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RESUMO 

 

A saúde masculina é marcada por uma menor procura por serviços médicos e maior exposição 

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 à 

instabilidade genômica, comprometendo a espermatogênese através de danos acumulativos ao 

DNA e disfunções metabólicas. A complexidade do sistema reprodutor e sua interdependência 

com a saúde hepática tornam os gametas masculinos particularmente vulneráveis a falhas de 

reparo e oxidação, exigindo estratégias de intervenção eficazes. Nesse contexto, a geleia real 

destaca-se como um agente nutracêutico com potentes propriedades antioxidantes, anti-

inflamatórias e moduladoras epigenéticas. Contudo, há uma lacuna no conhecimento sobre seus 

efeitos no consumo contínuo em organismos saudáveis. Assim, o objetivo deste estudo foi 

avaliar a genotoxicidade e mutagenicidade da suplementação com geleia real (150 mg/kg) em 

camundongos Swiss machos jovens, adultos-jovens e adultos-velhos. Este estudo foi aprovado 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) com o protocolo número Nº 40/2023. 

Foram utilizados no total 100 camundongos divididos em três faixas etárias: jovens (3 meses), 

adultos-jovens (6 meses) e adultos-velhos (12 meses). O delineamento experimental teve 

duração total de 90 dias, organizado em três etapas independentes, cada uma com 30 dias de 

administração diária por gavagem de geleia real (150 mg/kg) ou água. Foram utilizados 20 

animais em cada uma das duas primeiras etapas (jovens e adultos-jovens) e 60 animais na 

terceira etapa (adultos-velhos), distribuídos em seis grupos experimentais de 10 animais. No 

31° dia de administração, em todas as etapas, foi coletado sangue periférico dos animais para 

realização do ensaio cometa. Logo após foram eutanasiados, para a dissecção dos fêmures à 

retirada da medula óssea para o teste de micronúcleos, à dissecação do fígado para realização 

dos testes referentes a estresse oxidativo e à dissecação dos epidídimos para a avaliação 

espermática. Nos resultados, observou-se que a suplementação de geleia real não promoveu 

efeitos genotóxicos e mutagênicos, não apresentando diferenças significativas no teste de 

micronúcleo, em nenhuma das faixas etárias, contudo o ensaio cometa apresentou uma 

diminuição da porcentagem de dano ao DNA em animais adultos-jovens no grupo geleia real 

quando comparado ao grupo controle, confirmando assim a segurança da geleia real nesse 

período. Em relação ao fígado, verificou-se modulação dependente da idade nos marcadores de 

estresse oxidativo, animais adultos-jovens e adultos-velhos apresentaram aumento de sulfidrilas 

no grupo geleia real, enquanto o conteúdo oxidado de 2’,7’-diclorofluoresceína não demonstrou 

diferenças referente ao grupo controle em nenhuma idade. Já a enzima catalase demonstrou um 

aumento no grupo geleia real em adultos-jovens e adultos-velhos, porém a superóxido 

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 hepáticas. Quando realizada a comparação entre as diferentes idades, as 

enzimas catalase, superóxido dismutase e o conteúdo oxidado de 2’,7’-diclorofluoresceína nos 

adultos-velhos apresentaram diminuição em relação aos jovens e adultos-jovens, enquanto a 

glutationa peroxidase apresentou aumento nos adultos-velhos comparado as outras idades. Na 

avaliação espermática, a idade foi o principal determinante das alterações, com piora 

progressiva da motilidade, integridade de membrana e morfologia nos grupos mais velhos. A 

suplementação não induziu danos, porém não reverteu o declínio associado à idade. De forma 

geral, os dados demonstram que a geleia real é segura para consumo em diferentes idades, 

reforçando seu uso como agente nutracêutico voltado à manutenção da saúde e da estabilidade 

genômica, mas sem demonstrar efeito na saúde dos espermatozóides. 

Palavras-chave: Fertilidade masculina, Qualidade espermática; Estresse oxidativo; 

Genotoxicidade; Ensaio cometa; Micronúcleo. 



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 sulfhydryls 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. INTRODUÇÃO 

 

1.1 A SAÚDE DO HOMEM E A INSTABILIDADE GENÔMICA 

 

A saúde do homem é um campo de estudo crucial, que abrange não apenas a 

longevidade e a qualidade de vida, mas também a preservação da capacidade reprodutiva ao 

longo do tempo. Essa abordagem, no entanto, demanda uma compreensão integrada entre os 

determinantes biológicos, comportamentais e socioculturais que influenciam a vulnerabilidade 

masculina a diversos agravos. Observa-se que o perfil epidemiológico masculino no Brasil 

revela um conjunto expressivo de vulnerabilidades que justificam a necessidade de políticas 

públicas específicas (IBGE, 2020). 

Dados do Ministério da Saúde (2023) indicam que os homens acessam menos os 

serviços de atenção básica, tendem a buscar cuidados apenas em estágios avançados de 

adoecimento e apresentam maior prevalência de fatores de risco evitáveis. A frequência de 

fumantes entre homens é de 11,7%, consideravelmente superior à observada nas mulheres 

(7,2%). O risco de morbidade e mortalidade prematura é intensificado pelo consumo abusivo 

de álcool (ingestão de cinco ou mais doses em uma única ocasião nos últimos 30 dias), reportado 

por 27,3% dos homens, quase o dobro da frequência feminina (15,2%). Estes hábitos se somam 

a padrões alimentares inadequados, com o homem apresentando maior frequência de excesso 

de peso (IMC ≥ 25 kg/m²), atingindo 63,4%, em comparação com 59,6% das mulheres. Ainda, 

a ingestão de cinco ou mais grupos de alimentos ultraprocessados é mais prevalente no público 

masculino (22,0% versus 14,1%). 

No contexto do Sistema Único de Saúde (SUS), a sub-representação masculina no 

uso dos serviços de saúde é evidente. Em 2022, apenas 28% dos atendimentos individuais na 

atenção primária foram destinados aos homens, e estima-se que cerca de um terço da população 

masculina entre 20 e 59 sequer esteja cadastrada na atenção primária a saúde (Ministério da 

Saúde, 2024). Essas disparidades persistem também em indicadores de consulta médica, 

conforme a Pesquisa Nacional de Saúde de 2019, apenas 66,6% dos homens declararam ter 

consultado um médico nos últimos 12 meses, contra cerca de 82% das mulheres (IBGE, 2021). 

Ademais, embora o SUS responda por mais da metade dos atendimentos ambulatoriais no país, 

sua utilização permanece assimétrica (Araújo et al., 2017).  

Neste contexto, destaca-se a Política Nacional de Atenção Integral à Saúde do 

Homem (PNAISH), instituída em 2009, que busca melhorar as condições de saúde da 

população masculina entre 20 e 59 anos. A política visa reduzir a morbidade e a mortalidade 
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por meio do enfrentamento dos fatores de risco e vulnerabilidades, ampliando o acesso às ações 

e aos serviços de atenção integral à saúde, respeitando as diferentes expressões de 

masculinidades, a partir da perspectiva de gênero, que considera a masculinidade como 

construções socioculturais envolvidas nas relações de poder entre homens e mulheres mediante 

a atuação nos aspectos socioculturais, sob a perspectiva relacional de gênero. 

Neste contexto, o termo healthspan tem ganhado destaque na literatura científica, 

sendo utilizado principalmente para definir o período da vida vivido com boa saúde, livre de 

doenças crônicas e incapacidades do envelhecimento (Kaeberlein, 2018; Masfiah et al., 2025). 

Embora seja um conceito relativamente novo, sua definição é de grande importância para 

orientar políticas e intervenções voltadas à promoção da expectativa de vida saudável (Masfiah 

et al., 2025). O termo surge na necessidade de preencher uma lacuna, entre expectativa de vida 

saudável e expectativa de vida total, uma diferença estimada em aproximadamente 9 anos, 

conforme ilustrado na Figura 1 (Garmany; Yamada; Terzic, 2021). Assim, embora o 

prolongamento da vida seja necessário, o principal objetivo das estratégias baseadas no 

healthspan é garantir melhores condições de saúde ao longo dos anos, priorizando a qualidade 

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

 

Fonte: Adaptado de Garmany, Yamada e Terzic (2021). 

 

A manutenção de um healthspan prolongado, especialmente no organismo 

masculino, depende diretamente da integridade celular e da capacidade de resposta aos 

estressores biológicos (Liao et al., 2010). A instabilidade genômica, caracterizada pelo acúmulo 

progressivo de danos ao ácido desoxirribonucleico (DNA), constitui um marcador fundamental 

Figura 1 – Gráfico da lacuna entre expectativa de vida e expectativa de vida saudável. 
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que compromete essa integridade (López-Otín et al., 2023a). Nos homens, a estabilidade do 

material genético é ameaçada por fatores como o declínio da eficiência dos mecanismos de 

reparo de DNA e pelo aumento do estresse oxidativo. O estresse oxidativo, por sua vez, resulta 

do desequilíbrio entre a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e a defesa 

antioxidante, sendo um dos principais causadores do dano celular (Hemagirri; Sasidharan, 

2022; Sharma; Sampath, 2019; Takalani et al., 2023). 

A influência da idade é evidente quando se observam as diferenças na incidência 

de danos genéticos entre diferentes faixas etárias. Estudos demonstram que a frequência de 

danos ao material genético, como a fragmentação do DNA espermático, aumenta 

progressivamente com o avanço da idade paterna (Agudo-Rios et al., 2023). Indivíduos jovens 

tendem a apresentar mecanismos de defesa antioxidante mais eficientes e maior capacidade de 

reparo celular, enquanto indivíduos adultos mais velhos exibem um aumento significativo de 

mutações e fragmentação de DNA espermático, comprometendo a qualidade dos gametas 

(Agudo-Rios et al., 2023; Hamilton; Assumpção, 2020). 

Essa tendência é reforçada pelos achados de Vaughan et al. (2020), em um estudo 

de coorte retrospectivo envolvendo 16.945 amostras de sêmen de homens avaliados por 

infertilidade. Os autores observaram um aumento significativo do índice de fragmentação do 

DNA, mensurado por citometria de fluxo, em todas as faixas etárias. Além disso, os níveis de 

adutos associados ao estresse oxidativo foram menores em indivíduos com menos de 30 anos, 

elevando-se progressivamente com o aumento da idade. 

Considerando que a função testicular e a qualidade do esperma se deterioram com 

o avanço da idade, não surpreende que estudos apontem uma influência negativa da idade 

paterna sobre a fertilidade e a concepção natural, além de  associarem o envelhecimento 

masculino a maiores atrasos para alcançar a gestação (Kasman; Del Giudice; Eisenberg, 2020). 

Isso reforça a necessidade de intervenções que envolvam  tanto a oferta  de informações, quanto 

estratégias preventivas (Dong et al., 2022; Łakoma; Kukharuk; Śliż, 2023). 

A função reprodutiva em ambos os sexos é regulada por um sistema 

neuroendócrino, o eixo hipotálamo-hipófise-gonadal (HHG), que regula a gametogênese e a 

esteroidogênese (Plunk; Richards, 2020). Assim, a integridade estrutural e funcional dos órgãos 

reprodutivos pode ser impactada não apenas por alterações decorrentes do envelhecimento, mas 

também por condições exógenas (Isola et al., 2024). 

Nesse contexto, a saúde reprodutiva feminina e masculina desempenha um papel 

importante na programação metabólica, uma vez que alterações hormonais, nutricionais e 

epigenéticas presentes no período pré-concepcional podem influenciar diretamente a qualidade 
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dos gametas, a fecundação e o desenvolvimento inicial do embrião (Sánchez-Garrido; García-

Galiano; Tena-Sempere, 2022). No sistema reprodutivo feminino, a fecundidade está 

intrinsecamente ligada à reserva ovariana e à qualidade dos oócitos. Os ovários, além de 

produzirem os gametas, são responsáveis pela secreção cíclica de hormônios esteroides, como 

o estrogênio e a progesterona, que preparam o útero para a implantação e sustentam a gestação 

(Bendsen et al., 2006; Isola et al., 2024). A idade materna avançada, fator central no adiamento 

da maternidade, constitui o principal preditor de declínio da fertilidade feminina. Isso ocorre 

devido à redução progressiva da quantidade e da qualidade dos folículos ovarianos, culminando 

em um aumento na incidência de aneuploidias e falhas de implantação (Wang et al., 2024). 

