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RESUMO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) aponta a obesidade como um dos maiores problemas de salde publica
mundial, assim como o aumento na prevaléncia de obesidade em mulheres gravidas Estudos epidemioldgicos e
experimentais tém sugerido que as primeiras experiéncias nutricionais do individuo podem afetar sua
suscetibilidade para doencas cronicas na idade adulta, tais como obesidade, hipertensdo, doenga cardiovascular e
diabetes do tipo 2, o que tem recebido a denominacdo de "imprinting metab6lico”. O estudo objetiva comparar o
desenvolvimento ponderal e morfometria da prole de fémeas Wistar submetidas a dieta hipercaldrica versus dieta
normocaldrica. Para tanto, doze ratos (Rattus norvergicus), Wistar, fémeas, com idade de trés meses e peso de 250
+ 20 g, foram mantidas sob ciclo circadiano (12h claro/12h escuro), controle de temperatura (22 £ 2 °C), além de
cuidados padronizados de higiene, na Instalagdo de Ciéncia Animal do UNIFESO. Os animais foram distribuidos
randomicamente em Grupo Controle (GC, n = 6), fémeas com consumo alimentar ad libitum de racéo
normocaldrica Nuvilab CR-1® por oito semanas (duas semanas antes e seis semanas apds o parto), e Grupo
Hiperlipidico (GH, n = 6), fémeas com consumo ad libitum de rac&o hiperlipidica, por igual periodo. Foi procedido
0 acasalamento dos animais e aos 21 dias determinado o indice glicémico das fémeas em lactagdo. Utilizou-se o
indice de Lee na caracterizagdo da obesidade dos neonatos de ambos os géneros. Em seguida, os animais foram
pesados a cada 30 dias até a fase de maturidade sexual (90 dias). Em relagdo ao indice de Lee e IMC, ndo houve
diferenca significante entre 0 GC e GH (p > 0,05). A obesidade materna antes e durante a gestacao, ndo demonstrou
influenciar o fenétipo da prole, sugerindo uma baixa herdabilidade genética na espécie.

Palavras-chave: Obesidade; Aleitamento materno; Ratos Wistar.

ABSTRACT

The World Health Organization (WHO) points out obesity as one of the biggest public health problems worldwide,
as well as the increase in the prevalence of obesity in pregnant women Epidemiological and experimental studies
have suggested that the individual's first nutritional experiences can affect their susceptibility to chronic diseases
in the adult age, such as obesity, hypertension, cardiovascular disease and type 2 diabetes, which has been called
"metabolic imprinting". The study aims to compare the weight development and morphometry of the offspring of
Wistar females submitted to a hypercaloric diet versus a normocaloric diet. For this purpose, twelve female Wistar
rats (Rattus norvergicus), aged three months and weighing 250 + 20 g, were kept under a circadian cycle (12h
light/12h dark), temperature control (22 + 2 °C), in addition to standardized hygiene care, at the UNIFESO Animal
Science Laboratory. The animals were randomly distributed into a Control Group (CG, n = 6), females with ad
libitum food consumption of Nuvilab CR-1® (two weeks before and six weeks after delivery) normocaloric ration
for eight weeks and Hyperlipidic Group (HG, n = 6), females with ad libitum consumption of hyperlipidic diet for
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the same period. The animals were mated and at 21 days the glycemic index of the lactating females was
determined. The Lee index was used to characterize the obesity of newborns of both genders. Then, the animals
were weighed every 30 days until sexual maturity (90 days). Regarding the Lee index and BMI, there was no
significant difference between CG and GH (p > 0.05). Maternal obesity before and during pregnhancy has not been
shown to influence the offspring's phenotype, suggesting a low genetic heritability in the species.

Keywords: Obesity; Breastfeeding; Wistar rats.
INTRODUCAO

A Organizacéo Mundial da Satde (OMS)
alerta que coexistindo paradoxalmente com a
desnutricdo, uma epidemia global de sobrepeso
e obesidade cresce atualmente em muitas partes
do mundo (WHO, 2019).

Dados da Associagdo Brasileira para o
Estudo da Obesidade e da Sindrome
Metabdlica, indicam que 50% da populagédo
Brasileira encontra-se acima do peso
(sobrepeso e obesidade) (ABESO, 2008).

