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Abstract

Simarouba versicolor belongs to Simaroubaceae family, it has been used in folk medicine and has
extensive proven biological activity. However, histopaldgicos studies in the reproductive organs are scarce. This
study aimed to evaluate the effect of ethanol extract of S. versicolor (Sv-EtOH) at doses 10, 20, 40 mg / kg in the
uterine epithelium after 30 days of treatment. After euthanasia, the uteri were removed, fixed in 10% buffered
formalin. Followed by dehydration with alcohol (70-100%), cleared in xylene, subjected to impregnation and
inclusion in paraffin. Cut thickness of 5.0 um and subsequently submitted to hematoxylin-eosin and examined
under a microscope. The results showed eosinophilic inflammatory infiltrate of medium intensity reaching the
muscle layer. The highest dose showed changes of the endometrium, epithelium with increased with 100%
eosinophil infiltrate the lamina propria of moderately severe intensity and mucosal epithelial cell swelling.
Keywords: Simarouba versicolor, wistar rats, Histopathology.
Palavras-chave: Simarouba versicolor, ratas wistar, histopatologico.

Introducao

A validagdo cientifica dos fitoterapicos ¢ uma ectapa inicial obrigatoria para a utilizagdo correta de
plantas medicinais ou de seus compostos ativos. A total aceitacdo de drogas derivadas de plantas e a fitoterapia
da medicina cientifica s6 ocorrera se esses produtos cumprirem os mesmos critérios de eficacia, seguranga e
controle de qualidade que os produtos sintéticos (Rates, 2001). Os produtos derivados de plantas devem ter
eficacia e seguranca avaliadas e confirmadas, assim como deve ser garantida que sua administracdo a
organismos vivos ocorra sem riscos para a saude, por meio de estudos de toxicidade pré-clinica (Camurca-
Vasconcelos et al., 2005; Hollenbach, 2008). Dentre essas plantas de uso popular destaca-se a Simarouba
versicolor, da familia Simaroubaceae, que € uma das plantas que tem sido usada na medicina popular, como
espécie brasileira que tem propriedades semelhantes a Cascara amarga (Simarouba amara) (Grieve, 2001). De
fato, observa-se que plantas do género Simarouba, especialmente da espécie S. versicolor, possuem ampla
atividade bioldgica comprovada. Entretanto, os estudos histopaldgicos nos 6rgéos reprodutivos de animais que
fazem o uso continuo desta planta sdo escassos na literatura cientifica atual. Dentro desta perspectiva o presente
estudo teve como objetivo avaliar o efeito do extrato etandlico da S. versicolor no epitélio uterino durante 30
dias de tratamento.

Material e Métodos

Foram utilizadas 32 ratas Wistar, fornecidos pelo Biotério de Manuten¢do de Animais destinados a
Experimentacdo (BIOMADEX) do Laboratorio de Ciéncias Fisiologicas do Departamento de Morfofisiologia
Veterinaria (DMV) do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal do Piaui. Os animais foram
mantidos em gaiolas-padrdo, a uma temperatura controlada (24 £ 1°C) com um ciclo de 12 h claro/escuro, tendo
livre acesso a agua e ragdo. Foram distribuidas em 4 grupos de 8 animais, tratadas uma vez ao dia por via oral,
em horarios fixos com o Sv-EtOH nas doses 10, 20, 40 mg/kg e um grupo controle. Apds os procedimentos
experimentais, os animais foram eutanasiados com sobredose de tiopental sodico (100 mg/kg, i.p.). Os uteros
foram retirados, fixados em solug¢do de formol tamponado a 10% para posterior processamento histopatologico.
Fez-se a desidratagdo com séries crescentes de alcool (70 a 100%), diafanizadas em xilol, submetidas a
impregnagdo e inclusdo em parafina. Em micrétomo, os fragmentos tissulares foram cortados em espessura de

5,0 um e subsequentemente submetidos a coloragdo hematoxilina-eosina ¢ examinados ao microscopio de luz
(Bacha; Wood 1990).
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Resultados e Discussao

Os resultados obtidos com a analise histopalogica do epitélio uterino dos animais tratados durante 30
dias demonstram infiltrado inflamatoério eosinofilico de intensidade média atingindo a camada muscular (Tabela
1). No entanto, os animais tratados com 10 e 20 mg/kg do Sv-EtOH apresentaram 60% e 50%, respectivamente
de infiltrado eosinofilico, sendo que a dose de 40 mg/kg induziu em 100% a formag@o do infiltrado eosinofilico
da lamina propria de intensidade moderadamente severa e tumefagdo de células do epitélio da mucosa. O
conhecimento dos efeitos hormonais sobre o epitélio cervical ainda ¢ limitado, Valente e Sasso (1992),
estudando o colo uterino de ratas, observaram que a propor¢ao de fibras coldgenas e infiltrado de eosinéfilos na
lamina propria era maiores na fase de estro (apds pico hormonal de estrégeno) em comparagéo a dietro. Ramos
et al.(2002) referem que os aspectos morfologicos uterinos estdo diretamente relacionados aos niveis de
receptores de estrogenos e de progesterona. No entanto, analisando os cortes histologicos dos tteros dos animais
tratados, observamos que os animais tratados apresentou epitélio cilindrico simples, intensamente infiltrado por
leucocitos no canal endocervical e epitélio estratificado pavimentoso ndo queratinizado e alta concentragdo de
eosinodfilos. Ha também um aumento acentuado dos epitélios. Os animais tratados com controle tanto no epitélio
endocevical quanto o ectocervical pouco desenvolvido em relagdo aos tratados com Sv-EtOH. Os animais
tratados com controle o epitélio cilindrico simples apresentou pouca infiltragdo leucocitaria e baixa concetragiao
de eosinofilos e pouco desenvolvimento dos epitélios quando comparados com os animais tratados Sv-EtOH (10,
20, 40 mg/kg). A analise dos achados dos achados histologicos demonstrou que o endométrio foi afetado pelos
tratamentos. No entanto os animais tratados com o extrato houve aumento dos epitélios uterinos, corroborando
com o resultado da atividade antiestrogénica do Sv-EtOH.(Oliveira, 2016).

Tabela 1. Avaliacdo histopatologica dos animais tratado com Sv-EtOH durante o periodo de 30 dias, comparadas
com o controle.

N Grupos Histopatologia do Utero Percentual (%)
8  Controle (ad + DMSO0) Normal 100
8  Sy-EtOH 10 mg/kg Infiltrado inflamatorio eosinofilico da lamina 41

propria e camada muscular

Infiltrado eosinofilico de intensidade moderada

atingindo a camada muscular

Infiltrado eosinofilico da ldmina propria de

8  Sv-EtOH 40 mg/kg intensidade moderadamente severa e tumefacao 100
de células do epitélio da mucosa

Ad: agua destilada; DMSO: dimetilsulfoxido.

8  Sv-EtOH 20 mg/kg 45

Conclusio

O Sv-EtOH com a maior dose demonstrou alteragdo do endométrio, com aumento dos epitélios com
100% de infiltrado eosinofilico da lamina propria de intensidade moderadamente severa e tumefacdo de células
do epitélio da mucosa, indicando que mais estudos voltados para reprodugdo deverdo ser realizados com
Simarouba versicolor.
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Abstract

The Richeria grandis known is for its aphrodisiac properties and due to its wide empiric use well as the
lack of gender Richeria studies the objective of this study was to evaluate the androgenic and anti-androgenic
activity of this plant. They were used in this study 64 male Wistar rats, castrated, divided into eight groups. The
groups for the study of androgen activity were treated with boiling water over corn R. grandis ethanolic extract
oil at doses of 75, 150 and 300 mg / kg and groups of antiandrogenic activity received corn oil, distilled water
and ethanol extract at doses of 75, 150 and 300 mg / kg associated with testosterone. It was found that the
ethanol extract of R. grandis in the tested doses did not differ statistically from the negative and positive controls
did not thus demonstrating androgenic activity or antiandrogenic.
Keywords: Richeria grandis, ethanolic extract, androgenic/antiandrogenic.
Palavras-chave: Richeria grandis, extrato etanolico, androgénica/anti-androgénica .

Introducao

A flora brasileira apresenta uma grande diversidade de espécies, estimativas apontam que o0s
ecossistemas do Brasil compreendem 22% de todas as espécies bioldgicas do mundo, sendo que apenas a
Floresta Amazonica constitui-se como reservatdrio de pelo menos 55 mil espécies de plantas, o que torna
evidente a importancia do Brasil quanto ao patrimonio de recursos bioldgicos (Marques,2000). As plantas
medicinais se tornaram importante fonte de novos medicamentos. Mais de 70.000 espécies ja foram catalogadas
como detentoras de propriedades terap€uticas (Hawkins, 2008), sendo fontes de substincias quimicas essenciais
para a humanidade.

Nesse contexto, a Richeria grandis, uma espécie vegetal pertencente a familia Phyllanthaceae, comum
em florestas de altitude em partes do Caribe e América do Sul (Strong,2012), conhecida pelas suas propriedades
afrodisiacas (Winer,2009), mostrou-se uma espécie interessante para estudos que comprovem sua atividade
androgénica e antiandrogénica em ratos Wistar castrados.

Material e Métodos

A Richeria grandis foi coletada no Estado do Maranhdo, no municipio de Timon a 05° 05 39” S de
latitude e 42° 50' 12" W de longitude, e identificada pelo Herbario Graziela Barroso da UFPI. O material
botanico foi cortado e submetido a secagem em estufa de circulacdo forcada de ar durante quatro dias a uma
temperatura maxima de 45° C (+1). Apos esta etapa, o material foi triturado em moinho de facas tipo Willis,
obtendo-se um po que foi acondicionado em um frasco de vidro dmbar hermeticamente fechado e identificado,
onde permaneceu até o momento do preparo dos extratos.

O extrato etandlico (EE) foi obtido colocando-se 500g da matéria vegetal em etanol PA, durante cinco
dias em temperatura ambiente num processo de maceracdo a frio. A seguir foi filtrado e apds quatro extra¢des
sucessivas foi homogeneizado, e colocado no evaporador rotativo a 45° acoplado um banho termostatizado. Apos
este procedimento foi submetido a um processo de liofilizagdo para retirar a agua restante do extrato.

Para a realizacdo da atividade androgénica e antiandrogénica, foram utilizados 64 ratos Wistar,
divididos em 8 grupos com 8 animais(Quadro 1) A metodologia adotada foi de Hershberger et al. (1953), onde,
preliminarmente os animais foram anestesiados com associa¢ao de cetamina (90 mg/kg, i.p.) e xilazina (2 mg/kg,
i.p.) e em seguida submetidos a orquiectomia, sendo posteriormente deixados em repouso por 30 dias para
completa recuperagdo do processo cirurgico. Apés este periodo foram tratados durante sete dias consecutivos
com doses diferentes do EEtOH-RG 75,150 ¢ 300 mg/kg. Apds o tratamento foram eutanasiados com tiopental
sodico 100 mg/k (IP). Em seguida prostata e vesiculas seminais foram seccionados, pesadas e colocados em
frascos com formalina tamponada (solugdo de formol a 10%).
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Quadro 1. Distribui¢do de grupos experimentais para a avaliagdo da atividade androgénica e antiandrogénica.

N Grupos Posologias (veiculos) Vias de administra¢do
Controle Negativo .

8 (H,04 + 0.m.) 10 mL/kg - H20d + 1 mL/kg - o.m. v.0. + i.m.

8 EEtOH —RG 1 + o.m. 75 mg/kg + 1ml/Kg — o.m. v.0. + im.

8 EEtOH - RG 2 + o.m. 150 mg/kg + Iml/Kg — o.m. v.0. +1m.

8 EEtOH —RG 3 + o.m. 300 mg/kg + 1ml/Kg — o.m. v.0. + i.m.
Controle Positivo .

8 (H,04 + T) 10 mL/kg - H20d + 5000 pg/kg v.0. +1im.

8 EEtOH-RG 1+ T 75 mg/kg + 5000 pg/kg v.0. + i.m.

8 EEtOH-RG2+T 150 mg/kg + 5000 pg/kg v.0. + i.m.

8 EEtOH-RG3+T 300 mg/kg + 5000 pg/kg v.0. + i.m.

Propionato de Testosterona (T); dgua destilada (H20d)-veiculo de diluicdo do EEtOH-CI; 6leo de milho (o.m.)-
veiculo de dilui¢ao do Propionato de Testosterona; nimero de animais (n); via oral (v.0.); via intramuscular (i.m.).

