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RESUMO

Avaliou-se o efeito da suplementacdo com geleia real sobre a morfometria do aparelho genital, resposta
superovulatéria e qualidade embrionaria de coelhas. Trinta e seis fémeas foram distribuidas em quatro
grupos (G), sendo: G1 (n=9) formado por animais ndo suplementados com geleia real, e G2, G3 e G4
(n=9 em cada grupo) por animais suplementados com 10, 20 e 40mg/dia de geleia real. A superovulagédo
consistiu na aplicacdo de 40Ul de gonadotrofina coridnica equina, seguida por 40Ul de gonadotrofina
coribnica humana, via intramuscular, 48 horas ap6s, e submetidas a cobricdo natural. Os animais foram
sacrificados, e os embribes coletados 72 horas apds a copula. N&do houve diferenca estatistica entre
tratamentos para as varidveis analisadas. O peso médio do aparelho genital foi de 10,88+0,38g; dos
ovarios — direito e esquerdo —, 0,28+0,02g; e o indice gonadossomatico, 0,02+0,0g. O nimero médio de
estruturas totais recuperadas foi de 9,2+1,4; de embribes vidveis, 8,7+1,4; e de degenerados, 0,5+0,2. Dos
embrides viaveis, 5,6+0,8 foram classificados como grau I; 2,3£0,5, como grau Il; e 0,8+0,2, como grau
I11. A suplementacdo com geleia real na dose de até 40mg/dia ndo apresentou efeito estimulador sobre o
aparelho genital e a qualidade embrionaria de coelhas.
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ABSTRACT

The purpose of this paper was to assess the effect of supplementation of royal jelly on the morphometry of
the genital tract, superovulatory response and embryonic quality in adult rabbits. 36 rabbits were
distributed in four groups (G), as follows: G1 (n=9): no supplementation with royal jelly, G2, 3 and 4
(n=9): supplementation with 10, 20 and 40mg/day of royal jelly. The superovulatory protocol consisted in
the application of a dose of 40Ul of Equine Chorionic Gonadotrophin, followed by a dose of Ul of
Human Chorionic Gonadotrophin, intramuscularly, 48 hours later, and submitted to natural cover. The
animals were euthanasiated and the embryos collected 72 hours after copulation. There was no statistical
difference for the analyzed variables (P>0.05). The average weight for the female genital tract was
10.89+0.38g; the average weight of right and left ovaries was 0.28+0.02g and the average
gonadosomatic index rate was 0.02+0.0g. The number of total recovered structures was 9.2+1.4. The
average number of viable embryos was 8.7+1.4 and of degenerated embryos was 0.5+0.2. Viable embryos
were morphologically classified as degree I: 5.6+0.8; degree 1l: 2.3£0.5; degree I11: 0.8£0.2. Royal jelly
did not present stimulatory effect on organs related to the reproduction of rabbits, nor was it effective to
improve their embryonic quality at dosages of up to 40mg of in natura royal jelly.
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INTRODUCAO

A geleia real é uma substancia produzida pelas
glandulas mandibulares e hipofaringeas das
abelhas operérias e serve de alimento para todas
as larvas nos primeiros trés dias de vida. E o
Unico alimento para a abelha rainha durante todo
seu ciclo de vida (Schmidt, 1996), promovendo
nesta 0 aumento da massa corporal e o
desenvolvimento de estruturas relacionadas a
reproducdo (Ohashi et al., 1997). Trata-se de
uma emulsdo de proteinas, agUcares, lipidios,
agua, elementos minerais e outras substancias
ainda ndo identificadas (Nagai e Inoue, 2004).
Esse produto vem sendo difundido e utilizado
como alimento funcional, em razdo de sua ampla
variedade de atividades farmacoldgicas. Na
reproducdo, essa secrecdo tem sido usada, entre
outras finalidades, para melhorar a fertilidade em
codornas (Csuka et al., 1978), aumentar a libido
em homens e melhorar o0s parametros
reprodutivos em coelhos (Khattab et al., 1989),
ovelhas (Husein et al., 1999) e camundongos
(Barbosa et al., 2009; Morais et al., 2009).

