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RESUMO

Estudaram-se os efeitos da geleia real sobre a espermatogénese de coelhos tratados com diferentes
concentragdes de geleia real. Os tratamentos foram formados por trés grupos: grupo-controle; grupo que
recebeu 0,5mg/dia de geleia real; e grupo que recebeu 1,0mg/dia de geleia real. O estudo envolveu a
morfometria testicular. N&o houve diferenca entre os tratamentos quanto aos pesos corporal
(T1=3,20£0,19kg, T2=2,96+0,30kg e T3=3,21+0,37kg) e gonadal (T1=2,36+0,33g, T2=2,53+0,33g e
T3=2,64%+0,39g) e quanto aos indices gonadossomatico (T1=0,15+0,02%, T2=0,17+0,03% e
T3=0,16£0,02%) e tubulossomatico (T1=0,06+0,01%; T2=0,07+0,01% e T3=0,06+0,01%). O didmetro
médio dos tdbulos seminiferos (T1=225,95+13,27um, T2=239,68+21,50um e T3=231,57£15,94um), a
altura do epitélio seminifero (T1=66,05+5,37um, T2= 73,47+9,11pm e T3=63,34+4,79um) e o
comprimento de tdbulos seminiferos por testiculo (T1=46,63+13,44m, T2=43,58+12,17m e
T3=46,96+9,54m) e por grama de testiculo (T1=19,50£2,68m, T2=17,12+3,91m e T3=17,78+1,98m) ndo
diferiram entre tratamentos. Conclui-se que a suplementagdo com geleia real, nas doses utilizadas, néo
altera as caracteristicas testiculares avaliadas.

Palavras-chave: coelho, espermatogénese, compartimento tubular, tGbulos seminiferos, epitélio
seminifero

ABSTRACT

This study aimed to investigate the effects of royal jelly on spermatogenesis in rabbits treated with
different concentrations of RJ (Control; 0,5mg/day; and 1,0mg/day) using testicular morphometry. There
was no significant difference between the body weight (T1= 3.20+£0.19kg; T2= 2.96+0.30kg;
T3=3.21+0.37kg) and gonadal weight (T1= 2.36+0.33g; T2= 2.53%0.33g; T3= 2.64+0.390g),
gonadossomatic index (T1= 0.15+0.02%; T2= 0.17£0.03%. T3= 0.16+0.02%) and tubulossomatic index
(T1= 0.06+0.01%; T2= 0.07+0.01%. T3= 0.06+0.01%) between treatments, showing that the percentage
of body mass, and the percentage of seminiferous tubules allocated in testis were similar in the 3
experimental groups. Similarly, the mean diameter of the seminiferous tubules (T1= 225.95+13.27um;
T2= 239.684+21.50um; T3= 231.57+1594um), the height of the seminiferous epithelium
(T1=66,05+5,37um; T2=73.47+9.11um; T3=63.34+4.79 um) and length of seminiferous tubule for testis
(T1=46.63+£13.44m; T2=43.58+12.17m; T3=46.96+9.54m) and per gram of testis (T1=19.50+2.68m;
T2=17.12+3.91m; T3=17.78+1.98m) did not differ statistically. It was concluded that supplementation
with royal jelly, at the doses used, did not alter the testicular parameters evaluated here.

Keywords: rabbit, spermatogenesis, tubular compartment, seminiferous tubule, seminiferous epithelium

Recebido em 5 de abril de 2011

Aceito em 8 de dezembro de 2011

*Autor para correspondéncia (corresponding author)
E-mail: larissa@ufrb.edu.br



Microscopia e morfometria...

INTRODUCAO

Ha tempos, produtos naturais, de origem animal
ou vegetal, sdo empregados na medicina popular
com a finalidade de prevenir e tratar doencas,
embora sua eficacia ndo tenha ainda sido
devidamente testada. Dentre esses compostos,
pode-se citar a geleia real, uma secre¢do
glandular produzida pelas abelhas operarias, que
tem chamado a atencdo devido a longevidade e
fertilidade que confere a abelha rainha (Salazar-
Olivo e Paz-Gonzélez, 2005), constituindo sua
Unica fonte alimentar, desde seu estagio larval,
bem como alimento exclusivo dessa casta (Koya-
Myiata et al., 2004). Sabe-se que sua composicao
quimica é complexa, incluindo proteinas,
carboidratos, lipideos e vitaminas.