Resultados e Discussao

A avaliacdo da atividade androgénica dos grupos tratados apenas com o extrato etandlico da Richeria
grandis nas doses de 75, 150 e 300 mg/kg associados ao 6leo de milho ndo provocou alteragdo no peso absoluto dos
orgaos vesicula seminal e prostata dos ratos Wistar castrados, em relagdo ao grupo Controle Negativo (Tab. 1).

Tabela 1. Resultado da atividade androgénica e antiandrogénica através da avaliagdo da massa da prostata e
vesicula seminal de ratos tratados com EEtOH-RG, nas doses de 75,150 e 300mg/kg comparados com os
grupos controle negativo (6leo de milho- 1ml/kg) e controle positivo (testosterona- 5000ug/kg).

Tratamentos Massa corporal (g) Prostata Vesicula seminal
Controle Negativo 342,075 + 38,305 0,021500 + 0,009° 0,069725 + 0,010°
EEtOH-RG 1+ o.m. 322,287 + 37,268 0,030813 + 0,005" 0,098075 + 0,014°
EEtOH-RG 2+ o.m. 337,725 + 24,261 0,020950 + 0,008" 0,086713 + 0,031°
EEtOH-RG 3+ o.m. 320,825 + 25,523 0,021000 + 0,011° 0,066338 + 0,011°
Controle Positivo 313,900 + 11,488 0,216563 + 0,028" 0,800813 + 0,109°
EEtOH-RG 1+ T 346,525 + 26,724 0,230075 + 0,052° 0,824400 + 0,107°
EEtOH-RG 2+ T 371,625 + 25,748 0,270275 + 0,036" 1,028238 +0,221°
EEtOH-RG 3+ T 345,475 + 46,600 0,281488 + 0,048" 0,910163 + 0,086°

Os valores representam a média + E.P.M. n= (8 animais/grupo). ANOVA One-way seguida do teste de Tuckey e
teste de Newman-Keuls vitro P < 0,05).

Por outro lado, no estudo da atividade antiandrogénica do grupo controle positivo e EEtOH-RG 1,2,3
associados a testosterona houve um aumento significativo da massa da vesicula seminal e da prostata dos
animais quando comparados com o grupo controle negativo, ,caracterizando assim o efeito da testosterona.

Conclusio

Concluiu-se que o extrato etanodlico da Richeria grandis Vahl. (Phyllanthaceae), nas doses testadas ndo
apresentou atividade androgénica e nem atividade antiandrogénica em ratos castrados, de acordo com a
metodologia utilizada.
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Abstract

It aimed to investigate the possible effects of the oral administration of the latex diluted of H. sucuuba
(LdHSs) on pregnancy in the female Swiss mice and evaluation of progeny. We used 54 female mice pregnant
women in the evaluation protocol gestational toxicity and progeny. Females received the LdHs by gavage during
8th to 12th day of gestation and during late pregnancy were euthanized for the observation of gestational
parameters and evaluation of the fetuses. None of LdHs doses interfered negatively on gestational parameters
investigated or ossification of fetuses, and also did not cause visceral malformations in the offspring. Therefore, the
tested doses of LdHs did not cause gestational toxicity in female mice as well as did not interfere in the progeny.
Keywords: janaguba, pregnancy, medicinal plants.
Palavras-chave: janaguba, gestagdo, plantas medicinais

Introducao

Dentre a tradi¢do de uso das plantas como medicinal, tem-se a H. sucuuba, que pertence a familia
Apocynaceae, e ¢ uma espécie vegetal encontrada na América do Sul e popularmente conhecida como sucuuba,
sucuba ou janaguba. Na regido norte do Brasil, seu latex é muito difundido na medicina popular e ¢ utilizado
como fungicida, antianémico e principalmente como antineoplasico (Barreto et al., 2007). No entanto, seu uso
popular ¢ indiscriminado pois ndo ha pesquisas que comprovem a sua ndo toxicidade gestacional. Portanto,
objetivou-se investigar os possiveis efeitos provocados pela administragdo oral do latex diluido de H. sucuuba
(LdHs) sobre a gestagdo em camundongos fémeas Swiss e avaliagdo da progénie.

Material e Métodos

O latex de H. sucuuba foi coletado na zona rural de Timon-Ma. A espécie foi identificada e depositada
sua exsicata no acervo do Herbario Graziela Barroso (TEPB/UFPI). O latex coletado foi diluido a uma
concentragdo de 40 mg/ml. Foram utilizados 54 camundongos fémeas gestantes distribuidas aleatoriamente em 4
grupos experimentais. Os animais do grupo controle receberam agua destilada e trés grupos de animais
receberam por via gavagem o LdHs, nas doses 25, 50 e 100 mg/kg, do 8° ao 12° dia de gestagdo, periodo de
organogénese da espécie. No 18° dia de gestagdo os animais foram eutanasiados por sobredose de anestésicos
(Tiopental sodico 100mg/kg + mesmo volume de lidocaina a 10%) e em seguida, foi realizada a laparotomia. O
utero com fetos foi removido e pesado. O contetido uterino das fémeas foi analisado, verificando-se o peso fetal,
placentario, utero gravidico e do utero vazio, quantidade de filhotes e de placentas. Desse modo, foi calculado o
indice placentario (peso placentario/ peso fetal). Apds pesagem dos fetos, eles foram eutanasiados por inalacao
de isofluorano. Apds a eutanasia, metade dos fetos foi submetida a técnica de Alizarina red para a realizagéo da
analise esquelética através da verificacdo dos pontos de ossificagdo em microscopio estereoscopico (Fig. 1). A
outra metade dos fetos foi fixada na mistura de Bodian para a analise visceral em que foi conduzida através da
combinagdo de cortes/microdissecacdo (Fig. 2a) e visualizados em microscopio estereoscopico, para observacao
de possiveis alteragdes viscerais (Fig. 2b) (Laura, 2009). Este estudo foi aprovado pela CEEA/UFPI com parecer
n°® 094/2014.

Resultados e Discussio

Nenhuma das doses testadas de LdHs (25, 50 e 100 mg/kg) interferiu negativamente nos parametros
gestacionais de camundongos fémeas que foram tratadas durante o 8° ao 12° dia de gestacdo. Na analise
esquelética da prole das fémeas dos grupos tratados com LdHs, ndo foi observada malformagdo esquelética
significativa nos fetos quando comparados com a avaliacdo do esqueleto dos fetos gerados pelas ratas do grupo
controle (dgua destilada). Essa analise foi realizada através da verificagdo dos pontos de ossificagdo em 56 fetos
do grupo controle, 66 fetos do grupo 25 mg/kg, 55 fetos do grupo 50 mg/kg e 60 fetos do grupo 100 mg/kg. Na
analise visceral também nao foi observada nenhuma alteragio significativa dos 6rgaos analisados dos fetos, cujas
progenitoras foram tratadas com LdHs quando comparados com a andlise visceral dos fetos gerados pelas ratas
do grupo controle (dgua destilada). Essa analise foi realizada através de cortes/microdissecacdes em 63 fetos do
grupo controle, 70 fetos do grupo 25 mg/kg, 62 fetos do grupo 50 mg/kg e 67 fetos do grupo 100 mg/kg.
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Figura 1. Pontos de ossificagdo normal de feto referente ao grupo controle
tratadas com agua destilada durante o 8° dia ao 12° de gestacdo. Nota: a) Vista
lateral; b) Vista ventral; c¢) Vista dorsal; d) Esterno: 1- Manubrio, 2- Centros
esternais (Esternébras), 3- Processo xifoide; ¢) Membro anterior: 1- Escépula,
2- Umero, 3- Radio e ulna, 4-Carpos, metacarpos ¢ falanges; f) 1-Fémur, 2-
Tibia e fibula, 3- Tarsos, metatarsos e falanges; g) Vista lateral cranio: 1-
Supraoccipital, 2- Interparietal, 3- mandibula; h) Vista ventral cranio: 1-
Mandibula; i) Vista dorsal cranio: 1- Supraoccipital, 2- Interparietal, 3-
Parietal, 4- Frontal, 5- Nasal.

Figura . — a) Relacdo e localizagdo de cortes utilizados durante a analise visceral para o estudo de malformagdes viscerais.
Nota: 1- Corte transversal na altura da cavidade oral; 2- Corte transversal na regido do pescogo; 3- Corte transversal na regido
do terco médio toracico; 4- Corte transversal na regido abdominal inferior; 5 - Corte transversal na regido pélvica; a- Corte
frontal na regido pré-gabelar; b- Corte frontal na regido orbital; c- Corte frontal na regido da vértex. b) Sequéncia de cortes para
estudo visceral em feto do grupo controle. Nota: a) Corte transversal na altura da cavidade oral: 1- Palato, 2- Cérebro; b) Corte
frontal na regido pré-gabelar: 1- Septo nasal; 2- Coana; c) Corte frontal na regido orbital: 1- Cerébro; 2-Cristalino; 3- Retina; d)
Corte frontal na regido do vértex: 1- Ventriculo lateral, 2- terceiro Ventriculo, 3- Hemisfério cerebral; e) Corte transversal na
regido de pescoco: 1- Medula espinhal, 2- es6fago, 3- 3- Traquéia; f) Corte transversal na regido do terco médio toraxico: 1-
Traquéia, 2- Timo, 3- Corag@o, 4-Auricula direita, 5- Pulmao; g) Corte transversal na regido abdominal inferior: 1- Rim, 2- Pelve
renal; 3- Medula espinhal, 4- Figado, 5- Algas intestinais; h) Corte transversal na regido pélvica de uma fémea: 1- Ovarios,
2-Cornos uterinos, 3- Bexiga; i) Corte transversal na regido pélvica de um macho: 1- Testiculos, 2- Bexiga.

Conclusio
As doses testadas de LdHs ndo provocou toxicidade gestacional em camundongos fémeas assim como
nao interferiu na progénie.
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Abstract

It aimed to investigate the possible effects induced by the diluted latex oral administration of H. sucuuba
(LdHs) in Wistar rats on the estrous cycle and other organ systems. The Wistar rats received by gavage the LdHs.
The results showed that there was a decrease in average daily intake and ponderable development negative
interference in the group treated with the dose 100 mg / kg. The number of primary follicles and in the dose 100 mg
/ kg LdHs was superior to the control group. It was also observed a decrease in the number of estrous cycles and
an increase in the average duration of the estrous cycle in this group. Therefore, doses 25 and 50 mg / kg of LdHs
have been shown safe, however the dose 100 mg / kg decreased reproductive efficiency and promoted a low
systemic toxicity as caused a decrease in feed consumption and interfered with the ponderable development.
Keywords: janaguba, reproductive toxicity, medicinal plants.
Palavr as-chave: janaguba, toxicidade reprodutiva, plantas medicinais.

Introducéo

A utilizacdo da Himatanthus sucuuba pela populacdo para o tratamento de diversas enfermidades
propiciou o emprego desse material em pesquisas cientificas. A H. sucuuba, que pertence a familia
Apocynaceae, € uma espécie vegetal encontrada na América do Sul e popularmente conhecida como sucuuba,
sucuba ou janaguba. Seu latex é utilizado popularmente como anti-inflamatorio, analgésico, antitumoral,
antiulceroso e tuberculostatico (Oliveira, 2013). No entanto, seu uso ¢ indiscriminado pois ndo ha pesquisas na
area da toxicologia reprodutiva que indique que sua utilizacdo seja segura. Portanto, objetivou-se investigar os
possiveis efeitos induzidos pela administragdo oral do latex diluido de H. sucuuba em ratas Wistar sobre o ciclo
estral e outros sistemas organicos.

Material e M étodos

O latex de H. sucuuba foi coletado na zona rural de Timon-Ma e em seguida foi identificada e
depositada sua exsicata no acervo do Herbario Graziela Barroso (TEPB/UFPI). O latex coletado foi diluido a
uma concentracdo de 40 mg/ml. Foram utilizadas 28 ratas linhagem Wistar,180 a 250 gramas, que foram
distribuidos ao acaso em 4 grupos (n=6 a 8) sendo o grupo controle tratado com agua destilada e trés grupos
tratados nas doses 25, 50 e 100 mg/kg do latex diluido de H. sucuuba (LdHSs) por 46 dias seguidos. Diariamente
as ratas foram submetidas a citologia vaginal para para constatacdo da fase do ciclo de acordo com Marcondes;
Bianchi e Tanno (2002). Assim, foi estimado a frequéncia relativa das fases do ciclo estral e a duragdo média do
ciclo estral. Concomitantemente, avaliaram-se 0s seguintes pardmetros: massa corporal (g), consumo diério de
racao (g) e consumo de agua (mL). Ao final do tratamento, as ratas foram anestesiadas com Cetamina e Xilazina
e procedida a coleta de sangue por meio de pungdo cardiaca para avaliagdo dos parametros bioquimicos. Em
seguida, foram eutanasiados por sobredose de anestésico (Tiopental sddico) para coleta, pesagem e avaliagdo dos
orgdos (coracdo, pulmdo, bago, figado, rins, adrenais, ovarios e (tero). Prepararam-se 0S segmentos desses
6rgdos para processamento histopatolégico. Foi utilizada Andlise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de
Dunett (P < 0,05) analisado pelo GraphPad Prism® 5.03 e os resultados foram expressos em média + erro padrdo
médio (EPM). Este estudo foi aprovado pela CEEA/UFPI com parecer n° 094/2014.

