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RESUMO

A obesidade é uma morbidade crénica caracterizada pela acumulagéo exagerada de gordura no corpo,
0 que impulsiona varios agravos ao organismo. A programacdo fetal aborda basicamente as
consequéncias da interacéo entre o ambiente externo (fenétipo) e os fatores biolégicos da gestante e do
feto (genétipo). O treinamento fisico é definido como procedimento melhoramento fisico, nas suas faces
morfolégicas e funcionais. Mas, os exercicios fisicos praticados pelas mées antes e durante a gravidez
podem ter efeitos benéficos no sistema respiratorio de seus filhos? Para isso foram utilizados 62
camundongos Swiss (CEUA UNIFAL-MG 03/2020): 12 fémeas e 6 machos. Os 44 filhotes fémeas
gerados foram distribuidos em ninhada normal e ninhada reduzida (inducéo de obesidade). Os filhotes
foram divididos de acordo com o treinamento da mae e inducdo da obesidade, em CTA (treinamento),
NCTA (n&o treinamento), OTA (treinamento e obesidade) e NOTA (n&o treinamento e obesidade). O peso
da prole (aos 26° dias de vida) foi de 18,5 + 0,4 e 22,2 + 0,49; respectivamente para os grupos CTA e
OTA (p <0,001); 18,8 £ 0,3 e 22,9 + 0,59 respectivamente para os grupos NCTA e NOTA (p <0,004). Os
resultados indicam que houve obesidade na prole independente do protocolo a que a matriz foi
submetida. Posteriormente, os animais foram anestesiados, traqueostomizados e conectados a um
ventilador mecéanico (FlexiVent, SCIREQ, Montreal, Canada, verséo 5.00) para avaliagdo da resisténcia
do sistema respiratdrio (Rtot, cmH20.s / mL) e das vias aéreas (Raw, cmH20.s/mL), sob administracédo
de solucéo salina (Sal) ou metacolina (MCh). MCh administrado resultou: maior valor de Rtot para o grupo
NOTA (3,37 = 0,37) e menor valor para OTA (1,75 £ 0,22), onde p <0,01. Este mesmo padréo é visto no
parametro Raw. Para o perfil bioquimico, os resultados do parametro calcemia foram, em mg/dL, 8,21 +
0,23 para NCTA, 7,76 + 0,12 para CTA, 8,97 = 0,28 para NOTA, e 9,05 + 0,31 para OTA, no parametro
colesterolemia total (mg/dL) foram: 79,89 + 11,77 para NCTA, 77,38 + 11,63 para CTA; 92,40 + 11,72
para NOTA,; e 113,2 + 9,20 para OTA. No parametro glicemia (mg/dL) foram:120,4 + 6,04 para NCTA,
154,9 £ 3,98 para CTA; 153,2 + 13,73 para NOTA; e 165,1 + 3,11 para OTA. E por fim, no pardmetro
trigliceridemia (mg/dL) foram: 127,3 + 21,8 para NCTA, 187,4 + 31,4 para CTA; 163,8 + 17,6 para NOTA;
e 198,3 + 24,2 para OTA. Na histologia, a obesidade influenciou na expresséo das fibras elasticas e fibras
colagenas tanto no tecido pulmonar quanto no diafragma. Em contrapartida, o treinamento fisico aerdbico
parece ter auxiliado na reducéo de fibras colagenas em ambos tecidos. Esses resultados indicam que a
obesidade causa influéncia negativa no sistema respiratério. Numa outra via, o treinamento fisico nas
maes pode atenuar a resisténcia causada pela obesidade na prole; o treinamento aerébio pode ter
influenciado positivamente também na histologia pulmonar. Portanto, deduzimos que mecanismos
epigenéticos permitiram que o treinamento fisico aerébico de moderada a baixa intensidade promoveu
alteracdes no sistema respiratorio da prole.

Palavras-chave: Supernutricdo pos-natal; mecéanica respiratoria; exercicio fisico; diafragma.



ABSTRACT

Obesity is increased by chronic morbidity, which is an exaggerated importance to the body. Fetal
programming basically deals with the consequences of the interaction between the external environment
(phenotype) and the biological factors of the pregnant woman and the fetus (gen). Physical training is
defined as physical improvement, in its morphological and functional aspects. But do physical exercises
for mothers and pregnhancy during pregnancy benefit before their children's complementary system? For
this, 62 Swiss mice were used (CEUA UNIFAL-MG 03/2020): 12 females and 6 males. The 44 pups
generated were distributed into normal and nested litters (obesity induction). Obesity pups were not
defined according to mother training and induction, in CTA (training), NCTA (training), OTA (training and
obesity) and NOTA (not and obesity). Life weight (at 26 days of life) was 18.5 £ 0.4 and 22.2 + 0.4q;
respectively for the CTA and OTA groups (p<0.001); 18.8 + 0.3 and 22.9 £ 0.5¢g respectively for the NCTA
and NOTA groups (p<0.004). The results indicate that there was obesity and profile independent of the
protocol that the matrix was disclosed. Subsequently, the animals were anesthetized tracheostomized
and anesthetized, a mechanical ventilator, SCIREQ, Montreal, Canada, version for evaluating the
system's resistance (cmH20.s/mL), under saline (Sal) or methacholine (MCh) management. MCh
administered resulted in higher Rtot value for the NOTA group (3.37 + 0.37) and lower value for OTA (1.75
+0.22), p <0.01. This same pattern is seen in the Raw parameter. For the biochemical profile, the results
of the calcium parameter were, in mg/dL, 8,21 + 0,23 for NCTA, 7,76 + 0,12 for CTA, 8,97 + 0,28 for
NOTA, and 9,05 + 0,31 for OTA; without parameter total cholesterolemia (mg/dL) were: 79,89 + 11,77 for
NCTA; 77,38 £ 11,63 for CTA; 92,40 + 11,72 for NOTA; and 113,2 + 9,20 for OTA. Without blood glucose
parameters (mg/dL) they were: 120,4 + 6,04 for NCTA; 154,9 + 3,98 for CTA; 153,2 + 13,73 for NOTA;
and 165,1 + 3,11 for OTA. And finally, triglyceridemia without parameter (mg/dL) were: 127,3 + 21,8 for
NCTA; 187,4 + 31,4 for CTA,; 163,8 £ 17,6 for NOTA; and 198,3 + 24,2 for OTA. In the histology, obesity
influenced the expression of elastic fibers and collagen fibers in both lung tissue and diaphragm. In
contrast, aerobic physical training seems to help reduce collagen fibers in both tissues. These results
indicate that obesity causes negative obesity in the system. In another way, training in mothers can
attenuate obesity resistance in offspring; aerobic training may have also positively influenced pulmonary
histology. Therefore, epigenetic mechanisms will allow moderate to low aerobic exercise training to
increase the change in the offspring's reinforcement system.

Keywords: Postnatal overnutrition; respiratory mechanics; exercise; diaphragm.
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1 INTRODUCAO

O sistema respiratério apresenta a funcao principal de suprir Oz e remover CO:2
do organismo. Os pulmbes e o0s musculos respiratérios realizam movimentos
coordenados e que movimentam o ar atmosférico para dentro e o ar contido no interior
dos pulmdes (ar alveolar) para fora, gerando constantemente um fluxo de ar (WEST,
2013). No entanto, o fluxo de ar pode mudar frente a algumas condi¢cées e uma delas
esta relacionada a alteracbes no calibre das vias aéreas. A reducdo deste calibre
(broncoconstricdo) pode ser encontrada em resposta a broncoconstritores e em
condi¢cBes como atividade fisica e obesidade.

A obesidade € definida como uma morbidade crénica e que tem como
caracteristica principal a acumulacéo exagerada de gordura no corpo, o que impulsiona
varios agravos ao organismo (JORDAO et. al., 2019). A prevaléncia da obesidade, a
nivel mundial, ganhou propor¢cdes epidémicas e relaciona-se crescentemente com o
aumento da taxa de mortalidade (OGDEN et al., 2007). Relatérios da Organizacao
Mundial de Saude (OMS) indicam que entre 1980 e 2013, a proporcao de adultos
obesos no mundo elevou-se de 28,8% para 36,9% entre os homens; e de 29,8% para
38% entre as mulheres. Esses aumentos tém variado de 5% na China, Japéo e alguns
paises africanos a 75% em algumas das ilhas da Polinésia. Na Europa, a prevaléncia
triplicou nos dltimos 20 anos (MCCLEAN et al., 2008). As taxas de obesidade na infancia
vém aumentando de forma significativa, pois padrBes de alimentacdo e exercicios
fisicos desenvolvidos na infancia ndo séo faceis de mudar, o que torna a obesidade
infantil um caso alarmante e um importante fator de risco para a obesidade adulta,
estando ligada a maior chance de morte prematura e de incapacidade na vida adulta
(MCCLEAN et al., 2008). Segundo a Vigilancia de Fatores de Riscos e Protecao de
Doencgas por Inquérito Telefénico (VIGITEL), no Brasil as maiores frequéncias de
excesso de peso foram observadas, entre homens, em Porto Alegre (66,7%), e, entre
mulheres, no Rio de Janeiro (58,4%). As menores frequéncias de excesso de peso,
entre homens, ocorreram em Teresina (49,3%), e, entre mulheres, em Palmas (44,1%).
As maiores frequéncias de obesidade foram observadas, entre homens, em Manaus
(27,1%), e, entre as mulheres, no Rio de Janeiro (24,6%). E as menores frequéncias de
obesidade ocorreram, entre homens, em Aracaju (14,4%), e, entre mulheres, em
Palmas (14,9%) (BRASIL, 2018).
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A programacéo fetal aborda basicamente as consequéncias da interacdo entre
o ambiente externo (fendtipo) e os fatores bioldgicos da gestante e do feto (gendtipo).
Seguindo este raciocinio, a prética de atividade fisica durante a gravidez tem sido
recentemente bastante investigada para identificar os seus efeitos na programacéo
fetal. Um estudo realizado na india identificou uma resposta inversamente proporcional
sobre o nivel de atividade fisica durante a gestacdo e o acréscimo de peso da 282
semana em diante (RAO et al., 2003 apud LEANDRO et al., 2009). No mesmo sentido,
a (OMS) recomenda que as mulheres pratiquem atividades fisicas durante a gravidez
para que continuem com uma boa salude e evitem o aumento do peso corporal nesse
periodo (OMS, 2016).

Contudo, uma condicdo indesejada ou desconfortavel para o individuo, chamada
de broncoconstricdo induzida por exercicio (BIE) pode ocorrer no individuo durante a
pratica de atividade fisica, dependendo da intensidade, duragéo, tipo e ambiente de
execucao. Essa condicdo € caracterizada pelo estreitamento das vias aéreas devido
aos mecanismos principais e secundarios que acontecem em resposta ao exercicio
(BONINI; SILVERS, 2018).

Tendo em vista a interacdo que pode existir entre obesidade, programacao fetal
e treinamento fisico, surgiu-se a indagacdao: exercicios fisicos praticados pelas méaes
antes e durante a gravidez podem ter efeitos benéficos no sistema respiratério de seus
filhos?
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sistema Respiratoério

A troca de gases, ou seja, a remogcdo de CO2 e o fornecimento de O2, €&
fundamental para a vida dos seres vivos. O oxigénio € um elemento essencial para a
vida da grande maioria dos seres vivos. O processo de ventilacdo € a maneira desse
elemento sair do meio ambiente (ar atmosférico) e chegar ao interior do organismo, bem
como realizar a remocédo do CO2 da célula até o meio ambiente. H& variagbes deste
processo bem como das estruturas envolvidas nele, sendo o pulméo e os musculos em
vertebrados terrestres, 0s principais componentes do sistema respiratério contidos na
caixa toracica. Nos seres humanos ha a presenca de demais componentes, outras
estruturas que auxiliam o processo deste a conducdo até a difusdo deste gas para
dentro das células. Todo processo acontece ininterruptamente ao longo do tempo. Os
demais componentes do sistema respiratorio sao, resumidamente: o nariz, a faringe, a
laringe, a traqueia (parte que faz a conducdo do ar), brébnquios (principais e
ramificacdes), bronquiolos, alvéolos (parte que executa as trocas gasosas), pleuras,
musculos esqueléticos (que atuam nos movimentos respiratérios), coluna vertebral,
costelas e esterno (que formam o arcabouco da caixa toracica). Cada um desses
elementos possui funcdes especificas e que somadas permitem que aconteca o perfeito
processo da ventilacdo (WEST, 2013).