Por sua vez, o sistema reprodutivo masculino depende da produção contínua de 

espermatozoides viáveis nos testículos, um processo conhecido como espermatogênese, 

também sob controle do eixo HHG (Dong et al., 2022). A qualidade seminal, avaliada por 

parâmetros como concentração, motilidade e morfologia espermática, é um indicador direto da 

capacidade reprodutiva masculina (Farahani et al., 2021; WHO, 2021). Fatores ambientais, 

estilo de vida e condições médicas podem comprometer a espermatogênese, contribuindo 

significativamente para a prevalência global da infertilidade (Farahani et al., 2021; Pintus; Ros-

Santaella, 2021). 

A manifestação de alterações metabólicas pode aparecer então, como diminuição 

da motilidade espermática, alteração dos componentes citoplasmáticos, modificações no 

material genético ou mesmo morte espermática, contribuindo para a infertilidade masculina 

(Takalani et al., 2023). De fato, o estresse oxidativo é um dos principais fatores que contribui 

para a infertilidade masculina, condição que afeta aproximadamente 15% dos casais em todo o 

mundo, sendo que os fatores atribuídos aos homens correspondem a quase 50% desses casos 

(Wang et al., 2025; WHO, 2023b). 

Apesar disso, o cuidado masculino com a própria saúde ainda é frequentemente   

negligenciado. Este cenário está associado a estigmas culturais de masculinidade que associam 

a busca por auxílio médico à fraqueza, na falta de uma cultura de prevenção comparável à saúde 

feminina, e na priorização de responsabilidades externas em detrimento do autocuidado 

(Abdullahzadeh et al., 2025). Consequentemente, a detecção tardia de condições que afetam a 

espermatogênese, como varicocele, desequilíbrios hormonais ou o acúmulo de danos genéticos 

induzidos pelo estilo de vida, perpetua o ciclo de comprometimento da saúde reprodutiva e da 

estabilidade genômica masculina (Agarwal et al., 2021; Roudsari; Sharifi; Goudarzi, 2023). 

Portanto, entender o processo de espermatogênese é essencial para o cuidado com 

a saúde reprodutiva masculina. A espermatogênese é um processo cíclico, complexo e 
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altamente organizado, que ocorre no interior dos túbulos seminíferos e é regulado pelas células 

de Sertoli (Bhattacharya; Dey; Banerjee, 2023). Este processo de diferenciação celular 

transforma espermatogônias diploides em espermatozoides haploides altamente especializados 

(Maroto et al., 2025). A duração total da espermatogênese varia significativamente entre as 

espécies, sendo de aproximadamente 74 dias em humanos e cerca de 35 dias em camundongos, 

o que exige um ciclo contínuo e eficiente para a produção de gametas viáveis (Cho; Easley, 

2023; Maroto et al., 2025). 

Os espermatozoides produzidos nos testículos são liberados no lúmen dos túbulos 

seminíferos, percorrem os ductos eferentes até chegarem ao epidídimo. Nesse estágio inicial, 

ainda  não são funcionais e, por isso passam por um processo de maturação epididimária que 

envolve modificações morfológicas e bioquímicas essenciais que adquiram motilidade e 

capacidade de fertilizar o ovócito (Hoque et al., 2022). O epidídimo é dividido em três regiões: 

cabeça, corpo e cauda, cada uma desempenhando funções específicas ao longo desse processo.  

A maturação espermática ocorre através de interações dos espermatozoides com o 

microambiente epididimário, cuja composição varia ao longo do ducto conforme mudanças de 

osmolaridade, da proporção iônica, das reservas energéticas e no perfil proteico secretado 

(James et al., 2020; Koch et al., 2015). Essas interações modificam a membrana plasmática dos 

espermatozoides em relação à sua composição, aumentando ligações dissulfídicas e formando 

associações entre proteínas, algumas delas andrógeno-dependentes (James et al., 2020).  

A cabeça do epidídimo é a região mais ativa metabolicamente, responsável por 

aproximadamente  70 a 80% da secreção proteica (Koch et al., 2015). No corpo e na cauda do 

epidídimo ocorre a remoção da gota citoplasmática dos espermatozoides e a eliminação de ERO 

devido a expressão de enzimas da família da glutationa peroxidase (GPx), além do transporte 

de água e eletrólitos (Cooper, 2011; Drevet, 2006). A aquisição da motilidade progressiva e da 

capacidade de reconhecimento do ovócito ocorre na cabeça e no corpo, enquanto a cauda é 

principalmente responsável pelo armazenamento e remoção dos espermatozoides anormais 

(Hoque et al., 2022; James et al., 2020; Koch et al., 2015). 

Apesar de sua precisão biológica, a espermatogênese permanece suscetível a erros, 

especialmente durante a fase de intensa proliferação celular e as divisões meióticas, momentos 

cruciais nos quais  a instabilidade genômica pode ser intensificada (Stavros et al., 2024). A 

replicação e o reparo de DNA são mecanismos essenciais em cada etapa desse processo, e 

qualquer falha nesses mecanismos pode resultar na formação de gametas com fragmentação de 

DNA ou aneuploidias, comprometendo tanto a fertilidade quanto a saúde da prole (Middelkamp 

et al., 2020). Mesmo após o processo testicular, os espermatozoides permanecem vulneráveis a 
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danos durante a maturação epididimária, período em que o microambiente regula a aquisição 

de motilidade, remodelamento proteico e eliminação de EROs por meio de enzimas como as 

glutationa peroxidases (Aitken; De Iuliis; McLachlan, 2009). 

Entretanto, a reprodução não é o único sistema afetado pela instabilidade genômica 

e pelo estresse oxidativo. O fígado, órgão central na homeostase metabólica, detoxificação, 

biotransformação de xenobióticos e síntese de antioxidantes, desempenha papel fundamental 

na manutenção do healthspan masculino (Falshaw; Sagner; Siow, 2024). Alterações hepáticas 

decorrentes de estresse oxidativo, como esteatose, inflamação crônica ou disfunção 

mitocondrial, contribuem para o acúmulo sistêmico de EROs e metabólitos reativos, 

amplificando o dano ao DNA em diversos tecidos. Assim, o fígado e o sistema reprodutivo 

masculino configuram um eixo interdependente: disfunções hepáticas aumentam a carga 

oxidativa sistêmica, enquanto a vulnerabilidade dos espermatozoides à oxidação e às falhas de 

reparo amplifica a instabilidade genômica observada com o avançar da idade e com estilos de 

vida não saudáveis (Drevet, 2006; Grossmann et al., 2019). 

 Paradoxalmente, apesar da importância biológica destes processos e da crescente 

prevalência da infertilidade masculina, os cuidados de saúde masculinos permanecem 

historicamente negligenciados (Roudsari; Sharifi; Goudarzi, 2023). Essa negligência decorre 

de múltiplos fatores, incluindo estigmas culturais de masculinidade que associam a busca por 

auxílio médico à fragilidade, a ausência de uma cultura preventiva semelhante à observada na 

saúde feminina e na priorização de responsabilidades externas em detrimento do autocuidado 

(Abdullahzadeh et al., 2025). 

Diante da vulnerabilidade do sistema reprodutivo masculino ao estresse oxidativo 

e à instabilidade genômica, bem como da lacuna existente em intervenções eficazes e 

acessíveis, cresce o interesse pela investigação de agentes nutracêuticos com potencial protetor. 

Entre os produtos naturais propostos, destaca-se a geleia real (GR), devido às suas reconhecidas 

propriedades terapêuticas. 

 

1.2 GELEIA REAL  

 

A GR é uma substância secretada pelas glândulas hipofaríngeas das abelhas 

operárias, um composto único, rico e com um pH fortemente ácido (3,1-3,9) que desempenha 

um papel fundamental na nutrição das larvas e na diferenciação da rainha (El-Guendouz et al., 

2020). Embora as abelhas rainhas e as operárias possuam o mesmo genoma, a alimentação 
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diferenciada com GR resulta em notáveis diferenças anatômicas, fisiológicas e 

comportamentais (Collazo et al., 2021; Kocot et al., 2018). 

A GR é um líquido branco-amarelado e cremoso, utilizado como alimento especial 

para as larvas e rainhas nas colmeias. Todas as larvas consomem GR nos três primeiros dias de 

vida. A partir desse período, apenas aquelas destinadas a se tornarem rainhas continuam 

recebendo-a durante toda sua existência (Oršolić; Jazvinšćak Jembrek, 2024). Essa diferença 

nutricional ocasiona mudanças na expressão genética, que acabam permitindo o 

desenvolvimento ovariano completo na rainha. Destacando sua capacidade de viver por até 

cinco anos, enquanto as operárias 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 composição química consiste principalmente em água (50%–60%), proteína 

(18%), carboidratos (15%), lipídios (3%–6%) e outros biocompostos (Kanelis et al., 2015; 

Nainu et al., 2021). Alguns açúcares presentes na GR incluem frutose e glicose. Além disso, 

sacarose e outros oligossacarídeos como erlose, gentobiose, isomaltose, maltose, melezitose, 

rafinose e trealose estão presentes em concentrações muito pequenas (Nainu et al., 2021). No 

entanto, a composição exata da GR pode variar conforme a origem geográfica, a estação do 

ano, as condições regionais de alimentação das abelhas, os métodos de armazenamento e a 

diversidade genética entre as colônias de abelhas (Collazo et al., 2021). 

Um estudo publicado por Bagameri et al. (2023) demonstrou que o consumo de GR 

possui efeitos anti-inflamatórios, antioxidantes e moduladores do sistema imunológico, o que 

pode contribuir para a melhora de condições relacionadas a processos inflamatórios crônicos. 

Além disso, os principais componentes bioativos, como lipídios, flavonoides, ácidos orgânicos 

e vitaminas, desempenham um papel fundamental na regulação das vias inflamatórias, ajudando 

a reduzir o estresse oxidativo e promovendo a proteção das células contra danos (Collazo et al., 

2021; Nainu et al., 2021). 

As proteínas são os elementos mais ativos e mais abundante na GR, destacando-se 

as proteínas principais da geleia real 1–9 (MRJPs 1–9) que representam 80% do total proteico 

e possuem funções diversas, incluindo a regulação do crescimento, a modulação do sistema 

imunológico, a participação em processos hormonais e de diferenciação celular (Ali; Kunugi, 

2020; Kunugi; Mohammed Ali, 2019). 

Kamakura et al. (2011) demonstraram que a proteína royalactina (MRJP1), de 57 

kDa, promove o desenvolvimento de larvas em rainhas, aumentando o tamanho corporal e do 

ovário e reduzindo o tempo de desenvolvimento. As proteínas presentes na GR, especialmente 

a royalactina, desempenham um papel fundamental na diferenciação entre rainha e operária, 
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atuando como fatores morfogênicos que estimulam vias de sinalização específicas, como o 

receptor de fator de crescimento epidérmico, levando a mudanças fisiológicas e morfológicas 

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 é fundamental para 

mitigar o estresse oxidativo. Adicionalmente, a GR possui propriedades anti-inflamatórias 

(Kocot et al., 2018), o que é relevante, visto que a inflamação crônica é um componente do 

envelhecimento que pode afetar negativamente a qualidade seminal (Isola et al., 2024). 

Além das proteínas, o ácido 10-hidroxi-2-decenóico (10-HDA), um ácido 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 expressão 

gênica e influenciando a diferenciação das castas em abelhas melíferas (Apis melífera) 

(Polsinelli; Yu, 2018). 

A ligação mecanicista entre a GR e a saúde reprodutiva masculina tem sido 

explorada em diversos estudos. Abdelnour et al. (2020) demonstram que a suplementação de 

doses moderadas (100-200mg/kg) de GR aumentam a produção de testosterona e melhoram 

motilidade, viabilidade e integridade da membrana espermática em coelhos. Além disso, as 

evidências sugerem que a GR pode reduzir o dano ao DNA espermático, um fator associado a 

menores taxas de fertilização e maior incidência de aborto espontâneo, tendo sido observada 

em estudos realizados em camundongos (Gillespie et al., 2025).  

