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RESUMO

Introducéo: A geleia real (GR) é um liquido branco-amarelado e cremoso secretado
pelas glandulas mandibulares e hipofaringeas das abelhas (Apis melifera L.) para
nutricdo de larvas jovens na colonia e da abelha rainha. Essa substancia apresenta
componentes com importantes propriedades biolégicas, funcionais e terapéuticas.
Evidéncias apontam que a GR apresenta um potencial antioxidante, no entanto, pouco
se sabe em relagcdo a genotoxicidade e antigenotoxicidade da mesma. Estudos
recentes tém associado as funcdes alegadas a GR a protec¢édo de danos causados no
DNA, no entanto, ainda sdo escassas as pesquisas que relatam as doses adequadas
e seu mecanismo de acgao protetivo e/ou reparador no material genético. Levando em
consideracao a necessidade de aprofundar as pesquisas sobre 0 assunto, o presente
estudo teve por objetivo avaliar in vivo o efeito da geleia real liofilizada sobre a
genotoxicidade induzida pelo agente alquilante metil metanosulfonato (MMS).
Materiais e métodos: Foram utilizados 66 camundongos Swiss de 60 dias de idade,
obtidos do biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense. Foram divididos em
11 grupos, com 6 camundongos por grupo. O experimento foi realizado através da
administracdo de geleia real liofilizada (nas doses de 150mg/kg, 300mg/kg e
1000mg/kg) e agua por meio de gavagem, como pré-tratamento e pds-tratamento ao
agente alquilante MMS (40mg/Kg) administrado por via intraperitoneal, comparados
respectivamente em 24h e 48h. ApGs os tratamentos, foram coletadas amostras de
sangue de todos os animais através de incisdo na extremidade da cauda para a
realizacdo do Ensaio Cometa nos tempos de 24h e 48h. Apdés a Ultima coleta os
animais foram submetidos a eutanasia e foi retirada a medula 6ssea para o Teste de
Micronucleos (MN). Resultados: Nos grupos de receberam a GR como pré-
tratamento, a melhor dose foi a dose de 150mg/kg, apresentando acao antigenotoxica.
Ja no poés-tratamento todas as doses apresentaram reducdo nos danos causados no
DNA pelo MMS, sendo a dose de 1000mg/kg a melhor, pois a medida que a dose
aumentava diminuia o dano no DNA. Em relacdo a atividade antimutagénica,
observou-se que nao houve diferenca significativa no pré-tratamento com GR e a
formacdo de micronucleos pelo MMS. J4 no pos-tratamento com GR, houve uma
correlagao negativa em relagcéo aos danos causados pelo MMS, uma vez que, quanto

maior a dose de GR (1000mg/kg), menor o numero de micronucleos nos eritrocitos



policroméaticos. Conclusé&o: A GR utilizada neste estudo, independente da dose, ndo
apresentou acdo genotoxica. Além disso, ndo apresentou acado mutagénica quando
observamos os grupos que ingeriram GR nas trés doses avaliadas através do Teste
de MN. Foi observado que a GR no modelo de pré-tratamento apresentou acéo
antigenotoxica, sendo a melhor dose a de 150mg/kg. J& no pos-tratamento, todas as
doses apresentaram reducdo dos danos causados no DNA, sendo a dose de
1000mg/kg a melhor. E da mesma forma, no ensaio de antimutagénese, a GR
apresentou uma correlacdo significativa em relacdo a aumento de dose x diminui¢ao

do dano.

Palavras-chave: Geleia Real; Genotoxicidade; Mutagenicidade; Antioxidante;



ABSTRACT

Introduction: Royal Jelly (RJ) is a yellowish-white and creamy liquid secreted by the
mandibular and hypo pharyngeal glands from bees (Apis melifera L.) to nourish the
young larvae from the colony and the queen bee. This substance contains important
components with important biological, functional and therapeutic properties. A
potential antioxidant is shown in evidences, but little is known about the relation
between genotoxicity and antigenotoxicity. Recent studies have associated functions
to RJ and the protection to DNA damage, however research in this area which relates
adequate doses and its mechanism of protective and/or repairer action in genetic
material is little. Taking the necessity to make further research about this subject into
consideration this paper aims to assess the in vivo effect from RJ in freeze-dried about
the genotoxicity induced by alkylating methyl methane sulfonate (MMS). Methods and
Material: 66 Swiss mice, 60 days old from the vivaria in the Extremo Sul Catarinense
University were used and divided into 11 groups, each group with 6 mice. The
experiment was through the intake of freeze-dried RJ (150mg/kg, 300mg/kg and
1000mg/kg) and water through gavage; pre-treated and post-treated to the alkylating
MMS (40mg/kg) conducted via intraperitoneal compared in 24 and 48 hours
respectively. Blood samples were collected from every animal by an incision in the
end of their tail after the treatment to the Single Cell Gel Electrophoresis within 24 and
48 hours. After the last picking from the animals they were euthanized and their bone
marrow cells were taken to the micronuclei test (MN). Results: In groups pre-treated
with RJ the best dosage was 150mg/kg, reporting an antigenotoxic action. In post-
treated groups all the dosages reported a reduction in damages caused to DNA by
MMS; the 1000mg/kg was the best dosage as the increase of dosage diminished the
damages to the DNA. In relation to antimutagenic activity there were no significant
differences observed in the pre-treatment with RJ and the micronuclei formation
through MMS. However, in post-treatment with RJ there was a negative correlation
among the damages caused by MMS as the bigger the RJ dosage (1000mg/kg) the
smaller the number of micronuclei in polychromatic erythrocytes. Conclusion: Royal
Jelly which was used in this study despite of its dosage did not present genotoxic
action. Besides that, it did not present any mutagenic action while observed in groups

which took RJ in three doses assessed through the MN test. In pre-treatment, RJ



presented antigenotoxic action and the best dosage was 150 mg/kg and in post-
treatment all dosage presented reduction in damage caused to the DNA, in this case
the best dose was 1000 mg/kg. The antimutagenic experiment with RJ presented a

significative correlation to the increase of dosage versus the diminishment of damages.

Key Words: Royal Jelly; Genotoxicity; Mutagenicity; Antioxidant;
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1. INTRODUCAO

1.1 BENEFICIOS DE PRODUTOS APICULAS

Segundo Pasupuleti et al. (2017) os ultimos anos presenciaram uma rapida
ascensao da utilizacao dos produtos obtidos de colmeias de abelhas, como mel, pélen
de abelha, propolis e geleia real, em virtude de suas propriedades farmacoldgicas.
Atualmente muitos estudos estéo voltados na investigacdo dos beneficios destes para
a saude, gerando o desenvolvimento de nutracéuticos e alimentos funcionais.

Os produtos das abelhas sdo compostos por numerosas substancias
conhecidas ha muito tempo por suas propriedades medicinais e de promoc¢ao da
saude, uma vez que eram utilizados na antiguidade e na ldade Média. Na China
antiga, o polen de abelha era utilizado como um ativo cosmético que auxiliava no
clareamento da pele. Atualmente, vem sendo aplicado em um ramo da medicina
complementar e alternativa denominada apiterapia (Kocot et al., 2018).

O polen de abelha foi descrito como um produto apiterapico, devido ao seu
potencial terapéutico. O extrato do pélen coletado de diferentes tipos de flores pode
ser considerado um alimento capaz de melhorar a suplementacdo nutricional e
terapéutica, e isso devido a suas propriedades biologicas, como o alto teor de
flavonoides e polifendis (Denisow e Denisow-Pietrzyk, 2016). Os principais compostos
quimicos do pdlen de abelha incluem carboidratos, proteinas, aminoéacidos, lipidios,
acidos graxos, enzimas, coenzimas, vitaminas e minerais. No entanto, a composi¢ao
guimica do pdélen de abelha é altamente variavel, dependendo da fonte, regido
geografica e condi¢bes climaticas, afetando profundamente suas propriedades
biolégicas e terapéuticas (Cornara et al., 2017).

Outro produto das abelhas muito utilizado é o prépolis, um produto com
amplas propriedades biologicas que se caracteriza por ser uma substancia resinosa
preparada para selar as rachaduras, manter a umidade e a temperatura da colmeia
estavel durante todo o ano. O propolis bruto é tipicamente composto por 50% de
resinas de plantas, 30% de ceras, 10% de Oleos essenciais e aromaticos, 5% de pdlen
e 5% de outras substancias organicas. Assim, o propolis é amplamente utilizado para
prevenir e tratar resfriados, feridas, UGlceras, reumatismo, entorses, doencas

cardiovasculares, diabetes e carie dentaria devido as suas diversas propriedades



biolégicas, como anti-inflamatério, antimicrobiano, antioxidante, antitumoral e
antiulcerador (Huang et al., 2014).

Assim como o prépolis, outro produto das abelhas muito utilizado € o mel,
uma substancia natural que as abelhas produzem a partir do néctar de flores, fazendo
com que sua composicao esteja intimamente relacionada a sua origem botanica, ao
processamento e as condi¢bes ambientais (Cianciosi et al., 2018).

Desde a antiguidade, o mel era usado como um medicamento para
estimular a cicatrizacdo de feridas, regeneracdo dos tecidos e para o alivio de
distarbios gastrointestinais, gengivite e varias outras patologias. Esse efeito
terapéutico se deve a presenca de varias moléculas antioxidantes, incluindo
compostos fendlicos, como flavonoides e acidos fendlicos (Alvarez-Suarez et al.,
2010; Al-Waili et al.,, 2014). Atualmente, também tem sido descrito os efeitos
antimicrobiano, antiviral, antifingico, anticancerigeno e protetor no sistema
cardiovascular, nervoso e respiratorio (Alvarez-Suarez et al., 2013).