Como ja dito, a ventilagédo tem o principal papel de suprir as demandas de Oz nas
células e remover o gas carbbnico do organismo. Contudo, podemos listar outras
funcdes importantes deste sistema como por exemplo participar da termorregulacéo,
auxiliar no balanco &acido-base, auxiliar o sistema cardiovascular produzindo
substancias vasoativas, atuar na defesa do organismo junto ao sistema imunolégico, e
sendo responsavel pela fonacéo. A ventilacdo € composta, resumidamente, pelas fases
inspiratoria e expiratria, movimentos que permitem a entrada e saida do ar do sistema.
Os movimentos respiratorios durante a inspiracdo em repouso sdo conduzidos pela
acao de musculos respiratérios, com destaque para o diafragma e intercostal externo,
promovendo a expanséo do térax. Ja durante a expira¢do, acontece o relaxamento da
musculatura que atuou na inspiracdo. E importante ressaltar que todo movimento
respiratério tem como consequéncia o aumento ou a diminui¢cdo da presséo interna do
sistema respiratorio, pressao esta que esta diretamente relacionada com a entrada ou
saida de ar dos pulmdes. Os movimentos respiratorios (em repouso) se repetem

continuamente, exceto se houver demanda ventilatéria e outros musculos irdo atuar
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promovendo a retracdo da parede toracica e consequente eliminacdo do ar, situacdes
essas que podemos citar como exemplo a pratica de exercicio fisico extenuante ou a
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) (WEST, 2013). O diafragma é um
importante componente do sistema respiratério, se enquadrando como o principal
musculo envolvido na ventilagdo, dividindo a cavidade toracica-abdominal
anatomicamente (KOCJAN et al., 2017). Este musculo se contrai de forma intermitente
para eliminar o volume de ar e modificar o volume, forma e pressao do térax. Situacdes
fisiolégicas extremas ou situagdes patoldgicas podem promover prejuizos ao diafragma,
seja pela inducdo da fadiga ou fraqueza muscular, ou deterioracdo da sua eficacia
mecanica, o que pode resultar em insuficiéncia ventilatoria. Um detalhe importante é
gue a resposta contrétil do diafragma frente as cargas resistivas e elasticas é maior que
frente a forca da inércia, quando comparado a outros musculos. (OROZCO-LEVI; GEA,
1997).

Interessantemente, essas condicfes adversas ja citadas como a pratica de
exercicio fisico extenuante, uma DPOC, e outras situacdes como a exposicao a agente
alérgeno/poluente, ou até mesmo a administracdo de farmacos podem gerar
consequéncias deletérias no fluxo de ar nas vias aéreas, e influenciando na
responsividade das vias aéreas. O conceito de responsividade das vias aéreas é
entendido como a capacidade de estreitamento que as vias aéreas promovem quando
estimuladas por algum elemento (MARCON et al., 2018). Outra situacdo que pode
surgir € o evento denominado broncoconstricao. A broncoconstri¢cdo se define como um
estreitamento das vias aéreas, de modo que o limen fica mecanicamente comprimido
(O’'SULLIVAN; PHUNG; PARK, 2020). Aggarwal, Mulgirigama e Berend (2018) relatam
gue a broncoconstricdo € o estreitamento agudo das vias aéreas, o qual pode ser
momentaneo e reversivel (ver Figura 1). E que esta condi¢éo pode ocorrer em pacientes
gue tém asma crénica ou em individuos saudaveis. Estes autores ainda comentam que
0s sintomas mais comuns na broncoconstricdo podem ser dispneia, a tosse, o aperto
no peito e a producao excessiva de muco. Koya et al. (2020) relataram que quando
ocorre uma contracao ou estreitamento das vias aéreas nos momentos durante ou apos
a prética de exercicio fisico é considerado entdo como uma broncoconstricdo induzida
pelo exercicio (BIE). Esta pode acometer tanto pacientes com asma quanto individuos

saudaveis.
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Figura 1 - llustragao de um encurtamento do misculo liso induz ao estreitamento da via aérea.

Normal 10% ASM shortening

TRENDS in Molecular Medicine

Fonte: adaptado de Bossé (2012).

A seguir, sera descrito sobre outro importante fator que pode impactar
demasiadamente no surgimento de uma broncoconstricdo que € a obesidade. Uma
guantidade demasiada de gordura na regido do térax pode causar uma compressao
mecanica no sistema respiratorio. Assim, o excesso de tecido adiposo pode influenciar
a mecanica pulmonar e da parede toracica (PETERS et al., 2019). Rutting et al. (2020)
relatam que existem indicios de que a obesidade pode impactar uma resposta
broncoconstritora, explicando assim o0 aumento dos sintomas respiratorios como tosse

e chiado.

2.2 Obesidade

Conceitualmente, a obesidade € entendida como quantidade exagerada de
massa de gordura no corpo (OMS, 2020). A obesidade resulta do desequilibrio
energético, ou seja, condicdo em que o individuo tem uma ingesta alimentar bem
superior ao gasto energético, somando-se a isso a possibilidade de ele sofrer
influéncias negativas de elementos genéticos ou elementos ambientais. Ao lado do
diabetes, a obesidade é considerada um dos principais problemas de saude publica no
planeta e por isso necessita de grande investigacao e entendimento (ABESO, 2022).

No mundo, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), atualmente
em torno de 1 bilh&o de pessoas estdo obesas, deste total, 4% sao criancas (PAHO,
2022). No Brasil 19,8% da populacdo encontra-se obesa e as criangas representam
aproximadamente 12,9% destes (ASSOCIACAO BRASILEIRO para o ESTUDO da
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OBESIDADE e SINDROME METABOLICA, 2022). Ademais, foi identificado na
Pesquisa Nacional de Saude (PNS), em 2019, feita pelo Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE) que em individuos entre 15 a 17 anos de idade, as mulheres
apresentam maior percentual de excesso de peso e obesidade quando comparadas
aos homens, sendo 22,9% contra 16,0%, e 8% contra 5,4%, respectivamente (IBGE,
2019). Assim, de acordo com esses dados fica evidente que as mulheres sdo mais
acometidas pela obesidade, e isso reforca ainda mais a importancia de se investigar tal
problemética que incide sobre esse grupo da populacdo. A literatura aborda que o
tratamento convencional para a obesidade tem sofrido grande resisténcia, sendo a
prevencao a estratégia de maior relevancia. Assim, identificar e compreender os fatores
de risco é essencial para que a estratégia de prevenir possa minimizar a exposi¢ao da
populacéo alvo a tais fatores de riscos comuns (HEMMINGSSON, 2018). Bronw et al.
(2015) ressalta que € de grande importancia que haja uma intervencdo durante a
infancia, pois a obesidade se mantera ao longo da vida adulta relacionando-se com o
aumento da taxa de morbidade e mortalidade. Esses autores ainda descrevem que as
comorbidades associadas a obesidade podem acometer os individuos ainda durante a
infancia, necessitando assim de maiores cuidados na avaliagcédo e tratamento dessas
condi¢Bes, o0 que levara a um maior gasto com cuidados de saude.

A obesidade pode causar importantes alteracdes nas propriedades mecanicas
pulmonares e na parede torécica, por meio do acumulo de tecido adiposo na cavidade
abdominal e mediastino, e essas condicdes causam reducdo da complacéncia do
sistema respiratorio. A obesidade também pode gerar efeitos mecéanicos que causam o
estreitamento das vias aéreas com consequente aumento da resisténcia do sistema
respiratério, também chamada de resisténcia total. Este estreitamento também pode
promover reducdo do gas inspirado e uma homogeneidade da ventilagdo (DIXON;
PETERS, 2018).

A literatura apresenta que a obesidade acometida nas maes pode ser oriunda
dos seus habitos alimentares. E isso, incidira fortemente no desenvolvimento do feto
durante o periodo gestacional, com grandes chances de se manifestar ao longo da vida
da prole. Outro estudo observou que individuos descendentes de maes expostas a dieta
hiper lipidica apresentaram aspecto metabdlico improéprio, inclusive durante dieta
balanceada apds o nascimento (COSTA, 2021; MARCO et al., 2014). A obesidade
materna pode refletir em efeitos deletérios na prole adulta, porém, vale também

investigar o papel protetivo de habitos saudaveis praticados pelas mées antes e durante
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a gestacado, como alimentacéo saudavel e exercicios fisicos, pode ser manifestados na

prole.

2.3 Programacao Fetal

O termo programacdo fetal refere-se ao mecanismo da plasticidade do
desenvolvimento, respondendo a estimulos nutricionais ou ambientais, e se
manifestado durante o inicio da vida tera posteriores consequéncias adversas na vida
adulta (doengas comportamentais, metabdlicas ou de risco cardiovascular). Apesar dos
mecanismos ainda ndo estarem esclarecidos, esses efeitos adversos a longo prazo
representam uma incongruéncia entre condicdes ambientais iniciais (nos estagios fetal
e neonatal) e as condi¢des que o elemento ird encontrar na vida adulta (GICQUEL; EL-
COSTA,; BOUC, 2008).

David Barker (1990) afirma que o risco de morte pode ser aumentado pelas
condi¢Bes adversas vivenciadas durante a infancia. David relata que altas taxas de
morte durante o parto e salde debilitada das mées influenciam no aumento a
mortalidade neonatal. Ele também cita que o peso ao nascer somado a uma boa
alimentacao durante anos iniciais sao inversamente proporcionais as taxas de mortes
por doenca isquémica cardiaca e infarto. Adicionalmente, a composi¢éo da alimentacao
na infancia exerce importante efeito sobre o desenvolvimento motor em bebés
prematuros. O pesquisador refor¢a dizendo que o ambiente materno pode impactar no
surgimento tanto de doencas cardiovasculares como outras doencas também,
exemplificadas pela esquizofrenia e doenca pulmonar obstrutiva cronica (BARKER,
1990).

Os animais classificados como viviparos possuem placenta e Gtero, 0s quais
protegem o feto das condicbes ambientais externas, otimizando as condi¢cbes para o
desenvolvimento fetal. Apés nascer, a temperatura e a quantidade de oxigénio no
ambiente externo sdo completamente diferentes do ambiente intrauterino, forcando de
forma repentina o processo de adaptacdo. Nesse sentido, condicdbes maternas
imperfeitas podem influenciar fortemente neste processo (ARIMA; FUKUOKA, 2020).

Wu et al., (2021) relatam que a epigenética estd relacionada as alteracdes
bioguimicas que influenciam a expressdo génica sem correlagbes com mudanca no
codigo genético. Alteracdes epigenéticas, oriundas de elementos ambientais e do estilo

de vida, ttm demonstrado capacidade de influenciar a saude. Nesse sentido, o exercicio
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fisico tem se apresentado uma importante responsabilidade de executar um papel
positivo na saude humana e prevencao de doencas.

Adicionalmente, segundo esses autores, o0 exercicio fisico promove alteracdes
na epigenética, podendo gerar efeitos benéficos. Varios estudos descrevem o impacto
do exercicio fisico em processos envolvidos na epigenética em diferentes tecidos como
por exemplo tecido adiposo, no sangue e musculo estriado esquelético, neste, atingindo
principalmente genes metabodlicos. Os autores ainda afirmam que pesquisas
emergentes em animais e humanos tém demonstrado que exercicio fisico feito pelos

pais ou pelas méaes exercem beneficios entre geracées (WU et al., 2021).

2.4 Treinamento Fisico

A terminologia “atividade fisica” € muito abrangente, carregando em seu
entendimento uma gama de modalidades e tipos de praticas corporais. Contudo Perkins
et al., (2007 apud LEANDRO et al., 2009) afirmam que € preciso determinar os termos
utilizados, os quais sao: atividade fisica, exercicio fisico ou treinamento fisico. Nesse
sentido, os autores Barbanti, Tricoli e Ugrinowitsch (2004 apud ROSCHEL; TRICOLI,
UGRINOWITSCH, 2011) definem o treinamento fisico como procedimento organizado
e sistematizado de melhoramento fisico, nas suas faces morfolégicas e funcionais,
atingindo de forma direta na habilidade de executar alguma atividade que envolva
exigéncias motoras, seja na area do esporte ou outra area.

