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RESUMO

A ma nutrigdo no periodo perinatal pode implicar em desbalangos no ambiente
uterino, estando atrelada a maiores riscos de desenvolvimento de doengas cronicas
na prole na vida adulta. Nesse sentido, buscou-se avaliar se o extrato etandlico da
casca do umbuzeiro €& capaz de mitigar efeitos deletérios nos parametros
murinométricos e musculares de méaes submetidas a desnutricdo proteica durante a
gestacdo. O estudo teve o objetivo de avaliar os efeitos da ingestdo do extrato
etandlico da casca de Spondias tuberosa Arruda durante a gestagédo, sobre o
musculo esquelético da prole de ratas submetidas a dieta hipoproteica. Foram
formados trés grupos, sendo um normonutrido (DCMat) e dois com restricao proteica
(DHMat e DHMat-Umbu). A administragao do extrato (0,5g/Kg) ocorreu via gavagem,
durante a gestagdo, para um dos grupos em restricdo proteica, e os demais
receberam gavagem com o veiculo, na mesma propor¢ao. A eutanasia da prole
ocorreu no 90° dia pos natal. Os parametros avaliados foram peso corporal,
indicadores murinométricos, peso e massa seca dos musculos séleo, EDL,
gastrocnémio e tibial anterior e conteudo de glicogénio dos musculos soéleo e EDL.
Foi observado que tanto no periodo da lactagdo, quanto apos o desmame, a prole
do grupo DHMat teve peso inferior em relagdo ao grupo DCMat (reducéo de 41% e
17, respectivamente), sem diferengas no peso da prole DHMat-Umbu em ambos os
periodos. Quanto aos indicadores murinométricos foi observado que para a
circunferéncia toracica, a prole do grupo DHMat teve uma reducéo de 14% quando
comparada a prole DCMat, o que também ocorreu com a circunferéncia abdominal e
eixo longitudinal, que apresentaram redug¢ao de 20% no periodo de 7 aos 21 dias de
vida e de 21% do 7° ao 30° DPN, respectivamente, entre 0s mesmos grupos, € sem
diferengas para o grupo DHMat-Umbu. Quanto ao peso dos musculos, de forma
geral, ndo houve diferenca entre os grupos, com exce¢ao dos pesos Umido e seco
do gastrocnémio, que foram reduzidos em 12% no grupo DHMat-Umbu comparado
ao grupo DHMat. Para o conteudo de glicogénio muscular, ndo houve diferencga
entre grupos para o musculo EDL, todavia, no musculo séleo foi observado que o
grupo DHMat-Umbu teve um aumento de 62% quando comparado ao grupo DHMat.
A restricdo proteica durante a gestacdo comprometeu o crescimento e o0s
parametros musculares da prole, evidenciando os impactos negativos da

subnutricdo precoce. A administracao do extrato etandlico da casca de Spondias



tuberosa atenuou esses efeitos, preservando o comprimento da cauda e a reserva
de glicogénio muscular.

Palavras-chave: gestacao; lactagdo, subnutricdo; dieta hipoproteica; extrato



ABSTRACT

Perinatal malnutrition can cause imbalances in the uterine environment, being
associated with a higher risk of developing chronic diseases in the offspring during
adulthood. In this context, the present study aimed to evaluate whether the ethanolic
extract from the bark of Spondias tuberosa (umbu tree) is capable of mitigating
deleterious effects on murinometric and muscular parameters of mothers subjected
to protein malnutrition during pregnancy. The study aimed to assess the effects of
ingesting the ethanolic bark extract of Spondias tuberosa Arruda during pregnancy
on the skeletal muscle of the offspring of rats fed a low-protein diet. Three groups
were formed: one well-nourished group (DCMat) and two protein-restricted groups
(DHMat and DHMat-Umbu). The extract (0.5 g/kg) was administered via gavage
during gestation to one of the protein-restricted groups, while the others received
gavage with the vehicle in the same proportion. Offspring euthanasia occurred on the
90th postnatal day. The evaluated parameters were body weight, murinometric
indicators, wet and dry mass of the soleus, EDL, gastrocnemius, and tibialis anterior
muscles, and glycogen content of the soleus and EDL muscles. It was observed that,
both during lactation and after weaning, the DHMat group offspring had lower weight
compared to the DCMat group (reductions of 41% and 17%, respectively), with no
differences in the weight of the DHMat-Umbu offspring in either period. Regarding
murinometric indicators, thoracic circumference was reduced by 14% in the DHMat
group compared to the DCMat group, and similar reductions were observed in
abdominal circumference and longitudinal axis, which decreased by 20% from days 7
to 21 of life and by 21% from the 7th to the 30th postnatal day, respectively, between
the same groups, with no differences for the DHMat-Umbu group. In terms of muscle
weight, no overall differences were found between groups, except for the wet and dry
weights of the gastrocnemius, which were reduced by 12% in the DHMat-Umbu
group compared to the DHMat group. For muscle glycogen content, no differences
were observed between groups for the EDL muscle; however, in the soleus muscle,
the DHMat-Umbu group showed a 62% increase compared to the DHMat group.
Protein restriction during pregnancy impaired the growth and muscular parameters of
the offspring, highlighting the negative impacts of early malnutrition. Administration of
the ethanolic bark extract of Spondias tuberosa attenuated these effects, preserving

tail length and muscle glycogen stores.
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DCMat :Dieta Controle Materna.

DHMat-Umbu: Dieta Hipoproteica Materna + Umbu.

DHMat:Dieta Hipoproteica Materna.
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WEFP: World Food Program.
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1 INTRODUGAO

Em 2022, cerca de 2,5 milhdes de adultos com 18 anos ou mais tinham
excesso de peso, incluindo mais de 890 milhdes de adultos que viviam com
obesidade (WHO, 2023). Isto corresponde a 43% dos adultos com 18 anos ou mais,
sendo a maior prevaléncia entre as mulheres. No entanto, diversos paises de baixo
e médio rendimento enfrentam o duplo fardo da subnutricido, onde enfrentam
problemas relacionados as doencgas infecciosas, mas, também um rapido aumento
dos fatores de risco das doengas nao transmissiveis, sendo comum encontrar,
ambos subnutricdo e obesidade, no mesmo ambiente (WHO, 2023).