Em especial, entre todos os produtos apicolas que tem sido alvo de muitos
estudos nos ultimos anos, devido aos seus compostos apresentarem importantes
propriedades biolégicas e terapéuticas, um que se destaca é a geleia real (GR). A GR
€ um liquido branco-amarelado e cremoso secretado pelas glandulas mandibulares e
hipofaringeas das abelhas (Apis melifera L.) para nutricdo de larvas jovens na colénia
e da abelha rainha, uma vez que apresenta componentes com importantes
propriedades bioldgicas, funcionais e terapéuticas. Entdo a GR vem sendo utilizada
desde a antiguidade, na Grécia antiga, para aumentar a longevidade, uma vez que
seu uso estava atribuido a melhora da capacidade intelectual e forga fisica. Além
disso, a GR era utilizada no antigo Egito em cosméticos, sendo relacionada ao simbolo
de beleza e forca. Na Asia, especificamente na China, a GR vem sendo utilizada na
medicina tradicional desde a antiguidade, uma vez que era produzida exclusivamente
nos jardins soberanos e correlacionada com a longevidade e a for¢ca sexual. Embora
0 Seu uso seja muito antigo, pouco se sabe dos seus beneficios a saude humana,
informacdes de seus nutrientes e qual a dose adequada para os reportados beneficios

da mesma (Fratini et al., 2016).



1.1.1 Geleia Real

A GR é o alimento exclusivo da larva da abelha rainha (Apis Milifera L.).
Quimicamente, é composta por componentes com importantes propriedades
biolégicas e funcionais, apresentando em sua composi¢cdo agua (50% a 60%),
proteinas (18%), carboidratos (15%), lipidios (3% a 6%), sais minerais (1,5%) (Viuda-
Martos et al., 2008; Delkhoshe-Kasmaie et al., 2014), vitaminas principalmente
tiamina, niacina, riboflavina, acido folico, biotina, piridoxina e quantidades menores de
vitamina C, D, A e E (Azab et al., 2011; Khazaei et al., 2017), aminoé&cidos livres e
substancias bioativas como o &cido 10-hidroxi-trans-2-decendico (10HDA) (Viuda-
Martos et al., 2008). Ainda, estudos tem revelado a presenca de outros
oligossacarideos, como trealose, maltose, gentiobiose, isomaltose, rafinose, erlose e
melezitose (Kocot et al., 2018).

Caracterizada por proporcionar uma nutrigao exclusiva para todas as larvas
desde a eclosdo até o terceiro dia de vida, as larvas selecionadas para se
desenvolverem em rainhas continuam sendo alimentadas com a GR durante toda a
vida, 0 que impacta significativamente no tempo de vida da abelha rainha, que pode
viver até cinco anos, enquanto uma abelha operaria vive em torno de 45 dias. Durante
estes 5 anos acredita-se que a abelha rainha alimentada com GR pode desovar em
um dia o equivalente ao seu peso, aproximadamente 2000 a 3000 ovos (Fratini et al.,
2016).

As pesquisas sugerem que um dos componentes da GR, a royalactina, seja
responsavel pela mudanca morfolégica de uma larva para abelha rainha. De acordo
com Pasupuleti et al. (2017) este superalimento é também o principal responsavel
pela longevidade da rainha comparado com as abelhas operéarias. Recentemente, foi
demonstrado que a royalactina seria a proteina capaz de induzir a diferenciacédo da
larva selecionada para se tornar abelha rainha através de uma via de sinalizagéo
mediada por receptores do fator de crescimento epidérmico, aumentando o tamanho
do corpo e o desenvolvimento dos ovarios (Kamakura et al., 2011).

Segundo Ramadan e Al-Ghamdi (2012), atualmente a GR vem sendo
utilizada em cosméticos, alimentos saudaveis, e produtos farmacéuticos, devido as
suas atividades farmacoldgicas e terapéuticas como agédo antioxidante (Delkhoshe-
Kasmaie et al., 2014; Ghanbari et al., 2016), antienvelhecimento (Park et al., 2012),

anti-inflamatoria (Kohno et al., 2004; Arzi et al., 2015), antibacteriana (Tseng et al.,



2010) anti-hipertensiva (Tokunaga et al., 2004), imunomoduladora (Zhang et al.,
2017), hipogliceminante, antitumoral, antifadiga e cicatrizante (Delkhoshe-Kasmaie et
al., 2014).

A composicéo lipidica da GR compreende 80-85% de acidos graxos, sendo
0 acido trans-10-hidroxi-2-decendico (10-H2DA), o acido 10-hidroxidecandico (10-
HDAA) e o0 4cido sebaceo (SEA), os trés principais. Acredita-se que o acido 10-hidroxi-
2-decendico (10H2DA) desempenha funcdes importantes em varias atividades
biolégicas, incluindo inflamac&o e estresse oxidativo. E importante ressaltar que esse
acido graxo € considerado um dos componentes mais importantes dos quais a
atividade biolégica da GR deriva. (Li et al., 2013; Kolayli et al., 2016; Honda et al.,
2015; Chen et al., 2016; Miyata e Sakai, 2018).

Recentemente, a GR recebeu atencdo especial devido a estudos que
relatam sua acdo antioxidante altamente eficiente e capacidade de eliminacdo de
radicais livres. Alguns pesquisadores atribuiram as propriedades antioxidantes da GR
a presenca desse acido 10-hidroxidecandico (10-HDAA) que participa na eliminacéo
de radicais hidroxila, bem como a cisteina, e de outros aminoacidos livres, incluindo
prolina, que possuem agéo no metabolismo da glutationa (Silici et al., 2009; Kocot et
al., 2018). Os autores explicam que o efeito antioxidante da GR pode estar associado
ndo apenas a eliminacdo de radicais livres, mas também a outro efeito indireto,
baseado na inibicdo de enzimas que catalisam a peroxidacao de lipidios enddgenos,
bem como a expressao génica do citocromo P450, que € uma das fontes intracelulares
de radicais H202, O2 e HO (Kocot et al., 2018).

Inoue et al. (2003) sugerem que o equilibrio entre producédo de espécies
reativas de oxigénio e defesas antioxidantes determina o estresse oxidativo, logo
consequéncias deste estresse incluem a modificacdo de proteinas celulares, lipidios
e o0 4cido desoxirribonucleico (DNA). Assim, Watanabe et al. (2013) buscaram avaliar
o efeito aplicacdo topica da GR na mucosite oral induzida por 5-fluororacil (5-FU)
associado a uma abrasao leve em hamsters. Filmes contendo 10% e 30% de GR
foram anexados a mucosa oral, os resultados demonstraram que a GR foi capaz de
eliminar os radicais livres, como radicais superéxidos, radicais hidroxila e radicais 1-
difenil-2-picrilhidrazila (DPPH), além de apresentar uma melhora significativa na
recuperacéo do tecido, sugerindo que os efeitos foram causados pelas atividades anti-

inflamatoria e antioxidantes da GR.



Karadeniz et al. (2011) buscaram avaliar os efeitos da GR no combate ao
estresse oxidativo causado pela cisplatina (CDDP) nos rins e figado. Foram
administradas doses de 300 mg/kg de GR dissolvidas em agua, por via oral, durante
10 dias consecutivos, com objetivo de avaliar o efeito protetor da mesma nos danos
oxidativos e de alteracdes apoptéticas nos rins e figado de animais. Nas andlises,
observou-se que as concentracdes séricas de Alanina Aminotransferase (ALT) em
ratos que receberam CDDP e GR foram significativamente menores (29,50 + 1,70
IU/L) do que em ratos que receberam apenas CDDP (80,50 + 2,50 IU/L), bem como a
reducdo da Alanina Aminotransferase (ALT) e dos niveis de creatinina. Também foi
observado um aumento significativo no numero de células apoptéticas e
degenerativas no grupo CDDP, no entanto, o tratamento com GR impediu essas
alteracdes histoldégicas em ambos os tecidos. Além disso, o tratamento com GR levou
a um aumento da atividade antiapoptética dos hepatdcitos e do epitélio tubular,
demonstrando que a apoptose induzida pela CDDP, pelo menos em parte, pode ser
evitada através da administracdo da GR. Ainda, os autores também analisaram que
0s niveis de antioxidantes enddégenos como a glutationa reduzida (GSH), glutationa -
S-Transferase (GST), glutationa peroxidase (GPx) e superoxido dismutase (SOD) no
grupo tratado com GR + CDDP, foram maiores do que no grupo CDDP, sugerindo que
a GR tem um efeito de suporte no sistema antioxidante devido ao aumento na
atividade destes compostos. Os autores comentaram que essas funcfes protetoras
para o rim e o figado podem ser devidas a atividade anti-apoptética, antioxidante e de
eliminacgédo de radicais livres do GR e seus compostos.

