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RESUMO 

A desnutrição infantil tem patologia complexa, associada ao aumento do risco de 

mortalidade e susceptibilidade a doenças infecciosas, comprometendo a barreira 

morfofuncional intestinal, o desenvolvimento físico e neurocognitivo. Este trabalho 

teve como objetivo formular uma nova dieta experimental baseada na dieta 

complementar de crianças desnutridas de sete países em desenvolvimento, validar 

um novo modelo murino de desnutrição, avaliando o impacto da desnutrição na 

barreira epitelial morfofuncional intestinal. A dieta experimental (dieta MAL-ED) foi 

formulada considerando o percentual de diferença de energia, macronutrientes, fibra 

e zinco de crianças sem desnutrição vs. com desnutrição (escore Z altura para idade 

< -2), sendo tomado como dieta de referência a composição da dieta padrão para 

roedores (dieta AIN-93M). Posteriormente, camundongos machos C57BL/6 (21 dias 

de idade) foram submetidos ao consumo da dieta controle (AIN-93M) ou dieta MAL-

ED por 28 dias. O peso e ração foram mensurados todos os dias; a composição e o 

comprimento corporal a cada sete dias; o teste lactulose/manitol (LM), morfometria e 

albumina nos dias 7 e 28; o teste de cotransporte em Câmaras de Ussing, análise dos 

transportadores intestinais e junções firmes no dia 7. A dieta MAL-ED mostrou-se 

moderadamente deficiente em energia, proteínas, lipídeos e zinco e com moderado 

aumento de carboidrato e fibra em relação a dieta controle. O consumo dessa dieta 

reduziu rapidamente o peso e ganho de peso, comprometeu as reservas energéticas 

e gerou falha de crescimento nos animais (p< 0,05) em período crônico, sem causar 

alterações nos níveis de albumina e edema (p> 0,05). Na barreira morfofuncional 

intestinal, a dieta MAL-ED reduziu a área de vilosidades no duodeno e jejuno, causou 

aumento da razão LM, da permeabilidade, associado ao aumento nos níveis de RNAm 

de FATCD/36 e redução da diferença de potencial basal (p< 0,05) em período agudo. 

Em período crônico, a dieta MAL-ED aumentou a área intestinal, comprimento do 

intestino delgado e a permeabilidade paracelular (p< 0,05). Assim, a nova dieta MAL-

ED foi capaz de causar desnutrição, comprometer as reservas energéticas e o 

crescimento, sem gerar edema, causando impacto negativo na barreira 

morfofuncional intestinal em período agudo e aumento da área intestinal total em 

período crônico. 

Palavras-chave: Desnutrição; desenvolvimento; dieta; zinco. 
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ABSTRACT 

Development of a murine model of malnutrition based on the diet of malnutrited children and 

impact on the intestinal morphofunctional barrier 

Child malnutrition has a complex pathology, associated with increased risk of mortality and 

susceptibility to infectious diseases, compromising the intestinal morphofunctional barrier, 

physical and neurocognitive development. This work aimed to formulate a new experimental 

diet based on the complementary diet of malnourished children from seven developing 

countries, to validate a new murine model of malnutrition, evaluating the impact of malnutrition 

on the intestinal morphofunctional epithelial barrier. The experimental diet (MAL-ED diet) was 

formulated considering the percentage difference in energy, macronutrients, fiber and zinc of 

children without malnutrition vs. with malnutrition (Z-score height for age < -2), with the 

composition of the standard diet for rodents (AIN-93M diet) being taken as a reference diet. 

Subsequently, male C57BL/6 mice (21 days of age) were submitted to the consumption of the 

control diet (AIN-93M) or MAL-ED diet for 28 days. Weight and feed were measured every day; 

body composition and length every seven days; lactulose/mannitol (LM), morphometry and 

albumin test on days 7 and 28; cotransport test in Ussing Chambers, analysis of intestinal 

transporters and tight junctions on day 7. The MAL-ED diet was shown to be moderately 

deficient in energy, proteins, lipids and zinc and with a moderate increase in carbohydrates 

and fiber in relation to the control diet. The consumption of this diet quickly reduced weight and 

weight gain, compromised energy reserves and caused growth failure in animals (p< 0.05) in 

a chronic period, without causing changes in albumin and edema levels (p> 0.05). In the 

intestinal morphofunctional barrier, the MAL-ED diet reduced the villi area in the duodenum 

and jejunum, caused an increase in the LM ratio, permeability, associated with an increase in 

FATCD/36 mRNA levels and a reduction in the basal potential difference (p< 0.05) in the acute 

period. In the chronic period, the MAL-ED diet increased intestinal area, small intestine length 

and paracellular permeability (p< 0.05). Thus, the new MAL-ED diet was able to cause 

malnutrition, compromise energy reserves and growth, without generating edema, causing a 

negative impact on the intestinal morphofunctional barrier in the acute period and an increase 

in the total intestinal area in the chronic period. 

Keywords: Malnutrition; development; diet; zinc. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Desnutrição: definição, diagnóstico e manifestações clínicas 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) define a má nutrição como 

deficiência, excesso ou desequilíbrio no consumo de energia e/ou nutrientes (WHO, 

2006), sendo classificada por três grandes condições: desnutrição, excesso de peso 

e desnutrição relacionada a micronutrientes. A desnutrição é subdividida em 

desnutrição aguda (do inglês wasting), desnutrição crônica (do inglês stunting), 

subnutrição (do inglês underweight); enquanto o excesso de peso engloba o 

sobrepeso, a obesidade e doenças não transmissíveis relacionadas à dieta, como 

doenças cardiovasculares, diabetes e alguns tipos de câncer (WHO, 2021). A 

desnutrição relacionada a micronutriente inclui deficiência de micronutrientes, como 

falta de vitaminas e minerais importantes, e também o excesso de micronutrientes 

(WHO, 2021). Com relação aos quadros clínicos desencadeados pela má nutrição, 

neste trabalho iremos focar nas condições relacionados a perda de peso e 

utilizaremos o termo desnutrição como sinônimo para todas as subdivisões desta. 

O diagnóstico de desnutrição infantil pode ser dado por: avaliação dos 

índices antropométricos, tais como escore Z, índice de massa corporal (IMC), dobras 

cutâneas ou circunferência do braço médio; indicadores bioquímicos, como a 

albumina ou pré-albumina; e sinais clínicos, como retenção de líquido, alterações no 

cabelo ou na pele (WHO, 2006). Dentre os métodos de diagnóstico, os indicadores 

antropométricos têm como vantagens não serem invasivos e serem sensíveis a todos 

os tipos de desnutrição, enquanto os métodos bioquímicos e sinais clínicos exigem 

um grau moderado de desnutrição para um resultado validado (WHO, 2006). Por 

exemplo, o sinal clínico de retenção de líquido é indicativo de desnutrição grave 

decorrente de hipoalbuminemia gerada pela deficiência proteica (COULTHARD, 

2015). 

O escore Z era considerado parâmetro ouro para diagnóstico da 

desnutrição infantil, diferenciando os diferentes tipos desnutrição e o grau de 

gravidade (Tabela 1) (WHO, 2006). No entanto, a Sociedade Americana de Nutrição 

Parenteral e Enteral e a Academia de Nutrição e Dietética propuseram um novo 

conjunto de indicadores de diagnóstico de desnutrição para a população pediátrica de 
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1 mês a 18 anos de idade, com o intuito de uniformizar o diagnóstico de desnutrição 

pediátrica mundial, no qual tem sido implementado e validado na clínica (BECKER et 

al., 2014). A desnutrição infantil, segundo o novo método, pode ser diagnosticada por 

um ponto de dados ou por comparação de dois dados (BOUMA, 2017). Para um ponto 

de dados, o diagnóstico pode ser dado pelo escore Z: peso para altura, índice de 

massa corporal (IMC) para idade, comprimento/altura para idade ou circunferência do 

braço médio. Ao utilizar os dois pontos de dados, o diagnóstico pode ser dado por: 

velocidade de ganho de peso (<2 anos de idade), percentual de perda de peso (2-20 

anos de idade), desaceleração do escore Z de peso por comprimento/altura, ingestão 

inadequada de nutrientes. Ambos os métodos utilizam pontos de corte específicos 

para determinação da gravidade da desnutrição no paciente (BOUMA, 2017). 

Tabela 1 – Diagnóstico e gravidade de desnutrição através do escore Z.  

Diagnóstico Escore Z 

Desnutrição aguda peso para altura (WHZ, do inglês weigth-heigth Z escore) 

Desnutrição crônica altura para a idade (HAZ, do inglês heigth-age Z escore) 

Subnutrição peso para a idade (WAZ, do inglês weigth-age Z escore) 

Gravidade Desvio padrão* 

Leve -2,0 ≤ escore Z < -1,0 

Moderado -3,0 ≤ escore Z < -2,0 

Grave Escore Z < -3,0 
Fonte: WHO (2006). 
Nota: desvio padrão de referência da OMS (1999). 

Em relação aos tipos de desnutrição, a desnutrição aguda, em geral, 

indica recente e severa perda de peso por deficiência nutricional ou decorrente de 

uma doença, como doenças infecciosas (ACF, 2010; WHO, 2021). A desnutrição 

aguda quando grave aumenta o risco de mortalidade e pode durar vários meses, se 

não for devidamente tratada (GARENNE et al., 2009; ISANAKA et al., 2011). Existem 

três tipos de manifestações clínicas de desnutrição aguda: kwashiorkor, marasmo e 

kwashiorkor marasmático. O kwashiorkor é caracterizado principalmente pela 

presença de edema, atrofia muscular grave, sem perda de gordura subcutânea e nos 

casos mais graves, pode-se observar pele descamativa e brilhantes, lesões cutâneas 
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e cabelos descoloridos (ACF, 2010). O marasmo, por sua vez, é caracterizado 

principalmente por hipotrofia muscular, perda de gordura subcutânea e ausência ou 

presença de um edema discreto (BUTSCH; HEIMBURGER, 2008). O kwashiorkor 

marasmático é uma forma mais severa e com características comuns das duas 

condições, podendo ocorrer também como complicações de trauma, sepse e doença 

inflamatória crônica (SOUZA, et al., 2016). 

A desnutrição crônica, por sua vez, é comumente associada a más 

condições socioeconômicas, de saúde e nutrição materna, doenças frequentes e/ou 

alimentação e cuidados inadequados na primeira infância (WHO, 2021). Os 

acometidos por desnutrição crônica não possuem um alto risco de mortalidade como 

os diagnosticados com desnutrição aguda (BRIEND et al., 2015), entretanto, quando 

manifestada nos 1000 primeiros dias de vida são associados com déficit cognitivo 

(ALAM et al., 2020), baixos salários (ACF, 2010; HODDINOTT et al., 2008; WORLD 

BANK, 2007), obesidade e síndromes metabólicas na vida adulta (DEBOER et al., 

2012).  

A subnutrição, por outro lado, é uma condição influenciada pela 

desnutrição aguda (HAZ) e crônica (WAZ), refletindo uma condição atual resultantes 

de ingestão inadequada de alimentos, episódios passados de desnutrição ou más 

condições de saúde, gerando uma interpretação complexa (WHO, 2021). O baixo 

peso para idade é facilmente avaliado, sendo o indicador mais utilizado, no qual teve 

variação e distribuição etária mundial semelhante a desnutrição crônica entre 1990 e 

2013 (NGO; ORTIZ-ANDRELLUCCHI; SERRA-MAJEM, 2016).  

A desnutrição também pode ser relacionada a deficiência de 

micronutrientes, sendo o iodo, ferro e vitamina A as carências mais importantes, em 

termos de saúde pública global, representando uma grande ameaça à saúde 

especialmente em crianças e mulheres grávidas em países de baixa renda (BLACK et 

al., 2008; OMS, 2021). Estudo recente mostrou que o fornecimento de micronutrientes 

adequados associado a um ambiente saudável/limpo, riqueza familiar, educação 

materna e raciocínio cognitivo tem influência forte e persistente no desenvolvimento 

cognitivo infantil (MCCORMICK et al., 2019a). O zinco também vem demonstrando 

papel crucial na nutrição. Modelos experimentais in vivo de deficiência em zinco 

apontam para um aumento de susceptibilidade a doenças infecciosas e, por sua vez, 
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a desnutrição, gerando um ciclo vicioso desnutrição e infecção entérica (BOLICK et 

al., 2015; GIALLOUROU et al., 2018; QS MEDEIROS et al., 2019). Estudos apontam 

que a suplementação de ferro, zinco e vitamina A melhoram o crescimento linear de 

crianças desnutridas (CHEN et al., 2003; FAHMIDA et al., 2007; LIMA et al. 2014). 

Além disto, um estudo com crianças pertencentes ao estudo coorte multicêntrico 

denominado Malnutrition-Enteric Diseases (MAL-ED) mostrou que uma maior 

densidade de micronutrientes na alimentação complementar pode reduzir a disfunção 

entérica ambiental, também conhecida como enteropatia ambiental, condição que 

gera desnutrição (MCCORMICK et al., 2019b). 

O risco de desnutrição nos primeiros dois anos de vida aumentam durante 

o período de introdução de alimentos complementares necessários para atender a 

demanda energética excedente do que é fornecido pelo leite materno (DEWEY; 

HUFFMAN, 2009; VICTORA et al., 2010; WHO, 2022). Este período é denominado de 

alimentação complementar e ocorre por volta dos 6 meses de idade (WHO, 2022). Os 

fatores determinantes para o aumento do risco de desnutrição nessa fase são: 

quantidades insuficientes de produtos, má qualidade dos alimentos, práticas 

alimentares inadequadas e aumento das taxas de infecções (BHUTTA et al., 2013; 

DANAEI et al., 2016). 

1.2 Epidemiologia da desnutrição 

Os dados epidemiológicos sobre a desnutrição infantil nos últimos anos são 

escassos devido, principalmente, ao isolamento social causado pela pandemia do 

COVID-19. No entanto, o mundo tem vivido uma grande crise mundial, fazendo com 

que alguns países, como o Brasil, voltem ao mapa da fome (WORLD FOOD 

PROGRAMME, 2022). Em 2020, cerca de 768 milhões de pessoas em escala global 

se encontravam em insegurança alimentar crônica, enquanto, em 2021, cerca de 193 

milhões de pessoas experimentam a insegurança alimentar aguda em 53 países 

(WORLD FOOD PROGRAMME, 2022). Atualmente, cerca de 597 milhões de pessoas 

apresentam insegurança alimentar em 89 países (WORLD FOOD PROGRAMME, 

2022). Ainda, segundo World Food Programme (2022), se as tendências atuais 

continuarem, o número de pessoas famintas será de 840 milhões a nível mundial em 

2030.  
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Em relação a desnutrição infantil, o último relatório divulgado pelas 

autoridades competentes registraram cerca de 149,2 e 85 milhões de crianças 

menores de 5 anos de idade acometidas por desnutrição crônica e subnutrição, 

respectivamente, enquanto, cerca de 45,4 milhões de crianças menores que 5 anos 

de idade foram acometidas por desnutrição aguda, dentre as quais cerca de 13,6 

milhões foram severamente afetadas (UNICEF; WHO; WORLD BANK GROUP, 2021; 

WHO, 2022). Esta última estimativa sobre a prevalência da desnutrição infantil mostra 

que a Ásia e a África ainda são os continentes mais afetados, seguidos pela América 

Latina/Caribe e Oceania. 

A Ásia é o continente com o maior número de crianças menores de 5 anos 

de idade afetadas por desnutrição, principalmente desnutrição crônica (Figura 1). No 

ano de 2020, cerca de 31,9 milhões de crianças menores do que 5 anos de idade 

foram afetadas por desnutrição aguda moderada a severa na Ásia, dentre as quais 

10,3 milhões foram diagnosticadas com desnutrição aguda grave; enquanto, cerca de 

79 e 41,9 milhões de crianças < 5 anos de idade foram acometidas por desnutrição 

crônica e subnutrição, respectivamente (UNICEF; WHO; WORLD BANK GROUP, 

2021; WHO, 2022). Dentre os casos de desnutrição aguda na Ásia, a maior 

prevalência está registrada no Sul da Ásia, com cerca de 25 milhões de crianças 

afetadas (14,1%), conforme pode ser visto na Figura 2 (UNICEF; WHO; WORLD 

BANK GROUP, 2021). 

Figura 1 – Prevalência mundial de desnutrição crônica infantil. 

 

Fonte: Adaptado de UNICEF; WHO; WORLD BANK GROUP (2021). 
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Distribuição mundial da prevalência de crianças menores de cinco anos de idade com 

desnutrição crônica. Esta estimativa é, em grande parte, baseada em dados coletados 

antes da pandemia por COVID-19. O mapa não estão em escala e não refletem posição 

territorial legal de países ou delimitações de fronteiras. 

A África aparece em segundo lugar em casos de desnutrição infantil, com 

cerca de 12,1 milhões de casos de desnutrição aguda moderada a severa (Figura 2), 

dentre as quais 3 milhões desses casos são de desnutrição aguda severa. Cerca de 

61,4 milhões de crianças foram diagnosticadas com desnutrição crônica e 27,2 

milhões de crianças com subnutrição (Figura 1) (UNICEF; WHO; WORLD BANK 

GROUP, 2021; WHO, 2022). A região Ocidental e Norte da África são as mais 

afetadas pela desnutrição aguda infantil, com 4,5 (6,9%) e 3,5 (6,6%) milhões de 

casos, respectivamente (Figura 2) (UNICEF; WHO; WORLD BANK GROUP, 2021). 

Figura 2 – Prevalência mundial de desnutrição aguda infantil. 

 

Fonte: Adaptado de UNICEF; WHO; WORLD BANK GROUP (2021). 

Distribuição mundial da prevalência de crianças menores de cinco anos de idade com 

desnutrição aguda. Esta estimativa é, em grande parte, baseada em dados coletados entre 

2010-2020, porém alguns dados de 2000-2009 foram usados e estão indicados em com 

um asterisco (*). As estimativas levam em conta dados antes da pandemia do COVID-19, 

com exceção de quatro inquéritos. 2 Os dados da Ásia Oriental não incluem o Japão. 3 Os 

dados da Oceania excluem Austrália e Nova Zelândia. 4 Os dados da América do Norte 

correspondem apenas os Estados Unidos. Não há estimativa para as regiões da Europa, 

Austrália e Nova Zelândia. O mapa não estão em escala e não refletem posição territorial 

legal de países ou delimitações de fronteiras. 
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A América Latina, Caribe e Oceania apresentam uma menor prevalência 

de desnutrição infantil. A América Latina e Caribe registraram juntos 5,8 milhões de 

casos de desnutrição crônica (Figura 1), 0,7 milhões de casos de desnutrição aguda 

moderada a grave (Figura 2), dentre as quais cerca de 0,1 milhões de crianças foram 

severamente afetadas (UNICEF; WHO; WORLD BANK GROUP, 2021). Em relação a 

subnutrição, o último relatório divulgou que cerca de 1,3 milhões de crianças menos 

de 5 anos de idade apresentaram baixo peso para idade nas Américas (WHO, 2022). 

A Oceania, por sua vez, registrou 0,6 milhões de crianças com desnutrição 

crônica, 0,13 milhões com desnutrição aguda moderada a grave e 0,05 milhões 

afetadas por desnutrição aguda grave (UNICEF; WHO; WORLD BANK GROUP, 

2021); enquanto, o Oeste do Pacífico registrou cerca de 2,7 milhões de casos de 

subnutrição em crianças menores de 5 anos de idade (WHO, 2022). Um estudo 

recente aponta que a pandemia por COVID-19 pode ter exacerbado essa estimativa 

de desnutrição aguda em 14,3%, apesar de, os efeitos da pandemia não estarem 

totalmente quantificado (HEADEY et al., 2021).  

No Brasil, os dados epidemiológicos de desnutrição são escassos e 

parecem subestimados. Um grande estudo epidemiológico relatou diminuição de 

casos de desnutrição infantil no Brasil nos últimos 33 anos, com redução da 

prevalência de desnutrição crônica de 37,1% em 1974/75 para 7,1% em 2006/2007 e 

redução de casos de subnutrição de 5,6% em 1989 para 2,2% em 2006/2007 

(VICTORA et al., 2011). Dados de maio de 2008 e maio de 2009 relativos à Pesquisa 

de Orçamento Familiar (POF) realizada pela Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística, por sua vez, mostram uma prevalência de 2,8% de desnutrição aguda e 

6,0% de desnutrição crônica ao avaliar 14.580 crianças menores de 5 anos de idade 

(IBGE, 2010).  

Estes dados mostram que o déficit de altura foi mais expressivo em 

meninas (9,4%) em relação a meninos (8,4%) no primeiro ano de vida, sendo reduzido 

para 7% no segundo ano de vida e oscilando de 4 a 6% nos dois a quatro anos de 

idade em ambos os sexos (IBGE, 2010). Segundo a última POF com dados sobre 

desnutrição no país, a região Norte (8,5%) foi a mais afetada e a região Sul (3,9%) a 

menos afetada (IBGE, 2010). No entanto, os últimos dados do Relatório Global de 

Nutrição de 2018 mostram que o Brasil pouco avançou para cumprimento da meta de 



27 
 

nutrição materna e infantil em relação à desnutrição crônica, registrando 7,0% de 

crianças menores de 5 anos de idade afetadas pela desnutrição crônica e 1,8% de 

crianças menores de 5 anos afetadas pela desnutrição aguda (GLOBAL NUTRITION 

REPORTS, 2021). Além disto, vale ressaltar que o Brasil voltou a aparecer no mapa 

da fome no ano de 2022 (WORLD FOOD PROGRAMME, 2022) e pouco se sabe como 

isto impactará no desenvolvimento infantil nos próximos anos. 

Os resultados gerais demonstraram uma redução no número de casos de 

desnutrição crônica nos últimos 20 anos - tabela 2 (UNICEF; WHO; WORLD BANK 

GROUP, 2021). Contudo, a prevalência mundial de desnutrição crônica infantil é 

demasiadamente superior a prevalência de desnutrição aguda, aumentando o fardo 

de morbidade em relação a mortalidade nessas populações (BLACK et al., 2013; 

GARENNE et al., 2009). Além disso, pouco se sabe qual será o impacto que a crise 

econômico-social gerada pela pandemia por COVID-19 vai gerar na desnutrição 

crônica infantil nos próximos anos.  

Tabela 2- Prevalência de desnutrição aguda em crianças menores que 5 anos de 

idade em 2000 e 2020. 

 Prevalência 

Continente Ano 2000 (milhões de 
casos) 

Ano 2020 (milhões de 
casos) 

Ásia 135,9 79 

África 54,4 61,4 

América Latina e Caribe 10,2 5,8 

Europa 2,4 1,8 

Oceania 0,4 0,6 

Fonte: UNICEF, WHO, WORLD BANK GROUP, 2021. 
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1.3 Consequências da desnutrição para o indivíduo e para a sociedade 

A desnutrição intrauterina ou na primeira infância gera riscos para o 

indivíduo até a vida adulta. O baixo peso ao nascer, por si só, aumentam 

substancialmente o risco de mortalidade em neonatos. Black et al. (2008) ao 

analisarem cinco estudos coortes no Nepal, Índia, Paquistão e Brasil identificaram que 

a asfixia ao nascer e doenças infecciosas (sepse, pneumonia e diarreia) são as causas 

de mortalidade mais associados ao baixo peso em recém-nascidos, aumentando em 

60% o risco de morte. Ao estendermos a faixa etária para menores de 5 anos de idade, 

a nutrição inadequada contribui para 45% da mortalidade infantil, no qual as causas 

mais comuns são parto prematuro, trauma ao nascer e anomalias congênitas, 

juntamente com asfixia e infecções, como pneumonia, diarreia e malária (WHO, 2020). 

A desnutrição, em geral, é associada ao aumento da susceptibilidade a 

doenças infecciosas nos primeiros anos de vida (GUERRANT et al., 1992; IRENA; 

MWAMBAZI; MULENGA, 2011; TALBERT et al., 2012), assim como, infecções 

recorrentes na infância são associadas a danos na mucosa intestinal, má absorção, 

inflamação e subsequente falha de crescimento (BERKMAM et al., 2002; MOORE et 

al., 2001, 2010), resultando, assim, num ciclo vicioso de desnutrição e infecções 

entéricas (GUERRANT et al., 2008; 2013).  

As infecções entéricas recorrentes mesmo quando assintomáticas, 

chamadas de enteropatia ambiental, tem importante contribuição para o 

estabelecimento da desnutrição na primeira infância (BARTELT; BOLICK; 

GUERRANT, 2019). Além disto, estudos mostram que a desnutrição é relacionada 

com redução da resposta vacinal na infância e na vida adulta (HOEST et al., 2014; 

MCDADE et al., 2001; MOORE et al., 2004), contribuindo para o aumento de 

susceptibilidade a doenças infecciosas. O estudo coorte multicêntrico intitulado 

“Etiologia, Fatores de Risco e Interações de Infecções Entéricas e Desnutrição e as 

Consequências para a Saúde e Desenvolvimento Infantil - MAL-ED” tem contribuído 

para melhor compreensão da relação entre desnutrição e infecções entéricas 

subclínica e clínicas na primeira infância (MAL-ED, 2014).  

A partir deste estudo, identificou-se que o aumento na carga de patógenos 

isolados de fezes é relacionado a diminuição de escore Z peso para idade, subnutrição 
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(PLATTS-MILLS et al., 2017); que o enteropatógeno Escherichia coli enteroagregativa 

(EAEC) foi relacionado a infecções clínicas, subclínicas e crescimento prejudicado 

(LIMA et al., 2017; 2018); e que o aumento de duração do aleitamento ajuda a prevenir 

infecções potencialmente inflamatórias (ROGAWSKI et al., 2017). A partir, deste 

estudo também foi possível desenvolver um método simples de determinação de 

insegurança alimentar (PSAKI et al., 2012), assim como estabeleceu associação com 

o aumento da razão lactulose/manitol, um marcador de dano a integridade intestinal, 

com estado nutricional e infecções por enteropatógenos (LEE et al., 2017). Também 

identificou associação de biomarcadores para diagnóstico, bem como prognóstico de 

desnutrição e enteropatia ambiental (GUERRANT et al., 2016). O MAL-ED também 

permitiu identificar que resistência a hormônio do crescimento estão ligadas a 

inflamação e infecções entéricas (DEBOER et al., 2017). Mais recente, foi possível 

quantificar energia, macronutrientes, fibra, 6 vitaminas e 6 minerais da dieta de 

crianças em fase de introdução alimentar e associar a desnutrição aguda, desnutrição 

crônica e subnutrição, no qual aumento de fibras e redução de zinco foram associados 

com desnutrição crônica infantil (MACIEL et al., 2021). 

A desnutrição também é associada ao desenvolvimento de doenças 

crônicas em período tardio, quando presente nos primeiros anos de vida. O baixo 

peso, altura e índice de massa corporal (IMC) entre os 3 e 4 anos de idade, seguido 

de um rápido ganho de peso foram associados em estudos coorte a doenças 

cardiovasculares (BARKER et al., 2005) e intolerância à glicose (BHARGAVA et al., 

2012) na vida adulta. Outro estudo identificou que o baixo IMC aos 2 anos de idade 

foi relacionado a medidas menos favoráveis de colesterol, triglicerídeos, resistência à 

insulina, pressão arterial e níveis de glicose no teste de intolerância à glicose quando 

adulto (FALL et al., 2008).  

Resultado semelhante foi encontrado em meta-análise de estudo coorte, 

no qual baixo IMC aos 2 anos de idade foi associado com maior pressão arterial e 

glicemia na fase adulta (VICTORA et al. 2008). O ajuste do IMC adulto para encontrar 

associação com IMC na infância mostram que o baixo IMC no segundo ano de vida 

contribui para o desenvolvimento de síndromes metabólicas, apesar de, o IMC 

elevado no adulto ter maior relação (DEBOER et al., 2012). O déficit de crescimento 

na infância também foi relacionado a maiores chances de obesidade, hipertensão 

(FERREIRA et al., 2008), resistência à insulina (FERREIRA et al., 2008, FLORÊNCIO 
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et al., 2007) e aumento de colesterol LDL (FLORÊNCIO et al., 2007) em mulheres na 

vida adulta. 

Diversos estudos têm relacionado desnutrição com déficit cognitivo ainda 

na infância e também na vida adulta (GUERRANT et al., 2008; VICTORA et al., 2008). 

Crianças com atraso de crescimento linear aos 2 anos apresentaram atraso no 

ingresso escolar, maiores taxas de repetência e evasão, menores conclusões em 

ensino fundamental e médio e baixo desempenho escolar (DANIELS; ADAIR, 2004). 

Além disto, a desnutrição energético proteica nos primeiros anos de vida gera déficit 

de atenção persistente aos 40 anos, mesmo em paciente reabilitados com sucesso 

(GALLER et al., 2012). Galler et al. (2013) também sugeriram que um único episódio 

de desnutrição na primeira infância seguido de reabilitação adequada está associado 

a mais ansiedade, vulnerabilidade, menor sociabilidade e curiosidade intelectual, 

maior desconfiança, orientação mais egocêntrica e um menor senso de eficácia ou 

competência na vida adulta. Estudos mostram que esse déficit cognitivo é decorrente 

de danos estruturais no cérebro que prejudicam o desenvolvimento motor infantil 

(PITCHER; HENDERSON-SMART; ROBINDON, 2006) e o comportamento 

exploratório (BROWN; POLLITT, 1996). 

A deficiência de micronutrientes na infância também tem importante 

contribuição no desenvolvimento de doenças. A deficiência em vitamina A, por 

exemplo, tem sido associada ao aumento da gravidade em quadros diarreicos 

(BARRETO et al., 1994; BLACK et al., 2008; KLEMM et l., 2008). Por outro lado, a 

deficiência de ferro é ligada a redução do QI em crianças, no qual a suplementação 

de ferro em crianças maiores de 27 meses de idade gera um aumento de 1-2 pontos 

no QI (SACHDEV; GERA; NESTEL, 2005). A deficiência de iodo é correlacionada com 

aumento de risco de bócio, hipotireoidismo congênito e déficit cognitivo (BLACK et al., 

2008; GLINOER; DELANGE, 2000). Outras deficiências como cálcio, vitamina D, 

vitamina B12 e ácido fólico também tem sua importância no desenvolvimento. A 

deficiência de cálcio é associada ao raquitismo (THACHER, 2006), enquanto o baixo 

crescimento fetal e menor mineralização esquelética são associados à deficiência de 

vitamina D (HOLICK, 2006).  