Embora o mecanismo exato ainda esteja sob investigação, a GR emerge como uma 

promissora intervenção nutracêutica, capaz de atuar sobre  fatores centrais que afetam o sistema 

reprodutivo masculino em diferentes idades, especialmente o estresse oxidativo e a 

instabilidade genômica (Ahmad et al., 2020). Apesar das evidências que apontam para sua 

capacidade de atenuar o estresse oxidativo e melhorar os parâmetros seminais, o mecanismo 

molecular exato pelo qual seus componentes bioativos modulam a instabilidade genômica em 

diferentes idades do sistema reprodutivo masculino ainda permanece como uma lacuna no 

conhecimento. 

 

1.3 GELEIA REAL E INSTABILIDADE GENÔMICA 

 

A integridade e a estabilidade do genoma são amplamente ameaçadas por agentes 

químicos, físicos e biológicos, além de fatores endógenos, como erros de replicação de DNA, 
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defeitos de segregação cromossômica, processos oxidativos e reações hidrolíticas espontâneas 

(Ferrucci et al., 2020; Lemoine, 2020; López-Otín et al., 2023b; Siametis; Niotis; Garinis, 

2021). As fontes extrínsecas ou intrínsecas de danos incluem mutações pontuais, deleções, 

translocações, encurtamento de telômeros, quebras de fita simples e dupla, rearranjos 

cromossômicos e defeitos na arquitetura nuclear (López-Otín et al., 2023a). Exposições 

ambientais também podem promover mudanças epigenéticas ao afetar a regulação genética por 

meio de alteração na metilação de DNA e modificações de histonas (López-Otín et al., 2023a; 

Siametis; Niotis; Garinis, 2021). 

Em um estudo recente em camundongos, a administração de GR induziu alterações 

significativas nas modificações de histonas em células epiteliais, incluindo o aumento de 

H3K27me3 e a diminuição de H3K23Ac em genes relacionados ao ciclo celular e à regulação 

metabólica (Kobayashi et al., 2024). Tais achados demonstram que a GR pode influenciar a 

expressão gênica em mamíferos através de vias epigenéticas, o que reforça a hipótese de que 

seus efeitos protetores na estabilidade genômica e na saúde reprodutiva podem ir além da 

simples neutralização de EROs (Polsinelli; Yu, 2018). 

O epigenoma, composto por modificações como metilação do DNA e alterações 

em histonas, é dinâmico e sujeito a alterações ao longo da vida. Algumas dessas modificações 

são programadas, enquanto outras ocorrem de forma estocástica, podendo impactar funções 

biológicas (Cristofalo; Gerhard; Pignolo, 1994; De Magalhães, 2025). Evidências sugerem que 

o dano ao DNA é um dos principais impulsionadores de mudanças 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 acúmulo de danos causados por 

EROs nas moléculas, especialmente no DNA mitocondrial (mtDNA), leva a uma disfunção 

mitocondrial progressiva (López-Otín et al., 2023a). Essa disfunção agrava o ciclo vicioso ao 

aumentar a produção de EROs e diminuir a eficiência energética, o que resulta em danos a 

componentes essenciais, como lipídios e proteínas (Hemagirri; Sasidharan, 2022). A geração 

desregulada de EROs contribui para a perda de homeostase celular e para o desenvolvimento 

de diversas patologias, como distúrbios neurodegenerativos e cardiovasculares, levando à 

deterioração das células e tecidos e consolidando o papel das mitocôndrias como um agente 

central na patogênese dessas condições. (Ferrucci et al., 2020; Hemagirri; Sasidharan, 2022; 

López-Otín et al., 2023a; Potukuchi et al., 2018). 

Esses radicais livres podem danificar lipídios, proteínas e o DNA, comprometendo 

a integridade e o funcionamento celular ao longo do tempo (Hajam et al., 2022). Além disso, 

mutações somáticas derivadas de acúmulos de danos ao DNA contribuem para o 
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desencadeamento de uma instabilidade genômica (López-Otín et al., 2013b). O estresse 

oxidativo, resultante do desequilíbrio entre a produção de EROs e a defesa antioxidante, emerge 

como um dos mecanismos cruciais e bem estabelecidos do envelhecimento celular (Luo et al., 

2020). Este desequilíbrio leva à modificação oxidativa de biomoléculas, comprometendo a 

estrutura e função de membranas e organelas, tornando o organismo mais vulnerável a 

estressores e patógenos (Potukuchi et al., 2018). 

Nesse contexto, Damiani et al. (2022) buscaram avaliar se a administração 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 pós-tratamento. 

Independentemente da dose utilizada, a GR não apresentou efeitos genotóxicos ou mutagênicos, 

mas quando administrada como pós-tratamento, reduziu significativamente os danos ao DNA 

induzidos pelo MMS no sangue. Ainda, no mesmo estudo foi demonstrado uma correlação 

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 condições patológicas 

ou após exposição a agentes genotóxicos, ainda se sabe pouco sobre sua atuação ao longo das 

diferentes fases da vida e sobre o impacto direto em parâmetros de integridade do material 

genético. 

 

1.4 FERTILIDADE E GELEIA REAL 

 

A GR tem sido historicamente utilizada na medicina tradicional chinesa para 

promover a saúde e a longevidade, e seu potencial para melhorar a fertilidade masculina tem 

sido objeto de crescente interesse científico. A infertilidade masculina está frequentemente 

associada a parâmetros seminais comprometidos, como baixa concentração, motilidade 

reduzida e morfologia anormal dos espermatozoides, além da fragmentação do DNA 

espermático (WHO, 2021). 

Estudos in vivo em modelos animais têm consistentemente demonstrado o efeito 

positivo da suplementação com GR sobre esses parâmetros. Em coelhos, por exemplo, a 

suplementação com doses moderadas de GR resultou em um aumento na produção de 

testosterona, um hormônio essencial para a espermatogênese, e uma melhora significativa na 

motilidade, viabilidade e integridade da membrana espermática (Abdelnour et al., 2020). 

Adicionalmente, a GR tem sido relacionada ao aprimoramento do eixo HHG, com aumento dos 
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níveis séricos de LH, FSH e testosterona, além da maior expressão de genes esteroidogênicos 

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 administração de GR foi capaz de reduzir as alterações 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 e  diminuindo as taxas de alterações na cabeça e na cauda 

dos gametas. 

Em outro estudo realizado em ratos diabéticos, um modelo de estresse oxidativo 

crônico, observou-se que a GR reduziu a deformidade espermática e diminui o dano ao DNA 

(Ghanbari et al., 2015). Assim, a literatura demonstra que a maior parte das investigações não 

avalia a GR apenas como suplemento nutricional, mas como um recurso terapêutico voltado à 

reparação de danos reprodutivos (Acar, 2021; Delkhoshe-Kasmaie et al., 2014; Miyata; Sakai, 

2018). Essa tendência é evidente nos diversos modelos experimentais, nos quais a GR ou seus 

componentes são empregados para neutralizar efeitos de insultos externos, tais como exposição 

a metais tóxicos ou condições metabólicas desfavoráveis (Acar, 2021; Ahmed et al., 2014; 

Amirshahi; Najafi; Nejati, 2014; Delkhoshe-Kasmaie et al., 2014; Tohamy; Gad El-Karim; El-

Sayed, 2019).  

A maior parte das pesquisas já publicados avaliam predominantemente a GR como 

estratégia para reverter danos induzidos e, permanece pouco explorado se o consumo contínuo 

desse composto é capaz de influenciar os níveis basais de integridade genômica. Diante deste 

cenário, o objetivo deste estudo foi analisar a genotoxicidade e mutagenicidade da 

suplementação de geleia real em camundongos Swiss albinos machos jovens, adultos-jovens e 

adultos-velhos, com o intuito de ampliar a compreensão sobre o potencial protetor da geleia 

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

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a genotoxicidade e mutagenicidade da suplementação de GR em 

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

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

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

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

 

2. Analisar a atividade mutagênica em medula óssea de camundongos jovens, adultos-jovens 

e adultos-velhos suplementados ou não com GR; 

 

3. Avaliar parâmetros de estresse oxidativo no fígado de camundongos jovens, adultos-jovens 

e adultos-velhos suplementados ou não com GR; 

 

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

velhos suplementados ou não com GR; 

 

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

suplementados ou não com a GR.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 ANIMAIS E ASPECTOS ÉTICOS  

 

Foram utilizados um total de 100 camundongos Swiss machos (30 - 35g), sendo 20 

com 3 meses de idade, 20 com 6 meses de idade e 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 água ad libitum e mantidos em um ciclo de 12 horas luz-escuro 

(a luz é ligada às 6h da manhã), com temperatura controlada de 22±1ºC. 

Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) com 

o protocolo número Nº 40/2023 (ANEXO A), conforme Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008 

da cidade de Criciúma – SC. Os experimentos foram conduzidos de acordo com os princípios 

éticos do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA), lei Arouca 

n° 11.794/2008. Ainda, cuidados foram tomados de modo a evitar o mínimo 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 três etapas. Inicialmente, na primeira etapa, foi administrada GR ou água 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 água por meio de gavagem (1 vez ao dia) 

em 20 animais jovens-adultos (20 machos com 6 meses de idade) por 30 dias. Já na terceira 

etapa, foi administrada GR ou água 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 análises, uma vez que para esses testes o 

número mínimo de animais por grupo é de 8 (Krishna; Hayashi, 2000; Singh et al., 1988). 

Devido ao longo período de administração e à idade avançada dos animais, tornou-se necessário 

utilizar um número maior de indivíduos na última 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; Mendonça, 2011). 

Por se tratar de três 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 está ilustrado na Figura 2 (jovens), Figura 3 

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

 

1ª Etapa: Jovens  

Grupo 1 – Controle (água) jovens machos (n=10 animais): que receberam água (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. 

 

   

Grupo 1 –Controle (água) jovens machos (n=10 animais): que receberam água (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). 

 

2ª Etapa: Adultos-Jovens 

Grupo 3 – Controle (água) adultos-jovens machos (n=10 animais): que receberam água (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. 

Figura 2 – Desenho experimental de jovens. 
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Grupo 3 –Controle (água) adultos jovens machos (n=10 animais): que receberam água (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). 

 

3ª Etapa: Adultos-velhos 

Grupo 5 – Controle (água) adultos-velhos machos (n=30 animais): que receberam água (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. 
 

Grupo 5 –Controle (água) adultos velhos machos (n=30 animais): que receberam água (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 31º dia, foi realizado uma coleta de sangue da veia 

caudal, e após os animais foram eutanasiados, para a dissecação do fígado e epidídimo para 

ensaios bioquímicos, avaliação espermática e ainda, dissecção dos fêmures para retirada da 

medula óssea para o teste de micronúcleos. As amostras foram cuidadosamente processadas, 

aliquotadas e armazenadas para posteriores análises bioquímicas e moleculares. 

Figura 3 – Desenho experimental de adultos-jovens. 

Figura 4 – Desenho experimental de adultos-velhos. 
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3.3 TRATAMENTO COM GELEIA REAL 

 

O experimento foi conduzido através da administração da GR liofilizada em uma 

dose de 150 mg/kg ou água, via gavagem, uma vez ao dia, ás 07:00 a.m., durante o período de 

30 dias. A GR liofilizada foi diluída em água para que se possa atingir a dose da qual foi testada. 

A via de administração, a dosagem e o período de tratamento foram escolhidos de acordo com 

trabalhos já publicados na literatura (Damiani et al., 2022; Mohamed; Galal; Elewa, 2015). A 

GR foi obtida da empresa BeeWays® onde, uma cápsula de geleia contém 150 mg (33%) de 

GR liofilizada, que corresponde a 500mg de geleia fresca, 7,5% de 10HDA (ácido 10-hidroxi-

2-decenóico), 66% de água e 34% de matéria seca. 

 

3.4 GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE  

 

Para a realização do teste de genotoxicidade, foram utilizadas as seguintes amostras 

biológicas dos camundongos: sangue para o ensaio cometa e medula óssea obtida a partir do 

fêmur dos animais para o teste do micronúcleo, ao qual avalia a mutagenicidade. 