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos neste estudo demostraram uma diminuicdo no nimero de ciclos estrais e um
aumento na duragdo média do ciclo estral nos animais tratados com a dose 100 mg/kg de LdHs (Fig. 1), sem
afetar a frequéncia relativa das fases, em nenhuma das doses testadas. Esse resultado pode ser devido a uma
redugdo do crescimento folicular, observado pelo aumento do ndmero de foliculos primarios (Tab. 2), segundo a
analise histolégica, e pode ser consequéncia da alteragdo nutricional observado na reducdo do apetite e do
desenvolvimento ponderal (Bisinotto et al., 2012). Houve uma diminui¢éo no consumo diario de ragéo (Tab. 1) e
uma interferéncia negativa no desenvolvimento ponderal das ratas tratadas 100 mg/kg (Fig. 2). Também houve
um aumento no consumo diario de agua no grupo 50 mg/kg (Tab. 1), entretanto, a evolucdo ponderal das ratas
tratadas com essa dose foi superior ao grupo controle (Fig. 2). Em geral, mortes, reducdo no ganho de peso
corporal e alteracdo na ingestdo de alimentos e agua sdo indices simples, porém, sensiveis de toxicidade apos
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exposicdo a substancias tdxicas (Volpato et al, 2015). A diminui¢do do consumo de racdo pelo grupo tratado
com a maior dose de LdHs, por 46 dias, gerou uma diferenca significativa na evolucdo ponderal desses animais
que pode ser consequéncia de substancias ativas presentes no LdHs que promovem a alteragdo do apetite. A
toxicidade sistémica de determinada substncia pode se manifestar por alteracdo do peso corporal e da massa
relativa dos 6rgdos, assim como, por alteragdes hematoldgicas e bioquimicas sanguineas (Pires Jr et al., 2012 e
Silva et al, 2016). O tratamento com diferentes doses de LdHs (25, 50 e 100 mg/kg) durante 46 dias, ndo alterou
0s parametros biogquimicos (uréia, creatinina e fosfatase alcalina) nem os pesos absolutos e relativos dos drgaos
figado, rim, baco, Utero, ovério, coracdo, pulmdo e adrenais. A auséncia de alteragdes nos parametros
fisioldgicos avaliados enfatiza a baixa toxicidade do LdHs nas doses testadas. A anlise histoldgica dos tecidos
demostrou caracteristicas semelhantes entre 0s grupos testados.

Tabela 1. Consumo diario individual de racdo e de agua de ratas tratadas com agua destilada (controle) e
diferentes doses do LdHSs (25, 50 e 100 mg/kg) durante 46 dias.

Consumo diario de racgao (g) Consumo diario de agua (mL)
Controle n=8 14,7 + 0,301 27,310,570
25 mg/kg n=7 14,3+ 0,377 27,0+ 1,15
50 mg/kg n=7 14,8 £ 0,400 31,4 +0,938*
100mg/kg n=6 13,2 + 0,422* 24,9 £0,797

Nota: *Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle.
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Figura 1. Numero de ciclos estrais (A) e duracdo do ciclo estral (B) de ratas tratadas com agua destilada
(controle) e diferentes doses do LdHs (25, 50 e 100 mg/kg) durante 46 dias. NOTA: N= 8 a 6; *Diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle.
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Figura 2. Evolucdo ponderal das ratas expostas ao tratamento com diferentes doses do LdHSs (25, 50 e 100 mg/kg) e
agua destilada (controle) durante 46 dias. NOTA: N= 8 a 6; *Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle.

Tabela 2. Namero médio de foliculos ovarianos e corpo lUteos de ratas submetidas aos tratamentos com agua
destilada (controle) e diferentes doses do LdHs (25, 50 e 100 mg/kg) durante 46 dias.

Controle (n=8) 25 mg/kg (n=7) 50 mg/kg (n=7) 100 mg/kg (n=6)
Foliculo primordial 3,83+0,601 3,71+ 0,747 4,17+1,19 4,83+0,872
Foliculo primario 3,83+0,477 4,14 + 0,884 6,17 + 0,872 6,83 + 0,654*
Foliculo secundario 5,83+ 0,477 6,57 £ 0,841 6,67 £ 0,667 6,83 £ 0,946
Foliculo terciario 1,33+0,494 0,857 + 0,340 1+0 1+0,258
Foliculo degenerado 1,83 £0,401 2,71 +0,522 1,83 £0,477 2,67 + 0,494
Corpo llteo 4,33 £ 0,615 5,71+0,421 4,67 £0,919 3,83 £ 0,307

NOTA: *Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle.
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Conclusdo

As doses 25 e 50 mg/kg de LdHs se revelaram seguras, entretanto a dose 100 mg/kg diminuiu a
eficiéncia reprodutiva e promoveu uma baixa toxicidade sistémica pois causou uma diminui¢do no consumo de
racéo e interferiu no desenvolvimento ponderal.
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Efeito do extrato etandlico de Simarouba versicolor em padroes reprodutivos de

camundongos e no desenvolvimento embriofetal
Effect of ethanol extract of Simarouba versicolor in reproductive patterns of mice and embryo development
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Abstract

Simarouba versicolor has several proven biological activities, however little is known regarding effects
on reproduction, so this study evaluated the effect of the ethanol extract of S. versicolor (EOH-Sv) embryofoetal
development. It used to females pregnant randomly assigned into three groups receiving the extract of S.
versicolor in doses of 5mg, 10mg and 20mg and a control group (-) received DMSO (3%) from the 8th to 12th
day of gestation. The half of the fetuses was set at Bodian for visceral analysis, while the other half fixed in
formalin (5%) and subjected to alizarin red technique. The EOH-Sv at doses of 20 and 10mg caused abortion
and death of the females and the dose of 5mg/kg was able to reduce the number of live fetuses compared to
controls, there was an increase in the loss rate after implantation (46,03%) even with 90% of implantation. Thus
EOH-Sv demonstrated maternal and fetal gestational toxicity.
Keywords: Simarouba versicolor, reproductive toxicity, ethanol extract.
Palavras-chave: Simarouba versicolor, toxicidade reprodutiva, extrato etanolico.

Introducao

Entre as plantas de uso popular destaca-se a Simarouba versicolor, também conhecida como pau-
paraiba, pertencente a familia Simaroubaceae, a qual compreende 28 géneros com 25 espécies. Plantas do
género Simarouba, especialmente da espécie S. versicolor, possuem vérias atividades biologicas comprovadas.
Entretanto, os estudos de sua influéncia sobre a reproducdo dos mamiferos sdo escassos na literatura cientifica
atual, o que mostra a importancia do desenvolvimento de projetos cientificos nesta area. Assim o objetivo deste
trabalho foi avaliar a toxicidade gestacional e embriofetal do extrato etanolico da S. versicolor.

Materiais e Métodos

Os experimentos foram desenvolvidos no laboratério de Ciéncias Fisiologicass/DMV/CCA e Biotério
Experimental do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui - BIOMADEX.. A metodologia
desenvolvida foi submetida ao Comité de Etica e Experimentagdo Animal sob o protocolo n°® 029/14.

Foram utilizados camundongos (Mus musculus), fémeas adultas, da linhagem Swiss. Os animais foram
mantidos em gaiolas de polipropileno tendo disponivel agua e ragdo ad libitum, em regime de luminosidade e
temperatura controlada (ciclo de 12 horas claro/escuro, a 24 + 2°C). As fémeas foram distribuidas aleatoriamente
em 4 grupos experimentais, cada um contendo 5-8 animais. Trés grupos de animais receberam via gavage o
extrato de S. versicolor do 8° ao 12° dia de gestagao, periodo de organogénese da espécie. Cada grupo recebeu:

Grupo 1: 5 mg kg (p.c)

Grupo 2: 10 mg kg™ (p.c)

Grupo 3: 20 mg kg™ (p.c)

Grupo 4: Controle negativo (DMSO a 3%, veiculo) 0,1 ml/10g (p.c)

As fémeas foram acasaladas e observadas diariamente verificando-se a presenga do “plug” vaginal e
através de esfregaco vaginal onde a presenca de espermatozoides indicava o dia zero de prenhez. Avaliou-se o
ganho de peso materno pesando-se as fémeas durante os quatro dias de tratamento. No 18° dia fez-se a eutanasia
por deslocamento cervical apds administragdo de quetamina + xilazina, em seguida fez-se laparotomia. O ttero
com fetos foi pesado ¢ o conteudo uterino foi analisado, verificando-se a presenga de reabsorgdes, niumero de
fetos vivos e mortos, peso fetal e placentario, comprimento fetal ¢ sob microscopio estereoscopio fez-se a analise
sistematica para detec¢do de possiveis malformagdes estruturais externas. O nimero de sitios de implantagéo
determinou-se pelo método de Salewski (1964). Com estes dados calculou-se a taxa de perdas pos-implantagéo e
taxa de viabilidade fetal. A adequacdo do peso fetal a idade de prenhez foi determinada baseando-se no método
estabelecido por Calderon (1992). Os fetos presentes na faixa entre a média do controle, mais ou menos o desvio
padrio, vezes o fator de corregdo, foram considerados peso adequado para idade de prenhez (AIP). Aqueles que
se encontram abaixo dessa faixa sd3o os fetos com peso inferior ao peso adequado a idade de prenhez (PIP).
Aqueles com peso superior a essa faixa serdo considerados fetos com peso acima do peso adequado para a idade

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.40, n.4, p.602-604, out./dez. 2016. Disponivel em www.cbra.org.br 602



DYy

Congresso Norte-Nordeste de Reprodugdo Animal (VIII CONERA), 8, 2016, Teresina, P1. Anais...Belo Horizonte:
CBRA, 2016.

de prenhez (GIP). Apds pesados metade dos fetos foi fixado na mistura de Bodian para a analise visceral,
enquanto a outra metade fixada em formalina (5%) e submetida a técnica de Alizarina red descrita por Staples;
Scnell (1964), para a realizagdo da analise esquelética.

A analise visceral foi conduzida através da combinacgdo de cortes/microdissecacao proposta por Barrow;
Taylor (1969) para estudo de torax e abdome e pelos cortes estratégicos propostos por Wilson (1965) para estudo
da cabeca. Os fetos submetidos a analise esquelética foram avaliados para deteccdo de anomalias de cranio,
esterno, vértebras, costelas, bacia, clavicula, falanges, metacarpo e metatarso segundo o método de Taylor
(1986).

Os dados absolutos com distribuigdo normal foram analisados pela ANOVA (Analise de Variancia)
complementada com o teste de Tukey ou através do teste t de Student os com distribui¢do ndo-normal serdo
analisados por Kruskal-Wallis, complementado com o teste de Dunn ou pelo teste Mann-Whitney e o nivel de
significancia considerado foi de 5%.

Resultados e Discussio

A tabela 1 demonstra que o extrato etandlico da S. versicolor na menor dose (5mg/kg) foi capaz de
diminuir o ntimero de fetos vivos quando comparados ao controle, observa-se também que um aumento na taxa
de perdas no pds-implante (46,03%), embora tenha havido uma taxa de implantagdo de 90%. Resultado este que
contribuiu para a diminui¢do na taxa de viabilidade fetal que no controle foi de 93,75%, enquanto que no grupo
tratado foi de 53,96% (Tabela 1). Outros resultados deste estudo indicam que o EOH-Sv apresenta toxicidade
sistémica, pois as doses de 20 e 10mg causaram aborto e a morte das fémeas, este evento ocorreu no segundo dia
de administragdo, e periodo estudado, apresentou intensa toxicidade materna, as concentragdes o que deixa claro
que seu uso ndo € seguro durante o periodo gestacional. Resultados que diferem dos encontrados por Lourengo et
al. (2009), em que a planta testada ndo apresentou alteragdes nos parametros de toxicidade materna.