Corroborando com o estudo anterior, Silici et al. (2009) administraram
doses de 50 e 100 mg/kg de GR em ratos tratados com 7 mg/kg de cisplatina (CDDP),
a fim de avaliar o efeito protetor da GR sobre parametros espermaticos e de estresse
oxidativo. Os pesquisadores observaram que a administragdo de GR em ratos
tratados com CDDP promoveu um aumento nas atividades da superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) e diminuicdo dos niveis de
malondialdeido (MDA) no tecido testicular. Alteragdes nos parametros bioquimicos
foram parcialmente revertidas pelo tratamento com a GR, demonstrando que a GR
poderia auxiliar na prevencéao da toxicidade. Além disso, quando administrada apoés a
cisplatina, a GR apresentou um possivel efeito reparador contra a espermotoxicidade

causada pela cisplatina, demonstrando seu potencial antioxidante nesse tipo celular.
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Segundo Cavusogl et al. (2009), o uso de certos antioxidantes, como
selénio, vitaminas C e E podem ajudar a diminuir a toxicidade induzida por agentes
quimicos, tais como ions de metais pesados, e estes podem inibir mutagénese e
carcinogénese. A GR foi capaz de agir na reversdo da genotoxicidade e do estresse
oxidativo induzido pelo cadmio em camundongos nas doses de 100 e 250mg/kg. Os
resultados das analises deste estudo demonstraram um efeito protetor no nimero de
micronucleos e no estresse oxidativo, relacionado as doses de 100 e 250mg/kg que
foram administradas. O efeito protetor da GR na toxicidade induzida pelo cadmio pode
ser explicado pelas propriedades terapéuticas e capacidade antioxidante, no entanto,
h& poucos estudos que mostrem sua seguranca e eficacia na préatica clinica com
outros farmacos e também em relacédo a dose adequada.

Galaly et al. (2014) investigaram os possiveis efeitos protetores da GR nas
doses 50, 100 e 200 mg/kg contra anormalidades cromossémicas em células da
medula éssea e alteracdes histolégicas no tecido renal de camundongos, induzidas
pelo acido valproico (VPA) na dose de 100mg/kg. Os pesquisadores observaram que
a administracdo da GR combinada com o VPA apresentou diminui¢do das alteracdes
histoldgicas nos tecidos renais, reducéo significativa de aberracées cromossémicas e
uma elevacao do indice mitético. Além disso, foi observado que 0s grupos que
receberam doses de 50 e 100 mg/kg de GR apresentaram efeitos melhores quando
comparado ao grupo que recebeu a dose de 200 mg/kg.

Malekinejad et al. (2016) buscou avaliar o efeito cardioprotetor da GR em
danos induzidos por paclitaxel em ratos, onde foi administrado doses de 50, 100 e 150
mg/kg de GR, por 28 dias. Foi observado que a geleia real nas trés concentracdes
poderia reduzir os niveis de 6xido nitrico no coracédo e diminuicdo do malondialdeido,
ambos elevados pelo paclitaxel. A GR também protegeu contra lesdo histopatologica
induzida por pactlitaxel, como edema difuso, hemorragia, congestdo, exsudatos
hialinos e necrose, e reduziu notavelmente os niveis dos biomarcadores cardiacos
induzidos de creatina quinase (CK-BM) através da supresséo do estresse oxidativo.
Além disso, administracdo de geleia real de uma maneira dependente da dose
resultou em um aumento significativo na capacidade antioxidante total. Entretanto, sao
escassos 0s relatos sobre os efeitos protetores da GR contra a toxicidade induzida
por terapias moleculares.

Desta forma, alguns pesquisadores buscaram avaliar o efeito protetor da

GR no pré-tratamento contra trombocitopenia, estresse oxidativo, bem como danos
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na medula 6ssea, no baco e nos testiculos induzida por Ciclofosfamida (CP) em ratos.
Utilizou-se dosagens de GR (100 mg/kg), GR (200 mg/kg), GR (100 mg/kg) + CP e
GR (200 mg/kg) + CP. A GR foi administrada por via oral por 14 dias. Em seguida, o
CP nas concentracdes de 100, 50 e 50 mg / kg foi injetada intraperitonealmente nos
dias 15, 16, 17, respectivamente. Como resultados foram observadas alteragbes
significativas onde a CP causou uma diminuicéo significativa no nimero de plaquetas,
glébulos brancos e vermelhos. Estas alteracGes prejudiciais foram significativamente
revertidas no pré-tratamento de ratos com GR no GR 100 + CP e GR 200 + CP grupos
(P <0,05) (Khazaei et. al., 2020).

Além disso, a GR tem sido amplamente utilizada como alimento
suplementar para promoc¢do de salde, embora ainda possua poucos estudos
relacionados a sua administracio em humanos. Apesar das propriedades
antioxidantes da GR encontradas nos modelos in vitro e in vivo, existem poucos
estudos em humanos que confirmam sua eficicia. Algumas pesquisas realizadas
avaliaram sua influéncia nos parametros associados ao diabetes e ao estresse
oxidativo. No ensaio clinico randomizado com 50 mulheres diabéticas do tipo 2
(DMT2), foi administrado 1000mg/dia de geleia real durante 8 semanas e avaliados
parametros glicémicos e de estresse oxidativo. Foi observado que o consumo de
geleia real diminuiu a glicemia de jejum, hemoglobina glicada e MDA, sugerindo que
a mesma € benéfica durante o DMT2 (Pourmoradian et al., 2014).

Em uma outra pesquisa realizada em humanos, os autores indicam que a
GR apresenta um efeito genoprotetor contra a genotoxicidade induzida por
doxorrubicina (DXR), um potente composto quimioterapico genotdxico em linfécitos
humanos e com mecanismo de protecdo provavelmente mediado por atividades
antienvelhecimento, anti-apoptoética e antioxidante de GR (Jenkhetkan et.al., 2018).
No entanto ainda sdo escassos os trabalhos que relatem as doses adequadas e sua
acdo no material genético.

1.2 GENOTOXICIDADE E MUTAGENESE

Nas células vivas, o estresse oxidativo é processo resultante de um
desequilibrio fisiologico entre a geracéo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e as
defesas antioxidantes do organismo. Isso pode afetar a integridade estrutural de

macromoléculas, como proteinas, lipidios e o DNA, ocasionando, neste ultimo caso,
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genotoxicidade e mutagenicidade, que por sua vez, podem dar origem a condi¢des
fisiopatolégicas complexas. Os estudos sobre genotoxicidade e/ou mutagenicidade
buscam avaliar os processos que alteram a base genética da vida, podendo alterar a
estrutura fisico-quimica do DNA, processo esse classificado como mutagénese,
quanto modificar o determinismo bioldgico em nivel celular ou orgéanico, identificados
respectivamente como carcinogénese e teratogénese (Stoczynska et al. 2004; Basu e
Nohmi, 2018; Khan et al. 2018). Todas as células do corpo estdo constantemente
expostas a danos ao DNA decorrentes de fatores endégenos, como o metabolismo
celular, e fatores exdgenos como agentes fisicos ou quimicos nocivos, como luz
ultravioleta (UV), agentes mutagénicos, poluigéo, entre outros, resultando em lesdes
na estrutura do DNA. Essas lesbes devem ser reparadas para evitar mutacdes
genéticas, quebra cromossémica e bloqueio de replicacdo (Poehlmann e Roessner,
2010; Ciccia e Elledge, 2010). A falha em reparar o DNA ou o reparo do DNA
propenso a erros contribui para a carcinogénese, atraves da inducdo de instabilidade
gendbmica e de aberracdes genéticas que causam o0 cancer e o envelhecimento
(Weeden, e Asselin-Labat, 2018).

De acordo com Erdtmann, (2003), o DNA é o principal portador da
informacdo genética das células dos organismos, enquanto o RNA (acido
ribonucleico) transfere tais informacdes para que ocorra a sintese de proteinas a partir
de aminoacidos. Desta forma, preservar a informacdo da sequéncia genémica nos
organismos vivos € importante para a perpetuacdo da vida (Traubee e Carel, 2017).
Uma alteracdo na molécula de DNA pode acarretar mudangas nos aminoacidos,
transformando a estrutura da proteina pré-determinada pelo material genético,
deixando-a menos eficaz ou totalmente ineficaz (Chatterjee e Walker, 2017).

AlteracBes mutagénicas que ocorrem nas células germinativas podem ser
passadas para as geracfes futuras, enquanto as mutacbes soméaticas contribuem
para a patogénese de varias condic¢des fisiopatoldgicas, incluindo o cancer. Dessa
forma, o termo "mutagénico” refere-se ao agente quimico, fisico ou biolégico que é
capaz de induzir uma mutacdo, ou seja, um dano na molécula de DNA que ndo é
reparado no momento da replicacéo celular (Stoczynska et al., 2004). Bossa et al.
(2018) referem a mutagenicidade a indugao de lesbes transmissiveis permanentes,
alteracdes na quantidade ou estrutura do material genético em células ou organismos.
Estes incluem diferentes tipos de eventos, como substituicdes e dele¢cbes de bases,

aberracbes cromossdmicas estruturais (quebra e rearranjos, ou seja,
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clastogenicidade), e numéricos (perda ou ganho de cromossomas, isto €,
aneuploidia).

