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RESUMO

A desnutricdo infantil tem patologia complexa, associada ao aumento do risco de
mortalidade e susceptibilidade a doencas infecciosas, comprometendo a barreira
morfofuncional intestinal, o desenvolvimento fisico e neurocognitivo. Este trabalho
teve como objetivo formular uma nova dieta experimental baseada na dieta
complementar de criancas desnutridas de sete paises em desenvolvimento, validar
um novo modelo murino de desnutricdo, avaliando o impacto da desnutricdo na
barreira epitelial morfofuncional intestinal. A dieta experimental (dieta MAL-ED) foi
formulada considerando o percentual de diferenca de energia, macronutrientes, fibra
e zinco de criancas sem desnutricdo vs. com desnutricdo (escore Z altura para idade
< -2), sendo tomado como dieta de referéncia a composi¢cdo da dieta padrdo 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 racdo foram mensurados todos os dias; a composicao 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 Camaras de Ussing, analise dos
transportadores intestinais e juncdes firmes no dia 7. A dieta MAL-ED mostrou-se
moderadamente deficiente em energia, proteinas, lipideos e zinco e com moderado
aumento de carboidrato e fibra em relacdo 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 periodo crénico, sem causar
alteracdoes nos niveis de albumina e edema (p> 0,05). Na barreira morfofuncional
intestinal, a dieta MAL-ED reduziu a area de vilosidades no duodeno e jejuno, causou
aumento da razao LM, da permeabilidade, associado ao aumento nos niveis de RNAmM
de FATCD/36 e reducao da diferenca de potencial basal (p< 0,05) em periodo agudo.
Em periodo crénico, a dieta MAL-ED aumentou a area intestinal, comprimento do
intestino delgado e a permeabilidade paracelular (p< 0,05). Assim, a nova dieta MAL-
ED foi capaz de causar desnutricdo, comprometer as reservas energéticas e o
crescimento, sem gerar edema, causando impacto negativo na barreira
morfofuncional intestinal em periodo agudo e aumento da area intestinal total em

periodo cronico.

Palavras-chave: Desnutricdo; 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 INTRODUCAO
1.1Desnutri¢cdo: definicdo, diagndstico e manifestagdes clinicas

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define a ma nutricdo como
deficiéncia, excesso ou desequilibrio no consumo de energia e/ou nutrientes (WHO,
2006), sendo classificada por trés grandes condi¢des: desnutricdo, excesso de peso
e desnutricdo relacionada a micronutrientes. A desnutricdo € subdividida em
desnutricdo aguda (do inglés wasting), desnutricdo cronica (do inglés stunting),
subnutricdo (do inglés underweight); enquanto o excesso de peso engloba o
sobrepeso, a obesidade e doencas ndo transmissiveis relacionadas a dieta, como
doencas cardiovasculares, diabetes e alguns tipos de céancer (WHO, 2021). A
desnutricéo relacionada a micronutriente inclui deficiéncia de micronutrientes, como
falta de vitaminas e minerais importantes, e também o0 excesso de micronutrientes
(WHO, 2021). Com relacéo aos quadros clinicos desencadeados pela ma nutricéo,
neste trabalho iremos focar nas condicdes relacionados a perda de peso e

utilizaremos o termo desnutricdo como sinbnimo para todas as subdivisdes desta.

O diagnostico de desnutricdo infantil pode ser dado por: avaliacdo dos
indices antropométricos, tais como escore Z, indice de massa corporal (IMC), dobras
cutaneas ou circunferéncia do braco médio; indicadores bioquimicos, como a
albumina ou pré-albumina; e sinais clinicos, como retencao de liquido, alteracdes no
cabelo ou na pele (WHO, 2006). Dentre os métodos de diagndstico, os indicadores
antropometricos tém como vantagens nao serem invasivos e serem sensiveis a todos
os tipos de desnutricdo, enquanto os métodos bioquimicos e sinais clinicos exigem
um grau moderado de desnutricdo para um resultado validado (WHO, 2006). Por
exemplo, o sinal clinico de retencdo de liquido € indicativo de desnutricdo grave
decorrente de hipoalbuminemia gerada pela deficiéncia proteica (COULTHARD,
2015).

O escore Z era considerado parametro ouro para diagnéstico da
desnutricdo infantil, diferenciando os diferentes tipos desnutricdo e o grau de
gravidade (Tabela 1) (WHO, 2006). No entanto, a Sociedade Americana de Nutricdo
Parenteral e Enteral e a Academia de Nutricdo e Dietética propuseram um novo

conjunto de indicadores de diagnostico de desnutricdo para a populacao pediatrica de
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1 més a 18 anos de idade, com o intuito de uniformizar o diagnéstico de desnutricdo
pediatrica mundial, no qual tem sido implementado e validado na clinica (BECKER et
al., 2014). A desnutricao infantil, segundo o novo método, pode ser diagnosticada por
um ponto de dados ou por comparacao de dois dados (BOUMA, 2017). Para um ponto
de dados, o diagnéstico pode ser dado pelo escore Z: peso para altura, indice de
massa corporal (IMC) para idade, comprimento/altura para idade ou circunferéncia do
braco médio. Ao utilizar os dois pontos de dados, o diagndstico pode ser dado por:
velocidade de ganho de peso (<2 anos de idade), percentual de perda de peso (2-20
anos de idade), desaceleracao do escore Z de peso por comprimento/altura, ingestao
inadequada de nutrientes. Ambos os métodos utilizam pontos de corte especificos
para determinacao da gravidade da desnutricdo no paciente (BOUMA, 2017).

Tabela 1 — Diagnostico e gravidade de desnutricdo através do escore Z.

Diagnostico Escore Z

Desnutricdo aguda  peso para altura (WHZ, do inglés weigth-heigth Z escore)

Desnutricdo cronica altura para a idade (HAZ, do inglés heigth-age Z escore)

Subnutricdo peso para a idade (WAZ, do inglés weigth-age Z escore)
Gravidade Desvio padréo*

Leve -2,0 sescore Z<-1,0

Moderado -3,0 <escore Z<-2,0

Grave Escore Z<-3,0

Fonte: WHO (2006).
Nota: desvio padrdo de referéncia da OMS (1999).

Em relacdo aos tipos de desnutricdo, a desnutricdo aguda, em geral,
indica recente e severa perda de peso por deficiéncia nutricional ou decorrente de
uma doencga, como doencas infecciosas (ACF, 2010; WHO, 2021). A desnutricédo
aguda quando grave aumenta o risco de mortalidade e pode durar varios meses, se
nao for devidamente tratada (GARENNE et al., 2009; ISANAKA et al., 2011). Existem
trés tipos de manifestacdes clinicas de desnutricdo aguda: kwashiorkor, marasmo e
kwashiorkor marasmatico. O kwashiorkor € caracterizado principalmente pela
presenca de edema, atrofia muscular grave, sem perda de gordura subcutanea e nos

casos mais graves, pode-se observar pele descamativa e brilhantes, lesdes cutaneas
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e cabelos descoloridos (ACF, 2010). O marasmo, por sua vez, € caracterizado
principalmente por hipotrofia muscular, perda de gordura subcutanea e auséncia ou
presenca de um edema discreto (BUTSCH; HEIMBURGER, 2008). O kwashiorkor
marasmatico é uma forma mais severa e com caracteristicas comuns das duas
condicdes, podendo ocorrer também como complica¢cdes de trauma, sepse e doenca
inflamatdria crénica (SOUZA, et al., 2016).

A desnutricdo crdnica, por sua vez, € comumente associada a mas
condicdes socioeconbmicas, de saude e nutricdo materna, doencas frequentes e/ou
alimentacdo e cuidados inadequados na primeira infancia (WHO, 2021). Os
acometidos por desnutricdo cronica ndo possuem um alto risco de mortalidade como
os diagnosticados com desnutricdo aguda (BRIEND et al., 2015), entretanto, quando
manifestada nos 1000 primeiros dias de vida sdo associados com déficit cognitivo
(ALAM et al., 2020), baixos salarios (ACF, 2010; HODDINOTT et al., 2008; WORLD
BANK, 2007), obesidade e sindromes metabdlicas na vida adulta (DEBOER et al.,
2012).

A subnutricdo, por outro lado, é uma condicdo influenciada pela
desnutricdo aguda (HAZ) e cronica (WAZ), refletindo uma condicéo atual resultantes
de ingestdo inadequada de alimentos, episédios passados de desnutricdo ou mas
condicbes de saude, gerando uma interpretacdo complexa (WHO, 2021). O baixo
peso para idade é facilmente avaliado, sendo o indicador mais utilizado, no qual teve
variacao e distribuicdo etaria mundial semelhante a desnutricdo crénica entre 1990 e
2013 (NGO; ORTIZ-ANDRELLUCCHI; SERRA-MAJEM, 2016).

A desnutricdo também pode ser relacionada a deficiéncia de
micronutrientes, sendo o iodo, ferro e vitamina A as caréncias mais importantes, em
termos de saude publica global, representando uma grande ameaca a saude
especialmente em criancas e mulheres gravidas em paises de baixa renda (BLACK et
al., 2008; OMS, 2021). Estudo recente mostrou que o fornecimento de micronutrientes
adequados associado a um ambiente saudavel/limpo, riqueza familiar, educacéo
materna e raciocinio cognitivo tem influéncia forte e persistente no desenvolvimento
cognitivo infantil (MCCORMICK et al., 2019a). O zinco também vem demonstrando
papel crucial na nutricdo. Modelos experimentais in vivo de deficiéncia em zinco

apontam para um aumento de susceptibilidade a doencgas infecciosas e, por sua vez,
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a desnutricdo, gerando um ciclo vicioso desnutricdo e infeccéo entérica (BOLICK et
al., 2015; GIALLOUROU et al., 2018; QS MEDEIROS et al., 2019). Estudos apontam
gue a suplementacao de ferro, zinco e vitamina A melhoram o crescimento linear de
criancas desnutridas (CHEN et al., 2003; FAHMIDA et al., 2007; LIMA et al. 2014).
Além disto, um estudo com criancas pertencentes ao estudo coorte multicéntrico
denominado Malnutrition-Enteric Diseases (MAL-ED) mostrou que uma maior
densidade de micronutrientes na alimentacdo complementar pode reduzir a disfuncéo
entérica ambiental, também conhecida como enteropatia ambiental, condicdo que
gera desnutricdo (MCCORMICK et al., 2019b).

O risco de desnutricdo nos primeiros dois anos de vida aumentam durante
o periodo de introducédo de alimentos complementares necessarios para atender a
demanda energética excedente do que é fornecido pelo leite materno (DEWEY;
HUFFMAN, 2009; VICTORA et al., 2010; WHO, 2022). Este periodo € denominado de
alimentacdo complementar e ocorre por volta dos 6 meses de idade (WHO, 2022). Os
fatores determinantes para o aumento do risco de desnutricdo nessa fase sao:
guantidades insuficientes de produtos, ma qualidade dos alimentos, praticas
alimentares inadequadas e aumento das taxas de infeccbes (BHUTTA et al., 2013;
DANAEI et al., 2016).

1.2Epidemiologia da desnutrigéo

Os dados epidemioldgicos sobre a desnutricdo infantil nos dltimos anos sao
escassos devido, principalmente, ao isolamento social causado pela pandemia do
COVID-19. No entanto, o mundo tem vivido uma grande crise mundial, fazendo com
gue alguns paises, como o Brasil, voltem ao mapa da fome (WORLD FOOD
PROGRAMME, 2022). Em 2020, cerca de 768 milhGes de pessoas em escala global
se encontravam em inseguranca alimentar crénica, enquanto, em 2021, cerca de 193
milhdes de pessoas experimentam a inseguranca alimentar aguda em 53 paises
(WORLD FOOD PROGRAMME, 2022). Atualmente, cerca de 597 milhdes de pessoas
apresentam inseguranca alimentar em 89 paises (WORLD FOOD PROGRAMME,
2022). Ainda, segundo World Food Programme (2022), se as tendéncias atuais
continuarem, o nimero de pessoas famintas sera de 840 milhdes a nivel mundial em
2030.
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Em relacdo a desnutricdo infantil, o ultimo relatorio divulgado pelas
autoridades competentes registraram cerca de 149,2 e 85 milhdes de criangas
menores de 5 anos de idade acometidas por desnutricdo cronica e subnutricao,
respectivamente, enquanto, cerca de 45,4 milhGes de criangas menores que 5 anos
de idade foram acometidas por desnutricdo aguda, dentre as quais cerca de 13,6
milhdes foram severamente afetadas (UNICEF; WHO; WORLD BANK GROUP, 2021;
WHO, 2022). Esta ultima estimativa sobre a prevaléncia da desnutricdo infantil mostra
que a Asia e a Africa ainda sdo os continentes mais afetados, seguidos pela América
Latina/Caribe e Oceania.

A Asia é o continente com o maior nimero de crian¢as menores de 5 anos
de idade afetadas por desnutricdo, principalmente desnutricdo cronica (Figura 1). No
ano de 2020, cerca de 31,9 milhdes de criancas menores do que 5 anos de idade
foram afetadas por desnutricio aguda moderada a severa na Asia, dentre as quais
10,3 milhdes foram diagnosticadas com desnutricdo aguda grave; enquanto, cerca de
79 e 41,9 milhdes de criancas < 5 anos de idade foram acometidas por desnutricao
cronica e subnutricdo, respectivamente (UNICEF; WHO; WORLD BANK GROUP,
2021; WHO, 2022). Dentre os casos de desnutricdo aguda na Asia, a maior
prevaléncia esta registrada no Sul da Asia, com cerca de 25 milhdes de criancas
afetadas (14,1%), conforme pode ser visto na Figura 2 (UNICEF; WHO; WORLD
BANK GROUP, 2021).

Figura 1 — Prevaléncia mundial de desnutricao cronica infantil.
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Distribuicdo mundial da prevaléncia de criangas menores de cinco anos de idade com
desnutricdo cronica. Esta estimativa €, em grande parte, baseada em dados coletados
antes da pandemia por COVID-19. O mapa néo estdo em escala e nao refletem posicéo

territorial legal de paises ou delimitacdes de fronteiras.

A Africa aparece em segundo lugar em casos de desnutri¢cao infantil, com
cerca de 12,1 milhdes de casos de desnutricdo aguda moderada a severa (Figura 2),
dentre as quais 3 milhdes desses casos sdo de desnutricdo aguda severa. Cerca de
61,4 milhdes de criancas foram diagnosticadas com desnutricdo cronica e 27,2
milhdes de criangas com subnutricdo (Figura 1) (UNICEF; WHO; WORLD BANK
GROUP, 2021; WHO, 2022). A regido Ocidental e Norte da Africa sdo as mais
afetadas pela desnutricdo aguda infantil, com 4,5 (6,9%) e 3,5 (6,6%) milhdes de
casos, respectivamente (Figura 2) (UNICEF; WHO; WORLD BANK GROUP, 2021).

Figura 2 — Prevaléncia mundial de desnutricdo aguda infantil.
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Distribuicdo mundial da prevaléncia de criangas menores de cinco anos de idade com
desnutricdo aguda. Esta estimativa é, em grande parte, baseada em dados coletados entre
2010-2020, porém alguns dados de 2000-2009 foram usados e estdo indicados em com
um asterisco (*). As estimativas levam em conta dados antes da pandemia do COVID-19,
com excecao de quatro inquéritos. 2Os dados da Asia Oriental ndo incluem o Jap&o. 3 Os
dados da Oceania excluem Australia e Nova Zelandia. * Os dados da América do Norte
correspondem apenas os Estados Unidos. Nao ha estimativa para as regides da Europa,
Austrélia e Nova Zelandia. O mapa nao estao em escala e nao refletem posicao territorial

legal de paises ou delimitacdes de fronteiras.
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A América Latina, Caribe e Oceania apresentam uma menor prevaléncia
de desnutricdo infantil. A América Latina e Caribe registraram juntos 5,8 milhfes de
casos de desnutricdo cronica (Figura 1), 0,7 milhdes de casos de desnutricdo aguda
moderada a grave (Figura 2), dentre as quais cerca de 0,1 milhdes de criangas foram
severamente afetadas (UNICEF; WHO; WORLD BANK GROUP, 2021). Em relagéao a
subnutri¢do, o ultimo relatério divulgou que cerca de 1,3 milhdes de criangas menos
de 5 anos de idade apresentaram baixo peso para idade nas Américas (WHO, 2022).

A Oceania, por sua vez, registrou 0,6 milhdes de criangas com desnutricao
cronica, 0,13 milhdes com desnutricdo aguda moderada a grave e 0,05 milhdes
afetadas por desnutricdo aguda grave (UNICEF; WHO; WORLD BANK GROUP,
2021); enquanto, o Oeste do Pacifico registrou cerca de 2,7 milhdes de casos de
subnutricdo em criangas menores de 5 anos de idade (WHO, 2022). Um estudo
recente aponta que a pandemia por COVID-19 pode ter exacerbado essa estimativa
de desnutricdo aguda em 14,3%, apesar de, os efeitos da pandemia ndo estarem
totalmente quantificado (HEADEY et al., 2021).

No Brasil, os dados epidemiolégicos de desnutricdo sdo escassos e
parecem subestimados. Um grande estudo epidemioldgico relatou diminuicdo de
casos de desnutricdo infantil no Brasil nos ultimos 33 anos, com reducdo da
prevaléncia de desnutricao crénica de 37,1% em 1974/75 para 7,1% em 2006/2007 e
reducdo de casos de subnutricdo 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 a Pesquisa
de Orcamento Familiar (POF) realizada pela Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica, por sua vez, mostram uma prevaléncia de 2,8% de desnutricdo aguda e
6,0% de desnutricdo cronica ao avaliar 14.580 criancas menores de 5 anos de idade
(IBGE, 2010).

Estes dados mostram que o déficit de altura foi mais expressivo em
meninas (9,4%) em relacdo 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 ultima POF com dados sobre
desnutricdo no pais, a regido Norte (8,5%) foi a mais afetada e a regido Sul (3,9%) a
menos afetada (IBGE, 2010). No entanto, os ultimos dados do Relatério Global de

Nutricdo de 2018 mostram que o Brasil pouco avangou para cumprimento da meta de
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nutricdo materna e infantil em relacdo a desnutricdo cronica, registrando 7,0% de
criangcas menores de 5 anos de idade afetadas pela desnutricdo crbnica e 1,8% de
criangcas menores de 5 anos afetadas pela desnutricdo 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 impactara no desenvolvimento infantil nos proximos anos.

Os resultados gerais demonstraram uma reducdo no nimero de casos de
desnutricdo crénica nos ultimos 20 anos - tabela 2 (UNICEF; WHO; WORLD BANK
GROUP, 2021). Contudo, a prevaléncia mundial de desnutricdo crénica infantil é
demasiadamente superior a prevaléncia de desnutricdo aguda, aumentando o fardo
de morbidade em relacdo a mortalidade nessas populacdes (BLACK et al., 2013;
GARENNE et al., 2009). Aléem disso, pouco se sabe qual sera o impacto que a crise
econdmico-social gerada pela pandemia por COVID-19 vai gerar na desnutricdo

cronica infantil nos préximos anos.

Tabela 2- Prevaléncia de desnutricdo aguda em criancas menores que 5 anos de
idade em 2000 e 2020.

Prevaléncia
Continente Ano 2000 (milhdes de  Ano 2020 (milhdes de
casos) casos)

Asia 135,9 79

Africa 54,4 61,4
Ameérica 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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1.3Consequéncias da desnutri¢cdo para o individuo e para a sociedade

A desnutricdo intrauterina ou na primeira infancia gera riscos para o
individuo até a vida adulta. O baixo peso ao nascer, por si SO, aumentam
substancialmente o risco de mortalidade em neonatos. Black et al. (2008) ao
analisarem cinco estudos coortes no Nepal, india, Paquist&o e Brasil identificaram que
a asfixia ao nascer e doencas infecciosas (sepse, pneumonia e diarreia) sao as causas
de mortalidade mais associados ao baixo peso em recém-nascidos, aumentando em
60% o risco de morte. Ao estendermos a faixa etaria para menores de 5 anos de idade,
a nutricado inadequada contribui para 45% da mortalidade infantil, no qual as causas
mais comuns sSao parto prematuro, trauma ao nascer e anomalias congénitas,

juntamente com asfixia e infec¢des, como pneumonia, diarreia e malaria (WHO, 2020).

A desnutricdo, em geral, € associada ao aumento da susceptibilidade a
doencas infecciosas nos primeiros anos de vida (GUERRANT et al., 1992; IRENA;
MWAMBAZI; MULENGA, 2011; TALBERT et al., 2012), assim como, infeccdes
recorrentes na infancia sdo associadas a danos na mucosa intestinal, ma absorcao,
inflamacéo e subsequente falha de crescimento (BERKMAM et al., 2002; MOORE et
al., 2001, 2010), resultando, assim, num ciclo vicioso de desnutricdo e infeccdes
entéricas (GUERRANT et al., 2008; 2013).

As infeccbes entéricas recorrentes mesmo quando assintomaticas,
chamadas de enteropatia ambiental, tem importante contribuicdo para o
estabelecimento da desnutricio na primeira infancia (BARTELT; BOLICK;
GUERRANT, 2019). Além disto, estudos mostram que a desnutricdo € relacionada
com reducéo da resposta vacinal na infancia e na vida adulta (HOEST et al., 2014,
MCDADE et al., 2001; MOORE et al.,, 2004), contribuindo para o aumento de
susceptibilidade a doencas infecciosas. O estudo coorte multicéntrico intitulado
“Etiologia, Fatores de Risco e Interacdes de Infeccdes Entéricas e Desnutricdo e as
Consequéncias para a Saude e Desenvolvimento Infantil - MAL-ED” tem contribuido
para melhor compreensdo da relacdo entre desnutricdo e infec¢bes entéricas

subclinica e clinicas na primeira infancia (MAL-ED, 2014).

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

isolados de fezes é relacionado a diminui¢cdo de escore Z peso para idade, subnutricao



29

(PLATTS-MILLS et al., 2017); que o enteropatdgeno Escherichia coli enteroagregativa
(EAEC) foi relacionado a infecgBes clinicas, subclinicas e crescimento prejudicado
(LIMA et al., 2017; 2018); e que o0 aumento de duracéo do aleitamento ajuda a prevenir
infeccdes potencialmente inflamatorias (ROGAWSKI et al., 2017). A partir, deste
estudo também foi possivel desenvolver um método simples de determinacao de
inseguranca alimentar (PSAKI et al., 2012), assim como estabeleceu associagdo com
0 aumento da razéo lactulose/manitol, um marcador de dano a integridade intestinal,
com estado nutricional e infec¢Bes por enteropatégenos (LEE et al., 2017). Também
identificou associacao de biomarcadores para diagnostico, bem como prognaéstico de
desnutricdo e enteropatia ambiental (GUERRANT et al., 2016). O MAL-ED também
permitiu identificar que resisténcia a hormonio do crescimento estdo ligadas a
inflamagéo e infecgbes entéricas (DEBOER et al., 2017). Mais recente, foi possivel
quantificar energia, macronutrientes, fibra, 6 vitaminas e 6 minerais da dieta de
criancas em fase de introducao alimentar e associar a desnutricdo aguda, desnutricdo
cronica e subnutricdo, no qual aumento de fibras e reducao de zinco foram associados

com desnutricdo crbnica infantil (MACIEL et al., 2021).

A desnutricdo também € associada ao desenvolvimento de doencas
cronicas em periodo tardio, quando presente nos primeiros anos de vida. O baixo
peso, altura e indice de massa corporal (IMC) entre os 3 e 4 anos de idade, seguido
de um rapido ganho de peso foram associados em estudos coorte a doencas
cardiovasculares (BARKER et al., 2005) e intolerancia a 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 favoraveis de colesterol, triglicerideos, resisténcia a
insulina, presséao arterial e niveis de glicose no teste de intolerancia a glicose quando
adulto (FALL et al., 2008).