Tabela 1. Indices reprodutivos das progenitoras tratadas por via oral com EOH-Sv (5mg/kg), no periodo de
organogénese.

Indices reprodutivos C(I)ln(tg?le EOH_EV(%m gke
N° de implantacdes 9,6 £2.32 9,0 £0,86
Corpo luteo 10,2 2,32 10+ 1,14
Reabsorgao 0,6 £0,48 0,84 +0,73
Ne fetos vivos 9,0 £2,00 4,86 +3,31
Tx perdas pos-implante (%) 6,25 46,03

Tx eficiéncia na implantacdo (%) 76,47 90,0

Tx de viabilidade fetal (%) 93,75 53,96

No entanto, 0 EOH-Sv nédo foi capaz de causar alteragdes na prole das fémeas tratadas submetida a
analise com alizarina red e bodian, uma vez que esta ndo apresentou malformagdes ou alteragdes externas,
viscerais e esqueléticas. No entanto, alguns fetos ao serem recuperados apresentavam-se liquefeitos (Figura 1).

A

Figura 1. Fémeas apresentando toxicidade gestacional com fetos abortados e morte das progenitoras (A).
Feto corado pela técnica de alizarina red os 0ssos estdo corados com cor purpura. A massa muscular esta
translacida (B). Feto com caracteristicas de liquefagao (C).

Conclusio
Com base nos resultados expostos, concluiu-se que o extrato etandlico de Simarouba versicolor indica
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toxicidade gestacional materno e fetal.
Agradecimentos: UFPIL.
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Abstract

Medicinal plants are important for supplying raw materials for the synthesis of drugs and may also be
toxic. The species Schinus terebinthifolius Raddi, popularly known as aroeira red or pink pepper is widely
consumed by many people. This study aimed to assess adverse effects of the essential oil from the fruits of
Schinus terebinthifolius on pregnancy, administered during the preimplantation period. We used 32 pregnant
animals divided into four groups, a control (Tween 80) and three treated oil at doses of 25mg / kg, 50mg / kg
and 100mg / kg treated once daily, the first to the seventh day of pregnancy, orally. Statistically there was no
difference between the treated groups compared to pre-implant loss, but there was a statistically significant
difference with respect to the increased weight of the empty uterus, both in relative mass as absolute. It is
concluded that the rats treated with oil of mastic-red fruits showed signs of gestational toxicity.
Keywords: Schinus terebinthifolius, reproductive toxicity, pregnant rats.
Palavras-chave: Schinus terebinthifolius, toxicidade reprodutiva, ratas.

Introduciao

O uso de plantas medicinais pelo homem ¢é muito antigo. Utilizada ha milhares de anos para o
tratamento de doencas, desde a pré-historia na medicina popular de diversos povos. (Sousa; Silva, 2013). E esses
conhecimentos e utilizagdes simbolizam muitas vezes o Uinico recurso terapéutico de muitas comunidades e
grupos étnicos, e dessa forma, usuarios de plantas medicinais de todo o mundo, mantém a pratica de informacdes
acumuladas durante séculos, apesar de nem sempre terem seus constituintes quimicos conhecidos (Lacerda et al.,
2013). Dentre essas plantas tém-se a Schinus terebinthifolius Raddi, pois possui importdncia comercial por se
tratar de uma planta com propriedades medicinais, fitoquimicas e alimenticias, pelo consumo de seus frutos na
cozinha nacional e internacional (Nicollini; Puget; Mazza, 2009).

E em razdo da ampla utilizagdo das diversas partes da planta da espécie Schinus terebinthifolius Radd e
,considerando ainda, que n3o se tem estudos realizados sobre os provaveis efeitos sobre os parametros
reprodutivo torna-se indispensavel proceder investigacdes nesta area. O objetivo deste trabalho foi avaliar
possiveis efeitos adversos do 6leo essencial da Schinus terebinthifolius Raddi (OE-St) sobre a prenhez quando
administrada durante o periodo pré-implantacao.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Ciéncias Fisioldégicas do Departamento de
Morfofisiologia Veterinaria do Centro de Ciéncias Agrarias da UFPIL. Para o experimento foram utilizados 32 ratas
Wistar(Rattus norvergicus albinus) do Biotério de Manuten¢do de Animais Destinados & Experimentacdo (BIOMADEX) da
Universidade Federal do Piaui (UFPI). Todo o procedimento experimental realizado foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da UFPI através do protocolo n® 029/11.

Para a realizagdo deste trabalho, utilizou-se 32 ratas prenhes distribuidas em 4 grupos (n=8), sendo um controle
(polissorbato 80) e trés tratados com OE-St nas doses de (25mg/kg (T,); 50mg/kg (T,) e 100mg/kg (T;). Os animais
receberam o OE-St por via oral, utilizando-se uma sonda gastrica, do 1° ao 7° dia de prenhez, considerado o periodo de pre-
implanta¢ao da espécie. No 8° dia os animais foram eutanasiados com Tiopental sddico, via intraperitoneal, na dose de
100mg/kg associado, na mesma seringa, a lidocaina na concentragdo de 10 mg/mL, no mesmo volume utilizado para o
Tiopental, ao final foram avaliados pesos dos 6rgdos como: figado, rins, adrenais, bago, utero, ovarios, peso placenta e peso
fetal e contagem na lupa de sitios de implantagdo e corpo lutéo. Os resultados foram comparados com grupo controle e foi
utilizado o Software Graph Pad Prism 5.0 para a andlise estatistica, sendo os resultados considerados significativos quando
apresentassem valores de P < 0,05.

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.40, n.4, p.605-607, out./dez. 2016. Disponivel em www.cbra.org.br 605



DYy

Resultados e Discussio

A implantagdo € um processo pelo qual o embrido realiza o contato fisico e fisioldgico intimo com o endométrio
materno para o estabelecimento da gestacdo. A caracteristica fundamental desse processo ¢ o desenvolvimento sincronizado
do embrido para o estagio de blastocisto ¢ a diferenciagdo do Utero para o estado receptivo (Muller et al., 2009).Neste estudo,
a exposi¢do das progenitoras ao OE-St durante o periodo de pré-implantagdo (1° ao 7° dia de prenhez) ndo alterou
estatisticamente as perdas pré-implantes em nenhum dos grupos tratados (Figura 1) que vai de acordo com os resultados
encontrados por Ferreira (2012) que avaliou a interferéncia do extrato etandlico de Buchenavia sp no periodo de pré-
implantacdo e ndo houve alteragdes significativas, 0 mesmo ocorreu com Muller (2007), que mostrou que o extrato etandlico
da Morinda citrifolia ndo interferiu nas perdas pré-implantes.
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Figura 1. Perdas pré-implantes das progenitoras expostas ao 6leo essencial de Schinus terebinthifolius do 1° ao 7° dia de
prenhez. n =08. (ANOVA/Tukey)

Registrou-se também, que o 6leo nas doses administradas ndo foi capaz de alterar as massas absolutas do peso
corporal das progenitoras. Entretanto, as doses de 25 ¢ 50mg/kg aumentou, significativamente a massa absoluta e relativa do
utero, mas ndo as massas absolutas e relativas de o6rgdos como: figado, bago, rins, adrenais, ovario (Tabela 1). Mudangas
significativas no peso relativo ou absoluto dos orgdos reprodutivos femininos (ovario, utero, vagina, hipofise) podem
caracterizar efeitos adversos na reprodugdo. Tais alteracdes podem proporcionar informagdes adicionais sobre a toxicidade
reprodutiva do agente quimico estudado (US EPA, 1996). Além disso, o aumento da massa uterina corrobora os resultados
encontrados em trabalhos anteriores, no estudo da atividade estrogénica do OE-St, que mostrou atividade estrogénica, uma
vez que o hormdnio estradiol participa do processo gestacional e aumento do peso do mesmo, pode-se inferir alteragdes
adversas durante a gestagao.

Tabela 1. Massa absoluta ¢ relativa dos orgdos de progenitoras expostas ao tratamento com OE-St no periodo de pré-
implantagdo (1° ao 7° dia de prenhez).

Variaveis Controle OE-St 25 mg/kg OE-St 50mg/kg OE-St 100mg/kg
Massa corporal (g) 194,25 +4,03 205,29 +6,96 203,25+6,47 204,62+8,07
Massa absoluta (g)
Bago 0,77 +£0,09 0,72 £ 0,05 0,73 +£0,06 0,87+ 0,07
Adrenais 0,10+ 0,01 0,11 +0,01 0,13 +£0,02 0,10 £ 0,02
Rins 1,57 £0,05 1,63 £0,08 1,67 £0,06 1,69 £ 0,05
Figado 7,65 +0,40 7,13+£0,30 7,69 £0,50 8,12+0,50
Ovério 0,22 +£0,03 0,26 £ 0,03 0,17 +£0,02 0,16 £ 0,04
Utero vazio 0,75 +0,07 2,68 £ 0,62 *** 2,078 £ 0,60 ** 1,17+0,32
Massa relativa (mg/100g)

Baco 0,39 £ 0,05 0,35+0,031 0,36 £ 0,03 0,42+ 0,04
Adrenais 0,05 + 0,006 0,052 £+ 0,007 0,064 +0,01 0,052 +0,01
Rins 0,80+ 0,03 0,82 £ 0,04 0,82 + 0,01 0,83 +£0,03
Ovarios 0,12 +£0,02 0,13 £0,02 0,086 = 0,02 0,088 = 0,02
Figado 3,96 £0,27 3,48 £0,13 3,76 £ 0,14 3,95+0,13
Utero vazio 0,39 £ 0,04 1,94 + 0,65%** 1,00 £ 0,28%* 0,57+0,16

Valores expressos como média + E.P.M. (n= 8 animais/grupo). *P < 0,01 e ***P < 0,001 comparado com o
controle. “ANOVA” two-way” seguida de pos-teste de Bonferroni.

Conclusiao

Com base nos resultados expostos, concluiu-se que o 6leo essencial de aroeira-vermelha, nas doses administradas,
ndo influenciou o periodo de pré-implantagdo. Embora as menores doses tenham aumentado significantemente a massa
absoluta e relativa do utero, sugerindo, possiveis efeitos adversos na reprodugéo.
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Resumo

The aroeira red is a plant of the species Schinus terebinthifolius Raddi, a plant native to Brazl and
used in folk medicine for several people. This work was the objective of evaluate in the development of the
progeny of rats treated with essential oil of fruits of aroeira red. Was used four groups of pregnant rats, where
three groups were treated with the oil at doses of 25, 50 and 100mg /kg each, and one control group treated with
Tween 80. All groups were treated orally once a day, from the 8° day of pregnancy until day before the birth,
who interrupted in parturition day and continued treatment until day weaning (£ 21 days). It was observed that
there was an increase in bilateral ankle sprain while the progenies in the two higher doses. We conclude that
female rats treated with OE-& in the post-implementation period, showed a possible maternal-fetal toxicit.
Keywords: Schinus terebinthifoius, rats, progeny.
Palavras-chave: Schinus terebinthifolius, ratas, progénie.

Introducéo

A Schinus terebinthifolius Raddi possui importancia comercial por se tratar de uma planta com
propriedades medicinais, fitoquimicas e alimenticias, pelo consumo de seus frutos na cozinha nacional e
internacional (Nicollini; Puget; Mazza, 2009). O seu uso na medicina popular é extenso, sendo as cascas e folhas
secas utilizadas no combate a febres, problemas do trato urinario, cistites, uretrites, diarréias, blenorragia, tosse e
bronquite, problemas menstruais com excesso de sangramento, gripes e inflamacdes em geral (Bandes, 2008).
Em raz8o da ampla utilizacdo espécie Schinus t. Raddi, este trabalho teve como objetivo verificar o
desenvolvimento geral da progénie, apds administracdo ao dleo durante a prenhez e lactacdo, avaliando a
presenca de anomalias e/ou mau formagdes externas.