A obesidade é um dos maiores problemas
de saude publica no mundo e sua projecao para
2025 é de cerca de 2,3 bilhdes de adultos em
sobrepeso e mais de 700 milhdes de individuos
dentro do quadro de obesidade (WHO, 2019).

Nesse cenario, é possivel observar o
aumento na prevaléncia de obesidade em
mulheres gravidas. A obesidade é uma doenca
inflamatdria, sistémica e multifatorial que pode
contribuir na perda da qualidade de vida e
homeostase, favorecendo o surgimento de
doencas crbnicas tais como diabetes,
hipertensdo,  dislipidemia, entre  outras
(WANDERLEY & FERREIRA, 2007).

Em que pese, o conhecimento atual sobre
0 assunto, ainda ndo sdo completamente
conhecidas as altera¢fes na composicao do leite
materno de mulheres gravidas obesas, assim
como seus reflexos no desenvolvimento
ponderal infantil.

A hipétese de que o aleitamento materno
teria um efeito protetor contra a obesidade nao
¢ recente. Contudo, resultados controversos tém
sido encontrados e o0 tema permanece
extremamente atual, principalmente frente ao
importante aumento que vem sendo observado
na prevaléncia da obesidade infantil
(BALABAN, 2004).

Estudos epidemiol6gicos e experimentais
tém sugerido que as primeiras experiéncias
nutricionais do individuo podem afetar sua
suscetibilidade para doencas crénicas na idade
adulta, tais como obesidade, hipertensao,
doenca cardiovascular e diabetes Tipo 2, o0 que
tem recebido a denominagdo de "imprinting
metabdlico” (WATERLAND & GARZA,
1999).

O termo "imprinting metabdlico"
descreve um fendmeno através do qual uma
experiéncia nutricional precoce, atuando
durante um periodo critico e especifico do
desenvolvimento, acarretaria um  efeito
duradouro, persistente ao longo da vida do
individuo, predispondo a determinadas
doencas.

Waterland e Garza (1999), propuseram
alguns potenciais mecanismos através dos quais
o fenbmeno de "imprinting metab6lico" poderia
ocorrer, entre eles inducdo de variagfes na
estrutura de determinados 6rgdos (modificaces
na vascularizacdo, inervacéo ou na justaposicao
dos diferentes tipos celulares dentro do 6rgéo),
alteracdes no numero de células e diferenciagdo
metabdlica (alteracbes na expressdao de
determinados genes, acarretando variagdes na
producdo de enzimas, hormonios, receptores
hormonais, transportadores transmembrana, etc
..

O aleitamento materno representa uma
das experiéncias nutricionais mais precoces do
recém-nascido, dando continuidade a nutri¢éo
iniciada na vida intra-uterina. Varios fatores
bioativos estdo presentes no leite humano, entre
eles hormdnios e fatores de crescimento, que
vao atuar sobre o crescimento, a diferenciacdo e
a maturacdo funcional de 6rgdos especificos,
afetando varios aspectos do desenvolvimento.
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A composi¢do Unica do leite materno
poderia portanto estar implicada no processo de
"imprinting  metabolico”, alterando  por
exemplo o nimero e/ou tamanho dos adip6citos
ou induzindo o fenémeno de diferenciacdo
metabolica (WATERLAND & GARZA, 1999).

Desse modo, a validacdo de um modelo
experimental para o estudo da obesidade e
Sindrome metabdlica, possibilitara estudos
ulteriores nas diversas areas das Ciéncias da
Salde do UNIFESO.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Comparar o desenvolvimento ponderal e
morfometria da prole de fémeas Wistar
submetidas a dieta hipercaldrica versus
normocaldrica.

Objetivo especifico

Desenvolver ragdo hiperlipidica para o
estudo da obesidade;

Desenvolver a Iniciagdo cientifica para
0s discentes da Graduag&o;

Promover a integracdo entre diferentes
areas das Ciéncias da Saude.

METODOS

Caracterizacdo da amostra e desenho
do estudo experimental

O estudo foi aprovado pela
CEUA/UNIFESO, sob n.° de referéncia
514/2020 e encontra-se de acordo com a Lei n.°
11.794, de 8 de outubro de 2008, bem como em
conformidade com os principios adotados
internacionalmente, sobre a utilizacéo,
manutencdo e protecdo de animais de

laboratorio.