Ja se tem relatos, hoje em dia, de compostos bioativos e quimicos que
reduzem ou previnem as mutagdes, sendo chamados de agentes antimutagénicos ou
antigenotoxicos (De Flora,1998; Stoczynska et al., 2004). De Flora (1998), apresentou
como sugestao uma classificacao dos inibidores de mutagénese e carcinogénese em
trés niveis de prevencéo, considerando o modo de acdo dos mesmos, assim como o
ambiente de acao, extra ou intracelular. Dentre os mecanismos extracelulares temos
a inibicdo da penetragdo ou remocéao do agente do organismo; formacao de complexo
inativo, inibicdo da formacdo enddgena de mutagenos; diluicdo ou desativacado do
mutageno e carcindgeno; e ainda o favorecimento da absorcao de agentes protetores.
Quando se fala em mecanismos de inibicdo de mutacéo e iniciacdo do cancer por
mecanismos celulares, temos: desintoxicacdo celular, modulacdo do metabolismo
celular, modificacdo do transporte trans-membrana, inibicdo da replicacao celular,
controle da expresséo génica e ainda modulacao no sistema de reparo do DNA. A
prevencdo primaria inibe a mutacdo e a iniciacdo do cancer, tanto pelo ambiente
externo quanto interno da célula, é principalmente coincidente com uma classificacao
de agentes quimiopreventivos. A prevencdo secundaria considera 0s varios
mecanismos que inibem a progressao do tumor a condicdo de malignidade, prevencao
de multiplos tumores primarios. A prevencao terciaria refere-se a inibicdo das
metastases que é inversamente fora do limite de quimioprevencao.

Os agentes alquilantes mais comuns usados regularmente em laboratérios
a fim de avaliar a acdo de algum composto como antigenotoxico e/ou antimutagénico
sdo o metil metanossulfonato (MMS), etil metanossulfonato (EMS), N-metil-N-nitro-N-
nitrosoguanidina (MNNG) e metilnitrosoureia (MNU) estes reagem com DNA, gerando
lesbes mutagénicas e carcinogénicas (Chatterjee e Walker, 2017). O metil
metanosulfonato (MMS) é um agente alquilante de DNA, que tem sido usado por
muitos anos como um agente danificador do DNA para induzir mutagénese de agéo
direta, uma vez que este composto metila regides nucleofilicas do DNA. O MMS
modifica tanto a guanina (para 7-metilguanina) como a adenina (para 3-metilglenina),
causando erros de base e bloqueio de replicacao, respectivamente. Danos no DNA
causados por agentes alquilantes sdo predominantemente reparados pelo reparo de

excisdo de base (BER) (Lundin et al, 2005). Dessa forma, alguns alimentos podem
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ser avaliados quanto a sua antigenotoxicidade e antimutagenicidade utilizando alguns
desses agentes.

Assim, observa-se que 0s agentes antimutagénicos sdo capazes de
minimizar os efeitos mutagénicos. Portanto, o conhecimento sobre o0 modo de acgéo
de certos compostos mutagénicos fornece uma base para uma explicagdo de como
0S compostos antimutagénicos funcionam. A identificagdo dos compostos
antimutagénicos esta entre as areas mais promissoras de pesquisa nos ultimos anos
(Stoczynska et al., 2004). Estudos recentes mostram que a geleia real apresenta alto
potencial antioxidante, no entanto, pouco se sabe em relagdo a genotoxicidade e
antigenotoxicidade da mesma. Diante disso se torna importante avaliar estes
parametros pois o consumo deste alimento vem crescendo nos ultimos anos. Além
disso torna-se importante determinar a capacidade da geleia real em modular a acdo
do metil metanosulfonato (MMS) (um agente sabidamente genotoxico) in vivo em
células de camundongos. Assim sendo, neste trabalho, foi avaliada a capacidade
antigenotoxica e antimutagénica da GR em diferentes concentra¢des, assim como sua
genotoxicidade e a mutagenicidade, uma vez que ainda sdo escassos 0s trabalhos

que tragam a melhor dose e eficicia para estes efeitos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vivo o efeito da geleia real sobre a genotoxicidade e

mutagenicidade induzida pelo agente alquilante metil metanosulfonato (MMS).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Investigar a capacidade antigenotoxica da geleia real, em diferentes
concentracgdes, utilizando o Ensaio Cometa em sangue periférico;
2- Avaliar a mutagenicidade da geleia real, em diferentes concentracoes,

através do Teste de Micronucleos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS E ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
recomendacdes internacionais para o cuidado e o uso de animais de laboratorio, além
das recomendacdes para o uso de animais do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), lei Arouca n° 11.794/2008.

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais
da Universidade do Extremo Sul Catarinense, segundo protocolo 070/2018-2 (Anexo
A). Foram utilizados 66 camundongos Swiss de 60 dias de idade. Os animais foram
obtidos do centro de experimentacdo animal da Universidade do Extremo Sul
Catarinense. Os animais foram alojados em caixas de polietileno, com comida e agua
ad libitum e mantidos em um ciclo de 12 horas claro-escuro (07:00 as 19:00) (Claro
7:00h), com temperatura controlada de 23 + 1°C.

Com base em estudos prévios em modelos animais de administracdo de
MMS, o nimero de animais foi previsto para 6 camundongos Swiss machos de 60
dias de idade a fim de se obter o nUumero amostral total de 66 animais (Fagundes et
al., 2017). Para uma diferenca de até 20% nos parametros analisados entre 0s grupos,
com uma variancia de no maximo 10% entre as médias calculou-se um tamanho de
amostra de 6 animais para cada grupo da prole, para um erro alfa de 0,05 e um poder
de 80%.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

O desenho experimental foi dividido em duas etapas e para isso tivemos
grupos experimentais diferentes:

Etapa 1. foi avaliado a genotoxicidade da geleia real e para isso foram
utilizados 5 grupos, conforme descrito abaixo:

- Grupo 1 — Agua: administracdo de agua, por gavagem no volume de

0,1mL/10g de peso corporal nos tempos Oh e 24h;
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- Grupo 2 — Geleia real 150mg: administragéo de geleia por gavagem, na
dose 150mg/kg nos tempos Oh e 24h;

- Grupo 3 — Geleia real 300mg: administracéo de geleia real por gavagem
na dose de 300 mg/kg nos tempos Oh e 24h.

- Grupo 4 - Geleia real 1000mg: administracao de geleia por gavagem, na
dose 1000 mg/kg nos tempos Oh e 24h.

- Grupo 5 — MMS: Administracao intraperitoneal de MMS na dose de
40mg/kg de peso corporal no tempo Oh.

Etapa 2: Foi avaliado a antigenotoxicidade da geleia real e foram utilizados
6 grupos, conforme descrito:

- Grupo 6 - geleia real 150mg + MMS (pré-tratamento): administracdo por
gavagem de geleia real na dose 150 mg/kg de peso corporal no tempo Oh e
administracao intraperitoneal de MMS na dose de 40mg/kg de peso corporal no tempo
24h.

- Grupo 7- geleia real 300mg + MMS (pré-tratamento): administracdo por
gavagem de geleia real na dose de 300 mg/kg no tempo Oh e administracao
intraperitoneal de MMS na dose de 40mg/kg de peso corporal no tempo 24h.

- Grupo 8- geleia real 1000mg + MMS (pré-tratamento): administracéo por
gavagem de geleia real na dose de 1000 mg/kg no tempo Oh e administracédo
intraperitoneal de MMS na dose de 40mg/kg de peso corporal no tempo 24h.

- Grupo 9 — MMS + geleia real 150mg (poOs-tratamento): administracdo
intraperitoneal de MMS na dose de 40mg/kg de peso corporal no tempo Oh e
administracdo de geleia real na dose 150 mg/kg no tempo de 24h.

- Grupo 10 — MMS + geleia real 300mg (pds-tratamento): administracao
intraperitoneal de MMS na dose de 40mg/kg de peso corporal no tempo Oh e
administracdo de geleia real na dose de 300mg/kg de peso corporal no tempo de 24h.

- Grupo 11 — MMS + geleia real 1000mg (pos-tratamento): administragédo
intraperitoneal de MMS na dose de 40mg/kg de peso corporal no tempo Oh e
administracdo de geleia real na dose de 1000mg/kg de peso corporal no tempo de
24h.

O experimento foi realizado através da administracdo da geleia real
liofilizada (150mg/kg; 300mg/kg e 1000mg/kg) ou agua por meio de gavagem e do
agente alquilante MMS (40mg/kg) por via intraperitoneal. Estas dosagens foram
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escolhidas de acordo com dados descritos previamente na literatura (Pourmoradian
et al., 2014; Mohamed et al., 2015; Malekinejad et al., 2016). A via de administracéo

e o periodo de tratamento foram escolhidos de acordo com trabalhos ja publicados na

literatura, uma vez que a diluicdo da geleia real foi realizada em agua para atingir as
doses definidas (Mohamed et. al., 2015; Fagundes et. al., 2017).

O desenho experimental com 0s grupos experimentais esta ilustrado na

tabela 1 e 2 abaixo:

Tabela 1. Desenho experimental de avaliagcdo de genotoxicidade: Tempo de administracdo das
diferentes doses de geleia real, coleta de sangue e eutanasia dos animais.

Tempo de exposicao/administracdo
Procedimentos

Oh

24 h

48 h

Controle Tratamentos:

1. 12administracao de agua

2. 12 administracao de

geleia real 150mg/kg

3. 12 administracdo de

geleia real 300mg/kg

4. 12 administracdo de

geleia real (GR)1000mg/kg

Agente alquilante
5. Metil metano sulfonato (MMS)

Unica administrac&o intraperitoneal

(IP)

12 coleta de sangue
22 Administracao de agua

12 coleta de sangue
22 administracdo de

geleia real (GR)150mg/kg
12 coleta de sangue
22 administracdo de
geleia real (GR)300mg/kg
12 coleta de sangue
22 administracdo de

geleia real (GR)1000mg/kg

12 coleta de sangue

22coleta de sangue

Eutanasia

22coleta de sangue

Eutanasia

22 coleta de sangue
Eutanéasia

22coleta de sangue

Eutanasia

22 coleta de sangue

Eutanasia
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Tabela 2. Desenho experimental de antigenotoxicidade: Tempo de administracdo das

diferentes doses de geleia real, coleta de sangue e eutanasia dos animais.