Material e M étodos

Para a realizacdo deste protocolo experimental 32 ratas prenhas (04 grupos de 08 animais) que
foram tratadas, por via oral, uma vez ao dia, com o 6leo essencial dos frutos da aroeira-vermelha (OE-St) nas
doses de 25mg/kg, 50mg/kg e 100mg/kg e um grupo controle tratado com tween 80 (100mg/kg). As
administragGes iniciaram no 8° dia de prenhez sendo interrompida somente no dia do nascimento da progénie
(21°+1 dia de prenhez) e continuando no dia seguinte ao parto até o desmame (21 dias). Os filhotes foram
separados no 21° dia po6s-natal, que corresponde a idade de desmame e colocados em novas gaiolas. Durante a
gravidez e amamentacdo foram observados: ganho de peso das progenitoras e viabilidade fetal. Os filhotes foram
observados quanto as caracteristicas de evolucdo: surgimento de pelos, abertura palpebral bilateral,
deslocamento do pavilhdo auricular e abertura do canal vaginal nos filhotes fémeas, de acordo com Mello
(2007).0 indice de viabilidade fetal foi determinado conforme as férmula da US-EPA (Agéncia Americana de
Prote¢do Ambiental 1996), segundo as quais:

e Indice de Viabilidade (I\V%) = (n° de filhotes vivos no quarto dia pds-natal + n® de nativivos) x 100.

Resultados e Discussio

A exposicdo das progenitoras ao OE-St no periodo de pés-implantacdo ndo afetou o ganho de massa
corporal (Figura 01) dos grupos tratados quando comparados com o grupo controle. Estes resultados indicam que o
6leo nas doses investigadas ndo provocou toxicidade materna nessa espécie, com relagéo ao estado nutricional das
ratas. Em relacdo a viabilidade da prole, ou seja, 0 nimero de filhotes que viveram até o quarto dia de observagao,
ndo houve diferenca significativa entre os grupos tratados e o controle (Figura 2). A massa corporal ao nascimento,
o periodo (dias) para o surgimento de pelos, a abertura bilateral dos olhos e a abertura do canal vaginal (fémeas)
(Tabela 1) ndo diferiram entre os descendentes expostos ao 6leo essencial de aroeira vermelha em relacdo ao
controle. Ja as doses de 50 e 100mg/kg aumentaram o periodo para o deslocamento bilateral (dias).

Apesar do 6leo néo ter interferido no peso das progenitoras no periodo de gestacdo e lactacional, o 6leo
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administrado nas progenitoras neste Gltimo, interferiu no desenvolvimento de seus descendentes em relagdo ao
periodo de descolamento dos pavilhGes auriculares (dias), onde observou-se um aumento, em dias, para que
ocorresse esse deslocamento quando comparado com o grupo controle. Embora a via de exposi¢do tenha sido
alterada de membrana feto-placenta para leite materno, indicando uma possivel redugéo nos niveis de exposicdo
aos componentes do 6leo, sugerindo toxicidade no desenvolvimento pos-natal, pois os descendentes das
progenitoras tratadas com 6leo, aumentou o tempo de deslocamento do pavilhdo auricular, e isso interfere no
desenvolverem normalmente do filhote, indicando que o 6leo apresente toxidade fetal. Trabalho semelhante foi
realizado por Oliveira (2013), onde foi avaliado a exposi¢do ao extrato etandlico da Smarouba versicolor no
periodo gestacional e lactacional, e observou que o extrato ndo interferiu no desenvolvimento geral dos seus
descendentes (periodo de descolamento dos pavilh@es auriculares, aparecimento dos pelos, abertura dos olhos,
abertura do canal vaginal e viabilidade da prole). Muller (2011) também realizou 0 mesmo protocolo com o
extrato etandlico da Copaifera luetzelburgii durante a lactacdo e da mesma forma, o extrato ndo provocou efeitos
adversos sobre o desenvolvimento geral dos descendentes.

c

@ 300

5 -e- Controle

'% = OE-St 25mg/kg
2 550 -4 OE-St 50mg/kg
s -~ OE-St 100mg/kg
3

©

© 200

)

o

o

o

8 150 T T T T 1

g ° ® S »‘0 P

dia de gestacéo

Figura 1. Ganho de massa corporal das progenitoras expostas ao Oleo essencial dos frutos de Schinus
terebinthifolius no periodo pds-implantacdo. Os dados expressam média + erro padrdo (ANOVA One Way
[Tukey).
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Figura 2. Numero de filhotes vivos até o 4° dia p6s natal, descendentes das progenitoras expostas ao OE-St no
periodo pés-implantagdo. Os animais foram tratados com controle (polissorbato 80, v.0.), OE-St (25, 50 e 100
mg/kg, v.0). Os dados expressam média + erro padrdo, n=8, (ANOVA One Way /Tukey).

Tabela 1. Desenvolvimento geral da progénie que foram expostos ao Oleo essencial dos frutos de aroeira
vermelha através do tratamento de suas progenitoras do 8° dia de prenhez ao 21° dia de lactacdo. Os resultados
expressam a média + erro padrdo.

Variaveis Controle OE-St 25 mg/kg  OE-St 50mg/kg OE-St 100mg/kg
Massa corporal ao nascimento (g) 6,69+ 0,17 7,34 +£0,25 7,27 +£0,24 6,70 £ 0,23
Surgimento de pelos (dia) 6,25+ 0,16 6,87 + 0,29 6,5+ 0,53 6,37 + 0,37
Abertura palpebral bilateral (dia) 19,25 + 0,50 13,87 £ 0,64 14,25 + 0,37 13,25+ 0,49
Deslocamento do ouvido (dia) 19,25 + 0,50 21,12 + 0,35 23,38+£1,21 ***  2213+1,08
Abertura do canal vaginal (dia) 43,33+ 3,01 41,57 + 2,48 4471 +1,41 44,57 £ 1,20

Valores expressos como média = E.P.M. (n = 8 animais/grupo). “ANOVA” two-way” seguida de pds-teste de
Bonferroni com significancia estatistica de **P < 0,01 e ***P < 0,001 comparado com o controle.
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Conclusdo

Diante dos resultados expostos, conclui-se que as fémeas de ratas tratadas com o OE-St no periodo de
pos-implantacdo, revelaram um aumento do tempo de deslocamento da orelha da progénie, revelando possivel
toxicidade materno-fetal.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the reproductive organs on the effect of Simarouba versicolor
ethanol extract (EEOH-Sv) at a dose of 10mg / kg administered for 60 days / VO. The testes, epididymis,
prostate and seminal vesicles were sectioned and placed in vials Boan solution for 24 hours and then preserved
in alcohol at 70%. Histopathology of organs were dehydrated in xylol, impregnated and embedded in paraffin.
Subsequently cut in the microtome at a thickness of 3 m and subjected to hematoxylin-eosin. The results of the
histopathology of the testis was observed that the EEOH-Sv caused concretions in 100% of animals evaluated
and 20% of the animals showed sharp associated with degeneration of the seminiferous tubules. In the
epididymis was observed in 40% epithelial thickening, and there was 100% of benign prostatic hypertrophy
associated in 20% of animals inflammatory infiltrate. Thus, it is concluded that-Sv EEOH was toxic to this
organs except the seminal vesicle.
Keywords: toxicity, subchronic; Simarouba versicolor.
Palavra-chave: toxicidade; sub-cronica; Simarouba versicolor.

Introducao

As plantas medicinais se tornaram importantes fontes de novos medicamentos. Mais de 70.000
espécies ja foram catalogadas como detentoras de propriedades terapéuticas (Hawkins, 2008). Estas sdo fontes
de substancias quimicas essenciais para a humanidade. Segundo a Organizacdo Mundial da Satide (OMS), mais
de 80% das pessoas nos paises em desenvolvimento dependem do uso de plantas medicinais para os cuidados
primarios com a saude (Bhaskar et al., 2007). Além disso, cerca de 50% dos medicamentos utilizados na
medicina moderna sdo de origem vegetal (Nyongbela et al., 2010). Dentre essas plantas de uso popular que
possuem atividade inseticida destaca-se a Simarouba versicolor, conhecida como pau-paraiba. Da S. versicolor,
foi isolado dois quassindides, excelsina e 11-acetato-amarolidio, sendo que a excelsina foi isolada pela primeira
vez neste género (Mesquita, 1997). Existem varios estudos sobre a atividade bioldgica desta planta, porém
estudos sobre a reprodugdo dos mamiferos ndo constam na literatura cientifica atual, o que mostra a importancia
do presente estudo. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do extrato etanodlico da S. versicolor
quanto a capacidade de produzir alteragcdes sobre os 6rgaos reprodutivos e responsaveis pela metabolizagdo e
excrecao dos farmacos.

Materiais e Métodos

Os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratérios de Ciéncias Fisiolégicass/DMV/CCA da
Universidade Federal do Piaui no periodo de agosto de 2014 a julho de 2015. A metodologia desenvolvida neste
experimento foi submetida ao Comité de Etica e Experimentagdo Animal através do projeto guarda-chuva
intitulado: Ensaios Farmacologicos para avaliagdo da toxicidade e efeito de Plantas Medicinais em Testes In
Vitro e In Vivo Sobre os Parametros Reprodutivos de Ratos ¢ Camundongos sob o protocolo n° 029/14.

Os orgdos da reprodugdo analisados foram testiculos, epididimo e prostata. Estes foram seccionados e
colocados em frascos com solugdo de Boan durante 24 horas e¢ depois conservados em alcool a 70%. Para
realizagdo do histopatoldégico, os 6rgdos foram re-seccionados e submetidos ao processamento histopatologico:
desidratagdo em xilol, impregnacdo e inclusdo em parafina. Em micrétomo, os fragmentos tissulares foram
seccionados em espessura de 3 pum e submetidos a coloracdo com hematoxilina-eosina e examinados
microscopicamente para a verificacdo de possiveis alteragdes histopatoldgicas (Begak; Paulette, 1976; Tolosa et
al., 2003).
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Resultados e Discussio

No estudo histopatoldgico do testiculo percebeu-se que o EE--Sv na dose de 10mg/kg causou
concrecdes em 100% dos animais avaliados (Tab. 1), sendo que 20% dos animais apresentaram conjuntamente
acentuada degeneracdo dos tubulos seminiferos. J& os testiculos de todos os animais do grupo controle
mostraram-se normais.

Tabela 1. Avaliagdo histopatologica dos testiculos dos animais tratados com EESv em diferentes doses
comparadas com os controles negativo.

Grupo Testiculo Percentual (%)

DMSO+H?O Normal 100

EE-Sv 10 mg/kg Concregao 100
Degeneracdo 20

A tabela 2 mostra que o epididimo de todos os animais do grupo controle ndo sofreram alteracdes
histopatologicas, enquanto que no grupo de 10mg/kg, 04 animais apresentaram.

Tabela 2. Avaliagdo histopatologica dos epididimos dos animais tratados com EE-Sv em diferentes doses
comparadas com os controles negativos.

Grupo Epididimo Percentual (%)
DMSO+H?0O Normal 100
EE-Sv 10 mg/kg Espessamento epitelial 40

Na avaliagdo da prostata percebeu-se que o EE-Sv na dose de 10mg/kg causou hiperplasia prostatica
benigna em 100% dos animais avaliados (Tab. 3), sendo que 20% dos animais apresentaram ainda infiltrado
inflamatorio.

Tabela 3. Avaliagdo histopatologica das prostatas dos animais tratados com EE-Sv em diferentes doses
comparadas com os controles negativos.

Grupo Proéstata Percentual (%)

DMSO+H?0O Normal 100

EE-Sv 10 mg/kg Hiperplasia prostatica benigna 100
Infiltrado inflamatorio 20

Ao avaliar a vesicula seminal nos grupos controle (DMSO+H?0O) e EE-Sv 10mg/kg observou-se a
normalidade histologica em 100% dos animais (Tab. 4).

Tabela 4. Avaliacdo histopatoldgica das vesiculas seminais dos animais tratados com EESv em diferentes doses
comparadas com os controle negativos.

Grupo Vesicula Seminal Percentual (%)

DMSO+H?0O Normal 100

EE-Sv 10 mg/kg Normal 100
Conclusio

No estudo histopatologico, o EE-Sv mostrou-se toxico aos testiculos, epididimos e prostata na dose de
10 mg/kg, porém ndo produziu efeito na vesicula seminal.
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Estudo in vitro do efeito miocontratil da Simarouba versicolor em Utero isolado deratas
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Sudy in vitro effect of miocontractile Smarouba versicolor in womb isolated wistar rats
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Abstract

Smarouba versicolor belongs to Smaroubaceae family. It is known that this and other species of the
genus have several activities including the antiestrogen and male infertility. In order to verify the ethanol extract
of Smarouba versicolor (Sv-EtOH) in isolated uterus of Wistar rats, studies have been conducted with Sv-EtOH
on the tonic contractions induced by KCI or oxytocin, recorded by isometric transducers coupled to a system of
digital acquisition, by characterizing that blocking the uterine contraction induced by oxytocin, it was found that
there was no significant inhibition of these contractions in the presence of Sv EtOH at concentrations of 500,
750, 1000 pg / mL. The Sv-EtOH (81, 243, 500, 750, 1000ug/mL) did not induce a significant relaxation of
contractions induced by KCI showing an Eyax 49.26 £ 7.32 and did not induce significantly the induced
relaxation of concentrations with oxytocin Eyax de 18,78+4,91%.
Palavr as-chave: Smarouba versicolor, ratas wistar, (iteros.