A nutricdo materna exerce papel determinante no desenvolvimento e na
saude do feto, uma vez que, durante a gestagdo e a lactagdo, o suprimento de
nutrientes ocorre exclusivamente por meio da mée (Jazwiec; Sloboda, 2019).

Situacdes de deficiéncia nutricional nesse periodo podem comprometer nao
apenas o crescimento intrauterino, mas também a saude ao longo da vida. Um
exemplo marcante vem do episddio histérico conhecido como “Inverno da Fome na
Holanda” (1944-1945), no qual mulheres gravidas submetidas a escassez alimentar
geraram filhos com baixo peso ao nascer, que, anos mais tarde, apresentaram maior
incidéncia de intolerancia a glicose (Ravelli, 1998).

Atualmente, dados da UNICEF (2023) revelam que, desde 2020, houve um
aumento de 25% no numero de gestantes e lactantes em situacdo de subnutrigdo
aguda em paises impactados pela crise alimentar e nutricional global, configurando
um quadro de alta relevancia para a saude publica.

A qualidade da dieta materna — seja em casos de ingestdo adequada,
insuficiente ou excessiva — influencia diretamente a composi¢cao corporal e o
equilibrio energético da prole. Esse impacto ndo se limita a nutrigdo imediata, mas
envolve também mecanismos de programagao metabodlica mediados por alteragdes
epigenéticas (Blesson et al., 2022).

Entre esses mecanismos, destacam-se mudangas na metilagdo do DNA,
modificagdes pos-traducionais de histonas e variagbes na expressao de genes que
regulam o metabolismo de acidos graxos e a sinalizagdo da insulina (Burton;

Lillycrop, 2019). Tais alteragbes podem predispor o individuo a disturbios
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metabolicos, como obesidade, resisténcia a insulina e diabetes tipo 2, evidenciando
que a dieta materna tem efeitos duradouros sobre a saude da prole.

As proteinas, por sua vez, sao macronutrientes essenciais para a
manutencdo da homeostasia celular e para o funcionamento adequado de todos os
sistemas organicos. Durante os periodos criticos do desenvolvimento, como
gestagao e lactagao, uma deficiéncia proteica acentuada pode levar a desequilibrios
severos, comprometendo a formagdo e o funcionamento de tecidos e 6rgaos.
Estudos indicam que essa caréncia resulta em consequéncias como reducido do
peso fetal, alteracbes enzimaticas, disturbios bioquimicos e prejuizos estruturais em
orgaos vitais (Vipin et al, 2022). Esses efeitos evidenciam a importancia de
assegurar ingestao proteica adequada, tanto em quantidade quanto em qualidade,
para garantir o crescimento saudavel e prevenir complicagdes a longo prazo.

O tecido muscular esquelético torna-se alvo de deplecido e ocasiona
mudancgas nas fases de crescimento e diferenciagdo das fibras musculares quando
ha uma dieta deficitaria em proteinas, uma vez que é sensivel a desnutricao proteica
e funciona como um reservatorio de proteina no organismo (Nascimento et al.,
1990).

Uma vez que a restrigdo proteica perinatal aumenta a concentragao de
radicais livres e citocinas inflamatérias, estudos experimentais investigam a
administracdo de compostos bioativos antioxidantes e anti-inflamatérios na
plasticidade fenotipica de animais desnutridos no comego da vida (Sato; Mukai;
Saito, 2013). Espécies popularmente utilizadas no tratamento de doencgas sistémicas
se tornam importantes candidatas a atenuacéo, visando possiveis efeitos protetores.
Dentre as espécies endémicas brasileiras, € encontrado o umbuzeiro (Spondias
tuberosa) da familia Anacardiaceae, popularmente conhecida como “umbu”,
“‘umbuzeiro”, “imbu” ou “imbuzeiro” (Lorenzi, 2002; Silva-Luz; Pirani, 2014) nativa da
caatinga, ocorrendo do Piaui ao norte do estado de Minas Gerais, com significancia
local econdmica importante (Cangussu et al., 2021).

Variados metabdlitos secundarios como polifendis, flavonoides, taninos e
terpenos sdo encontrados estando associados as suas atividades anti-inflamatéria,
antioxidante e antidiabética etc (Cabral et al., 2016; Barbosa et al., 2018), podendo
favorecer a regulagdo do peso corporal e os parametros bioquimicos e metabdlicos
da prole (Claycombe; A Brissette; Ghribi, 2015).
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A hipotese de que o extrato da casca do umbuzeiro pode atenuar os efeitos
da subnutricado proteica materna sobre o musculo esquelético da prole justifica a
realizacdo de estudos experimentais com enfoque no potencial protetor dessa
planta. Avaliar seus efeitos podera contribuir significativamente para o entendimento
das interagdes entre bioativos naturais e a plasticidade do desenvolvimento, além de
abrir novas perspectivas terapéuticas baseadas em recursos da biodiversidade
brasileira, com vistas a preveng¢ao de disturbios metabdlicos oriundos de agressodes

nutricionais precoces.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Epidemiologia da subnutricao

Em 2023, aproximadamente 2,33 bilhdes de pessoas enfrentaram inseguranga
alimentar moderada ou grave em todo o mundo, um numero que permanece elevado
desde o aumento registrado em 2020 durante a pandemia de COVID-19. Dentre
esses, mais de 864 milhdes vivenciaram formas graves de inseguranca,
caracterizadas por privagao alimentar de 24 horas ou mais (“WFP — World Food
Program”, 2024).

O acesso a dietas saudaveis continua sendo um desafio global, afetando mais
de um tergo da populagcdo mundial. Além disso, a dupla carga da ma nutrigdo —
coexisténcia da subnutricio com sobrepeso ou obesidade — tem se intensificado
em todas as faixas etarias, com redugdo dos casos de magreza e baixo peso e
aumento expressivo da obesidade, sendo observado um crescimento constante na
prevaléncia de obesidade adulta ao longo da ultima década, subindo de 12,1% em
2012 para 15,8% em 2022. As projecdes indicam que, até 2030, mais de 1,2 bilhdo
de adultos estardo obesos (“WFP — World Food Program”, 2024).