Leonardo Alexandre Peyré-Tartaruga e seus colaboradores também reforcam
gue o treinamento fisico constitui na realizacdo de forma estruturada de uma sequéncia
de exercicios fisicos, com objetivos de curto, médio a longo prazo, estruturado com
coeréncia, podendo ser avaliado e/ou reavaliado (PEYRE-TARTARUGA et al., 2021)

O exercicio fisico exerce grande influéncia no sistema respiratorio, diretamente
proporcional a sua intensidade. Durante a pratica de exercicio fisico ha um aumento do
aporte sanguineo para suprir a musculatura em atividade, haja vista a elevacdo da
demanda de oxigénio e da producdo de gas carbbnico. Neste caso, os pulmdes
executam duas funcgles distintas, mas essenciais: 1) o fornecimento de oxigénio na
corrente sanguinea, permitindo suprir a demanda de O:2 nas células; 2) e o
tamponamento de CO2 metabdlico, removendo-0 da corrente sanguinea para fora do
organismo por meio da expiragdo (AIRES, 2017).

Deste modo, fica claro a importancia desse 0rgao para o organismo inclusive em

situacdes de estresse como no exercicio fisico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Obijetivo geral
O objetivo do presente estudo foi averiguar as consequéncias do treinamento
aerdbico na programacao fetal e da inducdo da obesidade por reducdo de ninhada sob

0 sistema respiratorio, principalmente na broncoconstricao.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos definidos para este estudo foram:

a) Analisar os efeitos do treinamento fisico aerébico sobre as matrizes em relacéo
a massa corpérea e numero de filhotes no parto;

b) Averiguar a inducdo da obesidade por redugéo de ninhada na prole de matrizes
treinadas e néo treinadas;

¢) Realizar avaliacdo da mecanica respiratoria apos teste de broncoconstricdo na
prole;

d) Examinar concentracdes sanguineas de calcemia, colesterolemia, glicose e
triglicerideos da prole;

e) Avaliar os conteudos de fibras colagenas e elasticas do pulméo e diafragma da

prole.
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4 JUSTIFICATIVA

As consequéncias deletérias que a obesidade pode promover nos individuos séo
evidentes, tanto em homens quanto em mulheres. Diante disso, inUmeros sdo o0s
estudos que buscam investigar a complexidade da relagéo obesidade e corpo humano,
aprofundando nos comportamentos alimentares e atividades do cotidiano.

A obesidade acomete relevante parte da populacdo mundial, acarretando
grandes problemas de saude publica como a piora da qualidade de vida, surgimento de
outras doencgas, aumento de internaliza¢des e do risco de morte. Outro ponto importante
€ o significativo aumento da porcentagem de obesidade e sobrepeso dentre as
mulheres. Adicionalmente, destaca-se a impactante incidéncia da obesidade na
infancia. A literatura relata que a obesidade e sobrepeso acometidos durante os anos
iniciais podem influenciar graves prejuizos para o individuo na fase adulta.

Dessa forma, no Brasil e no mundo, as entidades governamentais de saude
sempre reforcam a importancia de se executar planos de investigacdo e intervencao
para buscar combater essa moléstia que causa impacto tdo prejudiciais aos individuos
acometidos.

Alguns autores, recomendam que as investigacbes nessa tematica devem
envolver tudo que circunda o individuo, inclusive as condicbes ambientais antes e
depois do seu nascimento. E frisado também que comportamentos e habitos adversos
antes e durante a gestacdo podem influenciar negativamente na saude do feto nos
momentos pré e pos-parto.

Assim, entendendo a grande complexidade dessa problematica, visamos
executar esse projeto buscando elucidar as incégnitas que acercam a relacédo da pratica
de exercicios fisicos, a programacéo fetal e o acometimento da obesidade na prole.

A obesidade € atualmente considerada uma das principais enfermidades que
acomete a populacdo a nivel mundial. Essa doenc¢a promove consequéncias negativas
no sistema respiratorio. Isto se deve a consequéncia direta do tecido adiposo ou
acontece sistemicamente por meio de mediadores humorais e arranjos metabadlicos que
modificam a dinédmica do pulméo.

O treinamento fisico proporciona melhorias e manutencdo da saude com
alteracdes benéficas em individuos sadios nos varios sistemas do organismo como por
exemplo no sistema respiratorio. Tendo em vista os maleficios da obesidade e os
beneficios do treinamento fisico, nds estudaremos os efeitos do treinamento fisico de

genitoras sobre o sistema respiratorio da prole obesa ou ndo em animais experimentais.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Neste estudo foram utilizados, no total, 72 camundongos da linhagem Swiss
espécie Mus musculus. Deste total de animais, foram 12 fémeas e 06 machos
(matrizes/genitores) que geraram 54 filhotes fémeas que foram o0s animais
experimentais objeto da presente pesquisa (ver figura 2). Os genitores e matrizes foram
obtidos do Biotério Central da UNIFAL-MG e mantidos em caixas de polipropileno com
tampa de aco inoxidavel, recebendo agua e racdo comercial ad libitum sob ciclo claro-
escuro de 12h (luz 07:00-19:00) no Biotério do Laboratério de Experimentacdo Animal
do Centro de Ciéncias Aplicada a Educacao e Saude (CeCAES) do IFSULDEMINAS -
campus Muzambinho.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal da UNIFAL-MG
(CEUA UNIFAL-MG) com o registro de n° 03/2020 e foi conduzido de acordo com a

declaracéo de Helsinki para o bem-estar de animais de experimentacéo.

Figura 2 — Quantidade total de animais experimentais do estudo.

Grupo Sem Treinamento Grupo Com Treinamento
06 03 06 03
fémeas X machos fémeas | x | machos
l - . -
27 filhotes 27 filhotes

fémeas fémeas

- o

Total de animais:
72 camundongos

“~

Fonte: préprio autor.

5.2  Treinamento fisico aerdbio
As fémeas matrizes foram divididas em dois grupos: com treinamento aerobico
(TA, n=06) e sem treinamento (NTA, n = 06). O treinamento fisico aerdbio foi realizado

em esteira automatizada para ratos e camundongos (Insight Ltda, Ribeirdo Preto — SP,
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Brasil) (ver figura 2), baseado no que foi descrito por Aquino-Junior et al. (2018)
acrescido de adaptacfes. Inicialmente, os animais do grupo TA realizaram uma
adaptacdo a esteira dos 47° aos 50° dias de vida, durante 10 minutos e a uma
velocidade de 6m/min, sendo uma sessao por dia. O teste de esforco maximo (TEM),
adaptado de Ferreira et al. (2007); Felipe e Felicio (2016), com velocidade inicial de
0,36 Km/h (6 m/min) e incrementado com 0,18 Km/h (3 m/min) a cada 3 minutos durante
a tarefa até o alcance maximo de 1,8 Km/h (30 m/min) na velocidade. Esse teste teve
dois intuitos: o primeiro foi para determinar se o0 animal estava apto ou ndo ao exercicio
fisico; e no segundo intuito, o teste foi utilizado para que fosse determinada a
intensidade do treinamento fisico e suas manipulacdes. Esse teste foi realizado aos 51°
dias de vida dos animais, seguido por 2 dias de descanso.

O treinamento aerdbico foi executado dos 54° aos 81° dias de vida, e composto
por 20 sessOes de treino. As matrizes treinaram sob intensidades leve e moderada de
exercicio, variando de 30% a 60% do que foi alcancado no teste de esforco maximo.
Nas primeiras seis sessdes a velocidade foi gradualmente aumentada, de 40% a 60%
(equivalente a 0,72 a 1,08 km/h). A partir disso, a intensidade de treinamento
permaneceu na faixa do 60% (equivalente & 1,08 km/h). As udltimas cinco sessfes de
treino coincidiram com os cinco primeiros dias de gestacao das matrizes e, pensando
na saude integral das matrizes e da prole, optou-se por regredir a intensidade de
exercicio passando gradativamente de 50% para 30% do esforco maximo encontrado
no teste (regressiva e respectivamente equivalente a 0,9 km/h; 0,72 km/h; 0,54 km/h)
conforme visto na literatura (SURITA; NASCIMENTO; SILVA, 2014) (ver figuras 3 e 4).

As adaptacdes feitas no protocolo de treinamento tiveram o intuito de resguardar
o bem-estar das matrizes, bem como as perfeitas condicdes durante o periodo
gestacional, anulando assim qualquer possibilidade de prejuizos as matrizes e/ou a

prole.
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Figura 3 — Esteira automatizada utilizada no protocolo de treinamento fisico aerébico do estudo.

Fonte: Insight (2021).

Figura 4 — Esquema do protocolo do treinamento aerébico em esteira.

‘ ; | 40as50%
i TEM ; ! 20a30min
30m / min i

__________________________ 40% 40% 50% 50% 50%

Adaptagdo

6m / min—10min |

50a60% | i 60 %
30 min ; ! 30 min
. i !

50% 60% 60% 60% 60%

50a30% |
! 20a12min |
[

50% 40% 40% 30% 30%

D 2123/06 | T

| Semana 1 |
| 29/06a03/07 |

Fonte: préprio autor.

| Semana3 |
i 13/07a17/07 |

,,,,,,,,,,,,

. Semana 2 |
| 06a10/07 |

! Semana 4 |

| 21/07a25/07 :

Legenda: TEM: Teste de Esforco Maximo; m: metros; min: minutos. Velocidades: 30% = 0,54 km/h;
40% = 0,72 km/h; 50% = 0,90 km/h; 60% = 1,08 km/h.

5.3 Inducao, comprovacédo da obesidade e design dos grupos experimentais

As proles foram geradas a partir das matrizes dos grupos TA e NTA, seguindo o

sistema de acasalamento Poiley, e mantendo a proporcdo de duas fémeas para cada

macho (2:1; ou seja, 12 fémeas para 06 machos). Ap0s o0 nascimento, realizou-se o

ajuste de ninhada (1° dia pos-nascimento) desta forma: filhotes fémeas foram

distribuidos aleatoriamente em ninhadas de 03 ou 12 filhotes por mée, formando assim

os dois tipos de ninhadas: ninhada reduzida (NR) (n = 03 por mae) e ninhada normal

(NN) (n = 12 por mé&e) para cada grupo de matrizes (TA e NTA) (ver figura 4).

Os 03 filhotes fémeas por mae tiveram maior disponibilidade de leite e

consequentemente uma supernutricdo pos-natal com elevacao do potencial lactotrofico

(RAJIA, et al., 2010), e entao, tornando-se obesas. Os 12 filhotes fémeas por mée néao
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se tornaram obesas, sendo definidos entdo como controle. O desmame dos filhotes
ocorreu apos 21 dias (3 semanas de vida). Dessa forma, formaram-se dois grandes
grupos: Controle (C) e Obeso (O) provenientes de matrizes TA e NTA.

Desta forma, os grupos foram denominados de acordo com o treinamento fisico
realizado ou ndo nas maes, associado com a induc¢do ou ndo da obesidade na prole
(filhotes fémeas). Assim sdo eles: Controle Treinamento Aerébio (CTA), Obeso
Treinamento Aerébio (OTA), Controle Ndo Treinamento Aerdbio (NCTA) e Obeso N&o
Treinamento Aerobio (NOTA) (ver figura 5).

As medidas da massa corporea (g) foram obtidas das matrizes no momento
antes da gestacao e dos filhotes fémeas a cada semana até a quinta semana de vida.

Os filhotes, ap6s o desmame, foram acomodados em 3 animais por caixa
(dimensdes: 30x20x13cm) e alimentados com ragdo comercial. Em poucos dias apos
essa separacdo os animais foram utilizados nos protocolos experimentais abaixo
descritos. Em cada grupo as quantidades de animais para a realizacdo dos protocolos
foi: @) mecanica respiratéria: n = 5-7; b) bioquimica: n = 5; c) histologia: n = 2; (ver figura
6). Chamamos atencdo para que nos 5 animais usados para a bioquimica foram
coletados os pulmdes e diafragma, dessa forma o n para a histologia (n = 2) ja esta
contido nos animais contabilizados na avaliagdo da bioquimica (n = 5).

Na figura 6 esta apresentado uma visdo geral da cronologia desta pesquisa e um
resumo das etapas realizadas.

Um destaque para este estudo é que foi priorizada a investigacdo somente dos
filhotes fémeas devido ao fato da maior prevaléncia de obesidade infantil acometer
meninas antes da menarca. Desta forma, os genitores, matrizes e filhotes machos foram

eutanasiados.
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Figura 5 — Esquema do protocolo de inducdo da obesidade e esquema da formacdo dos grupos
experimentais usados no presente estudo.
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Figura 7 — Delineamento experimental do estudo
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Fonte: préprio autor.

