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RESUMO

O uso do selénio (Se) na alimentacdo humana e animal tem despertado a atencdo dos
pesquisadores devido ao seu duplo status como nutriente essencial e altamente toxico
(GIERUS, 2007). Diversos estudos apontam o papel do mineral na fertilidade masculina,
contudo, ndo ha evidéncias claras sobre a sua influéncia na fertilidade feminina. A partir
disso, este trabalho objetivou analisar a relagdo entre o uso de selénio e a reproducao
feminina, através de analises do ciclo estral, niveis de FSH e LH, e avaliacdo da taxa de
fecundidade. Neste estudo, 36 ratas foram divididas em 3 grupos, e submetidas as técnicas
de lavado vaginal e gavagem com selénio quelado, além de histerectomia total para
contagem do namero de fetos gerados. A analise dos resultados apontou que ndo houve
influéncia significativa do selénio na fertilidade e fecundidade das ratas.

Palavras-chave: selénio, fertilidade, fecundidade, suplementacéo, ratas.

ABSTRACT

The use of selenium (Se) in human and animal nutrition has attracted the attention of
researchers, due to its dual status as an essential and highly toxic nutrient (GIERUS,
2007). Manifold studies point to the role of the mineral in male fertility, however, there
is no clear evidence about its influence on female fertility. Based on it, this study aimed
to analyze the relationship between the use of selenium and female reproduction, through
analysis of the estrous cycle, FSH and LH levels, and fecundity rate assessment. In this
study, 36 rats were divided into 3 groups, and subjected to vaginal lavage and gavage
techniques with chelated selenium, in addition to total hysterectomy to count the number
of fetuses generated. The analysis of the results showed that there was no significant
influence of selenium on fertility and fecundity in rats.

Keywords: selenium, fertility, fecundity, supplementation, rats.
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1 INTRODUCAO

O selénio (Se) € um micronutriente importante na producgdo e constituicdo de
proteinas, através das selenoproteinas, que possuem funcdo estrutural e enzimatica,
destacando-se o poder antioxidante e catalitico. (Qazi et al., 2018). Além disso, previne
doencas cardiovasculares sistémicas e ativa fatores anticarcinogénicos (Stranges et al.,
2011). E encontrado principalmente em frutos do mar, ovos, brcolis, nabo, nozes e, em

especial, na castanha-do-brasil (Pieczynska & Grajeta, 2015).

A concentracdo de Se em tecidos animais depende da quantidade ingerida na dieta
(Tood, 2006). Quando ha hiposselenemia, diversas funcdes metabdlicas normais e
enzimaticas ficam comprometidas (Navarro et al., 2008). J& a hipersselenemia se
caracteriza por alopecia, unhas frageis, distarbios gastrointestinais, erupcdes cutaneas e
anormalidades no sistema nervoso e enddcrino, no entanto o nivel de Se considerado
toxico pode variar amplamente entre os autores encontrados na literatura, bem como entre
as espécies (Reilly, 2006; Navarro et al., 2008). A ingestdo diaria recomendada (RDA)
para mulheres adultas, segundo a Academia Nacional de Medicina dos Estados Unidos,
é de 55 ug (Mistry et al, 2011).

O selénio ganhou atencdo especial quando evidéncias apontaram que a
suplementacdo humana pode influenciar a motilidade dos espermatozoides, impactando
na fertilidade masculina. (Kuchakulla, 2019). Sabe-se ainda da sua relacdo com a
fisiologia do sistema reprodutor feminino, porém sdo escassos 0s estudos que

caracterizam a modulacédo desse vinculo (Qazi et al., 2018).

Tanto as formas inorganicas quanto organicas de Se estdo supostamente
envolvidas na regulacdo da expressao do gene SELENOP, que juntamente com outras
selenoproteinas, como iodotironina deiodinase 3 (Di03) e tioredoxina reductase (Txnrd),
sdo expressas no uUtero (Qazi et al., 2018). Existem, também, evidéncias sobre a expressdo
de outros genes de selenoproteinas, a destacar: as glutationas peroxidades (GPX) GPX1,
GPX2, GPX3 e GPX4, além de SELENOS e SELENOM, em ovarios bovinos (Ceko et
al., 2015).