 

3.4.1 Ensaio Cometa Alcalino  

 

O ensaio cometa foi realizado sob condições alcalinas, conforme descrito por 

Collins et al. (2023). O sangue foi coletado e colocado em microtubos com EDTA e 

refrigerados, as células do sangue (alíquotas de 5 μL ou alícotas de 15 μL) foram embebidas 

em agarose de baixo ponto de fusão (1%, w/v, 115 μL) e a mistura foi adicionada a uma lâmina 

de microscópio pré-coberta com agarose de ponto de fusão normal (1,5%) em dois pontos (50 

μL em cada ponto), cobrindo posteriormente com duas lamínulas e levando, então, à geladeira 

por aproximadamente 5 minutos a 4ºC para solidificação. Logo após, as lamínulas foram 

cuidadosamente retiradas e as lâminas imersas em tampão de lise (2,5M NaCl, 100mM EDTA 

e 10mM Tris, pH 10,0-10,5, com adição na hora do uso de 1% de Triton X – 100 e 10% de 

DMSO) a 4ºC por um período mínimo de 1 hora e máximo de 1 semana. As lâminas foram 

incubadas em solução alcalina (NaOH 300mM e EDTA 1mM, pH>13) por 20 minutos para 

desdobramento do DNA, seguido de eletroforese a ~ 1V/cm por aproximadamente 20 minutos. 

Todas estas etapas foram realizadas sob luz indireta fraca amarela. Posteriormente as lâminas 

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 análise. Para avaliação dos danos, as lâminas foram 

visualizadas em microscópio de fluorescência com ampliação de 200x utilizando o programa 

Comet Assay IV (Perceptive Instruments, UK), onde foram avaliadas 100 células/animal. As 

células foram classificadas de forma automática quanto às proporções do tail lenght (consiste 

na distância do meio do núcleo até o final da cauda em µm) e tail moment (tail length x 

intensidade da fluorescência 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 lâminas foram codificadas para análise às cegas. 

 

3.4.2 Teste de micronúcleos (MN) 

 

O teste de micronúcleos foi realizado de acordo com o programa Gene-Tox da 

Agência de Proteção Ambiental dos EUA (Krishna; Hayashi, 2000; Mavournin et al., 

1990).Para a realização do teste foi realizada a extração da medula óssea. Após a extração da 

medula óssea do fêmur dos animais, um esfregaço foi preparado diretamente na lâmina com 

uma gota de soro bovino fetal. As lâminas foram coradas com Giemsa 5%, secas e codificadas 

para análises às cegas. Como uma medida de toxicidade na medula óssea, a relação entre 

eritrócitos policromáticos e eritrócitos normocromáticos (EPC/ENC) foi analisada em 500 

eritrócitos/animal. A incidência de micronúcleos (MN) foi observada em 4000 EPCs para cada 

animal (ou seja, 2000 a partir de cada uma das duas lâminas preparadas em duplicata), usando 

microscópio óptico de luz branca com ampliação de 1000x. O número médio de eritrócitos 

policromáticos micronucleados (EPCMn) individual foi utilizado como unidade experimental. 

 

3.5 ESTRESSE OXIDATIVO 

 

Para a realização dos testes referentes ao estresse oxidativo, foram utilizadas 

amostras biológicas de fígado dos camundongos para a dosagem do conteúdo de sulfidrilas, 

medida da oxidação de 2’,7’-diclorofluoresceína, medida da atividade das enzimas 

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

 

 

3.5.1 Dosagem do conteúdo de sulfidrilas 
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Foi determinado o conteúdo de sulfidrilas de acordo com método adaptado de 

Aksenov; Markesbery (2001), sendo o princípio do método baseado na redução do reagente de 

cor DTNB por tióis, gerando o ânion 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB2-). Dessa forma, após 

homogeneização, em uma placa de Elisa, foi pipetado 245 μL Tampão PBS com EDTA 1 M e 

5 μL de DTNB no branco reagente. Para as amostras foi pipetado 22 μL de amostra, 223 μL de 

Tampão PBS com EDTA 1 M e 5 μL de DTNB, para a determinação do conteúdo de sulfidrilas. 

Após pipetar o DTNB, deixa-se a placa em temperatura ambiente, protegida da luz. Após os 15 

minutos foi realizada a leitura em espectrofotômetro a 412 nm. Os resultados foram expressos 

em nmols de TNB/mg de proteína. 

 

3.5.2 Medida da oxidação de 2’,7’-diclorofluoresceína (DCFH)  

 

A produção 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 alíquotas incubadas durante 30 minutos à 37 ºC. No 

meio intracelular, esterases clivam o grupamento acetato do DCFH-DA, gerando a forma 

reduzida DCFH. Dessa forma, espécies reativas de oxigênio realizam a oxidação de dois 

elétrons de DCFH, produzindo o produto fluorescente 2’,7’-diclofluoresceína (DCF) (Tampo 

et al.,2003; Lee et al.,2009). A fluorescência foi determinada utilizando comprimentos de onda 

de 488nm (excitação) e 525 nm (emissão), sendo a curva de calibração realizada utilizando-se 

DCF padrão (0-10 μM). Os resultados foram expressos como μmol de DCF/mg de proteína. 

 

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

 

A atividade da GPx foi determinada pelo método de Wendel (1981) usando 

hidroperóxido de tert-butila como substrato. Em cubeta de quartzo foram adicionados os 

seguintes reagentes: 600 µL de tampão fosfato de potássio 100 mM, pH 7,0, contendo EDTA 

1 mM, 10 µL de azida sódica 40 mM, 15 µL de glutationa 100 mM, 15 µL glutationa redutase 

10 U / ml, 10 µL NADPH 10 mM e 10 µL de amostra (0,1 – 0,3 µg de proteína). Esta mistura 

foi incubada a 25 ºC durante 1 minuto, a fim de estabilizar o meio, e após adicionados 50 µL 

de hidroperóxido de tert-butila 10 mM para iniciar a reação. Os brancos foram preparados 

substituindo a amostra por tampão fosfato. A queda da absorbância a 340 nm foi acompanhada 

durante 240 segundos e a atividade da GPx foi calculada utilizando-se o coeficiente de extinção 
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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 

proteína (1U = 1 µmol NADPH consumido / min). 

 

3.5.4 Catalase (CAT) 

 

Foi determinada a atividade desta enzima através do método de Aebi, 1984. Em 100 

µL do sobrenadante foram adicionados 10 µl de Triton 0,1 % seguido de agitação, esta mistura 

foi conservada em gelo durante 15 minutos. Em 50 mL de tampão fosfato de potássio 10 mM, 

pH 7,0 foram adicionados 100 µl de H2O2 30% (v/v). Foram pipetados 600 µl deste meio em 

cubeta de quartzo, e o aparelho estabilizado contra um branco corrido separadamente de tampão 

fosfato. Após adição de 25 µl de amostra e realizada a leitura da queda da absorbância do H2O2 

em espectrofotômetro a 240 nm, à temperatura ambiente (22 ºC ± 2), durante 100 segundos. 

Para o cálculo da CAT foi utilizado o coeficiente de extinção do H2O2 de 43.6 mM -1 cm -1. 

Os resultados da atividade da CAT foram expressos em U / mg proteína (1U =1 µmol H2O2 

consumido / min). 

 

3.5.5 Superóxido dismutase (SOD) 

 

Foram homogenizadas as amostras na proporção 1:10, em tampão fosfato de sódio 

20 mM + KCl 140 mM pH 7,4. Para serem centrifugadas a 3500 rpm por 10 minutos a 4ºC, foi 

armazenado o sobrenadante. Em uma placa de Elisa, pipeta-se 190 μL de tampão glicina e 5 μL 

de catalase no branco; 5 μL de amostra, 185 μL de tampão glicina e 5 μL de catalase para a 

primeira amostra; 10 μL de amostra, 180 μL de tampão glicina e 5 μL de catalase para a segunda 

amostra; 15 μL de amostra, 175 μL de tampão glicina e 5 μL de catalase para a terceira amostra, 

sendo assim, realizada uma leitura em triplicada de cada amostra. Em seguida foi realizado a 

leitura pontual em espectrofotômetro a 480 nm. Após isso foi pipetado 5 μL de adrenalina em 

todos os poços. Posteriormente, realizado uma nova leitura em espectrofotômetro a 412 nm 

durante 20 minutos, com leitura de 40 em 40 segundos. A atividade da enzima expressa foi 

expressa em U/mg de proteína (unidade de atividade da SOD por mg de proteína) (Bannister; 

Calabrese, 1987). 

 

 

3.6 AVALIAÇÕES ESPERMÁTICAS 
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Os espermatozoides foram obtidos através da dissecção dos epidídimos e diluídos 

em microtubos contendo 500 µL de solução de 1% BSA diluído em PBS. Todas as análises 

foram realizadas em acordo com um protocolo previamente padronizado e avaliados em 

microscópio óptico, 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 adição de 5 µL de 

eosina (0,5% de eosina Y dissolvida em 0,9% de solução salina de NaCl) em 5 µL da suspensão 

espermática sobre lâmina de vidro a qual foi recoberta com uma lamínula 22 mm x 22 mm. Os 

espermatozoides corados foram considerados com a membrana plasmática danificada ou muito 

permeável, enquanto os não corados foram contados como íntegros. Foram avaliados no total 

200 espermatozoides e obtida a porcentagem correspondente à cada classificação (Lin et al., 

1998; Santos et al., 2020). 

 

3.6.2 Motilidade 

 

A motilidade foi avaliada usando 10 µL da amostra espermática e foram 

classificados como progressivos, não progressivos ou imóveis. Caso apresente aglutinação, 

foram classificados como isolada, moderada, alta ou bruta. Foram avaliados 200 

espermatozoides e obtida a porcentagem correspondente à cada classificação (Vieira et al., 

2024). 

 

3.6.3 Concentração 

 

A concentração foi calculada utilizando 10 µL da suspensão de espermatozoides 

imobilizados com 1 µL de Glutaraldeído, e avaliada no grid central da câmara de Neubauer 

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

concentração foi obtida através da seguinte expressão: 

 

C = (N/n) x (1/25) x FD        (1) 
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Em que N representa o número total de espermatozoides contados, n o número de 

colunas avaliadas multiplicado por 1/25 e pelo fator de diluição (FD; no caso de 1:50, FD=50) 

(Vieira et al., 2024; WHO, 2021). 

 

3.6.4 Morfologia 

 

A morfologia foi analisada através do esfregaço de espermatozoides, fixado em 

álcool 95% por 15 minutos e corado com 17 gotas de Giemsa adicionadas por gotejamento, 

logo após foi adicionado 5 mL de água destilada, as lâminas ficaram por 20 minutos com a 

solução, após isso foram lavadas com água destilada e deixada secar. Os espermatozoides foram 

classificados como normais e anormais, sendo categorizados os defeitos de cabeça, peça 

intermediária e cauda. Assim, os defeitos de cabeça incluem: sem gancho, banana-like, mais 

fino, amorfo, macrocéfalo, duas cabeças ou sem cabeça; os defeitos de peça intermediária: 

inserção irregular, mais grossa, menor ou somente a peça; 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 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram inicialmente avaliados quanto à sua distribuição de normalidade 

utilizando o Teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variância por meio do Teste de 

Levene. Para a comparação entre dois grupos, quando os dados apresentaram distribuição 

normal, foi aplicado o Teste T de Student para amostras independentes. Para os dados que não 

apresentaram distribuição normal, foi utilizado o Teste U de Mann-Whitney. 

Para as avaliações genéticas e bioquímicas, a diferença entre os grupos foi avaliada 

pela análise de variância (ANOVA) de uma via. Quando o valor de F foi significativo, 

comparações 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 análises 

estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 9.0. 

Para as avaliações espermáticas, a escolha do teste estatístico seguiu a natureza dos 

dados, para os parâmetros contínuos, como peso testicular e concentração espermática, foi 

aplicado o Teste T de Student para amostras independentes. Para os dados de morfologia 

espermática (defeitos de cabeça, peça intermediária e cauda), que não apresentaram distribuição 
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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 avaliação espermática categórica (integridade de membrana, motilidade e 

aglutinação), foi aplicado o Teste Qui-quadrado de Pearson. Nos casos em que o teste Qui-

quadrado indicou diferença significativa (p<0,05), foi realizada uma análise post-hoc para 

identificar as categorias responsáveis pela diferença no pacote estatístico IBM SPSS versão 21. 