A falta de vitamina B12 é fator de risco para defeitos no tubo neural e perda 

fetal precoce, quando na gravidez, ou falha de crescimento, falha na função 
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neurocognitiva e desenvolvimento global atrasado quando crianças são expostas a 

deficiência grave na amamentação (RAY et al., 2007). O aumento de risco de má 

formação do tubo neural e possivelmente pré-eclâmpsia e outros resultados adversos 

são consequência da deficiência de ácido fólico (TAMURA; PICCIANO, 2006). Além 

disso, diversos estudos randomizados e controlados por placebo apontam a 

deficiência de zinco como aumento de risco de morbidade para malária, pneumonia e 

diarreia (BROOKS et al., 2004; WALKER; BLACK, 2004; SAZAWAL et al., 2007; 

TIELSCH et al., 2007). 

Posto isso, é notório que o impacto gerado pela desnutrição, além de 

persistente, reflete diretamente na economia da população, gerando custos diretos ou 

indiretos, como custos de internações, de tratamentos, redução do nível de 

escolaridade com consequente diminuição do status econômico individual, assim 

como, baixa produtividade devido à má condição física (GRANTHAM-MCGREGOR et 

al., 2007; VICTORA et al., 2008). Determinar os custos totais gerados pela desnutrição 

é um desafio. Uma avaliação sobre os custos globais gerados pela desnutrição 

sugeriu que cerca de US$ 3,5 trilhões são gastos por ano com desnutrição (FAO, 

2013). Um dado mais recente mostrou que somente em Papua Nova Guiné, um 

estado da Oceania, os gastos com a desnutrição infantil chegam a US$ 1,5 bilhões 

por ano (HURNEY; MAJELLA, 2017). Desta forma, uma atenção maior a esta 

complexa doença é de grande importância não apenas para o indivíduo, mas para a 

nação em questão. 

1.4  Fisiopatologia da desnutrição 

A deficiência nutricional desencadeia respostas fisiológicas complexas em 

todos os sistemas corporais. Identificar quais as primeiras alterações desencadeadas 

pela desnutrição é um processo desafiador, mesmo com o avanço da ciência, visto 

que, esta doença desencadeia uma resposta sistêmica rápida e tem causas 

multifatoriais na clínica. Contudo, as primeiras alterações na restrição alimentar são 

metabólicas, com rápida glicogenólise, aumento do consumo de aminoácidos livres, 

piruvato e lactato e consequente perda de massa muscular; seguida por uma fase 

posterior de conservação de proteínas e mobilização de gordura, que, por sua vez, 

gera lipólise e cetogênese, para utilização da energia armazenada (DIPASQUALE et 

al., 2020). A secreção de hormônios também é afetada pela desnutrição, sendo 
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observados níveis mais altos de hormônio do crescimento e cortisol e níveis reduzidos 

de insulina, fator de crescimento semelhante à insulina-1 e tri-iodotiroxina (GROVER; 

EE, 2009). 

Tecidos com alto poder de renovação celular são os mais rapidamente 

afetados pela deficiência nutricional, causando sinais evidentes de desnutrição, como 

alterações no peso, circunferência braquial, prega cutânea, manchas no corpo e 

queda de cabelo (ACF, 2010; GOUVEIA et al., 1999). Por outro lado, sinais clínicos 

como comprometimento da altura, edema, hepatomegalia, diminuição de 

circunferência craniana e torácica surgem quando há persistência dos déficits de 

nutrientes na dieta associada com a fase crítica de desenvolvimento do indivíduo 

(GERUDE et al., 2002; GOUVEIA, 1999). A redução da massa muscular é associada 

ao aumento do risco de mortalidade tanto na desnutrição crônica como aguda 

(OLOFIN et al., 2013). A depleção de leptina, um hormônio produzido pelo tecido 

adiposo, tem função de aumentar a secreção de linfócitos e citocinas, parece ser a 

causa para o aumento de risco de mortalidade associado a redução de reservas 

lipídicas (BARTZ et al., 2014; FERNÁNDEZ-RIEJOS et al., 2010; WELLS; CORTINA-

BORJA, 2013). 

Os sistemas corporais trabalham em conjunto para manter a sobrevivência 

do indivíduo e a deficiência nutricional acaba por afetar todos os sistemas. Por 

exemplo, a desnutrição é reportada por desencadear alterações hidroeletrolíticas 

importantes, como retenção de sódio e depleção de potássio intracelular em casos de 

kwashiorkor, provavelmente devido a diminuição da atividade da bomba de sódio 

dependente de energia (BATOOL et al., 2015). Além disto, a desnutrição causa atrofia 

de diversos órgãos corporais, como coração, rins, timo e especialmente a musculatura 

(DESAI et al., 1996). No sistema respiratório, há diminuição da ventilação por minuto 

e resposta ventilatória prejudicada à hipóxia, que podem ser decorrentes da redução 

da massa muscular torácica, diminuição da taxa metabólica e desequilíbrios 

eletrolíticos (hipocalemia e hipofosfatemia) (DIPASQUALE et al., 2020; GROVER; EE, 

2009).  

A desnutrição crônica também é associada ao aumento da pressão arterial, 

sendo um forte indício de desenvolvimento de hipertensão na idade adulta (SESSO 

et al., 2004; SAWAYA et al., 2005). Entretanto, na desnutrição aguda grave o débito 
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cardíaco, a frequência cardíaca e a pressão arterial estão reduzidas, a circulação 

central assume maior importância do que a circulação periférica e os reflexos 

cardiovasculares estão alterados, causando hipotensão postural e diminuição do 

retorno venoso (NGO; ORTIZ-ANDRELLUCCHI; SERRA-MAJEM, 2016). Além disso, 

como citado anteriormente, o sistema nervoso também é afetado pela deficiência 

nutricional. A desnutrição intrauterina prolongada ou grave é associada a pior 

desenvolvimento, a 15% de anormalidade no desenvolvimento cognitivo e a maior 

vulnerabilidade do sistema de memória e reconhecimento verbal e visual, o que é 

consistente com o desenvolvimento acelerado dessas estruturas no período 

intrauterino e neonatal (GEORGIEFF, 2007). Estudo recente mostrou que a 

desnutrição materno-fetal por dieta multideficiente causou alterações na barreira 

hematoencefálica, aumento de marcadores inflamatórios e de estresse oxidativo 

associado a comportamentos de ansiedade (DE AQUINO et al., 2019). 

Dentre os sistemas rapidamente afetados pela desnutrição temos o sistema 

digestivo, devido à sua alta capacidade de renovação (GOUVEIA et al, 1999). 

Alterações na mucosa intestinal são comumente registradas em diversos estudos. Em 

geral, observa-se atrofia de vilosidades, ramificação de criptas, estreitamento da 

borda em escova (BRUNSER; CASTILHO; ARAYA, 1976; QUARENTEI, 1983; VELA, 

1974; WELSH et al., 1998) e aumento da permeabilidade intestinal (SULLIVAN et al., 

1991; WELSH et al., 1998).  

No entanto, as alterações morfológicas parecem sofrer influências de 

outros fatores. Por exemplo, crianças com kwashiorkor mostraram redução da altura 

de vilos e criptas no duodeno e jejuno (STANFIELD et al., 1965). Sullivan et al. (1991), 

por outro lado, observaram hipertrofia de criptas e infiltrados de linfócitos em crianças 

gravemente acometida com kwashiorkor e marasmo. Pires et al. (2003) identificaram 

que a diarreia persistente em crianças desnutridas diminui gradativamente a altura de 

vilos, a razão vilo:cripta e espessura total da mucosa conforme aumenta o grau de 

severidade. Um importante estudo também mostrou redução no número de células 

epiteliais, de células de Paneth e degeneração das criptas (BÉHAR et al., 2016). Além 

disso, evidências sugerem que alterações no intestino, como alterações morfológicas 

e inflamação são cruciais para o estabelecimento das morbidades associadas à 

desnutrição (ATTIA et al., 2017).  
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O tecido linfoide, encontrado em todo o trato gastrointestinal, tem 

importante função na vigilância imunológica (REED; WICKHAM, 2009). Durante o 

processo de desnutrição é observado uma resposta inflamatória na barreira intestinal, 

como redução da produção de IL-10, aumento do número e atividade de células CD3 

e macrófagos na lâmina própria, redução da atividade linfocitária e de macrófagos no 

enterócito (WELSH et al., 1998), assim como diminuição de estímulo de células T 

(HUGHES et al., 2009) e aumento de biomarcadores de inflamação, como 

mioleoperoxidase (MPO), lactoferrina e calprotectina fecal (PRATA et al., 2016). Esse 

distúrbio no sistema imune juntamente com alterações na barreira morfofuncional 

intestinal facilitam a translocação de antígenos, desencadeando um estado pró-

inflamatório sistêmico (GUERRANT et al., 2008, 2013, 2016).  

Estudo mostra que células mononucleares do sangue periférico de crianças 

desnutridas apresentam expressão reduzida de citocinas de diferenciação de células 

T auxiliares (Th1) e expressão aumentada de citocinas Th2, comprometendo a 

capacidade de eliminação de determinados patógenos (BADR et al., 2011; 

GONZALEZ-TORRES et al., 2013). Além disso, na desnutrição aguda grave também 

é reportado redução de produção de linfócitos no timo, glândulas linfoides atrofiadas 

e diminuição da produção de proteínas do complemento, o que corroboram para 

comprometimento do sistema imune (NGO; ORTIZ-ANDRELLUCCHI; SERRA-

MAJEM, 2016). Esse comprometimento da resposta imune, aumenta a 

susceptibilidade as infecções entéricas que, por sua vez, são associadas a má 

absorção (LINDENBAUM et al., 1966; 1971) ou perda de nutrientes, principalmente 

quando associada a diarreia (GUERRANT et al., 2013). Desta forma, inicia-se um ciclo 

vicioso de desnutrição e infecção entérica, anteriormente comentado, que 

compromete o crescimento através da modulação do eixo GH/IGF-1 (AMADI et al., 

2017; DEBOER et al., 2017; HARPER et al., 2018; WELSH et al., 1998; WONG et al., 

2016).  

Fatores ambientais e dietéticos são cada vez mais reconhecidos por 

influenciar na composição e função da microbiota intestinal na infância (DE FILIPPO 

et al., 2010). Estudo mostra que crianças desnutridas possuem mais enteropatógenos 

(KOTLOFF, 2017) e quanto maior o número de patógenos isolados nas fezes, 

menores os escores Z de peso para idade e altura para idade (PLATTS-MILLS et al., 

2017). Fatores como uma dieta monótona contendo carboidratos dietéticos não 
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digeríveis específicos (DE FILIPPO et al., 2010) podem ser uma vantagem seletiva 

aos micróbios que metabolizam esses substratos (THAXTON et al., 2018). Além disso, 

a desnutrição pode afetar a liberação de peptídeos antimicrobianos que eliminam um 

subconjunto de micróbios comensais e favorecem outros grupos bacterianos (DE 

MEDINA et al., 2014). Estudo mostra que a principal característica da microbiota em 

crianças desnutridas é um desenvolvimento imaturo, determinado por biomarcadores 

de táxons bacterianos que são altamente discriminatórios por idade em crianças 

saudáveis (SUBRAMANIAN et al., 2014).   

Diante do exposto, é evidente a complexidade da desnutrição e devido às 

limitações éticas para estudos clínicos, diversos modelos animais têm contribuído 

para o desvendamento da fisiopatologia associada à diferentes deficiências 

nutricionais (PARK et al., 2017; PINHEIRO et al., 2013; SAMPIAO et al., 2016). 

1.5  Modelos experimentais de desnutrição: importância e limitações 

Os modelos experimentais indutores de desnutrição vêm ajudando a 

compreender os efeitos da deficiência proteica, energética e de micronutrientes 

específicos no desenvolvimento saudável (Tabela 3). No entanto, alguns modelos 

genéticos de nocaute de proteínas específicas são citados por causar desnutrição 

(SALAMEH et al., 2019).  

A proteína quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK) é uma 

enzima que desempenha função de regular a homeostase energética celular e quando 

foi deletada do fígado de camundongos desencadeou uma maior perda de peso em 

relação a camundongos selvagens alimentados com dieta pobre em proteínas e rica 

em carboidratos por 3 semanas (CHALVON-DEMERSAY, 2017). O nocaute de 

claudina-2 e claudina-15 em camundongos também gerou perda de peso severa, 

culminado em morte precoce por comprometimento da adequada absorção de 

nutrientes em camundongos recém desmamados (WADA et al., 2013). Dessa forma, 

estes modelos genéticos mostram a importância de determinadas proteínas no 

desenvolvimento saudável, apesar de, terem pouca representatividade e relevância 

clínica. 

Dentre os modelos de deficiência nutricional temos os modelos de restrição 

calórica. Estes modelos são importantes por demonstrar os efeitos da deficiência 
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energética nos diversos sistemas corporais, incluindo o impacto na função 

imunológica, condição geralmente comprometidas em crianças desnutridas (IBRAHIM 

et al., 2017). Os modelos experimentais de restrição calórica levam a desnutrição, 

impactam na homeostase corporal total e consistem em restringir o consumo da ração 

em relação ao grupo controle (SALAMEH et al., 2019). Jahng et al. (2007) analisaram 

os efeitos da restrição calórica crônica em ratos recém desmamados ao alimentar os 

animais com 50% a menos de ração que o grupo controle por 60 dias (Tabela 3). 

Outro modelo de restrição calórica avaliou os efeitos no timo ao disponibilizar 30% a 

menos de ração para o grupo desnutrido do que para os grupos controles (PAN et al., 

2018). Na literatura, também é citado modelo de restrição calórica de 25% (NÚÑEZ et 

al., 2013) e 15% (PARK et al., 2017) em relação ao controle (Tabela 3). Entretanto, 

esses modelos podem ser estressantes para roedores, nos quais níveis aumentados 

de corticosterona (MEHUS; PICKLO, 2017), aumento de ansiedade e depressão 

(JAHNG et al., 2007) foram reportados. 

Os modelos animais mais utilizados são os de deficiência proteica, uma vez 

que, a desnutrição energético-proteica ou desnutrição aguda possuem alta 

prevalência em países em desenvolvimento e tem alta associação com a mortalidade 

infantil (NGO; ORTIZ-ANDRELLUCCHI; SERRA-MAJEM, 2016). Esses modelos vêm 

buscando compreender principalmente o impacto da deficiência proteica grave no 

sistema imune e gastrointestinal (Tabela 3). No geral, estes modelos utilizam dietas 

com 0% (BELMONTE et al., 2007) a 7% (BROWN et al. 2015) de proteína em relação 

a dieta controle (14% a 23% de proteína). A principal diferença entre estas dietas são 

o aumento dos percentuais de carboidratos (15 a 41%) e de lipídeos (20 a 51%) em 

relação a dieta controle (BELMONTE et al., 2007; CORWARE et al., 2014; DALVI et 

al., 2017; MAYNERIS-PERXACHS et al., 2016).  

Algumas dietas deficientes em proteínas possuem quantidades de lipídeos 

semelhantes as dietas controles, como a dieta 2% de proteína (MAYNERIS-

PERXACHS et al., 2016; SANTOS et al., 2016) e a dieta 4% de proteína, que possuem 

mais carboidratos (81 a 82,2%) e mesma quantidade lipídeos (13,4 a 14%) em relação 

a dieta controle (DALVI et al., 2017; EYZAGUIRRE-VELÁSQUEZ et al., 2017; FOCK 

et al., 2008). A dieta 2% de proteína foi utilizada em alguns estudos para avaliar os 

efeitos na barreira morfofuncional, sistema imunológico e metabolômica (MAYNERIS-
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PERXACHS et al., 2016; SANTOS et al., 2016), assim como induzir modelos de 

desnutrição e infecção por patógeno específico (GIALLOUROU et al., 2018). 

A dieta 7% de proteína, que neste trabalho denominamos de semelhante a 

dieta básica regional (DBR), uma importante dieta que será discutida mais à frente, foi 

usada para mostrar que a importância da relação entre dieta e exposição a microbiota 

específica para o estabelecimento da enteropatia ambiental (Tabela 3) (BROWN et 

al. 2015). As dietas com deficiência proteica são empregues tanto em modelos de 

desnutrição materno fetal, como em animais recém desmamados, uma vez que, a 

desnutrição materno fetal e nos dois primeiros anos de vida são associados com 

várias consequências a longo prazo (ISLAM; RAHMAN; MAHALANABIS, 1994). 

Os modelos experimentais de deficiência de micronutrientes também são 

importantes para identificar a função dos micronutrientes no desenvolvimento 

saudável. Dentre eles, a deficiência de zinco se torna um alvo devido a sua alta 

prevalência em crianças lactentes de países de baixa renda (AHSAN et al., 2021), 

associação com a mortalidade infantil (CHOI; LIU; PAN, 2018; KREBS; MILLER; 

HAMBIDGE, 2014), o crescimento prejudicado, anomalias neuronais, anemia 

ferropriva e doenças cardiovasculares (AHSAN et al., 2021). Estudos mostram que 

existe um sinergismo da deficiência de zinco com infecções por patógenos específico 

e consequente agravamento dos sintomas da desnutrição (BOLICK et al., 2014; 

GIALLOUROU et al., 2018; QS MEDEIROS et al., 2019). No entanto, os modelos in 

vivo de deficiência em zinco utilizam dietas com baixíssimo teor de zinco. Na literatura, 

são citadas dietas com 30 mol/kg (WOUWE; VELDHUIZEN, 1996), menos que 2 ppm 

(MAYNERIS-PERXACHS et al., 2016), dieta com 1,5 ppm de zinco (ZHONG et al., 

2013) e dieta com 0% de zinco (BOLICK et al., 2014), sem alterar o percentual de 

macronutrientes e calorias. Além disso, nenhuma dieta até o momento avaliou a 

associação de deficiências de macronutrientes e zinco em modelos animais de 

desnutrição. 

Apenas três dietas são baseadas na composição alimentar da população 

de uma região específica: a dieta básica regional (DBR), dieta milho vegetal e a dieta 

M8. A DBR é uma dieta que mimetiza a composição alimentar da região do semiárido 

brasileiro, bastante utilizada na experimentação animal, que possui menos proteína 

(7%) e lipídeo (5%) e mais carboidrato (88%) em relação a dieta controle (65% de 
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carboidrato, 20% de proteína e 15% de lipídeo) (TEODÓSIO et al., 1990). A dieta 

Milho Vegetal, por outro lado, foi baseada nos alimentos predominantes da dieta de 

crianças do Malawi com kwashiorkor e possui 35% a menos de proteína, 47% a menos 

de lipídeo, 134% a mais de carboidrato e 53% a mais de fibra em relação a dieta 

controle (FOLLIS, 1957). A dieta M8, por sua vez, corresponde a outra dieta baseada 

nos alimentos mais consumidos pela população da Malawi e possui menos proteína 

(4,36%), menos lipídeo (3,66%) e mais carboidrato (26,1%), além de incluir no teste a 

influência de fibras (4,79%) (BLANTON et al., 2016). Estas dietas têm em comum 

serem baseadas nos alimentos mais consumidos pelas populações específicas, sem 

considerar se a quantidade de macronutrientes, vitaminas e minerais são equivalentes 

as consumidas pelas mesmas populações.  

Diante disto, a principal limitação dos modelos experimentais de 

desnutrição são a ausência de quantificação de energia, macronutrientes e 

micronutrientes da dieta de crianças desnutridas que comprovem a similaridade das 

dietas experimentais com a clínica. Dessa forma, esse estudo teve como objetivo 

formular uma nova dieta de desnutrição, dieta MAL-ED, com base num estudo recente 

que quantificou a energia, macronutrientes e micronutrientes da dieta complementar 

de crianças desnutridas de sete países de baixo poder socioeconômico pertencentes 

ao estudo coorte de desnutrição e infecção entérica (MAL-ED, do inglês Malnutrition-

Enteric Diseases) (MALCIEL et al., 2021). Nossa hipótese é que a nova dieta MAL-

ED irá induzir um quadro clínico de desnutrição em camundongos recém-

desmamados, consistindo no primeiro modelo murino de desnutrição que mimetizar 

as deficiências nutricionais comuns nas dietas de crianças em fase de alimentação 

complementar. 
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Tabela 3 – Modelos experimentais de deficiência nutricional e efeitos nos parâmetros corporais, intestino, sistema imunológico e 

demais sistemas. 

Modelo pré-
clínico 

Parâmetros 
corporais 

Intestino 
Sistema 

imunológico 
Demais sistemas 

corporais 
Referência 

Restrição calórico  

-50% de energia Redução do peso - - 
Aumento da ansiedade e 

depressão 
JAHNG et al., 

2007 

-30% de energia Redução do peso 
Não alterou a permeabilidade 

intestinal 
Redução dos níveis 
sistêmicos de TNF 

 PAN et al., 2018 

-25% de energia Redução de peso - Atrofia do timo 
Aumento dos níveis de 

corticosterona 
NÚÑEZ et al., 

2013 

-15% de energia Redução de peso - 
Redução dos níveis 
de MCP-1 no fígado 

e nos adipócitos 
- 

PARK et al., 
2017 

Deficiência 
proteica 

 

0% de proteína      
0,7% de proteína      

2% de proteína- 
desnutrição pós-

desmame 
Redução de peso - 

Aumento de MPO e 
lipocalina-2 nas 

fezes 

Diversidade da microbiota 
mais alta: expansão de 

Verrucomicobria, perda de 
abundãncia de Firmicutes e 

permanência de Bacteroidetes 

BARTEL et al., 
2017; 

MAYNERIS-
PERXACHS et 

al., 2016 

4% de proteína- 
desnutrição pós-

desmame 
Redução de peso 

Aumento de permeabilidade a 
pequenas molóculas no íleo e 

cólon e diminuição da expressão de 
ocludina nos mesmo segmentos 

- 
Redução dos níveis 
plasmáticos de zinco 

EYZAGUIRRE-
VELASQUEZ et 

al., 2017 

6% de proteína – 
desnutrição 

materno-fetal 

Redução de peso 
no nascimento 

Aumento de dissacaridades no 
intestino; aumento da expressão de 

SGLT-1, GLUT-2 e PEPT-1 no 
duodeno 

- - 
PINHEIRO et 

al., 2013 

Dieta semelhante 
a DBR- 

desnutrição pós 
desmame 

 

Sem atrofia de vilos, indicativo de 
dano a integridade intestinal, 

aumento de claudina-2 e redução 
de ZO-1 

- - 
BROWN et al., 

2015 
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Deficiência de 
zinco 

 

0% de zinco 

Reduziu o peso 
apenas de 

animais 
infectados 

Presença de diarreia, reduziu 
vilo/cripta e aumentou mucina no 
íleo, quando infectado por EAEC 

Aumento de KC e 
MCP1 e redução de 
TNF-α, IL-1β, IL-6, 

IL-23α e Csf3 
quando infectado por 

EAEC 

Aumento de susceptibilidade a 
infecção por EAEC 

BOLICK et al., 
2014 

Reduziu o peso 
de animais 
infectados 

Diarreia, aumento de secreção de 
muco, embotamento de vilos no 

íleo e aumento de infiltrado celular, 
edema e secreção de muco no 
cólon, quando infectados por 

Campylobacter jejuni 

Aumento de 
lipocalina-2 e MPO 

no íleo, quando 
infectados por 

Campylobacter jejuni 

Aumento de metabólitos 
associados a inflamação e 
estresse oxidativo, quando 

infectados por Campylobacter 
jejuni 

GIALLOUROU 
et al., 2018 

< 1,5 ppm de 
zinco 

Não alterou o 
peso 

- - 
Fator de risco para doença 

hepática alcoólica 
ZONG et al., 

2013 

< 2 ppm de zinco 

Não alterou o 
peso 

- Sem inflamação 

Alterações menos 
pronunciadas na microbiota e 

metaboloma que dieta 
deficiente em proteína (2%) 

MAYNERIS-
PERXACHS et 

al., 2016 

Reduziu o peso 
de animais 
infectados 

Diarreia, fezes com sangue, maior 
colonização no cólon, sem 

aumentar os escores 
histopatológicos, quando infectados 

por Shigella flexneri 

Aumento de 
lipocalina-2, MPO, 
TNF-α e IL-10 no 

ceco, quando 
infectados por 

Shigella flexneri 

 Aumento de susceptibilidade 
a infecção por Shigella flexneri 

QS MEDEIROS 
et al., 2019 

 

30 mol/kg 
Retardo do 
crescimento 

- - - 
VAN WOUWE; 
VELDHUIZEN, 

1996 
Baseadas na 
composição 
alimentar de 
populações 

 

DBR- desnutrição 
materno-fetal e 
pós-desmame 

Redução do peso 
e menor ganho de 

peso 

Aumento da profundidade de 
criptas no jejuno e redução de 

células caliciformes, aumento de 
translocação de bactérias 

- - 
QUEIROZ et al., 

2014 

Atrofia de cripta; redução da 
corrente curto circuito basal no íleo; 

- - 
SAMPAIO et al., 

2016 
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aumento dos níveis de transcritos 
de PEP-1, SGLT-1, claduina-2 e 
ocludina e redução dos níveis de 

SN2 
Redução da expressão de 

claudina-3  no jejuno; atrofia de 
vilos e criptas no jejuno; redução da 
resistência elétrica basal; indicativo 

de dano a integridade intestinal 

- - 
UENO et al., 

2011 

Milho vegetal 
Redução de peso 

e menor 
crescimento 

Embotamento de vilos e criptas 
- 

- 
LYKKE et al., 
2013; MAY et 

al., 2018 

- 
Esteatose hepática e edema 

bilateral 
FOLLIS, 1957 

M8 
Menor peso e 
menor massa 

magra 
- - 

Microbiota imatura (22 
espécies), predominância de 

Clostridium neonatale 

BLANTON et 
al., 2016 

Fonte: Autor. 
Sumarização dos resultados encontrados para as diferentes dietas experimentais indutoras de desnutrição nos diversos sistemas corporais.
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1.6 Barreira morfofuncional intestinal 

1.6.1 Componentes extracelulares e componentes da barreira epitelial intestinal 

O epitélio gastrointestinal tem a função de separar a face interna do 

organismo da face externa, assim como apresenta função de digestão, absorção e 

secreção de eletrólitos e água (MADARA, 1991). No entanto, o espaço lumial contém 

diversos compostos sendo digeridos e uma vasta gama de substâncias nocivas, 

inclusive microrganismos com potencial patogênico, o que confere ao epitélio 

intestinal uma importante função imunológica (MADARA, 1991; TURNER, 2009). 

Figura 3 – Arquitetura do epitélio do intestino delgado. 

 

Fonte: Autor. 
Desenho representativo e fotomicografia da barreira morfofuncional intestinal. A) Esquema 
representativo da secção transversal do intestino delgado, especificando as regiões da 
mucosa intestinal: mucosa (vilos, criptas e lâmina própria), submucosa, camada muscular. 
B) Ampliação esquemática mostra a arquitetura de vilos, criptas, lâmina própria juntamente 
com a vascularização no vilo. O vilo corresponde a parte do epitélio que se estende para 
o lúmem intestinal e a cripta uma invaginação do epitélio na mucosa intestinal. C) 
Fotomicografia do intestino delgado de camundongo C57BL/6 machos. Os vilos estão 
representados pela linha vermelha, a cripta pela linha preta e a camada muscular pela 
seta preta. 

A barreira epitelial intestinal é formado por uma única camada de células 

que repousam sob a lâmina própria e juntas se dobram, formando os vilos e as criptas, 

Figura 3 (MADARA, 1991). As vilosidades se estendem para o lúmen intestinal e as 
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criptas são invaginações epiteliais na mucosa do intestino (PETERSON; ARTIS, 

2014). A lâmina própria é composta por tecido conjuntivo, vasos linfáticos e vasos 

sanguíneos que são responsáveis por fornecer para o epitélio nutrientes, hormônios 

para secreção, células do sistema imune para proteção do organismo, bem como 

possui a função de absorver os nutrientes resultantes da digestão (REED, 2009). O 

epitélio e a lâmina própria, por sua vez, são sustentados pela submucosa, pouco 

visível em camundongos, e duas camadas de músculo liso, uma disposta 

longitudinalmente e outra transversal (MADARA, 1991).  

O epitélio intestinal possui alta capacidade de renovação. As criptas são 

responsáveis por esse potencial proliferativo devido às células-tronco intestinais 

pluripotentes que são capazes de se auto-renovar, proliferar e diferenciar em células 

abortivas ou células secretórias (células caliciformes, células de Paneth ou células 

enteroendócrinas), Figura 4 (PETERSON et al., 2015). Experimentos de marcação 

com timidina tritiada ou BrdU (bromodesoxiuridina) mostram que as células-tronco 

intestinais estão próximas a base das criptas, na quarta posição após a célula do 

fundo, e se auto-renovam poucas vezes (RADTKE; CLEVERS, 2005). As células-

tronco intestinais se proliferam e dão origem as células transitórias, que possuem 

capacidade de proliferação limitada, não têm características de células troncos, e sua 

progênie é destinada a se diferenciar e migrar para o ápice do vilo (CROSNIER; 

STAMATAKI; LEWIS, 2006; RADTKE; CLEVERS, 2005). Várias criptas fornecem 

células para um único vilo (RADTKE; CLEVERS, 2005). Este processo de renovação 

do epitélio intestinal ocorre em torno de 24 a 48 horas (RADTKE; CLEVERS, 2005). 

As células epiteliais mais abundante são os enterócitos, também chamados 

de células absortivas ou células colunares (Figura 4). Os enterócitos são 

especializados na função digestiva e metabólica, caracterizados pela presença de 

microvilosidades em sua superfície apical (PETERSON; ARTIS, 2014). O epitélio 

intestinal também apresenta outras células com importantes funções como células de 

Paneth, caliciformes e células enteroendócrinas (Figura 4). As células de Paneth 

estão dispersas na região inferior das criptas e são responsáveis por secretar 

peptídeos antimicobrianos, como lizosima e defensinas, para proteger as células-

tronco próximas (PETERSON; ARTIS, 2014). As células caliciformes produzem e 

secretam mucinas, glicoproteínas, com o intuito lubrificar o epitélio intestinal e criar 
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uma barreira que impede que partículas grandes, incluindo patógenos, entrem em 

contato com a camada de células epiteliais (CROSNIER; STAMATAKI; LEWIS, 2006). 

Por outro lado, as células enteroendócrinas desempenham a função de secretar vários 

hormônios intestinais, dentre os quais catecolaminas e peptídeos (CROSNIER; 

STAMATAKI; LEWIS, 2006). Linfócitos intraepiteliais também são encontrados na 

barreira epitelial intestinal e estão localizados acima da membrana basal, mas 

subjacentes à junção firmes (TURNER, 2009).  

