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A dissertagao foi elaborada seguindo o estilo ABNT e seré apresentada no formato
tradicional. Este trabalho foi realizado nas instalagdes do Laboratorio de Genética
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RESUMO

A satde masculina ¢ marcada por uma menor procura por servigos médicos € maior exposi¢ao
a fatores de risco, o que impacta negativamente o healthspan e a capacidade reprodutiva. O
envelhecimento e o estilo de vida inadequado podem levar ao estresse oxidativo e a
instabilidade gendmica, comprometendo a espermatogénese através de danos acumulativos ao
DNA e disfungdes metabolicas. A complexidade do sistema reprodutor e sua interdependéncia
com a saude hepdtica tornam os gametas masculinos particularmente vulneraveis a falhas de
reparo e oxidagdo, exigindo estratégias de intervencdo eficazes. Nesse contexto, a geleia real
destaca-se como um agente nutracéutico com potentes propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias e moduladoras epigenéticas. Contudo, ha uma lacuna no conhecimento sobre seus
efeitos no consumo continuo em organismos saudaveis. Assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar a genotoxicidade e mutagenicidade da suplementagdo com geleia real (150 mg/kg) em
camundongos Swiss machos jovens, adultos-jovens e adultos-velhos. Este estudo foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) com o protocolo niimero N° 40/2023.
Foram utilizados no total 100 camundongos divididos em trés faixas etarias: jovens (3 meses),
adultos-jovens (6 meses) e adultos-velhos (12 meses). O delineamento experimental teve
duracdo total de 90 dias, organizado em trés etapas independentes, cada uma com 30 dias de
administracdo didria por gavagem de geleia real (150 mg/kg) ou agua. Foram utilizados 20
animais em cada uma das duas primeiras etapas (jovens e adultos-jovens) e 60 animais na
terceira etapa (adultos-velhos), distribuidos em seis grupos experimentais de 10 animais. No
31° dia de administracao, em todas as etapas, foi coletado sangue periférico dos animais para
realizagdo do ensaio cometa. Logo apds foram eutanasiados, para a dissec¢do dos fémures a
retirada da medula dssea para o teste de microntcleos, a dissecagdo do figado para realizacao
dos testes referentes a estresse oxidativo e a dissecacdo dos epididimos para a avaliagdo
espermatica. Nos resultados, observou-se que a suplementagdo de geleia real ndo promoveu
efeitos genotoxicos e mutagénicos, ndo apresentando diferencas significativas no teste de
micronucleo, em nenhuma das faixas etarias, contudo o ensaio cometa apresentou uma
diminui¢do da porcentagem de dano ao DNA em animais adultos-jovens no grupo geleia real
quando comparado ao grupo controle, confirmando assim a seguranca da geleia real nesse
periodo. Em relacdo ao figado, verificou-se modulagao dependente da idade nos marcadores de
estresse oxidativo, animais adultos-jovens e adultos-velhos apresentaram aumento de sulfidrilas
no grupo geleia real, enquanto o contetido oxidado de 2°,7’-diclorofluoresceina ndo demonstrou
diferencas referente ao grupo controle em nenhuma idade. Ja a enzima catalase demonstrou um
aumento no grupo geleia real em adultos-jovens e adultos-velhos, porém a superoxido
dismutase e a glutationa peroxidase apresentaram aumento apenas em adultos-velhos quando
comparadas ao grupo controle de mesma idade, assim a geleia real exerceu efeito modulador
discreto nas enzimas hepaticas. Quando realizada a comparagdo entre as diferentes idades, as
enzimas catalase, superoxido dismutase e o contetdo oxidado de 2°,7’-diclorofluoresceina nos
adultos-velhos apresentaram diminui¢do em relacdo aos jovens e adultos-jovens, enquanto a
glutationa peroxidase apresentou aumento nos adultos-velhos comparado as outras idades. Na
avaliacdo espermatica, a idade foi o principal determinante das alteragdes, com piora
progressiva da motilidade, integridade de membrana e morfologia nos grupos mais velhos. A
suplementagao nao induziu danos, porém nao reverteu o declinio associado a idade. De forma
geral, os dados demonstram que a geleia real ¢ segura para consumo em diferentes idades,
reforgando seu uso como agente nutracéutico voltado a manuten¢ao da saude e da estabilidade
gendmica, mas sem demonstrar efeito na satide dos espermatozoéides.

Palavras-chave: Fertilidade masculina, Qualidade espermatica; Estresse oxidativo;
Genotoxicidade; Ensaio cometa; Micronucleo.



ABSTRACT

Male health is characterized by lower utilization of medical services and greater exposure to
risk factors, which negatively impacts both healthspan and reproductive capacity. Aging and
inadequate lifestyle habits can lead to oxidative stress and genomic instability, compromising
spermatogenesis through cumulative DNA damage and metabolic dysfunctions. The
complexity of the reproductive system and its interdependence with liver health make male
gametes particularly vulnerable to repair failures and oxidation, demanding effective
intervention strategies. In this context, royal jelly stands out as a nutraceutical agent with potent
antioxidant, anti-inflammatory, and epigenetic-modulating properties. However, a knowledge
gap remains regarding its effects when consumed continuously by healthy organisms. Thus, the
objective of this study was to evaluate the genotoxicity and mutagenicity of royal jelly
supplementation (150 mg/kg) in young, young-adult, and older-adult male Swiss mice. This
study was approved by the Animal Use Ethics Committee (CEUA), protocol No. 40/2023. A
total of 100 mice were used, divided into three age groups: young (3 months), young-adult (6
months), and older-adult (12 months). The experimental design lasted 90 days, organized into
three independent stages, each with 30 days of daily gavage administration of royal jelly (150
mg/kg) or water. Twenty animals were used in each of the first two stages (young and young-
adult), and 60 animals in the third stage (older-adult), distributed into six experimental groups
of ten animals each. On the 31st day of administration, in all stages, peripheral blood was
collected for the comet assay. Immediately afterwards, animals were euthanized for femur
dissection and bone marrow collection for the micronucleus test, liver dissection for oxidative
stress assays, and epididymis dissection for sperm evaluation. The results showed that royal
jelly supplementation did not promote genotoxic or mutagenic effects, with no significant
differences in the micronucleus test at any age. However, the comet assay revealed a reduction
in the percentage of DNA damage in young-adult animals in the royal jelly group when
compared to the control group, thus confirming the safety of royal jelly at this stage. Regarding
the liver, age-dependent modulation was observed in oxidative stress markers: young-adult and
older-adult animals showed an increase in sulthydryls in the royal jelly group, whereas oxidized
2’,7’-dichlorofluorescein content showed no differences relative to the control group at any age.
Catalase activity increased in the royal jelly groups of young-adult and older-adult animals, but
superoxide dismutase and glutathione peroxidase increased only in older-adult animals
compared with age-matched controls, indicating a modest modulatory effect of royal jelly on
hepatic enzymes. When comparing across age groups, catalase, superoxide dismutase, and
oxidized 2’°,7’-dichlorofluorescein levels decreased in older-adult animals relative to young and
young-adult animals, while glutathione peroxidase increased in older-adults compared with the
other ages. In sperm analysis, age was the main determinant of alterations, with progressive
decline in motility, membrane integrity, and morphology in the older groups. Supplementation
did not induce harm, but it also did not reverse age-related decline. Overall, the findings
demonstrate that royal jelly is safe for consumption at different ages, supporting its use as a
nutraceutical agent aimed at maintaining health and genomic stability, although no beneficial
effects were observed on sperm health.

Keywords: Oxidative stress; Genotoxicity; Male fertility; Comet assay; Micronucleus; Sperm
quality.
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1. INTRODUCAO

1.1 A SAUDE DO HOMEM E A INSTABILIDADE GENOMICA

A saude do homem ¢ um campo de estudo crucial, que abrange nao apenas a
longevidade e a qualidade de vida, mas também a preservag¢do da capacidade reprodutiva ao
longo do tempo. Essa abordagem, no entanto, demanda uma compreensao integrada entre os
determinantes bioldgicos, comportamentais e socioculturais que influenciam a vulnerabilidade
masculina a diversos agravos. Observa-se que o perfil epidemiologico masculino no Brasil
revela um conjunto expressivo de vulnerabilidades que justificam a necessidade de politicas
publicas especificas (IBGE, 2020).

Dados do Ministério da Saude (2023) indicam que os homens acessam menos 0s
servigos de atengdo basica, tendem a buscar cuidados apenas em estagios avangados de
adoecimento e apresentam maior prevaléncia de fatores de risco evitaveis. A frequéncia de
fumantes entre homens ¢ de 11,7%, consideravelmente superior a observada nas mulheres
(7,2%). O risco de morbidade e mortalidade prematura € intensificado pelo consumo abusivo
de alcool (ingestdo de cinco ou mais doses em uma unica ocasido nos ultimos 30 dias), reportado
por 27,3% dos homens, quase o dobro da frequéncia feminina (15,2%). Estes hébitos se somam
a padrdes alimentares inadequados, com o homem apresentando maior frequéncia de excesso
de peso (IMC > 25 kg/m?), atingindo 63,4%, em comparagdo com 59,6% das mulheres. Ainda,
a ingestao de cinco ou mais grupos de alimentos ultraprocessados ¢ mais prevalente no ptblico
masculino (22,0% versus 14,1%).

No contexto do Sistema Unico de Satde (SUS), a sub-representagiio masculina no
uso dos servigos de saude ¢ evidente. Em 2022, apenas 28% dos atendimentos individuais na
aten¢do primdria foram destinados aos homens, e estima-se que cerca de um ter¢o da populagao
masculina entre 20 e 59 sequer esteja cadastrada na atengdo primaria a satde (Ministério da
Satude, 2024). Essas disparidades persistem também em indicadores de consulta médica,
conforme a Pesquisa Nacional de Saude de 2019, apenas 66,6% dos homens declararam ter
consultado um médico nos tltimos 12 meses, contra cerca de 82% das mulheres (IBGE, 2021).
Ademais, embora o SUS responda por mais da metade dos atendimentos ambulatoriais no pais,
sua utilizacdo permanece assimétrica (Aragjo et al., 2017).

Neste contexto, destaca-se a Politica Nacional de Atencdo Integral a Saude do
Homem (PNAISH), instituida em 2009, que busca melhorar as condi¢des de saude da

populacdo masculina entre 20 e 59 anos. A politica visa reduzir a morbidade e a mortalidade
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por meio do enfrentamento dos fatores de risco e vulnerabilidades, ampliando o acesso as a¢des
e aos servigos de atencdo integral a saude, respeitando as diferentes expressdes de
masculinidades, a partir da perspectiva de género, que considera a masculinidade como
construgdes socioculturais envolvidas nas relagdes de poder entre homens e mulheres mediante
a atuacgdo nos aspectos socioculturais, sob a perspectiva relacional de género.

Neste contexto, o termo healthspan tem ganhado destaque na literatura cientifica,
sendo utilizado principalmente para definir o periodo da vida vivido com boa satde, livre de
doengas cronicas e incapacidades do envelhecimento (Kaeberlein, 2018; Masfiah et al., 2025).
Embora seja um conceito relativamente novo, sua definicdo ¢ de grande importancia para
orientar politicas e intervengdes voltadas a promogao da expectativa de vida saudavel (Masfiah
et al., 2025). O termo surge na necessidade de preencher uma lacuna, entre expectativa de vida
saudavel e expectativa de vida total, uma diferenca estimada em aproximadamente 9 anos,
conforme ilustrado na Figura 1 (Garmany; Yamada; Terzic, 2021). Assim, embora o
prolongamento da vida seja necessario, o principal objetivo das estratégias baseadas no
healthspan ¢ garantir melhores condi¢des de saude ao longo dos anos, priorizando a qualidade

de vida em vez de apenas aumentar sua duragdo (Falshaw; Sagner; Siow, 2024).

Figura 1 — Gréfico da lacuna entre expectativa de vida e expectativa de vida saudavel.

Expectativa de vida
73,2 anos
64,0 anos 9,2 anos
Expectativa de vida saudavel
| | | [ I I [
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Fonte: Adaptado de Garmany, Yamada e Terzic (2021).

A manutencdo de um healthspan prolongado, especialmente no organismo
masculino, depende diretamente da integridade celular e da capacidade de resposta aos
estressores biologicos (Liao et al., 2010). A instabilidade gendmica, caracterizada pelo acimulo

progressivo de danos ao acido desoxirribonucleico (DNA), constitui um marcador fundamental
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que compromete essa integridade (Lopez-Otin et al., 2023a). Nos homens, a estabilidade do
material genético ¢ ameagada por fatores como o declinio da eficiéncia dos mecanismos de
reparo de DNA e pelo aumento do estresse oxidativo. O estresse oxidativo, por sua vez, resulta
do desequilibrio entre a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a defesa
antioxidante, sendo um dos principais causadores do dano celular (Hemagirri; Sasidharan,
2022; Sharma; Sampath, 2019; Takalani et al., 2023).

A influéncia da idade ¢ evidente quando se observam as diferencas na incidéncia
de danos genéticos entre diferentes faixas etdrias. Estudos demonstram que a frequéncia de
danos ao material genético, como a fragmentagdo do DNA espermdtico, aumenta
progressivamente com o avanco da idade paterna (Agudo-Rios et al., 2023). Individuos jovens
tendem a apresentar mecanismos de defesa antioxidante mais eficientes e maior capacidade de
reparo celular, enquanto individuos adultos mais velhos exibem um aumento significativo de
mutagdes e fragmentacdo de DNA espermatico, comprometendo a qualidade dos gametas
(Agudo-Rios et al., 2023; Hamilton; Assumpgao, 2020).

Essa tendéncia ¢ refor¢ada pelos achados de Vaughan et al. (2020), em um estudo
de coorte retrospectivo envolvendo 16.945 amostras de sémen de homens avaliados por
infertilidade. Os autores observaram um aumento significativo do indice de fragmentacdo do
DNA, mensurado por citometria de fluxo, em todas as faixas etarias. Além disso, os niveis de
adutos associados ao estresse oxidativo foram menores em individuos com menos de 30 anos,
elevando-se progressivamente com o aumento da idade.

Considerando que a fungao testicular e a qualidade do esperma se deterioram com
o avanco da idade, ndo surpreende que estudos apontem uma influéncia negativa da idade
paterna sobre a fertilidade e a concep¢do natural, além de associarem o envelhecimento
masculino a maiores atrasos para alcancar a gestacao (Kasman; Del Giudice; Eisenberg, 2020).
Isso reforca a necessidade de intervengdes que envolvam tanto a oferta de informacgdes, quanto
estratégias preventivas (Dong et al., 2022; Lakoma; Kukharuk; Sliz, 2023).