Os mecanismos exatos envolvidos na acdo da
geleia real sobre as fungdes reprodutivas ainda
ndo foram totalmente elucidados, mas sabe-se
que ela pode exercer seus efeitos por meio de
substancias semelhantes a horménios ou por
alteracbes nas secre¢des hormonais nos
individuos que a recebem (Kridli e Al-Khetib,
2006). A maioria dos estudos que exploraram o0s
efeitos bioldgicos da geleia real, em outros
organismos além das abelhas, foi desenvolvida
com animais experimentais. Alguns foram
utilizados em experimentos visando posterior
aplicacdo em seres humanos, entre estes estdo 0s
coelhos (Elnagar et al., 2010). De maneira
benéfica, a comprovacdo cientifica dos efeitos da
geleia real na reproducdo de animais

Tabela 1. Composi¢do bromatolégica da geleia real

experimentais pode ampliar as possibilidades de
estudos referentes aos seus efeitos em seres
humanos, em animais elites de producéo, bem
como para conservacao de espécimes silvestres
em extingdo ou com problemas de reprodugéo
em cativeiro.

Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito da
suplementacdo com geleia real in natura sobre a
morfometria do aparelho genital, a resposta
superovulatéria e a qualidade embrionaria de
coelhas adultas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 36 coelhas das racas Califérnia
e Nova Zelandia, selecionadas apds a desmama,
com 30 dias de idade. Os animais foram
mantidos dentro de gaiolas suspensas de arame
galvanizado, providas de comedouros e
bebedouros, recebendo agua, racdo comercial
(Primor®, BA — Brasil) (composicdo: farelo de
trigo, farelo de milho, farelo de soja, casca de
arroz, calcario moido, premix vitaminico mineral
e cloreto de sodio) e rami (Boehmeria nivea) ad
libitum.

As fémeas foram distribuidas aleatoriamente em
quatro grupos (G). As do G1 (n=9) ndo
receberam suplementacdo com geleia real (grupo
controle); e as do G2 (n=9), G3 (n=9) e G4 (n=9)
receberam suplementagdo com 10, 20 e 40mg/dia
de geleia real in natura, respectivamente.

A geleia real foi administrada por via oral, com o
auxilio de seringa desprovida de agulha, e os
animais do grupo controle receberam agua por
via oral. Os animais experimentais ndo foram
contidos para a administragdo da suplementago.

Ingrediente Valor (%)
Agua 60
Proteina 12-18
Carboidratos 13-25
Lipideos 5
Vitaminas (B1, 2, 3,5, 6, 8,9, 12, A, C, D, E e hormbnios sexuais) 3
Sais minerais (Mg, Fe, S, Zn, Cu, Mn) 1

Geleia real in natura (Cia. do Mel®, BA — Brasil).
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A geleia real (Cia. do Mel®, BA - Brasil) (Tab.
1) foi diluida previamente em &gua destilada,
armazenada em microtubos de polietileno
graduado e estocada em freezer a -20°C
(Kamakura et al., 2001).

A suplementacdo foi iniciada 24 horas
apos o desmame das fémeas com 30 dias de
idade, diariamente as sete horas, até a desmama
do segundo parto, totalizando um periodo
de 11 meses consecutivos. Apds 30 dias do
segundo parto, as fémeas foram submetidas a
superovulagdo e a cobertura natural. O protocolo
superovulatdério consistiu na aplicacdo de uma
dose de 40Ul de gonadotrofina coribnica equina
(eCG), por via intramuscular (IM), 24 horas
ap6s a desmama, e, 48 horas apds, 40Ul de
gonadotrofina coriénica humana (hCG) IM. Em
seguida, foram submetidas a trés cobrigdes
naturais, em intervalos de oito horas. Os
embrides foram coletados 72 horas apds a
copula.

As coelhas foram pesadas em balanca digital
com cinco digitos (Filizola®), e logo apos,
sacrificadas, utilizando-se pentobarbital sédico,
27mg/kg, intravenoso (IV), para sedacdo e,
posteriormente, cloreto de potassio, para o
sacrificio, respeitando-se a resolucdo n® 714, de
20 de junho de 2002, sobre os procedimentos e
métodos de eutanasia de animais, recomendados
pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria.
Apos sacrificio, foram realizadas uma incisdo na
regido abdominal e a abertura do peritdnio para a
remogdo dos intestinos, com o auxilio de uma
pinca, e retirou-se o tecido adiposo que envolvia
o aparelho genital.