Fatores geograficos, culturais, politicos e demograficos estdo associados
diretamente, sobretudo em paises da Asia, Africa e América Latina, com o
dispendioso fardo da desnutricdo energético-protéica (Jiang et al., 2023). Um
exemplo disso sdo os paises da Africa Subsaariana, onde as dietas sdo baseadas
preponderantemente em cereais e leguminosas, sendo essenciais para a
subsisténcia dos moradores dessa regiao do globo. No entanto, embora esses
alimentos fornegam macro e micronutrientes importantes para o corpo humano, eles
nao possuem as quantidades adequadas de aminoacidos essenciais. Além disso, o
consumo de alimentos de origem animal, como carnes e aves, € limitado devido a
restricdes econdmicas e culturais (Schonfeldt; Hall, 2012).

A inseguranca alimentar contribui para aumentar os riscos de desnutricao
infantil, uma vez que afeta a qualidade da dieta de criangas, mulheres e a saude de
pessoas de variadas maneiras. Deduzia-se, em 2019, que 144,0 milhdes de criancas
abaixo dos 5 anos eram acometidas com atraso no crescimento, 47,0 milhdes

sofriam de magreza e 38,3 milhdes de excesso de peso (FAO, 2020).


https://www.zotero.org/google-docs/?VOOQQO
https://www.zotero.org/google-docs/?VOOQQO
https://www.zotero.org/google-docs/?o2B4v3
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Nas ultimas décadas, o Brasil, seqguindo uma tendéncia global, passou por
mudangas negativas nos habitos alimentares e de vida, impulsionadas por
transformacgdes econdbmicas, demograficas, ambientais e culturais. Esse processo,
chamado de transigdo nutricional, esta ligado ao aumento do consumo de alimentos
industrializados, cal6ricos e praticos, em detrimento dos alimentos naturais e
saudaveis, atrelado a inatividade fisica (Bielemann et al., 2015).

O processo de transicao nutricional consiste na substituicdo de um padrao
de doencgas infecto-contagiosas e mortalidade caracteristico de um estagio de
subdesenvolvimento econdmico e social para um novo padrao de caracteristica de
economia de mercado, sendo as Doengas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNTs) as

predominantes entre adultos e idosos (Batista Filho et al., 2008).

2.2 Nutrigao, epigenética e plasticidade do desenvolvimento

A hipotese das Origens do Desenvolvimento da Saude e da Doencga
(DOHad) oferece um amplo horizonte sobre como experiéncias ao longo da vida
moldam os riscos de doengas desde o periodo pré-concepcional até a idade
avancgada (Penkler et al, 2018). A hipdtese nao limita o fendmeno apenas a vida
fetal, mas ao desenvolvimento, prolongando-se desde o periodo embrionario até a
infancia e primeiros anos de vida, sendo assim, tem como principal objetivo analisar
de que modo uma série de fatores ambientais — seja a disponibilidade de certos
nutrientes, stress, exposigdes toxicas ou agentes infecciosos — podem afetar a
saude e induzir mudangas no organismo em determinados periodos da vida
(Gomez-Verjan et al., 2020).

Os aportes nutricionais, durante a gestacao e lactagéo, sao importantes para
o crescimento intrauterino adequado e desenvolvimento fetal. Em razdo da
velocidade com que esses processos essenciais ocorrem, o periodo perinatal é
vulneravel a estimulos ambientais (Barouki et al., 2012). O periodo de
desenvolvimento possibilita ao organismo responder ao ambiente circundante,
especialmente durante o desenvolvimento inicial, quando ha diferenciacdo de
células e desenvolvimento de tecidos, caracterizando a plasticidade. Tal capacidade

€ baseada em vias de sinalizagdo que controlam a expressédo génica e indugao de
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fendtipos especificos na auséncia de modificacdo da sequéncia de DNA (Bernal,
Jirtle, 2012).

A exposicdo nutricional e metabdlica tem um efeito diferencial sobre a
programacao, que depende do momento do desenvolvimento em que ocorre. A
plasticidade do desenvolvimento pode ser definida como a indugao, eliminagcéo ou
desenvolvimento diminuido de uma estrutura somatica estavel ou do nucleo de um
arranjo fisiolégico por um primeiro estimulo ou insulto operando em um periodo
sensivel, resultando em consequéncias de longo prazo (Gomez-Verjan et al., 2020).

Outro termo associado é a epigenética, que se refere aos processos que
induzem alteragcbes hereditarias na expressdo génica sem alteracdo da sequéncia
do gene, com papel integral na determinacdo de quando e onde genes especificos
serao expressos. As mudangas na expressao génica advém das interagbes entre o
gendtipo herdado e influéncias ambientais, como fatores nutricionais ou endécrinos,
além de efeitos diretos do ambiente em termos de horménios e fornecimento de
nutrientes (Hanson et al., 2011).

As modificagbes epigenéticas sdo estaveis durante a divisdo celular e
regulam os estados de atividade genética ao longo das geracdes celulares (Aiken;
Ozanne, 2013). Durante o desenvolvimento embrionario, marcas epigenéticas, como
metilacdo do DNA, modificagdo de histonas e expressdo de microRNA’'s sofrem
reconfiguragdo substancial, que afeta os genes e vias que sdo essenciais para o
desenvolvimento inicial e para as fungdes fisioldgicas posteriores (Lee, 2015).

Estudos experimentais corroboram com a concepg¢ao de que restricoes
nutricionais pré-natais podem induzir um fenétipo modificado na prole, o que significa
um risco aumentado de doencas ndo transmissiveis, como diabetes, obesidade e
doencgas cardiovasculares em seres humanos (Vickers, 2014).

A metilacdo do DNA é mediada por um grupo de enzimas, sendo a
modificagcao epigenética mais extensivamente estudada. A alteragdo nos padrdes de
metilacdgo do DNA em elementos-chave do gene, como promotores e
intensificadores, pode ter um efeito profundo em sua funcionalidade (Lee, 2015). Os
genes impressos sao uma classe que tem sido considerada um potencial alvo ou
mediador de eventos de plasticidade do desenvolvimento. Isso porque dependem

criticamente de modificagdes epigenéticas para a expressdo de genes e porque
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muitos genes impressos tém papéis no controle do crescimento fetal, bem como de
vias metabdlicas importantes para homeostase do neonatal e adulto (Vickers, 2014).