A superexpressao de SELENOP e a expressao diminuida de GPX1 e GPX3 foram
relatados em pequenos foliculos bovinos atrésicos em relacdo aos foliculos bovinos
saudaveis (Hatzirodos et al., 2014). Alteracdes na expressdo SELENOP placentéario e
uterino também foram observadas com o avanco da gravidez em camundongos (Qazi et

al., 2018). Além disso, sabe-se que as GPXs reduzem o peréxido de hidrogénio e os
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peroxidos lipidicos em produtos ndo prejudiciais, desempenhando um papel fundamental
na reproducdo e na gravidez ao diminuir a acdo das espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Mistry et al., 2011).

Né&o obstante, na fisiologia reprodutiva feminina, o hormonio luteinizante (LH),
produzido nas células basofilas da adeno-hipdfise, € responsavel, principalmente, pelo
desenvolvimento do corpo liteo nos ovarios e pela ovulacdo (Guyton & Hall, 2017).
Atrelado a isso, o horménio foliculo-estimulante (FSH), também produzido na
adenohipdfise, causa a proliferacdo das células foliculares ovarianas e estimula a secre¢édo
de estrégeno, sendo fundamental para a producdo dos foliculos. (Salha et al., 1998).

Os ovarios secretam duas classes de hormdnios: 0s estrogénios e as progestinas,
sendo o estradiol o mais importante dos estrogénios e a progesterona a principal
progestina. (Guyton & Hall, 2017).

Devido a essas fungdes, o0 FSH, juntamente com o LH, o estrogeno e a progesterona, sao
0s principais horménios reguladores do ciclo menstrual (Salha et al., 1998).

O ciclo menstrual de ratas, denominado ciclo estral, tem duracdo média de 4 dias
e € regular em torno de 60% a 70% desses animais, sendo composto pelas fases
consecutivas: proestro, estro, metaestro e diestro (Marcondes et al., 2002). Durante o ciclo
estral, a prolactina, LH e FSH permanecem baixos e aumentam ao final da fase proestro,
enquanto que os niveis de estradiol comecam a aumentar em metaestro, atingindo niveis
méaximos durante o proestro e retornam a linha de base em estro (Marcondes et al., 2002).
A secrecdo de progesterona também aumenta durante metaestro e diestro, diminuindo ao
final desta fase, ao passo que o valor da progesterona sobe para atingir seu segundo pico
no final do proestro (Marcondes et al., 2002). O periodo entre inicio do proestro e fim do
estro ocorre a ovulacdo. Por conta desta rapida alternéncia entre os ciclos, os estudos
acerca da fertilidade a partir de ratas € um bom modelo para analise das alteracdes do
ciclo reprodutivo (Marcondes et al., 2002).

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi analisar o impacto da

suplementacdo de selénio na fertilidade e fecundidade de ratas.

2 METODOLOGIA

O célculo do tamanho da amostra foi realizado utilizando o0 GPower 3.1.9.4 (Faul
et al., 2007). Dado que este estudo visa verificar as diferencas entre 3 grupos de animais,
sendo 2 suplementados com selénio e um controle, foi utilizado um poder de amostra de

80%, um erro maximo de 10% para medidas quantitativas, grupos independentes e uma
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expectativa de diferencas de 50%. Com estes pressupostos, a amostra total calculada foi
de 36 animais.

O material biolégico utilizado na pesquisa foi composto por 36 ratas (fémeas) e
12 ratos (machos) da raca Wistar (Rattus norvergicus), inicialmente com idade de 3
meses, € com peso médio de 232,29 + 17,4 (p = 0,09). As ratas foram disponibilizadas
pelo biotério central da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), com aprovagéo
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UEPG (CEUA-UEPG) (Processo CEUA:
2020/0241818). Durante o estudo, as ratas foram divididas em 3 grupos:

- GO (grupo controle): recebeu 0,5 ml de soro fisiolégico por gavagem diéria;

- G1 (grupo 1): recebeu 0,2 ml de selénio quelado (48 pg) dissolvidos em 0,5 ml
de soro fisiolégico por gavagem diaria;