A fungdo reprodutiva em ambos os sexos ¢ regulada por um sistema
neuroenddcrino, o eixo hipotdlamo-hipdfise-gonadal (HHG), que regula a gametogénese e a
esteroidogénese (Plunk; Richards, 2020). Assim, a integridade estrutural e funcional dos 6rgados
reprodutivos pode ser impactada ndo apenas por alteragdes decorrentes do envelhecimento, mas
também por condi¢des exogenas (Isola et al., 2024).

Nesse contexto, a saude reprodutiva feminina e masculina desempenha um papel
importante na programac¢ao metabdlica, uma vez que alteragdes hormonais, nutricionais e

epigenéticas presentes no periodo pré-concepcional podem influenciar diretamente a qualidade
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dos gametas, a fecundagao e o desenvolvimento inicial do embrido (Sanchez-Garrido; Garcia-
Galiano; Tena-Sempere, 2022). No sistema reprodutivo feminino, a fecundidade estd
intrinsecamente ligada a reserva ovariana ¢ a qualidade dos oocitos. Os ovarios, além de
produzirem os gametas, sao responsaveis pela secregao ciclica de hormonios esteroides, como
0 estrogénio e a progesterona, que preparam o utero para a implantagdo e sustentam a gestagao
(Bendsen et al., 2006; Isola et al., 2024). A idade materna avangada, fator central no adiamento
da maternidade, constitui o principal preditor de declinio da fertilidade feminina. Isso ocorre
devido a redu¢do progressiva da quantidade e da qualidade dos foliculos ovarianos, culminando
em um aumento na incidéncia de aneuploidias e falhas de implantagdo (Wang et al., 2024).

Por sua vez, o sistema reprodutivo masculino depende da produgdo continua de
espermatozoides vidveis nos testiculos, um processo conhecido como espermatogénese,
também sob controle do eixo HHG (Dong et al., 2022). A qualidade seminal, avaliada por
parametros como concentragao, motilidade e morfologia espermatica, ¢ um indicador direto da
capacidade reprodutiva masculina (Farahani et al., 2021; WHO, 2021). Fatores ambientais,
estilo de vida e condi¢cdes médicas podem comprometer a espermatogénese, contribuindo
significativamente para a prevaléncia global da infertilidade (Farahani et al., 2021; Pintus; Ros-
Santaella, 2021).

A manifestacdo de alteracdes metabolicas pode aparecer entdo, como diminuigdo
da motilidade espermaética, alteracdo dos componentes citoplasmaticos, modificagdes no
material genético ou mesmo morte espermadtica, contribuindo para a infertilidade masculina
(Takalani et al., 2023). De fato, o estresse oxidativo ¢ um dos principais fatores que contribui
para a infertilidade masculina, condi¢do que afeta aproximadamente 15% dos casais em todo o
mundo, sendo que os fatores atribuidos aos homens correspondem a quase 50% desses casos
(Wang et al., 2025; WHO, 2023b).

Apesar disso, o cuidado masculino com a propria satide ainda ¢ frequentemente
negligenciado. Este cendrio estd associado a estigmas culturais de masculinidade que associam
a busca por auxilio médico a fraqueza, na falta de uma cultura de preven¢ao comparavel a saude
feminina, e na priorizacdo de responsabilidades externas em detrimento do autocuidado
(Abdullahzadeh et al., 2025). Consequentemente, a deteccao tardia de condi¢des que afetam a
espermatogénese, como varicocele, desequilibrios hormonais ou o acimulo de danos genéticos
induzidos pelo estilo de vida, perpetua o ciclo de comprometimento da saude reprodutiva e da
estabilidade gendmica masculina (Agarwal et al., 2021; Roudsari; Sharifi; Goudarzi, 2023).

Portanto, entender o processo de espermatogénese ¢ essencial para o cuidado com

a saude reprodutiva masculina. A espermatogénese ¢ um processo ciclico, complexo e
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altamente organizado, que ocorre no interior dos tubulos seminiferos e ¢ regulado pelas células
de Sertoli (Bhattacharya; Dey; Banerjee, 2023). Este processo de diferenciacdo celular
transforma espermatogonias diploides em espermatozoides haploides altamente especializados
(Maroto et al., 2025). A duracao total da espermatogénese varia significativamente entre as
espécies, sendo de aproximadamente 74 dias em humanos e cerca de 35 dias em camundongos,
0 que exige um ciclo continuo e eficiente para a producdo de gametas vidveis (Cho; Easley,
2023; Maroto et al., 2025).

Os espermatozoides produzidos nos testiculos sdo liberados no limen dos tiibulos
seminiferos, percorrem os ductos eferentes até chegarem ao epididimo. Nesse estagio inicial,
ainda ndo sdo funcionais e, por isso passam por um processo de maturagdo epididimaria que
envolve modificagdes morfologicas e bioquimicas essenciais que adquiram motilidade e
capacidade de fertilizar o ovdcito (Hoque et al., 2022). O epididimo ¢ dividido em trés regides:
cabega, corpo e cauda, cada uma desempenhando fungdes especificas ao longo desse processo.
A maturacdo espermatica ocorre através de interacdes dos espermatozoides com o
microambiente epididimério, cuja composi¢ao varia ao longo do ducto conforme mudancas de
osmolaridade, da propor¢do idnica, das reservas energéticas e no perfil proteico secretado
(James et al., 2020; Koch et al., 2015). Essas interacdes modificam a membrana plasmatica dos
espermatozoides em relacdo a sua composicao, aumentando ligagdes dissulfidicas e formando
associacoes entre proteinas, algumas delas androgeno-dependentes (James et al., 2020).

A cabeca do epididimo ¢ a regido mais ativa metabolicamente, responsavel por
aproximadamente 70 a 80% da secrecdo proteica (Koch et al., 2015). No corpo e na cauda do
epididimo ocorre a remocao da gota citoplasmatica dos espermatozoides e a eliminagao de ERO
devido a expressao de enzimas da familia da glutationa peroxidase (GPx), além do transporte
de agua e eletrdlitos (Cooper, 2011; Drevet, 2006). A aquisi¢cdo da motilidade progressiva e da
capacidade de reconhecimento do ovdcito ocorre na cabega e no corpo, enquanto a cauda ¢
principalmente responsavel pelo armazenamento e remoc¢do dos espermatozoides anormais
(Hoque et al., 2022; James et al., 2020; Koch et al., 2015).

Apesar de sua precisdo biologica, a espermatogénese permanece suscetivel a erros,
especialmente durante a fase de intensa proliferacdo celular e as divisdes meidticas, momentos
cruciais nos quais a instabilidade genomica pode ser intensificada (Stavros et al., 2024). A
replicacdo e o reparo de DNA sdo mecanismos essenciais em cada etapa desse processo, €
qualquer falha nesses mecanismos pode resultar na formacao de gametas com fragmentagao de
DNA ou aneuploidias, comprometendo tanto a fertilidade quanto a satide da prole (Middelkamp

et al., 2020). Mesmo apds o processo testicular, os espermatozoides permanecem vulneraveis a
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danos durante a maturagdo epididimaria, periodo em que o microambiente regula a aquisi¢ao
de motilidade, remodelamento proteico e eliminacdo de EROs por meio de enzimas como as
glutationa peroxidases (Aitken; De luliis; McLachlan, 2009).

Entretanto, a reprodu¢do nao € o unico sistema afetado pela instabilidade gendmica
e pelo estresse oxidativo. O figado, 6rgdo central na homeostase metabdlica, detoxificacao,
biotransformagdo de xenobidticos e sintese de antioxidantes, desempenha papel fundamental
na manutencao do healthspan masculino (Falshaw; Sagner; Siow, 2024). Alteracdes hepaticas
decorrentes de estresse oxidativo, como esteatose, inflamacdo cronica ou disfuncao
mitocondrial, contribuem para o actimulo sistétmico de EROs e metabdlitos reativos,
amplificando o dano ao DNA em diversos tecidos. Assim, o figado e o sistema reprodutivo
masculino configuram um eixo interdependente: disfuncdes hepaticas aumentam a carga
oxidativa sistémica, enquanto a vulnerabilidade dos espermatozoides a oxidagao ¢ as falhas de
reparo amplifica a instabilidade gendmica observada com o avangar da idade e com estilos de
vida ndo saudaveis (Drevet, 2006; Grossmann et al., 2019).

Paradoxalmente, apesar da importancia biologica destes processos e da crescente
prevaléncia da infertilidade masculina, os cuidados de satide masculinos permanecem
historicamente negligenciados (Roudsari; Sharifi; Goudarzi, 2023). Essa negligéncia decorre
de multiplos fatores, incluindo estigmas culturais de masculinidade que associam a busca por
auxilio médico a fragilidade, a auséncia de uma cultura preventiva semelhante a observada na
satde feminina e na priorizagdo de responsabilidades externas em detrimento do autocuidado
(Abdullahzadeh et al., 2025).

Diante da vulnerabilidade do sistema reprodutivo masculino ao estresse oxidativo
e a instabilidade gendmica, bem como da lacuna existente em intervencoes eficazes e
acessiveis, cresce o interesse pela investigagao de agentes nutracéuticos com potencial protetor.
Entre os produtos naturais propostos, destaca-se a geleia real (GR), devido as suas reconhecidas

propriedades terapéuticas.

1.2 GELEIA REAL

A GR ¢ uma substancia secretada pelas glandulas hipofaringeas das abelhas
operarias, um composto unico, rico € com um pH fortemente acido (3,1-3,9) que desempenha
um papel fundamental na nutri¢do das larvas e na diferencia¢do da rainha (El-Guendouz et al.,

2020). Embora as abelhas rainhas e as operarias possuam o mesmo genoma, a alimentagao
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diferenciada com GR resulta em notdveis diferencas anatomicas, fisiologicas e
comportamentais (Collazo et al., 2021; Kocot et al., 2018).

A GR ¢ um liquido branco-amarelado e cremoso, utilizado como alimento especial
para as larvas e rainhas nas colmeias. Todas as larvas consomem GR nos trés primeiros dias de
vida. A partir desse periodo, apenas aquelas destinadas a se tornarem rainhas continuam
recebendo-a durante toda sua existéncia (Orsoli¢; Jazvins¢ak Jembrek, 2024). Essa diferenga
nutricional ocasiona mudangas na expressao genética, que acabam permitindo o
desenvolvimento ovariano completo na rainha. Destacando sua capacidade de viver por até
cinco anos, enquanto as operarias geralmente vivem cerca de 45 dias. Além disso, ela pode
produzir diariamente ovos equivalentes ao seu peso (2.000-3.000 ovos) (Fratini et al., 2016).

A composicdo quimica consiste principalmente em agua (50%—-60%), proteina
(18%), carboidratos (15%), lipidios (3%—6%) e outros biocompostos (Kanelis et al., 2015;
Nainu et al., 2021). Alguns agucares presentes na GR incluem frutose e glicose. Além disso,
sacarose e outros oligossacarideos como erlose, gentobiose, isomaltose, maltose, melezitose,
rafinose e trealose estdo presentes em concentragcdes muito pequenas (Nainu et al., 2021). No
entanto, a composi¢ao exata da GR pode variar conforme a origem geografica, a estacdo do
ano, as condigdes regionais de alimentacao das abelhas, os métodos de armazenamento e a
diversidade genética entre as colonias de abelhas (Collazo et al., 2021).

Um estudo publicado por Bagameri et al. (2023) demonstrou que o consumo de GR
possui efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes e moduladores do sistema imunolédgico, o que
pode contribuir para a melhora de condigdes relacionadas a processos inflamatdrios cronicos.
Além disso, os principais componentes bioativos, como lipidios, flavonoides, acidos organicos
e vitaminas, desempenham um papel fundamental na regulagao das vias inflamatorias, ajudando
a reduzir o estresse oxidativo e promovendo a prote¢ao das células contra danos (Collazo et al.,
2021; Nainu et al., 2021).

As proteinas sdo os elementos mais ativos e mais abundante na GR, destacando-se
as proteinas principais da geleia real 1-9 (MRJPs 1-9) que representam 80% do total proteico
e possuem fungdes diversas, incluindo a regulagdo do crescimento, a modulagdo do sistema
imunologico, a participagdo em processos hormonais e de diferenciagao celular (Ali; Kunugi,
2020; Kunugi; Mohammed Ali, 2019).

Kamakura et al. (2011) demonstraram que a proteina royalactina (MRJP1), de 57
kDa, promove o desenvolvimento de larvas em rainhas, aumentando o tamanho corporal e do
ovario e reduzindo o tempo de desenvolvimento. As proteinas presentes na GR, especialmente

a royalactina, desempenham um papel fundamental na diferenciacdo entre rainha e operaria,
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atuando como fatores morfogénicos que estimulam vias de sinalizacdo especificas, como o
receptor de fator de crescimento epidérmico, levando a mudangas fisioldgicas e morfoldgicas
que definem a casta (Collazo et al., 2021).

A GR e seus componentes bioativos exibem uma potente atividade antioxidante,
atuando como sequestradores EROs (Botezan et al., 2023). Essa capacidade ¢ fundamental para
mitigar o estresse oxidativo. Adicionalmente, a GR possui propriedades anti-inflamatdrias
(Kocot et al., 2018), o que ¢ relevante, visto que a inflamagao cronica € um componente do
envelhecimento que pode afetar negativamente a qualidade seminal (Isola et al., 2024).

Além das proteinas, o acido 10-hidroxi-2-decendico (10-HDA), um &cido graxo
exclusivo da GR tem sido amplamente estudado por suas propriedades bioativas (Cornara et
al., 2017; Miyata; Sakai, 2018; Pasupuleti et al., 2017). Estudos sugerem que o 10-HDA (2-
5%) pode atuar como um inibidor da histona desacetilase (HDAC), regulando a expressao
génica e influenciando a diferenciagdo das castas em abelhas meliferas (Apis melifera)
(Polsinelli; Yu, 2018).

A ligacdo mecanicista entre a GR e a saude reprodutiva masculina tem sido
explorada em diversos estudos. Abdelnour et al. (2020) demonstram que a suplementacdo de
doses moderadas (100-200mg/kg) de GR aumentam a producao de testosterona e melhoram
motilidade, viabilidade e integridade da membrana espermatica em coelhos. Além disso, as
evidéncias sugerem que a GR pode reduzir o dano ao DNA espermatico, um fator associado a
menores taxas de fertilizagdo e maior incidéncia de aborto espontaneo, tendo sido observada
em estudos realizados em camundongos (Gillespie et al., 2025).

Embora o mecanismo exato ainda esteja sob investigacdo, a GR emerge como uma
promissora interven¢do nutrac€utica, capaz de atuar sobre fatores centrais que afetam o sistema
reprodutivo masculino em diferentes idades, especialmente o estresse oxidativo e a
instabilidade genomica (Ahmad et al., 2020). Apesar das evidéncias que apontam para sua
capacidade de atenuar o estresse oxidativo e melhorar os pardmetros seminais, 0 mecanismo
molecular exato pelo qual seus componentes bioativos modulam a instabilidade genomica em
diferentes idades do sistema reprodutivo masculino ainda permanece como uma lacuna no

conhecimento.