Apos a fertilizagdo esta metilagdo diferencial leva a alteragbes moleculares
adicionais, incluindo metilagdo especifica do alelo em regides somaticas
diferencialmente metiladas. Esses periodos de desenvolvimento estdo em um
estado de fluxo altamente dinamico e quaisquer influéncias endégenas ou exdgenas
podem levar a uma maior probabilidade de induzir mudangas persistentes na
metilacdo (Lee, 2015). Entretanto, determinadas alteragbes parecem ter carater
modificavel, com a regulacdo de mecanismos epigenéticos através de fatores

ambientais, como a dieta (Kwak; Park, 2016).

2.3 Dieta e massa muscular

Estudos epidemioldgicos relataram uma associagdo entre dieta escassa de
proteinas e o surgimento de resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 e disturbios
metabdlicos na idade adulta (Hales et al., 1991). A manutengdo da massa muscular é
critica para a homeostase da glicemia, uma vez que é responsavel por metabolizar
cerca de 80% da glicose pés-prandial (Vasconcelos et al., 2019).

A dieta pobre em nutrientes durante a fase inicial da vida prejudica a ativagéo
proteica e a expressao da sinalizagdo da insulina a longo prazo (Oak et al., 2006). A
diminuicdo da sensibilidade a insulina na idade adulta provocada por uma dieta
materna deficiente em proteinas pode ter efeitos moleculares no musculo esquelético,
prejudicando tanto a renovagéao de grupos amino quanto a homeostase da glicose. A
resisténcia a insulina esta relacionada a ativagao prejudicada da AKT na serina 473
nas ceélulas musculares esqueléticas, causando elevadas quantidades de glicose no
liquido extracelular (Copper-Capetini et al., 2017).

O excesso de glicose nédo utilizado pelo musculo esquelético é aproveitado
pelo tecido adiposo branco, que o armazena na forma de triacilglicerol. O processo &
mediado pela insulina que promove a captacédo de glicose, sintese de novo acidos
graxos e lipogénese, como consequéncia ha o aumento da hipertrofia das células
adiposas a longo prazo (Berends, Fernandez-Twinn, Martin-Gronert., Cripps, Ozanne,
2012).
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Dentre algumas estratégias que podem ser adotadas para favorecer a
preservagao € a recuperagao da massa muscular destaca-se a oferta adequada de
proteinas de alto valor biolégico tanto na dieta materna quanto na dos filhos, ao longo
da vida. Além disso, a pratica regular de exercicios fisicos, principalmente os de
resisténcia, € fundamental, pois estimula a sinalizacdo da via PI3SK/AKT/mTOR,
promovendo hipertrofia e melhorando a sensibilidade a insulina no musculo
esquelético. Ademais, cabe destacar que compostos bioativos com propriedades
antioxidantes e anti-inflamatdrias, presentes em plantas medicinais, tém demonstrado
potencial em modular o metabolismo glicidico e atenuar o estresse oxidativo,

contribuindo para a manutengao da fungao muscular (Welch, 2013).

2.4 Avaliagao murinométrica

A avaliacdo de indicadores murinométricos constitui uma ferramenta
essencial para mensurar o impacto de condi¢gdes nutricionais adversas durante o
periodo gestacional sobre o desenvolvimento da prole. Entre esses indicadores,
destacam-se o peso corporal, o eixo longitudinal, o comprimento da cauda, a
circunferéncia toracica e a circunferéncia abdominal, que fornecem dados objetivos
acerca do crescimento somatico e da proporgao corporal em roedores. No contexto
de modelos experimentais com ratas, esses parametros sdo amplamente utilizados
para identificar alteracbes fenotipicas decorrentes de restrigdes nutricionais,
particularmente a desnutrigdo proteica, que afeta diretamente a taxa de crescimento

e o desenvolvimento pés-natal (Fleming et al., 2015).

A desnutricdo proteica materna durante a gestagao € reconhecida como um
fator de risco para o comprometimento do crescimento intrauterino, resultando em
menor peso ao nascer e reducao proporcional de medidas lineares e perimetrais na
prole. O déficit proteico interfere na sintese de proteinas estruturais e funcionais,
impactando a formacado e maturacdo de tecidos musculares e esqueléticos, bem
como o crescimento de érgaos vitais (Van Dijk et al., 2015). Assim, indicadores como
o eixo longitudinal e o comprimento da cauda refletem ndo apenas o crescimento
0sseo, mas também o desenvolvimento do Sistema Nervoso Central e a adequagao
da nutricdo materna no fornecimento de aminoacidos essenciais durante o periodo

critico de organogénese e crescimento fetal (Silva et al., 2006).
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Medidas perimetrais, como a circunferéncia toracica e abdominal, permitem
avaliar a proporcionalidade e a composi¢cao corporal da prole, sendo sensiveis a
alteragdes na deposicdo de tecido muscular e adiposo (Carr et al, 2014). Na
desnutricdo proteica gestacional, é frequente observar redug¢do da circunferéncia
toracica, indicando prejuizo no desenvolvimento da caixa toracica e, possivelmente,
na capacidade funcional do sistema respiratério. A diminuicdo da circunferéncia
abdominal pode indicar menor acumulo de tecido adiposo subcuténeo e visceral,
bem como alteragdes no desenvolvimento dos érgédos abdominais (Nascimento et
al., 2022). Dessa forma, a analise integrada dos indicadores murinométricos fornece
subsidios para compreender as repercussdes morfofisiolégicas do insulto nutricional
proteico sobre a prole, permitindo estabelecer relagdes entre a restricdo proteica
materna e o potencial comprometimento do crescimento e da saude na vida

pos-natal.

2.5 Umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda)

As plantas medicinais fazem parte dos diversos componentes que integram
a biodiversidade. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
considera-se planta medicinal todo vegetal que contenha, em um ou mais de seus
orgaos, substéncias com potencial terapéutico ou que possam servir como base
para a producdo de farmacos semissintéticos. Os efeitos terapéuticos dessas
plantas estdo relacionados a presenca de principios ativos em suas diferentes
partes, como cascas, sementes, raizes, flores, frutos e folhas, sendo esses
compostos os responsaveis pelas respostas fisioldégicas observadas em organismos
vivos (Phillipson, 2001).