O aparelho genital foi pesado em balanca
digital de precisdo (Radwag®), utilizando-se
paquimetro  (Messen®). Fez-se, entdo, a
avaliacdo das seguintes variaveis morfométricas:
comprimento e didmetro da tuba uterina,
comprimento e didmetro dos cornos uterinos,
largura e altura dos ovarios, procedendo-se, em
seguida, a pesagem deles, para posterior célculo
do indice gonadossomatico (IGS), 1GS= [(peso
das gbnadas/peso total) x 100].

Os ovérios foram levados ao estereomicroscopio,
com aumento de 20x, para contagem do nimero
de foliculos e de corpos lateos. Os dois cornos
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uterinos foram separados e lavados com PBS
(Dulbecco's phosphate saline) em temperatura
ambiente, com auxilio de um escalpe nimero 23.
Foram realizadas trés lavagens por corno uterino
com 20mL de PBS em temperatura ambiente
no sentido apice do corno para a base. Os
cornos uterinos foram levemente massageados,
e o efluente recolhido em placas de petri
quadriculadas. ApGs esse procedimento, 0s
embrides foram identificados e classificados,
com o auxilio de um estereomicroscopio com
aumento de 40x, quanto ao estagio de
desenvolvimento e ao aspecto morfoldgico,
segundo a classificagdo proposta pela Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides
(Stringfellow e Givens, 2010). A taxa de
recuperacdo embrionéria foi calculada conforme
a formula: [(ndmero de estruturas coletadas/
nimero de corpos liteos totais) x 100] (Boiti et
al., 1996).

Foi usado um delineamento em blocos ao acaso,
e as analises estatisticas foram realizadas com a
utilizagdo do programa computacional SAS
(2004) na andlise de variancia pelo procedimento
GLM, com 5% de probabilidade.

A suplementacdo das coelhas com 0, 10, 20 e
40mg de geleia real in natura ndo influenciou
(P>0,05) nos pesos do aparelho genital e dos
ovarios e no indice gonadossomatico (Tab. 2).

A atividade estrogénica apresentada pela geleia
real (Mishima et al., 2005; Suzuki et al., 2008)
nas doses utilizadas, provavelmente, ndo foi
suficiente para promover diferencas no
desenvolvimento do aparelho genital das fémeas
e, consequentemente, em seus pesos. O IGS
corresponde & propor¢do do peso corporal
alocada em ambos os ovérios, sendo um dado
auxiliar para a observacao da influéncia da geleia
real sobre o aparelho genital das fémeas. O valor
médio encontrado para o IGS nos quatro grupos
foi de 0,02+0,0%.

Ndo houve diferenca (P>0,05) entre o0s
grupos para morfometria ovariana, por meio
das mensuracGes de largura, comprimento e
altura dos ovérios direito e esquerdo,
independentemente das concentracBes de geleia
real utilizadas (Tab. 3).
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Tabela 2. Peso corporal, do aparelho genital, dos ovarios e indice gonadossomatico (IGS) de coelhas
suplementadas com geleia real in natura
G1

G2 G3 G4

Variavel (omg) (10mg) (20mg) (40mg) Média
Peso corporal (g) 3171+110 2910458 2821457 3100+90 3003+46
Peso do aparelho genital (g)  11,14+0,86 12,06+0,71  9,70+0,46  10,62+0,83  10,88+0,38
Peso do ovario direito (g) 0,29+0,02 0,27+0,02 0,27+0,01 0,34+0,05 0,29+0,02
Peso do ovario esquerdo (g) 0,27+0,02 0,27+0,02 0,27+0,02 0,34+0,04 0,28+0,02
IGS (%) 0,01+0,0 0,01+0,0 0,01+0,0 0,02+0,0 0,02+0,0

G1= grupo controle, que recebeu dgua destilada; G2= suplementacdo com 10mg de geleia real; G3= suplementagédo
com 20mg de geleia real e G4= suplementagdo com 40mg de geleia real.
Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos (P>0,05).