Figura 4 – Tipos celulares e distribuição das células constituintes da 

barreira epitelial intestinal. 

 

Fonte: Autor, baseado em Turner (2009). 
Legenda: A) Esquema representativo da barreira epitelial intestinal, com duas vilosidades 
e uma das criptas que contribuem para a renovação do seu epitélio. As células tronco 
ficam na base da cripta, próximo as células de Paneth e células enteroendócrinas. Acima 
das células-tronco estão as células transitórias (progenitores em divisão, alguns deles já 
parcialmente diferenciados); e acima, encontram-se células diferenciadas. As setas 
(laranja) apontam para direção dos vilos, direção a qual as células das criptas se dividem. 
B) Existem quatro classes de células terminalmente diferenciadas:  células absortivas ou 
enterócitos, células caliciformes e células enteroendócrinas. Os enterócitos têm uma borda 
em escova, também conhecida como microvilosidades, em sua superfície apical. As 
células caliciformes secretam muco e o ápice do seu citoplasma é geralmente distendido 
com grânulos secretores cheios de muco. As células enteroendócrinas são menores e 
secretam vários hormônios intestinais. As células de Paneth, encontram-se apenas no 
fundo das criptas e secretam peptídeos antimicobrianos. 

O epitélio intestinal, quando intacto, são compostos por três complexos 

juncionais: junções firmes, junções aderentes e desmossomos, Figura 5 (TURNER, 

2009). As junções firmes estão localizadas na região apical dos enterócitos, tem a 
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função principal de regular a permeabilidade paracelular a solutos e são constituídas 

de um complexo de diversas proteínas transmembranas, proteínas citoplasmáticas e 

moléculas reguladoras (TURNER, 2009). As junções aderentes são formadas por 

proteínas transmembranas denominadas de caderinas, distribuídas da seguinte 

maneira: a cauda da E-caderina se liga a catenina-δ1 e β-catenina, que, por sua vez, 

se liga a actina do citoesqueleto (TURNER, 2009). Esse complexo juncional é 

responsável pela adesão entre as células epiteliais e sua ruptura resulta na perda do 

contato de célula-célula, célula-matriz e polarização celular, além de ocasionar 

apoptose prematuro por sinalização de células ineficazes (HERMISTON; GORDON, 

1995).  

Figura 5 – Anatomia do complexo juncional de células epiteliais 

intestinais. 

 

Fonte: Autor, baseado em Turner (2009). 
Imagem representativa e eletromicografia da anatomia dos complexos juncionais que 
compõem o epitélio intestinal. A) Imagem representativa do complexo juncional de 
células epiteliais intestinais. No ápice, encontra-se o complexo de junções firmes com 
seus componentes estruturais: claudina (verde), ocludina (azul) e ZO-1 (roxo) ligada à 
cadeia de actina (laranja). Em seguida, o complexo de junções aderentes e a localização 
de seus componentes estruturais ligados a cadeia de actina (laranja). Na região 
basolateral, o complexo desmossomos com seus respectivos componentes estruturais 
(desmoglinas, desmocolina, desmoplaquina, placoglobina e filamentos de queratina) 
ligados a cadeia de actina (laranja). B) Eletromicrografia da barreira epitelial intestinal 
com indicação dos complexos juncionais citados acima.  



46 
 

Ambos os complexos junções firmes e junções aderentes são conectadas 

ao citoesqueleto através de um anel perijuncional de actina e miosina (Figura 5) 

(TURNER, 2009). Na região mais basolateral estão os desmossomos, constituindo-se 

as principais junções adesivas intercelulares nas membranas basolaterais das células 

epiteliais e em outros tecidos (HUBER, 2003). Este complexo juncional têm a função 

de manter a adesão e comunicação intracelular entre as células epiteliais adjacentes, 

fornecendo locais de ancoragem para filamentos intermediários importantes para a 

manutenção da arquitetura tecidual (HUBER, 2003). São compostos por interações 

entre os filamentos de desmogleína, desmocolina, desmoplacina e queratina 

(TURNER, 2009). Nesse trabalho, iremos focar nas alterações das junções firmes 

frente ao desafio com a nova dieta MAL-ED, uma vez que, sua adequada formação é 

de extrema importância para permeabilidade paracelular e para a adequada absorção 

de carboidratos, proteínas e lipídeos (WADA et al., 2013). 

1.6.2 Junções firmes: função, aspectos estruturais e regulação 

As junções firmes estabelecem a formação de barreira em vários 

compartimentos dos corpos e sua principal função consiste em restringir o fluxo 

paracelular de acordo com o tamanho e carga dos solutos, contribuindo para 

manutenção da homeostase em órgãos e tecidos (ZIHNI et al., 2016). São estruturas 

complexas e altamente dinâmicas, formada por mais de 40 proteínas que se dividem 

em proteínas transmembranares e proteínas citoplasmáticas (SCHNEEBERGER; 

LYNCH, 2004). Os domínios extracelulares formam a barreira seletiva através das 

interações hemofílicas e heterofílicas com as células adjacentes (SUZUKI et al., 

2013).  

As principais proteínas transmembranares são as claudinas e as proteínas 

do domínio MARVEL, que incluem as ocludinas, tricelulina e MARVEL3D (Figura 6) 

(ZIHNI et al., 2016). O domínio MARVEL são um módulo hélice de quatro domínios 

transmembranas, geralmente associados a microdomínios de membrana ricos em 

colesterol (ZIHNI et al., 2016). Outras proteínas também fazem parte do complexo 

transmembranares, como trispan, substância epicárdica de vasos sanguíneos (SEVS) 

e um grupo de proteínas de adesão transmembrana de intervalo único, que incluem 

as moléculas de adesão juncional (JAMs, do inglês junctional adhesion molecules), 

angulinas, receptor de adenovírus e virus coxsackie (ZIHNI et al., 2016).  
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As proteínas citosólicas, também chamadas de proteínas de placas, são 

uma rede complexa de proteínas que interagem com os microtúbulos, actina e com 

os domínios citoplasmático das proteínas transmembranares, Figura 6 (ZIHNI et al., 

2016). As proteínas citoplasmáticas são caracterizadas por possuírem domínios 

PSD95–DlgA–ZO-1 (PDZ) e por regularem a função e estrutura do complexo devido 

sua associação com o citoesqueleto (SUZUKI et al., 2013; ULLUWISHEWA et al., 

2011). 

Figura 6 – Anatomia das junções firmes das células epiteliais intestinais. 

 

Fonte: adaptado de Zihni et al. (2016, p. 2). 
Legenda: a) Breve visão das principais proteínas formadoras de junções firmes. As 
proteínas transmembranas estão representados em cinza no lado esquerdo, dentre elas 
temos os fragmentos de proteínas homóloga 3 (CRB3); em seguida, as proteínas do 
domínio MARVEL, como a ocludina, tricelulina e proteína contendo domínio MARVEL 3. 
As claudinas são representadas mais abaixo, seguidas das substância epicárdica dos 
vasos sanguíneos (SEVS) e as moléculas de adesão juncional (JAMs) e outro tipo de 
proteínas de adesão. No lado direito, estão representadas as proteínas citosólicas 
adaptadoras e ligantes do citoesqueleto (ovais rosa) e bem como proteínas de polaridade 
(ovais azuis). As proteínas ligantes representadas são: zonula ocludens (ZO) ZO1, ZO2 e 
ZO3; cingulina; guanilato quinase associada à membrana invertida (MAGI). As proteínas 
de polaridade representadas incluem: particionamento defeituoso 3 (PAR3) e PAR6; 
proteína associada ao Lin‑1 1 (PALS1); e junção estreita associada a PALS1 (PATJ). 
Alguns componentes de sinalização associados a junções firmes (ovais laranjas) 
representadas são: proteína quinase C atípica (aPKC); CDC42, RAC e RHOA, que são 
RHO GTPases; e seus reguladores, fatores de troca de nucleotídeos de guanina para 
RHO de pequenas GTPases (RHOGEFS; retângulo vermelho). Além disso, uma interação 
entre ZO1 e o regulador transcricional ZO1-associado proteína de ligação a ácido é 
mostrada (oval amarelo - ZONAB). A imagem também representa a associação das 
proteínas citosólicas com microtúbulos (filamentos em azul) a e filamentos de actina 
(filamentos ovais em laranjas). b) Eletromicrografia de criofratura região apical de células 
epiteliais intestinais mostrando as microvilosidades e a rede de junções firmes. 

A regulação e interação das junções firmes com actina e miosina se dá por 

diversas proteínas de sinalização, como a proteína quinase C (PKC, do inglês protein 

kinase C), proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK, do inglês Mitogen 
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Activated Protein Kinases), miosina quinase de cadeia leve (MLCK, do inglês mitogen-

activated protein kinases) e família Rho de pequenas GTPases (ULLUWISHEWA et 

al., 2011). Existem diversas isoformas de PKC no intestino, dentre as quais PKC 

épsilon inibem a secreção de Cl- e a translocação apical PKC alfa diminui a resistência 

transepitelial (RT) (SONG et al., 2001). O MAPK é estimulado por fatores de 

crescimento e estresse, como a prevenção de ruptura das junções frente ao estresse 

gerado pelo peróxido de hidrogênio (PLOTNIKOV et al., 2010).  

As MLCK, por outro lado, regulam a contração do anel actina e miosina e 

sua inibição previne o aumento da permeabilidade nas junções firmes (TURNER et 

al., 1997). A família Rho de pequenas GTPases regulam a estrutura e função das 

junções firmes, assim como desempenham papel importante sob o anel de 

actomiosina perijuncional (NUSRAT et al., 1995). A fosforilação das proteínas 

formadoras das junções firmes influenciam a função de barreira. Por exemplo, uma 

menor fosforilação de ZO-1 em células de rim canino foi reportada por aumentar a 

resistência transepitelial (STEVENSON, et al., 1989). Além disso, a fosforilação de 

ocludinas é importante para a sua associação nas junções firmes (WONG, 1997). 

O transporte transcelular também pode ativar eventos de sinalização 

intracelular que regulam a função barreira das junções firmes. Isso pode ocorrer 

quando as concentrações de nutrientes no lúmen excedem a capacidade dos 

cotransportadores apicais de nutrientes e Na+, como forma de amplificar a absorção 

transcelular de nutrientes (TURNER et al., 2009). Nesse caso, o cotransporte de Na+–

nutrientes desencadeiam contração do anel de actomiosina perijuncional (MADARA; 

PAPPENHEIMER, 1987), através da ativação de MLCK (TURNER et al., 2009). 

Assim, as junções firmes possuem uma grande diversidade de proteínas formadoras 

e regulação extremamente complexa, dessa forma, iremos focar em três proteínas 

formadoras de junções firmes: claudinas, ocludinas e zonulas ocludens (ZO). 

1.6.2.1 Claudinas 

Dentre as proteínas transmembranares formadoras de junções firmes, as 

claudinas tem papel fundamental para manutenção e função deste complexo (WADA 

et al., 2013; SUZUKI et al., 2013). As claudinas são uma família de 27 proteínas (20-

27 KDa) que possuem quatro domínios transmembranares com uma alça intracelular, 
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duas alças extracelulares e dois domínios citoplasmáticos, C-terminal e N-terminal 

(ANGELOW; AHLSTROM; YU, 2008; SUZUKI et al., 2014; TSUKITA; FURUSE; ITOH, 

2001). As alças extracelulares das moléculas de claudinas fazem interações 

homofílicas e heterofílicas com células adjacentes, criando uma barreira ou poro, via 

paracelular, para a passagem seletivas de moléculas (SUZUKI et al., 2013). 

As claudinas identificadas até o momento possuem estrutura semelhante, 

mas o número e posição dos aminoácidos na primeira alça extracelular conferem 

propriedade funcionais diferentes para as diferentes claudinas (AMASHEH et al., 

2009). Dessa forma, as claudinas podem possuir função: de barreira, ou seja, 

diminuem a permeabilidade paracelular; ou de poro, que aumentam a permeabilidade 

paracelular (SUZUKI et al., 2013; TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001). Estudos mostram 

que, no intestino, claudina-1, -3, -4, -5 -8, -9, -11 e -14 são formadoras de barreira, 

enquanto claudina-2, -7, -12, -15 são formadoras de poros (LU et al., 2013).  

Claudinas formadoras de poros podem ser seletivas para cátions ou ânions. 

Por exemplo, as claudina-2 e -12 são formadoras de poros seletivas para cátions por 

possuírem 3 e 4 aminoácidos carregados negativamente na sua primeira alça 

extracelular (LU et al., 2013; SUZUKI et al., 2013). Em geral, os poros tem o diâmetro 

de 4 a 8 Å, variando conforme o tecido, e permitem a difusão de macromoléculas de 

aproximadamente 30 a 40 Å (ZIHNI et al., 2016). As claudinas formadoras de barreira, 

por outro lado, provavelmente possuem uma distribuição e orientação de aminoácidos 

diversos que impedem a permeabilidade tanto de moléculas carregadas, como não 

carregadas (LU et al., 2013; SUZUKI et al., 2013). Além disso, a fosforilação de 

claudinas parecem desempenhar papel na localização e permeabilidade paracelular 

(SUZUKI et al., 2013).  

As claudinas desempenham funções importantes para manutenção e 

função de barreira (ANDERSON; ITALLIE, 2009). Estudo mostrou que a deficiência 

de claudina-1 gera uma perda severa de fluidos e eletrólitos, culminando em 

mortalidade no prazo de 24 horas após o nascimento (FURUSE et al., 2002). Além 

disso, a manutenção adequada de claudina-2 e -15 são cruciais para o retorno de Na+ 

ao lumém intestinal, essencial para a adequada absorção de glicose, de aminoácidos 

e de lipídeos no intestino delgado (WADA et al., 2013). Diversos estudos associaram 
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ajuste de expressão de diferentes claudinas no intestino frente ao desafio com dietas 

deficientes (UENO et al., 2011; SAMPAIO et al., 2016, BROWN et al., 2015). 

1.6.2.2 Ocludina 

A ocludina é uma fosfoproteína tetraspanina (65 kDa), composta por quatro 

domínios transmembranares: duas alças voltadas para o meio extracelular e uma alça 

voltada para o meio intracelular, um N-terminal curto e um longo domínio C-terminal 

citoplasmático (SUZUKI et al., 2013). As duas alças extracelulares da ocludina 

interagem com as células adjacentes, criando uma barreira apenas para 

macromoléculas (AL-SADI et al., 2011), enquanto o domínio C-terminal longo interage 

com ZO-1 para conectar a ocludina ao citoesqueleto (TSUKITA; FURUSE; ITOH, 

2001).  

No intestino, o noucaute de ocludina não afetou a densidade e organização 

de junções firmes, nem alterou a função de barreira e o transporte de íons (SAITOU 

et al., 1998; 2000, SCHULZKE et al., 2005). No entanto, um estudo mostrou que o 

nocaute de ocludina desencadeia inflamação e hiperplasia do epitélio gástrico, atrofia 

testicular e perda de grânulos citoplasmáticos da glândula salivar (SAITOU et al., 

2000). Além disto, o nocaute de ocludina tanto em células Caco-2, como em 

camundongos causam aumento da permeabilidade paracelular a macromoléculas 

(AL-SADI et al., 2011). Um estudo também mostrou que suplementação de zinco 

durante quadros diarreicos melhorou os escores fecais, diminuiu a permeabilidade 

intestinal associado ao aumento de ocludina e ZO-1 (ZHANG; GUO, 2009). Logo, 

esses trabalhos mostram um papel crucial dessa proteína na integridade da barreira 

e montagem das junções firmes.  

1.6.2.3 Zonulas ocludentes 

As zonulas ocludentes (ZOs) são classificadas como membros homólogos 

da família de guanilato quinase associadas a membrana (MAGUK do inglês, 

membrane-associated guanylate kinase) (GONZALEZ-MARISCAL et al., 2003). 

Foram identificado três zonulas ocludentes: ZO-1 (220 kDa), ZO-2 (160 kDa) e ZO-3 

(130 kDa) (ULLUWISHEWA et al., 2011). Estas proteínas são compostas por três 

domínios PDZ (PDZ-1, PDZ-2 e PDZ-3, do inglês PSD95–DlgA–ZO-1,-2 e -3), um 

domínio Src homologia-3 (SH3) e uma região homóloga para a guanilato kinase 
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associada a membrana (GUK) no lado do N-terminal (ANDERSON; ITALLIE, 2009). 

Essas estruturas fornecem surporte intracelular para as junções firmes, sendo 

necessárias para regulação e manutenção dessa estrutura.   

Diferentes proteínas transmembranares se ligam ao domínio N terminal. As 

claudinas ligam-se ao primeiro domínio PDZ, JAMs ligam-se ao terceiro domínio PDZ 

e ocludina liga-se ao domínio GUK (ZINIH et al., 2016). O domínio SH3 liga ZO-1 a 

mecanismos de sinalização juncional por ligação à proteína de ligação de ácido 

nucleico associada a ZO1 (Figura 6), um regulador transcricional e pós-transcricional 

da expressão gênica e uma proteína de choque térmico APG2, também conhecida 

como HSP70RY (FANNING et al., 1998; ZINIH et al., 2016). Nocautes de ZO-1 e ZO-

2 individuais de ambos os adaptadores são letais ainda no período embrionário 

(KATSUNO et al., 2008; XU et al., 2008). Estudo mostrou que a depleção de ZO-1 não 

é capaz de alterar a estrutura de junções firmes, mas desencadeia um atraso na 

organização de ocludina e claudinas (UMEDA et al., 2004). Além disso, a depleção de 

um subtipo de zonula ocludentes parecem causar reajuste na expressão de outra. Por 

exemplo, nocaute de ZO-3 em camundongos leva ao aumento do recrutamento 

juncional de ZO-2 (ADACHI et al., 2006). 

1.6.3 Absorção de carboidratos, proteínas e ácidos graxos 

A manutenção da integridade da barreira epitelial intestinal é de suma 

importância para a absorção adequada de nutrientes e secreção de eletrólitos 

(TURNER et al., 2009). Os nutrientes e líquidos absorvidos, por sua vez, são 

essenciais para suprir as necessidades metabólicas do corpo (FERRARIS; CARREY, 

2000). Em relação a absorção de nutrientes, os carboidratos, proteínas e lipídeos são 

moléculas demasiadamente grandes para serem absorvidas, portanto, são primeiro 

digeridas de forma mecânica e química para serem absorvidas (BOUDRY et al., 2010).  

A digestão dos carboidratos começa na cavidade oral por meio da amilase, 

depois no lúmen intestinal através de enzimas presentes na borda em escova, ou 

microvilosidades, dos enterócitos (KOEPPEN; STANTON, 2009). As proteínas são 

reduzidas a aminoácidos livres e pequenos peptídeos (2-6 aminoácidos) por 

enteropeptidases e pepsinas (FRENHANI; BURINI, 1999). A digestão dos lipídeos, 

por sua vez, começa pelas lipases linguais e gástricas, mas é no duodeno onde a 
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maior parte dos lipídeos são hidrolisados pelas lipases pancreáticas (HAMOSH, 

1995). Após a digestão, os macronutrientes reduzidos são absorvidos via 

transportadores apicais para o interior dos enterócitos e depois para corrente 

sanguínea através de transportadores basolaterais (BOUDRY et al., 2010). 

Na membrana apical, os transportadores de glicose dependente de Na+ 

(SGLT, do inglês sodium-glucose linked transporter-1,-2,-3) transportam glicose e 

galactose (BROUDY et al., 2010). Estes transportadores estão presente em todo o 

intestino delgado, mas é fortemente expresso no duodeno e jejuno (FERRARIS et al., 

1993). Existem três tipos de SGLT-1, -2 e -3, sendo o SGLT-1 o principal 

cotransportador de glicose, galactose e sódio em humanos (BROUDY et al., 2010). O 

SGLT-1 muda sua conformação ao ligar-se a duas moléculas de Na+, permitindo 

acesso da glicose ao receptor (RODRIGUES et al., 2018). Mutação no SGLT-1 causa 

uma doença grave de má absorção de glicose-galactose, que pode ser fatal em 

poucas semanas de vida, se a lactose não for retirada da dieta (WRIGHT, 1998). Outro 

transportador importante na membrana apical é o GLUT5, um membro da família de 

facilitadores do transporte de glicose (GLUT) (BROUDY et al., 2010). Esse 

transportador é específco para a absorção de frutose, sendo encontrado em todo 

intestino delgado, principalmente nas regiões proximais (DAVID; CINGARI; 

FERRARIS, 1995). 

O transportador de peptídeo-1 (PEPT-1, do inglês, Peptide Transporter-1), 

por outro lado, é o principal cotransportador de di/tripeptídeos e H+ nos enterócitos 

intestinais, dependente do gradiente gerado pela bomba Na+/H+ (BROUDY et al., 

2010). Estudo mostra que o PEPT-1 reconhece como substrato cerca de 400 tipos 

diferentes de dipeptídeos e 8.000 tripeptídeos (ADIBI, 1971). Após a absorção, os 

di/tripeptídeos são hidrolisados por peptidases citoplasmáticas e transportados para 

circulação sistêmica através de transportadores basolaterais (BROUDY et al., 2010). 

O PEPT-1 é expresso exclusivamente na membrana da borda em escova (OGIHARA, 

1996), principalmente no duodeno em humanos (TERADA et al., 2005). Existe um 

grande interesse clínico pelo transportador PEPT-1 devido sua capacidade de mediar 

a absorção de fármacos, os fármacos peptideomiméticos, como antibióticos e 

quimioterápicos (RODRIGUES et al., 2018). 
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Os lipídeos, por sua vez, fornecem cerca de 9 Kcal/g, sendo uma 

importante fonte de energia, principalmente nos primeiros meses de vida, onde a fase 

de crescimento exige essa demanda (UAUY; CASTILLO, 2003). O processo de 

absorção de lipídeos acontece primeiro através da incorporação de lipídeos 

hidrolisados por lipases em micelas mistas através da ação detergente dos ácidos 

biliares (BOUDRY et al., 2010). Estas micelas possuem superfícies hidrofílicas as 

quais se difundem facilmente pelo conteúdo luminal aquoso e chegam na borda em 

escova, onde liberam ácidos graxos livres e acilgliceróis que são absorvidos por 

difusão simples, quando as moléculas tem natureza lipofílica, ou por transportadores 

específicos (BOUDRY et al., 2010).  

Os ácidos graxos de cadeia longa são absorvidos, principalmente, por três 

transportadores no intestino delgado: proteína de ligação a ácidos graxos da 

membrana plasmática (FABP do inglês, fatty acid–binding protein), proteína de 

transporte de ácido graxo 4 (FATP4 do inglês, fatty acid transport protein 4) e o 

homólogo de rato da translocase de ácido graxo humano (FAT/CD36 do inglês, fatty 

acid translocase). O FABP também está envolvido no transporte de ácidos graxos 

polinsaturados de cadeia longa (BROUDY et al., 2010) e o FAT/CD36, por sua vez, 

também está envolvido na absorção de colesterol (HUI; LABONTE; HOWLES, 2008). 

Estudo aponta que alguns lipídeos podem ser secretados por celulas intestinais, 

caracterizando um transporte bidirecional (BERGE, 2000). Dessa forma, para evitar 

que ácidos graxos livres e 2 monoacilgliceróis retornem ao lúmem intestinal, ocorre o 

processamento intracelular e liberação basolateral logo após a absorção (BROUDY et 

al., 2010; HANHOFF; LUCKE; SPENER, 2002). 

A absorção de carboidratos e peptídeos é mediada por co-transportadores 

que utilizam o petencial eletroquímico do sódio como fonte de energia impulsionadora 

(BROUDY et al., 2010). Diferente dos lipideos, que são absorvidos por via 

independente de sódio (NASSIR et al., 2007), mas para isto necessitam da ação 

emulsificante de ácidos biliares que são reabsorvidos por transportadores apicais de 

ácidos biliares dependentes de sódio (WADA et al., 2013). Dessa forma, o Na+ é o 

íons mais importante para o transporte transcelular, no qual a manutenção da 

concentração luminal é de extrema importancia para adequada absorção de nutrientes 

(SCHULTZ; CURRAN, 1970). Um importante estudo comprovou que o retorno passivo 
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do Na+ para o lúmen, através da região paracelular, é dependente da adequada 

expressão de claudina-2 e -15 (WADA et al., 2013). 

Após a absorção apical, os transportadores basolaterais medeiam o 

transporte de nutrientes dos enterócitos para corrente sanguínea e vice-versa, com o 

intuito de fornecer nutrientes para o enterócito durante o jejum (BROUDY et al., 2010). 

O GLUT-2 é o principal transportador basolateral de glicose, galactose e frutose 

(BROUDY et al., 2010). Sua expressão é constante em todo intestino delgado 

(LENZEN; LORTZ; TIEDGE, 1996), sendo regulado tanto pelas concentrações lumiais 

de glicose e frutose, com por fatores sistêmicos liberados durante a alimentação (CUI; 

JIANG; FERRARIS, 2003). O GLUT-2 pode ser recrutado para membrana apical 

quando os níveis de carboidratos estão altos (KELLETT, 2008), entretanto, estudos 

mostram que a absorção de glicose e frutose não acontecem caso haja mutação em 

SGLT-1 e nocaute de GLUT-5, respectivamente (BARONE, 2009; WRIGHT, 2002).  

O transporte basolateral de aminoácidos é pouco conhecido (BROUDY et 

al., 2010), mas SNAT 2 e sistema L foram identificados para transporte basolateral de 

aminoácidos de carga neutra, sistema T transportam aminoácidos aromáticos, 

sistema X-
AG transportam os aminoácidos aniônicos e sistema y+L os aminoácidos 

catiônicos (BROUDY et al., 2010). Ao passo que, os lipídeos são transportados na 

região basolateral através da proteína de ligação de ácidos graxos intestinais (I-FABP, 

do inglês intestinal fatty acid–binding protein) e da FABP do fígado (L-FABP do inglês, 

liver fatty acid–binding protein) (BROUDY et al., 2010; HANHOFF; LUCKE; SPENER, 

2002). 

O trato gastrointestinal é o primeiro sistema afetado pela privação 

nutricional. A desnutrição é reportada por aumentar o transporte basal de íons de um 

estado neutro ou fluxo absortivo para secretório, identificado pelo aumento da corrente 

de curto-circuito basal (BUTZNER; GALL, 1988). Ferraris e Carrey (2000) sugeriram 

que o aumento do efluxo de íons para o lúmen intestinal na desnutrição podem ser 

uma resposta adaptativa do epitélio intestinal para aumentar o potencial de membrana 

e gerar uma força eletromotriz para o transporte de nutrientes. Alguns estudos 

corroboram com esta hipótese ao mostrarem um aumento da corrente de curto-circuito 

durante o desafio com glicose no jejuno e íleo desnutrido (BUTZNER; GALL, 1988; 

CAREY; COOK, 1989; DARMON et al., 1993; YOUNG; LEVIN, 1990b). Apesar dos 
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esforços, pouco se sabe sobre a absorção e expressão de transportadores de 

carboidratos, proteínas e lipídeos durante a desnutrição (JACOBI et al., 2013; 

RIBEIRO et al., 2022; SAMPAIO et al., 2016). Além disso, a diversidade das 

deficiências nutricionais, gravidade da desnutrição, tempo de desnutrição e segmento 

intestinal avaliado tornam o estudo da fisiologia intestinal de absorção de nutrientes 

durante a desnutrição um desafio para ciência. Logo, o presente estudo visou 

investigar o papel da desnutrição nos principais transportadores apicais de 

carboidratos, pepetídeos e ácidos graxos: SGLT-1, PEPT-1, FATCD/36 e FATP4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 
 

2 JUSTIFICATIVA E RELVÂNCIA 

A desnutrição nos primeiros anos de vida é um sério problema de saúde 

por estar associada ao aumento do risco de mortalidade (BLACK et al., 2008), ciclo 

vicioso de infecções entéricas subclínica e clínica (SCHORLING et al., 1990; 

GUERRANT et al., 2008), comprometimento do desenvolvimento físico (BLACK et al., 

2008) e cognitivo (GALLER et al., 2012), bem como doenças crônicas na vida adulta 

(DEBOER et al., 2013; GUERRANT et al., 2012). Dessa forma, o estudo da 

patofisiologia associada a desnutrição é de suma importância para compreendermos 

melhor a progressão da doença e para a busca de tratamento mais eficazes. 

Neste sentido, diversos modelos animais têm contribuído para o 

entendimento da fisiopatologia associada à desnutrição (CHALVON-DEMERSAY et 

al., 2019; WADA et al., 2013). No entanto, apenas três dietas experimentais são 

baseadas na deita de populações específicas, sendo fundamentadas apenas nos 

alimentos mais predominantes da alimentação destas populações e não na 

quantidade de energia, macronutrientes e micronutrientes consumidos (BLANTON et 

al., 2016; MAY et al., 2018; TEODÓSIO et al., 1990). Dessa forma, questiona-se o 

quanto estes modelos representam a clínica da desnutrição infantil. 

Além disso, estudos sugerem que alterações morfológicas, funcionais e 

inflamatórias no intestino causadas pela desnutrição parecem ser as principais 

responsáveis para estabelecimento de morbidades a longo prazo e, mesmo com o 

avanço no entendimento dos danos a nível intestinal, a utilização preferencial de 

dietas experimentais com restrição proteica para estudo da barreira morfofuncional 

intestinal, limitam os achados e podem não refletir a desnutrição infantil (ATTIA et al., 

2017).  Dessa forma, compreender as alterações intestinais desencadeadas pela 

desnutrição pode ser o princípio chave para implementação de tratamentos mais 

eficazes. 

Visto isso, este estudo teve como foco principal formular uma nova dieta de 

desnutrição, a dieta MAL-ED, com base na dieta complementar de crianças 

desnutridas de sete países de baixo poder socioeconômico pertencentes ao estudo 

coorte de desnutrição e infecção entérica (MAL-ED, do inglês Malnutrition-Enteric 

Diseases), assim como validar um novo modelo de desnutrição in vivo e avaliar os 
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efeitos da nova dieta de desnutrição na barreira morfofuncional intestinal. 

Hipotetizamos que a dieta MAL-ED irá gerar um quadro clínico de desnutrição em 

camundongos recém-desmamados, assim como irá causar alterações morfológicas, 

histopatológicas e funcionais no epitélio do intestino delgado. Dessa forma, 

poderemos contribuir para ciência com o desenvolvimento de um novo modelo murino 

de desnutrição de relevância clínica e compreender melhor o impacto que este modelo 

causa na barreira morfofuncional intestinal. 
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3 OBJETIVO 

3.1 Objetivo geral 

Desenvolver um novo modelo in vivo de desnutrição baseado na dieta 

complementar de crianças com desnutrição de sete países de baixo poder 

socioeconômico pertencentes ao estudo coorte de desnutrição e infecção entérica - 

MAL-ED, bem como avaliar os efeitos da nova dieta de desnutrição na barreira 

morfofuncional intestinal. 