Em todas as análises, as diferenças foram consideradas estatisticamente 

significativas quando o valor de p foi inferior a 0,05. Os resultados foram apresentados como 

média ± desvio padrão (DP) ou média ± erro padrão 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 nível 

de danos no DNA através do parâmetro Tail Intensity (%), indicaram que o consumo de GR 

(150 mg/kg) não causou genotoxicidade nos animais jovens (3 meses) e nos adultos-velhos (12 

meses) (Figura 5, A e C respectivamente). Os níveis de danos ao DNA foram semelhantes entre 

os grupos suplementados com GR e o grupo controle não apresentando diferenças 

estatisticamente significativas. 

Entretanto, nos adultos-jovens (6 meses), a suplementação com GR demonstrou um 

efeito protetor (Figura 5B). O grupo suplementado com GR apresentou uma redução 

estatisticamente significativa (p<0,05) nos danos ao DNA em comparação com o grupo 

controle. Este achado sugere que, nesta fase específica da vida dos animais, a GR exerceu uma 

atividade antigenotóxica. 

 

Figura 5 – Avaliação dos danos do DNA pelo parâmetro Tail intensity (%) em sangue de 

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

geleia real (150 mg/kg). 

 

Danos em DNA avaliados através do parâmetro Tail 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 estão expressos como média ± desvio padrão (n=6 animais por grupo). Asteriscos 

denotam significância estatística (*p<0,05). Fonte: Do Autor, 2025. 
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4.1.2 Teste de micronúcleos 

 

O teste de micronúcleos avaliou se a suplementação de GR apresenta efeito 

mutagênico nos camundongos. A Tabela 1 apresenta os resultados do grupo controle tratado 

com água (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 – Número de eritrócitos policromáticos micronucleados (EPCMn) observados nas 

amostras de medula óssea de camundongos machos jovens, adultos-jovens e adultos-velhos, 

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

Foram analisadas 4000 células por amostra e estão demonstradas na tabela como média ± desvio padrão da média 

(n = 10 animais por grupo). Os dados foram analisados com Mann Whitney (p < 0.05). EPC: eritrócitos 

policromáticos. ENC: eritrócitos normocromáticos. Fonte: Do Autor, 2025. 

 

Os resultados do teste de micronúcleos em medula óssea de camundongos 

demonstraram que não houve diferença significativa na frequência de eritrócitos policromáticos 

micronucleados (EPCMn) entre os grupos suplementados com geleia real e os grupos controle 

na mesma etapa, em todas as três idades do estudo. Sugerindo que a suplementação de GR, na 

dose administrada e durante 30 dias, não induz efeito mutagênico. Não houve alteração na 

relação EPC/ENC, indicando que o tratamento não foi citotóxico. 

 

 

 

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 
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4.2 ESTRESSE OXIDATIVO  

 

O efeito da suplementação com GR sobre os níveis de grupamentos sulfidrila no 

tecido hepático em três idades distintas também foram observados, e os resultados estão 

demonstrados na Figura 6. Nos animais jovens (Fig 6A) e nos adultos-jovens (Fig 6B), os 

grupos que receberam GR exibiram um conteúdo de sulfidrilas significativamente maior em 

comparação aos seus respectivos grupos controle (tratados com água), com valores de p  = 

0,010 e p = 0,002, respectivamente. Contudo, nos animais adultos-velhos (Fig 6C), a diferença 

observada entre os grupos não apresentou significância estatística. 

 

 

 

Conteúdo de sulfidrilas no fígado de camundongos machos. Os gráficos comparam o grupo controle (água) 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 são apresentados como média 

± erro padrão da média (n = 10). As diferenças foram analisadas pelo teste t de Student (dados paramétricos) ou 

pelo teste U de Mann-Whitney (dados não paramétricos). Asteriscos denotam significância estatística (*p<0,05; 

**p<0,01). Fonte: Do autor, 2025. 

 

Na Figura 7, pode-se observar que os níveis da oxidação de 2’,7’-

diclorofluoresceína (DCFH) foram estatisticamente semelhantes entre os grupos suplementado 

com GR e os grupos controle em todas as diferentes idades. 

 

 

Figura 6 – Conteúdo de sulfidrilas no fígado de camundongos machos jovens, adultos-jovens 

e adultos-velhos, suplementados ou não com geleia real (150 mg/kg). 
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Nível de oxidação do 2’,7’-diclorofluoresceína (DCFH) no fígado de camundongos machos. Os gráficos 

comparam o grupo controle (água) 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 são apresentados como média ± erro padrão da média (n = 10). As diferenças foram analisadas 

pelo teste t de Student (dados paramétricos) ou pelo teste U de Mann-Whitney (dados não paramétricos). Fonte: 

Do autor, 2025. 

 

Conforme observado na Figura 8, a suplementação com GR não 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 – Oxidação do 2’,7’-diclorofluoresceína no fígado de camundongos machos jovens, 

adultos-jovens e adultos-velhos, suplementados ou não com geleia real (150 mg/kg). 
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Figura 8 – Atividade da enzima catalase no fígado de camundongos machos jovens, adultos-

jovens e adultos-velhos, suplementados ou não com geleia real (150 mg/kg). 

 

Atividade da enzima Catalase (CAT) no fígado de camundongos machos. Os gráficos comparam o grupo controle 

(água) 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 enzimática 

é expressa em (U/mg proteína) e os valores representam a média ± erro padrão da média (n = 10). As diferenças 

foram analisadas pelo teste t de Student (dados paramétricos) ou U de Mann-Whitney (dados não paramétricos). 

Asteriscos denotam significância estatística (*p<0,05) em relação ao grupo controle. Fonte: Do autor, 2025. 

 

Na Figura 9 estão demonstrados os resultados da atividade da enzima SOD. 

Podemos observar que a suplementação com GR não 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 superóxido dismutase (SOD) no fígado de camundongos 

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

mg/kg). 

Atividade da enzima Superóxido dismutase (SOD) no fígado de camundongos machos. Os gráficos comparam 

o grupo controle (água) 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 

enzimática é expressa em (U/mg proteína) e os valores representam a média ± erro padrão da média (n = 10). As 

diferenças foram analisadas pelo teste t de Student (dados paramétricos) ou U de Mann-Whitney (dados não 

paramétricos). Asteriscos denotam significância estatística (*p<0,05) em relação ao grupo controle. Fonte: Do 

autor, 2025. 

 

Na Figura 10, a suplementação com GR não 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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Atividade da enzima Glutationa peroxidase (GPx) no fígado de camundongos machos. Os gráficos comparam o 

grupo controle (água) 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 

enzimática é expressa em (U/mg proteína) e os valores representam a média ± erro padrão da média (n = 10). As 

diferenças foram analisadas pelo teste t de Student (dados paramétricos) ou U de Mann-Whitney (dados não 

paramétricos). Asteriscos denotam significância estatística (*p<0,05) em relação ao grupo controle. Fonte: Do 

autor, 2025. 

 

4.3 AVALIAÇÃO ESPERMÁTICA  

 

A fim de avaliar a saúde reprodutiva, foi quantificado o peso testicular, 

concentração, integridade de membrana, motilidade, aglutinação em porcentagem em cada 

categoria e a morfologia dos espermatozoides de camundongos jovens, adultos-jovens e 

adultos-velhos em relação a suplementação ou não de GR (150 mg/kg). 

As Tabelas 2 e 3, mostram a avaliação espermática dos camundongos jovens. Não 

foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre os grupos controle e GR para 

os parâmetros de peso testicular e concentração espermática (p < 0,05). Da mesma forma, a 

análise da integridade da membrana não apresentou diferença significativa na proporção de 

espermatozoides corados e não corados entre os grupos (p < 0,05), como mostrado na Tabela 

2. No entanto, foram encontradas diferenças significativas na distribuição da motilidade 

espermática (p < 0,05). O grupo controle apresentou uma proporção maior de espermatozoides 

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

progressiva (p < 0,05).  

Figura 10 – Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) no fígado de camundongos 

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

mg/kg). 
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A associação mais forte foi observada no padrão de aglutinação (p < 0,001). O 

grupo controle apresentou uma frequência significativamente maior de espermatozoides sem 

aglutinação. Em contrapartida, o grupo suplementado com GR exibiu proporções 

significativamente maiores de aglutinação do tipo isolada e alta. 

 

Tabela 2 – Peso testicular, concentração, integridade de membrana, motilidade e aglutinação 

em porcentagem de espermatozoides em cada categoria, de camundongos jovens 

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

 Média ± DP, Porcentagem (%)  

  Controle Geleia Real Valor p 

  n = 6 n = 10  

Peso testicular 0,17 ± 0,01 0,18 ± 0,01 0,277† 

Concentração (×106 /mL) 66,08 ± 29,92 74,57 ± 26,04 0,595† 

    

Integridade de 

membrana (%) 

Não corados 59,8% 61,9%  

< 0,241§ 

 
Corados 40,2% 38,1% 

    

Motilidade (%) Progressiva 45,4% 50,5%*  

 

0,047§ 

 

Não 

progressiva 

34,9%* 30,8% 

Imóvel 19,7% 18,7% 

    

Aglutinação (%) Nenhuma 16,6%* 2,6%  

 

< 0,001§ 
Isolada 12,3% 24,7%* 

Moderada 45,8% 41,7% 

 Alta 25,3% 30,7%* 

Peso testicular e concentração expressos em média ± desvio padrão (DP). Distribuição percentual de 

espermatozoides segundo a integridade de membrana, motilidade e aglutinação em animais de 3 meses de idade. 

† Valor obtido após aplicação do teste T de Student. § Valor obtido após aplicação do teste Qui-quadrado de 

Pearson. (*) indicam diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos. Tabela elaborada pelo 

autor. 

 

Em relação a análise da morfologia espermática (Tabela 3) não foi observado 

diferença estatisticamente significativa no número total de espermatozoides normais ou 

anormais entre os grupos controle e GR. Da mesma forma, os danos totais de defeitos de cabeça, 

peça intermediária e cauda não diferiram entre os grupos. No entanto, os subtipos de defeitos 

de cabeça, foram observados efeitos específicos 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 comparação com o grupo controle (p < 0,05). Para os demais 

subtipos de defeitos morfológicos, não foram encontradas diferenças estatísticas. 

 

Tabela 3 – Morfologia dos espermatozoides em camundongos jovens suplementados ou não 

com geleia real (150 mg/kg). 

Morfologia dos espermatozoides em camundongos jovens, com 3 meses de idade, grupo controle e geleia real 

(200 espermatozoides avaliados). Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média (EPM). † Valor 

obtido após aplicação do teste T de Student. †† Valor obtido após aplicação do teste U de Mann-Whitney. (*) 

indica diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos. Tabela elaborada pelo autor. 

 

 

A Tabela 4, apresenta informações sobre os parâmetros espermáticos dos 

camundongos adultos-jovens, especificamente os parâmetros de peso testicular, concentração 

espermática e integridade da membrana. Não foram encontradas diferenças estatisticamente 

significativas entre os grupos controle e geleia real dos animais adultos-jovens. 

Já a motilidade espermática foi significativamente afetada (p < 0,001). O grupo 

controle exibiu uma proporção maior de espermatozoides com motilidade progressiva, 

 Média ± EPM  

 Controle Geleia Real Valor p 

 n = 6 n = 10  

Morfologia     

Normal 127,00 ± 7,62 127,08 ± 4,07 < 0,920† 

Anormal 73,00 ± 7,62 72,20 ± 4,07 < 0,920† 

    

Defeitos de cabeça (total) 18,83 ± 6,05 22,43 ± 2,75 0,467†† 

Sem gancho 0,67 ± 0,21 0,00 ± 0,00* 0,021†† 

Banana-like 0,33 ± 0,21 0,00 ± 0,00 0,192†† 

Mais fino 0,16 ± 0,16 0,00 ± 0,00 0,461†† 

Macrocéfalo 2,50 ± 1,11 2,28 ± 0,71 0,742†† 

Sem cabeça 10,17 ± 4,87 18,43 ± 2,70 0,083†† 

Amorfo 5,00 ± 0,93 1,57 ± 0,57* 0,014†† 

Duas cabeças 0,00 ± 0,00 0,14 ± 0,14 >0,999†† 

    

Defeitos peça intermediária 0,67 ± 0,21 0,90 ± 0,27 0,735†† 

Somente a peça 0,33 ± 0,21 0,88 ± 0,30 0,326†† 

Mais grossa 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 >0,999†† 

Mais fina 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 >0,999†† 

Inserção irregular 00,33 ± 00,21 0,00 ± 0,00 0,143†† 

    

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 0,314† 

Enrolada 22,33 ± 4,82 15,75 ± 2,87 0,239† 

Sem cauda 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 - 
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enquanto o grupo GR apresentou frequências significativamente maiores de espermatozoides 

com motilidade não progressiva e imóveis. 