Séo atribuidas a geleia real diversas propriedades
farmacolégicas e nutricionais, tais como: efeito
estrogénico (Mishima et al., 2005), antitumoral
(Townsend et al.,, 1982), antienvelhecimento
(lonue et al., 2003), antialérgico (Oka et al.,
2001) e hipoglicémico (Kramer et al., 1977),
além de seus efeitos mitogénicos e sobre o
crescimento e a diferenciagdo celulares (Koya-
Myiata et al., 2004; Salazar-Olivo e Paz-
Gonzélez, 2005).

Ademais, vérios estudos apontam efeitos
positivos sobre 0 processo reprodutivo de
ovelhas (Husein e Haddad, 2006), coelhas
(Khattab et al., 1989) e humanos (Al-Masri,
1986). H& demonstragdes de que a resposta ao
estro e a taxa de prenhez foram melhoradas em
ovelhas quando a geleia real foi administrada em
conjunto com o tratamento de progesterona
intravaginal (Kridli et al., 2003). Husein e
Haddad (2006) verificaram que a geleia real
produziu efeito semelhante aos produzidos pela
gonadotrofina coridnica equina (eCG) sobre o
ciclo estral de ovelhas, aumentando a expressdo
do estro, diminuindo o intervalo entre estros e
aumentando a taxa de gestacdo. Resultados
semelhantes foram observados também por
Kridli et al. (2003) em ovelhas.

No entanto, hd poucos relatos da sua influéncia
sobre a reproducdo em machos, sobretudo no que
diz respeito & morfometria testicular. Alteracdes
no processo espermatogénico podem  ser
diagnosticadas com base neste conjunto de
analises, em que sdo comparados, entre outros
pardmetros, pesos, didmetros, volumes e
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comprimentos de células e de tdbulos
seminiferos. Morais (2007) verificou aumento do
volume de células de Leydig no compartimento
intertubular dos testiculos de camundongos
tratados com geleia real via intraperitoneal. Por
haver poucos dados disponiveis relativos a agao
da geleia real no trato reprodutor masculino, este
trabalho teve o objetivo de investigar os efeitos
desse produto sobre a espermatogénese de
coelhos, analisando parametros biométricos
testiculares, macro e microscépicos.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se 12 coelhos da raca Nova Zelandia
adultos, que receberam &gua e racdo ad libitum e
foram  suplementados com geleia real,
via oral, por 90 dias consecutivos, periodo
este  que compreende, aproximadamente,
dois ciclos espermatogénicos em coelhos
(Franca e Russell, 1998). Os animais foram
distribuidos aleatoriamente em trés tratamentos
experimentais. Os do tratamento 1 (controle,
n=4) receberam 1mL de agua via oral; os do
tratamento 2 (n=5), 0,5mg de geleia real diluida
em 1mL de 4gua via oral; e os do tratamento 3
(n=3), 1,0mg de geleia real diluida em 1mL de
&gua via oral.

Depois de anestesiados com tiopental sodico
(20mg/kg) e eutanasiados com cloreto de
potassio (100mg/kg), os animais foram pesados,
e seus testiculos coletados, pesados e fixados em
formol tamponado 10% por 24h e depois
transferidos para alcool 70%. Um dos testiculos
foi destinado as analises morfologicas e
morfométricas. O testiculo contralateral foi
reservado para a avaliagdo dos valores da
albuginea e do mediastino.

Fragmentos testiculares foram desidratados em
série etandlica crescente — 70%, 80%, 90%, 95%
e 100% —, com trocas a cada 30min, procedendo-
se & inclusdo em glicol-metacrilato (Historesin,
Leica®). Foram obtidas seccBes a 5um, feitas
em  micrétomo  rotativo  (Reichert-Jung,
2045), utilizando-se navalhas de vidro. As
seccOes obtidas foram coradas com azul de
toluidina/borato de sodio 1%, montadas com
Alkolan® e analisadas em microscopio de luz
(Olympus BX-50). Apds passagem pelo alcool
70%, a albuginea e o mediastino do testiculo
contralateral foram cuidadosamente removidos,
pesados separadamente e descontados do peso
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total dos testiculos, para calculo do peso liquido
testicular, ou volume ocupado pelo parénquima
testicular, o qual corresponde a parte funcional
do 6rgdo.

Em cada grupo experimental foram utilizados os
pesos corporal e gonadal, para calculo do indice
gonadossomatico (IGS), bem como o peso
corporal e o volume dos tdbulos seminiferos,
para calculo do indice tubulossomatico (ITS). O
IGS representa o percentual de massa corporal
alocado em testiculos e foi obtido inferindo-se do
peso corporal o peso de ambos os testiculos
(1GS=peso gonadal/peso corporal*100). O ITS
representa o percentual do peso corporal alocado
em tubulos seminiferos. Calculou-se previamente
0 volume do tdbulo seminifero a partir da
férmula: VTS=volume liquido do testiculo *%
tibulos seminiferos/100. Obteve-se, entdo, 0 ITS
a partir da formula: ITS = VTS/peso corporal
*100.