5.4  Mecéanica respiratoria

Os animais foram pesados e anestesiados com xilazina (12mg/kg) e tiopental
sédico (50mg/kg) intraperitoneal (i.p.) para realizacdo da traqueostomia. Os
camundongos foram colocados em uma pequena mesa aquecida (Heat Pad — Insight)
sob foco cirdrgico em decubito dorsal, sendo seus membros fixados por fita adesiva. Os
membros superiores foram mantidos horizontalmente abduzidos a 90 graus em relacéo
ao corpo e os membros inferiores estendidos em diagonal. Apds 0 posicionamento
cirargico, foi realizada a introducdo de uma cénula de metal com calibre de 18G, sendo
a canula fixada a traqueia por meio de fios de algodao. Posteriormente os animais foram
mantidos anestesiados e conectados a um ventilador mecénico (FlexiVent, SCIREQ,
Montreal, Canada, versao 5.00) apropriado no modulo 1 para camundongos. Este
aparelho permitiu a manutencéo da vida em animais sedados e curarizados e atua na
identificacdo da mecanica, por permitir que perturbac¢des de volumes voluntarios sejam
aplicadas ao pulmao via traqueia (SHUESSLER; BATES, 1995; BATES; ALLEN, 2006).
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Figura 8 — Ventilador para pequenos animais (FlexiVent, SCIREQ®, Canada).

Fonte: Teixeira (2014).

Figura 9 - Diagrama do ventilador para pequenos animais (Flexivent-SCIREQ®), utilizado para a coleta
de dados de mecanica respiratéria.

Controlador
acessério |" """ "*ccccccca. g

Controlador | =« -= cecscccccnan susee

PEEP

Atuador
linear

Nebulizador

Volume Pressdo
deslocado
e @  Pelopistio

L
L}
L
L
L
L)

e Ee s e e ---

frssssseseeee-

PR—— . .
............................

Fonte: Adaptada de Shalaby et al. (2010).
Legenda: PEEP: vem do inglés, e significa Press&o Expiratdria Final Positiva.

Os animais foram avaliados com o térax fechado e ventilados com parametros
constantes: volume corrente de 6mL/kg, frequéncia respiratoria de 200 ciclos/minuto e
pressdo positiva expiratoria final (PEEP) de 3cmH20 conectado a uma valvula
expiratoria do ventilador. Posteriormente foi induzida a paralisia muscular pela
administracdo de brometo de pancurdnio (0,5mL/kg, i.p.; Cristélia, Sdo Paulo, Brasil) e
a analgesia foi através da administracao cloridrato de tramadol (50mg/kg, i.p.; Teuto,
Goias, Brasil). A analgesia foi monitorada de forma constante através do teste de

auséncia de resposta reflexa a dor (LOPES et al., 2021). Neste teste realizava-se
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compressfes manuais na pata traseira do animal para verificar visualmente alguma,
mesmo que minima, resposta reflexa a dor.

A mecanica respiratéria foi medida pela aplicagédo de volumes utilizando a técnica
de oscilagdes forgcadas (HANTOS, et al., 1992). O ventilador mecanico para pequenos
animais flexiVent® (FlexiVent, SCIREQ, Montreal, Canada, versao 5.00) foi controlado
por um computador, intercalando a ventilacdo mecéanica com manobras (perturbacdes)
controladas de pressdo e volume, para obter medidas precisas e reprodutiveis de
mecanica respiratéria (REBER, et al., 2012) (ver figuras 7 e 8). As perturbacdes
utilizadas foram: a TLC (capacidade pulmonar total) na qual consta de uma inflacdo
profunda dos pulmfes a uma determinada pressdo, seguida de uma retencdo da
ventilagdo normalmente de alguns segundos, utilizada antes das nebulizagdes com o
objetivo de abrir espacos aéreos e padronizar o volume, para que a droga se difunde
de maneira homogénea nos pulmdes; Quick-prime-3 que € uma manobra que consiste
na imposicao de um fluxo de ar com amplitude correspondente a soma de sendides de
frequéncias entre 1,00 a 20,5 Hz ao longo de 3 segundos e SnapShot que é uma onda
de oscilacdo forcada senoidal (frequéncia Unica), que corresponde a frequéncia
respiratéria do animal e tem por objetivo proporcionar resultados precisos (CHEN, et
al., 2006).

Foi calculada a impedancia do sistema respiratério (Zrs) dos animais de cada
grupo, e para o célculo dos dados foram feitas corre¢fes, considerando as perdas
devido a compressibilidade dos gases (BATES, et al.,, 1989). Foram coletados: a
posicao do pistao (Veyi) € a presséo interna do cilindro (Pcyl) (HANTOS, et al., 1992). Veyi
foi corrigido para obter o volume que efetivamente chega ao animal (V) e Pcy foi
corrigido, nos dando o valor de Pao presséo de abertura das vias aéreas. Por intermédio
da derivac&o no tempo de V, foi obtido o fluxo (V’).

Para analise das impedancias obtidas, sera utilizado o modelo de fase constante,
(HANTOS, et al., 1992). Onde Raw € a resisténcia de vias aéreas, law € a inertancia das
vias aéreas ou inércia do ar, G caracteriza a dissipacdo de energia nos tecidos
pulmonares, H caracteriza a energia acumulada nos tecidos do pulmao, i € a unidade
imaginaria, f é a frequéncia.

Foram obtidos com o ventilador os parametros:

e Riot— resisténcia total do sistema respiratorio;
e E - elastancia total;

e C — complacéncia total;
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e Raw-resisténcia de via aérea nos permite a analise isoladamente das vias aéreas
sem a interferéncia do tecido pulmonar;
e Gitis - resisténcia tecidual;

e Hitis - elastancia do tecido pulmonar.

A ventilacdo do animal iniciou-se com o intuito de permitir uma adaptacéo ao animal,
e teve duracdo de aproximadamente 5 minutos. Isso também favorece para o ajuste do
sistema respiratério ao fluxo recebido e verificacdo de possiveis vazamentos,
obstrucdes e correcbes no posicionamento. O ventilador mecanico manteve o0s
camundongos ventilados e somente interrompeu essa ventilacdo em tempos
determinados para aplicar perturbacbes e assim obter os valores acima descritos.
Todos os grupos receberam administracao via intraperitoneal de salina (Sal, 09% NacCl)
e o0 broncoconstritor metacolina (MCh, acetyl-B-methylcholine chloride, Sigma®- Aldrich,
St. Louis, USA) (AL-1ZKI et al., 2009) na concentracdo de 20mg/mL para averiguar a
broncoconstricdo. Primeiramente foram determinados os valores basais e
posteriormente as medidas dos parametros respiratérios apds administracdo com
solucdo salina e MCh. Logo ap6s 5 segundos das administracbes das referidas
substancias, os valores da mecanica respiratdria foram registrados. Os registros foram
repetidos de 15 em 15 segundos até o tempo de 75 segundos para cada substancia. O
tempo de intervalo entre a administracdo delas foi de 2 minutos. Os animais foram
posicionados na mesa cirlrgica para realizacdo da tragueostomia. Apos a exposi¢cao da
tragueia, os animais foram posicionados préximos ao ventilador mecanico e em seguida
conectou-se a canula de metal a traqueia. Adiante, iniciou-se a ventilacdo mecanica aos
animais por cinco minutos para permitir a manutencéo da vida e uma adaptacdo do
sistema respiratorio deles. Apés esta etapa, deu-se inicio as andlises dos parametros
da mecéanica respiratoria por meio do software. Fez-se andlises em trés momentos
distintos, os quais foram referentes as condi¢des basais, apos administracdo de salina,
e apoés a administracdo de metacolina, seguindo a dinamica supracitada neste
paragrafo. E assim, a partir desse processo, registrou-se os valores dos parametros da
mecanica respiratoria obtidos através das perturbacbes ao sistema respiratorio
implicadas pelo software e equipamento FlexiVenti. Ao ter finalizado a coleta dos dados,
realizou-se a toracotomia e seccionou-se a artéria aorta levando a hemorragia macica

e posterior eutanasia.
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Figura 10 — Imagem da captura de tela do software do Flexivent.
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Fonte: préprio autor.

Legenda: Pontos vermelhos sinalizam os valores coletados pelo software nas trés condi¢cbes (basal,
salina ou metacolina). Cada retdngulo visto é referente a um pardmetro da mecanica
respiratéria obtidos apos as perturbagbes do sistema respiratdrio.

ApGs o registro dos valores, foram realizadas coletas e analises desses dados.
Para cada perturbacdo (SnapShot e Quick Prime) aplicada houve um coeficiente de
determinacdo (COD) registrado pelo software e foram aceitos valores das medicfes
cujo coeficientes eram iguais ou maiores a 0,90. Logo apos, dentre os valores
selecionados de acordo com o COD, ainda foi escolhido o maior valor para o referido
parametro respiratério. Posteriormente estes valores selecionados foram plotados no

software GraphPad Prism 8.0.1.

5.5 Andlises bioquimica do sangue: calcemia, glicemia, colesterolemia total e de

trigliceridemia.

As amostras utilizadas para a coleta sanguinea vieram de outros animais que
nao foram submetidos a mecanica ventilatéria. Desta forma, evitou-se que as

perturbacdes aplicadas no sistema pulmonar dos animais pudessem mascarar 0s
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efeitos a serem estudados do treinamento fisico e da obesidade, além de interferéncias
dos varios farmacos usados nos procedimentos de mecéanica respiratoria.

Os animais estavam em jejum de 8 horas e foram anestesiados com isoflurano
(anestesia inalatéria). Novamente, para a confirmacédo da anestesia foi constantemente
realizado o teste de auséncia de resposta reflexa a dor. Posteriormente o animal foi
posicionado em mesa cirlrgica e em seguida iniciou-se a cirurgia de abertura do
abdbmen. A seringa de coleta e o micro tudo de armazenagem foram heparinizados
(1000 UI). A coleta do sangue foi realizada por puncéo cardiaca antes da retirada dos
pulmdes. Posteriormente, a veia cava e artéria aorta abdominal foram seccionadas no
intuito de permitir hemorragia macica para levar o animal & morte (eutanasia). O sangue
coletado, cerca de 1 mL, foi mantido em micro tubos heparinizados, imersos em gelo
picado e foi centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos. Em seguida o plasma foi coletado,
congelado e mantido em freezer a 80°C negativos.

As concentracdes plasmaticas de célcio, colesterol total, glicose e triglicerideos foram
determinadas por teste enzimatico-colorimétrico, em dose Unica, dos animais dos
diferentes grupos. Sendo para isso usados kits comerciais. A leitura das amostras no
espectrofotdbmetro e os calculos dos valores das amostras foram realizados de acordo
com as indicacbes do fabricante dos kits. Os procedimentos do teste enzimatico-
colorimétrico para cada parametro foram conduzidos exatamente de acordo como esta
descrito nos manuais de instru¢des de uso de cada kit (INTERTECK INTERNACIONAL
IMP. EMP., 2016), (LABTEST DIAGNOSTICA, 2014), (LABTEST DIAGNOSTICA,
2011) e (LABTEST DIAGNOSTICA, 2019). Os procedimentos comuns para os testes
foram: utilizou-se 3 tubos de ensaio; no primeiro tubo, denominado Branco, inseriu-se
1,0 mL do reagente; no segundo tubo, denominado Teste, inseriu-se 0,01 mL de
amostra e mais 1,0 mL de reagente; e no terceiro tubo, denominado Padréo, inseriu-se
0,01 mL de padrdo e mais 1,0 mL de reagente. Acertando o zero com o branco,
determinou-se as absorbancias do teste e padrdo a 650nm para o teste de calcio; a
500nm para o teste de colesterol total; e a 505nm para os testes de glicose e
triglicérides. Apos a medi¢do da absorbancia, foram realizados os céalculos seguindo
também as instru¢cdes nos respectivos manuais de uso dos kits de testes enzimatico-
colorimétricos para determinagéo das concentracdes plasmaticas de célcio, colesterol
total, glicose e triglicérides. Logo em seguida, os dados foram analisados e plotados no

software GraphPad Prism 8.0.1.
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5.6  Analise dos conteudos de fibras elasticas e colagenas

Os pulmdes e diafragma que foram coletados para cortes histoldgicos apés a
retirada do sangue e eutanasia (ver item acima 2.6). Apds a laparotomia, o térax foi
aberto e os pulmdes e diafragma expostos. Os pulmdes foram removidos em bloco
(coracao e pulmao) e o diafragma foi coletado de maneira a se obter a maior quantidade
de tecido muscular o mais proximo possivel das costelas.