Resultado semelhante foi encontrado em meta-analise de estudo coorte,
no qual baixo IMC aos 2 anos de idade foi associado com maior pressao arterial e
glicemia na fase adulta (VICTORA et al. 2008). O ajuste do IMC adulto para encontrar
associacdo com IMC na infancia mostram que o baixo IMC no segundo ano de vida
contribui para o desenvolvimento de sindromes metabdlicas, apesar de, o IMC
elevado no adulto ter maior relacdo (DEBOER et al., 2012). O déficit de crescimento
na infancia também foi relacionado a maiores chances de obesidade, hipertensao
(FERREIRA et al., 2008), resisténcia a insulina (FERREIRA et al., 2008, FLORENCIO
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et al., 2007) e aumento de colesterol LDL (FLORENCIO et al., 2007) em mulheres na
vida adulta.

Diversos estudos tém relacionado desnutricdo com déficit cognitivo ainda
na infancia e também na vida adulta (GUERRANT et al., 2008; VICTORA et al., 2008).
Criangas com atraso de crescimento linear aos 2 anos apresentaram atraso no
ingresso escolar, maiores taxas de repeténcia e evasao, menores conclusdes em
ensino fundamental e médio e baixo desempenho escolar (DANIELS; ADAIR, 2004).
Além disto, a desnutricdo energético proteica nos primeiros anos de vida gera déficit
de atencéo persistente aos 40 anos, mesmo em paciente reabilitados com sucesso
(GALLER et al., 2012). Galler et al. (2013) também sugeriram que um unico episodio
de desnutricdo na primeira infancia seguido de reabilitacdo adequada esta associado
a mais ansiedade, vulnerabilidade, menor sociabilidade e curiosidade intelectual,
maior desconfianca, orientagcdo mais egocéntrica € um menor senso de eficacia ou
competéncia na vida adulta. Estudos mostram que esse déficit cognitivo € decorrente
de danos estruturais no cérebro que prejudicam o desenvolvimento motor infantil
(PITCHER; HENDERSON-SMART; ROBINDON, 2006) e o0 comportamento
exploratorio (BROWN; POLLITT, 1996).

A deficiéncia de micronutrientes na infancia também tem importante
contribuicdo no desenvolvimento de doencas. A deficiéncia 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 I., 2008). Por outro lado, a
deficiéncia de ferro é ligada a reducéo do QI em criancgas, no qual a suplementacéo
de ferro em criancas maiores de 27 meses de idade gera um aumento de 1-2 pontos
no QI (SACHDEV; GERA; NESTEL, 2005). A deficiéncia de iodo é correlacionada com
aumento de risco de bécio, hipotireoidismo congénito e déficit cognitivo (BLACK et al.,
2008; GLINOER; DELANGE, 2000). Outras deficiéncias como célcio, vitamina D,
vitamina B12 e acido folico também tem sua importancia no desenvolvimento. A
deficiéncia de célcio € associada ao raquitismo (THACHER, 2006), enquanto o baixo
crescimento fetal e menor mineralizacédo esquelética sdo associados a deficiéncia 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 funcéo
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neurocognitiva e desenvolvimento global atrasado quando criangas séo expostas a
deficiéncia grave na amamentacdo (RAY et al., 2007). O aumento de risco de m&
formacao do tubo neural e possivelmente pré-eclampsia e outros resultados adversos
sdo consequéncia da deficiéncia de acido félico (TAMURA; PICCIANO, 2006). Além
disso, diversos estudos randomizados e controlados por placebo apontam a
deficiéncia de zinco como aumento de risco de morbidade para malaria, pneumonia e
diarreia (BROOKS et al., 2004; WALKER; BLACK, 2004; SAZAWAL et al., 2007,
TIELSCH et al., 2007).

Posto isso, é notdrio que o impacto gerado pela desnutricdo, além de
persistente, reflete diretamente na economia da populacao, gerando custos diretos ou
indiretos, como custos de internacdes, de tratamentos, reducdo do nivel de
escolaridade com consequente diminuicdo do status econdémico individual, assim
como, baixa produtividade devido a méa condicao fisica (GRANTHAM-MCGREGOR et
al., 2007; VICTORA et al., 2008). Determinar os custos totais gerados pela desnutricdo
€ um desafio. Uma avaliacdo sobre os custos globais gerados pela desnutricdo
sugeriu que cerca de US$ 3,5 trilhdes sdo gastos por ano com desnutricdo (FAO,
2013). Um dado mais recente mostrou que somente em Papua Nova Guiné, um
estado da Oceania, 0s gastos com a desnutricdo infantil chegam a US$ 1,5 bilhdes
por ano (HURNEY; MAJELLA, 2017). Desta forma, uma atencdo maior a esta
complexa doenca é de grande importancia ndo apenas para o individuo, mas para a

nacao em questao.

1.4 Fisiopatologia da desnutricao

A deficiéncia nutricional desencadeia respostas fisiologicas complexas em
todos os sistemas corporais. ldentificar quais as primeiras alteracfes desencadeadas
pela desnutricdo € um processo desafiador, mesmo com o avan¢o da ciéncia, visto
gue, esta doenca desencadeia uma resposta sistémica rapida e tem causas
multifatoriais na clinica. Contudo, as primeiras alteracfes na restricdo alimentar sédo
metabdlicas, com rapida glicogendlise, aumento do consumo de aminoacidos livres,
piruvato e lactato e consequente perda de massa muscular; seguida por uma fase
posterior de conservacdo de proteinas e mobilizacdo de gordura, que, por sua vez,
gera lipdlise e cetogénese, para utilizacdo da energia armazenada (DIPASQUALE et

al., 2020). A secrecdo de horménios também é afetada pela desnutricdo, sendo
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observados niveis mais altos de hormonio do crescimento e cortisol e niveis reduzidos
de insulina, fator de crescimento semelhante a insulina-1 e tri-iodotiroxina (GROVER,;
EE, 2009).

Tecidos com alto poder de renovacao celular sdo os mais rapidamente
afetados pela deficiéncia nutricional, causando sinais evidentes de desnutricdo, como
alteracdes no peso, circunferéncia braquial, prega cutanea, manchas no corpo e
gueda de cabelo (ACF, 2010; GOUVEIA et al., 1999). Por outro lado, sinais clinicos
como comprometimento da altura, edema, hepatomegalia, diminuicdo de
circunferéncia craniana e toracica surgem quando ha persisténcia dos déficits de
nutrientes na dieta associada com a fase critica de desenvolvimento do individuo
(GERUDE et al., 2002; GOUVEIA, 1999). A reducao da massa muscular € associada
ao aumento do risco de mortalidade tanto na desnutricdo crdénica como aguda
(OLOFIN et al., 2013). A deplecao de leptina, um hormonio produzido pelo tecido
adiposo, tem funcdo de aumentar a secrecéo de linfécitos e citocinas, parece ser a
causa para o aumento de risco de mortalidade associado a reducao de reservas
lipidicas (BARTZ et al., 2014; FERNANDEZ-RIEJOS et al., 2010; WELLS; CORTINA-
BORJA, 2013).

Os sistemas corporais trabalham em conjunto para manter a sobrevivéncia
do individuo e a deficiéncia nutricional acaba por afetar todos os sistemas. Por
exemplo, a desnutricdo é reportada por desencadear alteracdes hidroeletroliticas
importantes, como retencéo de sodio e deplecao de potassio intracelular em casos de
kwashiorkor, provavelmente devido a diminuicdo da atividade da bomba de sddio
dependente de energia (BATOOL et al., 2015). Além disto, a desnutricdo causa atrofia
de diversos 6rgaos corporais, como coracao, rins, timo e especialmente a musculatura
(DESAI et al., 1996). No sistema respiratorio, ha diminui¢do da ventilacdo por minuto
e resposta ventilatoria prejudicada a hipoxia, que podem ser decorrentes da reducéo
da massa muscular toracica, diminuicdo da taxa metabdlica e desequilibrios
eletroliticos (hipocalemia e hipofosfatemia) (DIPASQUALE et al., 2020; GROVER; EE,
2009).

A desnutrigdo cronica também é associada ao aumento da presséao arterial,
sendo um forte indicio de desenvolvimento de hipertensdo na idade adulta (SESSO
et al., 2004; SAWAYA et al., 2005). Entretanto, na desnutricdo aguda grave o débito
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cardiaco, a frequéncia cardiaca e a presséo arterial estdo reduzidas, a circulagédo
central assume maior importdncia do que a circulacdo periférica e os reflexos
cardiovasculares estdo alterados, causando hipotensédo postural e diminuicdo do
retorno venoso (NGO; ORTIZ-ANDRELLUCCHI; SERRA-MAJEM, 2016). Além disso,
como citado anteriormente, o sistema nervoso também é afetado pela deficiéncia
nutricional. A desnutricdo intrauterina prolongada ou grave € associada a pior
desenvolvimento, a 15% de anormalidade no desenvolvimento cognitivo e a maior
vulnerabilidade do sistema de memdria e reconhecimento verbal e visual, o que é
consistente com o desenvolvimento acelerado dessas estruturas no periodo
intrauterino e neonatal (GEORGIEFF, 2007). Estudo recente mostrou que a
desnutricdo materno-fetal por dieta multideficiente causou alteracbes na barreira
hematoencefalica, aumento de marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo

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

Dentre os sistemas rapidamente afetados pela desnutricdo temos o sistema
digestivo, devido a sua alta capacidade de renovacdo (GOUVEIA et al, 1999).
Alteracbes na mucosa intestinal sdo comumente registradas em diversos estudos. Em
geral, observa-se atrofia de vilosidades, ramificacdo 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 alteracbes morfolégicas parecem sofrer influéncias de
outros fatores. Por exemplo, criangcas com kwashiorkor mostraram reducédo 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 linfécitos em criancas
gravemente acometida com kwashiorkor e marasmo. Pires et al. (2003) identificaram
gue a diarreia persistente em criancas desnutridas diminui gradativamente a altura de
vilos, a razao vilo:cripta e espessura total da mucosa conforme aumenta o grau de
severidade. Um importante estudo também mostrou reducdo no nimero de células
epiteliais, de células de Paneth e degeneracéo das criptas (BEHAR et al., 2016). Além
disso, evidéncias sugerem que altera¢des no intestino, como alteracdes morfologicas
e inflamacdo sdo cruciais para o estabelecimento das morbidades associadas a
desnutricdo (ATTIA et al., 2017).
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O tecido linfoide, encontrado em todo o trato gastrointestinal, tem
importante funcdo na vigilancia imunoldgica (REED; WICKHAM, 2009). Durante o
processo de desnutricdo é observado uma resposta inflamatéria na barreira intestinal,
como reducao da producdo de IL-10, aumento do numero e atividade de células CD3
e macréfagos na lamina propria, reducdo da atividade linfocitaria e de macrofagos no
enterécito (WELSH et al., 1998), assim como diminuicdo de estimulo de células T
(HUGHES et al.,, 2009) e aumento de biomarcadores de inflamacdo, como
mioleoperoxidase (MPO), lactoferrina e calprotectina fecal (PRATA et al., 2016). Esse
distarbio no sistema imune juntamente com altera¢cdes na barreira morfofuncional
intestinal facilitam a translocacdo de antigenos, desencadeando um estado pro-
inflamatorio sistémico (GUERRANT et al., 2008, 2013, 2016).

Estudo mostra que células mononucleares do sangue periférico de criancas
desnutridas apresentam expresséao reduzida de citocinas de diferenciacdo de células
T auxiliares (Thl) e expressdao aumentada de citocinas Th2, comprometendo a
capacidade de eliminacdo de determinados patogenos (BADR et al., 2011;
GONZALEZ-TORRES et al., 2013). Além disso, na desnutricdo aguda grave também
€ reportado reducado de producédo de linfécitos no timo, glandulas linfoides atrofiadas
e diminuicdo da producdo de proteinas 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 infec¢bes entéricas que, por sua vez, sdo associadas a ma
absorcao (LINDENBAUM et al., 1966; 1971) ou perda de nutrientes, principalmente
guando associada a diarreia (GUERRANT et al., 2013). Desta forma, inicia-se um ciclo
vicioso de desnutricdo e infeccdo entérica, anteriormente comentado, que
compromete o crescimento através da modulacdo 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 sdo cada vez mais reconhecidos por
influenciar na composicao e funcédo da microbiota intestinal na infancia (DE FILIPPO
et al., 2010). Estudo mostra que criangas desnutridas possuem mais enteropatdégenos
(KOTLOFF, 2017) e quanto maior o namero de patégenos isolados nas fezes,
menores 0s escores Z de peso para idade e altura para idade (PLATTS-MILLS et al.,

2017). Fatores como uma dieta mono6tona contendo carboidratos dietéticos nédo
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digeriveis especificos (DE FILIPPO et al., 2010) podem ser uma vantagem seletiva
aos microbios que metabolizam esses substratos (THAXTON et al., 2018). Além disso,
a desnutricdo pode afetar a liberacdo de peptideos antimicrobianos que eliminam um
subconjunto de micrébios comensais e favorecem outros grupos bacterianos (DE
MEDINA et al., 2014). Estudo mostra que a principal caracteristica da microbiota em
criangas desnutridas é um desenvolvimento imaturo, determinado por biomarcadores
de taxons bacterianos que séo altamente discriminatérios por idade em criancas
saudaveis (SUBRAMANIAN et al., 2014).

Diante do exposto, é evidente a complexidade da desnutricdo e devido as
limitagOes éticas para estudos clinicos, diversos modelos animais tém contribuido

para o desvendamento da fisiopatologia associada a diferentes deficiéncias
nutricionais (PARK et al., 2017; PINHEIRO et al., 2013; SAMPIAO et al., 2016).

1.5 Modelos experimentais de desnutricdo: importancia e limitacdes

Os modelos experimentais indutores de desnutricdo vém ajudando a
compreender os efeitos da deficiéncia proteica, energética e de micronutrientes
especificos no desenvolvimento saudavel (Tabela 3). No entanto, alguns modelos
genéticos de nocaute de proteinas especificas sdo citados por causar desnutricao
(SALAMEH et al., 2019).

A proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK) é uma
enzima que desempenha funcao de regular a homeostase energética celular e quando
foi deletada do figado de camundongos desencadeou uma maior perda de peso em
relacdo a camundongos selvagens alimentados com dieta pobre em proteinas 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 absorcdo de
nutrientes em camundongos recém desmamados (WADA et al., 2013). Dessa forma,
estes modelos genéticos mostram a importancia de determinadas proteinas no
desenvolvimento saudavel, apesar de, terem pouca representatividade e relevancia

clinica.

Dentre os modelos de deficiéncia nutricional temos os modelos de restri¢cdo

caldrica. Estes modelos sao importantes por demonstrar os efeitos da deficiéncia
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energética nos diversos sistemas corporais, incluindo o impacto na funcéo
imunolégica, condicdo geralmente comprometidas em criancas desnutridas (IBRAHIM
et al., 2017). Os modelos experimentais de restricdo caldrica levam a desnutricdo,
impactam na homeostase corporal total e consistem em restringir o consumo da ragéo
em relacdo ao grupo controle (SALAMEH et al., 2019). Jahng et al. (2007) analisaram
os efeitos da restricdo caldrica crébnica em ratos recém desmamados ao alimentar os
animais com 50% a menos de ragao que o grupo controle por 60 dias (Tabela 3).
Outro modelo de restricdo caldrica avaliou os efeitos no timo ao disponibilizar 30% a
menos de racéo para o grupo desnutrido do que para os grupos controles (PAN et al.,
2018). Na literatura, também é citado modelo de restricéo calérica de 25% (NUNEZ et
al., 2013) e 15% (PARK et al., 2017) em relacdo ao controle (Tabela 3). Entretanto,
esses modelos podem ser estressantes para roedores, nos quais niveis aumentados
de corticosterona (MEHUS; PICKLO, 2017), aumento de ansiedade e depresséao
(JAHNG et al., 2007) foram reportados.

Os modelos animais mais utilizados sao os de deficiéncia proteica, uma vez
gue, a desnutricio energético-proteica ou desnutricio aguda possuem alta
prevaléncia em paises em desenvolvimento e tem alta associacdo com a mortalidade
infantil (NGO; ORTIZ-ANDRELLUCCHI; SERRA-MAJEM, 2016). Esses modelos vém
buscando compreender principalmente o impacto da deficiéncia 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 proteina em relacéo
a dieta controle (14% a 23% de proteina). A principal diferenca entre estas dietas séao
0 aumento dos percentuais de carboidratos (15 a 41%) e de lipideos (20 a 51%) em
relacédo a dieta controle (BELMONTE et al., 2007; CORWARE et al., 2014; DALVI et
al., 2017; MAYNERIS-PERXACHS et al., 2016).

Algumas dietas deficientes em proteinas possuem quantidades de lipideos
semelhantes as dietas controles, como a dieta 2% de proteina (MAYNERIS-
PERXACHS et al., 2016; SANTOS et al., 2016) e a dieta 4% de proteina, que possuem
mais carboidratos (81 a 82,2%) e mesma quantidade lipideos (13,4 a 14%) em relacéo
a dieta controle (DALVI et al., 2017; EYZAGUIRRE-VELASQUEZ et al., 2017; FOCK
et al., 2008). A dieta 2% de proteina foi utilizada em alguns estudos para avaliar os

efeitos na barreira morfofuncional, sistema imunoldgico e metabolémica (MAYNERIS-
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PERXACHS et al.,, 2016; SANTOS et al., 2016), assim como induzir modelos de
desnutricéo e infeccdo por patégeno especifico (GIALLOUROU et al., 2018).

A dieta 7% de proteina, que neste trabalho denominamos de semelhante a
dieta basica regional (DBR), uma importante dieta que seréa discutida mais a frente, foi
usada para mostrar que a importancia da relagéo entre dieta e exposi¢éo a microbiota
especifica para o estabelecimento da enteropatia ambiental (Tabela 3) (BROWN et
al. 2015). As dietas com deficiéncia proteica sdo empregues tanto em modelos de
desnutricdo materno fetal, como em animais recém desmamados, uma vez que, a
desnutricdo materno fetal e nos dois primeiros anos de vida sdo associados com
varias consequéncias a longo prazo (ISLAM; RAHMAN; MAHALANABIS, 1994).

Os modelos experimentais de deficiéncia de micronutrientes também séo
importantes para identificar a fungdo dos micronutrientes no desenvolvimento
saudavel. Dentre eles, a deficiéncia de zinco se torna um alvo devido a sua alta
prevaléncia em criancas lactentes de paises de baixa renda (AHSAN et al., 2021),
associacdo com a mortalidade infantil (CHOI; LIU; PAN, 2018; KREBS; MILLER,;
HAMBIDGE, 2014), o crescimento prejudicado, anomalias neuronais, anemia
ferropriva e doencas cardiovasculares (AHSAN et al., 2021). Estudos mostram que
existe um sinergismo da deficiéncia de zinco com infeccfes por patdgenos especifico
e consequente agravamento dos sintomas da desnutricdo (BOLICK et al., 2014;
GIALLOUROU et al., 2018; QS MEDEIROS et al., 2019). No entanto, os modelos in
vivo de deficiéncia em zinco utilizam dietas com baixissimo teor de zinco. Na literatura,
sdo 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
associacdo de deficiéncias de macronutrientes e zinco em modelos animais de

desnutricéo.

Apenas trés dietas sdo baseadas na composicdo alimentar da populacao
de uma regido especifica: a dieta basica regional (DBR), dieta milho vegetal e a dieta
M8. A DBR é uma dieta que mimetiza a composi¢ao alimentar da regido do semiarido
brasileiro, bastante utilizada na experimentacdo animal, que possui menos proteina

(7%) e lipideo (5%) e mais carboidrato (88%) em relacdo a dieta controle (65% de
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carboidrato, 20% de proteina e 15% de lipideo) (TEODOSIO et al., 1990). A dieta
Milho Vegetal, por outro lado, foi baseada nos alimentos predominantes da dieta de
criancas do Malawi com kwashiorkor e possui 35% a menos de proteina, 47% a menos
de lipideo, 134% a mais de carboidrato e 53% a mais de fibra em relacdo a dieta
controle (FOLLIS, 1957). A dieta M8, por sua vez, corresponde a outra dieta baseada
nos alimentos mais consumidos pela populacdo da Malawi e possui menos proteina
(4,36%), menos lipideo (3,66%) e mais carboidrato (26,1%), além de incluir no teste a
influéncia de fibras (4,79%) (BLANTON et al., 2016). Estas dietas tém em comum
serem baseadas nos alimentos mais consumidos pelas popula¢cfes especificas, sem
considerar se a quantidade de macronutrientes, vitaminas e minerais sao equivalentes

as consumidas pelas mesmas populagdes.