Para a estimativa do didmetro médio dos tdbulos
seminiferos, foram mensuradas 20 secc¢des
transversais de tubulos com o contorno mais
circular possivel. Para tanto, as medidas foram
feitas sob microscopia de luz, utilizando-se o
programa para andlise de imagens Image Pro
Plus, em aumento de 20x. As mesmas secc¢des
utilizadas para medir o didmetro tubular foram
utilizadas na mensuragdo da altura do epitélio

seminifero, a qual foi tomada da t(nica propria
até o limen tubular. O valor encontrado para a
altura do epitélio seminifero, em cada tubulo,
representou a média de duas medidas tomadas de
forma diametralmente opostas.

O comprimento dos tGbulos seminiferos por
testiculo (CT), expresso em metros, foi estimado
a partir do conhecimento do volume ocupado
pelos tabulos seminiferos (VTS) no testiculo e
do didmetro tubular médio obtido para cada
animal, empregando-se a férmula:
CT=VTS/JIR? em que JIR® representa a area da
seccdo transversal dos tubulos seminiferos
(R=didmetro tubular/2). Para o calculo do
comprimento tubular por grama de testiculo,
dividiu-se o valor encontrado para o CT pelo
peso testicular.

Foi utilizado o delineamento inteiramente ao
acaso, e os dados foram analisados por meio de
analise de variancia, com 5% de probabilidade,
utilizando-se o teste Tukey para comparar
médias. Utilizou-se o software STATISTICA for
Windows 3.11.

RESULTADOS E DISCUSSAO
O peso corporal médio apresentado pelos

animais, segundo os tratamentos, encontra-se na
Tab. 1.

Tabela 1. Dados biométricos de coelhos suplementados com geleia real in natura (médiat+desvio-padréo)

Caracteristica Sem geleia 0,5mg de geleia 1,0mg de geleia
(n=4) (n=5) (n=3)
Peso corporal (kg) 3,20+0,19 2,96+0,30 3,21+0,37
Peso testicular (g) 2,36%0,33 2,53+0,33 2,64+0,39
Peso albuginea (g) 0,174+0,03 0,180+0,04 0,171+0,03
Percentual da albuginea 7,37+0,71 7,13+1,46 6,58+1,24
Peso mediastino (g) 0,06+0,01 0,08+0,03 0,12+0,03
Percentual do mediastino 2,80+0,93 3,29+1,89 4,84+1,56
Peso albuginea + mediastino (g) 0,24+0,02 0,26+0,06 0,30+0,05
Peso parénquima testicular (g) 2,12+0,32 2,27+0,34 2,34+0,41
IGS (%) 0,15+0,02 0,17+0,03 0,16+0,02

IGS: indice gonadossomatico.

N&o houve diferenga entre tratamentos pelo teste Tukey (P>0,05).

Morais et al. (2007) ndo observaram diferenga ao
estudarem os efeitos da geleia real sobre a
espermatogénese em camundongos, assim como
Kridli e Al-Khetib (2006), ao testaram os efeitos
da mesma substancia sobre a expressdo do estro
e a taxa de prenhez em ovelhas. Embora
trabalhasse com plantas medicinais como
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possiveis interferentes testiculares, Gomes
(2007) observou aumento no peso corporal
médio de ratos adultos tratados com infuséo de
catuaba (Trichilia catigua), semelhante ao
observado por Chieregatto  (2005), nos
testiculos de ratos tratados com extratos de
verga-teso (Anemopaegma arvense) € nos
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tratados com extrato de noé de
cachorro (Heteropterys aphrodisiaca), também
considerados afrodisiacos.

Os testiculos apresentaram-se no escroto em
todos os animais, localizados ventralmente ao
anus, assim como foi observado por Barone et al.
(1973). Observou-se retracdo deles em direcdo a
regido abdominal no momento da contencédo para
a eutanasia.

A producdo  espermatica €  altamente
correlacionada com o peso testicular, de modo
que esta pode induzir a alteragdes no tamanho e
no peso testiculares, sendo potencialmente uma
forma de acessar a producdo de espermatozoides
(Franga e Russell, 1998). Os pesos testicular e do
parénquima testicular também ndo sofreram
alteracdo diante das diferentes concentragdes
administradas de geleia real (P>0,05). Os valores
médios encontrados no presente estudo (Tab. 1)
apresentaram-se um pouco abaixo do padrdo
encontrado por Franca e Russell (1998), que
citaram peso testicular médio no coelho de 3,1g.