Os pulmdes foram separados do coracdo, e o pulmé&o direito foi fixado em
formalina 10% (pH = 7,4 e 0,1M) durante 48 horas e em seguida foi imerso em alcool
70%. Posteriormente o material foi destinado a bateria de desidratacdo em série de
alcool e xilol para posteriormente embebé-lo em parafina.

Quando as amostras ja se encontravam solidificadas foram feitos cortes
histolégicos com espessura 5um para a analise e quantificacdo do conteudo de fibras
elasticas e colagenas das vias aéreas e vasos sanguineos dos pulmdes, e do tecido
muscular e vasos sanguineos do diafragma.

Apés as laminas do tecido pulmonar e do diafragma terem sido confeccionadas,
as fibras coldgenas foram coradas com picrosirius (JUNQUEIRA, et al., 1978) e as fibras
elasticas com orceina (NAKAMURA, et al., 1977).

As leituras das laminas foram realizadas em microscoépio 6ptico (Olympus BX43,
Olympus Optical do Brasil Ltda, Sdo Paulo/SP, Brasil), e as fotomicrografias foram feitas
utilizando a camera digital acoplada ao microscépio (Olympus SC100, Olympus Optical
do Brasil Ltda, S&o Paulo/SP, Brasil) e o software cellSens Entry (Olympus Optical do
Brasil Ltda, Sdo Paulo/SP, Brasil). Posteriormente, as analises do contetdo de fibras
elasticas e colagenas foram realizadas através do software Image J (Natonional
Institutes of Helath — NIH — Maryland, EUA).

Todos os dados foram analisados com testes estatisticos utilizando o programa
Graphpad Prism 8.0.1.

5.7 Analises dos dados

Os dados obtidos neste estudo foram inseridos em planilhas do software Excel
(Microsoft Corporation, EUA) e planilhas Google Sheets da plataforma Google e
posteriormente processados utilizando-se do software GraphPad Prism 8.0.1

(GraphPad, San Diego, CA, EUA) para a realizacdo das analises estatisticas e graficos.
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Os valores dos resultados das avaliacdes feitas nas matrizes (dos parametros massa
corporea e quantidade de filhotes no parto) foram expressos como média + erro padrao
da média (EPM) e foi feito o teste estatistico Teste t de student.

Os dados de massa corpérea da prole foram analisados por meio do teste
estatistico ANOVA (Two-Way) seguido de pés-teste de Bonferroni. Para os demais
valores de mecanica respiratoria, perfil bioquimico e andlise histoldgica foram feitos os
testes estatisticos ANOVA (One-Way) seguido de poés-teste de Bonferroni para
comparacdes multiplas. Para todas as andlises foi adotado diferencas significativas

para valor de p < 0,05.



38

6 RESULTADOS

Os resultados encontrados neste estudo estdo nos subitens abaixo e eles

estardo apresentados como média + EPM.

6.1 Massa corporea e quantidade de filhotes das matrizes (mées)

Neste estudo foram utilizadas 12 matrizes, sendo que 6 delas realizaram o
treinamento fisico aerdbico e as demais ndo realizaram. Destaca-se que todas as
matrizes foram acasaladas, pariram os filhotes, e os filhotes fémeas se tornaram o
objeto desta pesquisa.

Ao longo dos experimentos, as matrizes nao treinadas e as treinadas nao
apresentaram diferencas significativas na massa corpérea (g). No grafico 1 estdo
apresentados os valores das medicGes de massa corporea das matrizes em trés
momentos: aos 48, aos 77 e aos 85 dias de vida (DDV), que se referem respectivamente
aos momentos antes, durante e apos o fim do periodo de treinamento fisico aerébico
(ver gréfico 1). Na medi¢cdo no momento antes do periodo de treinamento (aos 48 DDV)
as matrizes apresentaram valores de 29,77 + 0,78 e 28,43 + 0,69 para as matrizes ndo
treinadas e treinadas, respectivamente. Na medicdo de massa corporea (g) durante o
periodo de treinamento (aos 77 DDV), as matrizes ndo treinadas e treinadas
apresentaram uma média de 32,03 + 0,88 e 31,20 + 0,77 respectivamente. E por fim,
na medicdo de massa corpOrea apos o fim do treinamento aerébico (aos 85 DDV), as
matrizes apresentaram a média de 40,15 + 1,82 e 39,85 + 1,68, respectivamente para
0 grupo das matrizes nao treinadas e das matrizes treinadas. Nenhum dos valores
descritos acima apresentaram diferencas estatisticas entre si. Assim verifica-se para
esses animais que o treinamento fisico aerdbico n&o influenciou na massa corpérea.

Outro dado relevante é o numero de filhotes. As matrizes nao treinadas pariram
uma média de 12,17 £ 1,24 filhotes e as matrizes treinadas pariram uma média de 10,67
+ 0,84 filhotes. Nenhum dos valores apresentaram diferencas estatisticas entre si. ISso
mostra que o treinamento fisico aerdbico ndo provocou nenhuma interferéncia positiva

ou negativa na quantidade de filhotes nascidos de cada fémea matriz (ver gréafico 2).
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Gréfico 1 — Valores da massa corpérea das matrizes (mées) ndo treinadas (NTA) e das matrizes treinadas
(TA) aos 48, 77 e 85 dias de vida (DDV).
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Fonte: proprio autor. Os valores estéo apresentados como média e erro padrdo da média. A auséncia de
simbolos indica que os valores ndo séo significativamente diferentes (p = 0,05).

Gréfico 2 — Quantidade de filhotes das matrizes (maes). Os nimeros correspondem a média e erro padrao
da média.
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Fonte: préprio autor.
A auséncia de simbolos indica que os valores ndo sdo estatisticamente diferentes (p = 0,05).

6.2 Comprovacgao da obesidade

A comprovacao da inducédo da obesidade foi realizada por meio da verificacao
da massa corporea (g) dos filhotes fémeas do nosso estudo aos 14, 21 e 26° dias de
vida (DDV). O Gréfico 3 apresenta estes e a diferenca entre 0s grupos controles e
obesos. Na medig&o aos 14 DDV os filhotes apresentaram valores de 7,52 + 0,11 para
0 grupo NCTA,; 7,24 £ 0,24 para CTA, 10,77 £ 0,27 para NOTA; e 10,62 + 0,259 para
OTA. Ja na medicdo aos 21 DDV a prole apresentou média + EPM de 18,75 + 0,26;
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18,45+ 0,43; 22,89 £ 0,43; 22,21 + 0,469, respectivamente para os grupos NCTA, CTA,
NOTA e OTA. Por fim, aos 26 DDV, a média + EPM da massa corpérea foi de 26,75 *
0,20 para NCTA,; 25,33 + 0,37 para CTA; 28,86 + 039 para NOTA; e 27,80 £ 0,159 para
OTA. Com esses dados, observa-se que o treinamento fisico realizado pelas mées ndo
preveniu o desenvolvimento da obesidade dos filhotes fémeas nos grupos de ninhada

reduzida, ou seja, nos grupos NOTA e OTA.

Gréfico 3 — Valores da massa corpérea da prole controle (ninhada normal) e prole obesa (ninhada
reduzida) aos 14, 21 e 26 dias de vida (DDV).
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Fonte: préprio autor.

Legenda: os valores correspondem a média e erro padréo da média. Controle N&o Treinamento Aerobio:
NCTA; Controle Treinamento Aerdbio: CTA; Obeso Nao Treinamento Aerébio: NOTA,; e Obeso
Treinamento Aerdbio: OTA. Os simbolos **** indicam que houve diferengas estatisticas entre
0s grupos NCTA vs NOTA, NCTA vs OTA, nos momentos 14 e 21 DDV, cujos valores de p <
0,0001; o simbolo * indica que houve diferenca estatistica entre NCTA vs CTA aos 26 DDV,
cujo p = 0,0192; os simbolos *** indicam que houve diferenca estatistica entre NCTA vs NOTA
aos 26 DDV, cujo valor de p = 0,0001.

6.3  Mecanica respiratoria

A mecanica respiratéria foi feita apds o animal (prole obtida de maes com e sem
treinamento fisico aerdbio) ser anestesiado e traqueostomizado usando um ventilador
mecanico para pequenos animais. Logo que o animal foi conectado a este aparelho
foram obtidos valores referentes a condicéo basal, e apresentaram algumas diferencas
significativas entre os grupos. Na Tabela 1, estdo apresentados os resultados das
avaliacbes de mecéanica durante a condicdo basal. As diferencas estatisticas
encontradas podem estar relacionadas a administracdo dos farmacos pancurénio e

tramadol, pois nos registros a seguir nao foi notada tal diferenca.
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Tabela 1 — Apresenta os resultados dos grupos objeto do estudo na condi¢édo basal na avaliagdo de
mecanica respiratoria.

BASAL NCTA CTA NOTA OTA
Rtot (cmH20/ml) 1,18+0,18 1,07+0,09 1,48+0,48 1,11+0,05
E (cmH20/ml) 32,61+2,86 38,8445,08 66,20+2,86  38,82+3,51
C (cmH20/ml) 0,030,003 0,020,003 0,030,009  0,02+0,002

Raw (cmH20/ml)  0,72+0,17**  0,58+0,04*** 2 34+0,33 0,56+0,05###
Gtis (cmH20/ml) 5,32+0,66 6,01+0,62  5,26+0,36 6,21+0,64
Htis (cmH20/ml) 32 37+3,30 35,13+6,39 32,73+2,89  34,70+3,05

Fonte: préprio autor

Legenda: NCTA: Controle Nao Treinamento Aerdbio; CTA: Controle Treinamento Aerébio; NOTA: Obeso
Nao Treinamento Aerodbio; e OTA: Obeso Treinamento Aerdbio; Rtot: resisténcia total; E:
elastancia total; C: complacéncia total; Raw: resisténcia das vias aéreas; Gtis: resisténcia
tecidual; Htis: elastancia do tecido pulmonar. Os simbolos *** indicam diferenca estatistica entre
os grupos NOTA vs NCTA, com p = 0,0008; ###indicam diferenca estatistica entre NOTA vs
OTA, com p = 0,0001; **** indicam diferenca estatistica entre NOTA vs CTA, com p < 0,0001.

Logo apés, foram feitos os registros com a administracdo de salina i.p. e tais
valores ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos, como visto na

Tabela 2.

Tabela 2 — Apresenta os resultados dos grupos objeto do estudo apdés administracdo de salina na
avaliagdo de mecénica respiratéria.

SALINA NCTA CTA NOTA OTA
Rtot (cmH20/ml) 0 91+0,12 1,04+0,11 1,01+0,18 1,02+0,10
E (cmH20/ml) 35,11+3,83 32,60%3,43 33,48+3,97 36,34+3,55
C (cmH20/ml) 0,030,003 0,030,003 0,03+0,004 0,02+0,002
Raw (cmH20/ml) 0 83+0,24 0,53+0,03  0,45+0,02 0,53+0,08
Gtis (cmH20/ml) 4,83+0,41 5,37+0,31 6,11+0,27 5,37+0,25
Htis (cmH20/ml) 31 13+3,08 40,39+7,28 31,28+2,73 31,94+2,77

Fonte: préprio autor.

Legenda: NCTA: Controle Nao Treinamento Aerdbio; CTA: Controle Treinamento Aerébio; NOTA: Obeso
Nao Treinamento Aer6bio; e OTA: Obeso Treinamento Aerdbio; Rtot: resisténcia total; E:
elastancia total; C: complacéncia total; Raw: resisténcia das vias aéreas; Gtis: resisténcia
tecidual; Htis: elastancia do tecido pulmonar. A auséncia de simbolos indica que ndo houve

diferencas estatisticas entre os grupos.
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No entanto, apos a administracdo de metacolina (MCh), foi possivel observar
diferencas significativas em alguns parametros da mecanica respiratoria, como na
resisténcia total (Rtot), resisténcia das vias aéreas (Raw) e resisténcia tecidual (Gtis).
E as diferencas estatisticas entre os valores de cada parametro estdo assinaladas nos
seus respectivos graficos expostos abaixo.