Diante disto, a principal limitagcdo dos modelos experimentais de
desnutricdo sdo a auséncia de quantificacdo de energia, macronutrientes e
micronutrientes da dieta de crian¢as desnutridas que comprovem a similaridade das
dietas experimentais com a clinica. Dessa forma, esse estudo teve como objetivo
formular uma nova dieta de desnutricdo, dieta MAL-ED, com base num estudo recente
gue quantificou a energia, macronutrientes e micronutrientes da dieta complementar
de criancas desnutridas de sete paises de baixo poder socioeconémico pertencentes
ao estudo coorte de desnutricdo e infeccéo entérica (MAL-ED, do inglés Malnutrition-
Enteric Diseases) (MALCIEL et al., 2021). Nossa hipotese é que a nova dieta MAL-
ED ir4 induzir um quadro clinico de desnutricio em camundongos recém-
desmamados, consistindo no primeiro modelo murino de desnutricdo que mimetizar
as deficiéncias nutricionais comuns nas dietas de criancas em fase de alimentacéo

complementar.
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Tabela 3 — Modelos experimentais de deficiéncia nutricional e efeitos nos parametros corporais, intestino, sistema imunoldgico e

demais sistemas.

desmame

de ZO-1

Modelo pré- Parametros . Sistema Demais sistemas a
clinico corporais Intestino imunolégico corporais Referéncia
Restri¢cdo calérico
, ~ Aumento da ansiedade e JAHNG et al.
- 0, - - '
50% de energia Reducéo do peso depressio 2007
: ~ N&o alterou a permeabilidade Reducéao dos niveis
- 0,
30% de energia Reducéo do peso intestinal sistémicos de TNF PAN et al., 2018
. . , . Aumento dos niveis de NUNEZ et al.
- 0, - '
25% de energia Reducéo de peso Atrofia do timo corticosterona 2013
Reducao dos niveis
-15% de energia  Reducao de peso - de MCP-1 no figado - PARZSS al
e nos adipdcitos
Deficiéncia
proteica
0% de proteina
0,7% de proteina
Diversidade da microbiota BARTEL et al.,
2% de proteina- Aumento de MPO e mais alta: expansao de 2017;
desnutricdo pos- Redugao de peso - lipocalina-2 nas Verrucomicobria, perda de MAYNERIS-
desmame fezes abundancia de Firmicutes e PERXACHS et
permanéncia de Bacteroidetes al., 2016
4% de proteina- Qggsjee?lt:sdr?\ca%::mu;zbglc? ﬁgg Z Reducéo dos niveis EYZAGUIRRE-
desnutri¢do pos-  Redugdo de peso coblon e diminuicdo da expressao de ) plasméticos de zinco VELASQUEZ et
desmame . al., 2017
ocludina nos mesmo segmentos
. Aumento de dissacaridades no
0, =
6 /c(>jcé§npurtorfe%noa Reducéo de peso intestino; aumento da expressao de ) i PINHEIRO et
¢ no nascimento SGLT-1, GLUT-2 e PEPT-1 no al., 2013
materno-fetal
duodeno
Dieta semelhante Sem atrofia de vilos, indicativo de
a DBR- dano a integridade intestinal, ) i BROWN et al.,
desnutricao poés aumento de claudina-2 e redugao 2015




Deficiéncia de
zinco
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Reduziu o peso
apenas de
animais
infectados
0% de zinco

Reduziu o peso

de animais
infectados
<1,5ppmde N&o alterou o
zinco

peso

Nao alterou o
peso

<2 ppmde zinco

Reduziu o peso
de animais
infectados

30 mol/kg Retardo do
crescimento
Baseadas na

composicao

Presenca de diarreia, reduziu
vilo/cripta e aumentou mucina no
ileo, quando infectado por EAEC

Diarreia, aumento de secrecdo de
muco, embotamento de vilos no
ileo e aumento de infiltrado celular,
edema e secrecao de muco no
c6lon, quando infectados por
Campylobacter jejuni

Diarreia, fezes com sangue, maior
colonizacéo no célon, sem
aumentar os escores

histopatolégicos, quando infectados

por Shigella flexneri

Aumento de KC e
MCP1 e reducéo de

TNF-a, IL-1B, IL-6,  Aumento de susceptibilidade a

BOLICK et al.,
IL-23a e Csf3 infeccdo por EAEC 2014
guando infectado por
EAEC
Aumento de Aumento de metabodlitos
I|poc§1lma-2 e MPO assomados_a m_flamagao e GIALLOUROU
no ileo, quando estresse oxidativo, quando et al. 2018
infectados por infectados por Campylobacter "
Campylobacter jejuni jejuni
) Fator de risco para doenca ZONG et al.,
hepatica alcodlica 2013
Alterac6es menos
. ~ pronunciad:fs na microbiota e N,
Sem inflamacé&o . PERXACHS et
metaboloma que dieta al 2016
deficiente em proteina (2%) "
Aumento de

lipocalina-2, MPO,

TNF-a e IL-10 no
ceco, quando
infectados por

Shigella flexneri

QS MEDEIROS
et al., 2019

Aumento de susceptibilidade
a infecgéo por Shigella flexneri

VAN WOUWE;
- VELDHUIZEN,
1996

alimentar de
populagdes

Aumento da profundidade de

DBR- desnutri¢do
materno-fetal e
p6s-desmame

Reducéo do peso
e menor ganho de
peso

criptas no jejuno e reducao de

células caliciformes, aumento de

translocacao de bactérias
Atrofia de cripta; reducéo da

corrente curto circuito basal no ileo;

i QUEIROZ et al.,
2014

) SAMPAIO et al.,
2016



Reducéo de peso

Milho vegetal e menor
crescimento

Menor peso e
M8 menor massa
magra

aumento dos niveis de transcritos

de PEP-1, SGLT-1, claduina-2 e

ocludina e reducéo dos niveis de

SN2
Reducéo da expressao de

claudina-3 no jejuno; atrofia de
vilos e criptas no jejuno; reducéo da
resisténcia elétrica basal; indicativo

de dano a integridade intestinal

Embotamento de vilos e criptas

Esteatose hepatica e edema
bilateral
Microbiota imatura (22
espécies), predominéncia de
Clostridium neonatale
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UENO et al.,
2011

LYKKE et al.,
2013; MAY et
al., 2018

FOLLIS, 1957

BLANTON et
al., 2016

Fonte: Autor.
Sumarizacéo dos resultados encontrados para as diferentes dietas experimentais indutoras de desnutricdo nos diversos sistemas corporais.
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1.6Barreira morfofuncional intestinal
1.6.1 Componentes extracelulares e componentes da barreira epitelial intestinal

O epitélio gastrointestinal tem a funcdo de separar a face interna do
organismo da face externa, assim como apresenta funcéo de digestdo, absorcéao e
secrecao de eletrdlitos e agua (MADARA, 1991). No entanto, o espaco lumial contém
diversos compostos sendo digeridos e uma vasta gama de substancias nocivas,
inclusive microrganismos com potencial patogénico, o que confere ao epitélio
intestinal uma importante fungdo imunolégica (MADARA, 1991; TURNER, 2009).

Figura 3 — Arquitetura do epitélio do intestino delgado.
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Fonte: Autor.

Desenho representativo e fotomicografia da barreira morfofuncional intestinal. A) Esquema
representativo da seccao transversal do intestino delgado, especificando as regides da
mucosa intestinal: mucosa (vilos, criptas e lamina propria), submucosa, camada muscular.
B) Ampliacdo esquemética mostra a arquitetura de vilos, criptas, lamina prépria juntamente
com a vascularizagdo no vilo. O vilo corresponde a parte do epitélio que se estende para
o limem intestinal e a cripta uma invaginacdo do epitélio na mucosa intestinal. C)
Fotomicografia do intestino delgado de camundongo C57BL/6 machos. Os vilos estdo
representados pela linha vermelha, a cripta pela linha preta e a camada muscular pela
seta preta.

A barreira epitelial intestinal € formado por uma Unica camada de células
gue repousam sob a lamina prépria e juntas se dobram, formando os vilos e as criptas,

Figura 3 (MADARA, 1991). As vilosidades se estendem para o lUmen intestinal e as
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criptas séo invaginagdes epiteliais na mucosa do intestino (PETERSON; ARTIS,
2014). A lamina propria € composta por tecido conjuntivo, vasos linfaticos e vasos
sanguineos que sao responsaveis por fornecer para o epitélio nutrientes, horménios
para secrec¢do, células do sistema imune para protecdo do organismo, bem como
possui a fungédo de absorver os nutrientes resultantes da digestdo (REED, 2009). O
epitélio e a lamina prépria, por sua vez, sdo sustentados pela submucosa, pouco
visivel em camundongos, e duas camadas de muasculo liso, uma disposta

longitudinalmente e outra transversal (MADARA, 1991).

O epitélio intestinal possui alta capacidade de renovacéo. As criptas sédo
responsaveis por esse potencial proliferativo devido as células-tronco intestinais
pluripotentes que sdo capazes de se auto-renovar, proliferar e diferenciar em células
abortivas ou células secretdrias (células caliciformes, células de Paneth ou células
enteroendocrinas), Figura 4 (PETERSON et al., 2015). Experimentos de marcacao
com timidina tritiada ou BrdU (bromodesoxiuridina) mostram que as células-tronco
intestinais estdo proximas a base das criptas, na quarta posicdo apos a ceélula do
fundo, e se auto-renovam poucas vezes (RADTKE; CLEVERS, 2005). As células-
tronco intestinais se proliferam e dao origem as células transitorias, que possuem
capacidade de proliferacéo limitada, ndo tém caracteristicas de células troncos, e sua
progénie é destinada a se diferenciar e migrar para o apice do vilo (CROSNIER;
STAMATAKI; LEWIS, 2006; RADTKE; CLEVERS, 2005). Varias criptas fornecem
células para um unico vilo (RADTKE; CLEVERS, 2005). Este processo de renovacao
do epitélio intestinal ocorre em torno de 24 a 48 horas (RADTKE; CLEVERS, 2005).

As células epiteliais mais abundante sao os enterdcitos, também chamados
de células absortivas ou células colunares (Figura 4). Os enterécitos séao
especializados na funcéo digestiva e metabdlica, caracterizados pela presenca de
microvilosidades em sua superficie apical (PETERSON; ARTIS, 2014). O epitélio
intestinal também apresenta outras células com importantes funcées como células de
Paneth, caliciformes e células enteroendocrinas (Figura 4). As células de Paneth
estdo dispersas na regido inferior das criptas e sdo responsaveis por secretar
peptideos antimicobrianos, como lizosima e defensinas, para proteger as células-
tronco préximas (PETERSON; ARTIS, 2014). As células caliciformes produzem e

secretam mucinas, glicoproteinas, com o intuito lubrificar o epitélio intestinal e criar
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uma barreira que impede que particulas grandes, incluindo patégenos, entrem em
contato com a camada de células epiteliais (CROSNIER; STAMATAKI; LEWIS, 2006).
Por outro lado, as células enteroenddcrinas desempenham a funcéo de secretar varios
hormdnios intestinais, dentre 0s quais catecolaminas e peptideos (CROSNIER;
STAMATAKI; LEWIS, 2006). Linfocitos intraepiteliais também sdo encontrados na
barreira epitelial intestinal e estdo localizados acima da membrana basal, mas
subjacentes a juncéo firmes (TURNER, 2009).

Figura 4 — Tipos celulares e distribuicdo das células constituintes da

barreira epitelial intestinal.
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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 renovacdo do seu epitélio. As células tronco
ficam na base da cripta, proximo as células de Paneth e células enteroendécrinas. Acima
das células-tronco estédo as células transitdrias (progenitores em diviséo, alguns deles ja
parcialmente diferenciados); e acima, encontram-se células diferenciadas. As setas
(laranja) apontam para direcéo dos vilos, direcdo a qual as células das criptas se dividem.
B) Existem quatro classes de células terminalmente diferenciadas: células absortivas ou
enterdcitos, células caliciformes e células enteroenddcrinas. Os enterdcitos tém uma borda
em escova, também conhecida como microvilosidades, em sua superficie apical. As
células caliciformes secretam muco e o apice do seu citoplasma € geralmente distendido
com granulos secretores cheios de muco. As células enteroenddcrinas sdo menores e
secretam varios hormonios intestinais. As células de Paneth, encontram-se apenas no
fundo das criptas e secretam peptideos antimicobrianos.

O epitélio intestinal, quando intacto, sdo compostos por trés complexos
juncionais: juncoes firmes, juncdes aderentes e desmossomos, Figura 5 (TURNER,

2009). As juncdes firmes estdo localizadas na regido apical dos enterdécitos, tem a
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funcéo principal de regular a permeabilidade paracelular a solutos e sdo constituidas
de um complexo de diversas proteinas transmembranas, proteinas citoplasméticas e
moléculas reguladoras (TURNER, 2009). As juncBes aderentes sao formadas por
proteinas transmembranas denominadas de caderinas, distribuidas da seguinte
maneira: a cauda da E-caderina se liga a catenina-d1 e 3-catenina, que, por sua vez,
se liga a actina do citoesqueleto (TURNER, 2009). Esse complexo juncional é
responsavel pela adeséo entre as células epiteliais e sua ruptura resulta na perda do
contato de célula-célula, célula-matriz e polarizacdo celular, além de ocasionar
apoptose prematuro por sinalizacdo de células ineficazes (HERMISTON; GORDON,
1995).

Figura 5 — Anatomia do complexo juncional de células epiteliais

intestinais.
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Fonte: Autor, baseado em Turner (2009).

Imagem representativa e eletromicografia da anatomia dos complexos juncionais que
compdem o epitélio intestinal. A) Imagem representativa do complexo juncional de
células epiteliais intestinais. No apice, encontra-se o complexo de jun¢des firmes com
seus componentes estruturais: claudina (verde), ocludina (azul) e ZO-1 (roxo) ligada a
cadeia de actina (laranja). Em seguida, o complexo de jun¢des aderentes e a localizagao
de seus componentes estruturais ligados a cadeia de actina (laranja). Na regido
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 indicagdo dos complexos juncionais citados acima.
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Ambos os complexos juncdes firmes e juncdes aderentes sdo conectadas
ao citoesqueleto através de um anel perijuncional de actina e miosina (Figura 5)
(TURNER, 2009). Na regiao mais basolateral estdo os desmossomos, constituindo-se
as principais juncdes adesivas intercelulares nas membranas basolaterais das células
epiteliais e em outros tecidos (HUBER, 2003). Este complexo juncional tém a funcéo
de manter a adesdo e comunicacao intracelular entre as células epiteliais adjacentes,
fornecendo locais de ancoragem para filamentos intermediarios importantes para a
manutencado da arquitetura tecidual (HUBER, 2003). S&o compostos por interagdes
entre os filamentos de desmogleina, desmocolina, desmoplacina e queratina
(TURNER, 2009). Nesse trabalho, iremos focar nas alteracdes das juncdes firmes
frente ao desafio com a nova dieta MAL-ED, uma vez que, sua adequada formacéo é
de extrema importancia para permeabilidade paracelular e para a adequada absorcéo
de carboidratos, proteinas e lipideos (WADA et al., 2013).

1.6.2 Juncdes firmes: funcao, aspectos estruturais e regulacéo

As juncgbes firmes estabelecem a formac&do de barreira em varios
compartimentos dos corpos e sua principal funcdo consiste em restringir o fluxo
paracelular de acordo com o tamanho e carga dos solutos, contribuindo para
manutencdo da homeostase em érgéaos e tecidos (ZIHNI et al., 2016). S&o estruturas
complexas e altamente dinamicas, formada por mais de 40 proteinas que se dividem
em proteinas transmembranares e proteinas citoplasmaticas (SCHNEEBERGER,;
LYNCH, 2004). Os dominios extracelulares formam a barreira seletiva através das
interacdes hemofilicas e heterofilicas com as células adjacentes (SUZUKI et al.,
2013).

As principais proteinas transmembranares sédo as claudinas e as proteinas
do dominio MARVEL, que incluem as ocludinas, tricelulina e MARVEL3D (Figura 6)
(ZIHNI et al., 2016). O dominio MARVEL sdo um médulo hélice de quatro dominios
transmembranas, geralmente associados a microdominios de membrana ricos em
colesterol (ZIHNI et al., 2016). Outras proteinas também fazem parte do complexo
transmembranares, como trispan, substancia epicardica de vasos sanguineos (SEVS)
e um grupo de proteinas de adesédo transmembrana de intervalo Unico, que incluem
as moléculas de adesdo juncional (JAMs, do inglés junctional adhesion molecules),

angulinas, receptor de adenovirus e virus coxsackie (ZIHNI et al., 2016).
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As proteinas citosdlicas, também chamadas de proteinas de placas, sao
uma rede complexa de proteinas que interagem com os microtubulos, actina e com
os dominios citoplasméatico das proteinas transmembranares, Figura 6 (ZIHNI et al.,
2016). As proteinas citoplasméaticas séo caracterizadas por possuirem dominios
PSD95-DIgA-Z0O-1 (PDZ) e por regularem a funcgdo e estrutura do complexo devido
sua associacao com o citoesqueleto (SUZUKI et al., 2013; ULLUWISHEWA et al.,
2011).

Figura 6 — Anatomia das juncdes firmes das células epiteliais intestinais.
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Fonte: adaptado de Zihni et al. (2016, p. 2).

Legenda: a) Breve visdo das principais proteinas formadoras de juncdes firmes. As
proteinas transmembranas estdo representados em cinza no lado esquerdo, dentre elas
temos os fragmentos de proteinas homéloga 3 (CRB3); em seguida, as proteinas do
dominio MARVEL, como a ocludina, tricelulina e proteina contendo dominio MARVEL 3.
As claudinas séo representadas mais abaixo, seguidas das substancia epicardica dos
vasos sanguineos (SEVS) e as moléculas de adeséo juncional (JAMs) e outro tipo de
proteinas de adesdo. No lado direito, estdo representadas as proteinas citosoélicas
adaptadoras e ligantes do citoesqueleto (ovais rosa) e bem como proteinas de polaridade
(ovais azuis). As proteinas ligantes representadas séo: zonula ocludens (ZO) ZO1, ZO2 e
Z03; cingulina; guanilato quinase associada a membrana invertida (MAGI). As proteinas
de polaridade representadas incluem: particionamento defeituoso 3 (PAR3) e PARG;
proteina associada ao Lin-1 1 (PALS1); e juncdo estreita associada a PALS1 (PATJ).
Alguns componentes de sinalizacdo associados a jungbes firmes (ovais laranjas)
representadas sao: proteina quinase C atipica (aPKC); CDC42, RAC e RHOA, que séo
RHO GTPases; e seus reguladores, fatores de troca de nucleotideos de guanina para
RHO de pequenas GTPases (RHOGEFS; retangulo vermelho). Além disso, uma interacdo
entre ZO1 e o regulador transcricional ZO1-associado proteina de ligacdo a acido é
mostrada (oval amarelo - ZONAB). A imagem também representa a associacdo das
proteinas citosolicas com microtibulos (filamentos em azul) a e filamentos de actina
(filamentos ovais em laranjas). b) Eletromicrografia de criofratura regido apical de células
epiteliais intestinais mostrando as microvilosidades e a rede de jungdes firmes.

A regulacéo e interagéo das juncdes firmes com actina e miosina se da por
diversas proteinas de sinalizacdo, como a proteina quinase C (PKC, do inglés protein
kinase C), proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPK, do inglés Mitogen
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Activated Protein Kinases), miosina quinase de cadeia leve (MLCK, do inglés mitogen-
activated protein kinases) e familia Rho de pequenas GTPases (ULLUWISHEWA et
al., 2011). Existem diversas isoformas de PKC no intestino, dentre as quais PKC
épsilon inibem a secrec¢éo de Cl- e a translocacao apical PKC alfa diminui a resisténcia
transepitelial (RT) (SONG et al., 2001). O MAPK é estimulado por fatores de
crescimento e estresse, como a prevencao de ruptura das jungdes frente ao estresse
gerado pelo perdxido de hidrogénio (PLOTNIKQV et al., 2010).

As MLCK, por outro lado, regulam a contragdo do anel actina e miosina e
sua inibicdo previne o aumento da permeabilidade nas jungdes firmes (TURNER et
al., 1997). A familia Rho de pequenas GTPases regulam a estrutura e funcédo das
juncbes firmes, assim como desempenham papel importante sob o anel de
actomiosina perijuncional (NUSRAT et al., 1995). A fosforilagdo das proteinas
formadoras das juncdes firmes influenciam a fungéo de barreira. Por exemplo, uma
menor fosforilagdo de ZO-1 em células de rim canino foi reportada por aumentar a
resisténcia transepitelial (STEVENSON, et al., 1989). Além disso, a fosforilacdo de

ocludinas é importante para a sua associacao nas juncoes firmes (WONG, 1997).

O transporte transcelular também pode ativar eventos de sinalizacao
intracelular que regulam a funcéo barreira das juncbes firmes. Isso pode ocorrer
guando as concentracdes de nutrientes no limen excedem a capacidade dos
cotransportadores apicais de nutrientes e Na*, como forma de amplificar a absorcéo
transcelular de nutrientes (TURNER et al., 2009). Nesse caso, o0 cotransporte de Na*—
nutrientes desencadeiam contracdo do anel de actomiosina perijuncional (MADARA,
PAPPENHEIMER, 1987), através da ativacdo de MLCK (TURNER et al., 2009).
Assim, as juncdes firmes possuem uma grande diversidade de proteinas formadoras
e regulacdo extremamente complexa, dessa forma, iremos focar em trés proteinas

formadoras de junc¢@es firmes: claudinas, ocludinas e zonulas ocludens (ZO).
1.6.2.1 Claudinas

Dentre as proteinas transmembranares formadoras de juncdes firmes, as
claudinas tem papel fundamental para manutencéo e fungédo deste complexo (WADA
et al., 2013; SUZUKI et al., 2013). As claudinas sdo uma familia de 27 proteinas (20-

27 KDa) que possuem quatro dominios transmembranares com uma alca intracelular,
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duas alcas extracelulares e dois dominios citoplasméticos, C-terminal e N-terminal
(ANGELOW; AHLSTROM; YU, 2008; SUZUKI et al., 2014; TSUKITA; FURUSE; ITOH,
2001). As alcas extracelulares das moléculas de claudinas fazem interacdes
homofilicas e heterofilicas com células adjacentes, criando uma barreira ou poro, via

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

As claudinas identificadas até 0 momento possuem estrutura semelhante,
mas 0 numero e posicdo dos aminoacidos na primeira alga extracelular conferem
propriedade funcionais diferentes para as diferentes claudinas (AMASHEH et al.,
2009). Dessa forma, as claudinas podem possuir funcdo: 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
gue, no intestino, claudina-1, -3, -4, -5 -8, -9, -11 e -14 sao formadoras de barreira,
enquanto claudina-2, -7, -12, -15 sdo formadoras de poros (LU et al., 2013).

Claudinas formadoras de poros podem ser seletivas para cations ou anions.
Por exemplo, as claudina-2 e -12 sao formadoras de poros seletivas para cations por
possuirem 3 e 4 aminoacidos carregados negativamente na sua primeira alca
extracelular (LU et al., 2013; SUZUKI et al., 2013). Em geral, os poros tem o diametro
de 4 a 8 A, variando conforme o tecido, e permitem a difusdo de macromoléculas de
aproximadamente 30 a 40 A (ZIHNI et al., 2016). As claudinas formadoras de barreira,
por outro lado, provavelmente possuem uma distribuicéo e orientacdo de aminoacidos
diversos que impedem a permeabilidade tanto de moléculas carregadas, como néo
carregadas (LU et al., 2013; SUZUKI et al., 2013). Além disso, a fosforilacdo de
claudinas parecem desempenhar papel na localizacdo e permeabilidade paracelular
(SUZUKI et al., 2013).

As claudinas desempenham func¢des importantes para manutencdo e
funcdo de barreira (ANDERSON; ITALLIE, 2009). Estudo mostrou que a deficiéncia
de claudina-1 gera uma perda severa de fluidos e eletrélitos, culminando em
mortalidade no prazo de 24 horas apés o nascimento (FURUSE et al., 2002). Além
disso, a manutencao adequada de claudina-2 e -15 s&o cruciais para o retorno de Na*
ao lumém intestinal, essencial para a adequada absor¢ao de glicose, de aminoacidos

e de lipideos no intestino delgado (WADA et al., 2013). Diversos estudos associaram
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ajuste de expresséao 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 fosfoproteina tetraspanina (65 kDa), composta por quatro
dominios transmembranares: duas al¢as voltadas para 0 meio extracelular e uma alca
voltada para o meio intracelular, um N-terminal curto e um longo dominio C-terminal
citoplasmatico (SUZUKI et al., 2013). As duas algas extracelulares da ocludina
interagem com as células adjacentes, criando uma barreira apenas para
macromoléculas (AL-SADI et al., 2011), enquanto o dominio C-terminal longo interage
com ZO-1 para conectar a ocludina ao citoesqueleto (TSUKITA; FURUSE; ITOH,
2001).

No intestino, o noucaute de ocludina ndo afetou a densidade e organizacéo
de juncdes firmes, nem alterou a funcédo de barreira e o transporte de ions (SAITOU
et al., 1998; 2000, SCHULZKE et al., 2005). No entanto, um estudo mostrou que o
nocaute de ocludina desencadeia inflamacé&o e hiperplasia do epitélio gastrico, atrofia
testicular e perda de granulos citoplasmaticos da glandula 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 suplementacdo 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 proteina na integridade da barreira

e montagem das juncdes firmes.
1.6.2.3 Zonulas ocludentes

As zonulas ocludentes (ZOs) séo classificadas como membros homologos
da familia de guanilato quinase associadas a membrana (MAGUK do inglés,
membrane-associated guanylate kinase) (GONZALEZ-MARISCAL et al.,, 2003).
Foram identificado trés zonulas ocludentes: ZO-1 (220 kDa), ZO-2 (160 kDa) e ZO-3
(130 kDa) (ULLUWISHEWA et al., 2011). Estas proteinas sdo compostas por trés
dominios PDZ (PDZ-1, PDZ-2 e PDZ-3, do inglés PSD95-DIgA-Z0-1,-2 e -3), um

dominio Src homologia-3 (SH3) e uma regido homdloga 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 jungdes firmes, sendo

necessarias para regulacdo e manutencdo dessa estrutura.