- G2 (grupo 2): recebeu 0,4 ml de selénio quelado (96 ug) dissolvidos em 0,1 ml
de soro fisiologico por gavagem diéria;

Durante toda a realizacdo da pesquisa, 0s animais foram mantidos no biotério
supracitado, em condicGes constantes de luz e temperatura, com doze horas de claridade
e doze horas de escuriddo, em sala isenta de ruidos e iluminada com lampadas
fluorescentes. Os animais foram acondicionados 3 a 3, em gaiolas-padrdo, forradas com
maravalha, sendo alimentados com racdo comercial e &gua tratada. Em cada grupo, cada
gaiola foi designada por numeral de 1 a 4, contendo animais designados de O a 2 através
da marcacdo nos rabos com caneta atoxica, podendo ser auséncia de marcacéo, um anel
ou dois anéis.

Para analise do ciclo estral, foi realizada a técnica de lavado vaginal diariamente,
sempre ao mesmo horario do dia, com posterior analise microscopica da coleta. A coleta
de lavado vaginal foi feita com micropipeta calibrada e validada, com troca de ponteira a
cada coleta, aspirando 10 pl com solucgédo de soro fisiologico. Apos a coleta, realizou-se
analise com microscépio dptico para a identificacdo da fase do ciclo estral em que cada
rata se encontrava, registrada em planilha na sequéncia. No lavado vaginal existem trés
tipos celulares visiveis em microscépio Optico, a saber: células epiteliais nucleadas,
células cornificadas anucleadas e linfocitos. Dessa forma, os ciclos estrais podem ser
determinados a partir da predominancia dos tipos celulares. No proestro existe
predominancia de células epiteliais nucleadas, no estro predominancia de células

cornificadas anucleadas, no metaestro células epiteliais nucleadas, células cornificadas
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anucleadas e linfocitos em iguais proporc¢des e no diestro predominancia de linfécitos
(Marcondes et al., 2002). Ratas que ficaram de 4 ou 5 dias na mesma fase do ciclo ou que
pularam a sequéncia proestro, estro, metaestro e diestro, foram consideradas em ciclo

irregular (Marcondes et al., 2002).

Para a suplementacdo de selénio, utilizou-se solucdo de selénio quelado
solubilizado em glicerol com concentracdo de 240 pg/ml, agulha de gavagem, seringa de
1 ml e soro fisioldgico para diluicdo. Na realizacdo do experimento, durante a primeira
semana realizou-se apenas lavado vaginal e analise microscopica. Na segunda semana,
adicionou-se a gavagem. Durante a terceira semana, manteve-se o lavado vaginal e a
gavagem. Na quarta semana, foi interrompido o lavado vaginal e realizado apenas a
gavagem. A quinta e a sexta semanas foram designadas para a fertilizagdo das ratas,
considerando-se que o tempo médio para a fecundacéo é de 14 dias. Desse modo, nessas
semanas, houve exposi¢do aos machos, sendo 1 macho em cada caixa, mantendo-se a
gavagem. Apo0s essas duas semanas de exposicéo, as ratas foram submetidas a eutanasia
com anestésico inalatorio Isoflurano 1 ml/ml. Posteriormente, foi realizada histerectomia
total para retirada do Utero e dos ovarios com o objetivo de analisar a fecundidade, a partir

da contagem do numero de fetos gerados em cada rata.

O periodo total de realizacdo do lavado vaginal e avaliagdo microscopica com
identificacdo da fase do ciclo estral diariamente foi de 21 dias. Foram analisados os dados
de ciclo estral registrados e o numero de fetos por rata, em cada grupo, de forma descritiva.
A avaliacdo das diferencas entre os grupos foi realizada a partir do método estatistico
paramétrico ANOVA. A fim de interpretar os resultados, tabelas foram produzidas. Os
testes foram considerados significativos quando p < 0,05 e as analises ocorreram no

software Epi Info®.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise do ciclo estral das ratas revelou que ndo houve diferencas significativas
entre os grupos. Comparou-se a frequéncia de registros de proestro entre os trés grupos
ao longo das semanas da afericdo do ciclo estral (Tabela 1), considerando que 0s niveis
de FSH e LH atingem seu pico em proestro e apresentam niveis baixos nas outras fases
do ciclo, o que caracteriza a ocorréncia de proestros como um importante marcador da

presenca desses hormdnios e, portanto, da atividade reprodutiva.
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Tabela 1. Frequéncia de registros da fase proestro nos grupos ao longo das semanas.

valor-
Grupos |Semana 1 |Semana 2 |Semana 3 |p
GO 22 20 18 0,81
Gl 17 19 19 0,91
G2 20 16 16 0,74
valor-p 0,66 0,74 0,90

Fonte: Os autores.