O conhecimento popular faz uso de algumas plantas para tratar doencgas
sistémicas, dentre as espécies nativas da caatinga, a Spondias tuberosa Arruda
(Familia Anacardiaceae), popularmente conhecida como umbu, umbuzeiro, imbu ou
imbuzeiro (Lorenzi, 2002). Extratos obtidos a partir de diferentes partes da planta —
incluindo casca, folhas e frutos — possuem acao hipoglicemiante, antioxidante, e
antidiabética (redugdao da hiperglicemia de jejum e pds prandial). Estes efeitos
parecem estar associados a compostos ja descritos, como: acidos fendlicos,

flavonodides, taninos e triterpenos (Cabral et al., 2016; Barbosa et al., 2018). Além
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disso, produtos elaborados a partir de frutos ou derivados de plantas, possuem
potencial terapéutico, uma vez que sado ricos em compostos bioativos, com
aplicabilidade para tratamento e preveng¢ao de doengas metabdlicas.

A atividade bioldgica da Spondias tuberosa esta intimamente ligada ao seu
perfil fitoquimico, rico em metabdlitos secundarios de reconhecida importancia
farmacolégica. Entre os compostos identificados destacam-se o kaempferol e a
quercetina, flavonoides com propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e
moduladoras de enzimas envolvidas no metabolismo da glicose, bem como o acido
galico, um acido fendlico com efeito redutor do estresse oxidativo e protetor contra
complicagdes microvasculares do diabetes (Chaves et al., 2020). Essas substancias,
isoladas ou em sinergia, contribuem para os efeitos hipoglicemiantes e protetores de

orgaos-alvo observados em estudos experimentais com a espécie.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Estudar os efeitos da ingestdo do extrato etandlico da casca do umbuzeiro
(Spondias tuberosa Arruda) durante a gestagédo sobre parametros murinométricos,
na massa e metabolismo dos musculos esqueléticos em ratos adultos submetidos a

dieta hipoproteica materna.

3.2 Objetivos Especificos:

e Quantificar o peso corporeo;

e Avaliar os indicadores murinométricos ao 7°, 14°, 21°, 30°, 60° e 90° dias de
vida;

e Avaliar o peso e massa seca dos musculos séleo, EDL, gastrocnémio e tibial
anterior;

e Determinar o conteudo de glicogénio dos musculos séleo e EDL.
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4 METODOLOGIA

4.1 Consideragoes éticas

A pesquisa foi um recorte do projeto de mestrado intitulado “Efeitos
fisioldgicos e moleculares da ingestao do extrato etandlico da casca de Spondias
tuberosa (Arruda) sobre o musculo esquelético e tecido adiposo branco de ratos com
disturbios metabdlicos induzidos por dieta hipoproteica durante a gestagdo e
lactacdo” do Programa de Pés Graduagdo em Nutricdo da UFPE, aprovado pela
Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE, sob o n° 0086/2021.

4.2 Animais

Os experimentos foram realizados no Laboratério Multiusuario de Estudos
em Nutricdo e Instrumentagcdo Biomédica (Nutricdo — UFPE). Foram utilizadas ratas
albinas da linhagem Wistar provenientes da col6nia do Departamento de Nutricdo da
UFPE e do CAV/UFPE. Os animais foram mantidos em biotério de experimentagao,
com temperatura de 23°C £ 1, num ciclo de luz (20:00 as 08:00 h) e escuridao
(08:00 as 20:00 h) constante e livre acesso a agua e alimentagdo. O manejo e 0s

cuidados seguiram as recomendacdes da SBCAL.

4.3 Grupos experimentais

Os grupos foram formados por ratas com gestagdo comprovada através de
esfregaco vaginal, que foram divididas em: grupo controle com dieta padrao (DCMat,
n=8), grupo com dieta hipoproteica (DHMat, n=8), e grupo com dieta hipoproteica
associado a ingestdo do extrato etandlico de Spondias tuberosa Arruda
(DHMat-Umbu, n=8).

4.4 Desenho experimental

O acasalamento ocorreu na propor¢ao de 1 macho para 2 fémeas, e a

gestacao foi confirmada através de esfregago vaginal e acompanhamento do ganho
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de peso corporal. Apds 0 nascimento, as ninhadas foram ajustadas para oito animais
ao 3° DPN, quando a presenga de 4 filhotes machos foi priorizada, devido a
quantidade de analises da pesquisa, e os outros 4 animais foram escolhidos de
acordo com a disponibilidade, independentemente do sexo. Apds o desmame, as
fémeas foram excluidas do estudo, sendo eutanasiadas.

Os grupos foram divididos de acordo com as dietas ofertadas as maes, sendo
um grupo com dieta controle (DCMat) e dois grupos com dieta hipoproteica (DHMat
e DHMat-Umbu). O grupo DHMat-Umbu recebeu gavagem com o extrato da casca
do u Spondias tuberosa Arruda), na dose de 0,5g/Kg de peso corpéreo (Barbosa et
al., 2018) e os demais receberam gavagem com o veiculo, na mesma proporgcao
(Fig. 1).

Figura 1: desenho experimental
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4.5 Dietas experimentais

A confecgcao das dietas experimentais foi realizada no Laboratério de
Nutricdo Experimental do Departamento de Nutricdo da UFPE. Durante a gestacao e
lactagdo, o grupo controle recebeu dieta a base de caseina (19% de proteina) de
acordo com a AIN-93G (Reeves; Nielsen; Fahey, 1993), enquanto o grupo com
restricdo proteica recebeu uma dieta também baseada na AIN-93G, mas com

reducao da quantidade de proteinas (9%).
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Tabela 1 - Distribuicdo dos componentes das dietas controle e hipoproteica

Ingredients (gM00g) Dieta Controle Dieta hipoproteica
Amido de milho 3970 5540
Caseina 20,00 9,40
Amido de milho dexirinizado 13,20 7,80
Sacarose 10,00 10,00
Oleo de soja 7.00 7.00
Fibra 5,00 5,00
Mix mineral 3,50 3,50
Mix vitaminico 1,00 1,00
Metionina 0,30 0,10
Bitartarato de colina 0,30 0,30
TBHQ 0,01 0,01

Fonte: Aradjo Silva (2024) e Reeves, Hielsen e Fahey (1993)

Tabela 2 - Distribuicdo de macronutrientes e valor energético das dietas

Dieta Controle Hipoproteica
kcalig 3.6 36
Proteina (%) 19 9
Carboidrato (%) 63 73
Lipideos (%) 18 18

Fonte: Aradjo Silva (2024)

4.6 Preparo e administracao do extrato etandlico da casca do umbuzeiro

(Spondias tuberosa Arruda)

O extrato etandlico da casca de S. tuberosa foi preparado por maceragao a
partir de cascas secas e pulverizadas (714 g) em etanol 90% a temperatura
ambiente (28 ° C) durante a noite. Os solventes foram removidos por evaporagao
rotativa. O rendimento do extrato etandlico da casca do umbuzeiro foi de 15,6% em
termos de material vegetal recém-colhido. Apos a preparagdo, o extrato em po seco

foi armazenado a temperatura ambiente (Barbosa et al., 2016).