1.3 GELEIA REAL E INSTABILIDADE GENOMICA

A integridade e a estabilidade do genoma sdo amplamente ameagadas por agentes

quimicos, fisicos e biologicos, além de fatores endogenos, como erros de replicacao de DNA,
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defeitos de segregagdo cromossdmica, processos oxidativos e reagdes hidroliticas espontaneas
(Ferrucci et al., 2020; Lemoine, 2020; Lopez-Otin et al., 2023b; Siametis; Niotis; Garinis,
2021). As fontes extrinsecas ou intrinsecas de danos incluem mutagdes pontuais, delegoes,
translocagdes, encurtamento de telomeros, quebras de fita simples e dupla, rearranjos
cromossOmicos e defeitos na arquitetura nuclear (Lopez-Otin et al., 2023a). Exposi¢des
ambientais também podem promover mudancas epigenéticas ao afetar a regulacdo genética por
meio de alteracdao na metilagdo de DNA e modificagdes de histonas (Lopez-Otin et al., 2023a;
Siametis; Niotis; Garinis, 2021).

Em um estudo recente em camundongos, a administragdo de GR induziu alteragdes
significativas nas modificacdes de histonas em células epiteliais, incluindo o aumento de
H3K27me3 e a diminui¢do de H3K23Ac em genes relacionados ao ciclo celular e a regulagado
metabolica (Kobayashi et al., 2024). Tais achados demonstram que a GR pode influenciar a
expressao génica em mamiferos através de vias epigenéticas, o que reforca a hipdtese de que
seus efeitos protetores na estabilidade genomica e na saude reprodutiva podem ir além da
simples neutralizagdo de EROs (Polsinelli; Yu, 2018).

O epigenoma, composto por modificagdes como metilagdo do DNA e alteragdes
em histonas, ¢ dindmico e sujeito a alteragdes ao longo da vida. Algumas dessas modificagdes
sdo programadas, enquanto outras ocorrem de forma estocastica, podendo impactar fungdes
biologicas (Cristofalo; Gerhard; Pignolo, 1994; De Magalhaes, 2025). Evidéncias sugerem que
o dano ao DNA ¢ um dos principais impulsionadores de mudancgas epigenéticas, uma vez que
a resposta ao reparo pode alterar marcas epigenéticas e influenciar a estabilidade da cromatina
(Schumacher et al., 2021; Siametis; Niotis; Garinis, 2021). O acimulo de danos causados por
EROs nas moléculas, especialmente no DNA mitocondrial (mtDNA), leva a uma disfungao
mitocondrial progressiva (Lopez-Otin et al., 2023a). Essa disfunc¢do agrava o ciclo vicioso ao
aumentar a producdo de EROs e diminuir a eficiéncia energética, o que resulta em danos a
componentes essenciais, como lipidios e proteinas (Hemagirri; Sasidharan, 2022). A geragdo
desregulada de EROs contribui para a perda de homeostase celular e para o desenvolvimento
de diversas patologias, como distirbios neurodegenerativos e cardiovasculares, levando a
deterioragdo das células e tecidos e consolidando o papel das mitocondrias como um agente
central na patogénese dessas condi¢des. (Ferrucci et al., 2020; Hemagirri; Sasidharan, 2022;
Lopez-Otin et al., 2023a; Potukuchi et al., 2018).

Esses radicais livres podem danificar lipidios, proteinas e o DNA, comprometendo
a integridade e o funcionamento celular ao longo do tempo (Hajam et al., 2022). Além disso,

mutacoes somaticas derivadas de acimulos de danos ao DNA contribuem para o
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desencadeamento de uma instabilidade genomica (Lopez-Otin et al., 2013b). O estresse
oxidativo, resultante do desequilibrio entre a produ¢do de EROs e a defesa antioxidante, emerge
como um dos mecanismos cruciais € bem estabelecidos do envelhecimento celular (Luo et al.,
2020). Este desequilibrio leva a modificacao oxidativa de biomoléculas, comprometendo a
estrutura e fungdo de membranas e organelas, tornando o organismo mais vulneravel a
estressores e patogenos (Potukuchi et al., 2018).

Nesse contexto, Damiani et al. (2022) buscaram avaliar se a administragao da GR
poderia reduzir os danos ao DNA causados pelo agente alquilante metilmetanossulfonato
(MMS) em sangue de camundongos Swiss albinos machos. Os animais receberam doses de 150
mg/kg, 300 mg/kg e 1000 mg/kg de GR, tanto no pré-tratamento quanto no pds-tratamento.
Independentemente da dose utilizada, a GR ndo apresentou efeitos genotdxicos ou mutagénicos,
mas quando administrada como pos-tratamento, reduziu significativamente os danos ao DNA
induzidos pelo MMS no sangue. Ainda, no mesmo estudo foi demonstrado uma correlagao
negativa entre a dose administrada e os danos ao DNA, sugerindo que a GR foi protetiva.

Embora existam estudos demonstrando os efeitos da GR em condigdes patologicas
ou apds exposicao a agentes genotoxicos, ainda se sabe pouco sobre sua atuacdo ao longo das
diferentes fases da vida e sobre o impacto direto em parametros de integridade do material

genético.

1.4 FERTILIDADE E GELEIA REAL

A GR tem sido historicamente utilizada na medicina tradicional chinesa para
promover a saude e a longevidade, e seu potencial para melhorar a fertilidade masculina tem
sido objeto de crescente interesse cientifico. A infertilidade masculina estd frequentemente
associada a parametros seminais comprometidos, como baixa concentragdo, motilidade
reduzida e morfologia anormal dos espermatozoides, além da fragmentacio do DNA
espermatico (WHO, 2021).

Estudos in vivo em modelos animais t€ém consistentemente demonstrado o efeito
positivo da suplementagdo com GR sobre esses parametros. Em coelhos, por exemplo, a
suplementagdo com doses moderadas de GR resultou em um aumento na producdo de
testosterona, um hormdnio essencial para a espermatogénese, € uma melhora significativa na
motilidade, viabilidade e integridade da membrana espermadtica (Abdelnour et al., 2020).

Adicionalmente, a GR tem sido relacionada ao aprimoramento do eixo HHG, com aumento dos
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niveis séricos de LH, FSH e testosterona, além da maior expressao de genes esteroidogénicos
essenciais, como StAR e CYP11A1 (Bhattacharya; Dey; Banerjee, 2023; Iegaki et al., 2020).

Em um estudo, Gawish et al. (2016) demonstraram que, em ratos adultos com
idades entre 3 a 4 meses, a administracdo de GR foi capaz de reduzir as alteracdes na forma e
na contagem de espermatozoides induzidas pelo imunossupressor ciclosporina A. Além disso,
a GR protegeu os espermatozoides contra danos induzidos pela droga, melhorando a morfologia
e a integridade dos espermatozoides ¢ diminuindo as taxas de alteragcdes na cabega e na cauda
dos gametas.

Em outro estudo realizado em ratos diabéticos, um modelo de estresse oxidativo
cronico, observou-se que a GR reduziu a deformidade espermatica e diminui o dano ao DNA
(Ghanbari et al., 2015). Assim, a literatura demonstra que a maior parte das investigacdes nao
avalia a GR apenas como suplemento nutricional, mas como um recurso terapéutico voltado a
reparacao de danos reprodutivos (Acar, 2021; Delkhoshe-Kasmaie et al., 2014; Miyata; Sakai,
2018). Essa tendéncia ¢ evidente nos diversos modelos experimentais, nos quais a GR ou seus
componentes sdo empregados para neutralizar efeitos de insultos externos, tais como exposi¢ao
a metais toxicos ou condigdes metabolicas desfavoraveis (Acar, 2021; Ahmed et al., 2014;
Amirshahi; Najafi; Nejati, 2014; Delkhoshe-Kasmaie et al., 2014; Tohamy; Gad El-Karim; EI-
Sayed, 2019).

A maior parte das pesquisas ja publicados avaliam predominantemente a GR como
estratégia para reverter danos induzidos e, permanece pouco explorado se o consumo continuo
desse composto ¢ capaz de influenciar os niveis basais de integridade gendmica. Diante deste
cenario, o objetivo deste estudo foi analisar a genotoxicidade e mutagenicidade da
suplementagdo de geleia real em camundongos Swiss albinos machos jovens, adultos-jovens e
adultos-velhos, com o intuito de ampliar a compreensao sobre o potencial protetor da geleia

real na integridade do material genético e espermatico em diferentes idades.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a genotoxicidade e mutagenicidade da suplementacdo de GR em

camundongos Swiss albinos machos jovens, adultos-jovens e adultos-velhos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Investigar o efeito da GR em nivel de danos ao DNA em sangue de camundongos jovens,

adultos-jovens e adultos-velhos suplementados ou ndo com GR;

2. Analisar a atividade mutagénica em medula 6ssea de camundongos jovens, adultos-jovens

e adultos-velhos suplementados ou ndo com GR;

3. Avaliar parametros de estresse oxidativo no figado de camundongos jovens, adultos-jovens

e adultos-velhos suplementados ou ndo com GR;

4. Avaliar a qualidade espermatica dos animais machos jovens, adultos-jovens e adultos-

velhos suplementados ou ndo com GR;

5. Comparar as variaveis entre idades dos animais jovens, adultos-jovens e adultos-velhos

suplementados ou nao com a GR.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS E ASPECTOS ETICOS

Foram utilizados um total de 100 camundongos Swiss machos (30 - 35g), sendo 20
com 3 meses de idade, 20 com 6 meses de idade € 60 com 12 meses de idade. Os animais foram
obtidos do biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) e alojados em caixas
de polietileno, com comida e agua ad libitum e mantidos em um ciclo de 12 horas luz-escuro
(a luz ¢ ligada as 6h da manhd), com temperatura controlada de 22+1°C.

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) com
o protocolo nimero N° 40/2023 (ANEXO A), conforme Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008
da cidade de Criciuma — SC. Os experimentos foram conduzidos de acordo com os principios
éticos do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), lei Arouca
n® 11.794/2008. Ainda, cuidados foram tomados de modo a evitar o minimo de desconforto e

sofrimento para os animais.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E GRUPOS EXPERIMENTAIS

O desenho experimental consistiu em 90 dias totais de experimento, sendo
composto por trés etapas. Inicialmente, na primeira etapa, foi administrada GR ou agua por
meio de gavagem (1 vez ao dia) em 20 animais jovens (20 machos com 3 meses de idade) por
30 dias. Na segunda etapa foi administrada a GR ou agua por meio de gavagem (1 vez ao dia)
em 20 animais jovens-adultos (20 machos com 6 meses de idade) por 30 dias. Ja na terceira
etapa, foi administrada GR ou dgua por meio de gavagem (1 vez ao dia) em 60 animas adultos-
velhos (60 machos com 12 meses de idade) por 30 dias. A quantidade de animais por grupo
garante melhor homogeneidade para posteriores analises, uma vez que para esses testes o
numero minimo de animais por grupo ¢ de 8 (Krishna; Hayashi, 2000; Singh et al., 1988).
Devido ao longo periodo de administracdo e a idade avangada dos animais, tornou-se necessario
utilizar um numero maior de individuos na ultima etapa, uma vez que o risco de morte natural
era mais elevado. Essa medida considerou a mortalidade associada ao processo de
envelhecimento, conforme relatado em estudos prévios realizados com camundongos em
modelos de envelhecimento (Damiani et al., 2017, 2020; Garcez, 2013; Mendonga, 2011).

Por se tratar de trés idades diferentes, o tempo de experimento de cada idade ocorreu

em momentos distintos, uma vez que os animais jovens e adultos-jovens atingiram a idade antes
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dos adultos-velhos. O desenho experimental estd ilustrado na Figura 2 (jovens), Figura 3

(adultos-jovens) e Figura 4 (adultos-velhos) abaixo:

1* Etapa: Jovens

Grupo 1 — Controle (4gua) jovens machos (n=10 animais): que receberam agua (10 mL/kg), via
gavagem, durante 30 dias, 1 vez ao dia;

Grupo 2 — Geleia real (150 mg/kg) jovens machos (n=10 animais): que receberam GR (150

mg/kg), via gavagem, durante 30 dias, 1 vez ao dia.

Figura 2 — Desenho experimental de jovens.

Administracéo por gavagem de o
agua ou geleia real 150mg/kg

N 30 Dias
A
4 A\
Nascimento 3 4 Eutanasia

dos ar;limais Melses Melses

_ Dissecgao das estruturas
I >

] I
Jovens Jovens ‘ "

G1: Agua (n=10 animais machos)

G2: Geleia real (n=10 animais machos)

Grupo 1 —Controle (agua) jovens machos (n=10 animais): que receberam agua (10 mL/kg), via gavagem, durante
30 dias, 1 vez ao dia; Grupo 2 — Geleia real (150 mg/kg) jovens machos (n=10 animais): que receberam geleia real
(150 mg/kg) via gavagem durante 30 dias, 1 vez ao dia. Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

2% Etapa: Adultos-Jovens

Grupo 3 — Controle (4gua) adultos-jovens machos (n=10 animais): que receberam agua (10
mL/kg), via gavagem, durante 30 dias, 1 vez ao dia;

Grupo 4 — Geleia real (150 mg/kg) adultos-jovens machos (n=10 animais): que receberam GR

(150 mg/kg), via gavagem, durante 30 dias, 1 vez ao dia.
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Figura 3 — Desenho experimental de adultos-jovens.

Administragdo por gavagem de S
agua ou geleia real 150mg/kg

b A 30 Dias
AN :
r A\
Nascimento 6 7 Eutanasia
dos animais Meses Meses  pissecgao das estruturas

I I I
Adultos Adultos N
jovens jovens ‘ " \

G3: Agua (n=10 animais machos)

G4: Geleia real (n=10 animais machos)

Grupo 3 —Controle (agua) adultos jovens machos (n=10 animais): que receberam agua (10 mL/kg), via gavagem,
durante 30 dias, 1 vez ao dia; Grupo 4 — Geleia real (150 mg/kg) adultos jovens machos (n=10 animais): que
receberam geleia real (150 mg/kg), via gavagem, durante 30 dias, 1 vez ao dia. Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

3* Etapa: Adultos-velhos

Grupo 5 — Controle (4gua) adultos-velhos machos (n=30 animais): que receberam agua (10
mL/kg), via gavagem, durante 30 dias, 1 vez ao dia;

Grupo 6 — Geleia real (150 mg/kg) adultos-velhos machos (n=30 animais): que receberam GR

(150mg/kg), via gavagem, durante 30 dias, 1 vez ao dia.