Segundo Franca e Russell (1998), a albuginea
responde por cerca de 10% do testiculo
dos animais domésticos, e seu valor é
consideravelmente menor no coelho (5,0%), em
caprinos (5,9%) e no cdo doméstico (6,0%).
Neste estudo, a albuginea correspondeu a 7,4%;
7,1% e 6,6% dos testiculos dos coelhos, nos
grupos controle e tratados com 0,5mg e 1,0mg de
geleia real, respectivamente. De acordo com
Egbunike et al. (1981), em animais com
testiculos relativamente mais leves, a albuginea
ocupa maior percentual do peso daquele érgéo.

O mediastino correspondeu a 2,8%; 3,3% ¢ 4,8%
dos testiculos dos coelhos, respectivamente, nos
grupos controle e tratados com 0,5mg e 1,0mg de
geleia real (Tab. 1). Estes valores foram
préximos aos encontrados por Menezes (2006)
em queixada (Tayassu pecari), em que o
mediastino correspondeu a 2,9% do testiculo, e
abaixo dos 5,5% encontrados em capivaras
(Hydrochoerus hydrochaeris) por Paula, (1999).

Chieregatto (2005) observou reducéo

significativa no peso da albuginea, no testiculo
de ratos tratados com extrato de H. aphrodisiaca,

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.64, n.4, p.810-816, 2012

e 0s maiores valores em relacdo ao grupo-
controle foram constatados nos animais tratados
com A. arvense. Neste estudo, ndo foi observada
diferenca  significativa entre  tratamentos
(P>0,05) quanto aos pesos de albuginea e
mediastino.

O IGS encontrado foi acima da média registrada
para a maioria das espécies de mamiferos
domésticos e silvestres até hoje estudadas. A
média, 0,16%, no entanto, ndo diferiu (P>0,05)
entre tratamentos, demonstrando um percentual
de massa corporal alocado em gbnadas similar
entre 0 grupo-controle e o0s grupos tratados.
Morais et al. (2007) também ndo encontraram
alteracdo no IGS de camundongos tratados com
geleia real durante seu ciclo espermatogénico, o
mesmo ocorrendo em Chieregatto (2005),
enquanto Gomes (2007) observou reducdo do
IGS de ratos tratados com infusdo T. catigua.

O tamanho relativo dos testiculos correlaciona-se
funcionalmente com o sistema de acasalamento
(Dixson, 1993); dessa forma, espécies de
mamiferos em que a fémea copula com vérios
machos, durante o periodo fértil do ciclo
ovariano, apresentam indices gonadossomaticos
mais altos em relacdo aos indices de espécies em
gue um Unico macho é responsével pela copula.
Isto se deve ao fato de, no primeiro caso, haver
necessidade de maior producgdo espermatica, uma
vez que a competicdo pela fertilidade ocorre no
interior do trato genital da fémea. Assim, 0 maior
IGS observado no coelho, que neste estudo
foi de aproximadamente 0,16% — e que no
camundongo foi de 0,60% (Morais et al., 2007),
na capivara de 0,12% (Paula, 1999) e no o cdo de
0,10% (Paula, 1992) em relacéo, por exemplo, ao
lobo guard, 0,04% (Bittencourt, 2003) e a oncga-
parda com 0,03% (Guido-Leite, 2002), parece ser
reflexo de seu comportamento reprodutivo, pois
a coelha copula com mais de um macho durante
0 estro.

Os valores médios do diametro tubular, da altura
do epitélio seminifero, do volume dos tdbulos
seminiferos, do comprimento dos tabulos
seminiferos e do ITS dos animais encontram-se
Tab. 2. Néo foi observada diferencga significativa
entre os tratamentos (P>0,05).
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Tabela 2. Caracteristicas da morfometria testicular de coelhos suplementados com geleia real in natura

(médiat+desvio-padrao)

Caracteristica Sem geleia 0,5mg de geleia 1,0mg de geleia
(n=4) (n=5) (n=3)

Diametro do tdbulo seminifero (um) 225,95+13,27 239,68+21,50 231,57+15,94
Altura do epitélio seminifero (um) 66,05+5,37 73,47+9,11 63,34+4,79
Volume do tabulo seminifero (mL) 1,83+0,28 1,91+0,33 1,97+0,35
Comprlmento de tdbulos seminiferos por 46,63+13 44 43,58+12,17 46,9649,54
testiculo (m)
Comprimento de }ubulos seminiferos (m) 10.50+2,68 17.1243.91 17,78+1.98
por grama de testiculo
ITS (%) 0,06+0,01 0,07+0,01 0,06+0,01

ITS: indice tubulossomatico.