Amostra

Foram utilizados 12 ratos (Rattus
norvegicus, Rodentia mammalia -

Berkenhaout, 1769), da linhagem Wistar,
fémeas, com idade de trés meses e peso de 250
+ 20 g, mantidas sob ciclo circadiano (12h
claro/12h escuro), controle de temperatura (22
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+ 2 °C), umidade relativa do ar (55 £ 5%), além
de cuidados padronizados de higiene e
alimentacdo, na Instalacdo de Ciéncia Animal
do UNIFESO.

Desenho do estudo experimental

Os animais foram randomizados em dois
grupos:

I- Grupo Controle (n = 6), fémeas com
consumo alimentar ad libitum de racdo
comercial propria para roedores Nuvilab CR-1®
(55% de carboidratos, 22,5% de proteina e
14,5% de gordura), por 8 semanas (2 semanas
antes e 6 semanas apos o parto)

I1- Grupo Hiperlipidico (n = 6), fémeas
com consumo ad libitum de racdo hiperlipidica,
preparada no Laboratério de Produtos de
Origem Animal (UNIFESO), por igual periodo.

Desenvolvimento ponderal e dados
morfométricos

O peso corporal das mées foi mensurado
antes da implementagdo das dietas controle e
experimental e ao final do experimento. O peso
corporal da prole foi mensurado mensalmente
desde o nascimento até o 90° dia, utilizando
balanga digital com registro em planilhas. De
igual modo, o comprimento dos filhotes foi
mensurado mensalmente para determinacéo do
indice de Lee.

O indice de Lee pode ser usado como
forma acurada e rapida para determinar
obesidade em ratos submetidos a um método de
ganho de peso. Consiste na divisdo da raiz
cUbica do peso em gramas pelo comprimento
nasoanal em milimetros e multiplicado por
1000. O resultado configura o indice nutritivo
ou indice de Lee como mensuracdo de
obesidade. O indice de Lee e a massa gorda tém
correlacdo. Ele pode ser usado como forma
acurada e rapida de medir obesidade em
experimento submetido a um método de ganho
de peso. Torna-se necessaria associacao de um
indice com outros dados antropométricos, como
a circunferéncia abdominal, comprimento
nasoanal e dados metabélicos*®.

© EDITORA UNIFESO

73



7

Artigo Original

O IMC € o indice de massa corporal. E
considerado o padrédo internacional, adotado
pela Organizacdo Mundial de Salde (OMS) e
utilizado para medir a obesidade e o seu grau, o
que influencia diretamente em questfes de
satde. O IMC é a relacdo entre peso e alturae o
célculo é feito de acordo com a formula: IMC =
peso/ (altura x altura), devendo o peso estar em
kg e a altura em metro, e o resultado é dado em
kg/m2. A altura em roedores ¢ medida em cm
pelo comprimento do membro anterior (altura
do ombro-membro anterior, expressa em cm).

indice glicémico

Aos 21 dias, foi colhido sangue venoso
(0,1 ml) pela veia lateral da cauda (porcéo
distal), para controle glicémico das gestantes de
ambos o0s grupos. Utilizou-se um glicosimetro
da marca comercial G-TECH® e tiras reagentes.

Preparo da racéo hiperlipidica

O preparo da racdo foi realizado em
condigdes apropriadas de higiene. A trituracdo
da racdo NUVILAB CR-1® ocorreu em moinho
tipo Willye da marca comercial Tecnal®,
modelo TE-650/1.

Figura 1. Preparo da ragdo hiperlipidica
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Com o auxilio de uma batedeira do tipo
caseira, a ragdo triturada foi misturada com
banha de porco e agua. A propor¢cdo dos
ingredientes utilizados foi de 20 g de banha de
porco e 200 ml de &gua, para cada 100 g de
racdo triturada.

A massa resultante da mistura dos
ingredientes foi prensada e modelada
manualmente formando pequenos cubos
cilindricos, os quais foram levados para estufa a
50 °C por 20 horas, com finalidade de obter a
aparéncia e textura similar a racdo original
(Figura 1A).

Apbs retirada da estufa (Figura 1B), a
racdo modificada foi acondicionada em sacos
plésticos e preservada sob refrigeracdo (5 + 3
°C).