4.7 Massa corporal
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O peso da prole foi obtido com auxilio de uma balanca de precisdo AD2000
Marte, com capacidade de 2010g, precisao de 0,01g. A afericdo ocorreu diariamente
durante a lactagédo, e semanalmente apds o desmame (22° dia), até o 90° dia pds

natal.

4.8 Indicadores murinométricos

Para a avaliagdo das medidas murinométricas, foram utilizados fita métrica
inextensivel e régua ou paquimetro digital (Jomaraca®). As medidas referentes a
circunferéncia toracica e abdominal foram embasadas no protocolo de Novelli et al.
(2007). Os filhotes machos foram avaliados no 7°, 14°, 21°, 30°, 60° e 90° DPN
quanto as seguintes medidas: Comprimento da cauda (CC), eixo longitudinal (EL),

circunferéncia toracica (CT) e circunferéncia abdominal (CA).

4.9 Eutanasia

Aos 90 dias, os animais foram submetidos a 4 horas de jejum e 2 horas de
realimentacado para estimulo da via de sinalizagdo da insulina, sendo sedados com

isoflurano (0,2ml/Kg) via inalagao, e decapitados com auxilio de uma guilhotina.

4.10 Coleta de tecidos

Os musculos (tibial anterior, EDL, soleo e gastrocnémio) foram isolados por
incisdbes dos tenddes proximais e distais, e o osso tibia da pata esquerda foi
removido e medido, para normalizagao do peso do musculo pelo comprimento da
tibia.

4.11 Peso e massa seca dos musculos séleo, EDL, gastrocnémio e tibial

anterior

Apds a remogao, os musculos foram pesados e colocados em estufa a 60
°C, e 72 horas depois, quando estavam secos, foram pesados. Os valores

expressos estdo normalizados pelo comprimento da tibia do animal (cm).
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4.12 Conteudo de glicogénio muscular

Para determinagéo do conteudo de glicogénio dos musculos soleo e EDL, foi
utilizado o método de Carroll, Longley e Roe 1955, que quantifica o glicogénio
muscular por meio de sua hidrdlise alcalina com KOH, seguida de precipitacdo com
alcool e purificagdo. O glicogénio purificado é entdo reagido com Antrona, formando
um complexo colorido proporcional a quantidade de glicose liberada. A quantificagdo

¢ feita por espectrofotometria a 620 nm, utilizando uma curva padrao de glicose.

4. 13 Analise estatistica

Os dados foram apresentados em média e erro padrdo da média, e para
teste de normalidade foi aplicado o de Shapiro-Wilk. Para comparar dados
paramétricos foi utilizado o teste de analise de variancia ANOVA ou ANOVA two-way
seguido do teste de comparagdes multiplas TUKEY ou Bonferroni tendo como
fatores, a dieta e a ingestdo do extrato etandlico da casca de umbuzeiro (Spondias
tuberosa Arruda). Os resultados foram considerados estatisticamente significantes

para valores com alfa de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Peso corporal

Durante a lactagao (Fig. 3A) e apés o desmame (Fig. 3B), a prole do grupo
DHMat apresentou peso significativamente inferior em relagdo ao grupo DCMat
(reducao de 41% e 17%, respectivamente). Por outro lado, ndo foram observadas
diferengcas no peso da prole do grupo DHMat-Umbu em comparagdo ao grupo

DHMat em ambos os periodos analisados.
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Figura 3 - Pesos diario (A) e semanal (B) da prole. Grupos: DCMat: dieta controle materna; DHMat:
dieta hipoproteica materna; DHMat-Umbu: dieta hipoproteica materna + extrato de umbu. Os
resultados estdo apresentados como média + EPM. DCMat (n=8); DHMat (n=8); e DHMat-Umbu
(n=8); Foi utilizado ANOVA two way de medidas repetidas e o pds-teste de Tukey. *p<0,05,**p<0.01
e ***p<0.001 DHMat vs. DCMat.

5.2 Indicadores murinométricos

Quanto aos indicadores murinométricos foi observado que para a
circunferéncia toracica, a prole do grupo DHMat teve uma reducgéo de 14% quando
comparada a prole DCMat (Fig. 4A), o que também ocorreu com a circunferéncia
abdominal e eixo longitudinal, que apresentaram redug¢do de 20% no periodo de 7
aos 21 dias de vida (Fig. 4B) e de 21% do 7° ao 30° DPN (Fig. 4C), respectivamente,

entre os mesmos grupos, e sem diferengas para o grupo DHMat-Umbu.
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O comprimento da cauda foi menor para o grupo DHMat em relagao a

DCMat do 21° ao 90° DPN, apresentando uma reducao de 18%. Por fim, o grupo

DHMat-Umbu obteve um aumento de 12%

em relacdo ao grupo DHMat,

apresentando diferenga entre 30° e 60° DPN (Fig.4D).
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Figura 4 - Circunferéncia toracica (A), Circunferéncia abdominal (B), Eixo longitudinal (C) e
Comprimento da cauda (D) da prole. Grupos: DCMat: dieta controle materna; DHMat: dieta
hipoproteica materna; DHMat-Umbu: dieta hipoproteica materna + extrato de umbu. Os resultados
estdo apresentados como média + EPM. DCMat (n=8); DHMat (n=8); e DHMat-Umbu (n=8); Foi
utiizado ANOVA two way de medidas repetidas e o pés-teste de Tukey. *p<0,05,**p<0.01 e
***n<0.001 DHMat vs. DCMat. #p<0,05 e ##p<0.001 DHMat-Umbu vs. DHMat.

5.3 Peso dos musculos
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Quanto ao peso dos musculos, de forma geral, ndo houve diferenca entre os

grupos, com excecdao dos pesos umido e seco do gastrocnémio, que foram

reduzidos em 12% no grupo DHMat-Umbu comparado ao grupo DHMat (Tabela 3).