Figura 4 — Desenho experimental de adultos-velhos.

Administracédo por gavagem de
agua ou geleia real 150mg/kg

b A 30 Dias
A :
r A\
Nascimento 12 13 Eutanasia
dos animais Meses Meses  pisseccdo das estruturas

I ] 1
Adultos Adultos N
velhos velhos ‘ " \ )

G5: Agua (n=30 animais machos)

G6: Geleia real (n=30 animais machos)

Grupo 5 —Controle (agua) adultos velhos machos (n=30 animais): que receberam agua (10 mL/kg), via gavagem,
durante 30 dias, 1 vez ao dia; Grupo 6 — Geleia real (150 mg/kg) adultos velhos machos (n=30 animais): que
receberam geleia real (150 mg/kg), via gavagem, durante 30 dias, 1 vez ao dia. Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

No fim das etapas, sempre no 31° dia, foi realizado uma coleta de sangue da veia
caudal, e apds os animais foram eutanasiados, para a dissecacdo do figado e epididimo para
ensaios bioquimicos, avaliagdo espermatica e ainda, disseccdo dos fémures para retirada da
medula éssea para o teste de micronucleos. As amostras foram cuidadosamente processadas,

aliquotadas e armazenadas para posteriores andlises bioquimicas e moleculares.
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3.3 TRATAMENTO COM GELEIA REAL

O experimento foi conduzido através da administracao da GR liofilizada em uma
dose de 150 mg/kg ou 4gua, via gavagem, uma vez ao dia, s 07:00 a.m., durante o periodo de
30 dias. A GR liofilizada foi diluida em agua para que se possa atingir a dose da qual foi testada.
A via de administragdo, a dosagem e o periodo de tratamento foram escolhidos de acordo com
trabalhos ja publicados na literatura (Damiani et al., 2022; Mohamed; Galal; Elewa, 2015). A
GR foi obtida da empresa BeeWays® onde, uma cépsula de geleia contém 150 mg (33%) de
GR liofilizada, que corresponde a 500mg de geleia fresca, 7,5% de 10HDA (4cido 10-hidroxi-

2-decenoico), 66% de agua e 34% de matéria seca.

3.4 GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE

Para a realizacdo do teste de genotoxicidade, foram utilizadas as seguintes amostras
bioldgicas dos camundongos: sangue para o ensaio cometa e medula 6ssea obtida a partir do

fémur dos animais para o teste do microntcleo, ao qual avalia a mutagenicidade.

3.4.1 Ensaio Cometa Alcalino

O ensaio cometa foi realizado sob condi¢des alcalinas, conforme descrito por
Collins et al. (2023). O sangue foi coletado e colocado em microtubos com EDTA e
refrigerados, as células do sangue (aliquotas de 5 pL ou alicotas de 15 puL) foram embebidas
em agarose de baixo ponto de fusdo (1%, w/v, 115 puL) e a mistura foi adicionada a uma lamina
de microscopio pré-coberta com agarose de ponto de fusdo normal (1,5%) em dois pontos (50
puL em cada ponto), cobrindo posteriormente com duas laminulas e levando, entdo, a geladeira
por aproximadamente 5 minutos a 4°C para solidificacdo. Logo apoés, as laminulas foram
cuidadosamente retiradas e as laminas imersas em tampao de lise (2,5M NaCl, 100mM EDTA
e 10mM Tris, pH 10,0-10,5, com adi¢do na hora do uso de 1% de Triton X — 100 e 10% de
DMSO) a 4°C por um periodo minimo de 1 hora e maximo de 1 semana. As laminas foram
incubadas em solucdo alcalina (NaOH 300mM e EDTA 1mM, pH>13) por 20 minutos para
desdobramento do DNA, seguido de eletroforese a ~ 1 V/cm por aproximadamente 20 minutos.
Todas estas etapas foram realizadas sob luz indireta fraca amarela. Posteriormente as ldminas

foram neutralizadas com 0,4M Tris (pH 7,5) e, ao final, o DNA foi corado com Sybr Gold
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(1:10.000) (Invitrogen, EUA) para posterior analise. Para avaliacdo dos danos, as laminas foram
visualizadas em microscopio de fluorescéncia com ampliagdo de 200x utilizando o programa
Comet Assay IV (Perceptive Instruments, UK), onde foram avaliadas 100 células/animal. As
células foram classificadas de forma automatica quanto as proporcdes do tail lenght (consiste
na distancia do meio do nucleo até o final da cauda em pm) e tail moment (tail length x
intensidade da fluorescéncia da cauda), através do Tail Intensity (%). Foram utilizados controles
negativos e positivos para cada teste de eletroforese a fim de assegurar a confiabilidade do

procedimento. Ainda, todas as laminas foram codificadas para anélise as cegas.

3.4.2 Teste de micronucleos (MN)

O teste de micronucleos foi realizado de acordo com o programa Gene-Tox da
Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (Krishna; Hayashi, 2000; Mavournin et al.,
1990).Para a realizagdo do teste foi realizada a extragdo da medula dssea. Apos a extragdo da
medula d6ssea do fémur dos animais, um esfregaco foi preparado diretamente na ldmina com
uma gota de soro bovino fetal. As laminas foram coradas com Giemsa 5%, secas e codificadas
para andlises as cegas. Como uma medida de toxicidade na medula dssea, a relagdo entre
eritrocitos policromaticos e eritrocitos normocromaticos (EPC/ENC) foi analisada em 500
eritrocitos/animal. A incidéncia de micronucleos (MN) foi observada em 4000 EPCs para cada
animal (ou seja, 2000 a partir de cada uma das duas laminas preparadas em duplicata), usando
microscopio Optico de luz branca com ampliagdo de 1000x. O niimero médio de eritrocitos

policroméaticos micronucleados (EPCMn) individual foi utilizado como unidade experimental.
3.5 ESTRESSE OXIDATIVO

Para a realizacdo dos testes referentes ao estresse oxidativo, foram utilizadas
amostras bioldgicas de figado dos camundongos para a dosagem do conteudo de sulfidrilas,

medida da oxidagdo de 2’,7’-diclorofluoresceina, medida da atividade das enzimas

antioxidantes GPx, catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD).

3.5.1 Dosagem do conteudo de sulfidrilas
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Foi determinado o conteudo de sulfidrilas de acordo com método adaptado de
Aksenov; Markesbery (2001), sendo o principio do método baseado na redugdo do reagente de
cor DTNB por tiois, gerando o anion 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB2-). Dessa forma, apods
homogeneizagao, em uma placa de Elisa, foi pipetado 245 pLL Tampao PBS com EDTA 1 M e
5 uLL. de DTNB no branco reagente. Para as amostras foi pipetado 22 pLL de amostra, 223 pL de
Tampao PBS com EDTA 1 M e 5 uLL de DTNB, para a determinagado do contetudo de sulfidrilas.
Apos pipetar o DTNB, deixa-se a placa em temperatura ambiente, protegida da luz. Apds os 15
minutos foi realizada a leitura em espectrofotometro a 412 nm. Os resultados foram expressos

em nmols de TNB/mg de proteina.

3.5.2 Medida da oxidacao de 2°,7’-diclorofluoresceina (DCFH)

A producio de espécies reativas foi determinada de acordo com método de (LeBel;
Ischiropoulos; Bondy (1992). Dessa forma, amostras foram previamente homogeneizadas,
adicionando diacetato do DCF, sendo as aliquotas incubadas durante 30 minutos a 37 °C. No
meio intracelular, esterases clivam o grupamento acetato do DCFH-DA, gerando a forma
reduzida DCFH. Dessa forma, espécies reativas de oxigénio realizam a oxidag¢do de dois
elétrons de DCFH, produzindo o produto fluorescente 2’,7’-diclofluoresceina (DCF) (Tampo
et al.,2003; Lee et al.,2009). A fluorescéncia foi determinada utilizando comprimentos de onda
de 488nm (excitagdo) e 525 nm (emissdo), sendo a curva de calibracdo realizada utilizando-se

DCF padrao (0-10 uM). Os resultados foram expressos como pmol de DCF/mg de proteina.

3.5.3 Medida da atividade das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi determinada pelo método de Wendel (1981) usando
hidroperoxido de tert-butila como substrato. Em cubeta de quartzo foram adicionados os
seguintes reagentes: 600 puL de tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0, contendo EDTA
1 mM, 10 pL de azida sédica 40 mM, 15 puL de glutationa 100 mM, 15 pL glutationa redutase
10 U/ ml, 10 pL NADPH 10 mM e 10 pL de amostra (0,1 — 0,3 pug de proteina). Esta mistura
foi incubada a 25 °C durante 1 minuto, a fim de estabilizar o meio, e ap6s adicionados 50 pL
de hidroperoxido de tert-butila 10 mM para iniciar a reagdo. Os brancos foram preparados
substituindo a amostra por tampao fosfato. A queda da absorbancia a 340 nm foi acompanhada

durante 240 segundos e a atividade da GPx foi calculada utilizando-se o coeficiente de extin¢ao
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do NADPH a 340 nm de 6,2 mM -1 cm -1. A atividade da GPx foi calculada como U / mg de
proteina (1U = 1 pmol NADPH consumido / min).

3.5.4 Catalase (CAT)

Foi determinada a atividade desta enzima através do método de Aebi, 1984. Em 100
pL do sobrenadante foram adicionados 10 pl de Triton 0,1 % seguido de agitagdo, esta mistura
foi conservada em gelo durante 15 minutos. Em 50 mL de tampao fosfato de potdssio 10 mM,
pH 7,0 foram adicionados 100 pl de H202 30% (v/v). Foram pipetados 600 pl deste meio em
cubeta de quartzo, e o aparelho estabilizado contra um branco corrido separadamente de tampao
fosfato. Apds adigdo de 25 pl de amostra e realizada a leitura da queda da absorbancia do H202
em espectrofotometro a 240 nm, a temperatura ambiente (22 °C £ 2), durante 100 segundos.
Para o célculo da CAT foi utilizado o coeficiente de extingao do H202 de 43.6 mM -1 cm -1.
Os resultados da atividade da CAT foram expressos em U / mg proteina (1U =1 pmol H202

consumido / min).

3.5.5 Superoéxido dismutase (SOD)

Foram homogenizadas as amostras na propor¢ao 1:10, em tampao fosfato de sddio
20 mM + KCI 140 mM pH 7,4. Para serem centrifugadas a 3500 rpm por 10 minutos a 4°C, foi
armazenado o sobrenadante. Em uma placa de Elisa, pipeta-se 190 pL de tampao glicina e 5 uL
de catalase no branco; 5 pL de amostra, 185 puL de tampao glicina e 5 pLL de catalase para a
primeira amostra; 10 uLL de amostra, 180 pL de tampao glicina e 5 pLL de catalase para a segunda
amostra; 15 pL de amostra, 175 pLL de tampao glicina e 5 pL de catalase para a terceira amostra,
sendo assim, realizada uma leitura em triplicada de cada amostra. Em seguida foi realizado a
leitura pontual em espectrofotometro a 480 nm. Apds isso foi pipetado 5 pLL de adrenalina em
todos os pogos. Posteriormente, realizado uma nova leitura em espectrofotometro a 412 nm
durante 20 minutos, com leitura de 40 em 40 segundos. A atividade da enzima expressa foi
expressa em U/mg de proteina (unidade de atividade da SOD por mg de proteina) (Bannister;

Calabrese, 1987).

3.6 AVALIACOES ESPERMATICAS
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Os espermatozoides foram obtidos através da disseccao dos epididimos e diluidos
em microtubos contendo 500 puL de solugdo de 1% BSA diluido em PBS. Todas as andlises
foram realizadas em acordo com um protocolo previamente padronizado e avaliados em

microscopio Optico, no aumento de 400x (Vieira et al., 2024).

3.6.1 Teste de integridade de membrana

O teste de integridade de membrana foi realizado a partir da adicdo de 5 uL de
eosina (0,5% de eosina Y dissolvida em 0,9% de solucdo salina de NaCl) em 5 pL da suspensao
espermatica sobre lamina de vidro a qual foi recoberta com uma laminula 22 mm x 22 mm. Os
espermatozoides corados foram considerados com a membrana plasmatica danificada ou muito
permedavel, enquanto os ndo corados foram contados como integros. Foram avaliados no total
200 espermatozoides e obtida a porcentagem correspondente a cada classificagdo (Lin et al.,

1998; Santos et al., 2020).

3.6.2 Motilidade

A motilidade foi avaliada usando 10 pL da amostra espermatica e foram
classificados como progressivos, ndo progressivos ou imoveis. Caso apresente aglutinagao,
foram classificados como isolada, moderada, alta ou bruta. Foram avaliados 200
espermatozoides e obtida a porcentagem correspondente a cada classificagdo (Vieira et al.,

2024).
3.6.3 Concentracao

A concentragao foi calculada utilizando 10 pL. da suspensdo de espermatozoides
imobilizados com 1 pL. de Glutaraldeido, e avaliada no grid central da cdmara de Neubauer

4x4, em que pelo menos 200 espermatozoides foram contados em colunas completas. A

concentracgdo foi obtida através da seguinte expressao:

C=Nm)x (125 xFD (1)
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Em que N representa o nimero total de espermatozoides contados, n o nimero de
colunas avaliadas multiplicado por 1/25 e pelo fator de diluicdo (FD; no caso de 1:50, FD=50)
(Vieira et al., 2024; WHO, 2021).

3.6.4 Morfologia

A morfologia foi analisada através do esfregaco de espermatozoides, fixado em
alcool 95% por 15 minutos e corado com 17 gotas de Giemsa adicionadas por gotejamento,
logo ap6s foi adicionado 5 mL de dgua destilada, as laminas ficaram por 20 minutos com a
solugdo, apos isso foram lavadas com dgua destilada e deixada secar. Os espermatozoides foram
classificados como normais e anormais, sendo categorizados os defeitos de cabega, peca
intermedidria e cauda. Assim, os defeitos de cabeca incluem: sem gancho, banana-like, mais
fino, amorfo, macrocéfalo, duas cabecas ou sem cabega; os defeitos de pega intermediaria:
inser¢do irregular, mais grossa, menor ou somente a peca; e por fim, os defeitos de cauda
contemplam dobrados, enrolados e duas caudas (Lingappa et al., 2015; Ruthrakumar et al.,

2024; Vieira et al., 2024).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram inicialmente avaliados quanto a sua distribui¢do de normalidade
utilizando o Teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancia por meio do Teste de
Levene. Para a comparacao entre dois grupos, quando os dados apresentaram distribuicao
normal, foi aplicado o Teste 7" de Student para amostras independentes. Para os dados que nao
apresentaram distribui¢do normal, foi utilizado o Teste U de Mann-Whitney.