Tempo de exposicao/administracao
Procedimentos

Oh 24 h 48 h
Pré-tratamento 6. Geleia real 150mg/kg 12 coleta de sangue 22 coleta de sangue
Unica administrac&o Unica administracdo de MMS Eutanasia
7. Geleia real 300mg/kg 12 coleta de sangue 22 coleta de sangue
Unica administrag&o Unica administragdo de MMS Eutanasia
8. Geleia real 1000mg/kg 12 coleta de sangue 22 coleta de sangue
Unica administracéo Unica administracdo de MMS Eutanéasia

Pés-
tratamento
12coleta de sangue
9. MMS 22 coleta de sangue
Unica administragéo de
Unica administracao IP Eutanéasia
Geleia real 150mg/kg

12coleta de sangue
10. MMS Unica administracéo de 22 coleta de sangue

Unica administracéo IP Geleia real 300mg/kg Eutanasia

12coleta de sangue
11. MMS Unica administracéo de 22 coleta de sangue

Unica administracéo IP Geleia real 1000mg/kg Eutanasia

N: 6 animais por grupo

3.3 ENSAIOS DE GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE

Apoés os tratamentos foram coletadas amostras de sangue de todos os

animais através de incisdo na extremidade da cauda, retirando-se sangue da veia
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caudal com auxilio de uma micropipeta (10uL) para a realizagdo do Ensaio Cometa
nos tempos 24h e 48h.

Posteriormente a cada coleta de sangue a fim de evitar sangramento e
dor, foi aplicado spray antisséptico e analgésico na cauda dos animais ap0s o corte.
ApOs a ultima coleta os animais foram eutanasiados e retirada a medula 6ssea para o

Teste de Micronucleos.

3.3.1 ENSAIO COMETA

O ensaio cometa foi realizado sob condi¢des alcalinas, conforme descrito
por Singh et al. (1988), com algumas modificagdes sugeridas por Tice et al. (2000). O
sangue foi coletado e colocado em microtubos heparinizados e refrigerados. As
células do sangue (aliquotas de 5 pL) foram embebidas em agarose de baixo ponto
de fusdo (0.75%, w/v, 95 uL ou 75 pL, respectivamente) e a mistura foi adicionada a
uma lamina de microscopio pré-coberta com agarose de ponto de fusdo normal
(1,5%), cobrindo posteriormente com uma laminula e levando, entédo, a geladeira por
aproximadamente 5 minutos a 4°C para solidificacdo. Logo apés, as laminulas foram
cuidadosamente retiradas e as laminas imersas em tampao de lise (2,5M NacCl,
100mM EDTA e 10mM Tris, pH 10,0-10,5, com adi¢céo na hora do uso de 1% de Triton
X — 100 e 10% de DMSOQO) a 4°C por um periodo minimo de 1 hora e maximo de 1
semana.

As laminas foram incubadas em tampéo alcalino (300mM NaOH e 1mM
EDTA, pH>13) por 20 minutos para o desenovelamento do DNA, a corrida
eletroforética, foi realizada no mesmo tampéo nas seguintes condicbes: a 25v e
300mA por 15 minutos. Todas estas etapas foram realizadas sob luz indireta fraca
amarela. Posteriormente as laminas foram neutralizadas com 0,4M Tris (pH 7,5) e, ao
final, o DNA foi corado Syber Gold (Invitrogen, EUA) para posterior analise.

Para avaliacdo dos danos, as laminas foram visualizadas em microscopio
de fluorescéncia com amplia¢do de 200x utilizando o programa Comet Assay 1V, onde
foram avaliadas 100 células/animal. As células foram classificadas de forma
automatica quanto as proporcdes do tail lenght (consiste na distancia do meio do
nacleo até o final da cauda em pm) e tail moment (tail length x intensidade da

fluorescéncia da cauda), através do Tail Intensity (%).
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Foram utilizados controles negativos e positivos para cada teste de
eletroforese a fim de assegurar a confiabilidade do procedimento. Todas as laminas

serdo codificadas para analise as cegas.

3.3.2 TESTE DE MICRONUCLEOS (MN)

O teste de micronucleos foi realizado de acordo com o programa Gene-Tox
da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (Mavournin et al., 1990; Krishna e
Hayashi, 2000).

Apés a extracao da medula 6ssea, um esfregaco foi preparado diretamente
na lamina com uma gota de soro bovino fetal. As laminas foram coradas com Giemsa
5%, secas e codificadas para analises as cegas.

Como uma medida de toxicidade na medula Ossea, a relacdo entre
eritrocitos policrométicos e eritrocitos normocromaticos (EPC/ENC) foi analisada em
200 eritrocitos/animal.

A incidéncia de micronucleos (MN) foi observada em 2000 EPCs e ENCs
para cada animal (ou seja, 1000 a partir de cada uma das duas laminas preparadas
em duplicata), usando microscopio 6ptico de luz branca com ampliacdo de 1000x. O
namero médio de eritrocitos policrométicos micronucleados (EPCMnN) e eritrécitos
normocromaticos micronucleados (ENCMn) individual foi utilizado como unidade

experimental.

3.3.3 PERCENTUAL DE REDUCAO DE DANOS (DR%)

O percentual de danos do MMS foi calculado da seguinte forma:

- Média do grupo MMS - a média de um grupo associado (pré ou pos-
tratamento) e MMS- média do grupo controle.

Os resultados foram multiplicados por 100 para obter a porcentagem de danos.
Este procedimento foi realizado para avaliar a porcentagem de danos no ensaio

cometa de acordo com Mauro et al. (2013).
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4. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média e desvio padrdao da média (média
+ DP). As variaveis foram analisadas quanto a normalidade da distribuicdo utilizando
o teste de Bartlett’'s. Para amostras ndo paramétricas foram utilizadas Kruskal-Wallis
seguido do post hoc de Dunn’s e para amostras paramétricas foi utilizado a analise de
variancia de uma via (ANOVA), seguido de post hoc de Tukey.

O teste t-Student foi utilizado para se fazer a comparacéo dos parametros
com distribuicdo normal em relacdo as comparacdes de pré e pds-tratamento. No
caso de dados ndo paramétricos foi utilizado o teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney.
Para verificar a possivel associacdo entre a dose de suplementacdo com geleia real
e 0s danos ao DNA, realizou-se o teste de correlagcdo de Pearson. A significancia
estatistica foi considerada para valores de p<0,05. O pacote estatistico utilizado foi o
Graph Pad Prism verséo 5.0.
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5. RESULTADOS

5.1 ANALISE DA GENOTOXICIDADE DA GELEIA REAL ATRAVES DO ENSAIO
COMETA

Apos a realizacdo dos testes descritos anteriormente foram analisados os
danos causados no DNA de células sanguineas de camundongos expostos ao agente
mutagénico MMS, geleia real (150mg/kg, 300mg/kg e 1000mg/kg) e agua. Foram
avaliadas células de sangue periférico total, através do ensaio cometa, pelo parametro
Tail Intensity (%). A figura 1, mostra os resultados em 24 e 48hs, do tratamento com

agua, com as diferentes doses de GR e com 0 agente mutagénico no Ensaio Cometa.

Genotoxicidade
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Figura 1. Danos em DNA avaliados através do parametroTail Intensity (%) no Ensaio
Cometa em sangue total periférico, induzidos por agua, geleia real (150mg/kg; 300mg/kg e
1000mg/kg) e pelo agente alquilante metil metanosulfonato (MMS). Os dados estdo expressos
como média + desvio padrdo (n=6 animais por grupo). "Valores estatisticamente significativos em

relacdo a todos os grupos tratados (p<0,05, ANOVA, post hoc Tukey).
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Ao avaliar o Tail Intensity, nossos resultados demonstraram que n&o houve
diferenca significativa entre o grupo que recebeu 4gua e os grupos que receberam as
doses de GR (150mg/kg, 300mg/kg e 1000mg/kg), em 24h e 48h. No entanto, em
relacdo ao grupo que recebeu o MMS, ocorreu um aumento significativo de danos ao
DNA em relagcdo aos demais grupos tratados (p<0,05) em 24h e 48h (Figura 1).
Demonstrando que a geleia real independente da dose ndo possui acdo genotoxica

em relagcdo ao MMS.

5.2 ANALISES DA ANTIGENOTOXICIDADE DA GELEIA REAL ATRAVES
DO ENSAIO COMETA

Para verificar acdo antigenotoxica da geleia real, foram administradas nos
camundongos doses de 150mg/kg, 300mg/kg e 1000mg/kg como pré-tratamento e
pos-tratamento ao agente alquilante MMS, comparados respectivamente em 24h e
48h e analisados os danos em sangue total periférico (Figura 2).

Na figura 2A, foi observado uma diferenca estatisticamente significativa no
dano ao DNA em células sanguineas no grupo que recebeu geleia real de 150mg/kg
como pré-tratamento ao agente alquilante MMS, com uma reduc¢éo de 42% dos danos
causados pelo agente mutagénico (p<0,05). Quando a mesma dose foi administrada
como pos-tratamento ao agente alquilante, ocorreu também uma diferenca
estatisticamente significativa, mas com reducéo de 84% (p<0,05) dos danos causados
ao DNA.