Tabela 3 — Peso Umido e seco dos musculos da prole

Peso umido (g/cm) DCMat DHMat DHMat-Umbu
Tibial anterior 14,88 £ 0,37 14,04 £ 0,48 13,09 £ 0,31
EDL 4 0,10 3,76 £ 0,12 3,51+0,10
Séleo 4+0,18 3,561+0,19 3,42 £ 0,09
Gastrocnémio 53,71+ 1,90 50,78 £+ 2,14 44,46 + 0,80%

Peso seco (g/cm) DCMat DHMat DHMat-Umbu
Tibial anterior 38,76 + 1,06 36,36 + 1,30 33,61 +0,88
EDL 10,30 £ 0,29 9,45+ 0,27 8,97 £ 0,19
Séleo 10,21 £ 0,49 9,43 £ 0,56 8,60 + 0,33
Gastrocnémio 141 £6,10 127,5 + 3,81 111,8 + 2,76*

Grupos: DCMat: dieta controle materna; DHMat: dieta hipoproteica materna; DHMat-Umbu: dieta
hipoproteica materna + extrato de umbu. Os resultados estdo apresentados como média + EPM.
DCMat (n=8); DHMat (n=8); e DHMat-Umbu (n=8). Foi utilizado ANOVA one way e o pods-teste
de Tukey. #p<0.05 DHMat-Umbu vs. DHMat.

5.4 Conteudo de glicogénio

Na figura 5, observa-se que para o conteudo de glicogénio muscular, ndo
houve diferengca entre grupos para o musculo EDL (Fig. 5A), todavia, no musculo
séleo foi observado que o grupo DHMat-Umbu teve um aumento de 62% quando
comparado ao grupo DHMat (Fig. 5B).
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Figura 5 — Conteldo de glicogénio nos musculos EDL (A) e soleo (B). Grupos: DCMat: dieta controle
materna; DHMat: dieta hipoproteica materna; DHMat-Umbu: dieta hipoproteica materna + extrato de
umbu. DCMat (n=8); DHMat (n=8); e DHMat-Umbu (n=8). Foi utilizado ANOVA one way e o pds-teste
de Tukey. * DHMat-Umbu vs. DHMat.
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6 DISCUSSAO

Estudos epidemiolégicos desde a década de 1970 tém evidenciado que a
insuficiéncia alimentar severa no inicio da vida (periodo periconcepcional) é capaz
de propiciar consequéncias a curto e longo prazo no desenvolvimento e na saude do
adulto. Fatores como a dieta materna, especialmente quando apresentam déficit
energético ou proteico, estdo associados com o surgimento, na idade adulta, de
doencas cardiovasculares, Diabetes Mellitus tipo 2, dislipidemias e obesidade em
descendentes de méaes submetidas a insultos nutricionais (Penkler et al., 2018).

Com relagéo ao peso corporal da prole, encontra-se na literatura que animais
sujeitos a restricdo proteica na fase pré-natal possuem baixo peso ao nascer, porém,
podem apresentar um rapido crescimento, de modo que, a longo prazo seus pesos
corporais nao sejam diferentes do grupo controle (Shepherd et al., 1997). Além
disso, diversos estudos tiveram éxito ao relacionar o baixo peso ao nascer e O
padrao de crescimento de recuperacao (catch up growth), considerado como uma
marca registrada da origem do desenvolvimento da doenga metabdlic (Hochberg,
2011).

No que diz respeito aos indicadores murinométricos, os resultados podem
estar associados ao baixo acumulo de gordura visceral e hepatico que a prole
possui. Isso porque, aos 3 meses de idade, a expressao de fatores importantes para
o metabolismo lipidico como Acido graxo sintase (FAS), Cluster de diferenciacdo 36
(CD36) e Transportador de glicose 2 (GLUT-2) é baixa, mas aumentadas, aos 18
meses, em prole recuperada, levando a um maior acumulo de lipidios e resultando
em disturbios metabdlicos na idade adulta (Carr et al, 2014).

A menor medida do eixo longitudinal observada no grupo DHMat pode estar
associada a alteracdes no funcionamento da placa de crescimento 6sseo. Estudos
experimentais sugerem que, durante a fase de crescimento de recuperagao, o rapido
aumento na demanda por oxigénio pode levar a ativagdo da proteina HIF-1q,
sensivel a hipdxia. Essa proteina, ao ser regulada positivamente pela hipoxia local
ou pela elevagao de IGF-1 sérico na realimentagéo, pode interferir negativamente na
diferenciagao celular da cartilagem e do osso, dificultando a recuperagao plena do

crescimento longitudinal. Assim, mesmo com alimentagdo posterior adequada, a
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prole pode nao atingir o mesmo comprimento corporal de grupos normoproteicos,
mantendo um padrao de crescimento reduzido (Even-Zohar et al., 2008).

Quanto ao comprimento da cauda, foi observado um aumento de 12% no
grupo DHMat-Umbu em comparacédo ao grupo DHMat, resultado que pode ser
atribuido a acéo bioativa do extrato etandlico de Spondias tuberosa administrado
durante a gestagao. A subnutricdo proteica materna esta associada a restricdo do
crescimento intrauterino, aumento do estresse oxidativo e diminuicdo da sintese
proteica fetal, o que resulta em menor desenvolvimento somatico e muscular da
prole (Schiaffino et al., 2013). O extrato de Spondias tuberosa, por sua vez, é rico
em compostos fendlicos e flavonoides, como a quercetina e o acido galico, que
possuem propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias comprovadas, os quais
podem ter atuado na protegdo dos tecidos em desenvolvimento (Carrasco-Pozo;
Cires; Gotteland, 2019).

Quanto aos pesos secos e Uumidos, os musculos tibial anterior EDL e séleo
nao apresentaram diferengas entre os grupos, apenas o gastrocnémio apresentou
uma redugao de 12% no grupo DHMat-Umbu em relagéo ao grupo DHMat (Tabela
3). Na literatura encontra-se que a desnutricdo proteica intra-uterina no periodo da
gestagao reduz o peso do tecido muscular dos descendentes, essa redugao pode
ser atribuida, principalmente, a redu¢cdo do numero total de fibras do tecido (Alves et
al., 2008).