Os resultados da Rtot (cmH20.s/mL) estdo mostrados no Grafico 4. O grupo
NCTA apresentou valor igual a 1,92 £ 0,33; no grupo CTA foi de 3,24 + 0,25; no grupo
NOTA foi de 3,37 = 0,37; e no grupo OTA foi de 1,74 + 0,22. Os valores de Raw
(cmH20.s/mL) séo vistos no Gréfico 5. O grupo NCTA apresentou valor igual a 1,48 +
0,15; no grupo CTA foi igual a 2,27 = 0,27; no grupo NOTA foi igual 2,55 + 0,30; e no
grupo OTA foi igual a 1,11 £ 0,14. Assim, o grupo CTA pode ter tido uma resposta
aumentada a MCh nos parametros Rtot e Raw devido ao efeito herdado do treinamento
fisico aerdbico realizado pelas mées. No grupo NOTA, também houve incremento nos
parametros Rtot e Raw, mas como consequéncia do efeito da obesidade acometida nos
animais deste grupo. Em contrapartida, no grupo OTA teve uma atenuacao nos valores
de Rtot e Raw, impactado possivelmente pela coexisténcia dos efeitos do treinamento
fisico aerdbico feitos pelas méaes e da inducao da obesidade

Grafico 4 — Valores de Rtot na prole controle e obesa provenientes de méaes treinadas e nao treinadas.
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Fonte: préprio autor.

Legenda: os valores estdo apresentados como média e EPM. NCTA: Controle Nao Treinamento Aerdbio;
CTA: Controle Treinamento Aerébio; NOTA: Obeso Nao Treinamento Aerdbio; e OTA: Obeso
Treinamento Aerdbio. O & indica diferenca estatistica entre NCTA vs CTA, cujo p =0,0372; 0 *
indica diferenca estatistica entre o grupo NCTA vs NOTA, cujo p = 0,0245; 0 % indica diferenca
entre CTA vs OTA, cujo p = 0,0145; o ## indica diferenca estatistica entre NOTA vs OTA, cujo
p = 0,0098. ANOVA One-Way, seguido de Post test de Bonferroni.
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Gréfico 5 — Valores do parametro Raw nos grupos do estudo.
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Fonte: préprio autor.

Legenda: Os valores estdo apresentados como média e EPM. NCTA: Controle Nao Treinamento Aerébio;
CTA: Controle Treinamento Aerébio; NOTA: Obeso N&o Treinamento Aerdbio; e OTA: Obeso
Treinamento Aerdbio. O % indica diferenca entre CTA vs OTA, cujo p = 0,0276; o ## indica
diferenca estatistica entre NOTA vs OTA, cujo p = 0,0036. ANOVA One-Way, seguido de Post
test de Bonferroni.

No Grafico 6 estdo os valores da resisténcia tecidual (Gtis) (cmH20.s/mL). O
grupo NCTA apresentou valor de 8,40 + 0,34; no grupo CTA foi de 9,07 + 0,28; no grupo
NOTA foi 7,73 £ 0,37; e no grupo OTA foi de 8,14 + 0,23. Neste parametro da mecanica
respiratéria, ndo se observou a tendéncia ocorrida nas resisténcias vistas

anteriormente.

Grafico 6 — Valores do parametro Gtis nos grupos do estudo.
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Fonte: préprio autor.

Legenda: os valores estdo apresentados como média e EPM. NCTA: Controle Nao Treinamento Aerdbio;
CTA: Controle Treinamento Aerébio; NOTA: Obeso N&o Treinamento Aerdbio; e OTA: Obeso
Treinamento Aerédbio. O % indica diferenca estatistica entre CTA vs NOTA, cujo p = 0,0315.
ANOVA One-Way, seguido de Post test de Bonferroni.
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Nos demais parametros avaliados da mecanica respiratéria ndo foram
encontrados diferencas significativas apds a administracdo de MCh, como visto abaixo

na Tabela 3.

TABELA 3 - Valores do parametro complacéncia, elastancia e elastancia do tecido pulmonar (C, E e Htis)
nos grupos do estudo.

MCh NCTA CTA NOTA OTA
C (cmH20.s/mL) 0,031%0,002 0,031%0,003 0,032+0,003 0,029+0,002
E (cmH20.s/mL) 37,55+2,50 45,58+4.41 42,2045,52 46,15+9,30
Htis (cmH20.s/mL) 32 46+3,03 30,79+4,14 35,18+3.42 36,42+4 55

Fonte: préprio autor.

Legenda: os valores estdo apresentados como média e EPM. NCTA: Controle N&o Treinamento Aerdbio;
CTA: Controle Treinamento Aerébio; NOTA: Obeso N&o Treinamento Aerdbio; e OTA: Obeso
Treinamento Aerobio. A auséncia de simbolos indica que ndo houve diferengas estatisticas
entre 0S grupos.

6.4  Perfil bioquimico

A seguir, estdo os valores encontrados na analise da calcemia (mg/dL) nos
diferentes grupos (ver Grafico 7). O grupo NCTA apresentou valor igual a 8,21 + 0,23,
no grupo CTA foi igual a 7,76 + 0,12; no grupo NOTA foi igual a 8,97 = 0,28; e no grupo
OTA foi igual a 9,05 = 0,31. A obesidade na prole pode ter favorecido no aumento da
concentracao plasmatica de calcio nos grupos obesos quando comparados aos grupos
controles.

O Gréfico 8 apresenta os valores encontrados na analise da glicemia (mg/dL)
nos diferentes grupos. O grupo NCTA apresentou valor de 120,4 + 6,04; no grupo CTA
foi igual a 154,9 + 3,98; no grupo NOTA foi igual a 153,2 + 10,64; e no grupo OTA foi
igual a 165,1 + 3,11. Ao comparar o grupo controle sem treinamento (NCTA) com o0s
demais grupos, podemos notar que no grupo CTA teve aumento na glicemia da prole
gue pode ter sido impactada pelos efeitos do treinamento fisico aerdbico realizado pelas
maes. No grupo NOTA, também houve incremento nos valores de glicemia indicando
influéncia da obesidade no nivel glicémico desses animais. Ja o treinamento fisico
aerobico realizado nas maes coexistente a obesidade na prole favoreceu para o

aumento da glicemia no grupo OTA.
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Gréfico 7 — Valores do parametro calcio plasmatico nos grupos do estudo.
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Fonte: préprio autor.

Legenda: os valores estédo apresentados como média e EPM. NCTA: Controle Nao Treinamento Aerébio;
CTA: Controle Treinamento Aerébio; NOTA: Obeso N&o Treinamento Aer6bio; e OTA: Obeso
Treinamento Aerdbio. O * indica diferenca estatistica entre o grupo CTA e NOTA, cujo p = 0,025;
e o # indica diferenca entre o CTA e OTA, cujo p = 0,010. ANOVA One-Way, seguido de Post
test de Bonferroni.

Grafico 8 — Valores do parametro glicose plasmatica nos grupos do estudo.
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Fonte: préprio autor.

Legenda: os valores estdo apresentados como média e EPM. NCTA: Controle Nao Treinamento Aerdbio;
CTA: Controle Treinamento Aerébio; NOTA: Obeso Ndo Treinamento Aerdbio; e OTA: Obeso
Treinamento Aerobio. O * indica diferenca estatistica entre o grupo NCTA vs CTA, cujo p =
0,0119; o # indica diferenca entre 0 NCTA vs NOTA, cujo p =0,0174; e && indicam diferenca

estatistica entre NCTA vs OTA, cujo p = 0,0012. ANOVA One-Way, seguido de Post test de
Bonferroni.

A seguir, a Tabela 4 apresenta os valores encontrados na analise da
trigliceridemia e colesterolemia nos diferentes grupos e que ndo ouve diferenca

estatistica entre eles.
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Tabela 4 — Valores da trigliceridemia e colesterolemia nos grupos do estudo. Estdo apresentados como

média e EPM.
NCTA CTA NOTA OTA
Trigliceridemia
127,3+21,8 187,4+ 31,4 163,8+ 17,6 198,3 + 24,2
(mg/dL)
Colesterolemia
79,89 + 11,77 77,38+11,63 92,40+ 11,72 113,2 £+ 9,20
(mg/dL)

Fonte:  Préprio autor.

Legenda: NCTA: Controle Nao Treinamento Aerébio; CTA: Controle Treinamento Aerébio; NOTA: Obeso
N&o Treinamento Aerébio; e OTA: Obeso Treinamento Aerdbio. A auséncia de simbolos indica
que ndo houve diferenca estatisticas entre 0s grupos para os parametros citados na tabela 4.

6.5  Analise histoldgica

A seguir a Figura 10 mostra os cortes histologicos do tecido pulmonar e do tecido
do diafragma da prole do estudo correlacionado com seus valores obtidos e expostos
nos graficos. As setas e/ou circulos azuis ou vermelhos apontam para as fibras elasticas
e fibras coldgenas nas regides de interesse neste estudo. Nas fotomicrografias, as
laminas coradas com picrosirius (cor avermelhada, pink) estdo marcando as fibras
coldgenas e as laminas coradas com orceina (cor marrom) estdo marcando as fibras
elasticas, nas vias aéreas (VA) ou nos vasos sanguineos (VS) do tecido pulmonar; ou
no perimisio ou vasos sanguineos do tecido do diafragma.

Os valores encontrados na andlise estatistica da histologia de fibras colagenas
totais no tecido pulmonar estdo na Figura A2. O grupo NCTA apresentou média de
14,50 £ 2,00; no grupo CTA foi igual a 5,95 + 0,69; no grupo NOTA foi igual 17,30 *
1,30; e no grupo OTA foi igual a 8,82 + 1,27%. Na sequéncia, estdo os valores
encontrados na andlise estatisticas das fibras elasticas no tecido pulmonar,
demonstrados na Figura B2. Neste caso, o grupo NCTA obteve valor de 9,54 + 0,56; no
grupo CTA foi igual a 8,90 + 0,67; no grupo NOTA foi igual 12,09 £ 0,76; e o grupo OTA
obteve valor de 9,96 * 0,48%.

Na Figura C2 estdo os resultados encontrados na andlise estatisticas da
histologia de fibras colagenas totais no tecido muscular do diafragma nos diferentes
grupos. O grupo NCTA apresentou valor igual a 5,56 + 0,33; no grupo CTA foi igual a
6,30 £ 0,67; no grupo NOTA foi igual 8,43 + 0,96; e no grupo OTA o valor foi de 9,86 +
1,03%. E por fim, na Figura D2 encontram-se os valores da analise estatisticas de fibras

elasticas no tecido muscular do diafragma nos diferentes grupos (ver Figura D2). O
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grupo NCTA valor igual a 3,42 £ 0,13; no grupo CTA foi igual a 2,27 = 0,23; no grupo
NOTA foi igual 3,46 + 0,23; e no grupo OTA foi igual a 2,98 + 0,18%.

Figura 10 - Cortes histolégicos com espessura de 5um corados com picrosirius ou orceina correlacionado
com seus respectivos resultados da analise estatistica.
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Fonte: préprio autor.

Legenda: (A) NCTA,; (B) CTA; (C) NOTA; (D) OTA.
Setas ou circulos azuis indicam deposicao de fibras colageno ou fibras elasticas adjacente as
membranas das vias aéreas (VA) e/ou vasos sanguineos (VS) no tecido pulmonar, ou em torno
do perimisio (membrana intermediaria do muasculo) do diafragma. Setas vermelhas apontam
para as vias aéreas (VA) e/ou vasos sanguineos (VS). A2: Valores de fibras colagenas totais
no tecido pulmonar nos grupos do estudo. Os valores estdo apresentados como média e EPM.
Legenda: NCTA: Controle Ndo Treinamento Aerdbio; CTA: Controle Treinamento Aerébio;
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NOTA: Obeso Nao Treinamento Aerobio; e OTA: Obeso Treinamento Aer6bio. O * indica
diferenga estatistica entre o grupo NCTA vs OTA, cujo p = 0,042; o &&& indica diferenca
estatistica entre NCTA vs CTA; cujo p = 0,0005; o ### indica diferenca estatistica entre NOTA
vs OTA, cujo p = 0,0009; e 0 %%%% indica diferenca estatistica entre o CTA e NOTA, cujo p <
0,0001. B2: Valores de fibras elasticas no tecido pulmonar nos grupos do estudo. Os valores
estdo apresentados como média e EPM. Legenda: NCTA: Controle N&o Treinamento Aerébio;
CTA: Controle Treinamento Aerébio; NOTA: Obeso N&o Treinamento Aerdbio; e OTA: Obeso
Treinamento Aerdbio. O * indica diferenca estatistica entre o grupo NCTA vs NOTA, cujo p =
0,044; e o ** indica diferenca estatistica entre CTA vs NOTA, cujo p = 0,0069. C2: Valores de
fibras colagenas totais no tecido muscular do diafragma nos grupos do estudo. Os valores estédo
apresentados como média e EPM. Legenda: NCTA: Controle Nao Treinamento Aerébio; CTA:
Controle Treinamento Aerdbio; NOTA: Obeso N&o Treinamento Aerdbio; e OTA: Obeso
Treinamento Aerébio. O * indica diferenca estatistica entre o grupo CTA vs OTA, cujo p = 0,021;
e 0 ** indica diferenca estatistica entre NCTA vs OTA, 0,003. D2: Valores de fibras elasticas no
tecido muscular do diafragma nos grupos do estudo. Os valores estdo apresentados como
média e EPM. Legenda: NCTA: Controle N&o Treinamento Aerébio; CTA: Controle Treinamento
Aerdbio; NOTA: Obeso Nao Treinamento Aerébio; e OTA: Obeso Treinamento Aerdbio. O **
indica diferenca estatistica entre o grupo NCTA vs CTA, cujo p = 0,0017; e o ## indica diferenca
estatistica entre CTA vs NOTA, cujo p = 0,0011. ANOVA One-Way, seguido de Post test de
Bonferroni.
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7 DISCUSSAO

Os resultados do nosso estudo s&o interessantes e permitiram evidenciar
guestdes importantes e intrigantes acerca da temética do estudo.