Para as avaliagdes genéticas e bioquimicas, a diferenca entre os grupos foi avaliada
pela andlise de variancia (ANOVA) de uma via. Quando o valor de F foi significativo,
comparagoes post hoc foram realizadas pelo Teste de Tukey. Para comparar as diferentes idade
e tratamentos, utilizou-se ANOVA duas vias, seguido de post hoc de Bonferroni. As andlises
estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 9.0.

Para as avaliacdes espermaticas, a escolha do teste estatistico seguiu a natureza dos
dados, para os parametros continuos, como peso testicular e concentragdo espermatica, foi
aplicado o Teste T de Student para amostras independentes. Para os dados de morfologia

espermatica (defeitos de cabeca, pe¢a intermedidria e cauda), que ndo apresentaram distribui¢ao
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normal, foi utilizado o Teste U de Mann-Whitney para amostras independentes, utilizando o
software GraphPad Prism 9.0.

Para a avaliagdo espermatica categorica (integridade de membrana, motilidade e
aglutina¢do), foi aplicado o Teste Qui-quadrado de Pearson. Nos casos em que o teste Qui-
quadrado indicou diferenca significativa (p<0,05), foi realizada uma analise post-hoc para
identificar as categorias responsaveis pela diferenca no pacote estatistico IBM SPSS versado 21.

Em todas as andlises, as diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas quando o valor de p foi inferior a 0,05. Os resultados foram apresentados como

média £ desvio padrao (DP) ou média =+ erro padrao da média (EPM), conforme apropriado.
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4. RESULTADOS

4.1 GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE

4.1.1 Ensaio cometa

Os resultados do ensaio cometa realizado em sangue periférico para avaliar o nivel
de danos no DNA através do pardmetro Tail Intensity (%), indicaram que o consumo de GR
(150 mg/kg) nao causou genotoxicidade nos animais jovens (3 meses) € nos adultos-velhos (12
meses) (Figura 5, A e C respectivamente). Os niveis de danos ao DNA foram semelhantes entre
os grupos suplementados com GR e o grupo controle ndo apresentando diferencas
estatisticamente significativas.

Entretanto, nos adultos-jovens (6 meses), a suplementacdo com GR demonstrou um
efeito protetor (Figura 5B). O grupo suplementado com GR apresentou uma redugao
estatisticamente significativa (p<0,05) nos danos ao DNA em comparagdo com o grupo
controle. Este achado sugere que, nesta fase especifica da vida dos animais, a GR exerceu uma

atividade antigenotoxica.

Figura 5 — Avaliagdo dos danos do DNA pelo parametro Tail intensity (%) em sangue de

camundongos machos jovens, adultos-jovens e adultos-velhos, suplementados ou ndo com

geleia real (150 mg/kg).
A. B. C.
100 100 * 80
T 80- T 80 T | = s0- T -|-
> T T > >
-E 60 f 60 ‘|‘ E
5 < § 40-
£ 40 T 40- <
P 20- 2 20- & 20
0 0 0

3 Agua 3 Geleia real

Danos em DNA avaliados através do parametro 7ail Intensity (%), em sangue periférico de camundongos Swiss
machos jovens, com 3 meses de idade (A), adultos-jovens, com 6 meses de idade (B) e adultos-velhos, com 12
meses de idade (C). Os dados estdo expressos como média + desvio padrao (n=6 animais por grupo). Asteriscos
denotam significancia estatistica (*p<0,05). Fonte: Do Autor, 2025.
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4.1.2 Teste de micronucleos

O teste de micronucleos avaliou se a suplementacdo de GR apresenta efeito
mutagénico nos camundongos. A Tabela 1 apresenta os resultados do grupo controle tratado
com agua (10 mL/kg) e grupo teste, tratado com GR (150mg/kg), nas diferentes idades: jovens

(3 meses), adultos-jovens (6 meses) e adultos-velhos (12 meses).

Tabela 1 — Numero de eritrécitos policromaticos micronucleados (EPCMn) observados nas
amostras de medula 6ssea de camundongos machos jovens, adultos-jovens e adultos-velhos,

suplementados ou ndo com geleia real (150 mg/kg).

Tratamento EPCMn EPC/ENC
Jovens
Controle 0,00 £ 0,00 0,53 +£0,02
Geleia real 0,70 + 1,06 0,52 £ 0,04
Adultos-jovens
Controle 0,83 0,98 0,51 +0,03
Geleia real 0,42 +0,53 0,53 +0,03
Adultos-velhos
Controle 0,57+0,78 0,51 +0,01
Geleia real 0,62 +0,74 0,51 +0,02

Foram analisadas 4000 células por amostra e estdo demonstradas na tabela como média = desvio padrao da média
(n = 10 animais por grupo). Os dados foram analisados com Mann Whitney (p < 0.05). EPC: eritrocitos
policromaticos. ENC: eritrécitos normocromaticos. Fonte: Do Autor, 2025.

Os resultados do teste de microntcleos em medula 6ssea de camundongos
demonstraram que nao houve diferenca significativa na frequéncia de eritrocitos policromaticos
micronucleados (EPCMn) entre os grupos suplementados com geleia real e os grupos controle
na mesma etapa, em todas as trés idades do estudo. Sugerindo que a suplementacao de GR, na
dose administrada e durante 30 dias, ndo induz efeito mutagénico. Nao houve alteragao na

relagdo EPC/ENC, indicando que o tratamento nao foi citotoxico.
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4.2 ESTRESSE OXIDATIVO

O efeito da suplementagdo com GR sobre os niveis de grupamentos sulfidrila no
tecido hepatico em trés idades distintas também foram observados, e os resultados estao
demonstrados na Figura 6. Nos animais jovens (Fig 6A) e nos adultos-jovens (Fig 6B), os
grupos que receberam GR exibiram um conteudo de sulfidrilas significativamente maior em
comparagao aos seus respectivos grupos controle (tratados com agua), com valores de p =
0,010 e p = 0,002, respectivamente. Contudo, nos animais adultos-velhos (Fig 6C), a diferenga

observada entre os grupos ndo apresentou significancia estatistica.

Figura 6 — Conteudo de sulfidrilas no figado de camundongos machos jovens, adultos-jovens

e adultos-velhos, suplementados ou nao com geleia real (150 mg/kg).
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Conteudo de sulfidrilas no figado de camundongos machos. Os graficos comparam o grupo controle (dgua) com
o grupo tratado (geleia real) em camundongos Swiss machos jovens, com 3 meses de idade (A), adultos-jovens,
com 6 meses de idade (B) e adultos-velhos, com 12 meses de idade (C). Os valores sdo apresentados como média
+ erro padrao da média (n = 10). As diferencas foram analisadas pelo teste t de Student (dados paramétricos) ou
pelo teste U de Mann-Whitney (dados ndo paramétricos). Asteriscos denotam significancia estatistica (*p<0,05;
**p<0,01). Fonte: Do autor, 2025.

Na Figura 7, pode-se observar que os niveis da oxidagdo de 2°,7’-
diclorofluoresceina (DCFH) foram estatisticamente semelhantes entre os grupos suplementado

com GR e os grupos controle em todas as diferentes idades.
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Figura 7 — Oxidacao do 2°,7’-diclorofluoresceina no figado de camundongos machos jovens,

adultos-jovens e adultos-velhos, suplementados ou ndo com geleia real (150 mg/kg).
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Nivel de oxidacdo do 2’°,7°-diclorofluoresceina (DCFH) no figado de camundongos machos. Os graficos
comparam o grupo controle (dgua) com o grupo tratado (geleia real) em camundongos Swiss machos jovens,
com 3 meses de idade (A), adultos-jovens, com 6 meses de idade (B) e adultos-velhos, com 12 meses de idade
(C). Os valores sdo apresentados como média =+ erro padrdo da média (n = 10). As diferencas foram analisadas

pelo teste t de Student (dados paramétricos) ou pelo teste U de Mann-Whitney (dados ndo paramétricos). Fonte:
Do autor, 2025.

Conforme observado na Figura 8, a suplementacdo com GR ndo alterou
significativamente a atividade da enzima catalase nos animais jovens (Fig 8A), quando
comparado ao grupo controle. No entanto, nos animais adultos-jovens (Fig 8B) e nos animais
adultos-velhos (Fig 8C), o grupo suplementado com GR apresentou um aumento

estatisticamente significativo na atividade desta enzima (p < 0,05).
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Figura 8 — Atividade da enzima catalase no figado de camundongos machos jovens, adultos-

jovens e adultos-velhos, suplementados ou ndo com geleia real (150 mg/kg).
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Atividade da enzima Catalase (CAT) no figado de camundongos machos. Os graficos comparam o grupo controle
(4gua) com o grupo tratado (geleia real) em camundongos Swiss machos jovens, com 3 meses de idade (A),
adultos-jovens, com 6 meses de idade (B) e adultos-velhos, com 12 meses de idade (C). A atividade enzimatica
¢ expressa em (U/mg proteina) e os valores representam a média + erro padrao da média (n = 10). As diferencas
foram analisadas pelo teste t de Student (dados paramétricos) ou U de Mann-Whitney (dados ndo paramétricos).
Asteriscos denotam significancia estatistica (*p<0,05) em relag@o ao grupo controle. Fonte: Do autor, 2025.

Na Figura 9 estdo demonstrados os resultados da atividade da enzima SOD.
Podemos observar que a suplementagdao com GR nio alterou significativamente a atividade da
SOD nos animais jovens (Fig 9A) e adultos-jovens (Fig 9B), quando comparado ao grupo
controle. No entanto, nos animais adultos-velhos (Fig 9C), o grupo suplementado com GR

apresentou um aumento estatisticamente significativo na atividade da enzima (p < 0,05).
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Figura 9 — Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) no figado de camundongos

machos jovens, adultos-jovens e adultos-velhos, suplementados ou ndo com geleia real (150

mg/kg).
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Atividade da enzima Superdxido dismutase (SOD) no figado de camundongos machos. Os graficos comparam
o grupo controle (agua) com o grupo tratado (geleia real) em camundongos Swiss machos jovens, com 3 meses
de idade (A), adultos-jovens, com 6 meses de idade (B) e adultos-velhos, com 12 meses de idade (C). A atividade
enzimatica é expressa em (U/mg proteina) e os valores representam a média = erro padrao da média (n = 10). As
diferencas foram analisadas pelo teste t de Student (dados paramétricos) ou U de Mann-Whitney (dados ndo

paramétricos). Asteriscos denotam significancia estatistica (*p<0,05) em relacao ao grupo controle. Fonte: Do
autor, 2025.

Na Figura 10, a suplementa¢do com GR nao alterou significativamente a atividade
da enzima GPx nos animais jovens (Fig 10A) e adultos-jovens (Fig 10B), quando comparado
ao grupo controle. No entanto, nos animais adultos-velhos (Fig 10C), o grupo suplementado

com GR apresentou um aumento estatisticamente significativo na atividade da enzima (p

<0,05).
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Figura 10 — Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) no figado de camundongos

machos jovens, adultos-jovens e adultos-velhos, suplementados ou ndo com geleia real (150

mg/kg).
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Atividade da enzima Glutationa peroxidase (GPx) no figado de camundongos machos. Os graficos comparam o
grupo controle (4gua) com o grupo tratado (geleia real) em camundongos Swiss machos jovens, com 3 meses de
idade (A), adultos-jovens, com 6 meses de idade (B) e adultos-velhos, com 12 meses de idade (C). A atividade
enzimatica é expressa em (U/mg proteina) e os valores representam a média = erro padrao da média (n = 10). As
diferencas foram analisadas pelo teste t de Student (dados paramétricos) ou U de Mann-Whitney (dados ndo
paramétricos). Asteriscos denotam significancia estatistica (*p<0,05) em relacao ao grupo controle. Fonte: Do
autor, 2025.

4.3 AVALIACAO ESPERMATICA

A fim de avaliar a saide reprodutiva, foi quantificado o peso testicular,
concentracdo, integridade de membrana, motilidade, aglutinagdo em porcentagem em cada
categoria e a morfologia dos espermatozoides de camundongos jovens, adultos-jovens e
adultos-velhos em relacdo a suplementagdo ou nao de GR (150 mg/kg).

As Tabelas 2 e 3, mostram a avaliacdo espermatica dos camundongos jovens. Nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos controle e GR para
os parametros de peso testicular e concentragdo espermatica (p < 0,05). Da mesma forma, a
analise da integridade da membrana nao apresentou diferenca significativa na propor¢ao de
espermatozoides corados e ndo corados entre os grupos (p < 0,05), como mostrado na Tabela
2. No entanto, foram encontradas diferencas significativas na distribuicdo da motilidade
espermatica (p < 0,05). O grupo controle apresentou uma propor¢ao maior de espermatozoides

com motilidade ndo progressiva, enquanto o grupo GR mostrou uma maior motilidade

progressiva (p < 0,05).
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A associagdo mais forte foi observada no padrdo de aglutinagdo (p < 0,001). O
grupo controle apresentou uma frequéncia significativamente maior de espermatozoides sem
aglutinagdo. Em contrapartida, o grupo suplementado com GR exibiu propor¢des

significativamente maiores de aglutinacao do tipo isolada e alta.

Tabela 2 — Peso testicular, concentracdo, integridade de membrana, motilidade e aglutinacao
em porcentagem de espermatozoides em cada categoria, de camundongos jovens

suplementados ou ndo com geleia real (150 mg/kg).

Meédia + DP, Porcentagem (%)

Controle Geleia Real Valor p
n=6 n=10
Peso testicular 0,17+0,01 0,18 +0,01 0,2777
Concentracio (x10° /mL) 66,08 +£29,92 74,57 +£ 26,04 0,5957
Integridade de Nao corados 59,8% 61,9%
membrana (%) Corados 40,2% 38,1% <0,241°
Motilidade (%) Progressiva 45,4% 50,5%*
Nao 34,9%* 30,8% ,
progressiva 0,047%
Imoével 19,7% 18,7%
Aglutinacio (%) Nenhuma 16,6%* 2,6%
Isolada 12,3% 24,7%*
Moderada 45,8% 41,7% <0,001°
Alta 25,3% 30,7%%*

Peso testicular e concentragdo expressos em média = desvio padrdo (DP). Distribui¢do percentual de
espermatozoides segundo a integridade de membrana, motilidade e aglutinagdo em animais de 3 meses de idade.
1 Valor obtido apds aplicacdo do teste T de Student. § Valor obtido ap6s aplicagdo do teste Qui-quadrado de
Pearson. (*) indicam diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos. Tabela elaborada pelo
autor.