Introducéo

As plantas medicinais sdo importantes por fornecerem matéria-prima para a sintese de drogas, além de
serem utilizadas como agentes terapéuticos. O emprego das plantas é supervalorizado no uso tradicional com
base nos seus beneficios medicinais (Tresvenzol et al., 2006; Garcia et al., 2010). O desconhecimento dos efeitos
adversos de algumas dessas ervas e seus usos indiscriminados por influéncia de modismos ou fatores culturais
suscita o interesse em conhecer melhor suas propriedades deletérias, bem como a dose e a parte empregada da
planta, pois existem aquelas que sdo altamente toxicas, mesmo em pequenas doses (Zhan; Zhou, 2003; Brito et
al., 2006). A Smarouba versicolor, conhecida popularmente por pau-paraiba, pertence a familia simaroubaceae,
é encontrada desde o Nordeste até o estado de S&o Paulo e em alguns pontos dos estados do Para e Mato Grosso
do Sul. Sabe-se que esta e outras espécies do género apresentam diversas atividades: inseticidas,
anticolinesterasica, anti-inflamatoria, antitumoral, anti-helmintica, antimalarica, amebicida, antiviral;
antiestrogénica e também infertilidade masculina (Almeida, 2007; Oliveira, 2016) fatos que nos desperta
maiorias interesses em estudar a os mecanismos de acdo da Simarouba versicolor na reproducdo de fémeas.
Dentro desta perspectiva, este trabalho tem por objetivo verificar possiveis efeitos miocontratil do extrato
etanélico da Smarouba versicolor (Sv-EtOH) sobre o sistema reprodutivo em Gtero isolado de ratas wistar.

Material e M étodos

O extrato etanolico foi preparado a partir de cascas de Smarouba versicolor, Angical (6°05’41°28°),
Piaui, Brasil. A exsicata da espécie foi identificada e depositada no acervo do Herbério Graziela Barroso (TEPB)
da Universidade Federal do Piaui, em Teresina, Piaui sob o nimero TEPB-20.883. A casca da planta foi
submetida a secagem em estufa de circulacdo forgcada de ar durante trés dias a uma temperatura méaxima de 45 °C
(x1). Ap6s completa secagem, esse material foi triturado em moinho, tipo Willi. O extrato etandlico foi obtido
colocando-se de 1 Kg da matéria vegetal em etanol durante quatro dias em temperatura ambiente em maceracéo
a frio e depois foi filtrado. Apo6s quatro extraces sucessivas foi homogeneizado e colocado no evaporador
rotativo a 45 °C (+ 1) acoplado a um banho termostatizado, sendo posteriormente liofilizado. O p6 obtido foi
diluido em dimetilsulfoxido a 6%, acrescido de agua destilada. Para a caracterizagdo do bloqueio da contragdo
induzida por ocitocina ou kcl as ratas eram tratadas 24h antes do inicio dos experimentos com Cipionato de
estradiol (15ug/kg i. m.) para inducdo do estro. Decorrido este tempo as ratas eram eutanasiadas por
deslocamento cervical seguido por seccdo dos vasos cervicais. Apds abertura da cavidade abdominal, era feita a
dissecacdo do utero, colocando-o em uma placa de Petri contendo solugdo nutritiva de Locke-Ringer a 32°c sob
aeracdo com carbogénio. Em seguida, os dois cornos uterinos eram separados por meio de uma incisdo abertos
longitudinalmente e suspensos verticalmente em cubas de vidro (10 ml). Para estabilizacdo da preparacéo, esta
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era mantida em repouso por 60 minutos antes do contato com qualquer agente, sob tensdo de 1g, efetuando, neste
periodo, a renovacdo da solucdo nutritiva da cuba a cada 15 minutos. Apds o periodo da estabilizacdo, duas
curvas concentracdo - respostas cumulativas similares & ocitocina eram obtidas. Em seguida na auséncia da
ocitocina, o extrato Sv-EtOH foi incubado por 15 minutos em diferentes concentragdes e em experimentos
independentes. Apos este periodo, na presenca do extrato Sv-EtOH, uma curva de concentragdo-respostas
cumulativa & ocitocina e KCI era obtida. Os resultados foram avaliados comparando-se a porcentagem das
respostas contratil na presenca do extrato Sv-EtOH com aquela obtida pela amplitude média das curvas de
controle na auséncia do mesmo. O tipo de antagonismo exercido pelo extrato Sv-EtOH foi avaliado com base na
andlise dos valores de ECy, e Eyax da ocitocina e KCI calculados a partir das curvas concentra¢fes-respostas, na
auséncia (controle) e na presenca do extrato Sv-EtOH. Para o efeito do extrato Sv-EtOH sobre as contracdes
tonicas induzidas por KCI ou por ocitocina, o Utero era montado como descrito anteriormente, em seguida tecido
permanecia em repouso por 60 minutos em contato com a solucdo de Locke-Ringer. Ap6s o periodo de
estabilizacdo, eram obtidas duas curvas concentracdes-respostas de amplitude similares induzidas por 60mM de
KCI ou 107 UI/mL de ocitocina, de amplitudes similares, em preparacdes diferentes, registrados através de
transdutores isométricos acoplados a um sistema de aquisicdo digital. Durante a fase tbnica sustentada da
segunda respostas, 0 extrato Sv-EtOH era adicionado cumulativamente & cuba. O relaxamento produzido foi
expresso como porcentagem reversa da contracao inicial produzida pelos agentes contrateis. A ECs, foi obtida
por analise de regressdo nao-linear. Para a caracterizagdo do bloqueio da contracao fasicas e tonicas induzida por
ocitocina ou KCI foi utilizado Sv-EtOH nas concentra¢6es de 500, 750, 1000 pg/mL e efeito Efeito do Sv-EtOH
sobre as contragdes tdnicas induzidas por KCI ou por ocitocina nas concentragdes de 81, 243, 500, 750, 1000
pg/mL.

Resultado e Discussao

No entanto, neste trabalho ao observarmos a caracterizacdo do blogueio da contracdo uterina induzidas
por ocitocina, verificou-se que ndo ocorreu inibicdo significativa dessas contracdes na presenca do Sv-EtOH nas
concentragdes de 500, 750, 1000 pug/mL. Da mesma forma, observou-se que o extrato (500, 750, 1000 pg/mL)
frente as contragdes induzidas pelo agente contracturante KCI 60, também ndo antagonizou significativamente(
gréaficos 1, 2). O Sv-EtOH (81, 243, 500, 750, 1000 pg/mL) ndo induziu relaxamento de maneira significativa
sobre as contra¢fes induzidas por KCI apresentando um Eyax de 49,26+7,32 e ndo induziu de maneira
significativa o relaxamento das concentragOes induzidas por ocitocina com Eyax de 18,78+4,91% (gréafico 3).
Sabe-se, que a contragdo do msculo liso é disparada principalmente pelo aumento [Ca®*]c através dos canais de
calcio voltagem dependentes (Cav), como pela ligagdo do agonista a um receptor, que pode ser independente do
potencial de membrana originalmente designados por acoplamento eletromecanico e farmaco-mecanico,
respectivamente (Somlyo, 2003). Quando um agonista, como ocitocina, liga-se a receptores acoplados a proteina
G (GPCR), estes ativam a cascata de fosfoinositidios, usualmente através da producdo de IP3 mediada pelas
proteinas Gg e G11 estimulando, assim, a liberacdo de Ca®* do reticulo sarcoplasméatico. Os agonistas contrateis
podem também elevar a [Ca’*]c através de receptores de rianodina e estimular a entrada de Ca®* através dos
multiplos tipos de canais, incluindo Ca®* operados por estoque, por receptor ou por voltagem (Mcfadzen, 2002).
Como um dos processos comuns as vias de sinalizagdo da ocitocina e KCI é a despolarizagdo da membrana
plasmatica, com consequente abertura dos Cav que leva a um infuxo de Ca®*, resultando na manutengéo da fase
tonica da contragdo (Wray, 2005). Avaliou-se o efeito do extrato sobre o componente tonico da resposta contratil
induzida por KCI (acoplamento eletromecénico) e por ocitocina, que age por acoplamento misto (farmaco e
eletromecénico) em Utero isolado se rata. No entanto, neste experimento o extrato ndo foi capaz de relaxar de
maneira significativa o Gtero pré-contraido com KCI e ocitocina, sugerindo que este ndo tem acdo espasmolitica
ou relaxante sobre Gtero. Resultados gréficos 1, 2, 3.

Grafico 01: Efeso do Sw.EROH (300, 750. 1000 pg'ml) na contracao (%) induzida Grifico 0@: Efesto do Sv-ENDH 500, 750, 1000 pgimiL) na contracio (%) mdusida
por ocitocna em Mero isclados de ratas. KICl orr (o

Contragio (%)
Contragiio (%)

! 3 H
bog [Sv-EtOH] pmoimL.
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Conclusdo

O extrato ndo inibiu e ndo relaxou contra¢Ges induzidas por KCI ou ocitocina em Gteros isolados de
ratas. Portanto extratos ou outros produtos provenientes da Smarouba versicolor ndo devem ser ingeridos por
gestantes, e/ ou lactantes até que sejam realizadas mais pesquisas com outras doses e técnicas que comprovem
Seus mecanismos de agéo.
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Abstract

This study aimed analyse the effects of Senna spectabilis on eaculatory frequency and copulatory
parameters of rats, getting some answers related to aphrodisiacs and adver se effects and potential influencersin
the sexual behavior of animals observed in some species of plants similar to Senna spectabilis. Were used 35
Wistar ratos, being 28 with erectile dysfunction induced by paroxetine The ethanol extract of S. spectabilis
(EESs) were administered in three different doses (250, 500 and 1000 mg/kg body weight) for seven consecutive
days. Then the rats were allocated in cages with female rats at estrus phase and the gjaculatory frequency was
noted. The animals in this study showed no erection while they were on observation and no significant
behavioral change was observed, compared to the control group.
Key-words:. reproduction, phytotherapy, native plants.
Palavra-chave: reproducdo, fitoterapia, plantas nativas.

Introducéo

A alimentagdo representa o aspecto mais importante para o desenvolvimento de bons reprodutores.
Algumas plantas apresentam efeitos toxicos gravissimos e até mesmo letais. Sendo assim, a sua utilizagéo pode
culminar no desenvolvimento de efeitos como a diminui¢do de peso ou até mesmo na alteracdo dos padrBes
reprodutivos normais (Guimardes Filho & Soares, 1999). Estudos fitoquimicos da S. spectabilis (Bolzani, et al.,
2004) comprovam a presenca de no minimo quatro substancias bioativas diferentes. Estdo presentes alcaloides,
alcaloides piperidinicos, triterpenospentaciclicos e misturas de fitoesteroides. A Senna spectabilis possui
semelhancgas organolépticas tais como cor, aspecto, odor e sabor adocicado da fava com a espécie Samanea
tubulosa, pertencente a familia das leguminosas e que possui efeito tdxico comprovados sobre a gestacdo, como
diminuigdo do peso da ninhada e ndmero de fetos em ratas Wistar (Sales, 2011). Com isso, 0 estudo da Senna
spectabilis objetiva estudar os efeitos da planta na frequéncia ejaculatdria em ratos, bem como em seus
parametros copulatérios.