Diferentes proteinas transmembranares se ligam ao dominio N terminal. As
claudinas ligam-se ao primeiro dominio PDZ, JAMs ligam-se ao terceiro dominio PDZ
e ocludina liga-se ao dominio GUK (ZINIH et al., 2016). O dominio SH3 liga ZO-1 a
mecanismos de sinalizacdo juncional por ligacdo a proteina de ligacdo de acido
nucleico associada a ZO1 (Figura 6), um regulador transcricional e pos-transcricional
da expressdo génica e uma proteina 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 séo letais ainda no periodo embrionario
(KATSUNO et al., 2008; XU et al., 2008). Estudo mostrou que a deplecéo de ZO-1 néo
€ capaz de alterar a estrutura de juncdes firmes, mas desencadeia um atraso na
organizacéao de ocludina e claudinas (UMEDA et al., 2004). Além disso, a deplecéo de
um subtipo de zonula ocludentes parecem causar reajuste na expressao 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 Absorcao de carboidratos, proteinas e acidos graxos

A manutencdo da integridade da barreira epitelial intestinal € de suma
importancia para a absorcdo adequada de nutrientes e secrecdo de eletrolitos
(TURNER et al., 2009). Os nutrientes e liquidos absorvidos, por sua vez, séo
essenciais para suprir as necessidades metabdlicas do corpo (FERRARIS; CARREY,
2000). Em relacéo a absorcao de nutrientes, os carboidratos, proteinas e lipideos séo
moléculas demasiadamente grandes para serem absorvidas, portanto, sdo primeiro

digeridas de forma mecéanica e quimica para serem absorvidas (BOUDRY et al., 2010).

A digestao dos carboidratos comeca na cavidade oral por meio da amilase,
depois no lumen intestinal através de enzimas presentes na borda em escova, ou
microvilosidades, dos enterdcitos (KOEPPEN; STANTON, 2009). As proteinas séo
reduzidas a aminoacidos livres e pequenos peptideos (2-6 aminoacidos) por
enteropeptidases e pepsinas (FRENHANI; BURINI, 1999). A digestdo dos lipideos,

por sua vez, comecga pelas lipases linguais e gastricas, mas € no duodeno onde a
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maior parte dos lipideos sdo hidrolisados pelas lipases pancreéticas (HAMOSH,
1995). Apds a digestdo, os macronutrientes reduzidos sdo absorvidos via
transportadores apicais para o interior dos enterdcitos e depois para corrente
sanguinea através de transportadores basolaterais (BOUDRY et al., 2010).

Na membrana apical, os transportadores de glicose dependente de Na*
(SGLT, do inglés sodium-glucose linked transporter-1,-2,-3) transportam glicose e
galactose (BROUDY et al., 2010). Estes transportadores estdo presente em todo o
intestino delgado, mas é fortemente expresso no duodeno e jejuno (FERRARIS et al.,
1993). Existem trés tipos de SGLT-1, -2 e -3, sendo o SGLT-1 o principal
cotransportador de glicose, galactose e sédio em humanos (BROUDY et al., 2010). O
SGLT-1 muda sua conformacdo ao ligar-se a duas moléculas de Na*, permitindo
acesso da glicose ao receptor (RODRIGUES et al., 2018). Mutagcéo no SGLT-1 causa
uma doenca grave de ma absorcdo de glicose-galactose, que pode ser fatal em
poucas semanas de vida, se a lactose néo for retirada da dieta (WRIGHT, 1998). Outro
transportador importante na membrana apical € o GLUT5, um membro da familia de
facilitadores do transporte de glicose (GLUT) (BROUDY et al., 2010). Esse
transportador € especifco para a absorcdo de frutose, sendo encontrado em todo
intestino delgado, principalmente nas regibes proximais (DAVID; CINGARI;
FERRARIS, 1995).

O transportador de peptideo-1 (PEPT-1, do inglés, Peptide Transporter-1),
por outro lado, é o principal cotransportador de di/tripeptideos e H* nos enterdcitos
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 dipeptideos e 8.000 tripeptideos (ADIBI, 1971). ApGs a absorcédo, os
di/tripeptideos sao hidrolisados por peptidases citoplasmaticas e transportados para
circulacao sistémica através de transportadores basolaterais (BROUDY et al., 2010).
O PEPT-1 é expresso exclusivamente ha membrana da borda em escova (OGIHARA,
1996), principalmente no duodeno em humanos (TERADA et al., 2005). Existe um
grande interesse clinico pelo transportador PEPT-1 devido sua capacidade de mediar
a absorcdo de farmacos, os farmacos peptideomiméticos, como antibidticos e
guimioterapicos (RODRIGUES et al., 2018).
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Os lipideos, 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
absorcdo de lipideos acontece primeiro através da incorporacdo de lipideos
hidrolisados por lipases em micelas mistas atraves da acdo detergente dos acidos
biliares (BOUDRY et al., 2010). Estas micelas possuem superficies hidrofilicas as
quais se difundem facilmente pelo conteddo luminal aquoso e chegam na borda em
escova, onde liberam acidos graxos livres e acilgliceréis que sdo absorvidos por
difusdo simples, quando as moléculas tem natureza lipofilica, ou por transportadores
especificos (BOUDRY et al., 2010).

Os acidos graxos de cadeia longa sao absorvidos, principalmente, por trés
transportadores no intestino delgado: proteina de ligacdo a acidos graxos da
membrana plasmatica (FABP do inglés, fatty acid—binding protein), proteina de
transporte de acido graxo 4 (FATP4 do inglés, fatty acid transport protein 4) e o
homdlogo de rato da translocase de acido graxo humano (FAT/CD36 do inglés, fatty
acid translocase). O FABP também esta envolvido no transporte de acidos graxos
polinsaturados de cadeia longa (BROUDY et al., 2010) e o FAT/CD36, por sua vez,
também esta envolvido na absorcéo de colesterol (HUI; LABONTE; HOWLES, 2008).
Estudo aponta que alguns lipideos podem ser secretados por celulas intestinais,
caracterizando um transporte bidirecional (BERGE, 2000). Dessa forma, para evitar
gue acidos graxos livres e 2 monoacilglicerois retornem ao limem intestinal, ocorre o
processamento intracelular e liberacao basolateral logo apo6s a absorcdo (BROUDY et
al., 2010; HANHOFF; LUCKE; SPENER, 2002).

A absorcéo de carboidratos e peptideos € mediada por co-transportadores
gue utilizam o petencial eletroquimico do sédio como fonte de energia impulsionadora
(BROUDY et al.,, 2010). Diferente dos lipideos, que sdo absorvidos por via
independente de sédio (NASSIR et al.,, 2007), mas para isto necessitam da acédo
emulsificante de acidos biliares que séo reabsorvidos por transportadores apicais de
acidos biliares dependentes de sédio (WADA et al., 2013). Dessa forma, o Na* é o
ions mais importante para o transporte transcelular, no qual a manutencdo da
concentragdo luminal é de extrema importancia para adequada absorc¢ao de nutrientes

(SCHULTZ; CURRAN, 1970). Um importante estudo comprovou que o retorno passivo
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do Na* para o lumen, através da regido paracelular, € dependente da adequada
expressao de claudina-2 e -15 (WADA et al., 2013).

Ap6s a absorcdo apical, os transportadores basolaterais medeiam o
transporte de nutrientes dos enterdécitos para corrente sanguinea e vice-versa, com o
intuito de fornecer nutrientes para o enterdcito 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 expressao € constante em todo intestino delgado
(LENZEN; LORTZ; TIEDGE, 1996), sendo regulado tanto pelas concentragfes lumiais
de glicose e frutose, com por fatores sistémicos liberados durante a alimentagéo (CUI,
JIANG; FERRARIS, 2003). O GLUT-2 pode ser recrutado para membrana apical
guando os niveis de carboidratos estdo altos (KELLETT, 2008), entretanto, estudos
mostram que a absorcéo de glicose e frutose ndo acontecem caso haja mutacédo em
SGLT-1 e nocaute de GLUT-5, respectivamente (BARONE, 2009; WRIGHT, 2002).

O transporte basolateral de aminoacidos € pouco conhecido (BROUDY et
al., 2010), mas SNAT 2 e sistema L foram identificados para transporte basolateral de
aminoacidos de carga neutra, sistema T transportam aminoacidos aromaticos,
sistema X'ag transportam os aminoacidos anidnicos e sistema y‘L os aminoacidos
catibnicos (BROUDY et al., 2010). Ao passo que, os lipideos séo transportados na
regido basolateral através da proteina de ligacao de acidos graxos intestinais (I-FABP,
do inglés intestinal fatty acid—binding protein) e da FABP do figado (L-FABP do inglés,
liver fatty acid—binding protein) (BROUDY et al., 2010; HANHOFF; LUCKE; SPENER,
2002).

O trato gastrointestinal € o primeiro sistema afetado pela privacao
nutricional. A desnutricdo é reportada por aumentar o transporte basal de ions de um
estado neutro ou fluxo absortivo para secretorio, identificado pelo aumento da corrente
de curto-circuito basal (BUTZNER; GALL, 1988). Ferraris e Carrey (2000) sugeriram
gue o aumento do efluxo de ions para o lumen intestinal na desnutricdo podem ser
uma resposta adaptativa do epitélio intestinal para aumentar o potencial de membrana
e gerar uma forca eletromotriz para o transporte de nutrientes. Alguns estudos
corroboram com esta hipétese ao mostrarem um aumento da corrente de curto-circuito
durante o desafio com glicose no jejuno e ileo desnutrido (BUTZNER; GALL, 1988;
CAREY; COOK, 1989; DARMON et al., 1993; YOUNG; LEVIN, 1990b). Apesar dos
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esforcos, pouco se sabe sobre a absorgdo e expressdo de transportadores de
carboidratos, proteinas e lipideos durante a desnutricdo (JACOBI et al.,, 2013;
RIBEIRO et al.,, 2022; SAMPAIO et al.,, 2016). Além disso, a diversidade das
deficiéncias nutricionais, gravidade da desnutricao, tempo de desnutricdo e segmento
intestinal avaliado tornam o estudo da fisiologia intestinal de absorcao de nutrientes
durante a desnutricdo um desafio para ciéncia. Logo, o presente estudo visou
investigar o papel da desnutricdo nos principais transportadores apicais de
carboidratos, pepetideos e acidos graxos: SGLT-1, PEPT-1, FATCD/36 e FATP4.
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2 JUSTIFICATIVA E RELVANCIA

A desnutricdo nos primeiros anos de vida é um sério problema de saude
por estar associada ao aumento do risco de mortalidade (BLACK et al., 2008), ciclo
vicioso de infec¢Bes entéricas subclinica e clinica (SCHORLING et al., 1990;
GUERRANT et al., 2008), comprometimento do desenvolvimento fisico (BLACK et al.,
2008) e cognitivo (GALLER et al., 2012), bem como doencas cronicas na vida adulta
(DEBOER et al., 2013; GUERRANT et al.,, 2012). Dessa forma, o estudo da
patofisiologia associada a desnutricdo é de suma importancia para compreendermos
melhor a progressao da doenca e para a busca de tratamento mais eficazes.

Neste sentido, diversos modelos animais tém contribuido para o
entendimento da fisiopatologia associada a desnutricdo (CHALVON-DEMERSAY et
al., 2019; WADA et al., 2013). No entanto, apenas trés dietas experimentais sao
baseadas na deita de populacbes especificas, sendo fundamentadas apenas nos
alimentos mais predominantes da alimentacdo destas populacbes e ndo na
guantidade de energia, macronutrientes e micronutrientes consumidos (BLANTON et
al., 2016; MAY et al., 2018; TEODOSIO et al., 1990). Dessa forma, questiona-se o

guanto estes modelos representam a clinica da desnutri¢cao infantil.

Além disso, estudos sugerem que alteracfes morfologicas, funcionais e
inflamatorias no intestino causadas pela desnutricAo parecem ser as principais
responsaveis para estabelecimento de morbidades a longo prazo e, mesmo com o
avanco no entendimento dos danos a nivel intestinal, a utilizacdo preferencial de
dietas experimentais com restricdo proteica para estudo da barreira morfofuncional
intestinal, limitam os achados e podem néo refletir a desnutricdo infantil (ATTIA et al.,
2017). Dessa forma, compreender as alteracfes intestinais desencadeadas pela
desnutricdo pode ser o principio chave para implementacdo de tratamentos mais

eficazes.

Visto isso, este estudo teve como foco principal formular uma nova dieta de
desnutricdo, a dieta MAL-ED, com base na dieta complementar de criancas
desnutridas de sete paises de baixo poder socioeconémico pertencentes ao estudo
coorte de desnutricdo e infeccdo entérica (MAL-ED, do inglés Malnutrition-Enteric

Diseases), assim como validar um novo modelo de desnutricdo in vivo e avaliar os
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efeitos da nova dieta de desnutricdo na barreira morfofuncional intestinal.
Hipotetizamos que a dieta MAL-ED ird gerar um quadro clinico de desnutricdo em
camundongos recém-desmamados, assim como ir4 causar alteracdes morfoldgicas,
histopatologicas e funcionais no epitélio do intestino delgado. Dessa forma,
poderemos contribuir para ciéncia com o desenvolvimento de um novo modelo murino
de desnutri¢cdo de relevancia clinica 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 desnutricdo baseado na dieta
complementar de criangas com desnutricdo de sete paises de baixo poder
socioeconémico pertencentes ao estudo coorte de desnutricdo e infec¢do entérica -
MAL-ED, bem como avaliar os efeitos da nova dieta de desnutricdo na barreira

morfofuncional intestinal.
3.2 Objetivos especificos

1. Desenvolver uma dieta experimental indutora de desnutricdo baseada
na dieta complementar de criancas desnutridas (HAZ < -2) de sete
paises de baixo poder socioecondémico pertencentes ao estudo coorte
MAL-ED;

2. Desenvolver e validar um novo modelo in vivo de desnutricdo de
relevancia clinica baseado nos parametros corporais, como peso, ganho
de peso, crescimento, composicdo corporal e nos niveis séricos de
albumina;

3. Investigar os efeitos da nova dieta indutora de desnutricdo MAL-ED na
morfometria, histopatologia e tamanho total do intestino delgado em
periodo agudo e crénico de consumo;

4. Avaliar os efeitos da nova dieta de desnutricdo MAL-ED na barreira
morfofuncional do epitélio no intestino delgado utilizando o teste néo
invasivo de Lactulose/Manitol em periodo agudo e croénico;

5. Analisar os efeitos agudo da nova dieta indutora de desnutricdo MAL-ED
nos parametros eletrofisioldgicos basais e durante a absorcdo de
glicose, glutamina e alanil-glutamina na mucosa intestinal utilizando o
modelo de Camaras de Ussing;

6. Identificar os efeitos agudo da nova dieta indutora de desnutricdo MAL-
ED nos niveis de transcritos e expressao proteica de transportadores
intestinais de substratos organicos e das proteinas formadoras de

juncgdes firmes por meio de PCR em tempo real e de Western blotting;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1. Populagéo 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
Ceara (UFC) foram mantidos em ciclo claro/escuro (12/12 horas), em ambiente com
temperatura controlada de 22 + 2°C, agua “ad libitum” e quantidade de racao
controlada diariamente. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com as
normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e
submetidos a aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Ceara (n° de protocolo 3941290319), Anexo A.

4.2. Formulacéo da dieta de desnutricdo MAL-ED

A nova dieta indutora de desnutricdo MAL-ED foi baseada na quantificacao
da dieta complementar de criangcas com e sem desnutricdo pertencentes ao estudo
coorte “Etiologia, Fatores de Risco e Interacdes de Infeccbes Entéricas e Desnutricdo
e as Consequéncias para a Saude e Desenvolvimento Infantil - MAL-ED”. Durante o
estudo, foi coletado mensalmente dos 9 aos 24 meses de idade 0s registros das dietas
complementares das Ultimas 24 horas de 1.463 criancas, de areas urbanas,
periurbanas e rurais de sete paises de baixo nivel socioeconémico: Bhaktapur, Nepal
(n =229); Daca, Bangladesh (n = 208); Fortaleza, Brasil (n = 169); Haydom, Tanzania
(n = 210); Loreto, Iquitos, Peru (n = 199); Venda, Africa do Sul (n = 221); e Vellore,
india (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
(calcio, ferro, magnésio, potassio, fosforo e zinco) e analisado a diferenca do
percentual dos nutrientes das criancas com desnutricdo aguda (WHZ< -2),
desnutri¢do cronica (HAZ < - 2) e subnutricdo (WHZ< -2) em relacdo ao percentual da
dieta de criancas sem desnutricdo, descrito por Maciel et al. (2021). Para formulacéo
da nova dieta de desnutricdo MAL-ED, utilizamos o percentual de diferenca no
consumo de energia, macronutriente, fibras e zinco de criancas com desnutricdo

(HAZ< -2) e sem desnutricdo com 24 meses de idade.

Para que a nova dieta tivesse o padrao alimentar exigido para roedores, a

dieta padréo para roedores (AIN93-M) foi usada como base para reducédo da diferenca
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de percentual de energia, macronutrientes, fibras e zinco. A formulacdo e producéo
das dietas MAL-ED e controle (AIN-93M) foram realizadas pela empresa Rhoster®
(Aracoiaba da Serra, Sao Paulo, Brasil). A composi¢cao centesimal da nova dieta de
desnutricdo foi avaliada pelos seguintes métodos: dumas, perda por secagem,
gravimetria, absorcao atomica pela empresa CBO® (Valinhos, S&o Paulo, Brasil).

O método de dumas consiste na determinagdo de nitrogénio na amostra
por meio de combustéo e leitura do nitrogénio molecular oxidado em equipamento
especifico (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). A perda por secagem € realizada para
determinar a umidade na amostra (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). A gravimetria
€ um meétodo analitico de separacdo e pesagem dos elementos de uma amostra
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). A empresa aplicou o método de gravimetria para
determinacao de lipideos, fibra alimentar e sulfatos. A absor¢cédo atémica consiste na
determinacdo quantitativa de metais, semimetais e alguns ndo metais em amostras
(KRUG; NOBREGA; OLIVEIRA, 2004). Estes métodos em conjunto permitiram a
guantificacdo de umidade e volateis, proteina bruta, extrato etéreo por hidrélise acida,
fibra bruta, calcio, fésforo e zinco. A quantidade de carboidrato foi estimada pela

diferenca nas porcentagens de macronutrientes.
4.3 Desenho experimental

O novo modelo murino de desnutricdo 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 adaptacdes.
Camundongos C57BL/6 machos com 21 dias de idade tiveram o peso corporeo, 0
comprimento da cauda e a composicao corporal aferidos para, entdo, serem
distribuidos de forma randémica nos grupos: Controle e Desnutrido. O protocolo foi
conduzido por um periodo total de 28 dias para caracterizacdo temporal dos efeitos
da dieta nos parametros corporais (Figura 7). O consumo de racao 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 agua a
cada dois dias e a cada sete dias os animais foram avaliados quanto ao
desenvolvimento corporal e composi¢cao corporal. Nos dias 7 e 28 de protocolo, 0s
animais foram anestesiados por via intramuscular com cloridrato de cetamina (90

mg/Kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/Kg). Apés a anestesia, foi feito uma laparatomia
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mediana longitudinal para a coleta de sangue, cerca de 1,5 ml, através da puncao
cardiaca e do tecido intestinal. O intestino foi identificado, seccionado, mensurado o
tamanho total e coletado nas por¢des duodeno, jejuno e ileo. Logo em seguida, os
animais foram eutanasiados por meio de exsanguinagao. Os segmentos do duodeno,
jejuno e ileo foram divididos em duas por¢es: uma, com cerca de 4,0 cm para
realizacdo do raspado da mucosa e, entdo, armazenados a -80 °C para a posterior
avaliacdo por RT-PCR e Western blotting; e outra por¢do com cerca de 2,0 cm foram
fixadas em formaldeido tamponado a 10% para a avaliagdo morfométrica e
histopatoldgica. Amostras de sangue foram submetidas a centrifugacéo por 3.000 rpm
por 15 min para separacao do soro utilizado na avaliacdo das concentracfes séricas
de albumina. Duas linhas experimentais foram conduzidas exclusivamente para coleta
de amostras de jejuno para avaliacdo nas Camaras de Ussing e para aplicacao do

teste de Lactulose e Manitol.

Figura 7- Desenho experimental do modelo de desnutricdo com a dieta

MAL-ED.
10: [ Peso, comprimento e ’
" | composigédo corporal
2% ‘:Distribuigéo nos grupos ‘
—— 3% |Inicio do protocolo |

(21 dias de idade)

R

/diariamente /7 em 7 dias

28 dias

Formol

Fonte: autor.

Animais C57BL/6 machos (21 dias de idade) foram pesados, medido o comprimento total,
composic¢do 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 ingestdo de racéo foram avaliados diariamente, enquanto o comprimento total e
a composicado 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 trés segmentos: duodeno, jejuno
e ileo. As amostras coletadas e devidamente identificadas foram acondicionadas em — 80
°C (sangue e intestino) e fixados em formaldeido 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. Analise da composicao corporal: Bioimpedancia elétrica

Os animais foram submetidos a avaliagao corporal por bioimpedancia 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 superficie ndo condutora com membros
posteriores e anteriores em perpendicular ao corpo e a cauda foi estendida
distalmente. Quatro agulhas (calibre 25x12) foram inseridos na regido 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 imaginaria do musculo da coxa com a linha média do corpo,
enquanto, os eletrodos periféricos foram inseridos entre os olhos e a regido da base
da cauda. Os eletrodos periféricos foram inseridos cerca de 1,0 dos eletrodos centrais.
As agulhas foram, entdo, 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 - Esquematizacdo do procedimento experimental da

bioimpedéncia elétrica.

o omo-

Fonte: autor.

Primeiro os animais foram anestesiados por via intramuscular e, em seguida, foram

dispostos sob superficie ndo condutora com membros anteriores e posteriores dispostos

perpendicular ao corpo. Foram utilizadas quatro agulhas, que foram inseridas em regido
subdérmica, entre os olhos, entre as orelhas, entre os musculos 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 mensuracao.

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 parametros de bioimpedancia de resisténcia e reatancia foram obtidos
por um unico espectro de 4 a 1 MHz numa série de 256 pontos. O dispositivo utiliza
uma plotagem de impedancia complexa para determinar a agua corporal total, fluido
extracelular e fluido intracelular, enquanto a massa livre de gordura, massa gorda e
indice de massa corporal sédo calculadas através de um software acoplado ao
dispositivo (CARLE, 2010). Os valores de agua corporal total foram divididos pelo
peso do respectivo animal, com o intuito de normalizar o resultado, e expresso em

percentual.

4.6. Avaliacédo do desenvolvimento corporal
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O comprimento corporal dos animais foi mensurado nos dias 0, 7, 14, 21 e
28 para a avaliagdo do desenvolvimento corporal dos animais. Para isso, o0s
camundongos foram rapidamente anestesiados por isoflurano (Cristalia®, Séo Paulo,
Itapira) (SCHWARZER et al., 2016), em seguida, foram posicionados sob uma
superficie plana, de forma alinhada e comprimento corporal total (comprimento
corporal + comprimento da cauda) foi medido com auxilio de um paquimetro digital

(Mitutoyo®, Suzano, Séo Paulo, Brazil).
4.7. Avaliacdo das concentragdes séricas de albumina

A andlise das concentragdes séricas de albumina foi medida nos dias 7 e
28 com o intuito de avaliar o estado nutricional de proteinas viscerais. Geralmente as
proteinas viscerais sao reduzidas quando ha deficiéncia de ingesta de proteina (ACF,
2010). Os niveis de albumina foram medidos através do kit de dosagem da Labteste®
(Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). As amostras foram preparadas conforme
instrucdes do fabricante: amostra (10 pl de soro mais 1,0 ml do reagente de cor),
branco (1,0 ml do reagente de cor) e o padréo (10 pl do padrdo mais 1,0 ml do reagente
de cor). As solucdes foram levemente misturadas, e apdés 2 min foram realizadas as
leituras utilizando o espectro de 630 nm de comprimento de onda em

espectrofotdmetro Labquest® (Oregon, EUA).
4.8. Analise morfométrica e estudo histopatoldgico

Os segmentos obtidos do duodeno, jejuno e ileo foram fixados em formol a
10%. Decorridas 18 h, os fragmentos foram retirados do formol e colocados em alcool
etiico a 70% até o processo de parafinizacdo. Apos a desidratacdo, com
concentragfes crescentes de alcool etilico (70, 80, 90 e 100%), foram realizados o:
processo de parafinizacéo, cortes histolégicos de 5 pm de espessura e a coloracao
em hematoxilina e eosina. Posteriormente, com o auxilio de um microscopio optico
acoplado ao sistema de aquisicdo de imagens (LEICA) e o programa Image J versao
1.5a (National Institutes of Health, EUA), foram medidas as areas de 10 vilos e 10
criptas para cada lamina, com o intuito de analisar o impacto agudo e cronico da dieta

MAL-ED na morfometria intestinal.