A racdo modificada apresentou boa
palatabilidade e aceitagdo pelos animais, sendo
oferecida ao Grupo Hiperlipidico (GH), durante
duas semanas antes do parto e por seis semanas
apos.

Fonte: Laboratério de Produtos de Origem Animal (UNIFESO)

Composicdo da dieta

I- Grupo Controle

Racdo NUVILAB CR-1®
Composicao basica do produto:
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Milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de célcio, fosfato bicalcico, cloreto

de sadio, premix vitaminico mineral e amino&cidos (Tabela 1).

Tabela 1. Informacéo nutricional da racéo padrdao NUVILAB CR-1®

Informacao nutricional

Porciao de 100 g

Quantidade por porgao % VCT*
Valor energético 339 Kcal 100%
Carboidrato 54 g 63,4%
Proteina 22¢g 25,9%
Lipideo 4¢g 10,6%
Fibras T7g -
Sodio 0,27 mg -

* 04 do valor calorico total. Fonte: Nuvilab CR-1%

I1- Grupo Hiperlipidico
Racdo hiperlipidica
Composicao basica do produto:

Composto da racdo NUVILAB CR-1®, acrescida de banha de porco (Tabela 2).

Tabela 2. Informag&o nutricional da ragdo modificada

Informacao nutricional
Porciode 100 g

Quantidade por porcao % VCT*
Valor energético 527 Kcal 100%
Carboidrato 528 ¢ 40,04%
Proteina 216 ¢ 16,32%
Lipideo 255¢g 43,64%
Fibras T7g

Sodio 0,27 mg

Gordura saturada 39¢g

Gordura poliinsaturada I1g

Gordura Monoinsaturada | 45 g

Colesterol 95 ¢

* 04 do valor calorico total. Fonte: Autores.
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Tabela 3. Comparacao nutricional das ragoes

COMUM HIPERLIPIDICA
Valor energético 339 Kcal 527 Kcal
Carboidrato 54 g 52,89
Proteina 22 g 21649
Lipideo 49 25549
Fibras 70 70
Saédio 0,27 mg 0,27 mg
Gordura saturada 399
Gordura poliinsaturada 11¢g
Gordura monoinsaturada 459
Colesterol 95 ¢
Fonte: Autores.
Figura 2. Comparacao ga composicao entre as
ragoes
Fibras gy
Hiperlipidica
Lipideo g = Comum
Proteina s
Carboidrato
0 20 60

A porcentagem de fibras, proteina e carboidratos em ambas as ragdes sao iguais; Ja em relacdo
aos lipideos estas se mostram diferentes. Fonte: Autores.

Andlise estatistica de dados

As andlises estatisticas foram realizadas
por meio do programa estatistico SPSS versao
22.0° (Belmont, CA, EUA). Para comparar as
médias entre os grupos estudados, foi utilizada
a andlise de variancia (ANOVA). Em todos os
testes foi estabelecido um intervalo de
confianca de 95% (IC = 95%) e grau de
significancia estatistica de 5% (p < 0,05).

RESULTADOS

Para o célculo do indice de Lee apés o
nascimento dos filhotes do Grupo Controle, E
Grupo Hiperlipidico, alguns cuidados foram
tomados no que se refere a manipulacdo dos
animais.

Considerando que as fémeas séo
extremamente sensiveis a odores estranhos,
durante a manipulacdo de suas crias, as maos
enluvadas dos pesquisadores foram misturadas
com a maravalha da gaiola que os animais se
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encontravam. Este cuidado evitou a rejeicao dos
filhotes pelas matrizes.

Foi observada uma boa uniformidade da
ninhada ao nascimento, independentemente do
género, 0 que demonstrou que as matrizes
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aleatoriamente escolhidas, formaram um grupo
homogéneo e ideal para o estudo.

Em relacdo aos neonatos de ambos os
géneros, no dia do nascimento, o peso corporal
(9) e o comprimento do focinho-anus (cm)
foram aferidos, como demonstrado na figura 2.

Figura 2. Determinagdo do peso corporal e indice de Lee dos neonatos

Apos a avalia¢do do peso corporal (g), seguiu-se a mensuragdo do comprimento focinho-anus (cm), calculando-se
o indice de Lee. O indice pode ser usado como uma forma rapida e acurada para determinar a obesidade em ratos
submetidos a um método de ganho de peso. Fonte: Autores.