3.2 Objetivos específicos 

1. Desenvolver uma dieta experimental indutora de desnutrição baseada 

na dieta complementar de crianças desnutridas (HAZ < -2) de sete 

países de baixo poder socioeconômico pertencentes ao estudo coorte 

MAL-ED; 

2. Desenvolver e validar um novo modelo in vivo de desnutrição de 

relevância clínica baseado nos parâmetros corporais, como peso, ganho 

de peso, crescimento, composição corporal e nos níveis séricos de 

albumina; 

3. Investigar os efeitos da nova dieta indutora de desnutrição MAL-ED na 

morfometria, histopatologia e tamanho total do intestino delgado em 

período agudo e crônico de consumo; 

4. Avaliar os efeitos da nova dieta de desnutrição MAL-ED na barreira 

morfofuncional do epitélio no intestino delgado utilizando o teste não 

invasivo de Lactulose/Manitol em período agudo e crônico; 

5. Analisar os efeitos agudo da nova dieta indutora de desnutrição MAL-ED 

nos parâmetros eletrofisiológicos basais e durante a absorção de 

glicose, glutamina e alanil-glutamina na mucosa intestinal utilizando o 

modelo de Câmaras de Ussing; 

6. Identificar os efeitos agudo da nova dieta indutora de desnutrição MAL-

ED nos níveis de transcritos e expressão proteica de transportadores 

intestinais de substratos orgânicos e das proteínas formadoras de 

junções firmes por meio de PCR em tempo real e de Western blotting; 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. População e tamanho da amostra 

Camundongos machos C57BL/6 (n= 11/grupo) provenientes do Biotério 

Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do 

Ceará (UFC) foram mantidos em ciclo claro/escuro (12/12 horas), em ambiente com 

temperatura controlada de 22 ± 2°C, água “ad libitum” e quantidade de ração 

controlada diariamente. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com as 

normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e 

submetidos à aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal do Ceará (nº de protocolo 3941290319), Anexo A. 

4.2. Formulação da dieta de desnutrição MAL-ED 

A nova dieta indutora de desnutrição MAL-ED foi baseada na quantificação 

da dieta complementar de crianças com e sem desnutrição pertencentes ao estudo 

coorte “Etiologia, Fatores de Risco e Interações de Infecções Entéricas e Desnutrição 

e as Consequências para a Saúde e Desenvolvimento Infantil - MAL-ED”. Durante o 

estudo, foi coletado mensalmente dos 9 aos 24 meses de idade os registros das dietas 

complementares das últimas 24 horas de 1.463 crianças, de áreas urbanas, 

periurbanas e rurais de sete países de baixo nível socioeconômico: Bhaktapur, Nepal 

(n = 229); Daca, Bangladesh (n = 208); Fortaleza, Brasil (n = 169); Haydom, Tanzânia 

(n = 210); Loreto, Iquitos, Peru (n = 199); Venda, África do Sul (n = 221); e Vellore, 

Índia (n = 227). A partir disto, foi quantificado o consumo de energia, macronutrientes, 

fibras, 6 vitaminas (niacina, riboflvina, tiamina, folato e vitaminas A e C) e 6 minerais 

(cálcio, ferro, magnésio, potássio, fósforo e zinco) e analisado a diferença do 

percentual dos nutrientes das crianças com desnutrição aguda (WHZ< -2), 

desnutrição crônica (HAZ < - 2) e subnutrição (WHZ< -2) em relação ao percentual da 

dieta de crianças sem desnutrição, descrito por Maciel et al. (2021). Para formulação 

da nova dieta de desnutrição MAL-ED, utilizamos o percentual de diferença no 

consumo de energia, macronutriente, fibras e zinco de crianças com desnutrição 

(HAZ< -2) e sem desnutrição com 24 meses de idade. 

Para que a nova dieta tivesse o padrão alimentar exigido para roedores, a 

dieta padrão para roedores (AIN93-M) foi usada como base para redução da diferença 
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de percentual de energia, macronutrientes, fibras e zinco. A formulação e produção 

das dietas MAL-ED e controle (AIN-93M) foram realizadas pela empresa Rhoster® 

(Araçoiaba da Serra, São Paulo, Brasil). A composição centesimal da nova dieta de 

desnutrição foi avaliada pelos seguintes métodos: dumas, perda por secagem, 

gravimetria, absorção atômica pela empresa CBO® (Valinhos, São Paulo, Brasil).  

O método de dumas consiste na determinação de nitrogênio na amostra 

por meio de combustão e leitura do nitrogênio molecular oxidado em equipamento 

específico (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). A perda por secagem é realizada para 

determinar a umidade na amostra (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). A gravimetria 

é um método analítico de separação e pesagem dos elementos de uma amostra 

(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). A empresa aplicou o método de gravimetria para 

determinação de lipídeos, fibra alimentar e sulfatos.  A absorção atômica consiste na 

determinação quantitativa de metais, semimetais e alguns não metais em amostras 

(KRUG; NOBREGA; OLIVEIRA, 2004). Estes métodos em conjunto permitiram a 

quantificação de umidade e voláteis, proteína bruta, extrato etéreo por hidrólise ácida, 

fibra bruta, cálcio, fósforo e zinco. A quantidade de carboidrato foi estimada pela 

diferença nas porcentagens de macronutrientes.  

4.3 Desenho experimental 

O novo modelo murino de desnutrição constituiu-se no tratamento com 

dieta MA-LED (grupo desnutrido) ou com dieta controle AIN93-M (grupo controle). O 

modelo foi conduzido conforme Brown et al., (2016) com algumas adaptações. 

Camundongos C57BL/6 machos com 21 dias de idade tiveram o peso corpóreo, o 

comprimento da cauda e a composição corporal aferidos para, então, serem 

distribuídos de forma randômica nos grupos: Controle e Desnutrido. O protocolo foi 

conduzido por um período total de 28 dias para caracterização temporal dos efeitos 

da dieta nos parâmetros corporais (Figura 7). O consumo de ração foi controlado 

diariamente para que o grupo desnutrido consumisse a mesma quantidade que o 

grupo controle. O peso corporal foi mensurado diariamente, o consumo de água a 

cada dois dias e a cada sete dias os animais foram avaliados quanto ao 

desenvolvimento corporal e composição corporal. Nos dias 7 e 28 de protocolo, os 

animais foram anestesiados por via intramuscular com cloridrato de cetamina (90 

mg/Kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/Kg). Após a anestesia, foi feito uma laparatomia 
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mediana longitudinal para a coleta de sangue, cerca de 1,5 ml, através da punção 

cardíaca e do tecido intestinal. O intestino foi identificado, seccionado, mensurado o 

tamanho total e coletado nas porções duodeno, jejuno e íleo. Logo em seguida, os 

animais foram eutanasiados por meio de exsanguinação. Os segmentos do duodeno, 

jejuno e íleo foram divididos em duas porções: uma, com cerca de 4,0 cm para 

realização do raspado da mucosa e, então, armazenados a -80 ºC para a posterior 

avaliação por RT-PCR e Western blotting; e outra porção com cerca de 2,0 cm foram 

fixadas em formaldeído tamponado a 10% para a avaliação morfométrica e 

histopatológica. Amostras de sangue foram submetidas a centrifugação por 3.000 rpm 

por 15 min para separação do soro utilizado na avaliação das concentrações séricas 

de albumina. Duas linhas experimentais foram conduzidas exclusivamente para coleta 

de amostras de jejuno para avaliação nas Câmaras de Ussing e para aplicação do 

teste de Lactulose e Manitol. 

Figura 7- Desenho experimental do modelo de desnutrição com a dieta 

MAL-ED. 

 

Fonte: autor. 
Animais C57BL/6 machos (21 dias de idade) foram pesados, medido o comprimento total, 
composição corporal e, em seguida, foram divididos randomicamente nos grupos: controle 
(consumo de dieta AIN-93M) e desnutrido (consumo da MAL-ED). O protocolo de consumo 
das dietas foi seguidos por 28 dias (barra preta 28 dias) e sete dias (barra preta 7 dias). O 
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peso e a ingestão de ração foram avaliados diariamente, enquanto o comprimento total e 
a composição corporal foram avaliados a cada sete dias. Ao final dos dias 7 e 28, os 
animais foram anestesiados via intramuscular, submetidos a laparatomia mediana 
longitudinal para coleta de sangue e tecido intestinal nos três segmentos: duodeno, jejuno 
e íleo. As amostras coletadas e devidamente identificadas foram acondicionadas em – 80 
ºC (sangue e intestino) e fixados em formaldeído tamponado a 10%. 

4.4. Grupos Experimentais 

 Os grupos experimentais utilizados foram os seguintes: 

1. Controle 7D: os animais consumiram a dieta controle (AIN-93M) por 

um total de 7 dias; 

2. Desnutrido 7D: os animais consumiram a dieta MAL-ED por um total 

de 7 dias; 

3. Controle 28D: os animais consumiram a dieta controle (AIN-93M) por 

um total de 28 dias; 

4. Desnutrido 28D: os animais consumiram a dieta MAL-ED por um total 

de 28 dias. 

4.5. Análise da composição corporal: Bioimpedância elétrica 

Os animais foram submetidos à avaliação corporal por bioimpedância tetra 

polar (ImpediVET®, Carlsbad, California, EUA) nos dias 0, 7, 14, 21 e 28. Para isto, 

os camundongos foram anestesiados com cloridrato cetamina (90 mg/Kg) e cloridrato 

de xilazina (10 mg/Kg), colocados sob uma superfície não condutora com membros 

posteriores e anteriores em perpendicular ao corpo e a cauda foi estendida 

distalmente. Quatro agulhas (calibre 25x12) foram inseridos na região subdérmica ao 

longo da linha média dorsal: dois eletrodos centrais e dois eletrodos periféricos 

(Figura 8). Os eletrodos centrais foram inseridos entre as orelhas e as patas traseiras, 

interceptando a linha imaginária do músculo da coxa com a linha média do corpo, 

enquanto, os eletrodos periféricos foram inseridos entre os olhos e a região da base 

da cauda. Os eletrodos periféricos foram inseridos cerca de 1,0 dos eletrodos centrais. 

As agulhas foram, então, acopladas aos seus respectivos eletrodos e ao dispositivo, 

conforme especificado pelo fabricante: eletrodo azul entre os olhos; eletrodo vermelho 

entre as orelhas, eletrodo amarelo entre as patas traseiras e eletrodo preto na base 

da cauda (Figura 8). 
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Figura 8 - Esquematização do procedimento experimental da 

bioimpedância elétrica. 

 

Fonte: autor. 

Primeiro os animais foram anestesiados por via intramuscular e, em seguida, foram 

dispostos sob superfície não condutora com membros anteriores e posteriores dispostos 

perpendicular ao corpo. Foram utilizadas quatro agulhas, que foram inseridas em região 

subdérmica, entre os olhos, entre as orelhas, entre os músculos das patas anteriores e na 

base da cauda. As agulhas foram acopladas em eletrodos acoplados ao equipamento. 

Medidas de comprimento entre os eletrodos centrais (agulhas vermelhas) e peso foram 

adicionados no equipamento e, por fim, acionado a mensuração. 

O comprimento entre os eletrodos centrais foi mensurado e registrado no 

equipamento, assim como o peso do animal. Em seguida, a corrente elétrica foi 

acionada, os parâmetros de bioimpedância de resistência e reatância foram obtidos 

por um único espectro de 4 a 1 MHz numa série de 256 pontos. O dispositivo utiliza 

uma plotagem de impedância complexa para determinar a água corporal total, fluído 

extracelular e fluído intracelular, enquanto a massa livre de gordura, massa gorda e 

índice de massa corporal são calculadas através de um software acoplado ao 

dispositivo (CARLE, 2010). Os valores de água corporal total foram divididos pelo 

peso do respectivo animal, com o intuito de normalizar o resultado, e expresso em 

percentual. 

4.6. Avaliação do desenvolvimento corporal 
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O comprimento corporal dos animais foi mensurado nos dias 0, 7, 14, 21 e 

28 para a avaliação do desenvolvimento corporal dos animais. Para isso, os 

camundongos foram rapidamente anestesiados por isoflurano (Cristália®, São Paulo, 

Itapira) (SCHWARZER et al., 2016), em seguida, foram posicionados sob uma 

superfície plana, de forma alinhada e comprimento corporal total (comprimento 

corporal + comprimento da cauda) foi medido com auxílio de um paquímetro digital 

(Mitutoyo®, Suzano, São Paulo, Brazil). 

4.7. Avaliação das concentrações séricas de albumina 

A análise das concentrações séricas de albumina foi medida nos dias 7 e 

28 com o intuito de avaliar o estado nutricional de proteínas viscerais. Geralmente as 

proteínas viscerais são reduzidas quando há deficiência de ingesta de proteína (ACF, 

2010). Os níveis de albumina foram medidos através do kit de dosagem da Labteste® 

(Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). As amostras foram preparadas conforme 

instruções do fabricante: amostra (10 µl de soro mais 1,0 ml do reagente de cor), 

branco (1,0 ml do reagente de cor) e o padrão (10 µl do padrão mais 1,0 ml do reagente 

de cor). As soluções foram levemente misturadas, e após 2 min foram realizadas as 

leituras utilizando o espectro de 630 nm de comprimento de onda em 

espectrofotômetro Labquest® (Oregon, EUA). 

4.8. Análise morfométrica e estudo histopatológico 

Os segmentos obtidos do duodeno, jejuno e íleo foram fixados em formol a 

10%. Decorridas 18 h, os fragmentos foram retirados do formol e colocados em álcool 

etílico a 70% até o processo de parafinização. Após a desidratação, com 

concentrações crescentes de álcool etílico (70, 80, 90 e 100%), foram realizados o: 

processo de parafinização, cortes histológicos de 5 µm de espessura e a coloração 

em hematoxilina e eosina. Posteriormente, com o auxílio de um microscópio óptico 

acoplado ao sistema de aquisição de imagens (LEICA) e o programa Image J versão 

1.5a (National Institutes of Health, EUA), foram medidas as áreas de 10 vilos e 10 

criptas para cada lâmina, com o intuito de analisar o impacto agudo e crônico da dieta 

MAL-ED na morfometria intestinal.  

Para a análise histopatológica das amostras, as possíveis lesões foram 

analisadas de acordo com o sistema de escores de severidade do infiltrado 
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inflamatório sugerido por Erben et al. (2014) com algumas adaptações, Tabela 4. As 

adaptações consistem na utilização apenas do critério de severidade e inclusão do 

edema no escore 1. A análise histopatológica foi realizada por um patologista. 

Tabela 4 – Escores histopatológicos para inflamação no intestino delgado. 

Critério Definição Escore 

Severidade Normal: menos que 10% de leucócitos na mucosa 0 

Leve: 10 - 25% de leucócitos na mucosa e edema nos vilos 1 

Moderado: 26 – 50% de leucócitos na mucosa, submucosa 

e edema 

2 

Intenso: > 51% de leucócitos transmural e edema nos vilos 3 

Fonte: adaptado de Erben et al., (2014). 

4.9. Avaliação da barreira funcional do epitélio intestinal – teste 

Lactulose/Manitol mensuração dos marcadores por HPLC-PAD 

Um grupo experimental foi conduzido exclusivamente para avaliação do 

teste de lactulose e manitol, com o intuito de que o jejum necessário para condução 

deste teste não interferisse nos demais parâmetros avaliados neste estudo. 

Inicialmente, os animais foram submetidos a um período de adaptação ao ambiente 

de coleta, que consistiu em permanecer em gaiolas metabólicas 2 h/dia durante 5 dias 

antes da aplicação do teste. Nas últimas 24 h antes do teste, todos os animais 

permaneceram nas gaiolas metabólicas. Durante essas 24 h, 16 h foram 

correspondentes a alimentação com a dieta isocalórica G (Rhoster®, São Paulo, 

Brasil), dieta pobre em carboidrato, e 8h de jejum, para evitar que os carboidratos da 

dieta interferissem na análise posterior. Após jejum, todos os animais receberam por 

gavagem 200 µl de uma solução contendo 5,0 g de Lactulose (Duphar Laboratories, 

Southampton, Reino Unido) e 1,0 g de Manitol (Henrifarma Chemicals and 

Pharmaceuticals LTDA, São Paulo, Brasil) dissolvido em 20 mL de água. Amostras de 

urina, preservadas em 0,236 mg/mL de clorexidina (Sigma Chemical, St Louis, MO), 

foram coletadas 24 h após a administração da solução teste. Os animais 

permaneceram consumindo a dieta isocalórica G durante o período de coleta. Os 

volumes das amostras foram registrados e centrifugados a 10.000 rpm por 3 minutos, 
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para, então, 50 μl de uma solução do padrão interno (3,6 mM de melibiose diluído em 

2,9 ml de água destilada) ser adicionado a 50 μl de cada amostra. A solução foi 

centrifugada (10.000 rpm por 3 min) e 50 μl foi usado para determinação dos açúcares. 

Duas soluções padrões de carboidratos foram usadas para calibrar o sistema 

cromatografia líquida da alta pressão acoplado ao detector amperométrica pulsada 

(HPLC-PAD), baseado no método previamente descrito por Barboza et al., (1999). 

Curvas padrões dos açúcares lactulose, Inositol (padrão interno) e manitol foram 

medidas concomitantes no mesmo batch com as amostras de urinas dos animais por 

HPLC-PAD (Barboza et al., 1999). 

A detecção dos açucares foi feita no equipamento UltiMate 3000® (Thermo 

Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), através de, um detector amperométrico 

pulsado com a forma de onda consistindo no seguinte perfil potencial-duração: 

amostragem, 0,15 V, 720 ms; oxidação, 0,70 V, 120 ms; redução, -0,30 V, 360 ms. A 

faixa de saída do detector foi ajustada em 1,0 mA com um tempo de resposta de 

integração de 3 s. As taxas de excreção de lactulose e manitol foram quantificadas 

usando um BioAutoIon 450 Data System (Dionex, Sunnyvale, Califórnia, EUA). 

4.10. Avaliação dos parâmetros eletrofisiológicos basais e durante o transporte 

de peptídeos e carboidratos por Câmara de Ussing 

 O sistema de câmara de Ussing fornece um método valioso, comprovado 

e muito utilizado para a medição do transporte de eletrólitos, nutrientes e drogas 

através dos tecidos epiteliais. Utilizamos o método de câmaras de Ussing para avaliar 

corrente de curto-circuito (CCC), resistência elétrica transepitelial (RT) e diferença de 

potencial (DP) em segmentos do jejuno de animais controles e desnutridos no sétimo 

dia experimental, sob condições basais e durante o desafio com concentrações 

crescentes de glutamina, alanil-glutamina e glicose. A porção intestinal do jejuno foi 

escolhida por apresentar maiores alterações morfológicas no tempo agudo e por ser 

o maior segmento de absorção do intestino delgado. Todo o protocolo foi seguido 

conforme descrito por Soares (1996). 

O sistema das câmaras de Ussing podem ser separados em três partes: a 

primeira parte compreende as hemicâmaras, que mantém os tecidos intestinais, e os 

recipientes de soluções perfusantes, que mantém o sistema permanentemente aerado 
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e com temperatura constante; a segunda parte é composta pela conexão elétrica das 

hemicâmaras, que correspondem as pontes salinas (cânulas de polietileno com 

solução Krebs-ágar) e os eletrodos de prata e calomelano (Beckman Instruments Inc., 

Ivirne, Califórnia, Estados Unidos); e a terceira parte é constituída pelo fixador 

automático de voltagem BIC modelo #AVC – 300 (Buck & Co. Inc. Franklin, 

Massachusetts, Estados Unidos). A conexão das hemicâmaras com o fixador de 

voltagem ocorre por 2 pares de pontes salinas conectadas aos eletrodos. 

As pontes salinas juntamente com os eletrodos de calomelano e as 

soluções que preenche as câmaras possibilitam processos de difusão de íons nas 

interfaces de contato, originando potenciais de junção líquida. Portanto, mesmo sem 

os fragmentos dos tecidos, pode ser gerado uma diferença de potencial (DP) devido 

as junções entre os componentes citados acima. A diferença de potencial gerada pode 

ser igual a zero, menor que zero ou maior que zero, sendo equivalente a criação de 

uma bateria e possuindo uma resistência intrínseca. Dessa forma, tentou-se trabalhar 

com a menor diferença de potencial possível. 

O princípio da técnica consiste na medição de diferença de potenciais e 

corrente de curto-circuito produzidos pelos tecidos vivos como respostas as 

propriedades do mesmo em gerar fluxos iônicos. Para isto, foi acionado uma tensão 

antagônica à preparação, cuja a resultante foi uma DP desejada, para medir a CCC 

produzida e com estes dados foi calculado a resistência inerente do tecido. 

4.10.1 Solução perfusora e soluções teste 

Duas soluções fisiológicas principais foram preparadas para realização do 

experimento nas câmaras de Ussing, foram elas: Ringer e Krebs-Ringer Bicarbonato. 

O Ringer foi utilizado para a irrigação durante a cirurgia e limpeza de resíduos fecais 

do lúmen no segmento de jejuno após a coleta. Já o Krebs-Ringer Bicarbonato, foi 

usado tanto como solução perfusora do epitélio jejunal montado nas câmaras quanto 

como diluente das outras soluções utilizadas no teste. A solução Ringer foi constituída 

de 111,2 mM de NaCl (6,5 g), 1,878 mM de KCl (0,14 g), 1,081 mM de CaCl2 (0,12 

g), 2,381 mM de NaHCO3 (0,20 g), 0,08335 mM de NaH2PO4 (0,01 g) (MERK 

Chemicals, Darmstadt, Germany). Foram dissolvidos em 1 L de água destilada a 

temperatura ambiente, com auxílio de um agitador magnético com placa aquecedora 
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modelo NUOVA™ II THERMOLYNE® stirring hotplate (Barnstead/Thermolyne 

Corporation, Dubuque, Iowa, USA) (SOARES, 1996; CLARKE, 2009; SAMPAIO, 

2016). 

 A solução de Krebs-Ringer Bicarbonato, por outro lado, foi composta por 

115 mM de NaCl (6,72 g), 25 mM de NaHCO3- (2,1003 g), 2,4 mM de K2HPO4 (0,4181 

g), 1,2 mM de CaCl2.2H2O (0,1764 g), 1,2 mM de MgCl2.6H2O (0,2439 g), 0,4 mM 

de KH2PO4 (0,0544 g), os compostos foram fornecidos pela MERK (MERK 

Chemicals, Darmstadt, Germany). Sendo esta solução também preparada com auxílio 

de um agitador magnético com placa aquecedora modelo NUOVA™ II 

THERMOLYNE®, dissolvida em 1 L de água destilada a temperatura ambiente 

(SOARES, 1996; CLARKE, 2009; SAMPAIO, 2016). Todos os solutos foram pesados 

na balança analítica METTLER TOLEDO AB104-S (Mettler instrument Corporation, 

Hightstown, New Jersey, USA). A osmolaridade das soluções foi confirmada em 

osmômetro WIDE-RANGE OSMOMETER (Advance Instruments Inc., Newton 

Highlnds, Massachusets, USA) ficando em torno de 280 a 300 mOsm/L e o pH foi 

corrigido para pH 7,4 usando um pHmetro QUIMIS® Q400AS (Quimis Aparelhos 

Científicos, Diadema, São Paulo, Brasil), o que se assemelha a condições fisiológicas, 

sendo a solução armazenada em geladeira de 2 a 8 °C. 

Após a preparação das soluções acima descritas, foram feitas as pontes 

de Krebs-Ringer Bicarbonato -ágar utilizadas para conectar os eletrodos de corrente 

e voltagem às câmaras, e consequentemente, manter os eletrodos em contato com a 

solução perfusora que banha o epitélio. Para isto, foi pesado 2,4 g de Ágar (Sigma-

Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) na balança analítica METTLER TOLEDO AB104-S 

e adicionado a 50 ml da solução Krebs-Ringer Bicarbonato dentro de um Becker de 

100 ml. A solução foi preparada em banho-maria, fervida em temperatura de 80 a 100 

°C e homogeneizada com uma bala magnética pequena em agitação na velocidade 3 

por um período de 30 minutos, utilizando para isto um agitador magnético com placa 

aquecedora modelo NUOVA™ II THERMOLYNE®. Em seguida, a solução foi 

distribuída nos cartuchos dos eletrodos, evitando a formação de bolhas, que podem 

interferir na captação do sinal elétrico pelos eletrodos.  

Foram preparadas também duas soluções de perfusão, uma solução de 

Krebs-Ringer Bicarbonato glicosada e outra de Krebs-Ringer Bicarbonato-Manitol, 
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ambas na concentração de 10 mM por ml de Krebs-Ringer-Bicarbonato. Para 

preparação do Krebs-Ringer Bicarbonato glicosado, foi dissolvido 0,0901 g de glicose 

(MERK Chemicals, Darmstadt, Alemanha), em 50 ml de Krebs-Ringer Bicarbonato, 

Esta solução foi usada para perfusão do lado basolateral do epitélio jejunal nas 

câmaras. A solução de Krebs-Ringer Bicarbonato-manitol na mesma concentração, 

foi preparada em paralelo para ser adicionada do lado luminal do jejuno nas câmaras. 

Para preparar o Krebs-Ringer Bicarbonato-Manitol foi adicionado 0,0911 g de manitol 

(MERK Chemicals, Darmstadt, Germany) em 50 ml de Krebs-Ringer Bicarbonato. 

Também foram feitas duas soluções de viabilidade, uma solução de 

teofilina e outra de glicose, que foram usadas para confirmar se o tecido testado 

estava viável ao final do experimento e validar os resultados da câmara em que esse 

tecido foi utilizado. Ambas as soluções de teofilina e glicose foram feitas na 

concentração de 250 Mm, para isso, foi pesado 0,0901 g de Theophylline (Sigma-

Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) e 0,09008 g de L-Glucose (MERK Chemicals, 

Darmstadt, Germany), cada uma foi dissolvida em 2 ml de Krebs-Ringer Bicarbonato, 

separadamente. Estas soluções foram preparadas nesta concentração para que ao 

serem adicionadas 0,2 ml aos 4,8 ml da solução de perfusão, chegassem ao volume 

de 5 ml e concentração final de 10 mM. 

Utilizamos soluções a 1 mM, 20 mM, 70mM, 200 mM e 700 mM de glicose, 

L-glutamina (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) e L-alanil-glutamina (Rexim SA, 

Courbevoie, França) neste trabalho. As soluções desses substratos foram dissolvidas 

em KRB, de modo que, cada uma delas apresentasse 300 mOsm e a concentração 

desejada. As soluções com substratos foram preparadas de forma que, para obter 

cada ponto experimental na concentração desejada para realização da curva dose-

resposta. Foi adicionado o volume de 100 µl da solução final de cada concentração 

dos substratos no reservatório de circulação das câmaras, do lado apical do jejuno 

montado, retirando deste reservatório, igual volume antes da adição, reduzindo assim 

a margem de erro no instante da adição e prevenindo também alterações no pH e na 

osmolaridade Inicial. 

4.10.2 Montagem das Câmaras Ussing e coleta da amostra 

4.10.2.1 Montagem das câmaras e calibração do sistema 
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Antes do procedimento cirúrgico para coleta do material, o sistema das 

Câmaras de Ussing foram devidamente montados e ajustados para posterior fase 

experimental. O amplificador EVC4000 PRECISION V/I CLAMP (World Precision 

Instruments, Sarasota, Florida, USA) e pré-amplificadores EVC3 Preamplifier (World 

Precision Instruments, Sarasota, Florida, USA) foram ligados pelo menos 1 h antes de 

iniciar o experimento para que houvesse a estabilização de todo circuito elétrico das 

câmaras. O amplificador foi colocado o botão Meter na posição mV (milivolts), o botão 

Zero na posição (+), os potenciômetros do Fluid Res. Compensation e Set Clamp I/V 

foram zerados e o botão PD (Potential Difference). As cânulas juntamente com os 

eletrodos (dois de calomel e dois de prata) (Beckman Instruments Inc., Ivirne, 

Califórnia, Estados Unidos) conectados ao fixador automático de voltagem BIC 

modelo #AVC – 300 (Buck & Co. Inc. Franklin, Massachusetts, Estados Unidos) foram 

acopladas aos orifícios de cada uma das hemicâmaras. Após ligados, com o pré-

amplificador na posição de Stand by e o botão Dummy Membrane na posição out, foi 

zerada no voltímetro a diferença de potencial do sistema sem solução, mostrada no 

display do amplificador em mV. Para isso, foi utilizado o botão de controle grosseiro 

(Coarse) e o botão de controle fino (Fine) ambos localizados no pré-amplificador. Os 

cartuchos contendo as pontes de Krebs-Ringer-Bicarbonato -ágar são acopladas a 2 

eletrodos de voltagem vermelhos (V1 e V2) e 2 eletrodos azuis de prata para corrente 

(I1 e I2) (World Precision Instruments, Sarasota, Florida, USA), estes são conectados 

as câmaras de Ussing, I1 e V1 em uma hemicâmara e, I2 e V2 na outra hemicâmara 

complementar. Após conectados os cartuchos e eletrodos, foram colocados 5 ml de 

Krebs-Ringer Bicarbonato dentro de cada reservatório de circulação, como não tem 

tecido montado ainda, o líquido fluiu de um lado para o outro da câmara sem nenhuma 

resistência. 

Em seguida, a aeração carbogênica é ligada, a bomba termoestável 

começa a aquecer a solução Krebs-Ringer-Bicarbonato para a temperatura de 37,8 

°C e o período de 1 a 2 h começa a ser contato para estabilização do sistema. Após 

o período de estabilização, girou-se o botão de Stand by para Operate no pré-

amplificador e foi feita a avaliação de qualidade das pontes de ágar feitas pela 

conexão dos eletrodos com os cartuchos contendo Krebs-Ringer-Bicarbonato -ágar 

em seu interior. A avaliação é feita inicialmente olhando a diferença de potencial 

espontâneo gerada em cada câmara com a utilização somente do Krebs-Ringer-
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Bicarbonato. Se a DP fosse maior que 3 mV era avaliado se tinham bolham nos 

cartuchos e foi feita a troca dos cartuchos dos eletrodos de corrente I1 e I2. As trocas 

tinham o objetivo de deixar a DP o mais próximo possível de -1,0 a +1,0 mV para cada 

Câmara. Após a redução da DP para o mais próximo de ±1,0, esta DP foi zerada 

utilizando o botão Coarse no pré-amplificador, e em seguida foi zerada também a 

resistência do fluido (solução de Krebs-Ringer-Bicarbonato), apertando o botão Fluid 

Res. Compensation, que aplica uma corrente (µA) pré-definida pelo sistema, 

permitindo assim, ver a DP (mV) no display do voltímetro do amplificador.  Diante 

desta informação, foi girado o potenciômetro do Fluid Res. Compensation até o display 

do voltímetro mostrar 0 mV de DP, indicando que a resistência do Krebs-Ringer-

Bicarbonato foi zerada, indicando que posteriormente apenas a resistência do epitélio 

será observada (FIELD, 1971; SOARES, 1996). 