Para a anadlise histopatolégica das amostras, as possiveis lesdes foram

analisadas de acordo com o sistema de escores de severidade do infiltrado
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inflamatorio sugerido por Erben et al. (2014) com algumas adapta¢fes, Tabela 4. As
adaptacfes consistem na utilizacdo apenas do critério de severidade e inclusdo do
edema no escore 1. A andlise histopatoldgica foi realizada por um patologista.

Tabela 4 — Escores histopatolégicos para inflamacéo no intestino delgado.

Critério Definicéo Escore
Severidade Normal: menos que 10% de leucdcitos na mucosa 0
Leve: 10 - 25% de leucécitos na mucosa e edema nos vilos 1
Moderado: 26 — 50% de leucdcitos na mucosa, submucosa 2
e edema
Intenso: > 51% de leucdcitos transmural e edema nos vilos 3

Fonte: adaptado de Erben et al., (2014).

4.9. Avaliagdo da barreira funcional do epitélio intestinal - teste

Lactulose/Manitol mensuracdo dos marcadores por HPLC-PAD

Um grupo experimental foi conduzido exclusivamente para avaliagdo do
teste de lactulose e manitol, com o intuito de que o jejum necessario para condugao
deste teste ndo interferisse nos demais parametros avaliados neste estudo.
Inicialmente, os animais foram submetidos a um periodo de adaptacdo ao ambiente
de coleta, que consistiu em permanecer em gaiolas metabdlicas 2 h/dia durante 5 dias
antes da aplicacdo do teste. Nas Ultimas 24 h antes do teste, todos os animais
permaneceram nas gaiolas metabdlicas. Durante essas 24 h, 16 h foram
correspondentes a alimentacdo com a dieta isocaldrica G (Rhoster®, Sdo Paulo,
Brasil), dieta pobre em carboidrato, e 8h de jejum, para evitar que os carboidratos da
dieta interferissem na analise posterior. Apés jejum, todos os animais receberam por
gavagem 200 ul de uma solucdo contendo 5,0 g de Lactulose (Duphar Laboratories,
Southampton, Reino Unido) e 1,0 g de Manitol (Henrifarma Chemicals and
Pharmaceuticals LTDA, Séo Paulo, Brasil) dissolvido em 20 mL de agua. Amostras de
urina, preservadas em 0,236 mg/mL de clorexidina (Sigma Chemical, St Louis, MO),
foram coletadas 24 h ap06s a administracdo da solugcdo teste. Os animais
permaneceram consumindo a dieta isocalérica G durante o periodo de coleta. Os

volumes das amostras foram registrados e centrifugados a 10.000 rpm por 3 minutos,
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para, entdo, 50 pl de uma solucéo do padrédo interno (3,6 mM de melibiose diluido em
2,9 ml de agua destilada) ser adicionado a 50 pl de cada amostra. A solugao foi
centrifugada (10.000 rpm por 3 min) e 50 pl foi usado para determinacéo dos agucares.
Duas solugcbes padrbes de carboidratos foram usadas para calibrar o sistema
cromatografia liquida da alta pressao acoplado ao detector amperométrica pulsada
(HPLC-PAD), baseado no método previamente descrito por Barboza et al., (1999).
Curvas padrbes dos acucares lactulose, Inositol (padréo interno) e manitol foram
medidas concomitantes no mesmo batch com as amostras de urinas dos animais por
HPLC-PAD (Barboza et al., 1999).

A deteccédo dos acgucares 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-duracao:
amostragem, 0,15 V, 720 ms; oxidacao, 0,70 V, 120 ms; reducéao, -0,30 V, 360 ms. A
faixa de saida do detector foi ajustada em 1,0 mA com um tempo de resposta de
integracdo de 3 s. As taxas de excrecao de lactulose e manitol foram quantificadas

usando um BioAutolon 450 Data System (Dionex, Sunnyvale, Califérnia, EUA).

4.10. Avaliacao dos parametros eletrofisioldgicos basais e durante o transporte

de peptideos e carboidratos por Camara de Ussing

O sistema de camara de Ussing fornece um método valioso, comprovado
e muito utilizado para a medicdo do transporte de eletrélitos, nutrientes e drogas
através dos tecidos epiteliais. Utilizamos o método de camaras de Ussing para avaliar
corrente de curto-circuito (CCC), resisténcia elétrica transepitelial (RT) e diferenca de
potencial (DP) em segmentos do jejuno de animais controles e desnutridos no sétimo
dia experimental, sob condi¢cdes basais e durante o desafio com concentracdes
crescentes de glutamina, alanil-glutamina e glicose. A porcéo intestinal do jejuno foi
escolhida por apresentar maiores alterac6es morfolégicas no tempo agudo e por ser
0 maior segmento de absorcdo do intestino delgado. Todo o protocolo foi seguido

conforme descrito por Soares (1996).

O sistema das camaras de Ussing podem ser separados em trés partes: a
primeira parte compreende as hemicamaras, que mantém os tecidos intestinais, e 0s

recipientes de solucdes perfusantes, que mantém o sistema permanentemente aerado



67

e com temperatura constante; a segunda parte € composta pela conexao elétrica das
hemicamaras, que correspondem as pontes salinas (canulas de polietileno com
solucdo Krebs-agar) e os eletrodos de prata e calomelano (Beckman Instruments Inc.,
lvirne, Califérnia, Estados Unidos); e a terceira parte € constituida pelo fixador
automatico de voltagem BIC modelo #AVC — 300 (Buck & Co. Inc. Franklin,
Massachusetts, Estados Unidos). A conexdo das hemicamaras 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
solucbes que preenche as camaras possibilitam processos de difusdo de ions nas
interfaces de contato, originando potenciais de juncéo liquida. Portanto, mesmo sem
os fragmentos dos tecidos, pode ser gerado uma diferenca de potencial (DP) devido
as juncdes entre os componentes citados acima. A diferenca de potencial gerada pode
ser igual a zero, menor que zero ou maior que zero, sendo equivalente a criacdo de
uma bateria e possuindo uma resisténcia intrinseca. Dessa forma, tentou-se trabalhar

com a menor diferenca de potencial possivel.

O principio da técnica consiste na medicdo de diferenca de potenciais e
corrente de curto-circuito produzidos pelos tecidos vivos como respostas as
propriedades do mesmo em gerar fluxos idnicos. Para isto, foi acionado uma tensao
antagbnica a preparacao, cuja a resultante foi uma DP desejada, para medir a CCC

produzida e com estes dados foi calculado a resisténcia inerente do tecido.
4.10.1 Solucéo perfusora e solucdes teste

Duas solucdes fisioldgicas principais foram preparadas para realizacdo do
experimento nas camaras de Ussing, foram elas: Ringer e Krebs-Ringer Bicarbonato.
O Ringer foi utilizado para a irrigacdo durante a cirurgia e limpeza de residuos fecais
do lumen no segmento de jejuno apés a coleta. Ja o Krebs-Ringer Bicarbonato, foi
usado tanto como solucéo perfusora do epitélio jejunal montado nas camaras quanto
como diluente das outras soluc¢des utilizadas no teste. A solucdo Ringer foi constituida
de 111,2 mM de NacCl (6,5 g), 1,878 mM de KCI (0,14 g), 1,081 mM de CacCl2 (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 agua destilada a

temperatura ambiente, com auxilio de um agitador magnético com placa aquecedora
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modelo NUOVA™ || THERMOLYNE® stirring hotplate (Barnstead/Thermolyne
Corporation, Dubuque, lowa, USA) (SOARES, 1996; CLARKE, 2009; SAMPAIO,
2016).

A solucéao 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
0), 1,2 mM de CaCl2.2H20 (0,1764 g), 1,2 mM de MgCI2.6H20 (0,2439 g), 0,4 mM
de KH2PO4 (0,0544 g), os compostos foram fornecidos pela MERK (MERK
Chemicals, Darmstadt, Germany). Sendo esta solu¢cédo também preparada com auxilio
de um agitador magnético com placa aquecedora modelo NUOVA™ ||
THERMOLYNE®, dissolvida em 1 L de agua destilada a temperatura ambiente
(SOARES, 1996; CLARKE, 2009; SAMPAIO, 2016). Todos os solutos foram pesados
na balan¢a analitica METTLER TOLEDO AB104-S (Mettler instrument Corporation,
Hightstown, New Jersey, USA). A osmolaridade das solu¢des foi confirmada em
osmometro 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
Cientificos, Diadema, Séo Paulo, Brasil), o que se assemelha a condic¢des fisioldgicas,

sendo a solucdo armazenada em geladeira de 2 a 8 °C.

Apoés a preparacéo das solugcdes acima descritas, foram feitas as pontes
de Krebs-Ringer Bicarbonato -agar utilizadas para conectar os eletrodos de corrente
e voltagem as camaras, e consequentemente, manter os eletrodos em contato com a
solucéo perfusora que banha o epitélio. Para isto, foi pesado 2,4 g de Agar (Sigma-
Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) na balanca analitica METTLER TOLEDO AB104-S
e adicionado a 50 ml da solucdo Krebs-Ringer Bicarbonato dentro de um Becker de
100 ml. A solucéo foi preparada em banho-maria, fervida em temperatura de 80 a 100
°C e homogeneizada com uma bala magnética pequena em agitacdo na velocidade 3
por um periodo de 30 minutos, utilizando para isto um agitador magnético com placa
aquecedora modelo NUOVA™ |I THERMOLYNE®. Em seguida, a solucdo foi
distribuida nos cartuchos dos eletrodos, evitando a formacéo de bolhas, que podem

interferir na captacéo do sinal elétrico pelos eletrodos.

Foram preparadas também duas solu¢des de perfusédo, uma solugédo de

Krebs-Ringer Bicarbonato glicosada e outra de Krebs-Ringer Bicarbonato-Manitol,
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ambas na concentracdo de 10 mM por ml de Krebs-Ringer-Bicarbonato. Para
preparacdo do Krebs-Ringer Bicarbonato glicosado, foi dissolvido 0,0901 g de glicose
(MERK Chemicals, Darmstadt, Alemanha), em 50 ml de Krebs-Ringer Bicarbonato,
Esta solucédo foi usada para perfusdo do lado basolateral do epitélio jejunal nas
camaras. A solucao de Krebs-Ringer Bicarbonato-manitol na mesma concentracao,
foi preparada em paralelo para ser adicionada do lado luminal do jejuno nas camaras.
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 solu¢Bes de viabilidade, uma solucdo de
teofilina e outra de glicose, que foram usadas para confirmar se o tecido testado
estava viavel ao final do experimento e validar os resultados da camara em que esse
tecido foi utilizado. Ambas as solugbes de teofilina e glicose foram feitas na
concentragdo 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 solu¢gBes foram preparadas nesta concentragdo para que ao
serem adicionadas 0,2 ml aos 4,8 ml da solucao de perfusdo, chegassem ao volume

de 5 ml e concentracéo final de 10 mM.

Utilizamos solugbes 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, Franca) neste trabalho. As solucdes desses substratos foram dissolvidas
em KRB, de modo que, cada uma delas apresentasse 300 mOsm e a concentracao
desejada. As solucdes com substratos foram preparadas de forma que, para obter
cada ponto experimental na concentracdo desejada para realizacado da curva dose-
resposta. Foi adicionado o volume de 100 pl da solugéo final de cada concentracéo
dos substratos no reservatério de circulacdo das camaras, do lado apical do jejuno
montado, retirando deste reservatorio, igual volume antes da adi¢éo, reduzindo assim
a margem de erro no instante da adicdo e prevenindo também alteracdes no pH e na

osmolaridade Inicial.
4.10.2 Montagem das Camaras Ussing e coleta da amostra

4.10.2.1 Montagem das camaras e calibracdo do sistema
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Antes do procedimento cirdrgico para coleta do material, o sistema das
Camaras 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 estabilizacdo de todo circuito elétrico das
camaras. O amplificador foi colocado o botdo Meter na posicao mV (milivolts), o botao
Zero na posicao (+), os potencidometros do Fluid Res. Compensation e Set Clamp I/V
foram zerados e o botdo PD (Potential Difference). As canulas juntamente com 0s
eletrodos (dois de calomel e dois de prata) (Beckman Instruments Inc., Ivirne,
California, Estados Unidos) conectados ao fixador automatico de voltagem BIC
modelo #AVC — 300 (Buck & Co. Inc. Franklin, Massachusetts, Estados Unidos) foram
acopladas aos orificios de cada uma das hemicamaras. Apoés ligados, com o pré-
amplificador na posicéao de Stand by e o botdo Dummy Membrane na posicao out, foi
zerada no voltimetro a diferenca de potencial do sistema sem solucdo, mostrada no
display do amplificador em mV. Para isso, foi utilizado o botdo de controle grosseiro
(Coarse) e o botédo de controle fino (Fine) ambos localizados no pré-amplificador. Os
cartuchos contendo as pontes de Krebs-Ringer-Bicarbonato -agar sdo acopladas a 2
eletrodos de voltagem vermelhos (V1 e V2) e 2 eletrodos azuis de prata para corrente
(11 e 12) (World Precision Instruments, Sarasota, Florida, USA), estes sdo conectados
as camaras de Ussing, I1 e V1 em uma hemicamara e, 12 e V2 na outra hemicamara
complementar. ApGs conectados os cartuchos e eletrodos, foram colocados 5 ml de
Krebs-Ringer Bicarbonato dentro de cada reservatoério de circulacdo, como ndo tem
tecido montado ainda, o liquido fluiu de um lado para o outro da cAmara sem nenhuma

resisténcia.

Em seguida, a aeracdo carbogénica é ligada, a bomba termoestavel
comeca a aquecer a solucao Krebs-Ringer-Bicarbonato para a temperatura de 37,8
°C e o periodo de 1 a 2 h comeca a ser contato para estabilizacdo do sistema. Apés
o periodo de estabilizacdo, girou-se o botdo de Stand by para Operate no pré-
amplificador e foi feita a avaliacdo de qualidade das pontes de agar feitas pela
conexdo dos eletrodos com os cartuchos contendo Krebs-Ringer-Bicarbonato -agar
em seu interior. A avaliacdo é feita inicialmente olhando a diferenca de potencial

espontédneo gerada em cada camara com a utilizacdo 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 11 e 12. As trocas
tinham o objetivo de deixar a DP o0 mais préximo possivel de -1,0 a +1,0 mV para cada
Céamara. ApGs a reducao da DP para o mais proximo de +1,0, esta DP foi zerada
utilizando o botdo Coarse no pré-amplificador, e em seguida foi zerada também a
resisténcia do fluido (solucdo de Krebs-Ringer-Bicarbonato), apertando o botao Fluid
Res. Compensation, que aplica uma corrente (HA) pré-definida pelo sistema,
permitindo assim, ver a DP (mV) no display do voltimetro do amplificador. Diante
desta informacéo, foi girado o potenciémetro do Fluid Res. Compensation até o display
do voltimetro mostrar 0 mV de DP, indicando que a resisténcia do Krebs-Ringer-
Bicarbonato foi zerada, indicando que posteriormente apenas a resisténcia do epitélio
sera observada (FIELD, 1971; SOARES, 1996).

A fim de evitar que a resisténcia elétrica do sistema fosse muito alta e que
prejudicasse a leitura da resisténcia do tecido, caso esta fosse muito baixa, néo
mostrando o real valor, foram verificadas as resisténcias do sistema de eletrodos, de
voltagem e de corrente com a utilizacdo de um multimetro 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 cirdrgico. Apos a anestesia com cloridrato de cetamina (90 mg/Kg) e
xilazina (10 mg/Kg) por via intramuscular, foi feita uma incisdo de cerca de 2 cm na
porcdo média do abdémen sobre a linha Alba. O intestino delgado foi exposto e a
regido correspondente ao jejuno foi devidamente identificada, quanto a sua
localizacdo anatomica. Cerca de 8 cm do jejuno foi seccionado e transferido para uma
placa de petri contendo solucdo de Ringer a cerca de 4 °C. A porc¢éao foi limpa com
solucdo de Ringer e varetado em bastao de vidro. Em seguida, foi feita uma incisédo
superficial a margem da inser¢cdo 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 auxilio
de pingas, na hemicamara de acrilico, no qual o lado mucoso ficou voltado para cima.

A segunda hemicamara foi, entdo, encaixada por pinos na primeira hemicamara com
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tecido e fixadas no suporte das camaras. Simultaneamente, as camaras foram
preenchidas com 5,0 ml de solugéo de Krebs glicosado no lado seroso do tecido e
igual volume de solucdo de Krebs-Manitol no lado mucoso. Por conseguinte, as
camaras foram conectadas, e a circulacao do perfusato foi liberada. Para a circulagcéo
e aeracdo dos 5 ml das solugbes perfusoras Krebs-Glicose e Krebs-Manitol, foi
utilizada uma mistura carbogénica de 95% de oxigénio e 5% de dioxido de carbono.
A temperatura do perfusato foi mantida em 37,8 °C pela circulagao constante de agua
aguecida entre as paredes da camisa dos reservatérios de circulacédo dos perfusatos
das camaras, que foram conectados a uma bomba de circulacao termoestavel (Haake

FEZ2, Berlin, Germany), ligada pelo menos 2 h antes de comecar a experimentagao.

Com o objetivo de contornar a perda de perfusato por meio da evaporacéo,
uma marcacdo com um traco horizontal no reservatorio de circulacdo foi feita
utilizando uma caneta Marcador CD/Retroprojetor 2.0 azul. Desta forma, quando o
volume presente no reservatorio ficava abaixo da marcacéo, este volume era reposto,
tanto do lado mucoso quanto do seroso, mantendo assim, praticamente constante, o

volume de 5 ml utilizados em cada reservatoério (SOARES, 1996).
4.10.3 Medidas elétricas

Foram coletados dados referentes a Diferenca de Potencial basal (DP),
Resisténcia transepitelial (RT) Corrente de curto-circuito (CCC). Para registrar a DP,
o botdo PD foi apertado, uma luz verde ao lado deste botdo acendeu, o botdo Meter
foi mantido virado para mV e no display mostrou a diferenca de potencial basal
espontaneo entre o lado mucoso e seroso do epitélio do jejuno montado, sem a
aplicacao de corrente pelo sistema. Ja para registrar a RT, usa-se o botdo CC (Current
Clamp), este botéo acionado tem a funcao de aplicar uma corrente predefinida fixa de
50 pA através do tecido, e como esta corrente foi determinada pelo operador, por meio
do potencidbmetro Set Clamp 1/V, foi possivel calcular a RT. Com a aplicacdo de uma
corrente, uma voltagem foi gerada pela diferenca de potencial desencadeada pela
corrente e sua acao no transporte de cargas através do tecido. O valor de da voltagem
€ registrado e mostrada no display do amplificador, como o valor de corrente é de
conhecimento do operador, o célculo da RT é feita por meio da Lei de Ohm, com a
féormula RT = ADP/i, onde ADP corresponde a voltagem registrada logo apods a

aplicacao da corrente de 50 pA (DP2) menos a voltagem mostrada na diferenca de
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potencial basal (DP1), e i corresponde a corrente aplicada pelo sistema, que neste

caso foi de 50 pA.

Ja a CCC corresponde a corrente necessaria para anular ou torna
desprezivel a resisténcia de um sistema, neste caso o sistema foi o epitélio intestinal.
Para se mensurar a CCC foi apertado o botdo VC (Voltage Clamp) e uma luz laranja
acendeu ao lado do botao, mostrando que uma voltagem/tenséo/DP foi fixada naquele
momento. O objetivo agora foi zerar a voltagem/tensédo/DP por meio da aplicacdo de
uma corrente capaz de anular a RT do tecido estudado. Para adicionar a corrente foi
utilizado o potenciémetro Set Clamp 1/V, logo, quando a DP mostrada o display do
amplificador foi 0,0 mV, o valor mostrado no potenciémetro foi considerado o valor de
CCC.

Apés a montagem dos tecidos nas camaras, foi acionando a funcéo de
Clamp de voltagem por meio do botdo VC para a observacéo da resisténcia inicial do
tecido, por meio da corrente. O tecido deveria ser substituido por outro, caso: quando
acionado o botéo VC, o tecido apresentasse corrente de 0 pA, o que indicaria auséncia
de transporte e possivel 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 pA. Apds a montagem dos tecidos em
todas as camaras e as devidas substituicbes de tecidos, quando necessarias, foi
aguardado um periodo de 20 minutos para estabilizacdo da diferenca de potencial nas

camaras 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, substituimos 100 pL de solucdo
de Krebs do laco mucoso por 100 pL de glicose (10 mM) e medimos os valores
elétricos, descrito no subitem 4.10.3. Segmentos intestinais que ndo responderam aos
testes elétricos iniciais foram substituidos por outro tecido dissecado. Para o teste de
co-transporte, as concentragdes crescentes de glutamina, alanil-glutamina e glicose
foram adicionados a cada 20 minutos, 100 pL da perfusora de Krebs-Ringer-

Bicarbonato-Manitol foram substituidos por 100 pL de concentracdes crescentes das
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solucdes testes mencionadas no subitem 4.10.1. Ao final do experimento, 200 pL da
solucdo perfusora de Krebs-Ringer-Bicarbonato-glicose do lado seroso foram
substituidos por 200 uL de solucdo de teofilina 250 mM e avaliado por 10 min. O
mesmo foi feito com a solucéo de viabilidade com glicose 250mM, sé que neste caso
foi substituido 200 pL da solugao perfusora de Krebs-Manitol do lado mucoso por 200
ML de solugéo 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 camara eram eliminados. Camaras que nao alteraram a
corrente de curto circuito com a adi¢do de teofilina também foram excluidas da andlise
final. Os registros das medidas elétricas da corrente de curto-circuito, diferenca de
potencial elétrico e resisténcia elétrica transepitelial foram feitas a cada 5 minutos

durante todo o periodo experimental (120 minutos).
4.10.5 Calculos dos parametros eletrofisiologicos

Os valores de DP1, DP2 e CCC coletados para cada tempo foram
preenchidos em planilhas no programa Microsoft Excel® versdo 15/Office 2013
(Redmond, Washington, USA). Os valores de CCC, DP e RT foram multiplicados ou
divididos pela area do segmento intestinal, correspondente a interface experimental
nas hemicamaras, para normalizar os valores pela area. A CCC foi calculado pela
divisdo o valor de i pela area intestinal, enquanto a DP foi calculado através da divisédo
de DP1 pela area intestinal. A RT foi calculada conforme citado no item 4.10.4. Os
resultados de CCC, RT e DP foram apresentados por variagao ou delta (A) para o
desafio com os substratos, enquanto a resposta basal foi expressa em valores brutos
de CCC, RT e DP. O ACCC, ART e ADP foram definidos como a diferenca entre o
valor da resposta final e o valor basal/inicial. Os valores de coeficiente de Hill, pDo,
EC50, resposta maxima (Rmax) e resposta tedrica foram calculados a partir dos
valores CCC no programa GraphPad Prism® versao 8.0.2 (263) (Califérnia, Estados
Unidos). O pD2 corresponde ao logaritimo negativo do EC50 e evidéncia a poténcia
do substrato, enquanto o EC50 corresponde a dose que causa 50% do efeito maximo.
O coeficiente de Hill é usado para definir se uma curva dose resposta segue ou ndo o

padrao classico de curva dose resposta (coeficiente de Hill = 1).
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4.11 Avaliacdo dos niveis de transcritos de jun¢des Firmes e transportadores

intestinais por meio de RT-qPCR
4.11.1 Extragcao do RNA total

O jejuno foi a regido escolhida para andlise, pois corresponde a regido de
maior absorcdo do intestino delgado e obteve alteracdes morfologicas significativas
no dia 7. Além disso, foram utilizados para a analise o raspado da mucosa do jejuno,
uma vez que, experimentos prévios mostraram uma deteccao de ciclos quantitativos
mais uniforme nos grupos analisados. Para extracdo 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 °C para, entdo serem
submetidas a 50 Hz no TissueLyse® (Qiagen, Hilden, Alemanha) por 2 a 5 minutos.
O produto do passo anterior foi centrifugado a 12000 por 10 minutos a 4 °C, o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo devidamente identificado, no qual foi
adicionado 200 pul 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 12000 por 20 a 30 minutos a 4 °C. A fase aquosa de cada amostra foi,
entdo, pipetada cuidadosamente para um novo tubo, no qual foram adicionados 500
pl de isopropanol e incubados a temperatura ambiente por 10 minutos. Apos a
incubacdo, procedeu-se a centrifugacdo a 12.000¢ por 15 minutos a 4 °C, o
sobrenadante foi, entdo, descartado e adicionado 1000 pl de etanol a 75% a 4 °C. As
amostras foram rapidamente agitadas no vortex, centrifugadas a 7.500 g por 5 minutos
a 4 °C 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 pul de
agua MiliQ autoclavada. As amostras foram avaliadas quanto a quantidade e
gualidade do RNA isolado através de leituras da absorbéancia a 260 nm e razéo
260/280 nm pelo equipamento Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
Estados Unidos), respectivamente. O RNA extraido foi armazenado a -80 °C para

posterior sintese de cDNA.