Tabela 3. Morfometria ovariana de coelhas suplementadas com geleia real in natura

Variavel G1 G2 G3 G4 Média
(cm) (Omg) (10mg) (20mg) (40mg)
Largura do ovario direito 0,44+0,0 0,38t0,0 0,42+0,0  0,44+0,0 0,42+0,0
Largura do ovario esquerdo 0,47£0,0 0,41+0,0 0,36£0,0 0,44+0,0 0,42+0,0
Comprimento do ovario direito 1,57+0,1 1,62+0,0 1,55+0,1 1,71+0,1 1,61+0,0
Comprimento do ovario esquerdo 1,56£0,1 1,58+0,0 1,50+0,0 1,60+0,1 1,56+0,0
Altura do ovério direito 0,17+0,0 0,16+0,0 0,30#0,0  0,20+0,0 0,21+0,0
Altura do ovario esquerdo 0,17+0,0 0,17+0,0  0,26x0,0  0,20+0,0 0,20+0,0

G1= grupo controle, que recebeu &gua destilada; G2= suplementacdo com 10mg de geleia real; G3= suplementacdo
com 20mg de geleia real e G4= suplementacdo com 40mg de geleia real.
N&o houve diferenga significativa entre os tratamentos (P>0,05).

A geleia real possui importancia fundamental
para a diferenciacdo das castas e para a
determinacdo das caracteristicas exclusivas a
abelha rainha, como o aumento da massa
corporal, a longevidade e o desenvolvimento de
estruturas relacionadas a reproducéo (Ohashi et
al., 1997). Dessa forma, esperava-se um maior
desenvolvimento dos ovarios das coelhas
suplementadas com geleia real in natura,
sobretudo em razdo da atividade esteroidogénica

presente na geleia real (Kridli e Al-Khetid,
2006), o que poderia influenciar positivamente
na reproducdo das coelhas, com o aumento da
fungdo ovariana.

N&o houve diferenca para o comprimento e o
didmetro da tuba uterina e dos cornos uterinos
com a suplementacdo de geleia real in natura
(P>0,05) (Tab. 4).

Tabela 4. Morfometria da tuba uterina e dos cornos uterinos de coelhas suplementadas com geleia real in

natura
Variavel G1 G2 G3 G4 Média
(cm) (Omg) (10mg) (20mg) (40mg)
Comprimento da tuba uterina 9,92+0,5  9,40+0,7 9,75+0,3 11,11+0,4 10,06%0,2
Diametro da tuba uterina 1,7740,2  1,76+0,2 1,8840,2  2,11+0,2 1,8840,1
Comprimento dos cornos uterinos 13,35+1,2 12,32+0,6 12,05t1,6 10,58+1,6 12,07+0,4
Didmetro dos cornos uterinos 0,52+0,0 0,58+0,0 0,53+0,0 0,58+0,0 0,55+0,0

G1= grupo controle, que recebeu agua destilada; G2= suplementacdo com 10mg de geleia real; G3= suplementagéo
com 20mg de geleia real; G4= suplementagdo com 40mg de geleia real.
Né&o houve diferenga significativa entre os tratamentos (P>0,05).

As doses utilizadas de geleia real ndo foram
eficientes em promover desenvolvimento do
aparelho genital das fémeas, portanto mostraram-

quantidade de horménios esteroides (Hidaka et
al., 2006) ou de substdncias semelhantes aos
hormdnios, como o &cido 10-hidroxi-trans-2-

decenoico, 4&cido 10-hidroxidecanoico, 4acido
trans-2-decenoico e 24-metilenocolesterol, que

se incapazes de alterar parametros morfométricos
da tuba uterina e dos cornos uterinos. A
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estdo presentes na geleia real e exibem atividade
estrogénica (Suzuki et al., 2008), provavelmente
foram insuficientes em causar essas alteracdes
em coelhas.

por meio das avaliagdes do ndmero de foliculos
dos ovarios direito e esquerdo, do nimero de
corpos luteos dos ovarios direito e esquerdo, do
nimero total de corpos llteos e das estruturas

. ) totais recuperadas (Tab. 5).
Para resposta superovulatéria, ndo foi encontrada

diferenca significativa (P>0,05) entre 0s grupos,

Tabela 5. Resposta superovulatoria de coelhas suplementadas com geleia real in natura

Variavel G1 G2 G3 G4 Média

(Omg) (10mg)  (20mg)  (40mg)
Numero de foliculos no ovério direito 23,0+3,6 26,0+6,6 15,0+2,4 19,0+3,1 20,9+1,9
NUmero de foliculos no ovério esquerdo 19,0+2,9 24,0+6,8 17,0+1,7 14,0+4,3 18,8+1,8
NUmero de corpos luteos no ovario direito 6,0£1,9 7,0£1,8 7,8+1,2 5,0£3,5 6,8+0,8
NUmero de corpos luteos no ovario esquerdo 8,0+1,8 7,0£0,5 5,0+0,8 7,0+4,4 7,2+0,6
NUmero total de corpos liteos 14,0+3,7 14,0+2,2 13,0+1,7 13,046,6 14,0+1,2

G1= grupo controle, que recebeu dgua destilada; G2= suplementacdo com 10mg de geleia real; G3= suplementacéo
com 20mg de geleia real; G4= suplementacdo com 40mg de geleia real.
N&o houve diferenga significativa entre os tratamentos (P>0,05).