Em relacdo a andlise da morfologia espermatica (Tabela 3) ndo foi observado
diferenca estatisticamente significativa no nimero total de espermatozoides normais ou
anormais entre os grupos controle e GR. Da mesma forma, os danos totais de defeitos de cabega,
peca intermedidria e cauda ndo diferiram entre os grupos. No entanto, os subtipos de defeitos
de cabeca, foram observados efeitos especificos do tratamento. O grupo suplementado com GR

apresentou uma contagem significativamente menor de espermatozoides com defeitos do tipo
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'sem gancho' e 'amorfo' em comparagdo com o grupo controle (p < 0,05). Para os demais

subtipos de defeitos morfologicos, ndo foram encontradas diferengas estatisticas.

Tabela 3 — Morfologia dos espermatozoides em camundongos jovens suplementados ou nao

com geleia real (150 mg/kg).

Média + EPM
Controle Geleia Real Valor p
n==6 n=10
Morfologia
Normal 127,00 + 7,62 127,08 + 4,07 <0,920f
Anormal 73,00 + 7,62 72,20 + 4,07 <0,9207
Defeitos de cabeca (total) 18,83 + 6,05 2243 +2.75 0,467t
Sem gancho 0,67 £0,21 0,00 + 0,00 0,0217f
Banana-like 0,33 +0,21 0,00 + 0,00 0,192F
Mais fino 0,16 +0,16 0,00 £+ 0,00 0,46177
Macrocéfalo 2,50+ 1,11 2,28 £0,71 0,742t
Sem cabeca 10,17 + 4,87 18,43 £2,70 0,083f
Amorfo 5,00 £ 0,93 1,57 +0,57 0,014
Duas cabecas 0,00 + 0,00 0,14+0,14 >0,999*
Defeitos peca intermediaria 0,67 +0,21 0,90 + 0,27 0,735
Somente a pega 0,33 +0,21 0,88 + 0,30 0,326
Mais grossa 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 >(0,99917
Mais fina 0,00 + 0,00 0,00 =+ 0,00 >0,9997
Inser¢do irregular 00,33 £ 00,21 0,00 + 0,00 0,143t
Defeitos de cauda 53,67 + 3,95 44,25 + 3,57 0,105
Duas caudas 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 -
Dobrada 31,33 +£2.,62 28,50 + 1,28 0,3147
Enrolada 22,33 +£4,82 15,75 £2,87 0,239°
Sem cauda 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 -

Morfologia dos espermatozoides em camundongos jovens, com 3 meses de idade, grupo controle e geleia real
(200 espermatozoides avaliados). Os dados estdo expressos como média + erro padrao da média (EPM).  Valor
obtido apds aplicagdo do teste T de Student. {1 Valor obtido ap6s aplicagao do teste U de Mann-Whitney. (*)
indica diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos. Tabela elaborada pelo autor.

A Tabela 4, apresenta informacdes sobre os pardmetros espermaticos dos
camundongos adultos-jovens, especificamente os parametros de peso testicular, concentragao
espermatica e integridade da membrana. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos controle e geleia real dos animais adultos-jovens.

J4 a motilidade espermatica foi significativamente afetada (p < 0,001). O grupo

controle exibiu uma propor¢do maior de espermatozoides com motilidade progressiva,
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enquanto o grupo GR apresentou frequéncias significativamente maiores de espermatozoides
com motilidade ndo progressiva e imoveis.

O efeito mais notavel foi observado no padrao de aglutinacao (p < 0,001). No grupo
GR 100% dos espermatozoides ndo apresentaram aglutinacdo. Consequentemente, o0s
espermatozoides com aglutinagdo do tipo isolada e moderada foram observados exclusivamente

no grupo controle.

Tabela 4 — Peso testicular, concentracdo, integridade de membrana, motilidade e aglutinacao
em porcentagem de espermatozoides em cada categoria, de camundongos adultos-jovens

suplementados ou ndo com geleia real (150 mg/kg).

M¢dia = DP, Porcentagem (%)

Controle Geleia Real Valor p
n=10 n=10
Peso testicular 0,16+ 0,01 0,16 + 0,02 0,850°
Concentragdo (x10° /mL) 79,60 + 38,37 65,55 + 36,60 0,413
Integridade de Nao corados 44.,7% 44.,4% 0,870%
membrana (%) Corados 55,3% 55,6%
Progressiva 29,8%" 19,3%
~ 0 0 %
Motilidade (%) Nao ‘ 26,2% 29,8%
progressiva <0,001%
Imével 44,0% 50,9%"
Nenhuma 55,7% 100%"
Isolada 28,6%" 0%
Aglutinacao (%) *
Moderada 15,7% 0% <0,001%
Alta 0% 0%

Peso testicular e concentragdo expressos em média = desvio padrdo (DP). Distribui¢do percentual de
espermatozoides segundo a integridade de membrana, motilidade e aglutinagdo em animais de 6 meses de idade.
1 Valor obtido apds aplicacdo do teste T de Student. § Valor obtido ap6s aplicagdo do teste Qui-quadrado de
Pearson. (*) indicam diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos para aquela categoria
especifica. Tabela elaborada pelo autor.

J& a anélise morfologica, revelou um efeito significativo da suplementacdo com GR
(Tabela 5). O grupo suplementado com GR na idade adultos-jovens apresentou uma contagem
de espermatozoides com morfologia normal significativamente menor em comparagdo com o
grupo controle (p < 0,05), resultando em um aumento correspondente no numero de

espermatozoides anormais (p < 0,05). Este aumento nos defeitos foi impulsionado
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principalmente por anomalias na cauda. O niimero total de defeitos de cauda na idade adultos-
jovens foi significativamente maior no grupo GR (p < 0,05). Especificamente, o grupo tratado
exibiu uma frequéncia drasticamente maior de espermatozoides com 'cauda dobrada' e foi o
unico a apresentar o defeito 'sem cauda' de forma significativa (p < 0,05). Ainda, foi observado
um aumento sutil, mas significativo, no defeito de cabega do tipo 'sem gancho' no grupo geleia
real (p <0,05). Os totais de defeitos de cabeca e de peca intermediaria ndo diferiram entre os

grupos.
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Tabela 5 — Morfologia dos espermatozoides em camundongos adultos-jovens suplementados

ou nao com geleia real (150 mg/kg).

Média + EPM
Controle Geleia Real Valor p
n=9 n=10
Morfologia
Normal 97,38 + 3,65 75,50 + 3,20" <0,0005°
Anormal 103,50 + 3,37 124,50 + 3,20" <0,0004"
Defeitos de cabeca (total) 18,88 + 4,02 25,11+ 3,10 0,467
Sem gancho 0,00 £ 0,00 1,00 + 0,44" 0,029t
Banana-like 0,62 + 0,37 0,00 £ 0,00 0,082
Mais fino 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 >(,99977
Macrocéfalo 0,50 £ 0,37 1,33 +£0,57 0,256
Sem cabeca 16,25 + 3,59 19,67 +£ 2,44 0,4037f
Amorfo 1,37 £0,41 3,11 £1,06 0,258
Duas cabecas 0,12+0,12 0,00 + 0,00 0,470
Defeitos peca intermedidria 0,71 + 0,28 1,68 + 0,62 0,276'"
Somente a peca 0,00 + 0,00 0,66 + 0,44 0,21277
Mais grossa 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 >(0,99917
Mais fina 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 >0,999
Inser¢do irregular 0,71 £0,28 1,00 +£0,23 0,454t
Defeitos de cauda 85,00 £+ 3,53 102,80 + 3,22" 0,002f
Duas caudas 00,00 £+ 00,00 00,00 £+ 00,00 -
Dobrada 35,29 + 3,39 57,88 + 1,55 <0,00017
Enrolada 49,43 £ 1,79 41,88 + 4,47 0,162°
Sem cauda 00,00 =+ 00,00 3,25+0,97 0,008

Morfologia dos espermatozoides em camundongos adultos-jovens, com 6 meses de idade grupo controle e geleia
real (200 espermatozoides avaliados). Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). T
Valor obtido apos aplicacdo do teste T de Student. T Valor obtido apds aplicagdo do teste U de Mann-Whitney.
(*) indica diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos. Tabela elaborada pelo autor.

Os parametros de peso testicular e concentracdo espermatica ndo apresentaram
diferencas significativas entre os grupos nos animais adultos-velhos (Tabela 6). No entanto,
foram observados efeitos na suplementacdo com GR nos principais indicadores de qualidade
espermatica (p < 0,001 para todas as categorias). O grupo GR apresentou uma propor¢ao
significativamente maior de espermatozoides com membrana integra (62,4% vs. 38,9%). A
motilidade também foi drasticamente melhorada no grupo adultos-velhos suplementado com
GR, que exibiu mais que o dobro da proporcao de espermatozoides com motilidade progressiva
(39,2% vs. 16,9%) e uma reducdo acentuada na frequéncia de espermatozoides iméveis (37,0%

vs. 60,2%).
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O padrao de aglutinagdo também diferiu significativamente (p <0,001). O grupo
adultos-velhos suplementado apresentou uma maior propor¢do de espermatozoides sem
aglutinag¢do, enquanto o grupo controle teve frequéncias mais altas de aglutinacao do tipo

isolada e moderada.

Tabela 6 — Peso testicular, concentracdo, integridade de membrana, motilidade e aglutinacao
em porcentagem de espermatozoides em cada categoria de camundongos adultos-velhos,

suplementados ou ndo com geleia real (150 mg/kg).

Média + DP, Porcentagem (%)

Controle Geleia Real Valor p
n=10 n=10
Peso Testicular 0,16 + 0,03 0,18 0,02 0,177
Concentracio (x10° /mL) 54,05+20,19  82,85+53,41 0,128
Integridade de  Nio corados 38,9% 62,4%"
membrana (%) <0 0001§
Corados 61,1% 37,6% ’
Motilidade (%)  Progressiva 16,9% 39,2%"
Y V) 0
Nao . 22,9% 23.8% <0,00018
progressiva
Imével 60,2%" 37,0%
Aglutinacio (%) Nenhuma 57,0% 64,4%"
Isolada 25,0%" 9,2% ‘
. <0,00018
Moderada 18,0% 24.5%
Alta 0% 0,9%"

Peso testicular e concentragdo expressos em média = desvio padrdo (DP). Distribui¢do percentual de
espermatozoides segundo a integridade de membrana, motilidade e aglutinacdo em animais de 12 meses de idade.
1 Valor obtido apos aplicagdo do teste T de Student. § Valor obtido apos aplicagdo do teste Qui-quadrado de
Pearson. (*) indicam diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos para aquela categoria
especifica. Tabela elaborada pelo autor.

Em contrapartida, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa no
nimero total de espermatozoides com morfologia normal ou anormal entre os grupos, nos
animais adultos-velhos (Tabela 7). No entanto, foi identificado um efeito benéfico significativo
na suplementacdo com GR na morfologia da cabeca dos espermatozoides. O grupo
suplementado apresentou um nimero total de defeitos de cabega significativamente menor em
comparagdo com o grupo controle (17,10 &+ 3,39 vs. 29,10 + 2,63). Essa melhora foi atribuida

principalmente a uma redug¢ao significativa na incidéncia de espermatozoides 'sem cabeca' (p =
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<0,05). Nao foram encontradas diferencas estatisticas entre os grupos para os defeitos de peca

intermediaria e de cauda.

Tabela 7 — Morfologia dos espermatozoides em camundongos adultos-velhos suplementados

ou nao com geleia real (150 mg/kg).

Média + EPM
Controle Geleia Real Valor p
n=10 n=10
Morfologia
Normal 87,80 + 8,70 98,80 + 5,26 <0,302f
Anormal 112,20 £8,70 101,20 £ 5,26 <0,302f
Defeitos de cabeca (total) 29,10 + 2,63 17,10 + 3,39" 0,0107"
Sem gancho 1,30 £ 0,53 0,60+ 0,40 0,307t
Banana-like 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 >(,9997
Mais fino 0,30 £0,15 0,00 + 0,00 0,21077
Macrocéfalo 1,70 £0,97 1,80 +£0,94 >(,999f
Sem cabeca 21,80 £ 1,65 12,70 +2,81° 0,049 T
Amorfo 3,90+ 1,07 1,90 £ 0,78 0,132
Duas cabecas 0,10+ 0,10 0,10+ 0,10 >0,999*
Defeitos peca intermediaria 3,10+ 0,60 2,10+ 0,62 0,278t
Somente a pega 0,20 + 0,13 0,00 + 0,00 0,473
Mais grossa 0,10+ 0,10 0,00 + 0,00 >(0,99917
Mais fina 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 >0,9997
Inser¢do irregular 2,80 £ 0,62 2,10+ 0,62 0,406'"
Defeitos de cauda 80,00 + 6,92 82,00 £ 6,11 0,831F
Duas caudas 0,30 +£0,15 0,90 £ 0,50 0,2697
Dobrada 41,70 + 5,99 48,90 + 4,07 0,3347
Enrolada 33,00 + 3,50 30,00 + 3,62 0,559°
Sem cauda 5,00+ 1,40 2,20+ 0,69 0,0917

Morfologia dos espermatozoides em camundongos adultos-velhos, com 12 meses de idade grupo controle e
geleia real (200 espermatozoides avaliados). Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média
(EPM). 1 Valor obtido ap6s aplicacdo do teste T de Student. 11 Valor obtido apos aplicagdo do teste U de Mann-
Whitney. (*) indica diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos. Tabela elaborada pelo

autor.

4.5 COMPARACAO DAS VARIAVEIS ENTRE IDADES DOS ANIMAIS: JOVENS,
ADULTOS-JOVENS E ADULTOS-VELHOS

A fim de comparar as andlises de ensaio cometa, teste de micronucleo, contetido de
sulfidrila, oxidagdo de 2’,7’-diclorofluoresceina, enzimas hepaticas CAT, SOD e GPx, e ainda,
motilidade e morfologia do estudo, entre as diferentes idades dos animais, foi realizado uma

comparagao entre os jovens, adultos-jovens e adultos-velhos nas analises de genotoxicidade,
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estresse oxidativo e andlise espermadtica. Os dados estdo apresentados na Tabela 8. Os
resultados referentes ao ensaio cometa do sangue periférico e micronucleo em medula 6ssea,
expressos com média e desvio padrao, ndo apresentaram diferengas significativas quando

comparados entre idades.

Tabela 8 — Comparagdes entre os animais jovens, adultos-jovens e adultos-velhos

referente as andlises genotoxicas, mutagénicas, de estresse oxidativo e avaliagdo espermatica.