N&o houve diferenga entre tratamentos pelo teste Tukey (P>0,05).

Existe grande variagdo no numero e nas
dimensdes (didmetro e comprimento) dos tdbulos
seminiferos nas diferentes espécies de mamiferos
(Franca e Russell, 1998). Em pesquisas que
envolveram a funcdo testicular, a medida do
diametro tubular é uma abordagem classicamente
utilizada para indicar a atividade
espermatogénica (Paula, 1999). Tal medida (Tab.
2) apresentou-se dentro dos limites médios
observados na maioria dos mamiferos j&
estudados, em que se observa variacdo de 180 a
300um (Franga e Russell, 1998), e ndo houve
diferenga significativa entre os tratamentos
(P>0,05). Esta grande amplitude de didmetro
tubular entre os mamiferos pode ser observada
entre racas, linhagens diferentes e sistemas de
acasalamento, permanecendo, no entanto,
relativamente constante em animais ndo sazonais
e sexualmente maduros (Paula, 1999).

A altura do epitélio seminifero é uma
caracteristica efetiva para a avaliagdo da
producdo espermatica, uma vez que acompanha
as variagcbes do ciclo do epitélio seminifero,
como numero de camadas do epitélio seminifero
e de células mioides (Paula, 1999). Neste estudo,
estes valores ndo apresentaram alteragdes entre
0s grupos experimentais (P>0,05) e também
estiveram dentro da amplitude média para a
maioria dos mamiferos, que é de 60 a 100um,
segundo Franga e Russell (1998).

O volume médio de tubulos seminiferos foi de
1,83mL, 1,91mL e 1,97mL, para 0S Qrupos
controle e tratados com 0,5mg e 1,0mg de
geleia real, respectivamente, ndo sendo
observada alteragdo significativa (P>0,05) entre
tratamentos.
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O comprimento dos tubulos seminiferos esta
relacionado a trés pardmetros estruturais:
tamanho do testiculo, didmetro tubular e volume
dos tubulos seminiferos (Franga e Russell, 1998).
O comprimento dos tlbulos seminiferos por
testiculo (m) e seu comprimento por grama de
testiculo ndo diferiram entre os grupos (P>0,05).

Resultado semelhante foi encontrado em
camundongos tratados com geleia real, nos quais
estas  variaveis também ndo  diferiram

significativamente entre o grupo-controle e os
tratamentos realizados, apresentando média de
15m de tdbulos seminiferos por grama de
testiculo (Morais, 2007). Os valores médios do
comprimento de tdbulos seminiferos por grama
de testiculo dos coelhos deste estudo nao
variaram estatisticamente e apresentaram-se um
pouco acima da média encontrada para 0s
mamiferos, que é de 10 a 15m, segundo Franga e
Russell (1998).

No suino domestico, existem de varias centenas a
alguns poucos milhares de tlbulos seminiferos
por testiculo e aproximadamente 3000m de
tlbulos no total para um peso testicular em torno
de 300g (Franca e Russell, 1998), enquanto o
coelho apresenta, em média, 62m, para um peso
testicular médio de 3g (Amann, 1970). Essa
quantificacdo métrica do tubulo seminifero por
unidade de massa testicular, diferentemente da
quantificacdo total, é um pardmetro produtivo
que permite a comparacdo entre animais de
diferentes portes (Sarti, 2006) e que, neste
estudo, demonstrou que coelhos tratados com
geleia real apresentam, em média, 36m de tGbulo
seminiferos, para um  testiculo  de,
aproximadamente, 2,5g.
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Ratos tratados com extrato aquoso de T. catigua
também ndo apresentaram diferenca no volume
dos tubulos seminiferos e no comprimento
tubular por testiculo e por grama de testiculo,
apresentando valores de 29,71m e 10,11m,
respectivamente (Gomes, 2007), ao contrario do
registrado por Chieregatto (2005) para as
maiores doses de A. arvense e H. aphrodisiaca.

Assim como o IGS, o percentual de massa
corporal alocada em tdbulos seminiferos (ITS)
também ndo sofreu alteracdo entre os grupos
experimentais (P>0,05) (Tab. 2), demonstrando
um investimento em tdbulos seminiferos
semelhante  nos  diferentes  tratamentos
empregados.

CONCLUSOES

N&o ha alteracdes nas caracteristicas de testiculos
de coelhos tratados com geleia real.
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