No resultado da massa corpérea das fémeas matrizes ndo foram observadas
alteracdes quando comparados 0s grupos sem e com treinamento fisico aerdbico.
Apesar disso, é importante ressaltar que o treinamento fisico aerébico pode sim
influenciar na manutencédo do peso corporal ideal e na composicdo corporal do
individuo. Em uma pesquisa sobre a aderéncia na préatica de exercicio fisico por
universitarios avaliando os fatores motivacionais relacionados a essa aderéncia,
Guedes, Legnani e Legnani (2012) descreveram que o exercicio fisico pode favorecer
na eficiéncia do metabolismo dos nutrientes e no gasto energético do individuo,
impactando diretamente no balanco energético do organismo.

Em nosso estudo, as matrizes realizaram previamente ao treinamento, o teste
de esforco maximo adaptado de Ferreira et al. (2007) e Felipe e Felicio (2016),
buscando identificar a capacidade méaxima de cada animal para posterior determinagéo
e manipulagdo da intensidade de exercicio durante o periodo do treinamento fisico
aerobico. Nos nossos resultados o exercicio fisico influenciou, por programacao fetal e
possiveis mecanismos epigenéticos, parametros respiratérios, bioquimicos e
histolégicos na prole. Uma pesquisa objetivando entender os desfechos de diferentes
protocolos de treinamento fisico, também embasado no trabalho de Ferreira et al.
(2007), realizou um teste de esforco maximo em camundongos C57BL/6 para
determinacao de qual a intensidade de exercicio fisico em que os animais iriam treinar.
Nesta pesquisa, Bruno determinou as intensidades do treinamento fisico variando entre
60 e 75% do resultado encontrado no teste. Ao final, foi percebido que as diferentes
intensidades de exercicio impactaram os parametros metabdlicos e niveis de citocinas
nos tecidos musculares e no soro e na histologia dos musculos avaliados. (PEREIRA,
2015). Também mostrando-se semelhante, o estudo de Silva Filho (2019) avaliou o
impacto de intensidade alta e intensidade moderada de exercicio fisico sobre um tumor
e perfil bioquimico. Neste estudo, camundongos swiss também realizaram um teste de
esforco maximo em esteira para determinacdo da intensidade alta e intensidade
moderada respectivamente a 80% e 60% do resultado obtido no teste. O estudo
encontrou influéncias do exercicio fisico nos niveis sanguineos de glicose e no tamanho

da massa tumoral.
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Sobre a analise da quantidade de filhotes obtidos pelas matrizes é possivel
observar que ndo houve diferencas estatisticas entre o grupo treinado e nao treinado.
E isso nos permite dizer que o treinamento fisico aerébico néo influenciou de forma
negativa na gestacdo e no nascimento da prole. Importante realcar que as matrizes
iniciaram o protocolo de exercicio fisico aerobico antes do inicio da gestacéo, e ao longo
do periodo gestacional a intensidade do treinamento fisico foi manipulada (regredida)
para evitar surgimento de qualquer consequéncia indesejada na matriz e na prole, no
parto ou posteriormente. Ha tempos que o exercicio fisico deixou de ser contraindicado
pelo seu possivel potencial prejudicial a mée e a prole, e atualmente ndo se questiona
sobre a existéncia de efeitos prejudiciais do exercicio fisico, pois 0os beneficios sédo
evidentes. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reforca a reducdo do risco de
diabetes gestacional, pré-eclampsia, ganho de peso excessivo, hipertensao arterial,
menores complicacdes no recém-nascido, complicacées no parto e depressdo pos-
parto, risco de natimortalidade e efeitos adversos do peso ao nascer sado considerados
efeitos benéficos da atividade fisica praticada regularmente pelas mulheres durante a
gestacdo e no pés-parto (OMS, 2020). Alguns pesquisadores relatam que demais
diretrizes aconselham a prética de atividade fisica ao longo de toda a gravidez,
restringindo apenas atividades com risco iminente a mae e feto. Os mecanismos
protetores e benéficos do exercicio na gestacdo norteiam-se mais diretamente pela
amenizacao da incidéncia de problemas de saude como a hipertenséo arterial, diabetes
gestacional, entre outros (MATIJASEVICH; DOMINGUES, 2010). Por esses motivos,
fica entendido que o treinamento fisico aerdbico ndo prejudicou a gestacdo e nem a
guantidade de filhotes paridos pelas matrizes neste estudo. No entanto, estudos mais
detalhados podem ser feitos sobre esse tema para evidenciar a viabilidade pés-
gestacional e da prole na vida adulta, entre outros.

O protocolo de inducdo da obesidade na prole deste estudo, através do ajuste
na quantidade de filhotes por ninhada, foi efetivamente aplicado e gerou as
consequéncias esperadas e necessarias para o prosseguimento da pesquisa. Assim,
as ninhadas que continham menor quantidade de filhotes por mée (ou seja, ninhadas
reduzidas) apresentaram maiores valores de massa corporea quando comparadas as
ninhadas normais (ou seja, com quantidades maiores de filhotes por mae). No trabalho
de Teixeira et al. (2016) que investigou consequéncias no sistema respiratorio de prole
de camundongos induzidos a obesidade apos administracédo do farmaco salbutamol, os

autores realizaram a manipulagéo da prole formando ninhadas reduzidas com 3 (trés)
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filhotes machos por mée e ninhadas normais com 12 (doze) filhotes machos por mae.
Da mesma forma foi feito no estudo de Dias et al. (2018). Com isso, em ambos 0s
estudos foi visto que os grupos obesos apresentaram peso corporal significativamente
maior comparado ao grupo controle, comprovando a efetividade deste protocolo. No
nosso estudo, os dados obtidos acerca do protocolo de reducéo de ninhada para induzir
a obesidade na prole corroboram os resultados obtidos nos estudos prévios
supracitados. Além disso, outros autores, de diferentes laboratorios, também obtiveram
sucesso na execucao deste protocolo, como por exemplo Ferreira Junior (2019) que
utilizou ratos Wistar e separou dois grupos de ninhada: reduzida e a padrdo, com
respectivamente 3 (trés) e 9 (nove) filhotes machos por méae, obtendo ao longo dos 21
dias p6s-natal maior massa corporal no grupo de ninhada reduzida em relagao ao grupo
de ninhada normal. No trabalho de Sampaio (2020) também foram realizadas
manipulagdes nas ninhadas, formando 1 (um) grupo controle (n = 8 filhotes) e 1 (um)
grupo supernutricdo (n = 4 filhotes). Foram alcancadas diferencas significativas entre
0S grupos, principalmente nas medi¢des aos 21 e 31 dias pds-natal. Com isso, mais
uma vez, confirma-se a efetividade do protocolo de reducdo de ninhada para a indugéo
da obesidade na prole. Rodgers e Sferruzzi-Perri (2021) incitam para que sejam feitas
investigacdes relacionando o efeito do exercicio fisico sobre dietas obesogénicas na
prole merece ser investigada, sendo isso uma das hipoteses para trabalhos futuros.
Na avaliacdo da mecéanica respiratoria foram analisados os parametros de
resisténcia total (Rtot), complacéncia (C), elastancia (E), resisténcia das vias aéreas
(Raw), resisténcia tecidual (Gtis) e elastancia do tecido pulmonar (Htis), sob condi¢cdes
basais, ap6s a administracéo da salina e da metacolina (MCh) intraperitoneal (i.p.). Vale
pontuar que em trabalhos realizados anteriormente em nosso laboratério, a
administracdo de MCh (um agonista de receptor muscarinico colinérgico) foi realizada
através do método de aerolizacdo, conseguindo assim mimetizar com efetividade a
acao do neurotransmissor acetilcolina (SANTOS et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2016;
DIAS et al., 2018; LOURENCO et al., 2020; LOPES et al., 2021). Neste atual estudo,
modificamos o0 método de aplicacdo e administramos a MCh intraperitoneamente. Ou
seja, aplicamos a MCh em uma via distinta daquela utilizada nos ultimos trabalhos do
nosso laboratério. Contudo, mesmo administrando a MCh via i.p. conseguimos observar
seus efeitos, dessa forma mimetizando também a ac&o do neurotransmissor acetilcolina
nos individuos selecionados. Ressaltamos que outros estudos também administraram

a MCh via i.p. Na pesquisa desenvolvida por Al-Izki et al. (2009) objetivou-se investigar
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0 uso de drogas para o tratamento de disfuncdo da bexiga em modelo animal
experimental de esclerose multipla, e um dos desfechos identificados foi que a droga
cloreto de betanecol (um agente agonista de receptor muscarinico colinérgico)
promoveu efeitos iguais ao do neurotransmissor acetilcolina promovendo a contracéo
do musculo detrusor da bexiga.

No parametro Rtot, foi possivel observar que as proles dos grupos CTA e NOTA
apresentaram valores significativamente maiores que os grupos NCTA e OTA. Porém,
nao foram encontradas diferencas significativas nas demais comparacdes entre grupos.
No parametro Raw, foi observado diferencas significativas entre os grupos, de modo
gue os grupos CTA e NOTA apresentaram valores maiores que os do grupo OTA.
Contudo, n&o foram encontradas mais diferencas significativas em outras
comparagdes. Tais resultados podem indicar que a atividade fisica has mées durante a
gestacdo afeta a mecanica respiratoria da prole. Assim, deduzimos que o exercicio
fisico feito pela mae pode influenciar a mecéanica respiratéria da prole causando esse
aumento da Rtot e da Raw. Bossé (2012) explica que a musculatura lisa que circunda
as vias aéreas se contrai e gera um estreitamento do limen das vias aéreas. Bossé
ainda reforga que a metacolina € bem disseminada nos exames laboratoriais de desafio
broncoconstritor para avaliacdo da responsividade das vias aéreas. Ele também
salienta que varios fatores ambientais podem induzir a um aumento na forca e
contratilidade do musculo liso das vias aéreas como por exemplo alérgenos, fungos,
virus e poluentes. A desregulacdo do componente autondémico parassimpatico,
enquadrada como mecanismo secundario da BIE, é uma possivel causa da alteracao
na mecanica respiratéria da prole (BONINI; SILVERS, 2018), uma vez que O
treinamento fisico aerdbico estimula o aumento da modulacdo parassimpéatica
(HAUTALA; KIVINIEMI; TULPPO, 2009), impactando na atividade do nervo vago e
consequentemente na atividade da musculatura lisa das vias aéreas (BEZERRA, 2004).
Na qual, tal desregulacdo pode desencadear exacerbadas contracbes da musculatura
lisa das vias aéreas gerando uma broncoconstricAo com magnitude, duracdo e
intervalos variados. Hipotetizamos entdo que por meio da programacédo fetal e
epigenética, o exercicio fisico nas maes pode ter causado alteracées nas maes e essas
mudancas terem sido herdadas pela prole. Ja sobre a obesidade, Kant et al. (2015)
relata que a obesidade influencia a mecanica respiratéria pois ocorre aumento da
pressdo abdominal, diminuicdo das propriedades de recuo e estreitamento das vias