4.11.2 Sintese de cDNA
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O RNA total isolado armazenado a -80 °C seguiu para a sintese de cDNA
através do GoScript™ Reverse Transcription System (Promega, Madison, Wisconsin,
EUA), de acordo com instrugdes do fabricante. O protocolo da reacgao incluiu 2,0 pL
da enzima trasncriptase reversa GoScript™, 4 uL do tampao oligo dT GoScript™, 200
ng/uL de RNA extraido das amostras e completou-se o volume total até 20 pL com
agua livre de nuclease. O protocolo padréo no termociclador QuantStudio5® (Applied
Biosystem, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) foi 25°C por 5
minutos, 42 °C por 30 minutos e 70 °C por 15 minutos. O cDNA sintetizado foi
armazenado em freezer -20 °C até a amplificacdo pela Reacdo de Polimerase em

Cadeia em Tempo Real (QPCR).
4.11.3 Reacdo em cadeia de polimerase quantitativo

A transcricdo relativa das proteinas formadoras de juncbes 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 reacao
foram utilizados 7,5 uL de GoTaq® gqPCR Master (Promega, Madison, Wisconsin,
EUA), 2,4uL de cada iniciador (0,8 mM) e 1,0 uL de cDNA das amostras completando

com agua livre de nuclease até um volume final de 15 pL.

A tabela 5 mostra a sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores de DNA
(primers) dos genes investigados, obtida na plataforma eletronica National Center for
Biotechnology Information (NCBI), e as condi¢cdes de anelamento para cada gene
investigado. Todos os ciclos comecaram com a etapa de ativacéo (2 minutos a 95 °C),
seguida da etapa de desnaturacéo (15 segundos a 95 °C), anelamento (tabela 5) e
finalizaram com etapa de extenséo (1 minuto a 60 °C). 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
gue a fluorescéncia observada é de 10 vezes maior do que a fluorescéncia basal para
cada ensaio de gPCR. Todas as amplificacbes foram avaliadas quanto a curva de
melting, realizada para assegurar a especificidade da amplificacdo e detectar a

formacéo de dimeros de iniciadores ou qualquer outro produto inespecifico.
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Os valores do ciclo quantitativo (Cg/Ct) dos genes foram exportados para
o Microsoft Excel® verséo 15/Office 2013 (Redmond, Washington, USA). Os niveis de
transcritos de cada gene analisado foram calculados de acordo com a método 2 24¢t,
no qual AACt = (Ct gene alvo — Média do Ct gene de referéncia 18S) (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).

Tabela 5 — Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores das juncbes firmes e

transportadores intestinais e as condi¢des de protocolo.

Genes Sequéncia de iniciadores Condicdes de
anelamento

SGLT-1 S - CGGAAGAAGGCATCTGAGAA 20” - 60 °C
AS - AATCAGCACGAGGATGAACA

PEPT-1 S - AGGGGAGAACGGAATCAGGT 207 -61°C
AS - CTTTTCGCCAGAAGGGAAGA

FATP4 S - GTTCCAGAAGACAGAGTTGC 20” - 63 °C
AS - CTGAATCCAGCATCTTCTGG

FATCD/36 S - GATGTGGAACCCATAACTGGATTCAC 20” - 63 °C
AS - GGTCCCAGTCTCATTTAGCCCAGT

CFTR S - GGATGCTGAGGAAGCAACTC 20” - 60 °C
AS - CCAGCCTGGAACTCTCTTTG

Claudina-1 S -TCTACGAGGGACTGTGGATG 20” - 63 °C
AS - TCAGATTCAGCAAGGAGTCG

Claudina-2 S - CCCACCACCACCAGCTTAAT 20” - 60 °C
AS - GAAATGGCTTCCAGGTCAGC

Claudina- S - GCAGGGACCCTCCACATACTTG 20" - 60 °C

o AS - AGTTCATACTTGGTTCCAGCATACAGTG

Ocludina S - AAGAGCAGCCAAAGGCTTCC 20" - 60 °C
AS - GCTCGGGTTCACTCCCATTA

Z0-1 S - GACCATCGCCTACGGTTTGA 20" - 60 °C
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AS - AGGTCTCGGGGATGCTGATT
18S S- CGGACAGGATTGACAGATTG 20" - 58 °C

AS- CAAATCGCTCCACCAACTAA

Fonte: Autor.
Nota: S — iniciador senso (5-3’) e AS — iniciador anti-senso (3’-5’). Gene de referéncia: 18S.

4.12 Expressao proteica de juncdes Firmes e transportadores por meio de

Western Blotting

A investigacao da expresséao proteica de juncdes firmes e transportadores
envolvidos na regulagéo da barreira intestinal foi realizada por meio do Western
Blotting. O raspado da mucosa do jejuno dos animais foram homogeneizados em
tampao de RIPA (Tris 50 mM; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM; Triton 1%) e, apos
centrifugagdo (1500c/10min), seus sobrenadantes foram separados em tubos
devidamente rotulado. A quantidade total de proteinas 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 proteinas fossem equivalentes em cada

amostra para, entdo, separar as proteinas por eletroforese num gel SDS-PAGE.

Apoés a eletroforese, as proteinas foram transferidas, por eletroforese, para
uma membrana de nitrocelulose durante 2 h a 100 V. Seguida a transferéncia, as
membranas foram bloqueadas com solucdo de BSA (do inglés, Bovine Serum
Albumin) a 5% em tamp&o TBS-T (Tris-NaCl com 1% de Tween 20) por 1 h sob
agitacdo. Apos esse periodo, as membranas foram lavadas 4 vezes, cada lavagem
com 5 minutos de duracao, utilizando o tampao TBS-T. Os anticorpos primarios 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 diluidos em solucdo BSA 5% na proporcdo de 1:200, e deixados em contato
com a membrana sobre refrigeracao e agitacdo branda durante todo o periodo noturno

(over night).

Seguidas 16-18h, as membranas foram novamente lavadas (4-5 vezes por
5 min cada) e foram incubadas com anticorpos secundarios, diluidos em BSA a 5%

na propor¢ao 1:1000, durante 1,5 horas sob agitacdo. ApGs esse periodo uma nova
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lavagem (4-5 vezes por 5 min cada) foi realizada e as marcac¢des foram reveladas
utiizando o Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Califérnia, EUA) no transluminador (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, EUA).
As bandas foram quantificadas utilizando o programa ImageJ versao 1.5a (National
Institutes of Health, EUA) e exportadas para uma planilha no Microsoft Excel® versao
15/Office 2013 (Redmond, Washington, USA). A intensidade das bandas das
proteinas alvos foram divididos pelo intensidade das bandas de actina para

normalizagao.
4.13 Andlise estatistica

Os dados coletados foram digitados em planilha de Microsoft Excel®
versdo 15/0Office 2013 (Redmond, Washington, USA) e verificados duplamente para
validar a entrada dos dados. Os dados foram avaliados quanto a normalidade
utiizando o teste Kolmogorov-Smirnov. Os dados paramétricos normalizados
seguiram para a analise pelo teste t Student ou analise de variancia (ANOVA) seguido
do pds-teste de Bonferroni para os dados pareados. Os dados nédo parametricos, por
sua vez, foram analisados pelo teste de Mann-Whitney. Todos os testes foram
aplicados no software GraphPad Prism® versdo 8.0.2 (263) (California, Estados
Unidos). Os resultados foram representados por média * erro padrédo 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 Composicado da dieta MAL-ED

A andlise de composicdo centesimal revelou que a nova dieta de
desnutricdo MAL-ED possui -8,03% de energia, -37,46% de proteina, - 24,20% de
lipideo, -10,83% de zinco, +5,93% de carboidrato e +45,17% de fibra em relagdo a
dieta controle (Tabela 6). Os ingredientes e suas respectivas quantidades para
formulagéo das dietas estédo especificados na Tabela 6.

Tabela 6 - Composicdo nutricional da dieta MAL-ED e controle.

Dieta Controle Dieta MAL-ED* Diferenca (%)

Energia (Kcal) 391,69 360,22 -8,03
Macronutrientes

Carboidrato (g) 61,89 65,66 5,93

Proteina (g) 21,25 13,29 -37,46

Lipideo (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 -
Casel'r;a
grgig?nﬁs?e 16,40 e -
(9)
Qg'[crli(r)]izado (9) 15,50 0,00 i
Sacarose (Q) 10,00 0,00 -
Oleo de soja (q) 4,00 5,10 -
Celulose MC-101 500 26.00 i

(@)
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Mix mineral (g) 3,50 3,50 -
Mix vitaminico (Q) 1,00 1,00 -
L-cisteina (Q) 0,18 0,30 -
Bitartarato de

colina () e Jpae )
Tert-

butilhidroquinona 0,0008 0,0014 -
(@)

Fonte: autor.
Valores referentes a andlise da composigdo centesimal da dieta MAL-ED e dieta controle (AIN-93M),
assim como a quantidade de ingredientes usados para formula¢cédo de cada dieta.

5.2 Inducéo da desnutricao pela dieta MAL-ED

5.2.1 Sinais clinicos desencadeados pelo consumo cronico da dieta MAL-ED em

animais recém desmamados

O consumo da dieta MAL-ED ad libitum por 28 dias néo alterou (p> 0,05) o
peso e ganho de peso nos animais em relacdo a dieta controle, uma vez que, o
consumo de racao da dieta MAL-ED foi cerca de 8 a 29 g maior que o consumo da
racdo 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 alteracdes
significativas (p< 0,05) nos parametros corporais dos animais desnutridos em relacéo

aos controles.

O consumo da dieta de desnutricio MAL-ED controlada diariamente
reduziu o peso de forma significativa (p< 0,05) a partir do segundo dia em relacéo 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 desnutricdo (Controle -6,63 *= 0,28% vs. Desnutrido -8,55 + 0,56%)
permanecendo reduzido até o 28° 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 diferenca significativa (p< 0,05) no crescimento corporal quando comparado
ao grupo controle no dia 28 (Figura 9C). O consumo de agua 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 periodo experimental, observamos que 0s animais
desnutridos consumiram mais rapidamente a racao disponibilizada diariamente que
0S animais controles, passando por um periodo de jejum noturno diariamente. Ao
analisarmos as concentracdes séricas de albumina nos grupos experimentais
examinados, néo identificamos diferenca 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 cronico da dieta MAL-ED nos animais pode ser
vista na Figura 9F.
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Figura 9 — Sinais clinicos desencadeados pelo consumo crénico da dieta

MAL-ED controlada diariamente.
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corporais no 28° dia. Todos os valores sao apresentados pela média * erro padréo da
média (EPM).

5.2.2 Efeitos crénico do consumo da dieta MAL-ED na composic¢ao corporal dos

animais recém desmamados

Ao avaliarmos a composicao corporal, identificamos que a 4gua corporal
total n&o apresentou diferenga significativa em nenhum tempo avaliado (Figura 10A).
Por outro lado, observou-se reducéo significativa (p< 0,05) do fluido extracelular e
massa livre de gordura no grupo desnutrido nos dias 7, 14, 21 e 28 (Figura 10B e
10D, respectivamente). O fluido 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 fluido 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 periodo mais tardio (Figura 10E). A massa gorda reduziu
significativamente (p< 0,05) 25,37% no grupo desnutrido em relacdo ao controle
apenas no dia 28 (Figura 10E). O indice de massa corporal também foi reduzido
significativamente (p< 0,05) no dia 28 (Controle 4,94 + 0,13 g/cm? vs. Desnutrido 4,5
+ 0,09 g/cm?) (Figura 10F).
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Figura 10 — Andlise da composi¢céo corporal dos animais submetidos ao

consumo da dieta MAL-ED e dieta controle.
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5.3 Efeitos da desnutricdo induzida pela dieta MAL-ED na barreira

morfofuncional intestinal

5.3.1 Alteracbes desencadeadas pelo consumo agudo e cronico da dieta MALE-
ED na morfometria e histopatologia do intestino delgado

No dia 7, a anélise morfométrica revelou que a dieta MAL-ED desencadeou
reducdo significativa (p< 0,0001) da area dos vilos no duodeno (-34,37%) e jejuno (-
41,37%) dos animais desnutridos, enquanto a area dos vilos no ileo foram maiores
(+23,72%) quando comparados com os controles (p< 0,0001) (Figura 11A). No 28°
dia de inducéo da desnutri¢cdo, por outro lado, identificamos que a area dos vilos foram
significativamente (p< 0,0001) maiores no duodeno (276,38%) e ileo (27,84%) de
camundongos desnutridos quando comparados ao controle (Figura 11A). No entanto,
a area dos vilos no jejuno de animais desnutridos foram 13,52% menores (p < 0,001)
em relacdo aos controles no mesmo tempo avaliado (Figura 11A). A area das criptas
foi significativamente menor no duodeno (24,31%) e maior no ileo (12,42%) no dia 7,
sem gerar alteracdes significativas (p= 0,243) no jejuno (Figura 11B). Em periodo
mais cronico, identificamos que as areas das criptas foram maiores (p< 0,0001) em
todos os segmentos dos animais desnutridos em relacdo aos controles no dia 28
(Figura 11B). Ao avaliarmos os escores histopatoldgicos, ndo observamos alteracées
significativas (p> 0,05) em nenhum segmento ao compararmos 0S animais
desnutridos com os controles (Tabela 7). Os achados mais importantes séo presenca
de edema nos vilos, mas ndo observamos diferenca entre 0os grupos. As imagens
representativas do duodeno, jejuno e ileo dos animais desnutridos e controles nos

dias 7 e 28 podem ser vistas na Figura 12A e 12B, respectivamente.

Tabela 7 — Escores histopatologicos desencadeados pelo consumo agudo e crénico
da dieta MAL-ED.

Tempo Grupo Segmento intestinal Escores
7 dias Controle Duodeno 1(0-1)
Jejuno 1(0-1)
fleo 0 (0 -1)
Desnutrido Duodeno 0(0-1)
Jejuno 0(0-1)
fleo 1(0-1)
28 dias Controle Duodeno 0(0-0)
Jejuno 0(0-1)

fleo 0 (0 -0)
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Desnutrido Duodeno 0(0-1)
Jejuno 1(0-1)
lleo 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 sdo expressos como mediana, minimo e

maximo.

Figura 11 — Efeitos do consumo agudo e cronico da dieta MAL-ED na

morfometria do duodeno, jejuno e ileo.
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Efeitos do consumo da dieta de desnutrichio MAL-ED na é&rea de vilos e criptas do
duodeno, jejuno e ileo nos dias 7 e 28 de consumo. A) Area de vilos no dia 7 (um?) e B)
area de vilos no dia 28 (um?), C) area de cripta (um?) no dia 7 e D) area de cripta (um?) no
dia 28 do duodeno, jejuno e ileo dos grupos controle (CTRL) e desnutrido (DN). Os valores
sdo apresentados em média + EPM (teste Man Whitney, DN vs. CTRL para cada segmento
do intestino nos tempos 7 e 28 dias. a: p< 0.0001, compara¢do duodeno CTRL vs.
duodeno DN; B: p< 0.0001, jejuno CTRL vs. jejuno DN; &: p< 0.0001, ileo CTRL vs. ileo

DN).
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Figura 12- Imagens representativas dos segmentos intestinais dos animais controles
e desnutridos pela dieta MAL-ED.
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Efeitos do consumo da dieta de desnutricdo MAL-ED nos vilos e criptas do duodeno, jejuno e ileo 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 ileo dos grupos controle (CTRL) e desnutrido (DN). As imagens dos grupos sao
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) sédo de 100 pym.

5.3.2 Alteracdes desencadeadas pelo consumo agudo e cronico 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 relacdo a ingesta da dieta controle em
periodo agudo (Figura 13A). O aumento da taxa de excre¢cdo de lactulose
permaneceu maior em periodo crénico, sendo em média 348,1% maior (p= 0,0007)
nos animais desnutridos em relacdo ao controle (Figura 13A). Com relacdo a area
absortiva total, ndo houve altera¢cdes significativa em periodo agudo, entretanto, foi
registrado um aumento significativo (p= 0,0012) de 28,19% nos animais desnutridos
em relacdo 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 razéo lactulose:manitol (LM) nos animais desnutridos em relagcéo ao controle
(Figura 13C). Contudo, nao foi observado alteracdes significativas (p=1,014) na razéo
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 cronico da dieta MAL-ED na
permeabilidade intestinal.
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Permeabilidade intestinal nos animais que consumiram dieta controle e dieta MAL-ED. A)
Excrecdo de lactulose (%), B) excrecdo de manitol (%) e C) razdo lactulose/manitol em
animais controles (caixa branca) e desnutridos (caixa cinza) no dia 7 e 28. Os dados séo
correspondentes a um experimento (n=7-8) e os valores estao 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 crénico 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 relacdo ao controle
em periodo crénico. Nenhuma alteracdo 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 contetudo
intestinal maior nos animais desnutrido em relagao aos controles em ambos os tempos

de coleta de amostras, dados nao quantificados.
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Figura 14 — Efeitos do consumo agudo e crbnico da dieta MAL-ED no

tamanho do intestino delgado.
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Avaliacdo 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 séo representativos de uma linha experimental (n=
6 — 8). Os valores estao 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 diferenca de potencial e na resisténcia elétrica transepitelial

em condi¢cdes basais

Avaliamos a corrente de curto-circuito (CCC), a diferenca de potencial (DP)
e a resisténcia elétrica transepitelial (RT) sem adi¢cdo de substratos, ou seja, basal por
um total de 100 min para cada grupo. ldentificamos 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 reducdo 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 periodo
experimental, com excecdo do tempo 0 e 100 min onde o grupo controle obteve uma
RT basal maior que o grupo desnutrido, mas também sem diferenca significativa (p>
0,05) (Figura 15B). A DP, em contrapartida, foi semelhante (p> 0,05) entre 0s grupos
no tempo inicial e final, entretanto foi significativamente (p< 0,05) menor nos animais

desnutridos em relacdo 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, diferenca de potencial e resisténcia elétrica transepitelial em

condicles basais.
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Os dados séo equivalentes aos valores de CCC, RT e DP sem adic&o de substratos por
um periodo de 100 min com medi¢fes a cada 5 min, porém aqui representados de 20 em
20 min. O segmento analisado foi 0 jejuno dos animais controles e desnutridos. Os valores
estdo 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 diferenca de potencial e na resisténcia elétrica transepitelial

durante o transporte de glutamina, alanil-glutamina e glicose

5.3.5.1 Efeitos das concentracbes cumulativas de glutamina no jejuno de animais

controles e desnutridos

O desafio com concentragfes cumulativas de glutamina mostram que 0s
animais desnutridos por sete dias ndo apresentam respostas diferentes (p> 0,05) em
relacdo aos controles nos valores de ACCC, ART e ADP (Figura 16). O ART diminui
gradativamente em ambos 0S grupos com a adicdo de concentracfes maiores de
glutamina, enquanto o ADP aumenta (Figura 16A e 16B, respectivamente). Estes
valores séo condizente com o aumento do fluxo de corrente conforme adiciona-se

concentragbes crescentes de glutamina em ambos os grupos (Figura 16C). No
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entanto, observou-se uma ART menos negativa nos animais desnutridos em relagao
ao controles, apesar de, ndo haver diferenca significativa (p> 0,05) (Figura 16A). O
ADP, em contrapartida, foi bem semelhante (p> 0,05) entre os grupos em todas as
concentragOes avaliadas (Figura 16B). O ACCC também obteve valores semelhantes
(p> 0,05) entre os grupos, porém a curva dose resposta mostra alguns parametros
diferentes (Figura 16C, 16D, 16E).

A Figura 16C mostra a curva dose resposta da glutamina para ACCC dos
animais controles e desnutridos. A equacédo da reta foi diferente para ambos o0s
grupos, bem como o coeficiente de Hill (Controle -0,83+ 0,11 vs. Desnutrido -1,08 +
0,18), porém sem diferenca significativa (p= 0,32) (Figura 16C). O pD, por outro lado,
foi maior para o grupo desnutrido em relagcdo ao controle, apesar de ndo haver
diferenca significativa (p= 0,11) (Figura 16C). Consequentemente encontramos uma
menor concentracdo que causa 50% do efeito maximo (ECsp) no jejuno desnutrido
guando comparado ao controle, porém sem diferenca significativa (p= 0,4) (Figura
16D). O ECsxo foi 5,4 vezes menor no jejuno desnutrido em relagéo ao controle (Figura
16D). A Resposta maxima (Rmax) a glutamina foi relativamente maior nos animais
desnutridos em relagcéo ao controle, mas nao foi registrado diferenca significativa (p=
0,68) (Figura 16E).
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Figura 16 — Efeitos das concentra¢cdes cumulativas da glutamina no jejuno

de animais controles e desnutridos.
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Efeitos do consumo agudo da dieta MAL-ED na variacdo da A) resisténcia elétrica
transepitelial (ART), B) diferenca de potencial (ADP), C) corrente de curto-circuito (ACCC),
D) ECso e E) Rmax em resposta a concentragdes cumulativas de glutamina no segmento de
jejuno dos animais controles e desnutrido. Os resultados de ART, ADP e Rméx estdo
representados por mediana e intervalo interquartil (Q1 e Q3) (n.s.= p > 0,05, Desnutrido
vs. Controle, teste Man Whitney). A resposta teérica do ACCC na curva dose-resposta da
glutamina nos grupos controle corresponde a linha preta e no desnutrido a linha cinza,
enquanto a resposta esta representada por circulo preto no controle e quadrado cinza no
desnutrido. Os valores de ACCC e ECso estao representados por média + EPM (n.s.= p >
0,05, * p< 0,05, Desnutrido vs. Controle, teste t de Student). Todos os resultados sdo
representativos de uma linha experimental (n= 4 — 6).
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5.3.5.2 Efeitos das concentracdes cumulativas de alanil-glutamina no jejuno de

animais controles e desnutridos

O desafio com concentra¢gbes cumulativas de alanil-glutamina mostram que
a dieta MAL-ED nao causa alteracdes significativas (p> 0,05) nos valores de ACCC,
ART e ADP no jejuno em periodo agudo (Figura 17). O ART diminui gradativamente
em ambos 0s grupos com a adicdo de concentracdes de alanil-glutamina (Figura
17A), ao passo que o ADP e o ACCC aumentam de acordo com a adi¢ao de alanil-
glutamina (Figura 17B e 17C, respectivamente). Estes valores sédo condizente com o
aumento do transporte transcelular de alanil-glutamina conforme aumenta as

concentracgoes.