Ja nos grupos tratados com 300mg/kg de GR (figura 2B), no pré-tratamento
ocorreu a reducao de 52% dos danos causados pelo MMS, porém esta reducao ndo
apresentou diferenca estatisticamente significativa, apresentando apenas uma
tendéncia na diminuicdo dos mesmos (p>0,05). No pds-tratamento houve uma
diferenca estatisticamente significativa, com uma reducéo de 74% (p<0,05) dos danos
causados pelo MMS.

Em relagdo ao grupo que recebeu o pré-tratamento com GR na dose de
1000mg/kg (Figura 2C), foi observado uma redugéo de apenas 31% dos danos
causados pelo MMS, nao apresentando diferenca estatisticamente significante

(p>0,05). J4, no pobs-tratamento foram encontradas diferencas estatisticamente
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significativas em relacdo a redugéo dos danos, demonstrando uma reducéo de 93%
(p<0,05) dos danos causados pelo MMS (Figura 2C).

MMS Pré e Pos-Tratamento
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Figura 2. Danos em DNA avaliados através do parametroTail Intensity (%) no Ensaio Cometa em
sangue total periférico de camundongos tratados com metil metanosulfonato (MMS) e pré ou pos-
tratados com geleia real (GR). A:150mg/kg; B: 300mg/kg; C: 1000mg/kg. Os dados estdo expressos
como média + desvio padrdo (n=6 animais por grupo). "Valores estatisticamente significativos (p<0,05,
Mann-Whitney Test).
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Com o intuito de verificar se existia uma correlacao entre o dano ao DNA
causado pelo MMS (Omg/kg de GR) e as trés doses de GR (150mg/kg, 300mg/kg e

1000mg/kg) no pré e/ou pos-tratamento, foi aplicado o teste de correlacdo de Pearson
com regressao linear (Figura 3).
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Figura 3. Representa¢des graficas da correlacéo de Pearson e regresséo linear entre os danos
no DNA do metil metanosulfonato (MMS) e pré ou pés-tratamento com geleia real (m/kg) medidos
pelo parédmetro de Tail Intensity (%) (n=6 animais por grupo).

No primeiro grafico (Figura 3A) é possivel observar que ndo houve
correlacao entre as doses no pré-tratamento e o dano no DNA. Ja no pos-tratamento
(Figura 3 B) houve uma correlagéo negativa, onde a melhor dose foi a de 1000mg/kg,

pois a medida que a dose aumentava diminuia o dano no DNA (p<0,05).

5.3 MUTAGENICIDADE DA GELEIA REAL

O teste de micronucleos avaliou se o consumo de GR promove efeitos
mutagénicos nos camundongos. A tabela 3 apresenta os resultados deste ensaio nos
grupos controle, agua, MMS 40mg/kg, GR (150mg/kg, 300mg/kg e 1000mg/kg).
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Tabela 3. Nimero de eritrécitos policromaticos micronucleados (EPCMn) observados nas amostras de
medula 6ssea de camundongos suplementados com Geleia Real em diferentes doses e administragédo
de Metil metanosulfonato (MMS) via intraperitoneal.

Tratamento EPCMn EPC/ENC

Agua 0,33+0,51 0,55+ 0,01
MMS 40mg/kg 9,00 + 4,00 0,54 + 0,04
GR 150 mg/kg 0,50 + 0,83% 0,54 + 0,01
GR 300 mg/kg 0,33 £ 0,51# 0,55 +0,03
GR 1000 mg/kg 0,50 + 0,82* 0,53+ 0,03

Foram analisadas 1000 células por amostra e estdo demonstradas na tabela como média + desvio padrao
da média (n=6 animais por grupo). * Diferenca significativa em relagdo ao grupo agua, p<0,05 (ANOVA
seguido pelo post hoc de Tukey). # Diferenga significativa em relagdo ao grupo MMS, p<0,05 (ANOVA
seguido pelo post hoc de Tukey).

Observa-se no teste de micronucleos em medula 6ssea de camundongos
gue, 0s animais que receberam apenas o MMS tiveram aumentos estatisticamente
significativos (p<0,05) no numero de eritrécitos policrométicos micronucleados em
relacdo ao grupo agua e as demais doses de GR (p<0,05) (tabela 3).

Em relacédo a proporcdo de EPC/ENC, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos, demonstrando que a producdo de
eritrocitos esta ocorrendo normalmente na medula Ossea, sem indicios de

citotoxicidade (Tabela 3).

5.4 ANTIMUTAGENICIDADE DA GELEIA REAL

O teste de micronucleos avaliou se a suplementacdo com GR nas
diferentes doses utilizadas neste experimento foi capaz de proteger dos efeitos
mutagénicos induzidos pelo agente alquilante MMS. A tabela 4, apresenta 0s

resultados do pré-tratamento encontrados neste teste.
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Tabela 4. Numero de eritrdcitos policromaticos micronucleados (EPCMn) observados
nas amostras de medula éssea de camundongos que receberam pré-tratamento com Geleia
Real em diferentes doses e administragdo de Metil metanosulfonato (MMS) via intraperitoneal.

Tratamento EPCMn EPC/ENC
MMS 40mg/kg 9,00 + 4,0 0,54 + 0,04
GR 150 mg/kg + MMS 40mg/kg 2,16 +1,94° 0,54+ 0,01
GR 300 mg/kg + MMS 40mg/kg 4,50 + 2,25" 0,56 + 0,02
GR 1000 mg/kg + MMS 40mglkg 4,00 + 1,72° 0,54 + 0,02

Foram analisadas 1000 células por amostra e estdo demonstradas na tabela como média * desvio padrédo
da média (n=6 animais por grupo). *Diferenca significativa em relagdo ao grupo MMS, p<0,05 (ANOVA
seguido pelo post hoc de Tukey).

Observa-se uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre os
grupos que receberam GR como pré-tratamento ao MMS, observando uma diminuicao
do numero de eritrocitos policromaticos micronucleados em relacao as doses de 150,
300 e 1000mg/kg (tabela 4).

A tabela 5 demonstra os resultados da GR nas diferentes doses no pés-
tratamento a administracdo de MMS. Observa-se que ocorreu uma diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo MMS, uma vez que houve

uma diminui¢cdo do nimero de eritrécitos policromaticos micronucleados (tabela 5).

Tabela 5. Nimero de eritrdcitos policromaticos micronucleados (EPCMn) observados nas amostras de
medula 6ssea de camundongos que receberam pds-tratamento com Geleia Real em diferentes doses
e administracdo de Metil metanosulfonato (MMS) via intraperitoneal.

Tratamento EPCMn EPC/ENC

MMS 40mg/kg 9,00 +4,0 0,54 + 0,04
MMS 40mg/kg + GR 150 mg/kg 1,16 + 1,94 0,54+0,01
MMS 40mg/kg + GR 300 mg/kg 1,16 + 2,25 0,56 + 0,02
MMS 40mg/kg + GR 1000 mg/kg 0,83+1,72" 0,55+ 0,02

Foram analisadas 1000 células por amostra e estdo demonstradas na tabela como média * desvio padrao
da média (n=6 animais por grupo). *Diferenca significativa em relacao ao grupo MMS, p<0,05 (ANOVA
seguido pelo post hoc de Tukey).

Por fim, foram aplicados testes para analisar uma possivel associacao
entre o numero de MN em EPC nos animais tratados com MMS e pré ou pés-tratados
com GR nas doses de 150mg/kg, 300mg/kg e 1000mg/kg.
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Figura 4.Representactes graficas da correlagdo de Pearson e regressao linear entre o nimero
de micronucleos em EPC (eritrocitos policrométicos) do metil metanosulfonato (MMS) e pré ou
pos-tratamento com geleia real (m/kg) medidos pelo (%) (n=6 animais)

Desta forma, os testes representados pela figura 4, mostram que, de
acordo com o primeiro gréafico (Figura 4 A) ndo houve diferenca significativa no pré-
tratamento com GR e a formacé&o de microndcleos pelo MMS. Ja na Figura 4B, houve
uma correlagdo negativa no pés-tratamento com GR em relacdo aos danos causados
pelo MMS uma vez que quanto maior a dose de GR (1000mg/kg), menor o numero de
micronucleos nos eritrécitos policromaticos (p<0,05).

Estes dados corroboram com os dados encontrados no teste cometa,
demonstrando que a GR no pds-tratamento apresenta melhores resultados de

diminuicdo de danos no DNA, pois quanto maior a dose, menor foi 0 dano observado.
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6. DISCUSSAO

De acordo com Kocot et al. (2018), os produtos produzidos pelas abelhas
de modo geral apresentam grandes quantidades de antioxidantes que sdo capazes
de combater os efeitos causados pelo estresse oxidativo na patogénese de muitas
doencas, em especial a GR. Ainda segundo Alu'datt et al. (2018), a GR apresenta
nutrientes e compostos bioativos com grande potencial de acdo em atividades
biologicas e farmacéuticas, sendo as proteinas, peptideos, lipidios, compostos
fendlicos e flavanoides os principais compostos bioativos responséaveis pelas fungdes
terapéuticas da GR.

A geleia real vem sendo pesquisada em virtude do seu papel fundamental
na colmeia, uma vez que este “superalimento” & essencial para o desenvolvimento
larval e para a reproducéo de rainhas em col6nias de abelhas através do metabolismo
de acucares, lipideos e proteinas (Fratini et al., 2016; Ahmad et al., 2020).