aéreas devido ao aumento da compressdo do sistema respiratério causado pelo
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excesso de gordura corporal. A atividade fisica é a maior e efetiva maneira de cuidado
com a saude de todos os sistemas e de prevencdo de doencas. Clara evidéncia é
observada da funcao pulmonar, bem como na reducéo da inflamacao das vias aéreas
e na responsividade (LATIMER-CHEUNG et al., 2013). No entanto, vigorosos treinos
podem sobrecarregar o sistema respiratério e expor o individuo a condicdes como a
inalacdo de particulas poluentes, alérgenos e irritantes, desidratacao e alteracdo da
temperatura das vias aéreas. Tais condigcbes podem influenciar negativamente o
sistema imunoldgico e aumentar o risco de infec¢des do sistema respiratorio (GIACCO;
GARCIA-LARSEN, 2016). O aumento da osmolaridade (devido a desidratacdo) das vias
aéreas e a vasodilatacdo (devido aumento da temperatura) sdo as condices
fisioldgicas que podem ser determinantes para desencadear a resposta imunologica e
sdo consideradas, atualmente, duas hipéteses que dao suporte para a explicacdo da
BIE (ANDERSON; DAVISKAS, 2000; MCFADDEN, 1990). Além do que se podem ter
outras condicBes como agentes virais que infectam as vias aéreas nas condi¢des acima
citadas e a desregulacdo do sistema autonémico (BONINI et al.,, 2013; BONINI;
SILVERS, 2018). No presente estudo foi observado que a intensidade da atividade
fisica aerdbica pode ter induzido a BIE nas mées dos filhotes avaliados e esta indugéo
causou alteracdes epigenéticas nos filhotes que passaram a manifestar o fenétipo da
BIE sem ter praticado atividade fisica intensa. Acredita-se que fatores infamatorios
tenham causado este estimulo no material genético das fémeas. No parametro Gtis
(resisténcia tecidual), também foi encontrado diferencas significativas entre os valores,
onde o grupo CTA teve maiores valores que o grupo NOTA; porém, ndo foram achadas
mais diferencas significantes nas comparacdes entre os demais grupos. Nos demais
parametros, ou seja, C, E, Htis ndo foram encontradas nenhuma diferenga significativa
nas comparacdes entre os grupos do estudo. Apesar de ndo termos encontrado
diferencas estatisticas no parametro Htis, mas como foi identificado valor de Gtis
significativamente maior no grupo CTA comparado aos demais grupos, hipotetizamos
gue possa ter acontecido um desequilibrio na razdo Gtis/Htis nos animais deste grupo
e estes podem ter sofrido colapsos em seus pulmdes relacionando-se também com
alteracbes na rede de fibras coldgeno-elastina, condigbes essas que influenciam na
perda de energia acumulada durante 0s movimentos respiratérios, assim como visto
por Santos et al. (2014) e Teixeira et al. (2016).

Na avaliagdo do perfil bioquimico da prole foram encontrados resultados

interessantes. No parametro da calcemia, foram observadas diferencas significativas
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nas comparacodes entre os grupos, de modo que os grupos OTA e NOTA apresentaram
valores maiores que os grupos CTA e NCTA. Nao tendo diferencas significativas entre
as demais comparacdes. JA no parametro da glicemia, as diferencas significativas
encontradas mostram que os grupos OTA, NOTA e CTA tiveram valores médios mais
altos que no grupo NCTA. Com isso, nossos resultados corroboram os resultados de
Lopes (2019) apenas quando comparados 0s grupos obesos sedentarios de ambos 0s
grupos. Em outra via, no parametro da colesterolemia total n&o foi identificado
diferengas estatisticas entre os grupos, assemelhando-se ao ocorrido no estudo de
Ferreira Junior (2019). Na trigliceridemia também ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos do estudo.

As fibras de colageno e as fibras elasticas fornecem tenséo e elasticidade.
Assim, relacionam-se as propriedades mecanicas influenciando assim na transferéncia
do movimento e das forgcas (DIAS; ZIN; ROCCO, 2002). Na avaliagdo das fibras
colagenas totais no tecido pulmonar os agrupamentos sedentarios (i.e., grupos NCTA
e NOTA) apresentaram maiores percentuais de deposicao de fibras colagenas em torno
das vias aéreas e vasos sanguineos. Ja o maior percentual de fibras elasticas foi visto
no grupo obeso sedentario (i.e., NOTA). Interessantemente, no tecido muscular do
diafragma, os grupos obesos (ou seja, grupos NOTA e OTA), se mostraram com
maiores percentuais de deposicao tecidual de fibras colagenas totais. Na avaliacdo das
fibras elasticas no diafragma, os grupos sedentarios (grupos NCTA e NOTA) se
mostraram com maiores percentuais de deposicéo dessas fibras quando comparados
aos demais grupos do estudo. Nesse sentido, os resultados dos nossos estudos
mostram que o treinamento fisico aerdbico pode nao ter influenciado ou pode ter
promovido reducdo da expressao tecidual pulmonar e muscular de fibras colagenas e
elasticas. J4 a obesidade e o sedentarismo, coexistentes ou ndo, parecem ter
impactado causando aumento na deposicao dessas fibras sobre os tecidos avaliados
neste estudo. Brianezi et al. (2019) estudaram a influéncia do exercicio fisico aerdbico
e ovariectomia em camundongos fémeas C57BL/6 e outras nocaute para receptor de
lipoproteina de baixa densidade (LDL KO), e identificaram que o exercicio fisico também
nao causou impactos significantes na expressao de fibras colagenas tipo | e tipo Il na
camada intima da artéria aorta. Em outra via, uma desnutricdo acometida em neonatos
pode prejudicar significativamente a funcéo pulmonar. Uma reducéo de 40% da massa
corpOrea associa-se a diminuicdo do potencial de recolhimento elastico e a uma

elevacdo da complacéncia. Além disso, a desnutricdo também pode interferir no
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crescimento pulmonar, obtendo reducdo no tamanho dos pulmdes e no total do tecido
conjuntivo contido (DIAS; ZIN; ROCCO, 2002). Ao contrario disso, no nosso estudo
ocorreu uma supernutricado ou nutricdo normal & prole neonatal. De modo que a prole
super nutrida apresentou maiores expressao de tecido conjuntivo, ou seja, fibras de
colageno e fibras elasticas tanto nos pulmdes quanto no diafragma. Esse desfecho pode
auxiliar no entendimento de que a nutricdo do neonato influencia fortemente na
formacdo dos componentes do sistema respiratério, de modo que uma alimentagéo
adequada seja essencial para o ideal crescimento e desenvolvimento dos componentes
do aparelho respiratorio.

Acerca do efeito do treinamento fisico, no nosso estudo, o treinamento parece
ter influenciado na diminuicdo das fibras de colageno total no tecido pulmonar dos
grupos submetidos ao treinamento aerdbico (i.e., CTA e OTA) quando comparado aos
demais grupos do estudo (NCTA e NOTA). O treinamento aerdbico também auxiliou a
reducdo das fibras de colageno no diafragma do grupo CTA quando comparado aos
grupos obesos (i.e., NOTA e OTA), e levemente aumentado comparado ao grupo
sedentario, mas sem significancia. Esses resultados assemelham-se aos dados
encontrados por Tampelini (2007), que investigou o efeito do exercicio fisico aerdbico
sobre as fibras colagenas tipo I, lll e elasticas na artéria aorta. A pesquisa evidenciou
gue o treinamento fisico promoveu reducéo das fibras de colageno | e Ill promovendo
melhorias nas fun¢gBes mecéanicas dos vasos de animais submetidos ao exercicio
guando comparado aos animais nado exercitados. Dessa forma, ao relevar o
comportamento do colageno, podemos inferir que neste estudo o protocolo de
treinamento fisico aerdbico foi benéfico aos grupos treinados, reduzindo a expressao
de fibras colagenas e implicando assim em melhorias das propriedades mecénicas do
tecido pulmonar e tecido do diafragma.

Ja olhando para as fibras elasticas no tecido pulmonar, o treinamento fisico
aerdbico promoveu leve reducdo na expressao dessas fibras quando comparado aos
grupos sedentario e obeso treinado (i.e., NCTA e OTA); e uma reducao significativa
guando comparado ao grupo sedentéario obeso (i.e., NOTA). E no diafragma, o exercicio
fisico promoveu significante redugcéo no percentual de fibras elasticas ao se comparar
com os grupos sedentarios (i.e., NCTA e NOTA), e leve diminuicdo sem diferencas
estatisticas quando comparado ao grupo obeso treinado (i.e., OTA). Esses resultados
gue nos encontramos trilham em sentido oposto ao que foi visto por Tampelini (2007).

Ele identificou que o exercicio aerébico promoveu maior expressao de fibras elasticas
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no tecido da artéria aorta, melhorando a fungcdo mecéanica desse vaso sanguineo.
Assim, deduzimos que o exercicio fisico parece ndo ter impactado sobre as fibras
elasticas. Contudo, como apresentado por Tampelini o exercicio fisico pode sim
influenciar positivamente na expresséo de fibras elasticas, impactando no aumento da
deposicdo destas sobre os tecidos e favorecendo para melhoria das propriedades
mecanicas dos 6rgaos.

Essas alteracbes encontradas no nosso estudo permitem realcar as
consequéncias do exercicio fisico aerobico realizado pelas mées antes e durante a
gestacdo na prole, seguindo a linha da epigenética. Essas consequéncias seguem
devido a modificacBes ocorridas no genoma da matriz (LEANDRO et al., 2009). Isso
nos permite inferir que o treinamento fisico aerdbico realizado pelas matrizes do nosso
estudo pode ter desencadeado algum processo como a metilagdo do DNA ou metilagao
e/ou acetilacdo de histonas no genoma das matrizes, promovendo as alteracbes
encontradas nos parametros avaliados no nosso estudo. Leandro e colaboradores
reforcaram que fatores ambientais podem transferir consequéncias a prole por
programacao, exemplificado por um estudo que identificou que ratas que sofreram
aplicacao aguda de testosterona durante fase crucial da gestacdo mostrou que a prole
apresentou comportamento masculino em estagio semelhante a puberdade, mesmo

sem modificar a funcéo dos ovarios e glandula pituitaria.
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8 CONCLUSOES

Em nossos estudos, realizamos com éxito os protocolos propostos previamente,

permitindo assim completar toda a investigacdo determinada para este projeto. E os

resultados obtidos destes protocolos, nos permitem concluir que:

a)

b)

a supernutricdo pos-natal de camundongos fémeas resultou em aumento da
massa corpoérea e essa nao foi atenuada na prole advinda de méaes treinadas;
o exercicio fisico pode influenciar no sistema respiratério (resisténcias totais
e de vias aéreas), perfil bioquimico e histologia dos pulmdes e diafragma por
meio de alteracdes epigenéticas geradas na prole advinda de mées treinadas.
De modo que a magnitude e a direcdo dos efeitos epigenéticos do exercicio
vao ser dependentes da forma com que a matriz/mée executou o protocolo
de treinamento fisico, podendo gerar efeitos benéficos ou maléficos;

os efeitos epigenéticos treinamento fisico causados nas mées e herdados
pela prole auxiliaram amenizar algumas consequéncias negativas oriundas
da obesidade sobre a mecénica respiratéria e da histologia do pulmao e
diafragma.

Dessa forma, consideramos importantes os resultados obtidos neste estudo, haja

vista ser um tema relevante e atualmente em crescente investigacdo. Mas estudos

adicionais devem ser executados para melhor esclarecer os mecanismos intrinsecos

dos efeitos causados pelo exercicio fisico e pela obesidade, com énfase na

programacao fetal e epigenética.
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ANEXO A

MINISTERIO DA EDUCACAO

Lei i 11,154, de 29 de julho de 2003

Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG

Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA/UNIFAL-MG

Certificado

¥

Unifals

Universidade Federal de Alfenas

Certificamos que a proposta intitulada Efeito do treinamento aerébico na
programacao fetal da inducdao da obesidade e consequéncias no sistema
respiratério, registrada com o n? 0003/2020, sob a responsabilidade de Roseli Soncini, que envolve a
produgdo, manutengdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica, com vigéncia de 20/04/2020 a 01/12/2021, encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), e
foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-UNIFAL) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE

ALFENAS.

Espécie/linhagem/raca

Total de animais

Total de machos

Total de fémeas
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Roedor / Swiss

140
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Biotério central

Alfenas, 11 de Maio de 2020

Prof(a). Dr(a). Leonardo Augusto de Almeida
Coordenador(a) do CEUAJUNIFAL - MG
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