Identificamos que n&o houve diferenca significativa (p> 0,05) no ART e no
ADP entre os grupos (Figura 17A e 17B, respectivamente). O ACCC também foi bem
semelhante (p> 0,05) entre os grupos, confome pode ser visto na Figura 17C. A curva
dose resposta da alanil-glutamina evidéncia comportamento de absorcdo de
dipeptideo semelhante entre os animais controles e desnutridos. A equacao 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 diferenca 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 sdo proximos a 1,0, indicando que ambos as curvas seguem 0

padrédo de curva dose resposta.

O pD2 para o grupo desnutrido foi ligeiramente maior (p> 0,05) em relagéo
ao controle (Figura 17C), assim, o ECso também foi menor no jejuno desnutrido em
relacdo ao controle, mas sem diferenca significativa (p> 0,05) (Figura 17D). A Rmax
para a alanil-glutamina foi relativamente maior (p=0,87) nos animais desnutridos em

relacéo ao controle (Figura 17E).
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Figura 17 — Efeitos das concentragdes cumulativas da alanil-glutamina no

jejuno de animais controles e desnutridos.
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Efeitos do consumo agudo da dieta MAL-ED na variacdo da A) resisténcia elétrica
transepitelial (ART), B) diferenca de potencial (ADP), C) corrente de curto-circuito (ACCC),
D) ECso € E) Rméax em resposta a concentragdes cumulativas de alanil-glutamina no
segmento de jejuno dos animais controles e desnutrido. Os resultados de ART e Rméax
estdo representados por mediana e intervalo interquartil (Q1 e Q3) (n.s.= p > 0,05,
Desnutrido vs. Controle, teste Mann Whitney). A resposta tedrica do ACCC na curva dose-
resposta da alanil-glutamina nos grupos controle corresponde a linha preta e no desnutrido
a linha cinza, enquanto a resposta estd representada por circulo preto no controle e
quadrado cinza no desnutrido. Os valores de ADP, ACCC e ECso estéo representados por
média £+ EPM (n.s.= p > 0,05, Desnutrido vs. Controle, teste t de Student). Todos os
resultados sao representativos de uma linha experimental (n= 4 — 5).
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5.3.5.3 Efeitos das concentragbes cumulativas de glicose no jejuno de animais

controles e desnutridos

O desafio com concentragfes cumulativas de glicose ndo causou respostas
diferentes (p> 0,05) nos valores de ACCC, ART e ADP no jejuno desnutrido pela dieta
MAL-ED em relacao aos controles (Figura 18). A resposta do jejuno a concentracdes
crescentes de glicose foi semelhante aos demais substratos (Figura 18A), com
reducéo gradual de ART, a proporcéo que o ADP e o ACCC aumentam (Figura 18B
e 18C, respectivamente).

O ART e o ADP nao apresentaram diferenga significativa (p> 0,05) ao
compararmos as respostas dos animais desnutridos em relagéo ao controles (Figura
18A e 18B, respectivamente). O ADP foi relativamente maior nos animais desnutridos
em relagéo aos controles, poréem sem diferenga significativa (p> 0,05) (Figura 18B).
O ACCC também foi bem semelhante (p> 0,05) entre os grupos, porém a curva dose
resposta mostra alguns parametros diferentes (Figura 18C, 18D, 18E). As curvas
dose respostas apresentaram equacdes 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 diferenca significativa (p= 0,13) para ambos os parametros (Figura 18C).
Os coeficientes de Hill foram diferentes de 1,0, significando que as curvas ndo seguem

0 padréo de curva dose resposta (Figura 18C).

O pD: foi relativamente (p> 0,05) menor para o grupo desnutrido em relacéo
ao controle (Figura 18C), gerando um ECsp cerca de 1,98 vezes maior para o jejuno
desnutrido em relacao ao controle, mas também sem diferenca significativa (p= 0,65)
(Figura 18D). No entanto, os Rmax foi cerca de 2,5 vezes menor no intestino
desnutrido quando comparado ao controle, porém sem apresentar diferenca
significativa (p= 0,26) (Figura 18E).



98

Figura 18 — Efeitos das concentra¢c6es 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 variacdo da A) resisténcia elétrica
transepitelial (ART), B) diferenca de potencial (ADP), C) corrente de curto-circuito (ACCC),
D) ECso € E) Rmax em resposta a concentra¢des cumulativas de glicose no segmento de
jejuno dos animais controles e desnutrido. Os resultados de ART estéo representados por
mediana e intervalo interquartil (Q1 e Q3) (n.s.= p > 0,05, Desnutrido vs. Controle, teste
Mann Whitney). A resposta tedrica do ACCC na curva dose-resposta da glicose nos grupos
controle corresponde a linha preta e no desnutrido a linha cinza, enquanto a resposta esta
representada por circulo preto no controle e quadrado cinza no desnutrido. Os valores de
ADP, ACCC, ECso e Rmax estéo 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 séo representativos de
uma linha experimental (n= 3 — 4).

5.3.6 Efeito agudo do novo modelo de desnutricdo MAL-ED nos niveis de
transcritos dos transportadores intestinais e das proteinas formadoras de
juncdes firmes

O consumo agudo da dieta MAL-ED desencadeou alteracdes nos niveis de
transcritos de FATCD/36. Houve um aumento significativo (p= 0,022) de 384% dos
niveis de transcritos de FATCD/36 no jejuno de animais desnutridos em relacao aos
animais controles no dia 7 (Figura 19C). Ao avaliarmos os niveis transcritos de SGLT-
1, PEPT-1, FATP4 e CFTR nao houve diferenca significativa (p> 0,05) entre os grupos
controle e desnutrido (Figura 19A, 19B, 19D, 19E, respectivamente).

Ao avaliarmos os niveis de transcritos de claudina-1, -2, -15, ocludina e ZO-
1, também nao observamos diferenca significativa (p> 0,05) entre os grupos (Figura
20A, 20B, 20C, 20D, 20E, respectivamente).
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Figura 19 — Efeitos do consumo agudo da dieta MAL-ED nos niveis de
transcritos dos transportadores intestinais e canal iGnico.
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Transcrigdo relativa dos niveis 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 séo representativos de uma linha experimental (n=8).
Os valores estdo representados em mediana, maximo e minimo (*p< 0,05, teste Mann
Whitney, Desnutridos vs. Controle).



101

Figura 20 - Efeitos do consumo agudo da dieta MAL-ED nos niveis de

transcritos das proteinas formadoras de jungdes firmes.
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Representac@o grafica dos niveis 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 estédo representados
em mediana, maximo e minimo (*p< 0,05, teste Man Whitney, Desnutridos vs. Controle).
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5.3.7 Efeitos agudo do novo modelo de desnutricdo MAL-ED na expressao
proteica de transportadores intestinais e das proteinas formadoras de juncdes

firmes

Ao avaliarmos a expressao proteica, identificamos que o0s niveis de
claudina-2, -15 e ocludina nao diferiram significativamente (p> 0,05) entre os grupos,
como pode ser visto nas Figuras 21A, 21B, 21C, respectivamente. Os niveis de
PEPT-1 também néo foram alterados (p> 0.05) entre os grupos (Figura 21D). A
expressdo de claudina-1 e SGLT-1 também foram avaliadas, no entanto, nao
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 expressao

proteica de transportadores intestinal e proteinas formadoras de junc¢des

firmes.
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Representacao grafica da expresséo 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 estdo representados em
mediana, méximo e minimo (n.s = p> 0,05, teste Man Whitney, Desnutridos vs. Controle).
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6 DISCUSSAO

Desenvolvemos uma nova dieta experimental de desnutricdo baseada
na dieta de criancas desnutridas de sete paises de baixo poder socioecondmico capaz
de reduzir rapidamente 0 peso e o0 ganho de peso, comprometer as reservas corporais
energéticas, impactando no crescimento de camundongos C57BL/6 recém
desmamados em periodo tardio e sem causar edema. A nivel intestinal, a dieta MAL-
ED desencadeou embotamento da area de vilos no duodeno e jejuno, aumento da
permeabilidade paracelular, com indicativo de dano a integridade da barreira epitelial
intestinal, associado ao aumento dos niveis de RNAmM de FATCD/36 no jejuno e
reducdo da DP basal em periodo agudo, com adaptacdes principalmente de area

intestinal total em periodo mais cronico.

Evidéncias sugerem que grande parte da desnutricdo em paises de baixa
e media renda sdo provenientes de deficiéncias nutricionais nas dietas
complementares (BROWN; DEWEY; ALLAN, 1998). Contudo, a quantificacdo dos
nutrientes da dieta complementar de criancas e sua associacdo com a desnutricao
infantil & bastante escassa na literatura (CAMPBELL et al., 2018; ERSINO; HENRY;
ZELLO, 2016; OWAIS, 2016; RAYMOND, 2017), refletindo diretamente em dietas
experimentais de desnutricdo com pouca representatividade clinica. A maioria dos
modelos experimentais utilizam dietas com drasticas reducdo de nutrientes
especificos, 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-VELASQUEZ et al., 2017) e 7% de proteina (BROWN et al., 2015);
modelos experimentais com 15 a 50% a menos de calorias em relacdo ao grupo
controle (JAHNG et al., 2007; NUNEZ 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
criancas desnutridas de determinadas regifes, como a dieta milho vegetal (MAY et
al., 2018), a M8 (BLANTON et al., 2016) e a DBR (TEODOSIO et al., 1990), séo dietas
com elevada deficiéncia proteica (~ menos 65%), de lipideos (menos 50 a 90%), de
fiboras (menos 56 a 53,6%) e ricas em carboidratos (mais 35 a 37%). No entanto,

Maciel et al. (2020) demonstraram que a quantidade de proteinas variaram apenas de
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-2,0 a -6,6% na dieta de criancas desnutridas em relacdo a dieta de criancas
saudaveis, a quantidade de lipideos foi de -12,4 a +6,0%, a deficiéncia 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 deficiéncias
mais moderadas do que os modelos de experimentacdo animal. Nosso trabalho
desenvolveu a primeira dieta de experimentagcao animal baseada na quantificacao de
nutrientes da dieta complementar de criangas com desnutricdo cronica aos 24 meses,
com deficiéncia moderada em energia (-8%), proteina (-37%), lipidios (-27%) e zinco
(-10%) e aumento moderado em carboidratos (+5,9%) e fibras (+45%) em relacéo a

dieta controle.

A nova dieta de experimentacdo MAL-ED possui maior deficiéncia em
proteinas e lipideos do que a dieta das criancas com desnutricdo crénica aos 24
meses, entretanto, os modelos experimentais utilizam dietas com reducéao de 65% a
100% de proteina e reducdo de 50 a 90% de lipideos (BELMONTE et al., 2007,
BROWN et al., 2015; TEODOSIO et al., 1990). Logo, o percentual de proteinas e
lipideos da dieta MAL-ED néao invalidam a representatividade clinica da nova dieta.
Além disto, menor quantidade de zinco e maior quantidade de fibras foram associadas

com a desnutricdo crbnica infantil (MACIEL et al., 2020).

A suplementacédo de zinco tem efeito positivo no crescimento de criancas
menores de cinco anos de idade (LIU et al., 2018). Ademias, modelos experimentais
vém demonstrando o papel do zinco na susceptibilidade a doencas infecciosas, porém
utilizam dietas com baixissimo teor de zinco (BOLICK et al., 2013; GIALLOUROU et
al., 2018; QS MEDEIROS et al., 2019), enquanto os modelos experimentais baseados
na alimentacdo de populacdes especificas ndo abrangem a deficiéncia de zinco e
utilizam dietas com deficiéncia em fibras (BLANTON et al., 2016; MAY et al., 2018;
TEODOSIO et al., 1990). Desta forma, a nova dieta MAL-ED possui caracteristicas
gerais da dieta complementar de criancas com desnutricdo crbnica aos 24 meses,
consistindo numa dieta de desnutricdo com relevancia clinica para fase de introducéo
alimentar, baseada em dados de consumo alimentar e dietético de criancas de

diversos paises.

Alteracbes nos parametros corporais sdo os primeiros indicios de

desnutricdo. A dieta MAL-ED causou rapida reducdo de peso, menor ganho de peso
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e comprometeu o crescimento dos animais em periodo cronico. Estes resultados
corroboram com outros modelos de deficiéncia nutricional, que relatam alteracdo de
peso e/ou ganho de peso na primeira semana de inducdo (BROWN et al., 2015; MAY
et al.,, 2018; PAN et al., 2018; QUEIROZ et al.,, 2014), assim como déficit de
crescimento dos animais em periodo cronico (BROWN et al., 2016; RIBEIRO, 2017).
Além disso, estes resultados corroboram com os dados clinicos das criangcas com
desnutricdo crdnica pertencentes ao estudo coorte MAL-ED (MACIEL et al., 2021),
consolidando a representacdo clinica da nova dieta experimental de desnutricao.
Contudo, o consumo da dieta MAL-ED causou desnutricdo apenas quando a
guantidade de racéo foi controlada diariamente.

A maioria dos estudos néo relatam o consumo de racdo nos modelos
experimentais de desnutricdo, assim como n&o avaliam a relacdo de dietas deficientes
com os niveis de apetite (BROWN et al., 2015; UENO et al., 2011; JANGH et al.,
2007). No entanto, a restricdo caldrica cronica de 15% (PARK et al., 2017) e 30%
(PAN et al., 2018) foram reportadas por causar reducao dos niveis séricos de leptina,
0 que pode indicar aumento da sensacao de fome, associada com reducéo de peso e
da massa gorda. Logo, a reducédo de calorias da dieta MAL-ED pode ter ocasionado
reducédo nos niveis de leptina, gerando sensacao de fome e aumento do consumo de

racao nos animais desnutridos, quando fornecida ad libitum.

A dieta MAL-ED também causou alteragcbes na composicdo corporal
dependente do tempo. Esta analise é uma importante ferramenta para a avaliacdo do
estado nutricional, todavia € pouco explorada em modelos in vivo. Neste estudo,
identificamos uma reducédo fluido extracelular, sem alterar a agua corporal total,
apesar de, ocorrer relativo aumento de consumo de agua apO0s a primeira semana.
Este resultado pode ser decorrente da reducao da capacidade de reabsorcéo de agua
livre no rim, sinal clinico reportado na desnutricdo energético proteica (BANABE;
MARTINEZ-MALDONADO, 1998). Além disto, a dieta MAL-ED reduziu rapidamente a
massa magra, enquanto o fluido intracelular reduziu apenas em periodo intermediério,
as reservas lipidicas e o IMC reduziram somente em periodo crénico de consumo.
Resposta semelhante foi observada pela desnutricdo por DBR em animais recém
desmamados, no qual foi relatado redugé@o da agua corporal total, fluido extracelular
e reservas energéticas a partir do dia 7, enquanto o fluido intracelular reduziu apenas
nos dias 7 e 14, nado havendo alteracao no IMC (RIBEIRO, 2022).
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Em geral, sabe-se que o metabolismo de diversos érgdos na desnutricdo €
sustentado principalmente pela mobilizacdo de gordura, sendo as reservas proteicas
acionadas apenas quando o consumo de energia e proteinas é insuficiente para
manter o metabolismo proteico (CAHILL, 2006). No entanto, um estudo ressaltou que
condicdes patologicas como infeccdo e inflamacdo podem exigir aumento de
demanda de aminoacidos, que, por sua vez, aumentam o catabolismo proteico e
reduzem primeiro a massa magra em relacdo a massa gorda (BRIEND; KHARA,
DOLAN, 2015). Além disto, estudos tem mostrado que a desnutricdo aguda grave e
desnutricdo cronica causam reducao de massa magra e preservacao de massa gorda
em criangas (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 inflamacédo sistémica
(ATTIA etal., 2016; QUEIROZ et al., 2014; GUERRANT et al., 2016; LIMA et al., 2014)
podem estar envolvidos, contudo, mais estudos sdo necessarios para compreender

melhor a patofisiologia associada a esta condicao.

Na clinica, a desnutricdo aguda indica recente e severa perda de peso e
pode ser dividida em trés tipos de manifestacdo clinica: marasmo, kwashiokor e
kwashiokor marasmatico. A mensuracdo de agua corporal total e fluido extracelular
estimam a formacéo de edema, principal caracteristica de criangcas com kwashiorkor
(ACF, 2010). Além disto, o kwashiorkor é relacionado a atrofia muscular grave, sem
perda de gordura subcutanea e baixos niveis séricos de albumina, decorrentes de
uma dieta com deficiéncia proteica (ACF, 2010). O marasmo, por sua vez, é condicao
geralmente derivada da restricdo calorica, sendo diagnosticada pela perda de tecido
adiposo e tecido muscular, sem presenca de edema e com proteinas viscerais
relativamente normais, incluindo albumina (SOETERS et al., 2017). O marasmo
também pode gerar déficit de crescimento, mas principalmente esta associada a
reducédo de peso (AAKANKSHA et al., 2009). O kwashiokor marasmatico, por sua vez,
tem um quadro clinico complexo onde € observado carateristicas das duas condi¢bes
(SOUZA, et al., 2016).

Nossos dados mostraram que o consumo da dieta MAL-ED comprometeu
as reserva energéticas corporais principalmente em periodo tardio, sem formacao de

edema e auséncia de alteragfes nos niveis séricos de albumina. A albumina, apesar
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de, ser um marcador nutricional de proteinas viscerais tem sido cada vez menos usada
devido seu tempo de meia vida longa e também devido a inespecificidade patolégica
(KELLER, 2019). Dessa forma, uma vez que, a dieta MAL-ED é deficiente em energia
e proteinas, nossos dados sugerem que esta é capaz de desenvolver nos animais um

quadro clinico semelhante ao kwashiokor marasmatico.

A desnutricdo infantil também tem sido associada com alteragfes 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 alteracbes
morfolégicas sédo complexas e multifatoriais. Brown et al. (2016) relataram auséncia
de alteracdes morfolégicas no duodeno, jejuno e ileo e dano a integridade da barreira
epitelial intestinal ao induzir desnutricdo por dieta semelhante a DBR em periodo
cronico. Ueno et al. (2011), ao induzirem desnutricAo materno-fetal por DBR,
identificaram atrofia de altura de vilo, da profundidade de cripta e da razao vilo:cripta,
bem como dano na barreira morfofuncional. Sampaio et al. (2016), por sua vez,
observaram reducéo de profundidade de cripta, sem alteracdes na resisténcia elétrica
em periodo agudo em modelo de desnutricio por DBR, enquanto a desnutricdo
energeético proteica em leitdes causou aumento de profundidade em criptas e auséncia

de alteracdes na resisténcia elétrica no jejuno (JACOBI et al., 2013).

Além disto, o aumento de linfécitos na lamina propria (BURMAN, 1965;
STANFIELD, 1965), aumento da atividade de células T CD3+ e de macrofagos
(WELSH, 1998) é bem reportado na desnutricdo aguda grave infantil, porém os
modelos animais, em geral, sdo inconclusivos em relacdo ao infiltrado de células
inflamatorias na submucosa intestinal (ATTIA et al., 2017). Um estudo mostrou que o
consumo de uma dieta com apenas 2% de proteina por 14 dias gerou aumento de
licocalina-2 e mieloperoxidase, marcadores de inflamacéo intestinal, nas fezes
(MAYNERIS-PERXACHS et al., 2016). Assim, a moderada deficiencia de proteinas
da dieta MAL-ED pode explicar a auséncia de infiltrado inflamatério na submucosa
intestinal nos periodos avaliados. Nossos resultados corroboram com a literatura
principalmente em periodo agudo, ao observarmos reducdo de &rea de vilos no
duodeno e jejuno, reducdo de area de criptas no duodeno, aumento da

permeabilidade intestinal e dano a integridade da barreira funcional epitelial intestinal.
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Entretanto, em periodo crénico observamos aumento de area intestinal total, diferente

do esperado em casos de desnutrigao.

O aumento de area intestinal indicado pela analise morfométrica, pelo teste
LM e pelo tamanho total do intestino delgado neste estudo, ocorreram juntamente com
auséncia de alteracdes na razéo L:M e o reestabelecimento do fluido intracelular nos
animais desnutridos em periodo crénico. Essa associacao é importante, uma vez que,
o fluido intracelular € medido para estimar o consumo de oxigénio, requisitos caléricos,
taxa metabdlica basal e desempenho no trabalho (EARTHMAN et al., 2010). Estudo
recente sugeriu que a funcao intestinal em periodo mais longos de consumo de dieta
multideficiente € mantida, ao identificar dano a integridade da barreira, embotamento
de vilos no jejuno e reducéo de fluido intracelular em tempo agudo e intermediario,
mas reestabelecimento da integridade da barreira intestinal associado a auséncia de
alteragdes no fluido intracelular em periodo crénico (RIBEIRO, 2022). Além disso, uma
importante revisdo sugeriu que a manutencdo da funcdo de 6rgaos que adquirem
energia e nutrientes € essencial para sobrevivéncia durante a desnutricdo ou fome
(FERRARIS; CAREY, 2000). O reestabelecimento de fluido intracelular associado ao
aumento da area absortiva e manutencédo da integridade da barreira funcional gerada
neste estudo pode ser decorrente da deplecdo de reservas lipidicas, utilizada para
manutencao da funcao intestinal, uma vez que, a conservacao da adequada absorcéo

de nutrientes é de extrema importancia para manutencao da vida.

Em relacéo a eletrofisiologia intestinal, estudos mostram que a desnutricdo
comumente causa aumento da CCC basal nos tecidos de jejunos e ileos (BUTZNER,;
GALL, 1988; CAREY; COOK, 1989; DARMON et al., 1993; 1996; YOUNG; LEVIN,
1990a), indicando um estado secretdrio (FERRARIS; CAREY, 2000). Este estado
secretorio no intestino desnutrido parece estar relacionado ao aumento da secrecao
de anions, como CI' (BUTZNER; GALL, 1988). Ferraris e Carey (2000) sugeriram que
0 estado secretorio durante a desnutricdo pode ser uma resposta adaptativa a
absorcao de nutrientes, pois este aumenta o potencial de membrana e gera uma maior
forca eletromotriz para absorcdo de nutrientes. Apesar de, a DP basal ndo ser
reportada nos modelos de desnutricdo (JACOBI et al., 2013; SAMPAIO et al. 2016;
UENO et al., 2011), esta hipdtese 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 reducdo da proliferacdo e migracdo celular no epitélio intestinal e redugcdo da
atividade enzimatica de sacarase, maltase e lactase (BUTZNER; GALL, 1988).
Entretanto, a dieta MAL-ED néo alterou a CCC, RT tanto basal, como durante
cotransporte de glicose e peptideos/dipeptideo, porém reduziu a DP basal no jejuno.

O aumento da CCC basal e da CCC durante absor¢cédo de glicose nao é
observado em todos os modelos experimentais de desnutricdo. A restricdo caldrica
cronica (-70%) por 270 dias foi capaz de aumentar o transporte intestinal de glicose,
frutose e prolina por mg de tecido, enquanto a restricdo calérica por 24 dias aumentou
apenas a absorcao de frutose (FERRARIS; CAO; PRABHAKARAM, 2001). Além disto,
a desnutricdo aguda por DBR diminuiu a CCC basal no ileo de camundongos recém
desmamados (SAMPAIO et al., 2016) e quando consumida por periodo crénico nao
alterou a corrente de curto-circuito basal no jejuno (UENO et al., 2011). Nossos
resultados mostram uma relativa reducdo da CCC basal e aumento da RT basal,
mesmo sem diferenca significativa, que pode ter influenciado no transporte de ions

limen-enterocito e basolateral-limen, reduzindo a DP basal nos animais desnutridos.