Os resultados obtidos para o musculo gastrocnémio mostram que, tanto no
peso umido quanto no seco, houve reducgao significativa no grupo DHMat-Umbu em
relagdo ao grupo DHMat, evidenciando que, mesmo com a administracdo do extrato
etandlico de Spondias tuberosa, ndo houve preservacdo da massa muscular dessa
regidao. Essa reducdo pode estar relacionada a caracteristicas funcionais e
metabdlicas préprias do gastrocnémio, que € composto predominantemente por
fibras do tipo Il (fibras rapidas, glicoliticas), as quais s&o mais susceptiveis a perdas
de massa em condigdes de restricao nutricional, especialmente de proteina (Blesson
et al.,, 2014). A literatura demonstra que a desnutricdo proteica durante periodos
criticos do desenvolvimento compromete a sintese proteica miofibrilar e promove
degradacgao proteolitica mais acentuada nessas fibras, resultando em atrofia

muscular.
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A diferenca de resposta entre o séleo e o gastrocnémio também pode ser
explicada pelo perfil de fibras musculares e pelo tipo de metabolismo predominante.
Enquanto o séleo é rico em fibras do tipo | (oxidativas, resistentes a fadiga) e mais
dependente de metabolismo aerdbico, o gastrocnémio apresenta maior proporgéo
de fibras do tipo Il, que dependem mais de vias glicoliticas e sdo mais sensiveis a
estados catabdlicos. Assim, mesmo com a possivel melhora no uso da glicose e na
reducdo do estresse oxidativo proporcionada pelo extrato, o déficit proteico
gestacional manteve um balango nitrogenado desfavoravel, dificultando a sintese
proteica e levando a redugéo do peso muscular (Alves et al., 2008).

No que se refere ao conteudo de glicogénio, observou-se que nido houve
diferenga entre os grupos para o musculo esquelético EDL, no entanto, o musculo
sbéleo do grupo DHMat-Umbu teve aumento de 62% quando comparado ao grupo
DHMat. O s6leo € um musculo predominantemente composto por fibras do tipo |
(oxidativas lentas), altamente resistentes a fadiga, com elevada densidade
mitocondrial e metabolismo aerdbico. Essas fibras dependem fortemente de acidos
graxos e glicogénio intramuscular como fonte de energia, principalmente em
condi¢cdes de recuperagao ou estresse metabdlico (Schiaffino et al., 2013).

O aumento de 62% no conteudo de glicogénio no musculo séleo observado
no grupo DHMat + umbu, em relacdo ao grupo DHMat, sugere que o extrato
etandlico da casca de Spondias tuberosa exerceu efeito positivo sobre o
metabolismo de carboidratos no tecido muscular esquelético da prole de ratas
submetidas a desnutricdo proteica gestacional. Esse efeito pode estar relacionado a
inibicdo de vias catabdlicas, como a glicogendlise, e/ou a estimulagdo de vias
anabdlicas, como a glicogénese, favorecendo a sintese e o armazenamento de
glicogénio. Esse mecanismo é compativel com a presenga de compostos bioativos
presentes no extrato, especialmente a quercetina e o acido galico, que possuem
propriedades antidiabéticas e sao capazes de modular a sensibilidade a insulina e a
utilizacao periférica da glicose (Barbosa et al., 2018).

A maior disponibilidade de glicogénio muscular no grupo tratado com o
extrato indica possivel melhora na capacidade de captacdo e armazenamento de
glicose no musculo esquelético, um dos principais tecidos responsaveis pela
homeostase glicémica. Conforme discutido por Humberto (2018), a S. tuberosa pode

atuar ndo apenas estimulando a utilizagdo periférica da glicose, mas também
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melhorando a responsividade a insulina em tecidos como figado, musculo e tecido
adiposo. Essa agdo, aliada ao efeito antioxidante dos polifendis presentes no
extrato, pode contribuir para a redugcdo do estresse oxidativo induzido pela
desnutricdo proteica, preservando a integridade e a fungao das fibras musculares.

Além disso, a literatura aponta que o efeito antidiabético de espécies ricas em acido
galico e quercetina esta associado a regulagcdo de enzimas-chave do metabolismo
glicidico, a diminuicdo da captacéo intestinal de glicose e a modulagao de processos
inflamatorios relacionados a resisténcia insulinica (Carrasco-Pozo et al., 2019). No
contexto da prole de ratas submetidas a restricdo proteica, tais efeitos podem
representar um mecanismo compensatorio importante, reduzindo o impacto negativo

da deficiéncia nutricional materna sobre o metabolismo energético.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciam que a restricao
proteica materna durante a gestagao exerce impacto sobre o crescimento somatico e
o desenvolvimento muscular da prole, corroborando achados prévios que apontam a
relacdo direta entre oferta insuficiente de proteinas e prejuizos na formagao de
tecidos estruturais e funcionais. Entre os efeitos observados, destacaram-se
redugcées em indicadores murinométricos, como peso corporal, eixo longitudinal e
circunferéncias corporais, bem como alteragbes na composicdo muscular. Essas
alteragbes sugerem comprometimento tanto do crescimento 6sseo quanto do
desenvolvimento de fibras musculares, com possiveis repercussdes funcionais no
periodo pds-natal.

A administragao do extrato etandlico da casca de Spondias tuberosa Arruda
demonstrou potencial para atenuar parte desses efeitos, promovendo melhora em
parametros como o comprimento da cauda e o conteudo de glicogénio no musculo
séleo.

Entretanto, a persisténcia de alteragbes especificas, como a redugao
significativa do peso do musculo gastrocnémio, indica que a suplementacdo com
extrato etandlico de S. tuberosa n&o foi capaz de reverter integralmente os efeitos da
desnutricdo proteica gestacional. Esse achado ressalta a complexidade das
adaptacgdes fisioldgicas desencadeadas por esse tipo de insulto nutricional e aponta
para a necessidade de investigagdes adicionais. Estudos futuros devem explorar
variaveis como tempo de administracdo, dose, estagio de desenvolvimento da prole
e associagdo com outras intervengdes nutricionais ou farmacoldgicas, a fim de
elucidar o real potencial terapéutico do extrato e seus compostos ativos. Além de
seu valor cientifico e farmacoldgico, € importante ressaltar que o S. tuberosa,
espécie nativa da Caatinga, apresenta elevado valor socioecondmico para
comunidades locais, podendo representar ndo apenas uma alternativa terapéutica
promissora em saude publica, mas também uma estratégia sustentavel de

aproveitamento da biodiversidade regional.
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