A partir dos dados da tabela 1, percebeu-se que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos na semana 1 (p = 0,66), semana 2 (p = 0,74) e semana 3 (p
= 0,90). Ainda, observou-se que no decorrer das semanas as frequéncias de proestros
nos grupos GO (p = 0,81), G1 (p = 0,91) e G2 (p = 0,74) ndo se alteraram
significativamente. Assim, constatou-se que o selénio ndo causou altera¢fes nos niveis
séricos de FSH e LH.

Outra fase do ciclo estral avaliada foi a estro, que apresenta alto nivel de
concentracdo do horménio estrogénio, outro marcador importante da atividade
reprodutiva feminina. A frequéncia da fase estro foi apresentada na Tabela 2, a fim de

avaliar possivel correlagdo entre o nivel de estrogénio e o uso do selénio.

Tabela 2. Frequéncia de registros da fase estro nos grupos ao longo das semanas.

valor-
Grupos |Semana 1l |Semana 2| Semana 3 |p
GO 12 21 22 0,14
Gl 13 15 19 0,32
G2 15 16 23 0,28
valor-p |0,80 0,41 0,75

Fonte: Os autores.

A Tabela 2 revelou que também ndo houve diferenca significativa entre os
grupos na semana 1 (p = 0,80), semana 2 (p = 0,41) e semana 3 (p = 0,75). Além disso,
ao longo das semanas, a frequéncia de estros nos grupos GO (p =0,14), G1 (p=0,32) e
G2 (p = 0,28) ndo se alterou significativamente. Portanto, constatou-se que o selénio

ndo impactou os niveis séricos de estrogénio.

As analises do ciclo estral e dos hormdnios reprodutivos relevaram que o selénio
ndo exerceu influéncia sobre a fertilidade em ratas. Destacamos aqui a necessidade de
realizacdo de outras pesquisas para corroborar com esses resultados.

Para avaliacdo da fecundidade das ratas, apos a contagem do nimero de fetos
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gerados, relacionou-se as medias por grupo na tabela 3.

Tabela 3. Média aritmética do ndmero de fetos por rata nos grupos.
Meédia do n° de fetos por
Grupos |rata

GO 5,2+53
Gl 53+58
G2 57+54

valor-p 0,97
Fonte: Os autores.

A partir dos dados da tabela 3, percebeu-se que ndo houve diferenca
significativa entre 0s grupos quanto ao niamero de fetos gerados por rata (p = 0, 97).
Além disso, observou-se elevados valores de desvio-padrdo em cada grupo, e um p-
valor proximo a 1, o que indica que ndo houve impacto do selénio sobre a fecundidade.

Por fim, ressalta-se que estudos na literatura apontaram que a menor selenemia
pode aumentar a chance de infertilidade feminina (Maeda et al., 2019), assim,
resguarda-se a possibilidade que outros resultados sejam obtidos em outras pesquisas.
N&o obstante, existem evidéncias de que o selénio pode ter um papel positivo na
maturacao e replicacdo dos oocitos (Mintziori et al., 2019), relacdo ndo encontrada nas
analises de fecundidade desta producdo. Ademais, reforca-se a necessidade da
realizacdo de mais estudos para elucidar a relacdo do selénio com o sistema reprodutor

feminino.

4 CONCLUSAO

Pode-se concluir que o selénio ndo impactou significativamente o ciclo estral e os
niveis sérios de FSH, LH e estrogénio das ratas. Além disso, ndo houve variacao
significativa no numero de fetos gerados. Assim sendo, a suplementacao de selénio nédo
demostrou influéncia na fertilidade e fecundidade das ratas. Trabalhos futuros incluem

avaliac@es histologicas e bioquimicas.
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