A fim de evitar que a resistência elétrica do sistema fosse muito alta e que 

prejudicasse a leitura da resistência do tecido, caso esta fosse muito baixa, não 

mostrando o real valor, foram verificadas as resistências do sistema de eletrodos, de 

voltagem e de corrente com a utilização de um multímetro LUATEK modelo LK-96 

(China).  

4.10.2.2 Coleta de amostra 

No dia 7 de consumo das dietas, os animais foram inicialmente conduzidos 

ao procedimento cirúrgico. Após a anestesia com cloridrato de cetamina (90 mg/Kg) e 

xilazina (10 mg/Kg) por via intramuscular, foi feita uma incisão de cerca de 2 cm na 

porção média do abdômen sobre a linha Alba. O intestino delgado foi exposto e a 

região correspondente ao jejuno foi devidamente identificada, quanto a sua 

localização anatômica. Cerca de 8 cm do jejuno foi seccionado e transferido para uma 

placa de petri contendo solução de Ringer a cerca de 4 ºC. A porção foi limpa com 

solução de Ringer e varetado em bastão de vidro. Em seguida, foi feita uma incisão 

superficial à margem da inserção mesentérica, profunda o suficiente para cesurar as 

camadas serosa, muscular longitudinal externa e muscular circular interna. O lado 

mucoso foi rapidamente dissecado da camada muscular, aberto com bisturi e cortado 

em segmentos de 1,0 cm. Cada segmento foi colocado cuidadosamente, com o auxílio 

de pinças, na hemicâmara de acrílico, no qual o lado mucoso ficou voltado para cima. 

A segunda hemicâmara foi, então, encaixada por pinos na primeira hemicâmara com 
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tecido e fixadas no suporte das câmaras. Simultaneamente, as câmaras foram 

preenchidas com 5,0 ml de solução de Krebs glicosado no lado seroso do tecido e 

igual volume de solução de Krebs-Manitol no lado mucoso. Por conseguinte, as 

câmaras foram conectadas, e a circulação do perfusato foi liberada. Para a circulação 

e aeração dos 5 ml das soluções perfusoras Krebs-Glicose e Krebs-Manitol, foi 

utilizada uma mistura carbogênica de 95% de oxigênio e 5% de dióxido de carbono. 

A temperatura do perfusato foi mantida em 37,8 ºC pela circulação constante de água 

aquecida entre as paredes da camisa dos reservatórios de circulação dos perfusatos 

das câmaras, que foram conectados a uma bomba de circulação termoestável (Haake 

FE2, Berlin, Germany), ligada pelo menos 2 h antes de começar a experimentação. 

Com o objetivo de contornar a perda de perfusato por meio da evaporação, 

uma marcação com um traço horizontal no reservatório de circulação foi feita 

utilizando uma caneta Marcador CD/Retroprojetor 2.0 azul. Desta forma, quando o 

volume presente no reservatório ficava abaixo da marcação, este volume era reposto, 

tanto do lado mucoso quanto do seroso, mantendo assim, praticamente constante, o 

volume de 5 ml utilizados em cada reservatório (SOARES, 1996). 

4.10.3 Medidas elétricas 

Foram coletados dados referentes a Diferença de Potencial basal (DP), 

Resistência transepitelial (RT) Corrente de curto-circuito (CCC). Para registrar a DP, 

o botão PD foi apertado, uma luz verde ao lado deste botão acendeu, o botão Meter 

foi mantido virado para mV e no display mostrou a diferença de potencial basal 

espontâneo entre o lado mucoso e seroso do epitélio do jejuno montado, sem a 

aplicação de corrente pelo sistema. Já para registrar a RT, usa-se o botão CC (Current 

Clamp), este botão acionado tem a função de aplicar uma corrente predefinida fixa de 

50 µA através do tecido, e como esta corrente foi determinada pelo operador, por meio 

do potenciômetro Set Clamp I/V, foi possível calcular a RT. Com a aplicação de uma 

corrente, uma voltagem foi gerada pela diferença de potencial desencadeada pela 

corrente e sua ação no transporte de cargas através do tecido. O valor de da voltagem 

é registrado e mostrada no display do amplificador, como o valor de corrente é de 

conhecimento do operador, o cálculo da RT é feita por meio da Lei de Ohm, com a 

fórmula RT = ΔDP/i, onde ΔDP corresponde a voltagem registrada logo após a 

aplicação da corrente de 50 µA (DP2) menos a voltagem mostrada na diferença de 
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potencial basal (DP1), e i corresponde a corrente aplicada pelo sistema, que neste 

caso foi de 50 µA.  

Já a CCC corresponde a corrente necessária para anular ou torna 

desprezível a resistência de um sistema, neste caso o sistema foi o epitélio intestinal. 

Para se mensurar a CCC foi apertado o botão VC (Voltage Clamp) e uma luz laranja 

acendeu ao lado do botão, mostrando que uma voltagem/tensão/DP foi fixada naquele 

momento. O objetivo agora foi zerar a voltagem/tensão/DP por meio da aplicação de 

uma corrente capaz de anular a RT do tecido estudado. Para adicionar a corrente foi 

utilizado o potenciômetro Set Clamp I/V, logo, quando a DP mostrada o display do 

amplificador foi 0,0 mV, o valor mostrado no potenciômetro foi considerado o valor de 

CCC.  

 Após a montagem dos tecidos nas câmaras, foi acionando a função de 

Clamp de voltagem por meio do botão VC para a observação da resistência inicial do 

tecido, por meio da corrente. O tecido deveria ser substituído por outro, caso: quando 

acionado o botão VC, o tecido apresentasse corrente de 0 µA, o que indicaria ausência 

de transporte e possível morte tecidual; quando mostrasse overload de corrente no 

sistema, neste caso seria emitido um sinal sonoro e observado no display do 

amplificador uma corrente superior a 1000 µA. Após a montagem dos tecidos em 

todas as câmaras e as devidas substituições de tecidos, quando necessárias, foi 

aguardado um período de 20 minutos para estabilização da diferença de potencial nas 

câmaras montadas. 

4.10.4 Curva dose-resposta da glutamina, alanil-glutamina e glicose 

Durante os primeiros 20 min foram feitas medidas elétricas para monitorar 

a viabilidade dos tecidos. Também foi realizado um teste inicial com glicose (5 mM/ml) 

para avaliar a responsividade dos tecidos, para isto, substituímos 100 µL de solução 

de Krebs do laco mucoso por 100 µL de glicose (10 mM) e medimos os valores 

elétricos, descrito no subitem 4.10.3. Segmentos intestinais que não responderam aos 

testes elétricos iniciais foram substituídos por outro tecido dissecado. Para o teste de 

co-transporte, as concentrações crescentes de glutamina, alanil-glutamina e glicose 

foram adicionados a cada 20 minutos, 100 µL da perfusora de Krebs-Ringer-

Bicarbonato-Manitol foram substituídos por 100 µL de concentrações crescentes das 
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soluções testes mencionadas no subitem 4.10.1. Ao final do experimento, 200 µL da 

solução perfusora de Krebs-Ringer-Bicarbonato-glicose do lado seroso foram 

substituídos por 200 µL de solução de teofilina 250 mM e avaliado por 10 min. O 

mesmo foi feito com a solução de viabilidade com glicose 250mM, só que neste caso 

foi substituído 200 μL da solução perfusora de Krebs-Manitol do lado mucoso por 200 

μL de solução de viabilidade com glicose 250 mM e avaliado por 10 min. O teste com 

teofilina foi realizado com o intuito de testar a viabilidade e responsividade elétrica da 

membrana. Caso o sistema de voltagem apresentasse uma sobrecarga de corrente, 

os dados obtidos dessa câmara eram eliminados. Câmaras que não alteraram a 

corrente de curto circuito com a adição de teofilina também foram excluídas da análise 

final. Os registros das medidas elétricas da corrente de curto-circuito, diferença de 

potencial elétrico e resistência elétrica transepitelial foram feitas a cada 5 minutos 

durante todo o período experimental (120 minutos). 

4.10.5 Cálculos dos parâmetros eletrofisiológicos 

Os valores de DP1, DP2 e CCC coletados para cada tempo foram 

preenchidos em planilhas no programa Microsoft Excel® versão 15/Office 2013 

(Redmond, Washington, USA). Os valores de CCC, DP e RT foram multiplicados ou 

divididos pela área do segmento intestinal, correspondente a interface experimental 

nas hemicâmaras, para normalizar os valores pela área. A CCC foi calculado pela 

divisão o valor de i pela área intestinal, enquanto a DP foi calculado através da divisão 

de DP1 pela área intestinal. A RT foi calculada conforme citado no item 4.10.4. Os 

resultados de CCC, RT e DP foram apresentados por variação ou delta (∆) para o 

desafio com os substratos, enquanto a resposta basal foi expressa em valores brutos 

de CCC, RT e DP. O ∆CCC, ∆RT e ∆DP foram definidos como a diferença entre o 

valor da resposta final e o valor basal/inicial. Os valores de coeficiente de Hill, pD2, 

EC50, resposta máxima (Rmáx) e resposta teórica foram calculados a partir dos 

valores CCC no programa GraphPad Prism® versão 8.0.2 (263) (Califórnia, Estados 

Unidos). O pD2 corresponde ao logaritimo negativo do EC50 e evidência a potência 

do substrato, enquanto o EC50 corresponde a dose que causa 50% do efeito máximo. 

O coeficiente de Hill é usado para definir se uma curva dose resposta segue ou não o 

padrão clássico de curva dose resposta (coeficiente de Hill = 1). 
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4.11 Avaliação dos níveis de transcritos de junções Firmes e transportadores 

intestinais por meio de RT-qPCR  

4.11.1 Extração do RNA total 

O jejuno foi a região escolhida para análise, pois corresponde a região de 

maior absorção do intestino delgado e obteve alterações morfológicas significativas 

no dia 7. Além disso, foram utilizados para a análise o raspado da mucosa do jejuno, 

uma vez que, experimentos prévios mostraram uma detecção de ciclos quantitativos 

mais uniforme nos grupos analisados. Para extração de RNA total, foram adicionadas 

as amostras do raspado da mucosa do jejuno 1,0 ml de Trizol® (Sigma, San Luis, 

Missouri, EUA) e uma esfera de metal congelada a -20 ºC para, então serem 

submetidas à 50 Hz no TissueLyse® (Qiagen, Hilden, Alemanha) por 2 a 5 minutos. 

O produto do passo anterior foi centrifugado a 12000G por 10 minutos a 4 ºC, o 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo devidamente identificado, no qual foi 

adicionado 200 µl de 1-bromo-3-cloropropano (Sigma, San Luis, Missouri, EUA) e, em 

seguida, agitado por 15 segundos no vortéx. As amostras foram mantidas a 

temperatura ambiente por 3 minutos e, logo em seguida, foram novamente 

centrifugadas 12000G por 20 a 30 minutos a 4 °C. A fase aquosa de cada amostra foi, 

então, pipetada cuidadosamente para um novo tubo, no qual foram adicionados 500 

µl de isopropanol e incubados a temperatura ambiente por 10 minutos. Após a 

incubação, procedeu-se a centrifugação a 12.000G por 15 minutos a 4 ºC, o 

sobrenadante foi, então, descartado e adicionado 1000 µl de etanol a 75% a 4 ºC. As 

amostras foram rapidamente agitadas no vórtex, centrifugadas a 7.500 g por 5 minutos 

a 4 ºC e, por fim, o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi deixado em 

temperatura ambiente de 5 a 10 minutos para secar e solubilizado em 10 a 30 µl de 

água MiliQ autoclavada. As amostras foram avaliadas quanto a quantidade e 

qualidade do RNA isolado através de leituras da absorbância a 260 nm e razão 

260/280 nm pelo equipamento Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, 

Estados Unidos), respectivamente. O RNA extraído foi armazenado a -80 ºC para 

posterior síntese de cDNA. 

4.11.2 Síntese de cDNA 
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O RNA total isolado armazenado a -80 ºC seguiu para a síntese de cDNA 

através do GoScript™ Reverse Transcription System (Promega, Madison, Wisconsin, 

EUA), de acordo com instruções do fabricante. O protocolo da reação incluiu 2,0 µL 

da enzima trasncriptase reversa GoScript™, 4 µL do tampão oligo dT GoScript™, 200 

ng/µL de RNA extraído das amostras e completou-se o volume total até 20 µL com 

água livre de nuclease. O protocolo padrão no termociclador QuantStudio5® (Applied 

Biosystem, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) foi 25ºC por 5 

minutos, 42 ºC por 30 minutos e 70 ºC por 15 minutos. O cDNA sintetizado foi 

armazenado em freezer -20 ºC até à amplificação pela Reação de Polimerase em 

Cadeia em Tempo Real (qPCR).   

4.11.3 Reação em cadeia de polimerase quantitativo 

A transcrição relativa das proteínas formadoras de junções firmes 

(claudina-1, -2, -15 e ocludina) e transportadores intestinais (SGLT-1, PEPT-1, CFTR, 

FATP4, FATCD/36) foi realizada através do equipamento QuantStudio5® (Applied 

Biosystem, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). Para a reação 

foram utilizados 7,5 µL de GoTaq® qPCR Master (Promega, Madison, Wisconsin, 

EUA), 2,4µL de cada iniciador (0,8 mM) e 1,0 µL de cDNA das amostras completando 

com água livre de nuclease até um volume final de 15 µL.  

A tabela 5 mostra a sequência dos oligonucleotídeos iniciadores de DNA 

(primers) dos genes investigados, obtida na plataforma eletrônica National Center for 

Biotechnology Information (NCBI), e as condições de anelamento para cada gene 

investigado. Todos os ciclos começaram com a etapa de ativação (2 minutos a 95 ºC), 

seguida da etapa de desnaturação (15 segundos a 95 ºC), anelamento (tabela 5) e 

finalizaram com etapa de extensão (1 minuto a 60 ºC). Os dados foram obtidos com o 

software do sistema QuantStudio5® (Applied Biosystem, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts, EUA) e foram baseados nos valores do ciclo de limiar, em 

que a fluorescência observada é de 10 vezes maior do que a fluorescência basal para 

cada ensaio de qPCR. Todas as amplificações foram avaliadas quanto à curva de 

melting, realizada para assegurar a especificidade da amplificação e detectar a 

formação de dímeros de iniciadores ou qualquer outro produto inespecífico.  
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Os valores do ciclo quantitativo (Cq/Ct) dos genes foram exportados para 

o Microsoft Excel® versão 15/Office 2013 (Redmond, Washington, USA). Os níveis de 

transcritos de cada gene analisado foram calculados de acordo com a método 2- ΔΔCt, 

no qual ΔΔCt = (Ct gene alvo – Média do Ct gene de referência 18S) (LIVAK; 

SCHMITTGEN, 2001). 

Tabela 5 – Sequências de oligonucleotídeos iniciadores das junções firmes e 

transportadores intestinais e as condições de protocolo. 

Genes Sequência de iniciadores Condições de 
anelamento 

SGLT-1 S - CGGAAGAAGGCATCTGAGAA 20’’ - 60 ºC 

AS - AATCAGCACGAGGATGAACA 

PEPT-1 S - AGGGGAGAACGGAATCAGGT 20’’ - 61 ºC 

AS - CTTTTCGCCAGAAGGGAAGA 

FATP4 S - GTTCCAGAAGACAGAGTTGC 20’’ - 63 ºC 

AS - CTGAATCCAGCATCTTCTGG 

FATCD/36 S - GATGTGGAACCCATAACTGGATTCAC 20’’ - 63 ºC 

AS - GGTCCCAGTCTCATTTAGCCCAGT 

CFTR S - GGATGCTGAGGAAGCAACTC 20’’ - 60 ºC 

AS - CCAGCCTGGAACTCTCTTTG 

Claudina-1 S - TCTACGAGGGACTGTGGATG 20’’ - 63 ºC 

AS - TCAGATTCAGCAAGGAGTCG 

Claudina-2 S - CCCACCACCACCAGCTTAAT 20’’ - 60 ºC 

AS - GAAATGGCTTCCAGGTCAGC 

Claudina-
15 

S - GCAGGGACCCTCCACATACTTG 20’’ - 60 ºC 

AS - AGTTCATACTTGGTTCCAGCATACAGTG 

Ocludina S - AAGAGCAGCCAAAGGCTTCC 20’’ - 60 ºC 

AS - GCTCGGGTTCACTCCCATTA 

ZO-1 S - GACCATCGCCTACGGTTTGA 20’’ - 60 ºC 
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AS - AGGTCTCGGGGATGCTGATT 

18S S- CGGACAGGATTGACAGATTG 20’’ - 58 ºC 

AS- CAAATCGCTCCACCAACTAA 
Fonte: Autor. 
Nota: S – iniciador senso (5’-3’) e AS – iniciador anti-senso (3’-5’). Gene de referência: 18S. 

4.12 Expressão proteica de junções Firmes e transportadores por meio de 

Western Blotting 

A investigação da expressão proteica de junções firmes e transportadores 

envolvidos na regulação da barreira intestinal foi realizada por meio do Western 

Blotting. O raspado da mucosa do jejuno dos animais foram homogeneizados em 

tampão de RIPA (Tris 50 mM; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM; Triton 1%) e, após 

centrifugação (1500G/10min), seus sobrenadantes foram separados em tubos 

devidamente rotulado. A quantidade total de proteínas de cada amostra foi mensurada 

utilizando-se o Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, EUA) com uma curva de BSA de 6 pontos. Os volumes foram 

ajustados para que as quantidades de proteínas fossem equivalentes em cada 

amostra para, então, separar as proteínas por eletroforese num gel SDS-PAGE.  

Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas, por eletroforese, para 

uma membrana de nitrocelulose durante 2 h a 100 V. Seguida a transferência, as 

membranas foram bloqueadas com solução de BSA (do inglês, Bovine Serum 

Albumin) a 5% em tampão TBS-T (Tris-NaCl com 1% de Tween 20) por 1 h sob 

agitação. Após esse período, as membranas foram lavadas 4 vezes, cada lavagem 

com 5 minutos de duração, utilizando o tampão TBS-T. Os anticorpos primários SGLT-

1, PEPT-1, CFTR, claudina-1, -2, -15, ocludina, actina (Santa Cruz Biotechnology, 

Dallas, Texas, EUA) e ZO-1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) 

foram diluídos em solução BSA 5% na proporção de 1:200, e deixados em contato 

com a membrana sobre refrigeração e agitação branda durante todo o período noturno 

(over night).  

Seguidas 16-18h, as membranas foram novamente lavadas (4-5 vezes por 

5 min cada) e foram incubadas com anticorpos secundários, diluídos em BSA a 5% 

na proporção 1:1000, durante 1,5 horas sob agitação. Após esse período uma nova 
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lavagem (4-5 vezes por 5 min cada) foi realizada e as marcações foram reveladas 

utilizando o Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 

Califórnia, EUA) no transluminador (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Califórnia, EUA). 

As bandas foram quantificadas utilizando o programa ImageJ versão 1.5a (National 

Institutes of Health, EUA) e exportadas para uma planilha no Microsoft Excel® versão 

15/Office 2013 (Redmond, Washington, USA). A intensidade das bandas das 

proteínas alvos foram divididos pelo intensidade das bandas de actina para 

normalização. 

4.13 Análise estatística 

 Os dados coletados foram digitados em planilha de Microsoft Excel® 

versão 15/Office 2013 (Redmond, Washington, USA) e verificados duplamente para 

validar a entrada dos dados. Os dados foram avaliados quanto a normalidade 

utilizando o teste Kolmogorov-Smirnov. Os dados paramétricos normalizados 

seguiram para a análise pelo teste t Student ou análise de variância (ANOVA) seguido 

do pós-teste de Bonferroni para os dados pareados. Os dados não paramétricos, por 

sua vez, foram analisados pelo teste de Mann-Whitney. Todos os testes foram 

aplicados no software GraphPad Prism® versão 8.0.2 (263) (Califórnia, Estados 

Unidos). Os resultados foram representados por média ± erro padrão da média (EPM) 

ou mediana e Q1-Q3, quando indicado. Dados considerados significativos obtiveram 

valores de p< 0,05. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Composição da dieta MAL-ED 

A análise de composição centesimal revelou que a nova dieta de 

desnutrição MAL-ED possui -8,03% de energia, -37,46% de proteína, - 24,20% de 

lipídeo, -10,83% de zinco, +5,93% de carboidrato e +45,17% de fibra em relação a 

dieta controle (Tabela 6). Os ingredientes e suas respectivas quantidades para 

formulação das dietas estão especificados na Tabela 6. 

Tabela 6 - Composição nutricional da dieta MAL-ED e controle. 

 Dieta Controle Dieta MAL-ED* Diferença (%) 

Energia (Kcal) 391,69 360,22 -8,03 

Macronutrientes    

Carboidrato (g) 61,89 65,66 5,93 

Proteína (g) 21,25 13,29 -37,46 

Lipídeo (g) 6,57 4,98 -24,20 

Fibras (g) 2,9 4,21 45,17 

Micronutrientes    

Zinco (mg) 35,0 31,21 -10,83 

Ingredientes    

Semola grits (g) - 54,61 - 

Caseína 
(78,79% de 
proteínas) 
(g) 

16,40 9,89 - 

Amido 
dextrinizado (g) 

15,50 0,00 - 

Sacarose (g) 10,00 0,00 - 

Óleo de soja (g) 4,00 5,10 - 

Celulose MC-101 
(g) 

5,00 26,00 - 
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Mix mineral (g) 3,50 3,50 - 

Mix vitamínico (g) 1,00 1,00 - 

L-cisteína (g) 0,18 0,30 - 

Bitartarato de 
colina (g) 

0,25 0,25 - 

Tert-
butilhidroquinona 
(g) 

0,0008 
0,0014 - 

Fonte: autor. 
Valores referentes a análise da composição centesimal da dieta MAL-ED e dieta controle (AIN-93M), 
assim como a quantidade de ingredientes usados para formulação de cada dieta. 

5.2 Indução da desnutrição pela dieta MAL-ED 

5.2.1 Sinais clínicos desencadeados pelo consumo crônico da dieta MAL-ED em 

animais recém desmamados 

O consumo da dieta MAL-ED ad libitum por 28 dias não alterou (p> 0,05) o 

peso e ganho de peso nos animais em relação a dieta controle, uma vez que, o 

consumo de ração da dieta MAL-ED foi cerca de 8 a 29 g maior que o consumo da 

ração controle, conforme pode ser visto no Anexo B (Figura 1A, 1B e C, 

respectivamente). Entretanto, quando o consumo da dieta MAL-ED foi restrita a 

mesma quantidade consumida da dieta controle, foi observado alterações 

significativas (p< 0,05) nos parâmetros corporais dos animais desnutridos em relação 

aos controles.  

O consumo da dieta de desnutrição MAL-ED controlada diariamente 

reduziu o peso de forma significativa (p< 0,05) a partir do segundo dia em relação a 

dieta controle (Controle 19,12 ± 0,56 g vs. Desnutrido 17,11 ± 0,56 g) (Figura 9A). O 

ganho de peso, por sua vez, reduziu de forma significativa (p< 0,05) a partir do primeiro 

dia de desnutrição (Controle -6,63 ± 0,28% vs. Desnutrido -8,55 ± 0,56%) 

permanecendo reduzido até o 28º dia (Controle 27,47 ± 2,27% vs. Desnutrido 12,49 ± 

2,46%), como pode ser visto na Figura 9B. O consumo da dieta MAL-ED também 

causou diferença significativa (p< 0,05) no crescimento corporal quando comparado 

ao grupo controle no dia 28 (Figura 9C). O consumo de água foi ligeiramente maior 

nos animais desnutridos nos primeiros 6 dias, porém foi significativo (p< 0,05) apenas 
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no dia 2 (Figura 9D). Durante o período experimental, observamos que os animais 

desnutridos consumiram mais rapidamente a ração disponibilizada diariamente que 

os animais controles, passando por um período de jejum noturno diariamente. Ao 

analisarmos as concentrações séricas de albumina nos grupos experimentais 

examinados, não identificamos diferença significativa (p> 0,05) entre os grupos 

controle e desnutrido nos dias 7 e 28 (Figura 9E). A imagem representativa dos efeitos 

globais desencadeados pelo consumo crônico da dieta MAL-ED nos animais pode ser 

vista na Figura 9F. 
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Figura 9 – Sinais clínicos desencadeados pelo consumo crônico da dieta 

MAL-ED controlada diariamente. 
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corporais no 28º dia. Todos os valores são apresentados pela média ± erro padrão da 
média (EPM). 

5.2.2 Efeitos crônico do consumo da dieta MAL-ED na composição corporal dos 

animais recém desmamados 

 Ao avaliarmos a composição corporal, identificamos que a água corporal 

total não apresentou diferença significativa em nenhum tempo avaliado (Figura 10A). 

Por outro lado, observou-se redução significativa (p< 0,05) do fluído extracelular e 

massa livre de gordura no grupo desnutrido nos dias 7, 14, 21 e 28 (Figura 10B e 

10D, respectivamente). O fluído extracelular reduziu cerca de 13,15% no dia 7 e 

17,52% no dia 28, enquanto a massa livre de gordura reduziu 10,47% e 10,10% nos 

dias 7 e 28, respectivamente. O fluído intracelular, por sua vez, reduziu (p< 0,05) 

13,97% e 18,21% nos animais desnutridos apenas nos dias 14 e 21, respectivamente 

(Figura 10C). Em contrapartida, a nova dieta comprometeu as reservas de gordura 

apenas em período mais tardio (Figura 10E). A massa gorda reduziu 

significativamente (p< 0,05) 25,37% no grupo desnutrido em relação ao controle 

apenas no dia 28 (Figura 10E). O índice de massa corporal também foi reduzido 

significativamente (p< 0,05) no dia 28 (Controle 4,94 ± 0,13 g/cm2 vs. Desnutrido 4,5 

± 0,09 g/cm2) (Figura 10F). 
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Figura 10 – Análise da composição corporal dos animais submetidos ao 

consumo da dieta MAL-ED e dieta controle. 
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livre de gordura (g), E) Massa gorda (g) e F) Índice de massa corporal (g/cm2) dos animais 
controles (linha preta) e desnutridos (linha cinza) nos tempos (dias) 0, 7, 14, 21, 28. *p < 
0,05 e **p< 0,01, teste t de Student para Desnutrido vs. Controle para cada tempo. Os 
valores da figura apresentam-se em média ± EPM dos grupos (n=10) controle e 
desnutrido. Os valores de água corporal total foram normalizados pelo peso de cada 
animal avaliado e apresentados em percentual. 
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5.3 Efeitos da desnutrição induzida pela dieta MAL-ED na barreira 

morfofuncional intestinal 

5.3.1 Alterações desencadeadas pelo consumo agudo e crônico da dieta MALE-

ED na morfometria e histopatologia do intestino delgado  

No dia 7, a análise morfométrica revelou que a dieta MAL-ED desencadeou 

redução significativa (p< 0,0001) da área dos vilos no duodeno (-34,37%) e jejuno (-

41,37%) dos animais desnutridos, enquanto a área dos vilos no íleo foram maiores 

(+23,72%) quando comparados com os controles (p< 0,0001) (Figura 11A). No 28º 

dia de indução da desnutrição, por outro lado, identificamos que a área dos vilos foram 

significativamente (p< 0,0001) maiores no duodeno (276,38%) e íleo (27,84%) de 

camundongos desnutridos quando comparados ao controle (Figura 11A). No entanto, 

a área dos vilos no jejuno de animais desnutridos foram 13,52% menores (p < 0,001) 

em relação aos controles no mesmo tempo avaliado (Figura 11A). A área das criptas 

foi significativamente menor no duodeno (24,31%) e maior no íleo (12,42%) no dia 7, 

sem gerar alterações significativas (p= 0,243) no jejuno (Figura 11B). Em período 

mais crônico, identificamos que as áreas das criptas foram maiores (p< 0,0001) em 

todos os segmentos dos animais desnutridos em relação aos controles no dia 28 

(Figura 11B). Ao avaliarmos os escores histopatológicos, não observamos alterações 

significativas (p> 0,05) em nenhum segmento ao compararmos os animais 

desnutridos com os controles (Tabela 7). Os achados mais importantes são presença 

de edema nos vilos, mas não observamos diferença entre os grupos. As imagens 

representativas do duodeno, jejuno e íleo dos animais desnutridos e controles nos 

dias 7 e 28 podem ser vistas na Figura 12A e 12B, respectivamente. 

Tabela 7 – Escores histopatológicos desencadeados pelo consumo agudo e crônico 

da dieta MAL-ED. 

Tempo Grupo Segmento intestinal Escores 

7 dias Controle Duodeno 1 (0 - 1) 
  Jejuno 1 (0 -1) 
  Íleo 0 (0 -1) 
 Desnutrido Duodeno 0 (0 - 1) 
  Jejuno 0 (0 -1) 
  Íleo 1 (0 -1) 
28 dias Controle Duodeno 0 (0 – 0) 
  Jejuno 0 (0 -1) 
  Íleo 0 (0 -0) 
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 Desnutrido Duodeno 0 (0 -1) 
  Jejuno 1 (0 -1) 
  Íleo 0,5 (0 -1) 

Os escores foram analisados usando o teste Mann-Whitney, Desnutrido vs. Controle para cada 
segmento do intestino nos tempos 7 e 28 dias. Os valores são expressos como mediana, mínimo e 
máximo.  