Jovens Adultos-jovens  Adultos-velhos

Ensaio Cometa (sangue)*

Controle 63,19 £4,93 71,69 £7,78 63,36 + 12,52

Geleia real 60,98 £ 9,46 47,27 £19,32 51,50+ 13,76
Micronuleo (medula 6ssea)*

Controle 0,00 £+ 0,00 0,83+ 0,98 0,57+0,78

Geleia real 0,70 £ 1,06 0,42 + 0,53 0,62 +0,74
Contenido de sulfidrilas (figado)®

Controle 71,98 £9,45 111,0+ 4,01 128,3 + 4,907

Geleia real 111,6 £9,19 131,2 + 4,90 141,2 + 5,34™
2°,7’-diclorofluoresceina (figado)"

Controle 46,11 £ 5,86 7,32 +0,59" 8,30 £ 0,56

Geleia real 31,58 + 4,90 7,92+ 0,36 8,31+ 0,58
Catalase (figado)”

Controle 36,87 £6,40 10,73 £ 1,57 12,35+ 1,18"

Geleia real 39,13+5,32 19,86 +3,07 18,18 +£2,25"
Superoxido dismutase (figado)”

Controle 7,59 £ 0,63 31,92+ 1,42° 14,37 + 0,60

Geleia real 9,63+ 1,15 29,18 + 1,00 18,72 + 1,43™
Glutationa peroxidase (figado)”

Controle 1,95+ 0,50 3,52 +0,62 2,94+ 0,50

Geleia real 0,74+ 0,28 4,14+ 0,66 6,10+ 1,27
Motilidade (espermatozoide)”

Imével

Controle 39,40 +4,47  82,83+11,78 11501507

Geleia real 35,00 £4,01 99,57 +16,31" 61,00 £ 12,33
Morfologia (espermatozoide)”

Normal

Controle 127,0+£7,62 97,38 +3,65" 87,80 £ 8,70"

Geleia real 1278+4,07 75,50 +3,20° 98,80 + 5,62

Comparacao dos mesmos grupos em diferentes idades nas analises de ensaio cometa em sangue periférico, teste
de micronucleos em medula 6ssea, contetido de sulfidrilas, oxidagdo da 2’°,7’-diclorofluoresceina (DCFH) e
atividade das enzimas hepaticas catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx).
Avaliagdo espermatica: médias de espermatozoides imoveis e morfologia normal. Os dados estdo expressos
como: o Ensaio Cometa e Microntcleo expressos com média + desvio padrdo (DP); B Estresse oxidativo e
avaliagdo espermatica expressos com média + erro padrdo da média (EPM). * diferenga em relag@o aos jovens
dentro do mesmo grupo de tratamento. # diferenca em relagdo aos adultos-jovens dentro do mesmo grupo de
tratamento. Tabela elaborada pelo autor.
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Em relagcdo as andlises de estresse oxidativo, no grupo controle, o contetido de
sulfidrila no figado apresentou um aumento estatisticamente significativo em relagdo aos jovens
e adultos-jovens (Tabela 8). Além disso, houve um aumento do conteudo de sulfidrila nos
adultos-jovens e adultos-velhos, ainda dentro do grupo controle. Enquanto no grupo
suplementado com GR foi encontrado um aumento estatisticamente significativo dos adultos-
velhos em relagdo aos jovens e adultos-jovens. Em relagdo ao contetido oxidado de DCFH no
figado, foi observado uma diminui¢cao nos animais adultos-jovens em relagdo aos animais
jovens, e entre adultos-velhos em relacdo aos animais jovens, tanto no grupo controle quanto
no grupo suplementado com GR. Os mesmos resultados foram observados nos niveis de CAT
no figado.

Em rela¢do a atividade da enzima SOD o mesmo padrdo apresentado anteriormente
foi observado, com diminui¢do da atividade da enzima nos animais adultos-jovens e adultos-
velhos, diferindo dos jovens e ainda, apresentando diferenca entre adultos-velhos e adultos-
jovens. Este padrdo de variagdo com a idade foi observado tanto no grupo controle quanto no
grupo suplementado com GR. Contudo, a atividade da GPx ndo demonstrou diferenca entre as
idades no grupo controle, mas apresentou um aumento estatisticamente significativo nos
animais adultos-velhos em comparacdo com os jovens, porém apenas no grupo suplementado
com GR.

Quando comparado entre idades a motilidade dos espermatozoides, foi observado
um aumento estatisticamente significativo entre os adultos-velhos em relagdo aos jovens no
grupo controle (Tabela 8). J4 no grupo suplementado com GR foi visto um aumento
estatisticamente significativo nos animais adultos-jovens em relacdo aos jovens, onde os
adultos-jovens apresentaram mais espermatozoides imdveis em comparagdo aos jovens. Em
relacdo a morfologia dos espermatozoides considerados normais, foi observado uma diferenca
significativa dos animais adultos-jovens e adultos-velhos em relacdo aos animais jovens do
grupo controle, apresentando uma diminui¢do dos espermatozoides normais com o aumento da
idade. Enquanto isso, no grupo suplementado com GR observou-se uma diferenga significativa
entre adultos-jovens em relacdo aos animais jovens, onde os animais adultos-jovens
apresentaram uma diminui¢do nos espermatozoides normais. Ja os adultos-velhos em relagdo
aos jovens e adultos-jovens, apresentando uma diminui¢do em relagdo ao grupo jovens € um

aumento de espermatozoides normais em relagdo aos animais do grupo adultos-jovens.
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5. DISCUSSAO

A saude do homem permanece um importante desafio para os sistemas de saude,
especialmente porque, apesar do aumento da expectativa de vida entre 2000 e 2018 os homens
ainda vivem, em média, 7,1 anos a menos do que as mulheres. Eles apresentam maior
mortalidade na maioria das causas de 6bito e em praticamente todas as faixas etdrias até os 80
anos, além de um risco 40% a 50% superior de morte por doencgas cronicas ndo transmissiveis
(DCNT), como doengas cardiovasculares e respiratorias cronicas. Esse cendrio ¢ agravado por
fatores comportamentais que persistem na populacdo masculina, incluindo uso prejudicial de
alcool, padrdes alimentares inadequados, sedentarismo, hipertensdo e excesso de peso,
contribuindo para uma vulnerabilidade ampliada e para a manuten¢do de desigualdades em
satde ao longo da vida (Ministério da Saude, 2023).

Nesse sentido, tornam-se essenciais estudos que investiguem agentes capazes de
mitigar esses impactos e promover melhor saide masculina ao longo da vida. Entre esses
potenciais moduladores destaca-se a GR, cujos compostos bioativos tém sido associados a
efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios e protetores contra a instabilidade genémica, podendo
contribuir para a preservacao da funcao testicular e da qualidade espermatica (Ali; Kunugi,
2020; Kocot et al., 2018; Miyata; Sakai, 2018). Seu potencial antioxidante ¢ amplamente
atribuido a diversos compostos, como polifendis, flavonoides e o acido 10-HDA. Estes
componentes sdo essenciais para minimizar danos do estresse oxidativo e dos danos celulares
ao longo da vida (OrSoli¢; Jazvins€ak Jembrek, 2024). No presente trabalho, camundongos
Swiss machos foram suplementados com uma dose de 150mg/kg de GR, por um periodo de 30
dias, em trés diferentes idades. A partir disso, foram realizadas avaliagdes referentes as
alteragdes genéticas, bioquimicas e parametros espermaticos destes animais.

Para avaliar a capacidade genotoxica da GR testada neste estudo, utilizamos o
ensaio cometa em células do sangue periférico de camundongos. O ensaio cometa € uma técnica
amplamente utilizada para a deteccdo de efeitos genotoxicos/antigenotdxicos de substancias
naturais, pois avalia varios tipos de danos ao DNA (Singh et al., 1988). O ensaio cometa alcalino
(pH > 13), por sua vez, ¢ o mais sensivel, detecta ndo apenas quebras de fita simples e dupla,
mas também sitios 1abeis alcalinos e lesdes de base que sao convertidas em quebras durante o
processo de lise e eletroforese (Collins et al., 2023).

A avaliagdo do dano basal ao DNA em células do sangue periférico dos
camundongos controle revelou niveis elevados do parametro tail intensity (% Tail Intensity),

atingindo aproximadamente 70%. Embora o dano ao DNA seja associado ao processo de
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envelhecimento, o elevado dano basal em animais jovens pode ser atribuido ao estresse cronico
induzido pelo protocolo experimental. A administra¢do didria por gavagem durante 30 dias, ¢
um procedimento invasivo, capaz de induzir estresse fisiologico significativo em roedores
(Vandenberg et al., 2014; Walker et al., 2012). Além disso, deve-se considerar a alta
sensibilidade do ensaio cometa em condicdo alcalina, que detecta lesdes oxidativas e sitios
labeis alcalinos, e/ou a fatores ambientais e de manejo que induzem estresse oxidativo (Collins
et al., 2023; Lopez-Diazguerrero et al., 2005).

No entanto, um achado bem relevante estd na comparagdo entre os grupos,
suplementado com GR e agua, onde foi observado um efeito antigenotoxico significativo,
reduzindo o parametro de Tail intensity nos animais com 6 meses de idade, de aproximadamente
70% para 45%. Este resultado sugere que a GR ¢ capaz de proteger o material genético contra
o dano basal, provavelmente devido a sua capacidade de aumentar as defesas antioxidantes,
através da CAT e sulfidrilas. Um estudo realizado por Acar (2021), que investigou os efeitos
do benzoato de sédio e a agdo terapéutica da GR em Allium cepa L., demonstrou que o uso de
GR em doses crescentes (25 mg/L e 50 mg/L) foi eficaz na reversdo de diversos parametros
toxicos induzidos pelo benzoato de sddio. A aplicacdo de GR reduziu o estresse oxidativo e o
dano ao DNA de forma dose-dependente, o que se manifestou pela diminui¢do na frequéncia
de aberragdes cromossdmicas e micronucleos, bem como na redugao dos danos ao DNA. Omar
et al. (2024) reforgcaram esses achados posteriormente em um estudo onde se demonstrou que
o uso da GR administrada via oral na dose de 200 mg/kg/dia diminuiu os danos ao DNA
causados pelo cadmio em ratos. O estudo mostrou que a suplementagdo com GR nao apenas
reduziu os niveis de dano genético, como também melhorou diversos parametros relacionados
ao estresse oxidativo, funcdo hepatica e renal. Esses resultados sugerem que a GR possui
propriedades antioxidantes que contribuem para a protegdo celular contra o estresse oxidativo
e o dano genético.

Ainda, outro teste utilizado neste trabalho para analise da instabilidade genomica
foi o teste do micronucleo em medula 6ssea de camundongos, que fornece uma estimativa da
quantidade de mutagdes cromossomicas induzidas através de eventos de clastogénese e
aneugénese (Krishna; Hayashi, 2000). Em relacdo as avaliagdes de mutagenicidade, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas no nimero de EPCMN na medula dssea
de camundongos entre os grupos que receberam agua ¢ GR na mesma faixa etaria.

De fato, estudos na literatura demonstram que o uso da GR, administrada por
gavagem em diferentes doses (150, 300 e 1000 mg/kg), diminui significativamente os danos ao

DNA causados pelo agente alquilante metilmetanossulfonato em camundongos. Os autores
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observaram que, especialmente nas doses mais altas e na administracdo em fase de pos-
tratamento, a GR apresentou propriedades antimutagénicas e antioxidantes, contribuindo para
a reducdo de lesdes genéticas detectadas por meio de testes como o ensaio cometa e o teste de
micronucleos. Esses resultados sugerem que a GR possui potencial para atuar como agente
protetor contra os efeitos deletérios de agentes mutagénicos, o que abre possibilidades para seu
uso como complemento em estratégias de protecdo genética e prevengdo de doencas
relacionadas ao estresse oxidativo e danos ao DNA (Damiani et al., 2022). Contudo, ¢ crucial
notar que, no presente estudo, ndo foi observada uma reducdo significativa na frequéncia de
micronucleos, apesar do potencial protetor evidenciado pela literatura. Essa divergéncia pode
ser atribuida a auséncia de um agente mutagénico direto, o que sugere que o efeito protetor da
GR ¢ mais destacado em cenarios de estresse genotdxico induzido, onde ela atua na mitigagao
de danos, do que em condi¢des basais.

A fim de entender os mecanismos que levam a instabilidade gendmica, foi avaliado
o estresse oxidativo no presente estudo. A analise do contetido de sulfidrilas no tecido hepatico,
um importante marcador da defesa antioxidante ndo enzimatica, revelou um efeito protetor
significativo do tratamento com GR. Estes resultados corroboram com estudos anteriores que
demonstram as propriedades antioxidantes da GR (Caixeta et al., 2018; Nezami Majd et al.,
2025). Kocot et al. (2018) relataram que compostos bioativos presentes na GR, sdo capazes de
neutralizar radicais livres e aumentar a atividade de enzimas antioxidantes. O aumento nos
grupos sulfidrila, observado em nosso estudo, esta alinhado com a hipotese de que a GR exerce
um efeito hepatoprotetor ao fortalecer as defesas celulares contra o estresse oxidativo, um
mecanismo também sugerido por Omar et al. (2024) em um modelo de dano hepatico induzido
por cadmio.

O artigo de Chen et al. (2024) investigou os efeitos da administracdo de GR em um
modelo de camundongo com envelhecimento natural onde machos de meia-idade (com 9 meses
de idade) foram alimentados continuamente por 9 meses, atingindo 18 meses de idade ao final
do experimento. Os achados referentes ao figado indicaram que a intervengdo com GR
proporcionou protecdo hepatica contra os danos causados ao longo da vida, incluindo disfuncao
hepatica, senescéncia celular, comprometimento da barreira intestinal e disbiose da microbiota
(Chen et al. 2024). Ainda a GR foi capaz aumentar a capacidade antioxidante do figado,
promovendo a producao das enzimas SOD, GSH-Px e CAT (Chen et al., 2024).

Para aprofundar a investigacdo sobre o potencial antioxidante da GR no tecido

hepético, foram avaliados ndo apenas os marcadores de defesa ndo enzimatica, mas também a
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producdo de EROs através do ensaio de oxidagdo de DCFH, embora no presente estudo nao
tenha sido encontrado diferencas estatisticamente significativas.

A relagao inversa observada entre o aumento de sulfidrilas e a constancia dos niveis
da oxidagdo de DCFH refor¢a a hipotese de que a GR exerce um efeito hepatoprotetor
(Martinello; Mutinelli, 2021). O aumento significativo dos grupos sulfidrila nos animais jovens
e adultos-jovens indica que o tratamento potencializou a capacidade do figado de neutralizar
agentes oxidantes. Como consequéncia direta dessa defesa aprimorada, a producao de EROs,
que leva a oxidacdo da DCFH, foi atenuada, uma vez que ndo foram encontradas diferencas
significativas.

Este cendrio ¢é consistente com a literatura, onde compostos com alta capacidade
antioxidante, como os encontrados na GR, atuam tanto nos radicais livres quanto no estimulo
de sistemas de defesa endogenos (Ahmad et al., 2020; Botezan et al., 2023; Espinosa-Diez et
al., 2015). A auséncia de significancia estatistica na oxidacdo de DCFH pode indicar que o
principal efeito da GR, neste modelo, auxiliando o sistema de defesa (indicado pelo aumento
sulfidrilas), em vez de inibir diretamente as fontes de EROs.