O numero de foliculos encontrado (Tab. 5) nos
ovarios direito e esquerdo foi maior que o
encontrado por Andreazzi et al. (2006), que
observaram 2,0 foliculos no ovério direito e 3,1
no ovario esquerdo de coelhas Nova Zelandia,

recuperacdo de 38%, enquanto esta pesquisa
obteve taxa de recuperacdo média de 57+6,5%.

Ndo foi encontrada diferenca significativa
(P>0,05) para numero de embriGes vidveis,

superovuladas com 40Ul de eCG. O nimero de degenerados e embrides graus 1, 1l e lIl,
corpos liteos do ovario direito foi de 11,7 e de independentemente da suplementagdo utilizada
11,6 no ovéario esquerdo, sendo a taxa de (Tab. 6).

Tabela 6. Qualidade embrionaria de coelhas superovuladas suplementadas com geleia real in natura

Variavel G1(0mg) G2(10mg) G3(20mg) G4(40mg) média
EmbriGes vidveis 7,843,8 10,4429 8,4+1,8 11,642,6 8,7t1,4
Embrides degenerados 0,0£0,0 0,6+0,3 1,5+2,7 0,4£0,5 0,5+0,2
Embrides grau | 4,317 6,0+1,8 44131 9,545,7 5,6+0,8
Embrides grau Il 2,717 2,311 2,623 2,1+29 2,3+0,5
Embrides grau Il 0,8+0,5 2,1+0,7 1,4+1,3 0,0+0,0 0,8+0,2
Estruturas totais 7,8+3,6 11+3,0 9,9+1,8 12+2,7 9,2+1.4

G1= grupo controle, que recebeu dgua destilada; G2= suplementacdo com 10mg de geleia real; G3= suplementacédo

com 20mg de geleia real; G4= suplementagdo com 40mg de geleia real.
N&o houve diferenga significativa entre os tratamentos (P>0,05).

Os resultados encontrados corroboram o estudo
realizado por Barbosa et al. (2009), que também
ndo encontraram diferenga entre o nimero total
de estruturas vidveis por coleta de fémeas de
camundongos superovuladas e suplementadas
com geleia real, sendo encontradas 15,6; 20,2 e
17,8 estruturas vidveis para 0s animais do grupo
controle e suplementados com 0,5 e 1,0mg de
geleia real, respectivamente.

Andreazzi et al. (2006) encontraram, em
coelhas superovuladas, nimero de embrides
degenerados de 0,2+0,9 no grupo suplementado
com 6leo de soja, dados que se assemelham aos
do presente trabalho, enquanto Barbosa et al.
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(2009) verificaram 8,4+4,3; 9,3£7,3; 5,2+24
embrides  degenerados para fémeas de
camundongos superovuladas do grupo controle e
suplementadas com 0,5 e 1,0mg de geleia real,
respectivamente. O nimero de embribes vidveis
também corroboram os achados de Barbosa et al.
(2009).

Para qualidade morfolégica dos embribes
viaveis, Barbosa et al. (2009) também ndo
encontraram diferencas para embrides graus I, Il
e Ill, com valores de 9,25; 2,75; 3,62 (grupo
controle), de 10,69; 3,92; 5,61 (grupo que
recebeu 0,5mg de geleia real) e de 10,22; 2,77 e
4,88 (grupo que recebeu 1,0mg de geleia real).
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CONCLUSOES

A suplementacdo de geleia real in natura,
administrada por um periodo de 11 meses, nas
doses de 10, 20 e 40mg/dia, ndo apresenta a¢do
estimuladora sobre os 6rgéos relacionados com a
reproducdo de coelhas, nem foi eficiente em
melhorar a resposta superovulatdria e a qualidade
embrionaria desses animais.
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