O efeito mais notável foi observado no padrão de aglutinação (p < 0,001). No grupo 

GR 100% dos espermatozoides não apresentaram aglutinação. Consequentemente, os 

espermatozoides com aglutinação do tipo isolada e moderada foram observados exclusivamente 

no grupo controle. 

 

Tabela 4 – Peso testicular, concentração, integridade de membrana, motilidade e aglutinação 

em porcentagem de espermatozoides em cada categoria, de camundongos adultos-jovens 

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

Peso testicular e concentração expressos em média ± desvio padrão (DP). Distribuição percentual de 

espermatozoides segundo a integridade de membrana, motilidade e aglutinação em animais de 6 meses de idade. 

† Valor obtido após aplicação do teste T de Student. § Valor obtido após aplicação do teste Qui-quadrado de 

Pearson. (*) indicam diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos para aquela categoria 

específica. Tabela elaborada pelo autor. 

 

Já a análise morfológica, revelou um efeito significativo da suplementação com GR 

(Tabela 5). O grupo suplementado com GR na idade adultos-jovens apresentou uma contagem 

de espermatozoides com morfologia normal significativamente menor em comparação com o 

grupo controle (p < 0,05), resultando em um aumento correspondente no número de 

espermatozoides anormais (p < 0,05). Este aumento nos defeitos foi impulsionado 

 Média ± DP, Porcentagem (%)  

  Controle Geleia Real Valor p 

  n = 10 n = 10  

Peso testicular 0,16 ± 0,01 0,16 ± 0,02 0,850† 

Concentração (×106 /mL) 79,60 ± 38,37 65,55 ± 36,60 0,413† 

    

Integridade de 

membrana (%) 

Não corados 44,7% 44,4% 0,870§ 

Corados 55,3% 55,6% 

    

 

 

Motilidade (%) 

Progressiva 29,8%* 19,3%  

 

< 0,001§ 

Não 

progressiva 

26,2% 29,8%* 

Imóvel 44,0% 50,9%* 

    

 

 

Aglutinação (%) 

Nenhuma 55,7% 100%*  

 

< 0,001§ 

Isolada 28,6%* 0% 

Moderada 15,7%* 0% 

Alta 0% 0% 
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principalmente por anomalias na cauda. O número total de defeitos de cauda na idade adultos-

jovens foi significativamente maior no grupo GR (p < 0,05). Especificamente, o grupo tratado 

exibiu uma frequência drasticamente maior de espermatozoides com 'cauda dobrada' e foi o 

único a apresentar o defeito 'sem cauda' de forma significativa (p < 0,05). Ainda, foi observado 

um aumento sutil, mas significativo, no defeito de cabeça do tipo 'sem gancho' no grupo geleia 

real (p <0,05). Os totais de defeitos de cabeça e de peça intermediária não diferiram entre os 

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

ou não com geleia real (150 mg/kg). 

Morfologia dos espermatozoides em camundongos adultos-jovens, com 6 meses de idade grupo controle e geleia 

real (200 espermatozoides avaliados). Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média (EPM). † 

Valor obtido após aplicação do teste T de Student. †† Valor obtido após aplicação do teste U de Mann-Whitney. 

(*) indica diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos. Tabela elaborada pelo autor. 
 

Os parâmetros de peso testicular e concentração espermática não apresentaram 

diferenças significativas entre os grupos nos animais adultos-velhos (Tabela 6). No entanto, 

foram observados efeitos na suplementação com GR nos principais indicadores de qualidade 

espermática (p < 0,001 para todas as categorias). O grupo GR apresentou uma proporção 

significativamente maior de espermatozoides com membrana íntegra (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 proporção de espermatozoides com motilidade progressiva 

(39,2% vs. 16,9%) e uma redução acentuada na frequência de espermatozoides imóveis (37,0% 

vs. 60,2%). 

 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 cabeça (total) 18,88 ± 4,02 25,11 ± 3,10 0,467†† 

Sem gancho 0,00 ± 0,00 1,00 ± 0,44* 0,029†† 

Banana-like 0,62 ± 0,37 0,00 ± 0,00 0,082†† 

Mais fino 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 >0,999†† 

Macrocéfalo 0,50 ± 0,37 1,33 ± 0,57 0,256†† 

Sem cabeça 16,25 ± 3,59 19,67 ± 2,44 0,403†† 

Amorfo 1,37 ± 0,41 3,11 ± 1,06 0,258†† 

Duas cabeças 0,12 ± 0,12 0,00 ± 0,00 0,470†† 

    

Defeitos peça intermediária 0,71 ± 0,28 1,68 ± 0,62 0,276†† 

Somente a peça 0,00 ± 0,00 0,66 ± 0,44 0,212†† 

Mais grossa 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 >0,999†† 

Mais fina 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 >0,999†† 

Inserção irregular 0,71 ± 0,28 1,00 ± 0,23 0,454†† 

    

Defeitos de cauda 85,00 ± 3,53 102,80 ± 3,22* 0,002† 

Duas caudas 00,00 ± 00,00 00,00 ± 00,00 - 

Dobrada 35,29 ± 3,39 57,88 ± 1,55* <0,0001† 

Enrolada 49,43 ± 1,79 41,88 ± 4,47 0,162† 

Sem cauda 00,00 ± 00,00 3,25 ± 0,97* 0,008† 



51 

 

O padrão de aglutinação também diferiu significativamente (p <0,001). O grupo 

adultos-velhos suplementado apresentou uma maior proporção de espermatozoides sem 

aglutinação, enquanto o grupo controle teve frequências mais altas de aglutinação do tipo 

isolada e moderada. 

 

Tabela 6 – Peso testicular, concentração, integridade de membrana, motilidade e aglutinação 

em porcentagem de espermatozoides em cada categoria de camundongos adultos-velhos, 

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

Peso testicular e concentração expressos em média ± desvio padrão (DP). Distribuição percentual de 

espermatozoides segundo a integridade de membrana, motilidade e aglutinação em animais de 12 meses de idade. 

† Valor obtido após aplicação do teste T de Student. § Valor obtido após aplicação do teste Qui-quadrado de 

Pearson. (*) indicam diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos para aquela categoria 

específica. Tabela elaborada pelo autor. 

 

Em contrapartida, não foi observada diferença estatisticamente significativa no 

número 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 suplementação com GR na morfologia da cabeça dos espermatozoides. O grupo 

suplementado apresentou um número total de defeitos de cabeça significativamente menor em 

comparação com o grupo controle (17,10 ± 3,39 vs. 29,10 ± 2,63). Essa melhora foi atribuída 

principalmente a uma redução significativa na incidência de espermatozoides 'sem cabeça' (p = 

 Média ± DP, Porcentagem (%)  

  Controle Geleia Real Valor p 

  n = 10 n = 10  

Peso Testicular 0,16 ± 0,03 0,18 ± 0,02 0,177† 

Concentração (×106 /mL) 54,05 ± 20,19 82,85 ± 53,41 0,128† 

    

Integridade de 

membrana (%) 

Não corados 38,9% 62,4%*  

<0,0001§ 
 Corados 61,1% 37,6% 

    

Motilidade (%) Progressiva 16,9% 39,2%*  

 

<0,0001§ 
Não 

progressiva 

22,9% 23,8% 

Imóvel 60,2%* 37,0% 

    

Aglutinação (%) Nenhuma 57,0% 64,4%*  

 

<0,0001§ 
Isolada 25,0%* 9,2% 

Moderada 18,0%* 24,5% 

 Alta 0% 0,9%* 
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<0,05). Não foram encontradas diferenças estatísticas entre os grupos para os defeitos de peça 

intermediária e de cauda. 

 

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

ou não com geleia real (150 mg/kg). 

Morfologia dos espermatozoides em camundongos adultos-velhos, com 12 meses de idade grupo controle e 

geleia real (200 espermatozoides avaliados). Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média 

(EPM). † Valor obtido após aplicação do teste T de Student. †† Valor obtido após aplicação do teste U de Mann-

Whitney. (*) indica diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos. Tabela elaborada pelo 

autor. 

 

4.5 COMPARAÇÃO DAS VARIÁVEIS ENTRE IDADES DOS ANIMAIS: JOVENS, 

ADULTOS-JOVENS E ADULTOS-VELHOS 

 

A fim de comparar as análises de ensaio cometa, teste de micronúcleo, conteúdo de 

sulfidrila, oxidação de 2’,7’-diclorofluoresceína, enzimas hepáticas CAT, SOD e GPx, e ainda, 

motilidade e morfologia do estudo, entre as diferentes idades dos animais, foi realizado uma 

comparação entre os jovens, adultos-jovens e adultos-velhos nas análises de genotoxicidade, 

 Média ± EPM  

 Controle Geleia Real Valor p 

 n = 10 n = 10  

Morfologia     

Normal 87,80 ± 8,70 98,80 ± 5,26 < 0,302† 

Anormal 112,20 ± 8,70 101,20 ± 5,26 < 0,302† 

    

Defeitos de cabeça (total) 29,10 ± 2,63 17,10 ± 3,39* 0,010†† 

Sem gancho 1,30 ± 0,53 0,60 ± 0,40 0,307†† 

Banana-like 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 >0,999†† 

Mais fino 0,30 ± 0,15 0,00 ± 0,00 0,210†† 

Macrocéfalo 1,70 ± 0,97 1,80 ± 0,94 >0,999†† 

Sem cabeça 21,80 ± 1,65 12,70 ± 2,81* 0,049 †† 

Amorfo 3,90 ± 1,07 1,90 ± 0,78 0,132†† 

Duas cabeças 0,10 ± 0,10 0,10 ± 0,10 >0,999†† 

    

Defeitos peça intermediária 3,10 ± 0,60 2,10 ± 0,62 0,278†† 

Somente a peça 0,20 ± 0,13 0,00 ± 0,00 0,473†† 

Mais grossa 0,10 ± 0,10 0,00 ± 0,00 >0,999†† 

Mais fina 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 >0,999†† 

Inserção irregular 2,80 ± 0,62 2,10 ± 0,62 0,406†† 

    

Defeitos de cauda 80,00 ± 6,92 82,00 ± 6,11 0,831† 

Duas caudas 0,30 ± 0,15 0,90 ± 0,50 0,269† 

Dobrada 41,70 ± 5,99 48,90 ± 4,07 0,334† 

Enrolada 33,00 ± 3,50 30,00 ± 3,62 0,559† 

Sem cauda 5,00 ± 1,40 2,20 ± 0,69 0,091† 
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estresse oxidativo e análise espermática. Os dados estão apresentados na Tabela 8. Os 

resultados referentes ao ensaio cometa do sangue periférico e micronúcleo em medula óssea, 

expressos com média e desvio padrão, não apresentaram diferenças significativas quando 

comparados entre idades. 

 

Tabela 8 – Comparações entre os animais jovens, adultos-jovens e adultos-velhos 

referente as análises genotóxicas, mutagênicas, de estresse oxidativo e avaliação espermática. 

Comparação dos mesmos grupos em diferentes idades nas análises de ensaio cometa em sangue periférico, teste 

de micronúcleos em medula óssea, conteúdo de sulfidrilas, oxidação da 2’,7’-diclorofluoresceína (DCFH) e 

atividade das enzimas hepáticas catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx). 

Avaliação espermática: médias de espermatozoides imóveis e morfologia normal. Os dados estão expressos 

como: α Ensaio Cometa e Micronúcleo expressos com média ± desvio padrão (DP); β Estresse oxidativo e 

avaliação espermática expressos com média ± erro padrão da média (EPM). * diferença em relação aos jovens 

dentro do mesmo grupo de tratamento. # diferença em relação aos adultos-jovens dentro do mesmo grupo de 

tratamento. Tabela elaborada pelo autor. 