Material e M étodos

As vagens de Senna spectabilis foram coletadas e secas em estufa a 45 °C, por cinco dias. Em seguida
foram moidas em moinho de facas e o p6 obtido foi macerado em alcool absoluto 99,5%, por 15 dias. O extrato
foi filtrado, concentrado em evaporador rotativo e liofilizado. Foram usados 35 ratos machos dos quais 28 foram
induzidos a uma disfuncdo sexual causada pela Paroxetina na dose de 10 mg/kg de peso corporal por via oral,
durante trés semanas, uma vez ao dia. Ao final desse periodo, 30 minutos apés a Gltima dose, os animais foram
alojados em gaiolas com fémeas sabidamente em estro e foi mensurada a performance copulatoria, realizada
durante a fase escura do ciclo claro-escuro, com pouca luminosidade. Foram observadas a frequéncia da monta,
frequéncia de introducdo, frequéncia de ejaculagdo, laténcia da monta, laténcia de introducdo, laténcia de
ejaculacdo e os intervalos entre ejaculacdes. Animais que apresentarem uma reducdo de no minimo 25% dos
padrdes de performance copulatéria foram considerados com disfuncéo sexual. Os animais foram divididos em
cinco grupos de sete animais cada. O primeiro grupo foi o controle positivo, com animais normais (sem
disfuncdo sexual) que receberam agua destilada por via oral. O segundo grupo foi o controle negativo, onde os
animais (com disfuncdo sexual) receberam uma dose de Paroxetina de 10 mg/kg de peso vivo, por via oral. Os
outros trés grupos continham animais com disfuncdo sexual e receberam extrato etandlico das vagens de S
spectabilis (EEVSs) em trés doses diferentes (250, 500 e 1000 mg/kg de peso corporal) além de Paroxetina na
dose de 10 mg/kg de peso vivo, por via oral. Os animais receberam os tratamentos uma vez ao dia durante sete
dias. Ao final desse periodo, 30 minutos apds a Ultima administracdo, os animais foram alojados em gaiolas com
fémeas sabidamente em estro (1pg de benzoato de estradiol por 100 gramas de peso corporal, durante trés dias,
por via subcutanea) e foi mensurada a performance copulatéria anotando-se a frequéncia de ejaculagdo conforme
descrito anteriormente.
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Resultados e Discussio

Os animais que receberam EEVSs ndo apresentaram ere¢do durante o tempo de observacdo,
equiparando-se ao grupo controle (paroxetina). A paroxetina tem efeito similar a serotonina no momento pés
ejaculatdrio. Percebemos a atuagdo serotoninérgica da paroxetina, o qual ndo foi inibido pelo EEVSs como
podemos ver na Figura 1. Portanto, evidenciou que as substancias do extrato ndo tem influéncia sobre a
frequéncia copulatoria.

Frequencia de Ejaculacao
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Figura 1. Frequéncia de ejaculacdo em animais com disfuncdo sexual desenvolvida com paroxetina e tratados
com EEVSs.

Conclusdo
Néo foi observado nenhuma alteracdo na frequéncia ejaculatéria de animais tratados como extrato
etandlico das vargens Senna spectabilis nas doses testadas.
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Hiperplasia endometrial cistica e hidrossalpinge em coelha
Cystic endometrial hyperplasia and hydrosalpinx in a rabbit
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Abstract

Cystic endometrial hyperplasia is an endometrial modification the uterus of female dogs and cats
correlated to high levels of estrogen and prolonged exposure to progesterone. In this context, the present study
reports the occurrence of cystic endometrial hyperplasia and hydrosalpinx in rabbits. A rabbit was referred to
the HOVET/UFRA for elective ovarian-hysterectomy. Histological examination showed an increase in the size of
the endometrial glands and cystic distension. The tube uterine constituted cystic distention with epithelial of
pseudostratified epithelium ciliated. This case report describes the first time the cystic endometrial hyperplasia
and hydrosalpinx in a rabbit.
Keywords: progesterone, hyperplasia, rabbit.
Palavr as-chave: progesterona, hiperplasia, coelho.

Introducéo

Hiperplasia endometrial cistica (HEC) é uma alteracdo endometrial do Utero de cadelas e gatas
correlacionada a altos niveis de estrdgeno e exposicdo prolongada de progesterona seja endégeno ou exdgeno
predispondo para hidrometra, mucometra e piometra (Dow, 1959; Hagman, 2004).

Essa patologia é menos prevalente em gatas, pois estes animais possuem ovulacdo induzida,
necessitando do coito para desenvolvimento do tecido lUteo e secrecdo de progesterona (Wykes e Olson, 1996)
semelhante ao que ocorre em coelhas.

O liquido intra-uterino que se acumula na HEC é estéril e a condicéo clinica é chamada de hidrometrite
ou mucometrite. Ambas sd8o incomuns e, geralmente, sdo achados incidentais durante
ovariosalpingohisterectomias eletivas (Stone, 2006)

A hidrossalpinge é a distensdo do limen da tuba devido ao acumulo de fluido aquoso, geralmente
causada por obstrucéo adquirida (Ferreira, 2010).

Nesse contexto, o presente trabalho objetiva relatar a ocorréncia de hiperplasia endometrial cistica
associada a hidrossalpinge em coelha.

Material e M étodos

Um coelho, fémea, sem raga definida (SRD), de 1 ano de idade, foi encaminhada ao Hospital
Veterinario “Dr. Mario Dias Teixeira” da Universidade Federal Rural da Amazbdnia (HOVET/UFRA) para
realizacdo de uma ovariosalpingohisterectomia eletiva. As técnicas anestésicas seguiram recomendagdes de
Fantoni e Cortopassi (2009) e Vilani (2014) e a técnica cirlrgica foi realizada de acordo com Boussarie (2001).

Procedeu a analise anatomopatoldgica dos cornos uterinos, ovarios e tubas uterinas, que em seguida
foram fixados em formalina 10% tamponada e processados rotineiramente, incluidos em parafina, cortados a 4
pum de espessura, corados com Hematoxilina e Eosina (H & E) para exame histopatolégico no Laboratério de
Patologia Animal (LABOPAT/UFRA).

Resultados e Discussio

Macroscopicamente, a parede uterina mostrou-se espessa, bilateralmente um dos cornos uterinos mediu
4,2 x 1,5 cm, o ovario correspondente, 1,7 x 0,6 cm. O corno uterino contralateral mediu 5,0 x 1,5 cm, o ovario
correspondente, seccionado, 1,0 x 0,7 cm. No segundo fragmento de ovario, com medida 0,9 x 0,8 cm, notou-se
aderéncia para-ovarica com distensdo cistica da tuba uterina, que mediu 4,3 x 4,0 cm e apresentava parede
espessa, com vasos ingurgitados por sangue e que ao corte fluiu liquido seroso, transldcido.

Microscopicamente, diagnosticou hiperplasia endometrial cistica, com o Gtero apresentando glandulas
endometriais aumentadas de tamanho, algumas mostraram-se cisticas (De Bosschere et al., 2001) e, algumas,
com formac6es papiliformes luminais. Os ovarios exibiram normalidade morfoldgica, ja a tuba uterina esquerda,
histologicamente, apresentou caracteristicas de hidrossalpinge, com distensdo luminal (Pereira et al., 2015) e
elementos histologicos correspondente a esse 6rgdo com uma parede muscular lisa e conjuntiva, além de notavel
dilatagdo dos vasos sanguineos (congestdo ++). Internamente, areas do revestimento com epitélio pseudo-
estratificado, ciliado e com maior celularidade (hiperplasia)

Hardy e Osborne, (1974) descreveram que a progesterona estimula a proliferacdo das glandulas

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.40, n.4, p.618-619, out./dez. 2016. Disponivel em www.cbra.org.br 618



b:.aCongresso Norte-Nordeste de Reproducdo Animal (VIII CONERA), 8, 2016, Teresina, Pl. Anais...Belo Horizonte:
CBRA, 2016.

endometriais, e a sequela mais evidente desta proliferacdo é a HEC. Em coelhas, o foliculo maduro secreta
estrégenos e progestagenos, no entanto nao foi identificada alteragdes que justificasse a producdo anormal desses
horménios.

Estudos de Fieni (2006) descreveram que progesterona aumenta a atividade secretéria das glandulas
endometriais, resultando na producdo e no acumulo de grandes quantidades de fluidos dentro do dtero
semelhante ao observado neste estudo.

Ja foi descrito por Pereira et al. (2015) HEC e hidrossalpinge em bovinos porém, diferentemente do
caso aqui relatado, havia associacdo a cisto folicular.

Conclusio
Este relato de caso descreve pela primeira vez o processo de hiperplasia endometrial cistica e
hidrossalpinge em coelha comprovado através de analise histoldgica.
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Ocorréncia de adenocar cinoma endometrial em Oryctolagus cuniculus (Linnaeus, 1758):

Relato de caso
Occurrence of endometrial adenocarcinoma in Oryctolagus cuniculus (Linnaeus, 1758): Case report
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Abstract

Endometrial adenocarcinoma is often view in rabbits at older age, disabling them for reproduction. The
presente work aim to report the occurrence of endometrial adenocarcinoma in Oryctolagus cuniculus, in the city
of Belém, Para. The animal come to death and it was referred for the performance of its necropsy, the
reproductive tract was fixed in formaldehyde to continue the histopathological examination. Grosdly, it was
verified that the uterine horn exhibited a dilated segment, vascularised and with friable tissue. Microscopically
it was noticed tubular pattern formation with luminal expansion, anisocytosis, anisonucleosis and low mitotic
rates. Then, due to the pathological characteristics, it suggests an occurrence of endometrial adenocarcinoma
in rabbits.
Keywords: Endometrial adenocarcinoma, rabbits, senescence.
Palavr as-chave: Adenocarcinoma endometrial, coelha, senescéncia.

Introducéo

O adenocarcinoma endometrial é uma neoplasia que se origina do epitélio glandular uterino, sendo
incomum em animais domésticos. Entretanto, espécies do género Oryctolagus sp. estdo entre as espécies de
maior ocorréncia do tumor. Coelhas de idade variando de média a avangada sdo mais predisponentes ao
adenocarcinoma endometrial, podendo ser acometidas a partir de dois anos de idade (Jones et al., 2000).

As alteracbes no endométrio ocorrem com maior frequéncia quanto maior a idade, devido as
modificacfes que ocorrem nas células senis, portanto, estdo associadas a presenca de neoplasias de crescimento
lento. Os sinais clinicos podem ser observados nos estagios avancados do crescimento neoplasico e incluem
anorexia, apatia e sangramento vaginal (Klaphake e Murphy, 2012).

O neoplasma geralmente promove metastases e microscopicamente caracteriza-se como pequenas ilhas
de células endometriais neoplasicas ou em unidades celulares, estando mescladas com estroma de tecido
conjuntivo colagenoso denso, podendo algumas vezes observar areas de calcificagdo (Jones et al., 2000).

Nesse contexto, 0 objetivo do trabalho foi relatar a ocorréncia de adenocarcinoma endometrial em
Oryctolagus cuniculus no municipio de Belém, Para.

Relato de Caso

Um animal da espécie Oryctolagus cuniculus, fémea, de 11 anos de idade, foi atendido no Ambulatério
de Animais Silvestres da Universidade Federal Rural da Amazénia (UFRA), com histérico de apatia, anorexia,
emagrecimento, desidratacdo e, posteriormente, morte. O espécime foi encaminhado ao Laboratério de Patologia
Animal da UFRA para a realizacdo dos exames necroscépico e histopatolégico. Fragmentos de diversos érgaos,
incluindo o Gtero contendo estrutura nodular, foram coletados e fixados em formalina tamponado a 10%. A
macroscopia do nodulo uterino baseou-se na avaliagdo de aspecto, forma, consisténcia, coloragdo, tamanho e
delimitacdo dos bordos. Para o exame histopatoldgico, as amostras fixadas foram seccionadas, processadas
rotineiramente, incluidas em parafina, cortadas a 4 micrometros de espessura e coradas pela hematoxilina e
eosina para a confec¢do e leitura das laminas.

Resultados e Discussio

As andlises macroscépica e histopatoldgica determinaram o diagnéstico de adenocarcinoma endometrial
em coelha. No exame macroscopico observou-se segmento do uterino direito apresentando dilatacdo nodular,
circunscrita, bem delimitada, de superficie regular, consisténcia elastica, com rica vascularizacdo, medindo 6,0 x
4,0 cm. Ao corte notou-se consisténcia fridvel, aspecto irregular, com areas de coloracdo esbranquicadas e outras
avermelhadas.

O exame microscopico revelou endométrio apresentando formagdes de padrdao tubular com notavel
expansdo luminal papilifera e crescimento epitelial de aspecto polipoide. As células morfologicamente
apresentaram anisocitose, anisonucleose e baixo indice mitético. Adicionalmente estavam presentes areas de
necrose coagulativa e areas com boa vascularizagéo no parénquima tumoral.
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De acordo com Asakawa e seus colaboradores (2008), esta neoplasia se caracteriza pela presenca de
células epiteliais das glandulas endometriais com camadas irregulares e estruturas tubulares e/ou papilares. O
crescimento das células neoplasicas pode ser expansivo, tanto para o limen quanto para 0 miométrio, sendo que
o padrdo papilar apresenta projecOes papilares para o interior do Iimen.