Figura 11 – Efeitos do consumo agudo e crônico da dieta MAL-ED na 

morfometria do duodeno, jejuno e íleo. 
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Efeitos do consumo da dieta de desnutrição MAL-ED na área de vilos e criptas do 
duodeno, jejuno e íleo nos dias 7 e 28 de consumo. A) Área de vilos no dia 7 (µm2) e B) 
área de vilos no dia 28 (µm2), C) área de cripta (µm2) no dia 7 e D) área de cripta (µm2) no 
dia 28 do duodeno, jejuno e íleo dos grupos controle (CTRL) e desnutrido (DN). Os valores 
são apresentados em média ± EPM (teste Man Whitney, DN vs. CTRL para cada segmento 
do intestino nos tempos 7 e 28 dias. α: p< 0.0001, comparação duodeno CTRL vs. 
duodeno DN; β:  p< 0.0001, jejuno CTRL vs. jejuno DN; δ: p< 0.0001, íleo CTRL vs. íleo 
DN). 
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Figura 12- Imagens representativas dos segmentos intestinais dos animais controles 

e desnutridos pela dieta MAL-ED. 

 
Efeitos do consumo da dieta de desnutrição MAL-ED nos vilos e criptas do duodeno, jejuno e íleo nos 
dias 7 e 28 de consumo. A) Imagens representativas no dia 7 e B) Imagens representativas no dia 28 
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do duodeno, jejuno e íleo dos grupos controle (CTRL) e desnutrido (DN). As imagens dos grupos são 
em aumento de 100x e a imagem em aumento de 400x é referente ao grupo DN em todos os 
segmentos. A barra de escala (branca) são de 100 µm. 

5.3.2 Alterações desencadeadas pelo consumo agudo e crônico da dieta MAL-

ED na permeabilidade da barreira intestinal  

A ingesta da dieta MAL-ED desencadeou aumento significativo (p= 0,011) 

de 103,9% na permeabilidade paracelular em relação a ingesta da dieta controle em 

período agudo (Figura 13A). O aumento da taxa de excreção de lactulose 

permaneceu maior em período crônico, sendo em média 348,1% maior (p= 0,0007) 

nos animais desnutridos em relação ao controle (Figura 13A). Com relação a área 

absortiva total, não houve alterações significativa em período agudo, entretanto, foi 

registrado um aumento significativo (p= 0,0012) de 28,19% nos animais desnutridos 

em relação aos controles no dia 28 (Figura 13B). O consumo da dieta MAL-ED causou 

danos na integridade da barreira intestinal no dia 7, com aumento significativo (p= 

0,22) da razão lactulose:manitol (LM) nos animais desnutridos em relação ao controle 

(Figura 13C). Contudo, não foi observado alterações significativas (p= 1,014) na razão 

LM entre os grupos (Controle: 0,462, 0,343 – 0,592 vs. Desnutrido: 0,547, 0,502 – 

0,689) no dia 28 (Figura 13C). 
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Figura 13 – Efeitos do consumo agudo e crônico da dieta MAL-ED na 

permeabilidade intestinal. 
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Permeabilidade intestinal nos animais que consumiram dieta controle e dieta MAL-ED. A) 
Excreção de lactulose (%), B) excreção de manitol (%) e C) razão lactulose/manitol em 
animais controles (caixa branca) e desnutridos (caixa cinza) no dia 7 e 28. Os dados são 
correspondentes a um experimento (n=7-8) e os valores estão representados em mediana, 
Q1-Q3 (valor de p especificado nos dados significativos, Desnutrido vs. Controle, teste 
Man Whitney). 

5.3.3 Efeitos do consumo agudo e crônico da dieta MAL-ED no tamanho total do 

intestino delgado 

 De forma surpreendente, registrou-se um aumento do tamanho total do 

intestino delgado de animais desnutridos pela dieta MAL-ED em relação ao controle 

em período crônico. Nenhuma alteração no tamanho total do intestino delgado foi 

encontrada para o tempo de sete dias (Figura 14A), mas cerca de 7,26% do tamanho 

do intestino foi maior (p= 0,013) em animais desnutridos quando comparados ao 

controle no dia 28 (Figura 14B). Também observamos uma quantidade de conteúdo 

intestinal maior nos animais desnutrido em relação aos controles em ambos os tempos 

de coleta de amostras, dados não quantificados. 
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Figura 14 – Efeitos do consumo agudo e crônico da dieta MAL-ED no 

tamanho do intestino delgado. 
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Avaliação do tamanho total do intestino delgado de animais controles (CTRL) e animais 
desnutridos (DN). A) Comprimento do intestino (cm) no dia 7 e B) Comprimento do 
intestino (cm) no dia 28. Os resultados são representativos de uma linha experimental (n= 
6 – 8). Os valores estão representados por média ± EPM (valor de p especificado nos 
dados significativos, Desnutrido vs. Controle, teste Man Whitney). 

5.3.4 Efeitos do consumo agudo da dieta desnutrido MAL-ED na corrente de 

curto-circuito, na diferença de potencial e na resistência elétrica transepitelial 

em condições basais 

Avaliamos a corrente de curto-circuito (CCC), a diferença de potencial (DP) 

e a resistência elétrica transepitelial (RT) sem adição de substratos, ou seja, basal por 

um total de 100 min para cada grupo. Identificamos que a CCC basal do grupo 

desnutrido se manteve relativamente (p> 0,05) inferior ao grupo controle até o tempo 

de 60 min. No entanto, houve uma redução da CCC basal no grupo controle no tempo 

de 80 e 100 min, no qual gerou CCC basal semelhante entre os grupos (p> 0,05) 

(Figura 15A). A RT basal foi similar (p> 0,05) entre os grupos em todo o período 

experimental, com exceção do tempo 0 e 100 min onde o grupo controle obteve uma 

RT basal maior que o grupo desnutrido, mas também sem diferença significativa (p> 

0,05) (Figura 15B). A DP, em contrapartida, foi semelhante (p> 0,05) entre os grupos 

no tempo inicial e final, entretanto foi significativamente (p< 0,05) menor nos animais 

desnutridos em relação aos controles nos tempos 20, 40, 60 min (Figura 15C). 
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Figura 15 – Efeitos do consumo agudo da dieta MAL-ED na corrente de 

curto-circuito, diferença de potencial e resistência elétrica transepitelial em 

condições basais. 
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Os dados são equivalentes aos valores de CCC, RT e DP sem adição de substratos por 
um período de 100 min com medições a cada 5 min, porém aqui representados de 20 em 
20 min. O segmento analisado foi o jejuno dos animais controles e desnutridos. Os valores 
estão apresentados em média ± EPM (n.s. = p> 0,05, * p< 0,05, Desnutrido vs. Controle, 
teste Man Whitney, n = 3-5). 

5.3.5 Efeitos do consumo agudo da dieta desnutrido MAL-ED na corrente de 

curto-circuito, na diferença de potencial e na resistência elétrica transepitelial 

durante o transporte de glutamina, alanil-glutamina e glicose 

5.3.5.1 Efeitos das concentrações cumulativas de glutamina no jejuno de animais 

controles e desnutridos 

O desafio com concentrações cumulativas de glutamina mostram que os 

animais desnutridos por sete dias não apresentam respostas diferentes (p> 0,05) em 

relação aos controles nos valores de ∆CCC, ∆RT e ∆DP (Figura 16). O ∆RT diminui 

gradativamente em ambos os grupos com a adição de concentrações maiores de 

glutamina, enquanto o ∆DP aumenta (Figura 16A e 16B, respectivamente). Estes 

valores são condizente com o aumento do fluxo de corrente conforme adiciona-se 

concentrações crescentes de glutamina em ambos os grupos (Figura 16C). No 
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entanto, observou-se uma ∆RT menos negativa nos animais desnutridos em relação 

ao controles, apesar de, não haver diferença significativa (p> 0,05) (Figura 16A). O 

∆DP, em contrapartida, foi bem semelhante (p> 0,05) entre os grupos em todas as 

concentrações avaliadas (Figura 16B). O ∆CCC também obteve valores semelhantes 

(p> 0,05) entre os grupos, porém a curva dose resposta mostra alguns parâmetros 

diferentes (Figura 16C, 16D, 16E). 

A Figura 16C mostra a curva dose resposta da glutamina para ∆CCC dos 

animais controles e desnutridos. A equação da reta foi diferente para ambos os 

grupos, bem como o coeficiente de Hill (Controle -0,83± 0,11 vs. Desnutrido -1,08 ± 

0,18), porém sem diferença significativa (p= 0,32) (Figura 16C). O pD2, por outro lado, 

foi maior para o grupo desnutrido em relação ao controle, apesar de não haver 

diferença significativa (p= 0,11) (Figura 16C). Consequentemente encontramos uma 

menor concentração que causa 50% do efeito máximo (EC50) no jejuno desnutrido 

quando comparado ao controle, porém sem diferença significativa (p= 0,4) (Figura 

16D). O EC50 foi 5,4 vezes menor no jejuno desnutrido em relação ao controle (Figura 

16D). A Resposta máxima (Rmáx) a glutamina foi relativamente maior nos animais 

desnutridos em relação ao controle, mas não foi registrado diferença significativa (p= 

0,68) (Figura 16E). 
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Figura 16 – Efeitos das concentrações cumulativas da glutamina no jejuno 

de animais controles e desnutridos. 
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Efeitos do consumo agudo da dieta MAL-ED na variação da A) resistência elétrica 
transepitelial (∆RT), B) diferença de potencial (∆DP), C) corrente de curto-circuito (∆CCC), 
D) EC50 e E) Rmáx em resposta a concentrações cumulativas de glutamina no segmento de 
jejuno dos animais controles e desnutrido. Os resultados de ∆RT, ∆DP e Rmáx estão 
representados por mediana e intervalo interquartil (Q1 e Q3) (n.s.= p > 0,05, Desnutrido 
vs. Controle, teste Man Whitney). A resposta teórica do ∆CCC na curva dose-resposta da 
glutamina nos grupos controle corresponde a linha preta e no desnutrido a linha cinza, 
enquanto a resposta está representada por círculo preto no controle e quadrado cinza no 
desnutrido. Os valores de ∆CCC e EC50 estão representados por média ± EPM (n.s.= p > 
0,05, * p< 0,05, Desnutrido vs. Controle, teste t de Student). Todos os resultados são 
representativos de uma linha experimental (n= 4 – 6).  



95 
 

5.3.5.2 Efeitos das concentrações cumulativas de alanil-glutamina no jejuno de 

animais controles e desnutridos 

O desafio com concentrações cumulativas de alanil-glutamina mostram que 

a dieta MAL-ED não causa alterações significativas (p> 0,05) nos valores de ∆CCC, 

∆RT e ∆DP no jejuno em período agudo (Figura 17). O ∆RT diminui gradativamente 

em ambos os grupos com a adição de concentrações de alanil-glutamina (Figura 

17A), ao passo que o ∆DP e o ∆CCC aumentam de acordo com a adição de alanil-

glutamina (Figura 17B e 17C, respectivamente). Estes valores são condizente com o 

aumento do transporte transcelular de alanil-glutamina conforme aumenta as 

concentrações.  

Identificamos que não houve diferença significativa (p> 0,05) no ∆RT e no 

∆DP entre os grupos (Figura 17A e 17B, respectivamente). O ∆CCC também foi bem 

semelhante (p> 0,05) entre os grupos, confome pode ser visto na Figura 17C. A curva 

dose resposta da alanil-glutamina evidência comportamento de absorção de 

dipeptídeo semelhante entre os animais controles e desnutridos. A equação da reta 

foi diferente para ambos os grupos, mas nota-se uma certa similaridade. O coeficiente 

de Hill foi diferente entre os grupos, porém sem diferença significativa (Controle -0,84 

± 2,08 vs. Desnutrido -1,35 ± 3,24, p= 0,31) (Figura 17C). O coeficiente de Hill de 

ambos os grupos são próximos a 1,0, indicando que ambos as curvas seguem o 

padrão de curva dose resposta.  

O pD2 para o grupo desnutrido foi ligeiramente maior (p> 0,05) em relação 

ao controle (Figura 17C), assim, o EC50 também foi menor no jejuno desnutrido em 

relação ao controle, mas sem diferença significativa (p> 0,05) (Figura 17D). A Rmáx 

para a alanil-glutamina foi relativamente maior (p=0,87) nos animais desnutridos em 

relação ao controle (Figura 17E). 
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Figura 17 – Efeitos das concentrações cumulativas da alanil-glutamina no 

jejuno de animais controles e desnutridos. 
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Efeitos do consumo agudo da dieta MAL-ED na variação da A) resistência elétrica 
transepitelial (∆RT), B) diferença de potencial (∆DP), C) corrente de curto-circuito (∆CCC), 
D) EC50 e E) Rmáx em resposta a concentrações cumulativas de alanil-glutamina no 
segmento de jejuno dos animais controles e desnutrido. Os resultados de ∆RT e Rmáx 
estão representados por mediana e intervalo interquartil (Q1 e Q3) (n.s.= p > 0,05, 
Desnutrido vs. Controle, teste Mann Whitney). A resposta teórica do ∆CCC na curva dose-
resposta da alanil-glutamina nos grupos controle corresponde a linha preta e no desnutrido 
a linha cinza, enquanto a resposta está representada por círculo preto no controle e 
quadrado cinza no desnutrido. Os valores de ∆DP, ∆CCC e EC50 estão representados por 
média ± EPM (n.s.= p > 0,05, Desnutrido vs. Controle, teste t de Student). Todos os 
resultados são representativos de uma linha experimental (n= 4 – 5).  
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5.3.5.3 Efeitos das concentrações cumulativas de glicose no jejuno de animais 

controles e desnutridos 

O desafio com concentrações cumulativas de glicose não causou respostas 

diferentes (p> 0,05) nos valores de ∆CCC, ∆RT e ∆DP no jejuno desnutrido pela dieta 

MAL-ED em relação aos controles (Figura 18). A resposta do jejuno a concentrações 

crescentes de glicose foi semelhante aos demais substratos (Figura 18A), com 

redução gradual de ∆RT, a proporção que o ∆DP e o ∆CCC aumentam (Figura 18B 

e 18C, respectivamente).  

O ∆RT e o ∆DP não apresentaram diferença significativa (p> 0,05) ao 

compararmos as respostas dos animais desnutridos em relação ao controles (Figura 

18A e 18B, respectivamente). O ∆DP foi relativamente maior nos animais desnutridos 

em relação aos controles, porém sem diferença significativa (p> 0,05) (Figura 18B). 

O ∆CCC também foi bem semelhante (p> 0,05) entre os grupos, porém a curva dose 

resposta mostra alguns parâmetros diferentes (Figura 18C, 18D, 18E). As curvas 

dose respostas apresentaram equações da reta diferentes para ambos os grupos, 

bem como o coeficiente de Hill (Controle -1,73 ± 4,16 vs. Desnutrido -2,95 ± 2,97), 

porém sem diferença significativa (p= 0,13) para ambos os parâmetros (Figura 18C). 

Os coeficientes de Hill foram diferentes de 1,0, significando que as curvas não seguem 

o padrão de curva dose resposta (Figura 18C).   

O pD2 foi relativamente (p> 0,05) menor para o grupo desnutrido em relação 

ao controle (Figura 18C), gerando um EC50 cerca de 1,98 vezes maior para o jejuno 

desnutrido em relação ao controle, mas também sem diferença significativa (p= 0,65) 

(Figura 18D). No entanto, os Rmáx foi cerca de 2,5 vezes menor no intestino 

desnutrido quando comparado ao controle, porém sem apresentar diferença 

significativa (p= 0,26) (Figura 18E). 
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Figura 18 – Efeitos das concentrações cumulativas da glicose na corrente 

de curto-circuito em animais controles e desnutridos. 
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Efeitos do consumo agudo da dieta MAL-ED na variação da A) resistência elétrica 
transepitelial (∆RT), B) diferença de potencial (∆DP), C) corrente de curto-circuito (∆CCC), 
D) EC50 e E) Rmáx em resposta a concentrações cumulativas de glicose no segmento de 
jejuno dos animais controles e desnutrido. Os resultados de ∆RT estão representados por 
mediana e intervalo interquartil (Q1 e Q3) (n.s.= p > 0,05, Desnutrido vs. Controle, teste 
Mann Whitney). A resposta teórica do ∆CCC na curva dose-resposta da glicose nos grupos 
controle corresponde a linha preta e no desnutrido a linha cinza, enquanto a resposta está 
representada por círculo preto no controle e quadrado cinza no desnutrido. Os valores de 
∆DP, ∆CCC, EC50 e Rmáx estão representados por média ± EPM (n.s.= p > 0,05, * p< 0,05, 
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Desnutrido vs. Controle, teste t de Student). Todos os resultados são representativos de 
uma linha experimental (n= 3 – 4).  

5.3.6 Efeito agudo do novo modelo de desnutrição MAL-ED nos níveis de 
transcritos dos transportadores intestinais e das proteínas formadoras de 
junções firmes 

O consumo agudo da dieta MAL-ED desencadeou alterações nos níveis de 

transcritos de FATCD/36. Houve um aumento significativo (p= 0,022) de 384% dos 

níveis de transcritos de FATCD/36 no jejuno de animais desnutridos em relação aos 

animais controles no dia 7 (Figura 19C). Ao avaliarmos os níveis transcritos de SGLT-

1, PEPT-1, FATP4 e CFTR não houve diferença significativa (p> 0,05) entre os grupos 

controle e desnutrido (Figura 19A, 19B, 19D, 19E, respectivamente). 

Ao avaliarmos os níveis de transcritos de claudina-1, -2, -15, ocludina e ZO-

1, também não observamos diferença significativa (p> 0,05) entre os grupos (Figura 

20A, 20B, 20C, 20D, 20E, respectivamente). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



100 
 

Figura 19 – Efeitos do consumo agudo da dieta MAL-ED nos níveis de 

transcritos dos transportadores intestinais e canal iônico. 

Controle Desnutrido

0

1

2

3

T
ra

n
s
c
ri

ç
ã
o

 R
e
la

ti
v
a
 S

G
L

T
-1

n.s.

Controle Desnutrido

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

T
ra

n
s
c
ri

ç
ã
o

 R
e
la

ti
v
a
 P

E
P

T
-1

n.s.

Controle Desnutrido

0

2

4

6

8

10

T
ra

n
s
c
ri

ç
ã
o

 R
e
la

ti
v
a
 F

A
T

C
D

/3
6

*

A) B)

C) D)

Controle Desnutrido

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

T
ra

n
s
c
ri

ç
ã
o

 R
e
la

ti
v
a
 F

A
T

P
4 n.s.

Controle Desnutrido

0

1

2

3

T
ra

n
s
c
ri

ç
ã
o

 R
e
la

ti
v
a
 C

F
T

R

n.s.

E)

 
Transcrição relativa dos níveis de A) SGLT-1, B) PEPT-1, C) FATP4 e D) FATCD/36 do 
raspado da mucosa do jejuno dos animais controles (caixa branca) e desnutridos (caixa 
cinza) no tempo de 7 dias. Os dados são representativos de uma linha experimental (n=8). 
Os valores estão representados em mediana, máximo e mínimo (*p< 0,05, teste Mann 
Whitney, Desnutridos vs. Controle). 
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Figura 20 - Efeitos do consumo agudo da dieta MAL-ED nos níveis de 

transcritos das proteínas formadoras de junções firmes.  
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Representação gráfica dos níveis de transcritos de A) claudina-1, B) claudina-2, C) 
claudina-15 e de D) ocludina do raspado da mucosa do jejuno dos animais controles (caixa 
branca) e desnutridos (caixa cinza) no tempo de 7 dias. Os valores estão representados 
em mediana, máximo e mínimo (*p< 0,05, teste Man Whitney, Desnutridos vs. Controle). 
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5.3.7 Efeitos agudo do novo modelo de desnutrição MAL-ED na expressão 

proteica de transportadores intestinais e das proteínas formadoras de junções 

firmes 

Ao avaliarmos a expressão proteica, identificamos que os níveis de 

claudina-2, -15 e ocludina não diferiram significativamente (p> 0,05) entre os grupos, 

como pode ser visto nas Figuras 21A, 21B, 21C, respectivamente. Os níveis de 

PEPT-1 também não foram alterados (p> 0.05) entre os grupos (Figura 21D). A 

expressão de claudina-1 e SGLT-1 também foram avaliadas, no entanto, não 

detectamos um bom sinal para as amostras, conforme pode ser visto no Anexo B 

(Figura 1B e 2B). 
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Figura 21 – Efeitos do consumo agudo da dieta MAL-ED na expressão 

proteica de transportadores intestinal e proteínas formadoras de junções 

firmes. 
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Representação gráfica da expressão proteica de A) claudina-2, B) claudina-15, C) ocludina 
e de D) PEPT-1 do raspado da mucosa do jejuno dos animais controles (caixa branca) e 
desnutridos (caixa cinza) no tempo de 7 dias. Os valores estão representados em 
mediana, máximo e mínimo (n.s = p> 0,05, teste Man Whitney, Desnutridos vs. Controle). 
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6 DISCUSSÃO 

 Desenvolvemos uma nova dieta experimental de desnutrição baseada 

na dieta de crianças desnutridas de sete países de baixo poder socioeconômico capaz 

de reduzir rapidamente o peso e o ganho de peso, comprometer as reservas corporais 

energéticas, impactando no crescimento de camundongos C57BL/6 recém 

desmamados em período tardio e sem causar edema. A nível intestinal, a dieta MAL-

ED desencadeou embotamento da área de vilos no duodeno e jejuno, aumento da 

permeabilidade paracelular, com indicativo de dano a integridade da barreira epitelial 

intestinal, associado ao aumento dos níveis de RNAm de FATCD/36 no jejuno e 

redução da DP basal em período agudo, com adaptações principalmente de área 

intestinal total em período mais crônico. 

Evidências sugerem que grande parte da desnutrição em países de baixa 

e média renda são provenientes de deficiências nutricionais nas dietas 

complementares (BROWN; DEWEY; ALLAN, 1998). Contudo, a quantificação dos 

nutrientes da dieta complementar de crianças e sua associação com a desnutrição 

infantil é bastante escassa na literatura (CAMPBELL et al., 2018; ERSINO; HENRY; 

ZELLO, 2016; OWAIS, 2016; RAYMOND, 2017), refletindo diretamente em dietas 

experimentais de desnutrição com pouca representatividade clínica. A maioria dos 

modelos experimentais utilizam dietas com drásticas redução de nutrientes 

específicos, por exemplo: dietas com 0% (BELMONTE et al., 2007), 0,7% (CORWARE 

et al., 2014), 2% (MAYNERIS-PERXACHS et al., 2016), 4% (BOLICK et al., 2014; 

EYZAGUIRRE-VELÁSQUEZ et al., 2017) e 7% de proteína (BROWN et al., 2015); 

modelos experimentais com 15 a 50% a menos de calorias em relação ao grupo 

controle (JAHNG et al., 2007; NÚÑEZ et al., 2013; PAN et al., 2018; PARK et al., 

2017); e dieta com menos de 2 ppm de zinco (BOLICK et al., 2014; MAYNERIS-

PERXACHS et al., 2016).  

Além disto, as dietas baseadas nos alimentos mais consumidos por 

crianças desnutridas de determinadas regiões, como a dieta milho vegetal (MAY et 

al., 2018), a M8 (BLANTON et al., 2016) e a DBR (TEODÓSIO et al., 1990), são dietas 

com elevada deficiência proteica (~ menos 65%), de lipídeos (menos 50 a 90%), de 

fibras (menos 56 a 53,6%) e ricas em carboidratos (mais 35 a 37%). No entanto, 

Maciel et al. (2020) demonstraram que a quantidade de proteínas variaram apenas de 
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-2,0 a -6,6% na dieta de crianças desnutridas em relação a dieta de crianças 

saudáveis, a quantidade de lipídeos foi de -12,4 a +6,0%, a deficiência de zinco variou 

-8,6 a -2,3%, a quantidade de energia variou de -25,9 a +11,2%, os carboidratos 

variaram apenas de -1,5 a +7,1% e fibras de -8,9 a +37,7%, conferindo deficiências 

mais moderadas do que os modelos de experimentação animal. Nosso trabalho 

desenvolveu a primeira dieta de experimentação animal baseada na quantificação de 

nutrientes da dieta complementar de crianças com desnutrição crônica aos 24 meses, 

com deficiência moderada em energia (-8%), proteína (-37%), lipídios (-27%) e zinco 

(-10%) e aumento moderado em carboidratos (+5,9%) e fibras (+45%) em relação a 

dieta controle.  

A nova dieta de experimentação MAL-ED possui maior deficiência em 

proteínas e lipídeos do que a dieta das crianças com desnutrição crônica aos 24 

meses, entretanto, os modelos experimentais utilizam dietas com redução de 65% a 

100% de proteína e redução de 50 a 90% de lipídeos (BELMONTE et al., 2007; 

BROWN et al., 2015; TEODÓSIO et al., 1990). Logo, o percentual de proteínas e 

lipídeos da dieta MAL-ED não invalidam a representatividade clínica da nova dieta. 

Além disto, menor quantidade de zinco e maior quantidade de fibras foram associadas 

com a desnutrição crônica infantil (MACIEL et al., 2020).  

A suplementação de zinco tem efeito positivo no crescimento de crianças 

menores de cinco anos de idade (LIU et al., 2018). Ademias, modelos experimentais 

vêm demonstrando o papel do zinco na susceptibilidade a doenças infecciosas, porém 

utilizam dietas com baixíssimo teor de zinco (BOLICK et al., 2013; GIALLOUROU et 

al., 2018; QS MEDEIROS et al., 2019), enquanto os modelos experimentais baseados 

na alimentação de populações específicas não abrangem a deficiência de zinco e 

utilizam dietas com deficiência em fibras (BLANTON et al., 2016; MAY et al., 2018; 

TEODÓSIO et al., 1990). Desta forma, a nova dieta MAL-ED possui características 

gerais da dieta complementar de crianças com desnutrição crônica aos 24 meses, 

consistindo numa dieta de desnutrição com relevância clínica para fase de introdução 

alimentar, baseada em dados de consumo alimentar e dietético de crianças de 

diversos países. 

Alterações nos parâmetros corporais são os primeiros indícios de 

desnutrição. A dieta MAL-ED causou rápida redução de peso, menor ganho de peso 
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e comprometeu o crescimento dos animais em período crônico. Estes resultados 

corroboram com outros modelos de deficiência nutricional, que relatam alteração de 

peso e/ou ganho de peso na primeira semana de indução (BROWN et al., 2015; MAY 

et al., 2018; PAN et al., 2018; QUEIROZ et al., 2014), assim como déficit de 

crescimento dos animais em período crônico (BROWN et al., 2016; RIBEIRO, 2017). 

Além disso, estes resultados corroboram com os dados clínicos das crianças com 

desnutrição crônica pertencentes ao estudo coorte MAL-ED (MACIEL et al., 2021), 

consolidando a representação clínica da nova dieta experimental de desnutrição. 

Contudo, o consumo da dieta MAL-ED causou desnutrição apenas quando a 

quantidade de ração foi controlada diariamente.  

A maioria dos estudos não relatam o consumo de ração nos modelos 

experimentais de desnutrição, assim como não avaliam a relação de dietas deficientes 

com os níveis de apetite (BROWN et al., 2015; UENO et al., 2011; JANGH et al., 

2007). No entanto, a restrição calórica crônica de 15% (PARK et al., 2017) e 30% 

(PAN et al., 2018) foram reportadas por causar redução dos níveis séricos de leptina, 

o que pode indicar aumento da sensação de fome, associada com redução de peso e 

da massa gorda. Logo, a redução de calorias da dieta MAL-ED pode ter ocasionado 

redução nos níveis de leptina, gerando sensação de fome e aumento do consumo de 

ração nos animais desnutridos, quando fornecida ad libitum. 

A dieta MAL-ED também causou alterações na composição corporal 

dependente do tempo. Esta análise é uma importante ferramenta para a avaliação do 

estado nutricional, todavia é pouco explorada em modelos in vivo. Neste estudo, 

identificamos uma redução fluído extracelular, sem alterar a água corporal total, 

apesar de, ocorrer relativo aumento de consumo de água após a primeira semana. 

Este resultado pode ser decorrente da redução da capacidade de reabsorção de água 

livre no rim, sinal clínico reportado na desnutrição energético proteica (BANABE; 

MARTINEZ-MALDONADO, 1998). Além disto, a dieta MAL-ED reduziu rapidamente a 

massa magra, enquanto o fluído intracelular reduziu apenas em período intermediário, 

as reservas lipídicas e o IMC reduziram somente em período crônico de consumo. 

Resposta semelhante foi observada pela desnutrição por DBR em animais recém 

desmamados, no qual foi relatado redução da água corporal total, fluído extracelular 

e reservas energéticas a partir do dia 7, enquanto o fluído intracelular reduziu apenas 

nos dias 7 e 14, não havendo alteração no IMC (RIBEIRO, 2022).  
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Em geral, sabe-se que o metabolismo de diversos órgãos na desnutrição é 

sustentado principalmente pela mobilização de gordura, sendo as reservas proteicas 

acionadas apenas quando o consumo de energia e proteínas é insuficiente para 

manter o metabolismo proteico (CAHILL, 2006). No entanto, um estudo ressaltou que 

condições patológicas como infecção e inflamação podem exigir aumento de 

demanda de aminoácidos, que, por sua vez, aumentam o catabolismo proteico e 

reduzem primeiro a massa magra em relação a massa gorda (BRIEND; KHARA; 

DOLAN, 2015). Além disto, estudos tem mostrado que a desnutrição aguda grave e 

desnutrição crônica causam redução de massa magra e preservação de massa gorda 

em crianças (LELIJVELD et al., 2016; SKAU et al., 2019), provavelmente como 

maneira de manter reservas energéticas (WELLS, 2019). Dessa forma, nossos dados 

sugerem um aumento precoce do catabolismo proteico pela dieta MAL-ED, no qual 

fatores como disbiose (BROWN et al., 2015) e aumento de inflamação sistêmica 

(ATTIA et al., 2016; QUEIROZ et al., 2014; GUERRANT et al., 2016; LIMA et al., 2014) 

podem estar envolvidos, contudo, mais estudos são necessários para compreender 

melhor a patofisiologia associada a esta condição. 

Na clínica, a desnutrição aguda indica recente e severa perda de peso e 

pode ser dividida em três tipos de manifestação clínica: marasmo, kwashiokor e 

kwashiokor marasmático. A mensuração de água corporal total e fluído extracelular 

estimam a formação de edema, principal característica de crianças com kwashiorkor 

(ACF, 2010). Além disto, o kwashiorkor é relacionado a atrofia muscular grave, sem 

perda de gordura subcutânea e baixos níveis séricos de albumina, decorrentes de 

uma dieta com deficiência proteica (ACF, 2010). O marasmo, por sua vez, é condição 

geralmente derivada da restrição calórica, sendo diagnosticada pela perda de tecido 

adiposo e tecido muscular, sem presença de edema e com proteínas viscerais 

relativamente normais, incluindo albumina (SOETERS et al., 2017). O marasmo 

também pode gerar déficit de crescimento, mas principalmente está associada a 

redução de peso (AAKANKSHA et al., 2009). O kwashiokor marasmático, por sua vez, 

tem um quadro clínico complexo onde é observado caraterísticas das duas condições 

(SOUZA, et al., 2016). 

