial terapéutico para varias pato-
logias®. Contudo, a relacdo entre modificacoes
mitocondriais e a propria disfun¢do mitocondrial, as-
sim como a resisténcia a insulina, continua controver-
sa. Deste modo, sdo necessarios mais estudos que se
debrucem sobre a melhor abordagem terapéutica a ni-
vel da mitocondria que permitam modular e equilibrar
0 mecanismo oxidativo das células-alvo.

Além das alteracoes do estilo de vida, que devem ser
privilegiadas em qualquer tratamento de fertilidade, o
consumo de antioxidantes e outros suplementos ali-
mentares pode conferir beneficios adicionais no con-
trolo dos niveis adequados de ERO. Contudo, a neces-
sidade de uma suplementacdo ou uma alimentacéo
mais rica em antioxidantes, continua bastante contro-
versa. No entanto, a maior parte das evidéncias que su-
porta os beneficios dos antioxidantes foi observada em
estudos experimentais com animais ou através de es-
tudos in vitro. E por isso crucial que se realizem mais
ensaios clinicos que permitam esclarecer a utilidade
dos antioxidantes como coadjuvantes dos tratamentos
de infertilidade.
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