Em relagdo ao nivel de enzimas oxidantes, CAT, SOD e GPx foram analisadas para
um melhor entendimento da capacidade antioxidante hepéatica. No presente estudo, foi possivel
ver o aumento dos niveis de CAT, SOD e GPx nos animais adultos-velhos suplementados com
GR. Ainda, CAT apresentou um aumento nos animais adultos-jovens em relagdao ao grupo
controle na mesma idade, indicando que a GR potencializa as defesas do organismo contra o
estresse oxidativo nessas idades. Chen et al. (2024) observaram que os niveis das enzimas
antioxidantes CAT, SOD e GPx foram significativamente aumentados no grupo tratado com
GR em comparagdo ao grupo de envelhecimento natural. Especificamente, a administragdao de
GR resultou em elevagdes de aproximadamente 37,99% em CAT, 8,82% em SOD e 9,94% em
GPx, indicando uma melhora na capacidade antioxidante do organismo.

A andlise conjunta dos marcadores de defesa antioxidante e de dano oxidativo
fornece uma evidéncia abrangente do potencial hepatoprotetor da GR. Esses achados
consolidam a GR como um agente bioativo de interesse para a preven¢ao e manejo de condigdes
hepaticas mediadas por estresse oxidativo (Ahmad et al., 2020; Bagameri et al., 2023;
Martinello; Mutinelli, 2021).

A capacidade da GR de modular positivamente o sistema de defesa antioxidante,
conforme observado no tecido hepatico, sugere um efeito protetor que se estende a outros
sistemas organicos vulneraveis ao estresse oxidativo (Delkhoshe-Kasmaie et al., 2014). Neste

contexto, a qualidade espermatica ¢ um parametro importante, pois os espermatozoides sao



59

particularmente suscetiveis aos danos causados pelas EROs devido a alta concentragdo de
acidos graxos poli-insaturados em suas membranas e a limitada capacidade de reparo (Aktas;
Kum; Aksoy, 2020; Yin et al., 2023). A manutencdo da integridade espermatica parece ser,
portanto, um indicador sensivel da eficacia protetora da GR.

A analise dos parametros espermaticos revelou uma modulagao distinta dos efeitos
da GR. Nos camundongos jovens, o principal achado foi uma melhora notavel na motilidade
espermatica, sugerindo um beneficio direto na funcionalidade reprodutiva em individuos com
o sistema ainda em pleno desenvolvimento. Este achado corrobora com estudos prévios que
demonstraram o efeito positivo da GR na motilidade espermatica (Azad et al., 2019;
Poormoosavi et al., 2024). Por outro lado, nos animais adultos-jovens, observou-se uma
melhora significativa na aglutinagdo, um pardmetro que pode indicar maior estabilidade da
membrana espermadtica (Yin et al., 2023). A melhora na aglutinacdo, que reflete a estabilidade
da membrana espermatica, estd em consonancia com o papel da GR na protegao lipidica contra
a peroxidag¢do (Zahmatkesh et al., 2014). Contudo, neste mesmo grupo, foi registrado um
aumento na incidéncia de espermatozoides anormais com defeito de cauda, o que impactou
consequentemente na piora da motilidade, um resultado que indica a necessidade de
investigacoes adicionais sobre a influéncia da suplementagdo nos mecanismos de morfogénese
da cauda espermatica nesta faixa etaria.

Os animais adultos-velhos, que representam o grupo mais impactado pelo processo
de envelhecimento, foram os que apresentaram a resposta mais notavel a suplementacdo. Neste
grupo, foi possivel observar uma melhora na integridade e fluidez da membrana espermatica,
um aumento na motilidade e na aglutinagdo, além de uma diminui¢do no defeito de cabeca.
Estes resultados sugerem que a GR exerce um efeito protetor em espermatozoides que ja estdo
sob maior estresse oxidativo, reforcando a hipétese de que seu potencial antioxidante sistémico
se traduz em beneficios diretos para a qualidade espermatica em condig¢des de vulnerabilidade.
O efeito protetor mais evidente nos animais adultos-velhos, com melhora na integridade da
membrana e diminui¢ao de defeitos morfologicos, refor¢a dados ja presentes na literatura que
aponta a GR como um agente eficaz na mitigagao dos danos espermaticos associados ao estresse
oxidativo (Akhigbe et al., 2025).

A relevancia do potencial antioxidante da GR na protecdo da qualidade espermatica
¢ ainda mais evidente quando contrastada com estudos que demonstram o impacto negativo do
estresse oxidativo na fungdo reprodutiva. Fasasi et al., (2025), por exemplo, investigaram os
efeitos da exposicdo cronica ao glutamato monossodico em ratos e concluiram que o glutamato

monossodico induz toxicidade reprodutiva dose-dependente, principalmente através da
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promocao de estresse oxidativo, resultando em redugdo da concentragdo, motilidade e aumento
de defeitos morfologicos dos espermatozoides. Ainda, Tohamy, Gad El-Karim e El-Sayed
(2019) demonstraram que a suplementagdo com GR em ratos com infertilidade induzida por
hidroxiureia (um agente causador de dano testicular via estresse oxidativo) resultou em uma
melhora significativa na qualidade espermatica, no status hormonal e antioxidante. Este cenario
de dano oxidativo, provocado por um agente externo, ilustra a vulnerabilidade do sistema
reprodutivo masculino.

Quando realizadas as comparagdes entre as idades, o processo natural de
envelhecimento nas condi¢des do estudo ndo aumentou a genotoxicidade sistémica mensuravel
em sangue. Ainda, a GR ndo induziu danos genéticos @ medula 6ssea e ndo pareceu exercer
efeito protetor suficientemente forte para alterar estatisticamente esses parametros. De acordo
com o estudo apresentado por Schumacher et al., (2021), o aumento da genotoxicidade durante
o envelhecimento ¢ altamente dependente de fatores contextuais, incluindo o tipo de tecido
analisado, o estado de estresse ao qual o organismo estd submetido, a linhagem celular ou de
organismo, e das condi¢des ambientais. Esses fatores influenciam a taxa e a natureza dos danos
ao DNA, evidenciando que a produg¢do, reparo e acumulacdo de danos genotdxicos ndo ocorrem
de forma uniforme em diferentes tecidos ou sob diferentes condi¢cdes ambientais. Assim, a
complexidade do dano ao DNA na senescéncia sugere que estratégias para mitigar os efeitos
do envelhecimento deverdo considerar essa variabilidade, levando em conta as particularidades
de cada tecido e o ambiente ao qual estdo submetidos.

Os niveis de sulfidrilas hepéaticas apresentaram um aumento progressivo com a
idade no grupo controle, sugerindo uma resposta adaptativa ao aumento do estresse oxidativo
observado nas etapas mais avangadas da vida. Esse aumento pode refletir tanto maior sintese
de compostos antioxidantes, como a glutationa, quanto acimulo de proteinas modificadas por
oxidacdo (Lee et al., 2021). Nos animais suplementados com GR, entretanto, a elevagdo foi
menos acentuada, indicando possivel modulagao das vias de tidis e uma menor necessidade de
resposta compensatoria, possivelmente devido a um efeito antioxidante intrinseco da
suplementacdo.

Barcena et al., (2021) observaram que, ao comparar o figado de ratos jovens com o
de ratos idosos, o figado dos animais velhos apresentaram uma resposta compensatoria ativada
para lidar com os danos celulares e o aumento do estresse oxidativo, especialmente por meio
da expressdo de proteinas relacionadas ao estresse do reticulo endoplasmatico, ao manejo do

estresse oxidativo e a resposta inflamatdria. Essas vias representam mecanismos de adaptacao
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que tentam manter a homeostase celular em face as disfungdes induzidas pelo envelhecimento,
como a disfun¢do mitocondrial e a disfuncdo proteica (Lopez-Otin et al., 2023a).

Por outro lado, os achados do presente estudo relacionado aos niveis hepaticos de
DCFH, CAT e SOD com o avanco da idade, sao contraditorios. Diversos autores descrevem
que o figado ¢ um dos primeiros 6rgdos a apresentar disfungdo mitocondrial progressiva,
levando ao acimulo de EROs e promovendo danos oxidativos cumulativos (Espinosa-Diez et
al., 2015; Hajam et al., 2022; Luo et al., 2020). Segundo Sohal; Orr (2012), o aumento da
producao de peréxidos durante o envelhecimento induz uma resposta adaptativa caracterizada
pela elevacdo da atividade de enzimas antioxidantes, como a CAT, a fim de compensar o
desequilibrio redox. Enquanto no resultado encontrado em nosso estudo, apresentam uma
reducdo dos niveis hepaticos de DCFH, CAT e SOD nos animais adultos-jovens e adultos-
velhos em relacdo aos animais jovens. Enquanto a enzima GPx apresentou aumento
significativo nos animais adultos-velhos em relagdo aos animais jovens e adultos-jovens.

Ademais, embora a GR possua reconhecidas propriedades antioxidantes, evidéncias
recentes, como as reportadas por Kocot et al., (2018), indicam que seus efeitos sao moduladores
e ndo capazes de suprimir completamente o incremento natural de EROs associado ao avango
da idade. Assim, a manutencdo de niveis de DCFH, CAT e SOD nos animais suplementados
refor¢a que a acdo antioxidante da GR pode ser limitada diante das alteragdes metabdlicas
proprias da senescéncia hepatica.

Na avaliacdo espermatica, os adultos-velhos possuem um impacto evidente na
qualidade espermatica. A motilidade apresentou reducdo significativa nos animais adultos-
velhos em comparagdo aos jovens no grupo controle, refletindo o declinio progressivo da
func¢do das células germinativas e da integridade mitocondrial com o avangar da idade (Taylor
et al., 2019). No grupo suplementado, entretanto, observou-se um padrao distinto: os animais
adultos-jovens apresentaram maior propor¢do de espermatozoides imoveis em relacdo aos
jovens, sugerindo que a suplementacdo pode exercer efeitos dependentes da idade ou do
momento fisioldgico reprodutivo.

Um estudo realizado por Hassan, (2009) demonstrou que em machos adultos
saudaveis a suplementacao oral de GR aumentou a contagem de espermatozoides normais, a
motilidade e a viabilidade, bem como melhorou os marcadores antioxidantes e reduziu a
peroxidacao lipidica no testiculo. Esses resultados corroboram a hipotese de que os lipideos e
outros componentes da GR podem modular o microambiente testicular e o eixo HHG,
favorecendo a espermatogénese e qualidade espermatica, variando conforme a idade dos

animais (Yang et al., 2012).
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A morfologia espermatica reforca esse padrao. No grupo controle, houve reducao
progressiva da propor¢do de espermatozoides morfologicamente normais com o avangar da
idade, condizente com o maior acimulo de danos oxidativos e a reducao da capacidade de
reparo celular nas células germinativas em animais mais velhos. Esse efeito ¢ amplamente
descrito na literatura como uma consequéncia tipica do envelhecimento testicular (Taylor et al.,
2019). No grupo suplementado com GR, observou-se, novamente, um comportamento nao
linear: houve redugdo da propor¢ao de espermatozoides normais nos animais adultos-jovens em
relacdo aos jovens, enquanto os adultos-velhos apresentaram frequéncia de espermatozoides
normais superior a dos adultos-jovens suplementados. Esse padrao pode indicar uma adaptacao
tardia induzida pela suplementagao, sugerindo que a GR pode apresentar efeitos benéficos em
idades mais avancgadas, mas efeitos mais sensiveis ou moduladores em idades intermediarias
(Yang et al., 2012, 2015).

Conjuntamente, os resultados indicam que, em camundongos de idade avangada, a
suplementagdo exerce impacto significativo sobre os marcadores de estresse oxidativo hepatico
e sobre a qualidade espermatica, mas nao altera a genotoxicidade nos tecidos analisados. A GR
apresentou efeitos diferenciados entre as faixas etarias, modulando parcialmente os niveis de
enzimas antioxidantes e influenciando de forma varidvel os parametros reprodutivos. Esses
achados refor¢gam a necessidade de considerar o estado fisiologico e a idade dos animais ao
investigar os efeitos de suplementos bioativos, evidenciando que a resposta a8 GR depende tanto
do tecido quanto da fase do ciclo de vida.

Em sintese, os resultados demonstraram que, em todas as faixas etarias, a GR foi
segura sob os pontos de vista genotdxico e mutagénico, além de apresentar potencial atividade
antioxidante. Esses achados sdo relevantes no contexto da longevidade e da manutengdo da
qualidade de vida, sugerindo que a GR pode constituir uma alternativa segura como agente
antioxidante, sem riscos aparentes a integridade genética (Chen et al., 2024; Nazar-Zadeh et al.,

2022).
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6. CONCLUSAO

A suplementagao com GR por 30 dias, na dose de 150 mg/kg, mostrou-se segura
do ponto de vista genotoxico e mutagénico em camundongos Swiss machos de diferentes
idades. O ensaio cometa e teste de microntcleos demonstraram auséncia de danos detectaveis
ao DNA, indicando que a suplementa¢do da GR durante o periodo proposto pelo estudo, nao
compromete a integridade gendomica, independentemente da fase do ciclo de vida. Nos
parametros bioquimicos hepaticos, observou-se que o aumento da idade foi o principal fator
associado ao aumento do estresse oxidativo, enquanto a GR exerceu apenas efeitos
moduladores discretos, sugerindo agdo antioxidante limitada, porém consistente com o perfil
nutracéutico do composto. A avaliagdo espermatica evidenciou declinio progressivo dos
parametros reprodutivos com a idade, conforme esperado para o processo natural de
senescéncia, sem impacto negativo da suplementacao.

Em conjunto, os achados demonstram que a GR pode ser considerada um
suplemento seguro, ndo genotdxico e potencialmente benéfico para a manutencdo da saude
celular. Embora seu efeito protetor basal seja modesto, especialmente em organismos jovens e
saudaveis, sua utilizagdo apresenta relevancia no contexto da longevidade masculina, visto que
ndo agrava processos oxidativos, ndo compromete a espermatogénese € mantém a integridade
do material genético. Estudos futuros devem investigar mecanismos moleculares envolvidos,
diferentes doses, periodos mais prolongados de suplementagdo e modelos que incluam
condicoes de estresse oxidativo exacerbado.

Além disso, ¢ fundamental ampliar a producdo de evidéncias em modelos sem
qualquer intervencao lesiva ou patologia associada, uma vez que grande parte da literatura
avalia a GR apenas como agente reparador apds exposi¢do a danos. Assim, s3o necessarios
estudos que examinem seus efeitos em condicdes fisioldgicas basais, permitindo esclarecer de

forma mais precisa os reais impactos da GR ao longo da vida.
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