Ha relatos de carcinoma endometrial em uma coelha de oito anos de idade no estado de S&o Paulo
(Cintra et al., 2015), porém, Quevedo e seus colaboradores (2015) descreveram um caso de adenocarcinoma
endometrial em uma coelha com quatro anos de idade. No presente trabalho, o animal apresentou uma idade
avancada de 11 anos.

O tratamento de elei¢do para este tipo de neoplasia € a ovario-histerectomia (Klaphake e Murphy,
2012), entretanto, ndo foi possivel realizar este procedimento devido ao estado grave em que o animal se
encontrava.

Conclusio
O presente relato demonstrou que ha ocorréncia de adenocarcinoma endometrial em Oryctolagus
cuniculus senil, acrescentando dados que contribuiram para estudo futuros.
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Evaluation of Androgenic and antiandrogenic activity in rats treated with ethanol extract of pods of Senna
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Abstract

Although the high expression of the northeastern herds, the levels of productivity, reproducibility,
carcass gain and other factors are low. This is mainly due to the main food source being from native plants of
the Savanna. Were used male Wistar rats (64) divided into eight groups. These animals were castrated and, after
recovery, received ethanol extract of pods of Senna spectabilis (EEVSs) in three different doses and testosterone
intramuscularly (some groups). The animals were treated for 32 consecutive days and at the end were
euthanized. The organs were collected and weighed for evaluation of androgenic and anti-androgenic activity.
The extract showed no androgenic nor anti-androgenic activity at the doses tested.
Keywords: reproduction, native plants, goats.
Palavras-chave: reprodugio, plantas nativas, caprinos.

Introducao

O rebanho nordestino, embora expressivo (25,3 milhdes de bovinos, 6,4 milhdes de caprinos e 7,7
milhdes de ovinos), segundo Anténio Filho (2010), apresenta niveis de produtividade bastante baixos. Como a
alimentag@o representa o aspecto mais importante para o desenvolvimento de bons reprodutores, acredita-se que
esse baixo desempenho se deve principalmente as fontes alimentares nativas da caatinga. Na dieta de rebanhos
caprinos e ovinos, as plantas nativas da caatinga sdo responsaveis por 90% da dieta. Além disso, a escassez de
alimentos nesse bioma favorece inclusive a utilizagdo de plantas que ndo sdo utilizadas comumente para esse fim
(Gonzaga Neto et al., 2001; Aragjo et al., 2006). O estudo dos efeitos metabodlicos das plantas com potencial de
suprir a caréncia alimentar de rebanhos é fundamental para viabilizar o investimento ¢ a cultura das mesmas,
além de permitir o conhecimento dos diversos efeitos, até mesmo letais, de algumas delas.

A Senna spectabilis possui caracteristicas organolépticas tais como cor, aspecto, odor e sabor adocicado
da fava semelhantes a espécie Samanea tubulosa, pertencente a familia das leguminosas, a qual possui efeitos
toxicos sobre a gestagdo de ratas Wistar, como diminui¢do do peso da ninhada e nimero de fetos (Sales, 2011).
Devido ao uso na alimentagdo de animais de produgdo, a presenca de substancias bioativas que podem causar
toxicidade e a falta de estudos toxicoldgicos, esta pesquisa tem por objetivo estudar os efeitos do extrato
etandlico das vagens de Senna espectabilis (EEVSs) sobre o sistema reprodutor de ratas.

Material e Métodos

As vagens de Senna spectabilis foram coletadas e secas em estufa a 45 °C, por cinco dias. Em seguida
foram moidas em moinho de facas e o p6 obtido foi macerado em alcool absoluto 99,5%, por 15 dias. O extrato
foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo a 40 °C e a pressdo reduzida. O material concentrado foi
mantido sob refrigeracdo e posteriormente liofilizado para retirada da agua residual. Para a avaliagdo da
atividade androgénica e antiandrogénica foram utilizados 64 ratos machos pesando entre 180 — 250 g divididos
em oito grupos (n=8). Os animais foram submetidos a orquiectomia e passaram por um periodo de recuperagio
(20 dias). Os grupos 1, 2 e 3 (atividade androgénica) receberam EEVSs em trés doses diferentes (250, 500 e
1000 mg/kg de peso corporal). Os grupos 4, 5 e 6 (atividade antiandrogénica) receberam, respectivamente, as
mesmas doses de extrato (via oral) acrescidas de testosterona via subcutanea na dose de 250 pg/100g de peso
corporal diluida em 6leo de milho. Foram feitos dois grupos controles (grupos 7 e 8), um deles recebeu o veiculo
do extrato por via oral e o outro recebeu, além do veiculo do extrato, testosterona via subcutanea (250 pg/100g)
diluida em 6leo de milho. Os tratamentos duraram 32 dias. Os animais foram anestesiados e eutanasiados com
Tiopental sodico (100mg/kg, via intraperitoneal). Os orgdos (vesiculas seminais, prostata, figado, rim, adrenais,
baco, coragdo, pulméo e hipofise) foram removidos, pesados e avaliados macroscopicamente com auxilio de uma
lupa.

Resultados e Discussio

No protocolo de atividade androgénica e antiandrogénica, ndo houve diferenga estatistica significativa
entre os tratamentos e os seus respectivos controles (Tab.1). Pode-se observar o perfeito funcionamento do
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hormoénio utilizado como controle (Testosterona), que aumentou o peso das vesiculas seminais, prostata e

glandulas adrenais.

Tabela 1. Avaliacdo da atividade androgénica e antiandrogénica (erro + desvio padrdo) através dos pesos dos
orgdos (g/100gPC) dos animais tratados com Extrato etandlico das vagens deSenna spectabilis (EEVSs).

Tratamentos Coragdo Figado Rins Adrenais Prostata Vesicula S.

Controle 0,35+0,01 273+042 0,72+0,01 0,019+0,001° 0,038 +0,006° 0,07 + 0,007
250mg/kg 037+0,01 298+009 0,74+0,02 0,017+0,001° 0,050 +0,009° 0,08 +0,010°
500mg/kg 0,38+0,02 2,49+055 1,05+0,30 0,020+0,001° 0,046 +0,006° 0,07 = 0,0060°
1000mg/kg 0,30+ 0,01 3,62+0,09 0,55+0,09 0,019+0,002° 0,027 +0,005° 0,06 + 0,005
Testosterona 0,34+0,01 2,62+0,12 0,75+0,03 0,010+0,002° 0,294 +0,021°> 0,65+ 0,073°
250+Test 0,01+0,01 2,60+0,18 0,71+0,05 0,013+0,001° 0,338+0,024> 1,01 +0,242°
500+Test 0,34+0,02 2,88+0,13 0,73+0,02 0,012+0,001®> 0,277 +0,022° 0,71 +0,093°
1000+Test 0,34+0,18 2,62+0,05 0,69+0,02 0,014+0,002°> 0,290 +0,035° 0,68 + 0,050

Médias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si no teste de Bonferronni a 5% de probabilidade.
Letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenga estatistica.

Conclusio
Apbs os estudos, conclui-se que o extrato etandlico das vagens de Senna espectabilis, nas doses
testadas, ndo apresenta efeito androgénico e antiandrogénico em ratos.
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Abstract

Polyorchidism is a rare congenital anomaly defined as the presence of more than two histologically
proven testicles. In this context, the objective of this study is to report the occurrence of two intra-abdominal
supernumerary testis in a rabbit. A rabbit was referred to the ISPA/UFRA for elective orchiectomy. On physical
examination, it was detected the presence of testicles in the scrotum. In the necropsy record was described
presence of bilateral structure similar to testis and epididymis which microscopically showed normal
morphology. This case report describes for the first time polyorchidism in a rabbit with two intra-abdominal
testisand two testicles located in the scrotum proven through histological analysis.
Keywords: Polyorchidism, testis, rabbit.
Palavras-chave: Poliorquidismo, testiculos, coelho.

Introducéo

Os coelhos com maturidade sexual tém dois testiculos, alojados em dois sacos escrotais sem pélo, e um
pénis. Possuem o canal inguinal aberto durante toda a vida, ou seja, tém a capacidade de recolher os testiculos no
abddmen através do musculo cremaster, quando submetidos a situagdes de stress ou de doenca (Quinton, 2005).

Poliorquidismo é uma anomalia congénita caracterizada pela presenca de mais de dois testiculos
histologicamente comprovados. Essa alteracdo & incomum tanto na medicina humana como na medicina
veterindria (Roca-Ferrer et al., 2015).

Casos de poliorquidismo foram relatados em humanos e nas espécies equina (Earnshaw, 1959; Davies,
2010), canina (Atkinson, 1999; Tamminen et al., 2012) e felina (Milwright e Smith, 1999; Roca-Ferrer et al.,
2015), ndo sendo observado em coelhos. Em geral, essa condigdo caracteriza-se pela presenga de um Unico
testiculo supranumerario (triorquidismo), entretanto, Roca-Ferrer et al. (2015) reportaram um caso de
tetraorquidia em felino. Nesse contexto, o presente trabalho objetiva relatar a ocorréncia de dois testiculos
supranumerarios intra-abdominais em um coelho.

Material e M étodos

Um coelho, macho, sem raga definida (SRD), de 1 ano de idade, foi encaminhado ao Bloco Cirdrgico
do Instituto de Salde e Produgdo Animal da Universidade Federal Rural da Amazénia (ISPA/UFRA) para
realizacdo de orquiectomia eletiva. No exame fisico, foi confirmada a presenca de testiculos no escroto. As
técnicas anestésicas seguiram recomendacBes de Fantoni e Cortopassi (2009) e Vilani (2014) e a técnica
cirtrgica foi realizada de acordo com Boussarie (2001).

Os testiculos orquiectomisados foram fixados em formalina 10% tamponada e  processados
rotineiramente, incluidos em parafina, cortados a 4 um de espessura, corados com Hematoxilina e Eosina (H &
E) para exame histopatoldgico no Laboratério de Patologia Animal (LABOPAT/UFRA). O animal em questdo
veio a 6bito 48 horas ap06s o procedimento cirdrgico, sendo este submetido ao exame necroscopico.

Resultados e Discussio

Macroscopicamente, os testiculos de localizacdo escrotal apresentaram consisténcia firme, coloracao
amarelo-acastanhada, medindo 3,5x1,0 cm e 2,5x0,9 cm.

Na necropsia, foi observado estrutura bilateral semelhante a testiculo na regido intra-abdominal ventral.
Uma estrutura apresentando coloracdo vermelho intenso, medindo 3,0 x 1,5 cm e a contralateral, de coloracdo
rosada medindo 2,5 x 1,2 cm.

Microscopicamente, os testiculos e epididimos escrotais apresentaram morfologia habitual com tabulos
seminiferos e epididimarios contendo células germinativas no limen tubular. Um dos testiculos intra-abdominais
demonstrou espermatogénese e morfologia tubular normal porém, intersticialmente estava presente notavel
infiltracdo de sangue com diagndstico de hemorragia intersticial grave. No entanto, 0 mesmo apresentava
espermatogénese, visto que o epididimo correspondente exibia morfologia habitual e massas de espermatozéides
luminais. O testiculo intra-abdominal contralateral e epididimo apresentaram normalidade estrutural e funcional.

Em medicina veterinaria, poucos casos de poliorquidismo foram relatados. Earnshaw (1959), Milwright
e Smith (1999), Atkinson (1999), Davies (2010), Tamminen et al. (2012) descreveram casos de triorquidia sendo
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que, nos relatos de Earnshaw (1959), Milwright e Smith (1999) e Davies (2010), todos os testiculos foram
encontrados no escroto enquanto que Atkinson (1999) e Tamminen et al. (2012) descreveram a presenca de dois
testiculos no abdémen e um testiculo, no escroto, semelhante ao observado no presente estudo, que, no entanto,
foram quatro 6rgdos. Roca-Ferrer et al. (2015) descreveram um caso de tetraorquidia onde os quatro testiculos
foram encontrados no abddémen. Milwright e Smith (1999), Tamminen et al. (2012) e Roca-Ferrer et al. (2015)
também utilizaram analises histologicas para a comprovagéo dos testiculos supranumerarios.

Conclusdo

Este relato de caso descreve pela primeira vez o processo de poliorquidismo em coelho com dois
testiculos intra-abdominais e dois testiculos localizados no escroto (tetraorquidia) comprovado através de analise
histol6gica.
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