Nossos dados mostraram que o consumo da dieta MAL-ED comprometeu 

as reserva energéticas corporais principalmente em período tardio, sem formação de 

edema e ausência de alterações nos níveis séricos de albumina. A albumina, apesar 
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de, ser um marcador nutricional de proteínas viscerais tem sido cada vez menos usada 

devido seu tempo de meia vida longa e também devido a inespecificidade patológica 

(KELLER, 2019). Dessa forma, uma vez que, a dieta MAL-ED é deficiente em energia 

e proteínas, nossos dados sugerem que esta é capaz de desenvolver nos animais um 

quadro clínico semelhante ao kwashiokor marasmático. 

A desnutrição infantil também tem sido associada com alterações na 

barreira morfofuncional intestinal, mais especificamente atrofia de vilos e aumento da 

permeabilidade intestinal (AMADI et al., 2017; LIMA et al., 2005; 2007; SULLIVAN et 

al., 1991). No entanto, em modelos animais observamos que essas alterações 

morfológicas são complexas e multifatoriais. Brown et al. (2016) relataram ausência 

de alterações morfológicas no duodeno, jejuno e íleo e dano a integridade da barreira 

epitelial intestinal ao induzir desnutrição por dieta semelhante a DBR em período 

crônico. Ueno et al. (2011), ao induzirem desnutrição materno-fetal por DBR, 

identificaram atrofia de altura de vilo, da profundidade de cripta e da razão vilo:cripta, 

bem como dano na barreira morfofuncional. Sampaio et al. (2016), por sua vez, 

observaram redução de profundidade de cripta, sem alterações na resistência elétrica 

em período agudo em modelo de desnutrição por DBR, enquanto a desnutrição 

energético proteica em leitões causou aumento de profundidade em criptas e ausência 

de alterações na resistência elétrica no jejuno (JACOBI et al., 2013).  

Além disto, o aumento de linfócitos na lâmina própria (BURMAN, 1965; 

STANFIELD, 1965), aumento da atividade de células T CD3+ e de macrófagos 

(WELSH, 1998) é bem reportado na desnutrição aguda grave infantil, porém os 

modelos animais, em geral, são inconclusivos em relação ao infiltrado de células 

inflamatórias na submucosa intestinal (ATTIA et al., 2017). Um estudo mostrou que o 

consumo de uma dieta com apenas 2% de proteína por 14 dias gerou aumento de 

licocalina-2 e mieloperoxidase, marcadores de inflamação intestinal, nas fezes 

(MAYNERIS-PERXACHS et al., 2016). Assim, a moderada deficiencia de proteínas 

da dieta MAL-ED pode explicar a ausência de infiltrado inflamatório na submucosa 

intestinal nos períodos avaliados. Nossos resultados corroboram com a literatura 

principalmente em período agudo, ao observarmos redução de área de vilos no 

duodeno e jejuno, redução de área de criptas no duodeno, aumento da 

permeabilidade intestinal e dano a integridade da barreira funcional epitelial intestinal. 
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Entretanto, em período crônico observamos aumento de área intestinal total, diferente 

do esperado em casos de desnutrição. 

O aumento de área intestinal indicado pela análise morfométrica, pelo teste 

LM e pelo tamanho total do intestino delgado neste estudo, ocorreram juntamente com 

ausência de alterações na razão L:M e o reestabelecimento do fluído intracelular nos 

animais desnutridos em período crônico. Essa associação é importante, uma vez que, 

o fluído intracelular é medido para estimar o consumo de oxigênio, requisitos calóricos, 

taxa metabólica basal e desempenho no trabalho (EARTHMAN et al., 2010). Estudo 

recente sugeriu que a função intestinal em período mais longos de consumo de dieta 

multideficiente é mantida, ao identificar dano a integridade da barreira, embotamento 

de vilos no jejuno e redução de fluído intracelular em tempo agudo e intermediário, 

mas reestabelecimento da integridade da barreira intestinal associado a ausência de 

alterações no fluído intracelular em período crônico (RIBEIRO, 2022). Além disso, uma 

importante revisão sugeriu que a manutenção da função de órgãos que adquirem 

energia e nutrientes é essencial para sobrevivência durante a desnutrição ou fome 

(FERRARIS; CAREY, 2000). O reestabelecimento de fluído intracelular associado ao 

aumento da área absortiva e manutenção da integridade da barreira funcional gerada 

neste estudo pode ser decorrente da depleção de reservas lipídicas, utilizada para 

manutenção da função intestinal, uma vez que, a conservação da adequada absorção 

de nutrientes é de extrema importância para manutenção da vida. 

Em relação a eletrofisiologia intestinal, estudos mostram que a desnutrição 

comumente causa aumento da CCC basal nos tecidos de jejunos e íleos (BUTZNER; 

GALL, 1988; CAREY; COOK, 1989; DARMON et al., 1993; 1996; YOUNG; LEVIN, 

1990a), indicando um estado secretório (FERRARIS; CAREY, 2000). Este estado 

secretório no intestino desnutrido parece estar relacionado ao aumento da secreção 

de ânions, como Cl- (BUTZNER; GALL, 1988).  Ferraris e Carey (2000) sugeriram que 

o estado secretório durante a desnutrição pode ser uma resposta adaptativa a 

absorção de nutrientes, pois este aumenta o potencial de membrana e gera uma maior 

força eletromotriz para absorção de nutrientes. Apesar de, a DP basal não ser 

reportada nos modelos de desnutrição (JACOBI et al., 2013; SAMPAIO et al. 2016; 

UENO et al., 2011), esta hipótese é corroborada com o aumento da CCC quando 

glicose é adicionado no lado mucoso do intestino desnutrido (CAREY; COOK, 1989; 

DARMON et al., 1993; YOUNG; LEVIN, 1990b; SAMPAIO et al., 2016), mesmo com 
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a redução da proliferação e migração celular no epitélio intestinal e redução da 

atividade enzimática de sacarase, maltase e lactase (BUTZNER; GALL, 1988). 

Entretanto, a dieta MAL-ED não alterou a CCC, RT tanto basal, como durante 

cotransporte de glicose e peptídeos/dipeptídeo, porém reduziu a DP basal no jejuno. 

O aumento da CCC basal e da CCC durante absorção de glicose não é 

observado em todos os modelos experimentais de desnutrição. A restrição calórica 

crônica (-70%) por 270 dias foi capaz de aumentar o transporte intestinal de glicose, 

frutose e prolina por mg de tecido, enquanto a restrição calórica por 24 dias aumentou 

apenas a absorção de frutose (FERRARIS; CAO; PRABHAKARAM, 2001). Além disto, 

a desnutrição aguda por DBR diminuiu a CCC basal no íleo de camundongos recém 

desmamados (SAMPAIO et al., 2016) e quando consumida por período crônico não 

alterou a corrente de curto-circuito basal no jejuno (UENO et al., 2011). Nossos 

resultados mostram uma relativa redução da CCC basal e aumento da RT basal, 

mesmo sem diferença significativa, que pode ter influenciado no transporte de íons 

lúmen-enterócito e basolateral-lúmen, reduzindo a DP basal nos animais desnutridos. 

Em relação ao transporte de carboidratos e peptídeos na barreira 

morfofuncional, o consumo agudo da dieta MAL-ED não causou alterações 

significativas, apesar de mostrar uma maior afinidade a glutamina. Estudos mostram 

que a expressão de transportadores de carboidratos e proteínas aumentam de acordo 

com a quantidade de nutrientes na dieta (FERRARIS, 2001; GILBERT; WONG; WEBB 

KE, 2008). Por exemplo, dietas com altos níveis de carboidrato aumentam os níveis 

de transcritos de SGLT-1 (MIYAMOTO et al., 1993), enquanto a expressão de PEPT-

1 aumentam apenas quando a dieta é deficiente em proteínas (ADIBI, 2003; 

GILBERT; WONG; WEBB KE, 2008). No entanto, pouco se sabe sobre a expressão 

dos transportadores intestinais na desnutrição. Sampaio et al. (2016) observaram 

ausência de alterações nos transportadores intestinais SGLT-1 e PEPT-1 no íleo, 

mesmo com a diminuição da CCC basal e aumento da resposta máxima da CCC a 

glicose no lado mucoso na desnutrição aguda por DBR. Estudo mais recente também 

não observou aumento de expressão do transportador SGLT-1 e PEPT-1 nos dias 7, 

14 e 21 de desnutrição por DBR (RIBEIRO, 2022). No presente estudo, também não 

observamos alterações na expressão de PEPT-1 durante a desnutrição aguda, 

mesmo com o embotamento da área de vilos, condizentes com a ausência de 

alterações significativa no EC50 e pD2 para o dipeptídeo alanil-glutamina.  
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A glutamina e a glicose são considerados nutrientes primários para a 

manutenção da homeostase corporal (POCHINI et al., 2014), sendo a glutamina o 

aminoácido mais abundante (NEWSHOLME et al., 2003). Este aminoácido 

desempenha importante função no metabolismo celular, dentre eles é considerado 

combustível para o intestino, onde desempenha uma função adicional na manutenção 

da integridade da barreira morfofuncional do epitélio intestinal (POCHINI et al., 2014; 

ZIEGLER et al., 2000). Estudos mostram que a glutamina sozinha (LIMA et al., 2005; 

LIMA et al., 2014) ou em combinação com zinco e vitamina A (LIMA et al., 2014) 

melhoram o escore Z peso para altura, impediram a ruptura e melhoraram da função 

da barreira epitelial intestinal, bem como protegeu contra as deficiências no 

desenvolvimento cerebral induzidas pela desnutrição (LADD et al., 2010) e melhorou 

o aprendizado verbal em meninas (LIMA et al., 2013). 

Neste estudo, não encontramos alterações nos transportes de glutamina e 

glicose, apesar de, o EC50 para glutamina ter sido relativamente menor nos animais 

desnutridos. Este resultado sugere que mesmo com o embotamento de vilos existe 

manutenção de transportadores de glicose e peptídeos, provavelmente com o intuito 

de manter a captação adequada de nutrientes essenciais para sobrevivência, 

conforme sugerido por Ferraris (2001). Portanto, nossos resultados sugerem que a 

glutamina possa ser utilizada como tratamento eficaz para este modelo, uma vez que, 

observamos um relativo aumento de afinidade para a glutamina. 

Ademais, um importante estudo mostrou que a restrição proteica materno-

fetal regulou positivamente a proliferação celular em todos os segmentos intestinais e 

aumentou a abundância de transportadores SGLT-1, GLUT-2 e PEPT-1 apenas no 

duodeno dos animais quando adultos (PINHEIRO et al., 2013), sugerindo uma 

adaptação fisiológica para aumento de absorção de carboidrato e peptídeos em 

segmentos mais proximais. Assim, a análise de transportadores nos demais 

segmentos intestinais, principalmente no duodeno são de grande importância para 

melhor compreensão da patofisiologia gerada pela dieta MAL-ED no transporte de 

nutrientes.  

 A adequada absorção de nutrientes também depende de um complexo 

sistema que envolve adequada expressão de proteínas formadoras de junções firmes. 

No presente estudo, a dieta MAL-ED em período agudo não causou alterações na 
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expressão de claudina-1, -2, -15, ZO-1 e ocludina, mas aumentou os níveis de RNAm 

de FATCD/36. Estudo mostrou que a adequada absorção de carboidratos, proteínas 

e lipídeos dependem da expressão de claudina-2 e -15, devido a função de 

reestabelecer a adequada concentração de sódio no lúmen necessário para o 

cotransporte dos nutrientes na borda em escova (WADA et al., 2013). Apesar dos 

esforços, a expressão de junções firmes é complexa e pouco compreendida durante 

o processo de desnutrição.  

A desnutrição materno fetal por DBR causou redução da resistência 

transepitelial associado com aumento da expressão de claudina-3 (UENO et al, 2011). 

No entanto, ausência de alterações na resistência transepitelial e na expressão de 

claudina-2 e ocludina também foram observadas no íleo desnutrido por 7 dias 

(SAMPAIO et al., 2016). O aumento da expressão de ocludina, por si só, também é 

reportada por aumentar a resistência transepitelial (BALDA et al., 1996), mas a 

desnutrição energético-proteica em leitões reduziu a resistência transepitelial sem 

alterar a expressão de ocludina (JACOBI et al., 2013). Ademais, o consumo de DBR 

por 14 dias causou redução da permeabilidade paracelular, com indicativo de dano a 

integridade de barreira, sem alterar a expressão de ocludina e claudina-2 (RIBEIRO, 

2022). Outro estudo mostrou que lesões e disjunção da barreira epitelial intestinal de 

crianças com desnutrição aguda grave foram associados com a redução da expressão 

de claudina-4 e ausência de marcação de E-caderina (AMADI et al., 2017).  

Neste estudo, a ausência de alterações na resistência transepitelial durante 

o desafio da glutamina, alanil-glutamina e glicose corrobora com a ausência de 

alterações na expressão de ocludina, claudina-2 e -15 e transportadores intestinais. 

No entanto, seria de grande importância avaliar os parâmetros eletrofisiológicos e 

expressão de transportadores intestinais e junções firmes nos demais segmentos 

intestinais durante o desafio com a deita MAL-ED, uma vez que, a dieta MAL-ED 

desencadeou dano à integridade da barreira e aumentou a permeabilidade paracelular 

em período agudo. Além disto, avaliação de junções aderentes no período agudo seria 

importante, uma vez que, a principal função deste complexo é a manutenção da 

integridade da barreira intestinal (TURNER, 2009). 

Um achado importante no nosso trabalho foi o aumento dos níveis de 

transcritos do transportador FATCD/36, um transportador de ácidos graxos de cadeia 
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longa e colesterol (HUI; LABONTE; HOWLES, 2008). Evidências bioquímicas 

mostram que a desnutrição energético proteica pode provocar deficiência de ácidos 

graxos essenciais (SMIT; MUSKIET; BOERSMA, 2004). Essa deficiência pode ser 

decorrente de multiplos fatores como digestão, absorção, transporte, biossíntese e 

metabolismo alterados (SMIT; MUSKIET; BOERSMA, 2004). Fatores como redução 

da secreção de ácido gástrico (GRACEY, M et al., 1973;  MATA et al., 1972) 

degradação de ácidos biliares por ação bacteriana (GRACEY, 1981; SUSKIND, 1975; 

VITERI; SCHNEIDER, 1974), diminuição da ação de lipases (VITERI; SCHNEIDER, 

1974; WATERLOW, 1992), e alterações morfométricas no intestino (SNIPES, 1968; 

WATERLOW, 1992; LOPEZ-PEDROSA et al., 1998) são as principais alterações que 

prejudicam a digestão e absorção adequada de ácidos graxos na desnutrição.  

Além disso, a deficiência de ácidos graxos essenciais per si reduz o fluxo 

biliar, o que diminui a digestão dos lipídeos da dieta (ALESSANDRI et a., 1990; 

MINICH; VONK; VERKADE, 1997; SNIPES, 1968). Estudo recente também mostrou 

que o metabolismo de ácidos biliares é alterado em crianças com enteropatia 

ambiental, condição que gera desnutrição (ZHAO et al., 2021). A expressão de 

transportadores de ácidos graxos na desnutrição é pouco avaliada, apesar de, 

especular-se que o transporte de ácidos graxos pode estar alterado na desnutrição 

energético proteica (SMIT; MUSKIET; BOERSMA, 2004). Dessa forma, o aumento 

nos níveis de RNAm de FATCD/36 na desnutrição aguda pela dieta MAL-ED pode ser 

indicativo de um provável tentativa de aumento de captação de lipídeos, com o intuito 

de aumentar a captação de energia e manutenção da homeostase. No entanto, mais 

estudos são necessários para compreender melhor a absorção de lipídeos na 

desnutrição. 

As limitações deste estudo incluem a ausência de análise de 

biomarcadores de desnutrição como IgA anti-LPS, zonulina, e proteína de ligação a 

ácidos graxos intestinais (I-FABP), que foi associado com desnutrição crônica infantil 

(GUERRANT et al., 2016); bem como ausência da análise de microbiota para verificar 

se o novo modelo gera disbiose, condição associada à desnutrição (BROWN et al., 

2015). A análises dos parâmetros eletrofisiológicos basais nas porções do duodeno, 

íleo e cólon também poderiam explicar quais segmentos contribuem para o aumento 

da permeabilidade paracelular indicado pelo teste LM. Além disso, avaliar os 

parâmetros eletrofisiológicos no co-transporte de peptídeos e carboidratos, bem como 
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avaliar a expressão de transportadores intestinais, principalmente de glicose e 

glutamina, e junções firmes nas porções do duodeno e íleo em período agudo 

contribuiriam para melhor compreensão do impacto da dieta MAL-ED na adequada 

absorção de nutrientes. Contudo, esse estudo inova com o desenvolvimento de um 

novo modelo experimental de desnutrição que representa a clínica de crianças 

desnutridas em fase de introdução alimentar de sete países em desenvolvimento, 

possibilitando uma melhor compreensão da patofisiologia gerada pela desnutrição nos 

diversos sistemas do corpo, assim como o desenvolvimento de intervenções mais 

adequadas para esta população. Ademais, identificamos que a desnutrição moderada 

causa um impacto maior na barreira morfofuncional intestinal em período agudo, 

mostrando um relativo aumento da afinidade do jejuno desnutrido a glutamina, 

indicando que a glutamina possa ser um possível tratamento eficaz em período agudo. 

A representação dos danos intestinais pela dieta MAL-ED estão representados na 

Figura 22. 

Figura 22 – Imagem representativa dos danos agudos e crônicos gerados 

pelo consumo da dieta MAL-ED na barreira morfofuncional intestinal.  
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Fonte: Autor. 
O consumo agudo da dieta MAL-ED desencadeou diminuição de área de vilo no duodeno 
e jejuno, aumento da permeabilidade paracelular intestinal (seta vermelha e círculo com 
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L), com indicativo de dano na barreira epitelial intestinal. A dieta MAL-ED não alterou 
corrente de curto-circuito e resistência basal, mas reduziu a diferença de potencial basal 
no jejuno dos animais. Além disso, o consumo agudo da dieta MAL-ED ocasionou redução 
da diferença de potencial basal no jejuno dos animais desnutridos. Também foi verificado 
que aumento nos níveis de transcritos de FATCD/36 no jejuno desnutrido em período 
agudo (indicado em roxo). No período crônico, observamos permanência do aumento da 
permeabilidade paracelular (seta vermelha e círculo com L) e da redução de área nos vilos 
do jejuno, associado a uma resposta adaptativa de ausência de dano na integridade da 
barreira epitelial intestinal, aumento de área absortiva total (seta azul e círculo com M), 
aumento do tamanho do intestino delgado e aumento de área de criptas em todos os 
segmentos intestinais. 
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7 CONCLUSÃO 

Desenvolvemos uma nova dieta de desnutrição, com moderada deficiência 

em energia, proteína, lipídeos e zinco e aumento moderado de carboidratos e fibras, 

capaz de gerar desnutrição em modelos animais. A nova dieta MAL-ED reduziu o peso 

e ganho de peso, comprometeu o crescimento e as reservas energéticas em período 

mais crônico, sem causar edema e com níveis séricos de albumina normais. Assim, 

propomos um novo modelo murino de desnutrição de relevância clínica para a fase 

de introdução alimentar, com base em dados da alimentação complementar de 

crianças desnutridas de sete diferentes países. A dieta MAL-ED também causou 

aumento da permeabilidade paracelular, dano a integridade da barreira epitelial 

intestinal, redução de área absortiva no duodeno e jejuno, associado a redução da 

diferença de potencial basal e aumento dos níveis de RNAm de FATCD/36 em período 

agudo, bem como aumento de área intestinal total e permeabilidade paracelular em 

período crônico.  
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ANEXO A – DOCUMENTO DE APROVAÇÃO DA PESQUISA NO COMITÊ DE 

ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 
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ANEXO B – EFEITOS DO CONSUMO DA DIETA MAL-ED ad libtum NOS 

PARÂMETROS CORPORAIS  

Figura 1 – Efeitos do consumo da dieta MAL-ED ad libitum no peso, ganho de peso e 

crescimento corporal. 
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(A) Peso (g), (B) ganho de peso (%), (C) consumo de ração (g) e (d) consumo de água (mL) dos animais 
controles e desnutridos sob protocolo ad libitum por um período total de 28 dias. n.s= sem significância, 
teste t de Student para Desnutrido vs. Controle para cada dia. Todos os dados são representativos de 
um experimento (n=10-12/grupo) e os valores são apresentado pela média ± erro padrão da média 
(EPM) para peso e ganho de peso e valores por caixa para consumo de água e ração. 
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ANEXO C – RESULTADO DA EXPRESSÃO PROTEICA DE SGLT-1 E 

CLAUDINA-1 

Figura 1 – Expressão proteica de SGLT-1 nos animais controles e desnutridos pela 

dieta MAL-ED. 

 

Figura 2 - Expressão proteica de claudina-1 nos animais controles e desnutridos pela 

dieta MAL-ED. 
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ABSTRACT 

Background: A desnutrição é um grave problema de saúde pública, capaz de gerar 
risco de morte e sequelas no desenvolvimento físico e neurocognitivo infantil a longo 
prazo. Sugerimos uma nova dieta de desnutrição baseado na dieta complementar de 
crianças de sete países de baixa renda no desenvolvimento de um quadro clínico 
similar de desnutrição em camundongos recém desmamados. 

Objective: Desenvolver e validar um novo modelo murino de desnutrição baseada na 
dieta complementar de crianças desnutridas de sete países de baixo poder 
socioeconômico pertencentes ao estudo coorte Malnutrition-Enteric Diseases (MAL-
ED).  

Methods: Para formulação da dieta de desnutrição MAL-ED, foi utilizado a diferença 
do percentual de energia, macronutrientes, fibras e zinco da dieta das crianças sem 
desnutrição vs. com desnutrição (Escore Z altura para idade; HAZ < -2) para reduzir 
da composição da dieta AIN-93M. Posteriormente, camundongos machos C57BL/6 
(21 dias de idade) foram submetidos ao consumo da dieta controle (AIN-93) ou dieta 
MAL-ED, controlada diariamente, por 28 dias. O peso foi mensurado todos os dias; a 
composição corporal e o comprimento do corpo foram medidos a cada sete dias; razão 
lactulose:manitol (LM), morfometria e albumina foram avaliados no dia 7 e 28. 
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Results: A dieta MAL-ED possui -8.03% de energia, -37.46% de proteína, -24.20% de 
lipídeo, -10.83% de zinco e +5.93% de carboidrato e +45.17% de fibra que a dieta 
controle. A dieta MAL-ED foi capaz de causar desnutrição, com redução de ganho de 
peso e peso (p< 0.05) a partir do 1 e 2º dia, respectivamente, bem como desencadeou 
alterações na composição corporal ao longo do tempo, dano na integridade da barreira 
intestinal apenas em período agudo, aumentou a permeabilidade paracelular em 
ambos os tempos, reduziu área de vilos no dudeno e jejuno em período agudo e 
aumento compensatório da área intestinal em período crônico, sem comprometer o 
crescimento corporal e alterar os níveis séricos de albumina (p> 0.05).  

Conclusions: A nova dieta MAL-ED foi capaz de desencadear desnutrição, com 
redução de peso, ganho de peso, dano na integridade da barreira em período agudo, 
aumento da permeabilidade paracelular e aumento da área intestinal em período 
crônico, provavelmente como adaptação a escassez de nutrientes da dieta. Este 
trabalho propõe o primeiro modelo de murino de desnutrição de relevância clínica, 
com base em dados da alimentação complementar e dietética de crianças desnutridas 
de sete diferentes países.  . 

Palavras-chave: Desnutrição; composição da dieta na desnutrição infantil; barreira 

epitelial intestinal; composição corporal na desnutrição. 

INTRODUCTION 

A desnutrição nos primeiros anos de vida é um sério problema de saúde por estar 
associada ao aumento do risco de mortalidade (1), ciclo vicioso de infecções entéricas 
clínicas e subclínicas (2), comprometimento do desenvolvimento físico (1) e cognitivo 
(3), assim como doenças crônicas na vida adulta (4,5). Dados da Organização Mundial 
da Saúde (OMS) têm mostrado uma redução nas taxas de desnutrição nos últimos 20 
anos, porém os dados ainda são alarmantes, no qual cerca de 149.2 milhões de 
crianças menores de 5 anos foram acometidas por desnutrição crônica e 45,4 milhões 
por desnutrição aguda em 2019 (6). Além disso, estima-se que a crise socioeconômica 
causada pela pandemia de COVID-19 e outros fatores associados terá um impacto 
crônico no número de crianças afetadas pelo déficit de estatura nos próximo anos (7).  

A desnutrição é uma patologia complexa, geralmente associada a infecções e que 
levam a diversos danos nos sistemas corporais (8, 9, 10), em particular danos à 
barreira epitelial intestinal (11, 12, 13, 14). Diversos modelos animais têm contribuído 
para o entendimento da fisiopatologia associada à diferentes deficiências nutricionais. 
Por exemplo, a restrição calórica crônica (-15%) causa redução de peso e níveis mais 
baixos de proteína 1 monócito-quimioatraente (MCP-1) no fígado e adipócitos de 
camundongos (15). Enquanto, a severa deficiência de proteína em camundongos 
recém-desmamados desencadeia maior comprometimento de ganho de peso, 
aumento da inflamação intestinal, maiores alterações no perfil metabólico e na 
microbiota do que a dieta deficiente em zinco (16). Modelo de transferência de 
microbiota de crianças desnutridas e saudáveis também contribuiu para compreensão 
do papel da microbiota no desenvolvimento da desnutrição (17). Além disso, alguns 
modelos genéticos de experimentações pré-clínicas, mesmo não refletindo a clínica, 
têm demonstrado o impacto da deleção de proteínas de barreira epitelial intestinal no 
peso (18, 19). Neste sentido, nota-se a importante contribuição dos modelos animais 
in vivo de desnutrição para o avanço no conhecimento do papel das deficiências 
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nutricionais para o desenvolvimento saudável, entretanto, questiona-se o quanto estes 
modelos representam similaridade clínica com a desnutrição infantil.  

Na literatura, existem apenas três dietas baseadas na composição alimentar de uma 
determinada população: a dieta básica regional (RBD), que mimetiza a composição 
alimentar da região no semiárido brasileiro (20); a dieta Milho Vegetal, que foi baseada 
em alimentos predominantes de crianças de Malawi com Kwashiorkor (21); e a M8, 
outra dieta baseada nos alimentos mais consumidos pela população de Malawi (17). 
Contudo, estas dietas são fundamentadas apenas nos alimentos mais predominantes 
destas populações, sem representar a quantidade de energia, macronutrientes e 
micronutrientes consumidas. Logo, a representação clínica é limitada na maioria dos 
modelos animais de desnutrição. Dessa forma, esse estudo teve como objetivo 
formular uma nova dieta de desnutrição, dieta MAL-ED, com base num estudo recente 
que quantificou a energia, macronutrientes e micronutrientes da dieta complementar 
de crianças desnutridas de sete países de baixo poder socioeconômico pertencentes 
ao estudo coorte de desnutrição e infecção entérica (MAL-ED, do inglês Malnutrition-
Enteric Diseases) (22). Nossa hipótese é que a nova dieta MAL-ED irá induzir um 
quadro clínico de desnutrição em camundongos recém-desmamados, consistindo no 
primeiro modelo murino de desnutrição que mimetizar as deficiências nutricionais 
comuns nas dietas de crianças em fase de alimentação complementar. 

MÉTODOS 

Animais e comitê de ética 

Camundongos machos C57BL/6 (n= 11/grupo) do Biotério Setorial do Departamento 
de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceará (UFC) foram mantidos 
em ciclo claro/escuro (12/12 horas), em ambiente com temperatura controlada de 22 
± 2°C, água “ad libitum” e quantidade de dieta controlada diariamente. Todos os 
procedimentos foram conduzidos de acordo com as normas do Conselho Nacional de 
Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e submetidos à aprovação do Comitê 
de Ética em Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceará (nº de 
protocolo 3941290319). 

Dietas 

A formulação da nova dieta indutora de desnutrição MAL-ED foi baseada na 
quantificação da dieta complementar de crianças com e sem desnutrição pertencentes 
ao estudo coorte Etiology, Risk Factors and Interactions of Enteric Infections and 
Malnutrition and the Consequences for Child Health and Development (Malnutrition-
Enteric Diseases; MAL-ED), descrito por Maciel et al. (22). A quantificação da dieta 
complementar foi feita através de registros alimentares das últimas 24 horas coletados 
de 1.463 crianças, de áreas urbanas, periurbanas e rurais de sete países de baixo 
nível socioeconômico: Bhaktapur, Nepal (n = 229); Daca, Bangladesh (n = 208); 
Fortaleza, Brasil (n = 169); Haydom, Tanzânia (n = 210); Loreto, Iquitos, Peru (n = 
199); Venda, África do Sul (n = 221); e Vellore, Índia (n = 227). Maciel et al. (22) 
quantificaram o consumo de energia, macronutrientes, fibras, 6 vitaminas (niacina, 
riboflvina, tiamina, folato e vitaminas A e C) e 6 minerais (cálcio, ferro, magnésio, 
potássio, fósforo e zinco) da dieta complementar da população descrita acima. Para 
formulação da nova dieta de desnutrição, utilizamos o percentual de diferença no 
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consumo de energia, macronutriente, fibras e zinco de crianças com desnutrição (HAZ 
< -2) vs. sem desnutrição com 24 meses de idade. 

Para que a nova dieta de desnutrição tivesse o padrão alimentar exigido para 
roedores, essa diferença de percentual em energia, macronutrientes e micronutrientes 
foi subtraída dos valores nutricionais da dieta padrão para roedores AIN93-M, dieta 
controle. A formulação e produção das dietas MAL-ED e controle (AIN-93M) foram 
realizadas pela empresa Rhoster® (Araçoiaba da Serra, São Paulo, Brasil). A 
composição centesimal da nova dieta de desnutrição foi avaliada pelos seguintes 
métodos: dumas, perda por secagem, gravimetria, absorção atômica pela empresa 
CBO® (Valinhos, São Paulo, Brasil). Estes métodos em conjunto permitiram a 
quantificação de umidade e voláteis, proteína bruta, extrato etéreo por hidrólise ácida, 
fibra bruta, cálcio, fósforo e zinco, enquanto a quantidade de carboidrato foi estimada 
pela diferença nas porcentagens de macronutrientes.  