A GR é uma substancia rica em nutrientes, devido as propriedades
biolégicas excepcionais, vem sendo utilizada nas industrias farmacéuticas, de
alimentos e de cosméticos. Varios estudos atestam que a GR possui propriedades
antienvelhecimento, antibacteriana, anti-fadiga, anti-inflamatéria, antioxidante,
antitumoral, antidiabético e antimutagénica, atribuidas principalmente aos
componentes bioativos que ela apresenta (Ramanathan, et al., 2018). Além disso,
Ramadan e Al-Ghamdi, (2012) e Khazaei et al. (2017) também descreveram suas
diferentes propriedades medicinais relacionadas ao aumento da atividade imune e
melhora na infertilidade.

A atividade antioxidante e a poténcia contra radicais livres foram relatadas
em Varios estudos. A acdo antioxidante esta relacionada ao acido graxo 10-hidroxi-2-
decendico- (HDEA), composto identificado somente na composi¢ao da geleia real, ndo
sendo encontrado em nenhum outro produto melifero (Silici et al. 2009-2011; Kocot et
al, 2018). Pesquisas sugerem que a combinacdo de agentes antioxidantes com
medicamentos sabidamente genotoxicos pode ser uma forma de abordagem para
diminuir os efeitos colaterais dos mesmos (Khazaei et al., 2020). Neste cenario,
estudos recentes sobre a GR, vém despertando um grande interesse da comunidade
cientifica nos Ultimos anos, uma vez que evidéncias cientificas tém demonstrado que
a GR é um recurso potencialmente valioso, com propriedades potenciais de saude

para seres humanos.
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No presente trabalho, camundongos Swiss machos foram suplementados
com geleia real liofilizada nas doses de 150mg/kg, 300mg/kg e 1000mg/kg afim de
avaliar a capacidade antigenotoxica/antimutagénica da geleia real, em diferentes
doses, frente a um agente alquilante sabidamente mutagénico como o metil
metanosulfonato (MMS).

Para avaliar a capacidade genotoxica/ antigenotdxica das diferentes doses
de geleia real testadas neste estudo utilizamos o0 ensaio cometa em sangue periférico
de camundongos. Esta técnica € amplamente utilizada para a deteccao de efeitos
genotdxicos/antigenotoxicos de substancias naturais, e comumente encontrado na
literatura. A técnica do ensaio cometa alcalino (pH>13) que utilizamos, é flexivel e
pode ser usada para avaliar varios tipos de danos no DNA, como para detectar
guebras de fita simples e dupla, sitio alcali-labeis e liga¢des cruzadas entre DNA-DNA
e DNA-proteina (Liao et al., 2009).

Nos experimentos executados neste estudo para a andlise da
genotoxicidade pelo ensaio cometa, a geleia real causou baixos indices de danos nas
células sanguineas dos animais tratados. Os valores foram semelhantes ao grupo
controle negativo e bem abaixo dos valores encontrados no grupo controle positivo.
Esses resultados demonstram que a geleia real, administrada nas doses de
150mg/kg, 300mg/kg e 1000mg/kg, ndo exerce atividade genotoxica.

Resultados semelhantes foram citados por Cavusogl et al. (2009), que ao
avaliar papel protetor da geleia real na genotoxicidade e estresse oxidativo induzido
por cadmio em camundongos, mostraram que nenhuma das concentracdes utilizadas
(100 e 250mg/kg) foi genotoxica quando avaliadas através do teste do micronucleo
(MN) em eritrocitos e células esfoliadas da mucosa bucal, bem como no teste de
aberracdes cromossdmicas (CA) em medula 6ssea de roedores.

A GR indica um efeito protetor contra a genotoxicidade induzida por
doxorrubicina (DOX) em linfocitos humanos e um mecanismo de protecao
provavelmente mediado por atividades antienvelhecimento, anti-apoptética e
antioxidante de GR (Jenkhetkan et al., 2018).

Para avaliagdo do potencial antigenotoxico da GR nas respectivas doses
testadas neste estudo, foi utilizado um agente alquilante, o MMS. O Metil
Metanosulfonato (MMS) € um agente mutagénico de acao direta que metila regides
nucleofilicas do DNA. A genotoxicidade deste agente é medida por modificaces de

base, estas enfraquecem as ligagcdes N-glicosidicas, resultando na depurinacao/
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depirimidinacao das fitas de DNA, favorecendo de tal forma o surgimento de sitios
alcali-labeis (sitios AP). A remocdao destes sitios AP pelas AP endonucleases cliva o
DNA adjacente a esses sitios, gerando consequentemente quebras nas moléculas de
DNA (Lundin et al., 2005; Boiteux e Guillet, 2004).

Nos experimentos executados neste estudo para as avaliagbes de
antigenotoxicidade, os resultados demonstraram uma redug¢ao nos parametros de Tall
Intensity (%) induzidos pelo MMS em todas as doses de GR. No que se refere ao pre-
tratamento com GR de 150mg/kg, observou-se uma reducdo estatisticamente
significativa de 42% dos danos ao DNA causados pelo MMS. Os outros grupos
apresentaram reducgdes de 52% no grupo 300mg/kg e 31% no grupo 1000mg/kg,
porém sem significancia estatistica.

Quando avaliamos a capacidade de modulacdo dos danos no pos-
tratamento com a GR nas doses de 150mg/kg, 300mg/kg e 1000mg/kg foi observado
uma maior reducdo de danos quando comparado ao pré-tratamento. Foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas em relacdo a reducdo dos
danos que chegaram a reducdes de até 93% na dose de 1000mg/kg em relacédo aos
danos causados pelo MMS.

Alguns autores jA demonstraram a capacidade de reducdo do dano em
DNA da GR. Silici et al. (2009) administraram doses de 50 e 100 mg/kg de GR em
ratos tratados com 7 mg/kg de cisplatina (CDDP) a fim de avaliar o efeito protetor da
GR sobre parametros espermaticos e de estresse oxidativo. Os pesquisadores
observaram que a administracdo de GR em ratos tratados com CDDP promoveu um
aumento nas atividades da SOD, CAT e GPx e diminui¢do dos niveis de MDA no
tecido testicular. Os resultados também demonstraram que a CDDP levou a
alteracdes histologicas significativas que foram diminuidas pela GR.

Os resultados acima citados apontam para a acdo da GR aumentando
enzimas antioxidantes, tanto em condi¢des fisiolégicas normais, quanto frente ao
estresse oxidativo causado por agentes alquilantes. De acordo com os dados
apresentados por Silici et al. (2009), o aumento da atividade enzimatica se torna maior
a medida que a dose de GR aumenta.

Dados da literatura de fato afirmam o efeito antioxidante da GR. Segundo
Cavusogl et al. (2009) por exemplo, a GR pode reverter a genotoxicidade e o estresse
oxidativo induzido por cadmio em camundongos, o que melhora o status antioxidante

via glutationa (GSH) e reduz a producdo de malondialdeido (MDA). Resultados



33

semelhantes foram encontrados por Karadeniz et al. (2011), onde ratos expostos a
cisplatina e tetracloreto de carbono e & administracdo de uma dose oral Unica de GR
(300 mg/kg) por 15 dias consecutivos pode diminuir os danos do estresse oxidativo
no figado e no tecido renal avaliados através da diminuicdo da producdo de MDA e
do aumento da concentragdo de enzimas antioxidantes celulares, como SOD, CAT,
GR e GPx. Também os niveis séricos de creatinina em ratos que receberam a
administracdo de GR antes do tratamento com CDDP foram significativamente
menores (p <0,05) do que aqueles nos animais que receberam a cisplatina
isoladamente (3,15 = 0,50 mg/dl). Recentemente, foi demonstrado que a GR pode
atuar revertendo a genotoxicidade e a nefrotoxicidade da toxicidade hepatica
induzidas por tetracloreto de carbono, cadmio e paracetamol, respectivamente
(Cemek et al., 2010; Cavusogl et al. 2009; Kanbur et al., 2009)

Alguns compostos, conhecidos como antimutagénicos, sdo capazes de
diminuir ou mesmo remover os efeitos mutagénicos de produtos quimicos
potencialmente perigosos. Dois processos principais classificam os mecanismos de
acdo dos agentes antimutagénicos: desmutagénese e bio-antimutagénese. A
Desmutagénese sdo agentes protetores capazes de inativar agentes mutagénicos
antes que eles atinjam o DNA. Por outro lado, na bio-antimutagénese ocorre a atuagao
dos antimutagénicos sobre o processo que leva a inducao de danos. Esses compostos
sdo capazes de influenciar no reparo de lesdes causadas no DNA. De acordo com o
mecanismo de acdo dos antimutagénicos, varias classes de compostos podem ser
distinguidas, como atividade antioxidante, compostos que inibem a ativacdo de
mutagénicos, e compostos caracterizados com varios modos de acdo (Kada et al.,
1982; De Flora, 1998).