O indice de Lee e IMC dos filhotes do Grupo Controle e Grupo Hiperlipidico foi calculado ao
nascimento, aos 60 e 90 dias, como descrito nas tabelas 4 e 5.

Tabela 4. indice de Lee e IMC das fémeas do Grupo Controle

Ao nascimento 60 dias 90 dias
Ratas  Peso  Medid Indice IMC Peso  Medid Indice IMC Peso(g) Medid Indice IMC
(9) a(cm) deLee (9) a(cm) delee a(cm) deLee

1 7,07 4,50 0,4265 0,3491 190,0 20,0 0,2874 0,475 218,0 20,0 0,3009  0,5450
2 6,53 5,0 0,3738 0,2612 190,0 20,0 0,2874 0,475 224,0 20,0 0,3036  0,5600
3 6,61 5,0 0,3753 0,2644 190,0 20,0 0,2874 0,475 218,0 20,0 0,3009  0,5450
4 6,21 5,0 0,3676 0,2484 190,0 20,0 0,2874 0,475 220,0 20,0 0,3018  0,5500
5) 6,48 5,0 0,3728 0,2592 190,0 20,0 0,2874 0,475 240,0 20,0 0,3107  0,6000
6 6,75 5,0 0,3779 0,2700 - - - -

Média 6,6 + 4,91+ 0,38 0,27 £ 190,0 20,0 0,28 0,47 224 20,0 0,30 0,56 £

+ DP 0,26 0,18 0,01 0,03 8,29 0,02

DP = Desvio-padrao da média. Fonte: Autores.
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Tabela 3. indice de Lee e IMC das fémeas do Grupo Hiperlipidico
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Ao nascimento 60 dias 90 dias
Rato Peso  Medid Indice IMC Peso Medid Indice  IMC Peso  Medid Indice  IMC
()} a(cm) deLee (9) a(cm) deLee (9) a(cm) deLee
1 6,8 60 03157 01888  210,0 180 03302 06481 2200 190 03177 0,6094
2 7,23 60 03222 02008 1600 180 03016 04938 1900 185 03107 05551
3 8,13 60 03351 02258 1740 180 03101 05370 1980 190 03067 0,5484
4 7,98 60 03330 02216 1660 180 03053 05123 2100 195 023048 05522
5 8,6 60 03414 02388 1420 180 02898 04382 2120 190 03138 05872
6 8,17 60 03356 02269 1520 180 02964 04691 2340 195 03160 06153
Média 781+ 6,0 033 0217+ 167,33 180 030+ 051+ 210+ 190+ 031  057%
+DP 061 0016  +2159 0,01 006 1427 034 0,02
DP = Desvio-padréo da média. Fonte: Autores.
Em relacdo ao indice de Lee e IMC, ndo houve diferenca significante entre 0 GC e GH (p >
0,05).

Tabela 6. indice de Lee e IMC das matrizes apds 8 semanas do regime alimentar

Peso corporal

Matriz (racdo normocaldrica)

Matriz (racdo hiperlipidica)

As matrizes que ingeriram racédo hiperlipidica apresentaram > IMC. Fonte: Autores.

Peso

(9)

246,0
280,0

Comprim.

(cm)
19,0

19,0

indice de

Lee
0,3297

0,3443

Figura 3. Gordura visceral das matrizes do GC e GH

IMC

0,6814

0,7756

As matrizes alimentadas com racdo hiperlipidica (B) apresentaram maior % de gordura visceral,

se comparadas ao GC (A). Fonte: Autores.
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DISCUSSAO

Dados de literatura, mostram que a
escolha do rato (Rattus norvegicus) tratado com
dieta hipercalorica e hiperlipidica, € um modelo
adequado para o estudo da obesidade e da
sindrome metabdlica humana (DA SILVA et
al., 2010).

Considerando que racGes comerciais
com alto teor caldrico e energético, apresentam
custo elevado, por terem em sua composicao
ingredientes como milho, soja e trigo, 0s quais
competem com a alimentagdo humana,
discentes do Curso de Graduagdo em Nutrigdo
do UNIFESO, desenvolveram uma racdo
hiperlipidica de  facil  preparo, boa
palatabilidade, conservagdo e baixo custo
(Figura 1).