 

 Jovens Adultos-jovens Adultos-velhos 

Ensaio Cometa (sangue)α    

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 

Micronúleo (medula óssea)α    

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 

Conteúdo de sulfidrilas (fígado)β    

Controle 71,98 ± 9,45 111,0 ± 4,01* 128,3 ± 4,90# 

Geleia real 111,6 ± 9,19 131,2 ± 4,90 141,2 ± 5,34*# 

2’,7’-diclorofluoresceína (fígado)β    

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 (fígado)β    

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* 

Superóxido dismutase (fígado)β    

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 (fígado)β    

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)β 

Imóvel 

   

Controle 39,40 ± 4,47 82,83 ± 11,78 115,0 ± 15,07* 

Geleia real 35,00 ± 4,01 99,57 ± 16,31* 61,00 ± 12,33 

Morfologia (espermatozoide)β 

Normal  

   

Controle 127,0 ± 7,62 97,38 ± 3,65* 87,80 ± 8,70* 

Geleia real 127,8 ± 4,07 75,50 ± 3,20* 98,80 ± 5,62*# 
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Em relação as análises de estresse oxidativo, no grupo controle, o conteúdo de 

sulfidrila no fígado apresentou um aumento estatisticamente significativo em relação aos jovens 

e adultos-jovens (Tabela 8). Além disso, houve um aumento do conteúdo 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 relação aos jovens e adultos-jovens. Em relação ao conteúdo oxidado de DCFH no 

fígado, foi observado uma diminuição nos animais adultos-jovens em relação aos animais 

jovens, e entre adultos-velhos em relação aos animais jovens, tanto no grupo controle quanto 

no grupo suplementado com GR. Os mesmos resultados foram observados nos níveis de CAT 

no fígado. 

Em relação a atividade da enzima SOD o mesmo padrão apresentado anteriormente 

foi observado, com diminuição da atividade da enzima nos animais adultos-jovens e adultos-

velhos, diferindo dos jovens e ainda, apresentando diferença entre adultos-velhos e adultos-

jovens. Este padrão de variação com a idade foi observado tanto no grupo controle quanto no 

grupo suplementado com GR. Contudo, a atividade da GPx não demonstrou diferença entre as 

idades no grupo controle, mas apresentou um aumento estatisticamente significativo nos 

animais adultos-velhos em comparação 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 relação aos jovens no 

grupo controle (Tabela 8). Já no grupo suplementado com GR foi visto um aumento 

estatisticamente significativo nos animais adultos-jovens em relação aos jovens, onde os 

adultos-jovens apresentaram mais espermatozoides imóveis em comparação aos jovens. Em 

relação a morfologia dos espermatozoides considerados normais, foi observado uma diferença 

significativa dos animais adultos-jovens e adultos-velhos em relação aos animais jovens do 

grupo controle, apresentando uma diminuição dos espermatozoides normais com o aumento da 

idade. Enquanto isso, no grupo suplementado com GR observou-se uma diferença significativa 

entre adultos-jovens em relação aos animais jovens, onde os animais adultos-jovens 

apresentaram uma diminuição nos espermatozoides normais. Já os adultos-velhos em relação 

aos jovens e adultos-jovens, apresentando uma diminuição em relação ao grupo jovens e um 

aumento de espermatozoides normais em relação aos animais do grupo adultos-jovens. 
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5. DISCUSSÃO 

 

A saúde do homem permanece um importante desafio para os sistemas de saúde, 

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 óbito e em praticamente todas as faixas etárias até os 80 

anos, além de um risco 40% a 50% superior de morte por doenças crônicas não transmissíveis 

(DCNT), como doenças cardiovasculares e respiratórias crônicas. Esse cenário é agravado por 

fatores comportamentais que persistem na população masculina, incluindo uso prejudicial de 

álcool, padrões alimentares inadequados, sedentarismo, hipertensão e excesso de peso, 

contribuindo para uma vulnerabilidade ampliada e para a manutenção de desigualdades em 

saúde ao longo da vida (Ministério da Saúde, 2023).  

Nesse sentido, tornam-se essenciais estudos que investiguem agentes capazes de 

mitigar esses impactos e promover melhor saúde masculina ao longo da vida. Entre esses 

potenciais moduladores destaca-se a GR, cujos compostos bioativos têm sido associados a 

efeitos antioxidantes, anti-inflamatórios e protetores contra à instabilidade genômica, podendo 

contribuir para a preservação da função testicular e da qualidade espermática (Ali; Kunugi, 

2020; Kocot et al., 2018; Miyata; Sakai, 2018). Seu potencial antioxidante é amplamente 

atribuído a diversos compostos, como polifenóis, flavonoides e o ácido 10-HDA. Estes 

componentes são essenciais para minimizar danos do estresse oxidativo e dos danos celulares 

ao longo da vida (Oršolić; Jazvinšćak Jembrek, 2024).  No presente trabalho, camundongos 

Swiss machos foram suplementados com uma dose de 150mg/kg de GR, por um período de 30 

dias, em três diferentes idades. A partir disso, foram realizadas avaliações referentes às 

alterações genéticas, bioquímicas e parâmetros espermáticos destes animais. 

Para avaliar a capacidade genotóxica da GR testada neste estudo, utilizamos o 

ensaio cometa em células do sangue periférico de camundongos. O ensaio cometa é uma técnica 

amplamente utilizada para a detecção de efeitos genotóxicos/antigenotóxicos de substâncias 

naturais, pois avalia vários tipos de danos ao DNA (Singh et al., 1988). O ensaio cometa alcalino 

(pH > 13), por sua vez, é o mais sensível, detecta não apenas quebras de fita simples e dupla, 

mas também sítios lábeis alcalinos e lesões de base que são convertidas em quebras durante o 

processo de lise e eletroforese (Collins et al., 2023). 

A avaliação do dano basal ao DNA em células do sangue periférico dos 

camundongos controle revelou níveis elevados do parâmetro 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 atribuído ao estresse crônico 

induzido pelo protocolo experimental. A administração diária por gavagem durante 30 dias, é 

um procedimento invasivo, capaz de induzir estresse fisiológico significativo em roedores 

(Vandenberg et al., 2014; Walker et al., 2012). Além disso, deve-se considerar  à alta 

sensibilidade do ensaio cometa em condição alcalina, que detecta lesões oxidativas e sítios 

lábeis alcalinos, e/ou a fatores ambientais e de manejo que induzem estresse oxidativo (Collins 

et al., 2023; López-Diazguerrero et al., 2005).  

No entanto, um achado bem relevante está na comparação entre os grupos, 

suplementado com GR e água, onde foi observado um efeito antigenotóxico significativo, 

reduzindo o parâmetro de Tail intensity nos animais com 6 meses de idade, de aproximadamente 

70% para 45%. Este resultado sugere que a GR é capaz de proteger o material genético contra 

o dano basal, provavelmente devido à 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 sódio e a ação terapêutica 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 reversão de diversos parâmetros 

tóxicos induzidos pelo benzoato de sódio. A aplicação de GR reduziu o estresse oxidativo e o 

dano ao DNA de forma dose-dependente, o que se manifestou pela diminuição na frequência 

de aberrações cromossômicas e micronúcleos, bem como na redução dos danos ao DNA. Omar 

et al. (2024) reforçaram 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 cádmio em ratos. O estudo mostrou que a suplementação com GR não apenas 

reduziu os níveis de dano genético, como também melhorou diversos parâmetros relacionados 

ao estresse oxidativo, função hepática e renal. Esses resultados sugerem que a GR possui 

propriedades antioxidantes que contribuem para a proteção celular contra o estresse oxidativo 

e o dano genético. 

Ainda, outro teste utilizado neste trabalho para análise da instabilidade genômica 

foi o teste do micronúcleo em medula óssea de camundongos, que fornece uma estimativa da 

quantidade de mutações cromossômicas induzidas através de eventos de clastogênese e 

aneugênese (Krishna; Hayashi, 2000). Em relação às avaliações de mutagenicidade, não foram 

observadas diferenças estatisticamente significativas no número de EPCMN na medula óssea 

de camundongos entre os grupos que receberam água e GR na mesma faixa etária. 

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 administração em fase de pós-

tratamento, a GR apresentou propriedades antimutagênicas e antioxidantes, contribuindo para 

a redução de lesões genéticas detectadas por meio de testes como o ensaio cometa e o teste de 

micronúcleos. Esses resultados sugerem que a GR possui potencial para atuar como agente 

protetor contra os efeitos deletérios de agentes mutagênicos, o que abre possibilidades para seu 

uso como complemento em estratégias de proteção genética e prevenção de doenças 

relacionadas ao estresse oxidativo e danos ao DNA (Damiani et al., 2022). Contudo, é crucial 

notar que, no presente estudo, não foi observada uma redução significativa na frequência de 

micronúcleos, apesar do potencial protetor evidenciado pela literatura. Essa divergência pode 

ser atribuída à ausência de um agente mutagênico direto, o que sugere que o efeito protetor da 

GR é mais destacado em cenários de estresse genotóxico induzido, onde ela atua na mitigação 

de danos, do que em condições basais. 

A fim de entender os mecanismos que levam à instabilidade genômica, foi avaliado 

o estresse oxidativo no presente estudo. A análise do conteúdo de sulfidrilas no tecido hepático, 

um importante marcador da defesa antioxidante não enzimática, 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, são capazes de 

neutralizar radicais livres e aumentar a atividade de enzimas antioxidantes. O aumento nos 

grupos sulfidrila, observado em nosso estudo, está alinhado com a hipótese 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 hepático induzido 

por cádmio.  

O artigo de Chen et al. (2024) investigou os efeitos da administração 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 fígado indicaram que a intervenção com GR 

proporcionou proteção hepática contra os danos causados ao longo da vida, incluindo disfunção 

hepática, senescência celular, comprometimento da barreira intestinal e disbiose da microbiota 

(Chen et al. 2024). Ainda a GR foi capaz aumentar a capacidade antioxidante do fígado, 

promovendo a produção das enzimas SOD, GSH-Px e CAT (Chen et al., 2024). 

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

hepático, foram avaliados não apenas os marcadores de defesa não enzimática, mas também a 
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produção de EROs através do ensaio de oxidação de DCFH, embora no presente estudo não 

tenha sido encontrado diferenças estatisticamente significativas.  

A relação inversa observada entre o aumento de sulfidrilas e a constância dos níveis 

da oxidação de DCFH reforça a hipótese 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 fígado de neutralizar 

agentes oxidantes. Como consequência direta dessa defesa aprimorada, a produção de EROs, 

que leva à oxidação da DCFH, foi atenuada, uma vez que não foram encontradas diferenças 

significativas. 

Este cenário é consistente com a literatura, onde compostos com alta capacidade 

antioxidante, como os encontrados na GR, atuam tanto nos radicais livres quanto no estímulo 

de sistemas de defesa endógenos (Ahmad et al., 2020; Botezan et al., 2023; Espinosa-Diez et 

al., 2015). A ausência de significância estatística na oxidação 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 relação ao nível de enzimas oxidantes, CAT, SOD e GPx foram analisadas para 

um melhor entendimento da capacidade antioxidante hepática. No presente estudo, foi possível 

ver o aumento dos níveis de CAT, SOD e GPx nos animais adultos-velhos suplementados com 

GR. Ainda, CAT apresentou um aumento nos animais adultos-jovens em relação 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 níveis das enzimas 

antioxidantes CAT, SOD e GPx foram significativamente aumentados no grupo tratado com 

GR em comparação ao grupo de envelhecimento natural. Especificamente, a administração de 

GR resultou em elevações de aproximadamente 37,99% em CAT, 8,82% em SOD e 9,94% em 

GPx, indicando uma melhora na capacidade antioxidante do organismo. 

A análise conjunta dos marcadores de defesa antioxidante e de dano oxidativo 

fornece uma evidência abrangente do potencial hepatoprotetor da GR. Esses achados 

consolidam a GR como um agente bioativo de interesse para a prevenção e manejo de condições 

hepáticas 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 hepático, sugere um efeito protetor que se estende a outros 

sistemas orgânicos vulneráveis ao estresse oxidativo (Delkhoshe-Kasmaie et al., 2014). Neste 

contexto, a qualidade espermática é um parâmetro importante, pois os espermatozoides são 
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particularmente suscetíveis aos danos causados pelas EROs devido à alta concentração de 

ácidos graxos poli-insaturados em suas membranas e à limitada capacidade de reparo (Aktas; 

Kum; Aksoy, 2020; Yin et al., 2023). A manutenção da integridade espermática parece ser, 

portanto, um indicador sensível da eficácia protetora da GR.  