Desenho experimental 

O novo modelo murino de desnutrição foi conduzido de acordo com Brown et al., (23), 
com algumas adaptações. Camundongos C57BL/6 machos (21 dias de idade) tiveram 
seu peso corporal, comprimento total aferidos para serem distribuídos aleatoriamente 
nos grupos Controle (dieta AIN93-M) e Desnutrido (dieta MAL-ED). O protocolo foi 
conduzido por um período total de 28 dias para caracterização temporal dos efeitos 
da dieta sobre os parâmetros corporais, histopatologia e barreira epitelial intestinal. O 
consumo de ração foi controlado diariamente para que o grupo desnutrido consumisse 
a mesma quantidade que o grupo controle. O peso corporal foi aferido diariamente e 
a cada sete dias os animais foram avaliados quanto ao desenvolvimento corporal e 
composição corporal. Nos dias 7 e 28, os animais foram anestesiados por via 
intramuscular com cloridrato de cetamina (90 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 
mg/kg), sangue e tecido intestinal foram coletados para posterior análise e, por fim, os 
animais foram eutanasiados por meio de exsanguinação. 

Avaliação do desenvolvimento corporal 

O comprimento corporal dos animais foi mensurado nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 para 
avaliarmos o desenvolvimento corporal dos animais. Para isso, os camundongos 
foram rapidamente anestesiados por isoflurano (Cristália®, São Paulo, Itapira) (24), 
em seguida, foram posicionados sob uma superfície plana, de forma alinhada e 
comprimento corporal foi medido com auxílio de um paquímetro digital (Mitutoyo® 
Precision Measuring Tools, Suzano, São Paulo, Brazil). 

Análise da composição corporal: Bioimpedância elétrica 

Os camundongos foram submetidos à avaliação corporal por tetra bioimpedância 
polar (ImpediVET®, Carlsbad, Califórnia, EUA) nos dias 0, 7, 14, 21 e 28. Para isso, 
os camundongos foram anestesiados, conforme mencionado no tópico desenho 
experimental, e colocados sob uma superfície não condutora com os membros 
dispostos perpendicularmente ao corpo e a cauda estendida distalmente. Quatro 
agulhas (calibre 25x12) foram inseridos na região subdérmica ao longo da linha medial 
dorsal. Os eletrodos centrais foram inseridos entre as orelhas e entre as patas 
traseiras, enquanto os eletrodos periféricos foram inseridos entre os olhos e na cauda, 
conforme especificado pelo fabricante. As agulhas foram conectadas a eletrodos 
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acoplados ao aparelho. O comprimento do animal entre os eletrodos centrais foi 
medido e registrado no equipamento, assim como o peso corporal do animal. Em 
seguida, a corrente elétrica foi acionada, os parâmetros de bioimpedância de 
resistência e reatância foram obtidos por um único espectro de 4 a 1 MHz em uma 
série de 256 pontos. O dispositivo usa um gráfico de impedância complexo para 
determinar a água corporal total, fluido extracelular e o fluido intracelular, enquanto a 
massa livre de gordura, a massa gorda e o índice de massa corporal são calculados 
por meio de software (ImpediVET®, Carlsbad, Califórnia, EUA) acoplado ao aparelho 
(25). 

Avaliação da barreira epitelial intestinal com os biomarcadores lactulose e 
manitol 

Um grupo experimental foi exclusivamente conduzida para avaliação da barreira 
epitelial intestinal utilizando o teste de lactulose e manitol. Os animais foram 
submetidos a um período de adaptação ao ambiente de coleta, que consistiu em 
permanecer em gaiolas metabólicas 2h/dia durante 5 dias antes da aplicação do teste. 
Nas últimas 24h antes do teste, todos os animais permaneceram em tempo integral 
nas gaiolas metabólicas. Durante essas 24h, 16h os animais foram alimentados com 
a dieta isocalórica G (Rhoster®, São Paulo, Brasil), dieta pobre em carboidrato, e 8h 
de jejum, para evitar que os carboidratos da dieta interfiram na análise posterior. Após 
jejum, todos os animais receberam 200 µl da solução por gavagem, contendo 5,0 g 
de Lactulose (Duphar Laboratories, Southampton, Reino Unido) e 1,0 g de Manitol 
(Henrifarma Chemicals and Pharmaceuticals LTDA, São Paulo, Brasil) dissolvido em 
20 ml de água. Amostras de urina, preservadas em 0,236 mg/ml de clorexidina (Sigma 
Chemical, St Louis, MO), foram coletadas 24 h após a administração da solução teste. 
Os animais permaneceram consumindo a dieta isocalóric G durante o período de 
coleta. Os volumes das amostras foram registrados e centrifugados a 10.000 rpm por 
3 min, para, então, 50 μl de uma solução do padrão interno (3,6 mM de melibiose 
diluído em 2,9 ml de água destilada) ser adicionado a 50 μl de cada amostra. A solução 
foi centrifugada (10.000 rpm por 3 min) e 50 μl foi usado para determinação dos 
açúcares no equipamento UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific®, Massachusetts, 
EUA). Duas soluções padrão de carboidratos foram usadas para calibrar o sistema no 
início e entre os testes de cada grupo. Os padrões continham 60 μM dos seguintes 
açúcares: glucosamina, manitol, melibiose e lactulose (grupo I) e inositol, sorbitol, 
glicose e lactose (grupo II). Curvas padrões dos açúcares e as amostras foram 
medidas por cromatografia líquida de alta pressão com detecção amperométrica 
pulsada, conforme descrito anteriormente (26).  

Morphometric and histopathological analysis 

Amostras do duodeno, jejuno e íleo foram seccionadas transversalmente e fixadas em 
tampão de formaldeído a 10% por 18 h. Após o período de fixação, o material foi 
desidratado, incluído em parafina, cortado em secções de 5,0 µm em micrótomo de 
impacto (Polycut S, Leica, Alemanha) e corado com hematoxilina e eosina (H&E). 
Posteriormente, com o auxílio de um microscópio óptico acoplado ao sistema de 
aquisição de imagens (LEICA) e software ImageJ versão 1.5a (National Institutes of 
Health, EUA) foram medidas as áreas de todos os vilos e criptas correspondentes 
para cada lâmina do grupo, com o intuito de analisar o impacto agudo e crônico da 
dieta MAL-ED na morfometria intestinal.  
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Para a análise histopatológica, as possíveis lesões foram analisadas de acordo com 
o sistema de escores de severidade do infiltrado inflamatório sugerido por Erben et al. 
(27) com algumas adaptações. Os critérios de severidade foram: escore 0, achados 
histológicos normais, menos que 10% de leucócitos na mucosa; escore 1, leve, 10 - 
25% de leucócitos na mucosa e edema nos vilos; escore 2, moderado, 26 – 50% de 
leucócitos na mucosa, submucosa e edema; escore 3, intenso, > 51% de leucócitos 
transmural e edema nos vilos. As análises foram realizadas para todos os segmentos 
do intestino delgado coletados nos tempos 7 e 28 dias. A análise histopatológica foi 
realizada por um patologista. 

Análise dos níveis séricos de albumina 

Os níveis de albumina foram medidos através do kit de dosagem da Labteste® (Lagoa 
Santa, Minas Gerais, Brasil). Preparamos as amostras conforme instruções do 
fabricante: amostra (10 µl de soro mais 1,0 ml do reagente de cor), branco (1,0 ml do 
reagente de cor) e o padrão (10 µl do padrão mais 1,0 ml do reagente de cor). As 
soluções foram levemente misturadas, e após 2 min foram realizadas as leituras 
utilizando o espectro de 630 nm de comprimento de onda em espectofotômetro 
Labquest® (Oregon, EUA).  

Statistical analysis 

Os dados coletados foram digitados em planilha de Microsoft Excel® versão 15/Office 
2013 (Remond, Washington, USA) e verificados duplamente para validada da entrada 
dos dados. Dados paramétricos foram avaliados quanto a quanto a normalidade 
utilizando o teste Kolmogorov-Smirnov. Os dados paramétricos normalizados 
seguiram para a análise pelo teste t ou análise de variância (ANOVA) seguido do pós-
teste de Bonferroni para os dados pareados. Os dados não paramétricos, por sua vez, 
foram analisados pelo teste de Mann-Whitney. Todos os testes foram aplicados no 
software GraphPad Prism® (Califórnia, Estados Unidos). Os resultados foram 
representados por média ± erro padrão da média (SEM) ou mediana quando indicado, 
máximo e mínimo. Dados considerados significativos obtiveram valores de p< 0,05. 

Results 

Composição da dieta MAL-ED 

A análise de composição revelou que a nova dieta de desnutrição MAL-ED possui -
8.03% de energia, -37.46% de proteína, - 24.20% de proteína, -10.83% de zinco, 
+5.93% de carboidrato e +45.17% de fibra em relação a dieta controle, (Tabela 1). Os 

ingredientes e suas respectivas quantidades para formulação das dietas estão 
especificados na tabela 1. 

Induction of malnutrition by the new MAL-ED diet 

Os sinais clínicos de desnutrição só foram registrados quando a dieta foi controlada 
diariamente. A nova dieta de indutora de desnutrição foi capaz de reduzir de forma 
precoce o peso dos animais. No dia 2, os animais desnutridos registraram 10,51% a 
menos de peso (p< 0,05) quando comparado com os animais controles (Figura 1A). 
O peso permaneceu reduzido (p< 0.05) no grupo desnutrido (-13,04%) até o dia 28, 
quando comparado com o grupo controle (Figura 1A). O ganho de peso, por outro 
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lado, reduziu significativamente (p <0,05) no grupo desnutrido desde o dia 1 (Controle 
-6,63 ± 0,28% vs. Desnutrido -8,55 ± 0,56%) até o dia 28 (Controle 27,47 ± 2,27 vs. 
Desnutrido 12,49 ± 2,46%) (Figura 1B). Em relação ao comprimento corporal, não 

houve diferença significativa (p> 0.05) no porcentual de crescimento dos animais 
desnutridos em relação ao controle em nenhum tempo analisado, indicando ausência 
de comprometimento do crescimento (Figura 1C). A imagem representativa dos 
efeitos globais da dieta nos animais no dia 28 pode ser vista na Figura 1D. 

Impact of the MAL-ED diet on body composition 

A ingestão da dieta MAL-ED desencadeou redução significativa (p< 0,05) da água 
corporal total nos dias 7, 14, 21 e 28 dias (Figura 2A). As alterações na água corporal 
total foram principalmente associadas a uma redução no líquido extracelular. O líquido 
extracelular reduziu significativamente (p< 0,05) no grupo desnutrido comparado ao 
grupo controle nos dias 7, 14, 21 e 28 (Figura 2B), enquanto o fluído intracelular 

reduziu significativamente (p< 0,05) no grupo desnutrido comparado ao controle 
apenas nos dias 14 e 21 (Figura 2C). Em relação à massa corporal, o consumo da 

dieta MAL-ED resultou em redução significativa (p< 0.05) da massa livre de gordura 
nos tempos 7, 14, 21 e 28 (Figura 2D). Em contrapartida, a nova dieta compromete 

as reservas de gordura apenas em período mais tardio, com redução significativa (p< 
0,05) de 16,35% e 25,46% da massa gorda do grupo desnutrido em relação ao 
controle no dia 21 e 28, respectivamente (Figura 2E). O índice de massa corporal foi 
reduzido significativamente (p< 0.05) somente no dia 28 (Controle 4.94 ± 0.13 g/cm2 

vs. Desnutrido 4.5 ± 0.09 g/cm2) (Figura 2F). 

Avaliação da integridade da barreira epitelial intestinal  

A ingesta da dieta MAL-ED em período agudo desencadeou aumento significativo (p= 
0.011) de 172,9% na permeabilidade paracelular em relação a ingesta da dieta 
controle (Figura 3A). O aumento da taxa de lactulose permaneceu 120% maior (p= 
0.0007) nos animais desnutridos em relação ao controle em período crônico (Figura 
3A). Com relação a área absortiva total, em periodo agudo não houve alterações 
significativa, entretanto, foi registrado um aumento significativo (p= 0.0012) de 28,19% 
nos animais desnutridos em relação aos controles no dia 28 (Figura 3B). O consumo 
da dieta MAL-ED causou danos na integridade da barreira intestinal no dia 7, com 
aumento significativo (p= 0.22) da razão lactulose:manitol nos animais desnutridos em 
relação ao controle (Figura 3C). Contudo, não foi observado alterações significativas 

(p = 1.014) na razão lactulose/manitol entre os grupos (Control: 0.279, 0.312-0.592 vs. 
Malnourished: 0.222, 0.474-0.697) no dia 28 (Figura 3C).  

Impacto do consumo da dieta MAL-ED na morfometria e histopatologia intestinal 

A análise morfométrica revelou que a dieta MAL-ED desencadeou no dia 7 uma 
redução da área dos vilos nos animais desnutridos no duodeno (34,37%) e jejuno 
(41,37%), enquanto a área dos vilos no íleo foram 23,72% maiores (p< 0.0001) 
quando comparados com os controles (Figura 4A). A área das criptas foi 
significativamente menor no duodeno (24,31%) e maior no íleo (12,42%) no dia 7, sem 
gerar alterações significativas (p = 0.243) no jejuno (Figura 4B). Ao avaliarmos a 
morfometria intestinal no 28º dia de indução da desnutrição, identificamos que a área 
dos vilos foram significativamente (p< 0.0001) maiores no duodeno (276,38%) e íleo 
(27,84%) de camundongos desnutridos quando comparados ao controle (Figura 4A). 
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No entanto, a área dos vilos no jejuno de animais desnutridos foram 13,52% menores 
(p < 0.001) em relação aos controles (Figura 4A). As áreas das criptas, por sua vez, 
foram maiores (p < 0.0001) em todos os segmentos dos animais desnutridos em 
relação aos controles no dia 28 (Figura 4B). As imagens representativas do duodeno, 
jejuno e íleo dos animais desnutridos e controles nos dias 7 e 28 podem ser vistas na 
figura 4C. 

Avaliação das concentrações séricas de albumina 

Ao analisarmos as concentrações séricas de albumina nos grupos experimentais 
examinados, não identificamos diferença significativa (p > 0.05) entre os grupos 
controle e desnutrido nos dias 7 e 28 do protocolo experimental (Figura 5). 

DISCUSSION 

O presente estudo desenvolveu, de forma inovadora, uma dieta indutora de 
desnutrição, altura-por-idade z-escore <-2, de âmbito internacional. A nova dieta de 
desnutrição MAL-ED causou redução precoce de peso, ganho de peso, comprometeu 
a composição corporal, com indicativo de dano na integridade da barreira epitelial 
intestinal em período agudo, aumento da permeabilidade paracelular, embotamento 
de vilos em período agudo, aumento da área absortiva total em período crônico, sem 
alterar a taxa de crescimento e os níveis séricos de albumina dos camundongos 
recém-desmamados. 

A deficiência de energia, macronutrientes e micronutrientes continua sendo um grave 
problema de saúde devido ao aumento do risco de morte (29) e as consequências a 
longo prazo (30, 31). Neste contexto, o estudo coorte MAL-ED tem contribuído para 
uma melhor compreensão da relação entre desnutrição e infecções entéricas 
subclínica e clínicas na primeira infância, inflamação sistêmica, déficit de crescimento, 
e danos na barreira epitelial intestinal (32, 33, 34, 35, 36). Além disto, foi realizado a 
quantificação da alimentação complementar de crianças de 9 a 24 meses 
pertencentes ao estudo coorte MAL-ED, dessa forma fazendo possível verificar a 
diferença entre a quantidade de macronutrientes, micronutrientes e energia da dieta 
de crianças com desnutrição aguda, subnutrição ou desnutrição crônica e crianças 
sem desnutrição (22). A partir desse estudo, desenvolvemos uma nova dieta de 
desnutrição com o intuito de desenvolver um modelo de experimentação animal que 
represente a clínica de crianças desnutridas em países de baixo renda 
socioeconômica. 

A nova dieta indutora de desnutrição contém deficiência moderada em energia (-
8.03%), proteína (-37.46%), lipídios (-24.40%) e zinco (-10.83%) e aumento moderado 
em carboidratos (+5.93%) e fibras (+45.17%) em relação a dieta controle. Na 
literatura, grande parte dos modelos in vivo utilizam dietas com drásticas reduções de 
um determinado macronutriente, micronutriente ou energia, assim divergindo da 
realidade da composição da dieta associada com desnutrição nessas crianças. 
Modelos de deficiência proteica, por exemplo, utilizam dietas com 0% (37), 0,7% (38), 
2% (16), 4% (39, 40) e 7% de proteína (23) para induzir desnutrição, enquanto 
modelos experimentais que investigam o papel do zinco para o desenvolvimento 
saudável utilizam dietas com menos de 2 ppm de zinco (16, 41) e modelos de 
deficiência energética utilizam de -15 a -30% de energia em relação ao grupo controle 
(15, 42, 43). A quantificação de proteína em crianças com subnutrição, desnutrição 
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aguda e desnutrição crônica, nas diferentes faixas etárias, variam apenas de -2.0 a -
6.6% em relação a dieta de crianças saudáveis. A deficiência de zinco em crianças 
desnutridas varia -2.3 a -8.6% e e a quantidade de energia varia de 11.2 a -25.9% 
(22). Os modelos animais baseados na alimentação de populações específicas 
geralmente utilizam dietas indutoras de desnutrição com elevada deficiência proteica 
e são ricas em carboidratos. A RBD, por exemplo, contém baixo teor de energia (-
14.62%), proteínas (-65.15%), lipídeos (-90.74%) e alto teor de carboidrato (+37.27) e 
fibras (+260.5%) em relação a dieta controle (20). A Maize vetegal, dieta baseada na 
alimentação de crianças com kwashiorkor do Malawi, contém menos proteínas (-
65.03%), lipídeos (-52.11%) e fibras (-46.43%) e mais carboidrato (+34.94%) do que 
a dieta controle (21). A dieta M8, baseada na quantidade de energia e nutrientes da 
dieta malauiana, por sua vez, contém 26.1% de carboidrato, 4.36% de proteína, 3.66% 
de lipídeos e 155kcal/g, e não houve comparação com dieta controle (17). Ao 
compararmos a composição da nova dieta indutora de desnutrição com a dieta das 
crianças MAL-ED, verificamos que a dieta MAL-ED possui composição semelhante a 
dieta de crianças com desnutrição crônica, apesar de, apresentar uma maior 
deficiência em proteínas e lipídeos. Visto que, os modelos experimentais utilizam 
dietas com elevada redução de diversos nutrientes específicos e poucas dietas 
refletem a complexidade da deficiência alimentar observada na clínica, a nova dieta 
MAL-ED possui características gerais de crianças com desnutrição crônica aos 24 
meses e parece representar melhor a clínica de avaliação nessas crianças. 

A dieta MAL-ED reduziu o peso e ganho de peso de forma precoce, comprometeu a 
composição corporal ao longo do tempo, sem alterar a taxa de crescimento em 
animais recém desmamados. Alterações nos parâmetros corporais são os primeiros 
indícios clínicos de desnutrição. A redução de peso e ganho de peso no presente 
estudo corroboram com outros modelos de deficiência nutricional, que relatam 
alteração de peso e/ou ganho de peso na primeira semana de indução (14, 21, 23, 
43). Com relação ao impacto da desnutrição no crescimento corporal, os estudos 
mostram que as deficiências nutricionais geralmente comprometem o crescimento dos 
animais (17, 23), diferente do observado no presente estudo. Contudo, é importante 
salientar que os estudo que avaliam o crescimento corporal utilizam dietas com 
exacerbada redução de nutrientes e/ou energia.  

A análise da composição corporal também é uma importante ferramenta para a 
avaliação do estado nutricional, todavia é pouco explorada em modelos in vivo. Ribeiro 
et al. (44) verificou que a desnutrição induzida por RBD em animais recém 
desmamados acarreta redução precoce de água corporal total, fluído extracelular e 
reservas energéticas, enquanto o fluído intracelular reduziu apenas em tempo 
intermediário e não foi identificado alterações no índice de massa corporal. Resposta 
semelhante foi observada no presente estudo, porém a ingesta da dieta MAL-ED 
reduziu rapidamente as reservas proteicas e somente em período crônico 
comprometeu as reservas de gordura. Em geral, sabe-se que o metabolismo de 
diversos órgãos na desnutrição é sustentado principalmente pela mobilização de 
gordura, sendo as reservas proteicas acionadas apenas quando o consumo de 
energia e proteínas é insuficiente para manter o metabolismo proteico (45). No 
entanto, um estudo ressaltou que condições patológicas como infecção e inflamação 
podem exigir aumento de demanda de aminoácidos, que por sua vez, aumentam o 
catabolismo proteico, reduzindo mais rapidamente as reservas proteicas (46). Desta 
forma, estes fatores podem ter aumentado primeiro o catabolismo das reservas 
proteicas dos animais desnutridos neste estudo, visto que, a desnutrição gera disbiose 
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(23) e aumento de inflamação sistêmica (32, 33, 47, 48). Além disto, a dieta MAL-ED 
possui uma composição nutricional inédita na experimentação in vivo e a patofisiologia 
associada a esta condição precisa ser melhor compreendida. 

A desnutrição aguda indica recente e severa perda de peso e pode ser dividida em 
três tipos de manifestação clínica: marasmo, kwashiokor e kwashiokor marasmático. 
A mensuração de água corporal total e principalmente fluído extracelular estimam a 
formação de edema, principal característica de crianças com Kwashiorkor devido à 
alta deficiência de proteína na alimentação (49, 50). O marasmo, por outro lado, é 
condição geralmente derivada da restrição calórica, sendo diagnosticada pela perda 
de tecido adiposo e tecido muscular, sem presença de edema e com proteínas 
viscerais relativamente normais, incluindo albumina (51). O consumo crônico da dieta 
MAL-ED causou redução de peso, ganho de peso, tecido muscular, tecido adiposo, 
sem formação de edema, ausência de alterações nos níveis séricos de albumina e 
sem comprometer o crescimento dos animais. Desta forma, nossos resultados 
sugerem que a dieta MAL-ED é capaz de desenvolver nos animais um quadro de 
desnutrição aguda, mais especificamente um quadro clínico de marasmo. 

A desnutrição infantil também tem sido associada com alterações na barreira 
morfofuncional intestinal, mais especificamente atrofia de vilos e ruptura da função da 
barreira intestinal (12, 52, 53). No entanto, observamos em modelos animais que 
essas alterações morfológicas são complexas, multifatoriais e dependem da dinâmica 
no tempo de avaliação. Brown et al. (23) relata ausência de alterações morfológicas e 
danos na barreira morfofuncional intestinal ao induzir desnutrição por dieta 
multideficiente em período crônico. Ueno et al. (13) ao induzir desnutrição materno-
fetal por RBD identifica atrofia de altura de vilo, profundidade de cripta e razão 
vilo:cripta, bem como dano na barreira morfofuncional. Sampaio et al. (14), por sua 
vez, observa redução de profundidade de cripta em período agudo em modelo de 
desnutrição por RBD. A dieta MAL-ED, em contrapartida, desencadeou aumento da 
área de vilos e criptas no duodeno e íleo, mas redução de vilos no jejuno. Além disto, 
a ingesta da dieta MAL-ED também desencadeou aumento da permeabilidade 
paracelular com indicativo de dano na integridade da barreira epitelial intestinal em 
período agudo, mas ausência de dano na integridade da barreira intestinal, aumento 
da área absortiva total e da permeabilidade paracelular em período crônico.  

No presente estudo, identificamos um comprometimento maior de morfometria e 
função intestinal em período agudo que não persiste em período crônico. O aumento 
de área intestinal indicado pela análise morfométrica e pelo teste LM, ocorreram 
juntamente com ausência de alterações na razão L:M e o reestabelecimento do fluído 
intracelular nos animais desnutridos em período crônico. Essa associação é 
importante, uma vez que, o fluído intracelular é medido para estimar o consumo de 
oxigênio, requisitos calóricos, taxa metabólica basal e desempenho no trabalho (54). 
Ribeiro et al. (44), ao induzir desnutrição por RBD em camundongos recém 
desmamados, observou aumento da razão L:M e fluído intracelular em período 
intermediário, mas ausência de alterações na razão L:M e fluído intracelular em 
período mais crônico, indicando manutenção da função intestinal em período mais 
longos de consumo de dieta multideficiente. Logo, o aumento da área absortiva e 
manutenção da integridade da barreira funcional gerada neste estudo pode ser 
decorrente de uma adaptação ao consumo crônico de uma dieta multideficiente, uma 
vez que, a conservação da função intestinal é de extrema importância para a 
adequada absorção de nutrientes.  



149 
 

As limitações deste estudo incluem a ausência do estudo de outros biomarcadores de 
desnutrição como IgA anti-LPS, zonulina, e proteína de ligação a ácidos graxos 
intestinais (I-FABP) que foi associado com desnutrição aguda infantil (11); análise de 
microbiota para verificar se o novo modelo gera disbiose, condição associada a 
desnutrição (23); investigar biomarcadores de inflamação sistêmica para melhor 
compreender a rápida depleção das reservas proteícas. Contudo, esse estudo inova 
com o desenvolvimento de um modelo murino de desnutrição que representa a clínica 
de crianças desnutridas de sete países de baixa renda socioeconômico, possibilitando 
uma melhor compreensão sobre a patobiologia gerada nos diversos sistemas do 
corpo. 

Em conclusão, desenvolvemos uma dieta inovadora de desnutrição baseado na 
composição da dieta de crianças com desnutrição acompanhadas em estudo infanti l 
de coorte, com moderada deficiência em energia, proteína, lipídeos e zinco e aumento 
moderado de carboidratos e fibras, capaz de gerar desnutrição em modelos animais. 
A nova dieta de desnutrição reduziu o peso e o ganho de peso de forma precoce, 
comprometeu a composição corporal principalmente em período crônico, 
desencadeou danos na barreira morfofuncional intestinal principalmente em período 
agudo, sem alterar a taxa de crescimento e níveis séricos de albumina em período 
crônico, consistindo, assim, no primeiro modelo murino de desnutrição com base na 
sólida evidencia dos dados de composição da dieta em crianças com desnutrição 
clínica em países com baixa renda socioeconômica em três continentes, América do 
Sul, África e Ásia. 
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Tabela 1- Composição nutricional da dieta MAL-ED e controle. 

 Dieta Controle Dieta MAL-
ED* 

Diferença 
(%) 

Energia (Kcal) 391.69 360.22 -8.03 

    

Macronutrientes    
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Carboidrato (g) 61.89 65.66 5.93 

Proteína (g) 21.25 13.29 -37.46 

Lipídeo (g) 6.57 4.98 -24.20 

Fibras 2.9 4.21 45.17 

Micronutrientes    

Zinco (mg) 35.0 31.21 -10.83 

Ingredientes    

Semola grits (g) - 54.90  

Caseína (81% proteína) / 14% 
(g) 

16.40 9.60  

Amido dextrinizado (g) 15.50 0.00  

Sacarose (g) 10.00 0.00  

Óleo de soja (g) 4.00 5.10  

Celulose MC-101 (g) 5.00 26.00  

Mix mineral (g) 3.50 3.50  

Mix vitamínico (g) 1.00 1.00  

L-cisteína (g) 0.18 0.30  

Bitartarato de colina (g) 0.25 0.25  

Tert-butilhidroquinona (g) 0.0008 0.0014  
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Figure 1- Comparison of physical development in mice fed malnutrition MAL-ED or control diet. (A) 
Weight (g) and (B) Weight gain (%) of the control and malnourished animals for a total period of 28 days 
(n = 10-11). Data are presented as mean ± standard error of mean (SEM) (* Malnourished vs. control, 
p <0.05, Student's t test; # p <0.05, one way ANOVA followed by the Bonferroni post-test in the 
malnourished group comparing day 1 with the other times). C) Variation in tail length on days 7, 14, 21 
and 28 (n = 10-11). Data are presented as mean ± SEM (# P <0.05, ## P <0.01 one way ANOVA 
followed by the Bonferroni post-test in the malnourished group comparing day 1 with the other times). 
D) Illustrative image of the control and malnourished animal on the 28th day. 
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Figure 2 - Body composition in animals fed a malnourished MAL-ED or control diet. (A) Total body water 
(ml), (B) Extracellular fluid (ml), C) Intracellular fluid (ml), (D) Fat-free mass (g), (E) Fat mass (g) and (F) 
Body mass index of control and malnourished animals at times (days) 0, 7, 14, 21, 28 (n = 10-11). 
Values are presented as mean ± standard error of the mean (SEM) of the control (black line) and 
malnourished (red line) groups (*P <0.05, Student t test, Control vs. Malnourished on each day). 
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Figure 3 – Permeabilidade intestinal nos animais que consumiram dieta controle e dieta MAL-ED. A) 
Excreção de lactulose (%), B) excreção de manitol (%) e C) razão lactulose/manitol em animais 
controles (barra branca) e desnutridos (barra cinza) no dia 7 e 28. Os dados são correspondentes a um 
experimento (n=7-8) e os valores estão representados em mediana, máximo e mínimo (teste Man 
Whitney, valor de p especificado nos dados singficativos). 
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Figure 4- Effects of consumption of the MAL-ED malnutrition diet on the villi and crypts of the duodenum, 
jejunum and ileum on days 7 and 28 of consumption. A) villi area (µm2) and B) encryption area (µm2) of 
duodenum, jejunum and ileum of control (CTRL) and malnourished (MAL) groups at days 7 and 28. 
Values are presented as mean ± SEM (test Man Whitney, MAL vs. CTRL for each bowel segment at 7 
and 28 days, α: p< 0.0001, duodenum on day 7; β: p< 0.0001, jejunum on day 7; δ: p< 0 .0001, ileum 
on day 7; a: p< 0.0001, duodenum on day 28; b: p< 0.0001, jejunum on day 28; c: p< 0.0001, ileum on 
day 28). C) Representative images at day 7 and D) Representative images at day 28 of the duodenum, 
jejunum and ileum of the CTRL and MAL groups. 
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Figure 5 – Efeito do consumo da dieta MAL-ED nos níveis séricos de albumina em período agudo e 
crônico. Os dados são correspondentes a duas linhas experimentais: 7 e 28 dias de consumo da dieta 
controle (barra braca) e dieta MAL-ED (barra cinza) (n=4-7). Os valores estão representados em média 
± erro padrão média (teste t, n.s. corresponde a sem significância, teste). 
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ANEXO E – TRAJETÓRIA ACADÊMICA 
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