A adogdo de dietas hipercal6ricas ou
dietas hiperlipidicas tem sido utilizada como
um modelo de inducédo de obesidade em animais
de laboratdrio. Este modelo é extremamente util
devido a sua semelhanga com a génese e com as
respostas metabdlicas decorrentes da obesidade
em anima nobile (TSCHOP & HEIMAN,
2001).

Corroborando com Tschép & Heiman,
as matrizes alimentadas com dieta hiperlipidica
apresentaram apoés 60 dias, indice de Lee, IMC,
% de gordura visceral e glicemia mais elevados,
guando comparados ao GC, atestando a
obesidade (Figura 3; Tabela 6).

Ratos da linhagem Wistar tratados com
dieta hipercaldrica e hiperlipidica durante 90
dias aumentaram 1,4 vezes a massa corporal
guando comparados aos seus controles (DA
SILVA et al., 2010). No presente estudo, as
matrizes alimentadas por 60 dias também
mostraram expressivo aumento de sua massa
corporal.

Com relacdo a glicemia, poucos
estudos reportaram aumento significante deste
parametro bioquimico (NASCIMENTO et al.,
2008). No estudo, verificou-se que a glicemia
foi significantemente maior no Grupo
Hiperlipidico (Figuras 4).
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Para que o modelo de obesidade
induzida por dieta seja eficaz, algumas medidas
relacionadas com o ambiente onde o animal é
mantido devem ser observadas, principalmente
guando sdo utilizados roedores sem mutagdes
genéticas, como os animais do presente estudo.

Vale lembrar, que o numero de animais
por gaiola nédo ultrapassou a lotagéo de quatro e
o0 controle de temperatura e de luminosidade foi
rigorosamente padronizado durante todo o
experimento. E sabido que o0 aumento da
temperatura ambiente diminui o gasto
energético que o animal teria para manter sua
temperatura corporal no caso de ambientes mais
frios e, com isso, um balanco energético
positivo seria gerado. Ademais, 0s roedores
possuem habitos noturnos e, assim, um aumento
no periodo escuro do ciclo circadiano,
proporcionaria maior tempo para a ingesta do
alimento (ESTADELLA, 2004).

Ainda segundo Tschép & Heiman,
2001, a idade do animal no inicio do protocolo
experimental pode interferir no ganho de massa
corporal. Seguindo essas orientagdes, utilizou-
se animais com aproximadamente 100 dias,
para que fossem submetidos a inducdo da
obesidade por dieta. Entretanto alguns estudos
apontam que animais jovens (< 90 dias),
alimentados com dieta hipercal6rica por longo
periodo também aumentaram o peso corporal
com relagdo ao grupo controle (TSCHOP &
HEIMAN, 2001).

Embora a obesidade humana possua
uma taxa de herdabilidade significativa, na qual
individuos com parentes obesos tém de 30% a
75% de probabilidade de apresentar 0 mesmo
fenotipo (GONZALEZ et al., 2017), as matrizes
do GH néo conferiram esta caracteristica a sua
prole, como demonstrado aos 90 dias (IMC: GC

= GH *p > 0,05).
Cumpre esclarecer que diferentes
definigdes de exposicdo e desfecho

dificultaram a comparagdo com outros estudos
experimentais.

Reitera-se que a utilizacdo do modelo
de obesidade induzida por dieta em animais
mostrou-se eficiente para o estudo da
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fisiopatologia das complicacbes associadas a
obesidade, haja vista, que este é 0 modelo mais
proximo da génese da obesidade em humanos
(TSCHOP & HEIMAN, 2001).

O objetivo de promover a integragéo
entre diferentes areas das Ciéncias da Salde, foi
plenamente atingido, haja vista a participacédo
de alunos dos Cursos de Graduacdo em
Medicina, Biomedicina, Nutri¢do, Enfermagem
e Medicina Veterinaria. Do mesmo modo, foi
desenvolvida a capacitacdo do corpo discente
no que se refere ao preparo da racdo
hiperlipidica, mensura¢des morfométricas,
cuidados com a espécie e metodologia
cientifica.

CONCLUSOES

A obesidade materna antes e durante a
gestacdo, ndo demonstrou influenciar o fenétipo
da prole, sugerindo uma baixa herdabilidade
genética na espécie.
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