A análise dos parâmetros espermáticos revelou uma modulação distinta dos efeitos 

da GR. Nos camundongos jovens, o principal achado foi uma melhora notável na motilidade 

espermática, sugerindo um benefício direto na funcionalidade reprodutiva em indivíduos com 

o sistema ainda em pleno desenvolvimento. Este achado corrobora com estudos prévios que 

demonstraram o efeito positivo da GR na motilidade espermática (Azad et al., 2019; 

Poormoosavi et al., 2024). Por outro lado, nos animais adultos-jovens, observou-se uma 

melhora significativa na aglutinação, um parâmetro que pode indicar maior estabilidade da 

membrana espermática (Yin et al., 2023). A melhora na aglutinação, que reflete a estabilidade 

da membrana espermática, está em consonância com o papel da GR na proteção lipídica contra 

a peroxidação (Zahmatkesh et al., 2014). Contudo, neste mesmo grupo, foi registrado um 

aumento na incidência de espermatozoides anormais com defeito de cauda, o que impactou 

consequentemente na piora da motilidade, um resultado que indica a necessidade de 

investigações adicionais sobre a influência da suplementação nos mecanismos de morfogênese 

da cauda espermática nesta faixa etária. 

Os animais adultos-velhos, que representam o grupo mais impactado pelo processo 

de envelhecimento, foram os que apresentaram a resposta mais notável à suplementação. Neste 

grupo, foi possível observar uma melhora na integridade e fluidez da membrana espermática, 

um aumento na motilidade e na aglutinação, além de uma diminuição no defeito de cabeça. 

Estes resultados sugerem que a GR exerce um efeito protetor em espermatozoides que já estão 

sob maior estresse oxidativo, reforçando a hipótese de que seu potencial antioxidante sistêmico 

se traduz em benefícios diretos para a qualidade espermática em condições de vulnerabilidade. 

O efeito protetor mais evidente nos animais adultos-velhos, com melhora na integridade da 

membrana e diminuição de defeitos morfológicos, reforça dados já presentes na literatura que 

aponta a GR como um agente eficaz na mitigação dos danos espermáticos associados ao estresse 

oxidativo  (Akhigbe et al., 2025). 

A relevância do potencial antioxidante da GR na proteção da qualidade espermática 

é ainda mais evidente quando contrastada com estudos que demonstram o impacto negativo do 

estresse oxidativo na função reprodutiva. Fasasi et al., (2025), por exemplo, investigaram os 

efeitos da exposição crônica ao glutamato monossódico em ratos e concluíram que o glutamato 

monossódico induz toxicidade reprodutiva dose-dependente, principalmente através da 
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promoção de estresse oxidativo, resultando em redução da concentração, motilidade e aumento 

de defeitos morfológicos dos espermatozoides. Ainda, Tohamy, Gad El-Karim e El-Sayed 

(2019) demonstraram que a suplementação 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 espermática, no status hormonal e antioxidante. Este cenário 

de dano oxidativo, provocado por um agente externo, ilustra a vulnerabilidade do sistema 

reprodutivo masculino. 

Quando realizadas as comparações entre as idades, o processo natural de 

envelhecimento nas condições do estudo não aumentou a genotoxicidade sistêmica mensurável 

em sangue. Ainda, a GR não induziu danos genéticos à medula óssea e não pareceu exercer 

efeito protetor suficientemente forte para alterar estatisticamente esses parâmetros. De acordo 

com o estudo apresentado por Schumacher et al., (2021), o aumento da genotoxicidade durante 

o envelhecimento é altamente dependente de fatores contextuais, incluindo o tipo de tecido 

analisado, o estado de estresse ao qual o organismo está submetido, a linhagem celular ou de 

organismo, e das condições ambientais. Esses fatores influenciam a taxa e a natureza dos danos 

ao DNA, evidenciando que a produção, reparo e acumulação de danos genotóxicos não ocorrem 

de forma uniforme em diferentes tecidos ou sob diferentes condições ambientais. Assim, a 

complexidade do dano ao DNA na senescência sugere que estratégias para mitigar os efeitos 

do envelhecimento deverão considerar essa variabilidade, levando em conta as particularidades 

de cada tecido e o ambiente ao qual estão submetidos. 

Os níveis de sulfidrilas hepáticas apresentaram um aumento progressivo com a 

idade no grupo controle, sugerindo uma resposta adaptativa ao aumento do estresse oxidativo 

observado nas etapas mais avançadas da vida. Esse aumento pode refletir tanto maior síntese 

de compostos antioxidantes, como a glutationa, quanto acúmulo de proteínas modificadas por 

oxidação (Lee et al., 2021). Nos animais suplementados com GR, entretanto, a elevação foi 

menos acentuada, indicando possível modulação das vias de tióis e uma menor necessidade de 

resposta compensatória, possivelmente devido a um efeito antioxidante intrínseco da 

suplementação. 

Bárcena et al., (2021) observaram que, ao comparar o fígado de ratos jovens com o 

de ratos idosos, o fígado dos animais velhos apresentaram uma resposta compensatória ativada 

para lidar com os danos celulares e o aumento do estresse oxidativo, especialmente por meio 

da expressão de proteínas relacionadas ao estresse do retículo endoplasmático, ao manejo do 

estresse oxidativo e à resposta inflamatória. Essas vias representam mecanismos de adaptação 
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que tentam manter a homeostase celular em face às disfunções induzidas pelo envelhecimento, 

como a disfunção mitocondrial e a disfunção proteica (López-Otín et al., 2023a). 

Por outro lado, os achados do presente estudo relacionado aos níveis hepáticos de 

DCFH, CAT e SOD com o avanço da idade, são contraditórios. Diversos autores descrevem 

que o fígado é um dos primeiros órgãos a apresentar disfunção mitocondrial progressiva, 

levando ao acúmulo 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 

produção de peróxidos durante o envelhecimento induz uma resposta adaptativa caracterizada 

pela elevação da atividade de enzimas antioxidantes, como a CAT, a fim de compensar o 

desequilíbrio redox. Enquanto no resultado encontrado em nosso estudo, apresentam uma 

redução dos níveis hepáticos de DCFH, CAT e SOD nos animais adultos-jovens e adultos-

velhos em relação aos animais jovens. Enquanto a enzima GPx apresentou aumento 

significativo nos animais adultos-velhos em relação aos animais jovens e adultos-jovens. 

Ademais, embora a GR possua reconhecidas propriedades antioxidantes, evidências 

recentes, como as reportadas por Kocot et al., (2018), indicam que seus efeitos são moduladores 

e não capazes de suprimir completamente o incremento natural de EROs associado ao avanço 

da idade. Assim, a manutenção de níveis de DCFH, CAT e SOD nos animais suplementados 

reforça que a ação antioxidante da GR pode ser limitada diante das alterações metabólicas 

próprias da senescência hepática. 

Na avaliação espermática, os adultos-velhos possuem um impacto evidente na 

qualidade espermática. A motilidade apresentou redução significativa nos animais adultos-

velhos em comparação aos jovens no grupo controle, refletindo o declínio progressivo da 

função das células germinativas e da integridade mitocondrial com o avançar da idade (Taylor 

et al., 2019). No grupo suplementado, entretanto, observou-se um padrão distinto: os animais 

adultos-jovens apresentaram maior proporção de espermatozoides imóveis em relação aos 

jovens, sugerindo que a suplementação pode exercer efeitos dependentes da idade ou do 

momento fisiológico reprodutivo.  

Um estudo realizado por Hassan, (2009) demonstrou que em machos adultos 

saudáveis a suplementação oral de GR aumentou a contagem de espermatozoides normais, a 

motilidade e a viabilidade, bem como melhorou os marcadores antioxidantes e reduziu a 

peroxidação lipídica no testículo. Esses resultados corroboram a hipótese de que os lipídeos e 

outros componentes da GR podem modular o microambiente testicular e o eixo HHG, 

favorecendo a espermatogênese e qualidade espermática, variando conforme a idade dos 

animais (Yang et al., 2012). 
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A morfologia espermática reforça esse padrão. No grupo controle, houve redução 

progressiva da proporção de espermatozoides morfologicamente normais com o avançar da 

idade, condizente com o maior acúmulo de danos oxidativos e a redução da capacidade de 

reparo celular nas células germinativas em animais mais velhos. Esse efeito é amplamente 

descrito na literatura como uma consequência típica do envelhecimento testicular (Taylor et al., 

2019). No grupo suplementado com GR, observou-se, novamente, um comportamento não 

linear: houve redução da proporção de espermatozoides normais nos animais adultos-jovens em 

relação aos jovens, enquanto os adultos-velhos apresentaram frequência de espermatozoides 

normais superior à dos adultos-jovens suplementados. Esse padrão pode indicar uma adaptação 

tardia induzida pela suplementação, sugerindo que a GR pode apresentar efeitos benéficos em 

idades mais avançadas, mas efeitos mais sensíveis ou moduladores em idades intermediárias 

(Yang et al., 2012, 2015). 

Conjuntamente, os resultados indicam que, em camundongos de idade avançada, a 

suplementação exerce impacto significativo sobre os marcadores de estresse oxidativo hepático 

e sobre a qualidade espermática, mas não altera a genotoxicidade nos tecidos analisados. A GR 

apresentou efeitos diferenciados entre as faixas etárias, modulando parcialmente os níveis de 

enzimas antioxidantes e influenciando de forma variável os parâmetros reprodutivos. Esses 

achados reforçam a necessidade de considerar o estado fisiológico e a idade dos animais ao 

investigar os efeitos de suplementos bioativos, evidenciando que a resposta à GR depende tanto 

do tecido quanto da fase do ciclo de vida. 

Em síntese, os resultados demonstraram que, em todas as faixas etárias, a GR foi 

segura sob os pontos de vista genotóxico e mutagênico, além de apresentar potencial atividade 

antioxidante. Esses achados são relevantes no contexto da longevidade e da manutenção da 

qualidade de vida, sugerindo que a GR pode constituir uma alternativa segura como agente 

antioxidante, sem riscos aparentes à integridade genética (Chen et al., 2024; Nazar-Zadeh et al., 

2022).  
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6. CONCLUSÃO 

 

A suplementação com GR por 30 dias, na dose de 150 mg/kg, mostrou-se segura 

do ponto de vista genotóxico e mutagênico em camundongos Swiss machos de diferentes 

idades. O ensaio cometa e teste de micronúcleos demonstraram ausência de danos detectáveis 

ao DNA, indicando que a suplementação da GR durante o período proposto pelo estudo, não 

compromete a integridade genômica, independentemente da fase do ciclo de vida. Nos 

parâmetros bioquímicos hepáticos, 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 ação antioxidante limitada, porém consistente com o perfil 

nutracêutico do composto. A avaliação espermática evidenciou declínio progressivo dos 

parâmetros reprodutivos com a idade, conforme esperado para o processo natural de 

senescência, sem impacto negativo da suplementação. 

Em conjunto, os achados demonstram que a GR pode ser considerada um 

suplemento seguro, não genotóxico e potencialmente benéfico para a manutenção da saúde 

celular. Embora seu efeito protetor basal seja modesto, especialmente em organismos jovens e 

saudáveis, sua utilização apresenta relevância no contexto da longevidade masculina, visto que 

não agrava processos oxidativos, não compromete a espermatogênese e mantém a integridade 

do material genético. Estudos futuros devem investigar mecanismos moleculares envolvidos, 

diferentes doses, períodos mais prolongados de suplementação e modelos que incluam 

condições de estresse oxidativo exacerbado.  

Além disso, é fundamental ampliar a produção de evidências em modelos sem 

qualquer intervenção lesiva ou patologia associada, uma vez que grande parte da literatura 

avalia a GR apenas como agente reparador após exposição a danos. Assim, são necessários 

estudos que examinem seus efeitos em condições fisiológicas basais, permitindo esclarecer de 

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