Independente do sistema-teste, agentes antimutagénicos usados no pré-
tratamento podem atuar como desmutagénicos, e sugere-se que no pos-tratamento
estes agentes antimutagénicos atuem pelo mecanismo de bio-antimutagénese,
estando este relacionado ao processo de reparo (Kada et al., 1982). Nossa hipotese
€ de que a GR utilizada no pré-tratamento possa ter atuado capturando os agentes
alquilantes ou mesmo, té-los inativados, ocorrendo o processo de desmutagénese.
Outra hipotese € de que a GR, utilizada no pds-tratamento, possa ter induzido algumas
enzimas, as quais atuaram como inativadoras metabdlicas dos processos
mutagénicos, tendo ocorrido a diminuicdo dos danos pelo mecanismo de bio-

antimutagénese, reparando os danos que ocorreram no DNA.
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Um outro teste utilizado neste trabalho para analise de instabilidade
gendmica, o teste de micronicleos em medula déssea de camundongos, que
providencia uma estimativa da quantidade de muta¢cdes cromossémicas induzidas
através de eventos de clastogénese e aneugénese (Krishna e Hayashi, 2000). Da
mesma forma que no ensaio cometa, analisando resultados sobre a formacao de
microndcleos em medula 6éssea de camundongos, 0s animais que receberam apenas
o MMS tiveram aumentos estatisticamente significativos no niumero de eritrocitos
policromaticos micronucleados em relacdo ao grupo que recebeu apenas agua. Em
relacéo a proporcao de EPC/ENC, nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos, demonstrando que a producdo de eritrocitos esta
ocorrendo normalmente na medula 6ssea, sem indicios de citotoxicidade. Isso se
justifica, pois, 0 MMS é um agente alquilante do DNA, que tem sido usado por muitos
anos como um agente danificador do mesmo, induzindo danos de maneira direta, uma
vez que este composto metila regides nucleofilicas do DNA (Lundin et al., 2005).

Quando avaliamos a acdo o agente mutagénico e a GR no no pré-
tratamento ndo houve diferenca significativa na formacgéo de micronucleos pelo MMS,
ja no pés-tratamento com GR em relacdo aos danos causados pelo MMS, observamos
uma reducdo de eritrocitos policrométicos micronucleados (EPCMn) nos grupos
suplementados com GR, mostrando que a GR atua como protetora celular, uma vez
gue auxiliou na protecdo contra os danos ocasionados pelo MMS. Estes achados
estdo de acordo com os de Galaly et al. (2014) que investigaram os possiveis efeitos
protetores da GR nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg contra anormalidades
cromossémicas em células da medula éssea e alteracdes histolégicas no tecido renal
de camundongos induzidas pelo acido valpréico (VPA). Os pesquisadores observaram
gue a administracdo da GR combinada com o VPA levou a diminui¢do das alteracdes
histoldgicas nos tecidos renais, reducéo significativa de aberracées cromossémicas e
uma elevagéo do indice mitotico.

Em relacdo a suplementacdo com GR nas diferentes doses utilizadas neste
experimento pode-se observar que a mesma foi capaz de proteger o material genético
dos efeitos mutagénicos induzidos pelo agente alquilante MMS. No entanto, nossos
resultados mostraram que ndo houve uma associagao positiva e significativa entre as
doses de GR no pré-tratamento com o nimero de células micronucleadas. Ja no pos-
tratamento, foi possivel observar uma correlagdo significativa mostrando que

conforme a dose de GR aumentava, menor era o numero de micronlcleos nos
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eritrocitos policromaticos. Estes dados corroboram com os dados encontrados no
teste cometa, demonstrando que a GR no pos-tratamento foi mais efetiva na
reparacao e diminuicdo dos danos em DNA.

Achados semelhantes foram descritos por Pourmoradian et al. (2014),
onde a administracdo de 1000mg/dia de geleia real durante 8 semanas em mulheres
diabéticas do tipo 2 (DMT2) levou a uma diminuicdo da glicemia de jejum,
hemoglobina glicada e formacéo de MDA, sugerindo que a mesma é benéfica durante
o DMT2. Além disso, as suplementacdes diminuiram estresse oxidativo através da
melhoria dos niveis de MDA, atividades da SOD e GSH-PX nos eritrécitos. Os autores
do estudo ainda descrevem que altas doses de suplementacdo de GR em pacientes
diabéticos sdo necessarias para obter resultados mais precisos.

Outro estudo realizado por Araki et al. (2018) com 33 pacientes que
apresentavam cancer de células renais (CCR) avancado, designados para realizar
uma terapia com Inibidores de tirosina quinase (TKI) e GR na dose de 900mg/kg,
demonstrou que o ensaio clinico com GR exerceu efeitos protetores contra fadiga e
anorexia induzidas por TKI e diminuiu a reducao ou descontinuacdo da dose de TKI,
sendo a GR benéfica em manter a qualidade de vida e a adesdo a medicagdo em
pacientes com CCR tratados com TKI.

Da mesma forma, Malekinejad et al. (2016) descreveram que a
administracdo de geleia real de uma maneira dose-dependente resultou em um
aumento significativo na capacidade antioxidante total reduzida pelo paclitaxel. No
estudo a GR foi capaz de reduzir os niveis de malondialdeido e 6xido nitrico no
coracdo induzido pela administracdo de paclitaxel, sugerindo que o efeito
cardioprotetor da geleia real pode estar relacionado a supressdo do estresse
oxidativo. Nosso estudo também observou que a administracdo de doses altas,
principalmente na forma de pés-tratamento a um dano genotéxico, apresenta acao
antigenotoxica e antimutagénica, apresentando também uma correlacdo dose-
resposta, principalmente no pés-tratamento. Embora ainda sejam necessarios muitos
estudos, acreditamos que a GR seja uma ferramenta potencial para aplicagdes
clinicas na melhoria da qualidade de vida e do progndstico de pacientes tratados com
terapias anticancer.

Nossos resultados demonstraram que a administracdo de GR,
independente da dose, ndo apresentou agédo genotoxica. Além disso, em relagéo a

acao antigenotoxica num modelo de pré-tratamento, a melhor dose foi a dose de
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150mg/kg. Ja no pés-tratamento, todas as doses apresentaram reducdo dos danos
causados no DNA, sendo a dose de 1000mg/kg a melhor, pois a medida que a dose
aumentava diminuia o dano no DNA. Além disso, a GR também néo apresentou acao
mutagénica quando observamos 0s grupos que ingeriram GR nas trés doses. No
entanto, a mesma apresentou uma diferenca estatisticamente significativa em relacao
ao grupo que recebeu o MMS, ocorrendo uma diminuicdo no nimero de eritrécitos
policromaticos micronucleados e demonstrando sua capacidade antimutagénica. E da
mesma forma, no ensaio de antimutagénese, a GR apresentou uma correlacdo

significativa em relagéo a aumento de dose x diminui¢gdo do dano.
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7. CONCLUSAO

Em conclusao, nossos resultados demonstraram que a administracdo de
GR é eficaz na protecdo e na reversdo dos danos causados pelo agente alquilante
MMS. Com isso, pode-se sugerir que a GR ndo apresenta acdo genotoxica e
mutagénica, e a administracdo de doses altas, principalmente na forma de pos-
tratamento a um dano genotoxico, apresenta acdo antigenotoxica e antimutagénica,
apresentando ainda uma correlacéo dose-resposta no pés-tratamento.

O uso de compostos bioativos como a GR nas aplicagdes clinicas ainda
ndo é amplamente difundido, portanto, mais evidéncias sdo necessarias para provar
sua total seguranca e qualidade necessaria para alcancar todos os beneficios
promissores a saude. Dessa forma sdo necesséarias mais experiéncias in vivo e em
ensaios clinicos em humanos para se avaliar o0s mecanismos moleculares envolvidos
e estabelecer de fato sua eficacia. Como perspectivas futuras, seria de grande valia

avaliar a acdo destas doses em outras patologias.
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9.1 ANEXO A — CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA DE USO DOS

ANIMAIS (CEUA)

¥ CEUA (¢

CORITE O A G LD DE ANIRAIS

CERTIFICADD

Certificames gue o projeto abaimo especificado, que envoive a produge, manutencio ou wilizagio
gde animais perencentes a0 filo Chordata, subfilo Veriebrata (exceio humanos), para fins de
pesquisa dentifica (ou ensing) - encontra-se de acordo com oS preceitos da Lei n® 11,734, de B de
outubrg de 2004, do Decreto n® G.368, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Macional de Controle de Experimentacac Animal [COMCEA), e foi APROVADD pelo

Comité de Etica no Uso de Animais — CEUAUNESE. em reunido de 1203209

Influencia do uso de geleia real sobre a genolowicidade induzida por

Titulo do projeto nie alguilante em carmun 0s.
ect fille Influence of the use o moyal jely on the genoiomcty mduced Dy Akyamng
Project agent in mice.
Numero do protocolo =
Prodooot number 07020182 wersao 2
Pesquisador principal
Principal | figat Vanessa Morass de Andrade
Pesguisadores . . - L. . ar
R Marina Lummerz Magenis, Adriani Paganini Damiani, Natalia Rossa.
Finalidade { ) Ensino { X ) Pesguisa Cientifica

Wgﬂmdﬂmtﬂ'ﬂgﬁn 180472012 a 170452010
Espécielinhagemiaca | Camundonge isogénico/Swiss

Mo de animais 4
|dacePeso B0 dias/20-35g
Género Mascuing
Origem Bictério UNESC

The Ethics Commitiee on Animal Use on Research, sanctioned by the resclution mumber
02017/ amara Propex, in accordance with federal law number 11.724008, has analyzed the Project
that was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of the original version of
this project must be previowshy submitied to e Commities for further analyzes.
May you have further quesiions, please contact us by e-mail ceuaiunese.net.

et A b, Cricioma, 12 de Margo oe 2019,
Samira d¢a Siva Valvassor
Coomenagora do CEUA
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