Em relacdo ao transporte de carboidratos e peptideos na barreira
morfofuncional, o consumo agudo da dieta MAL-ED n&o causou alteracbes
significativas, apesar de mostrar uma maior afinidade a glutamina. Estudos mostram
gue a expressao de transportadores de carboidratos e proteinas aumentam de acordo
com a quantidade de nutrientes na dieta (FERRARIS, 2001; GILBERT; WONG; WEBB
KE, 2008). Por exemplo, dietas com altos niveis de carboidrato aumentam os niveis
de transcritos de SGLT-1 (MIYAMOTO et al., 1993), enquanto a expressao de PEPT-
1 aumentam apenas quando a dieta € deficiente em proteinas (ADIBI, 2003;
GILBERT; WONG; WEBB KE, 2008). No entanto, pouco se sabe sobre a expressao
dos transportadores intestinais na desnutricdo. Sampaio et al. (2016) observaram
auséncia de alteracfes nos transportadores intestinais SGLT-1 e PEPT-1 no ileo,
mesmo com a diminuicdo da CCC basal e aumento da resposta maxima da CCC a
glicose no lado mucoso na desnutricdo aguda por DBR. Estudo mais recente também
nao observou aumento de expressao do transportador SGLT-1 e PEPT-1 nos dias 7,
14 e 21 de desnutricdo por DBR (RIBEIRO, 2022). No presente estudo, também n&o
observamos alteracbes na expressao de PEPT-1 durante a desnutricdo aguda,
mesmo com o0 embotamento da area de vilos, condizentes com a auséncia de

alteracdes significativa no ECso e pD2 para o dipeptideo alanil-glutamina.
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A glutamina e a glicose sdo considerados nutrientes primarios para a
manutencdo da homeostase corporal (POCHINI et al., 2014), sendo a glutamina o
aminoéacido mais abundante (NEWSHOLME et al., 2003). Este aminoacido
desempenha importante fungcdo no metabolismo celular, dentre eles é considerado
combustivel para o intestino, onde desempenha uma fun¢éo adicional na manutencéo
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 combinagdo com zinco e vitamina A (LIMA et al., 2014)
melhoram o escore Z peso para altura, impediram a ruptura e melhoraram da funcéo
da barreira epitelial intestinal, bem como protegeu contra as deficiéncias no
desenvolvimento cerebral induzidas pela desnutricdo (LADD et al., 2010) e melhorou
0 aprendizado verbal em meninas (LIMA et al., 2013).

Neste estudo, ndo encontramos altera¢des nos transportes de glutamina e
glicose, apesar de, 0 ECsp para glutamina ter sido relativamente menor nos animais
desnutridos. Este resultado sugere que mesmo com o embotamento de vilos existe
manutencao de transportadores de glicose e peptideos, provavelmente com o intuito
de manter a captacdo adequada de nutrientes essenciais para sobrevivéncia,
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 restricdo proteica materno-
fetal regulou positivamente a proliferacéo celular em todos os segmentos intestinais e
aumentou a abundancia de transportadores SGLT-1, GLUT-2 e PEPT-1 apenas no
duodeno dos animais quando adultos (PINHEIRO et al., 2013), sugerindo uma
adaptacao fisiolégica para aumento de absorcdo de carboidrato e peptideos em
segmentos mais proximais. Assim, a analise de transportadores nos demais
segmentos intestinais, principalmente no duodeno sdo de grande importancia para
melhor compreenséo da patofisiologia gerada pela dieta MAL-ED no transporte de

nutrientes.

A adequada absorcdo de nutrientes também depende de um complexo
sistema que envolve adequada expresséo de proteinas formadoras de juncdes firmes.

No presente estudo, a dieta MAL-ED em periodo agudo ndo causou alteracbes na
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expressdo de claudina-1, -2, -15, ZO-1 e ocludina, mas aumentou os niveis de RNAmM
de FATCD/36. Estudo mostrou que a adequada absor¢do de carboidratos, proteinas
e lipideos dependem da expressdo de claudina-2 e -15, devido a funcdo de
reestabelecer a adequada concentracdo de sodio no lumen necessario para o
cotransporte dos nutrientes na borda em escova (WADA et al., 2013). Apesar dos
esforcos, a expressao de juncdes firmes € complexa e pouco compreendida durante

0 processo de desnutri¢cao.

A desnutricdo materno fetal por DBR causou reducdo da resisténcia
transepitelial associado com aumento da expressao de claudina-3 (UENO et al, 2011).
No entanto, auséncia de alteracbes na resisténcia transepitelial e na expresséo de
claudina-2 e ocludina também foram observadas no ileo desnutrido por 7 dias
(SAMPAIO et al., 2016). O aumento da expressao de ocludina, por si sO, também é
reportada por aumentar a resisténcia transepitelial (BALDA et al., 1996), mas a
desnutricdo energético-proteica em leitdes reduziu a resisténcia transepitelial sem
alterar a expressao de ocludina (JACOBI et al., 2013). Ademais, o consumo de DBR
por 14 dias causou reducéo da permeabilidade paracelular, com indicativo de dano a
integridade de barreira, sem alterar a expresséo de ocludina e claudina-2 (RIBEIRO,
2022). Outro estudo mostrou que lesdes e disjuncao da barreira epitelial intestinal de
criancas com desnutricdo aguda grave foram associados com a reducao da expressao

de claudina-4 e auséncia de marcacao de E-caderina (AMADI et al., 2017).

Neste estudo, a auséncia de alteracdes na resisténcia transepitelial durante
o desafio da glutamina, alanil-glutamina e glicose corrobora com a auséncia de
alteracdes na expressao de ocludina, claudina-2 e -15 e transportadores intestinais.
No entanto, seria de grande importancia avaliar os parametros eletrofisiolégicos e
expressdo de transportadores intestinais e juncfes firmes nos demais segmentos
intestinais durante o desafio com a deita MAL-ED, uma vez que, a dieta MAL-ED
desencadeou dano a integridade da barreira e aumentou a permeabilidade paracelular
em periodo agudo. Além disto, avaliacdo de juncdes aderentes no periodo agudo seria
importante, uma vez que, a principal funcdo deste complexo é a manutencdo da
integridade da barreira intestinal (TURNER, 2009).

Um achado importante no nosso trabalho foi o0 aumento dos niveis de

transcritos do transportador FATCD/36, um transportador de acidos graxos de cadeia
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longa e colesterol (HUI; LABONTE; HOWLES, 2008). Evidéncias bioquimicas
mostram que a desnutricdo energético proteica pode provocar deficiéncia de acidos
graxos essenciais (SMIT; MUSKIET; BOERSMA, 2004). Essa deficiéncia pode ser
decorrente de multiplos fatores como digestdo, absorcdo, transporte, biossintese e
metabolismo alterados (SMIT; MUSKIET; BOERSMA, 2004). Fatores como reducéo
da secrecdo de acido gastrico (GRACEY, M et al.,, 1973; MATA et al.,, 1972)
degradacdo de &cidos biliares por acdo bacteriana (GRACEY, 1981; SUSKIND, 1975;
VITERI; SCHNEIDER, 1974), diminuicdo da acg&o de lipases (VITERI; SCHNEIDER,
1974; WATERLOW, 1992), e alteracdes morfométricas no intestino (SNIPES, 1968;
WATERLOW, 1992; LOPEZ-PEDROSA et al., 1998) sao as principais alteracdes que
prejudicam a digestédo e absor¢cdo adequada de acidos graxos na desnutri¢cao.

Além disso, a deficiéncia de acidos graxos essenciais per si reduz o fluxo
biliar, o que diminui a digestdo dos lipideos da dieta (ALESSANDRI et a., 1990;
MINICH; VONK; VERKADE, 1997; SNIPES, 1968). Estudo recente também mostrou
gue o metabolismo de acidos biliares é alterado em criancas com enteropatia
ambiental, condicdo que gera desnutricdo (ZHAO et al., 2021). A expressédo de
transportadores de acidos graxos na desnutricAo € pouco avaliada, apesar de,
especular-se que o transporte de acidos graxos pode estar alterado na desnutricdo
energético proteica (SMIT; MUSKIET; BOERSMA, 2004). Dessa forma, o aumento
nos niveis de RNAm de FATCD/36 na desnutricdo aguda pela dieta MAL-ED pode ser
indicativo de um provavel tentativa de aumento de captacao de lipideos, com o intuito
de aumentar a captacdo de energia e manutencdo da homeostase. No entanto, mais
estudos sdo necessarios para compreender melhor a absorcdo de lipideos na

desnutricéo.

As limitacbes deste estudo incluem a auséncia de analise de
biomarcadores de desnutricdo como IgA anti-LPS, zonulina, e proteina de ligacdo a
acidos graxos intestinais (I-FABP), que foi associado com desnutricdo cronica infantil
(GUERRANT et al., 2016); bem como auséncia da analise de microbiota para verificar
se 0 novo modelo gera dishiose, condicdo associada a desnutricio (BROWN et al.,
2015). A analises dos parametros eletrofisiologicos basais nas por¢des do duodeno,
ileo e célon também poderiam explicar quais segmentos contribuem para o aumento
da permeabilidade paracelular indicado pelo teste LM. Além disso, avaliar os

parametros eletrofisiolégicos no co-transporte de peptideos e carboidratos, bem como
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avaliar a expressdo de transportadores intestinais, principalmente de glicose e
glutamina, e juncgles firmes nas por¢des do duodeno e ileo em periodo agudo
contribuiriam para melhor compreenséo do impacto da dieta MAL-ED na adequada
absorcao de nutrientes. Contudo, esse estudo inova com o desenvolvimento de um
novo modelo experimental de desnutricdo que representa a clinica de criancas
desnutridas em fase de introducdo alimentar de sete paises em desenvolvimento,
possibilitando uma melhor compreenséo da patofisiologia gerada pela desnutricdo nos
diversos sistemas do corpo, assim como o desenvolvimento de intervengbes mais
adequadas para esta populacdo. Ademais, identificamos que a desnutricdo moderada
causa um impacto maior na barreira morfofuncional intestinal em periodo agudo,
mostrando um relativo aumento da afinidade do jejuno desnutrido a glutamina,
indicando que a glutamina possa ser um possivel tratamento eficaz em periodo agudo.
A representagdo dos danos intestinais pela dieta MAL-ED estdo representados na
Figura 22.

Figura 22 — Imagem representativa dos danos agudos e cronicos 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 diminui¢do de area de vilo no duodeno
e jejuno, aumento da permeabilidade paracelular intestinal (seta vermelha e circulo com
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L), com indicativo de dano na barreira epitelial intestinal. A dieta MAL-ED né&o alterou
corrente de curto-circuito e resisténcia basal, mas reduziu a diferenca de potencial basal
no jejuno dos animais. Além disso, o consumo agudo da dieta MAL-ED ocasionou redugéo
da diferenca de potencial basal no jejuno dos animais desnutridos. Também foi verificado
gue aumento nos niveis de transcritos de FATCD/36 no jejuno desnutrido em periodo
agudo (indicado em roxo). No periodo cronico, observamos permanéncia do aumento da
permeabilidade paracelular (seta vermelha e circulo com L) e da reducao de area nos vilos
do jejuno, associado a uma resposta adaptativa de auséncia de dano na integridade da
barreira epitelial intestinal, aumento de area absortiva total (seta azul e circulo com M),
aumento do tamanho do intestino delgado e aumento de area de criptas em todos os
segmentos intestinais.
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7 CONCLUSAO

Desenvolvemos uma nova dieta de desnutricdo, com moderada deficiéncia
em energia, proteina, lipideos e zinco e aumento moderado de carboidratos e fibras,
capaz de gerar desnutricdo em modelos animais. A nova dieta MAL-ED reduziu o peso
e ganho de peso, comprometeu o crescimento e as reservas energéticas em periodo
mais crénico, sem causar edema e com niveis séricos de albumina normais. Assim,
propomos um novo modelo murino de desnutricdo de relevancia clinica para a fase
de introducdo alimentar, com base em dados da alimentacdo complementar de
criancas desnutridas de sete diferentes paises. A dieta MAL-ED também causou
aumento da permeabilidade paracelular, dano a integridade da barreira epitelial
intestinal, reducédo de area absortiva no duodeno e jejuno, associado a reducdo da
diferenca de potencial basal e aumento dos niveis de RNAmM de FATCD/36 em periodo
agudo, bem como aumento de area intestinal total e permeabilidade paracelular em

periodo cronico.
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ANEXO B — EFEITOS DO CONSUMO DA DIETA MAL-ED ad libtum NOS

PARAMETROS CORPORAIS
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Figura 1 — Efeitos do consumo da dieta MAL-ED ad libitum no peso, ganho de peso e

crescimento corporal.
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ANEXO C - RESULTADO DA EXPRESSAO PROTEICA DE SGLT-1E
CLAUDINA-1

Figura 1 — Expressao proteica de SGLT-1 nos animais controles e desnutridos pela
dieta MAL-ED.
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Figura 2 - Expresséao proteica de claudina-1 nos animais controles e desnutridos pela
dieta MAL-ED.
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ABSTRACT

Background: A desnutricdo é um grave problema de saude publica, capaz de gerar
risco de morte e sequelas no desenvolvimento fisico e neurocognitivo infantil a longo
prazo. Sugerimos uma nova dieta de desnutricdo baseado na dieta complementar de
criancas de sete paises de baixa renda no desenvolvimento de um quadro clinico
similar de desnutricdo em camundongos recém desmamados.

Objective: Desenvolver e validar um novo modelo murino de desnutricdo baseada na
dieta complementar de criancas desnutridas de sete paises de baixo poder
socioeconémico pertencentes ao estudo coorte Malnutrition-Enteric Diseases (MAL-
ED).

Methods: Para formulacédo da dieta de desnutricdo MAL-ED, foi utilizado a diferenca
do percentual de energia, macronutrientes, fibras e zinco da dieta das criancas sem
desnutricdo vs. com desnutricdo (Escore Z altura para idade; HAZ < -2) para reduzir
da composicédo 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
composicao corporal e o comprimento do corpo foram medidos a cada sete dias; razao
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 proteina, -24.20% de
lipideo, -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 desnutricdo, com redugéo de ganho de
peso e peso (p< 0.05) a partir do 1 e 2° dia, respectivamente, bem como desencadeou
alteracdes na composicéao corporal ao longo do tempo, dano na integridade da barreira
intestinal apenas em periodo agudo, aumentou a permeabilidade paracelular em
ambos os tempos, reduziu area de vilos no dudeno e jejuno em periodo agudo e
aumento compensatorio da &rea intestinal em periodo crénico, sem comprometer o
crescimento corporal e alterar os niveis séricos de albumina (p> 0.05).

Conclusions: A nova dieta MAL-ED foi capaz de desencadear desnutricdo, com
reducdo de peso, ganho de peso, dano na integridade da barreira em periodo agudo,
aumento da permeabilidade paracelular e aumento da éarea intestinal em periodo
cronico, provavelmente como adaptacdo a escassez de nutrientes da dieta. Este
trabalho propde o primeiro modelo de murino de desnutricdo de relevancia clinica,
com base em dados da alimentacdo complementar e dietética de criangas desnutridas
de sete diferentes paises. .

Palavras-chave: Desnutricdo; composicdo da dieta na desnutricdo infantil; barreira
epitelial intestinal; composicao corporal na desnutricao.

INTRODUCTION

A desnutricdo nos primeiros anos de vida é um sério problema de saude por estar
associada ao aumento do risco de mortalidade (1), ciclo vicioso de infec¢des entéricas
clinicas e subclinicas (2), comprometimento do desenvolvimento fisico (1) e cognitivo
(3), assim como doencas cronicas na vida adulta (4,5). Dados da Organiza¢do Mundial
da Saude (OMS) tém mostrado uma reducéo nas taxas de desnutricdo nos ultimos 20
anos, porém os dados ainda s&do alarmantes, no qual cerca de 149.2 milhdes de
criancas menores de 5 anos foram acometidas por desnutricdo cronica e 45,4 milhdes
por desnutricdo aguda em 2019 (6). Além disso, estima-se que a crise socioeconémica
causada pela pandemia de COVID-19 e outros fatores associados tera um impacto
crénico no numero de criancas afetadas pelo déficit de estatura nos proximo anos (7).

A desnutricdo é uma patologia complexa, geralmente associada a infeccfes e que
levam a diversos danos nos sistemas corporais (8, 9, 10), em particular danos a
barreira epitelial intestinal (11, 12, 13, 14). Diversos modelos animais tém contribuido
para o entendimento da fisiopatologia associada a diferentes deficiéncias nutricionais.
Por exemplo, a restricao caldrica crénica (-15%) causa reducao de peso e niveis mais
baixos de proteina 1 mondcito-quimioatraente (MCP-1) no figado e adipdcitos de
camundongos (15). Enquanto, a severa deficiéncia de proteina em camundongos
recém-desmamados desencadeia maior comprometimento de ganho de peso,
aumento da inflamacéo intestinal, maiores alterac6es no perfil metabdlico e na
microbiota do que a dieta deficiente em zinco (16). Modelo de transferéncia de
microbiota de criancas desnutridas e saudaveis também contribuiu para compreensao
do papel da microbiota no desenvolvimento da desnutricdo (17). Além disso, alguns
modelos genéticos de experimentagdes pré-clinicas, mesmo nao refletindo a clinica,
tém demonstrado o impacto da delecéo de proteinas de barreira epitelial intestinal no
peso (18, 19). Neste sentido, nota-se a importante contribuicdo dos modelos animais
in vivo de desnutricdo para o avanco no conhecimento do papel das deficiéncias
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nutricionais para o desenvolvimento saudavel, entretanto, questiona-se o quanto estes
modelos representam similaridade clinica com a desnutrig&o infantil.

Na literatura, existem apenas trés dietas baseadas na composicao alimentar de uma
determinada populacao: a dieta basica regional (RBD), que mimetiza a composi¢cao
alimentar da regido no semiarido brasileiro (20); a dieta Milho Vegetal, que foi baseada
em alimentos predominantes de criangas de Malawi com Kwashiorkor (21); e a M8,
outra dieta baseada nos alimentos mais consumidos pela populagdo de Malawi (17).
Contudo, estas dietas sao fundamentadas apenas nos alimentos mais predominantes
destas populacdes, sem representar a quantidade de energia, macronutrientes e
micronutrientes consumidas. Logo, a representac¢do clinica é limitada na maioria dos
modelos animais de desnutricdo. Dessa forma, esse estudo teve como objetivo
formular uma nova dieta de desnutricédo, dieta MAL-ED, com base num estudo recente
gue quantificou a energia, macronutrientes e micronutrientes da dieta complementar
de criancas desnutridas de sete paises de baixo poder socioeconémico pertencentes
ao estudo coorte de desnutricdo e infecgédo entérica (MAL-ED, do inglés Malnutrition-
Enteric Diseases) (22). Nossa hipdtese é que a nova dieta MAL-ED ira induzir um
guadro clinico de desnutricdo em camundongos recém-desmamados, consistindo no
primeiro modelo murino de desnutricdo que mimetizar as deficiéncias nutricionais
comuns nas dietas de criangas em fase de alimentagdo complementar.

METODOS
Animais e comité de ética

Camundongos machos C57BL/6 (n= 11/grupo) do Biotério Setorial do Departamento
de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara (UFC) foram mantidos
em ciclo claro/escuro (12/12 horas), em ambiente com temperatura controlada de 22
+ 2°C, agua “ad libitum” e quantidade de dieta controlada diariamente. Todos 0s
procedimentos foram conduzidos de acordo com as normas do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e submetidos a aprovacao do Comité
de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara (n° de
protocolo 3941290319).

Dietas

A formulacdo da nova dieta indutora de desnutricio MAL-ED foi baseada na
guantificacdo da dieta complementar de criancas com e sem desnutricdo 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 quantificacdo da dieta
complementar foi feita através de registros alimentares das ultimas 24 horas coletados
de 1.463 criancas, de areas urbanas, periurbanas e rurais de sete paises de baixo
nivel socioeconémico: Bhaktapur, Nepal (n = 229); Daca, Bangladesh (n = 208);
Fortaleza, Brasil (n = 169); Haydom, Tanzéania (n = 210); Loreto, lquitos, Peru (n =
199); Venda, Africa do Sul (n = 221); e Vellore, india (n = 227). Maciel et al. (22)
guantificaram o consumo de energia, macronutrientes, fibras, 6 vitaminas (niacina,
riboflvina, tiamina, folato e vitaminas A e C) e 6 minerais (calcio, ferro, magnésio,
potassio, fosforo e zinco) da dieta complementar da populacéo descrita acima. Para
formulacdo da nova dieta de desnutricdo, utilizamos o percentual de diferenca no
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consumo de energia, macronutriente, fibras e zinco de criangas com desnutri¢ao (HAZ
< -2) vs. sem desnutrigdo com 24 meses de idade.

Para que a nova dieta de desnutricdo tivesse o padrdo alimentar exigido para
roedores, essa diferenca de percentual em energia, macronutrientes e micronutrientes
foi subtraida dos valores nutricionais da dieta padrao para roedores AIN93-M, dieta
controle. A formulagéo e producédo das dietas MAL-ED e controle (AIN-93M) foram
realizadas pela empresa Rhoster® (Aragoiaba da Serra, S&o Paulo, Brasil). A
composicao centesimal da nova dieta de desnutricdo foi avaliada pelos seguintes
métodos: dumas, perda por secagem, gravimetria, absor¢cao atdmica pela empresa
CBO® (Valinhos, Sdo Paulo, Brasil). Estes métodos em conjunto permitiram a
guantificacdo de umidade e volateis, proteina bruta, extrato etéreo por hidrélise acida,
fibra bruta, calcio, fésforo e zinco, enquanto a quantidade de carboidrato foi estimada
pela diferenca nas porcentagens de macronutrientes.

Desenho experimental

O novo modelo murino de desnutricéo foi conduzido de acordo com Brown et al., (23),
com algumas adaptacdes. Camundongos C57BL/6 machos (21 dias de idade) tiveram
seu peso corporal, comprimento total aferidos para serem distribuidos aleatoriamente
nos grupos Controle (dieta AIN93-M) e Desnutrido (dieta MAL-ED). O protocolo foi
conduzido por um periodo total de 28 dias para caracterizacdo temporal dos efeitos
da dieta sobre os parametros corporais, histopatologia e barreira epitelial intestinal. O
consumo de racéo 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
composicao 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 analise e, por fim, os
animais foram eutanasiados por meio de exsanguinacao.

Avaliacdo 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 (Cristalia®, Sdo Paulo, Itapira) (24),
em seguida, foram posicionados sob uma superficie plana, de forma alinhada e
comprimento corporal foi medido com auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo®
Precision Measuring Tools, Suzano, Séo Paulo, Brazil).

Analise da composicao corporal: Bioimpedancia elétrica

Os camundongos foram submetidos a avaliacao corporal por tetra bioimpedancia
polar (ImpediVET®, Carlsbad, Califérnia, EUA) nos dias 0, 7, 14, 21 e 28. Para isso,
os camundongos foram anestesiados, conforme mencionado no tépico desenho
experimental, e colocados sob uma superficie ndo condutora com os membros
dispostos perpendicularmente ao corpo e a cauda estendida distalmente. Quatro
agulhas (calibre 25x12) foram inseridos na regido 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 o0 peso corporal do animal. Em
seguida, a corrente elétrica foi acionada, os parametros de bioimpedancia de
resisténcia e reatancia foram obtidos por um Unico espectro de 4 a 1 MHz em uma
série de 256 pontos. O dispositivo usa um grafico de impedancia complexo para
determinar a 4gua corporal total, fluido extracelular e o fluido intracelular, enquanto a
massa livre de gordura, a massa gorda e o indice de massa corporal sao calculados
por meio de software (ImpediVET®, Carlsbad, Califérnia, EUA) acoplado ao aparelho
(25).

Avaliacdo da barreira epitelial intestinal com os biomarcadores lactulose e
manitol

Um grupo experimental foi exclusivamente conduzida para avaliagdo da barreira
epitelial intestinal utilizando o teste de lactulose e manitol. Os animais foram
submetidos a um periodo de adaptacdo ao ambiente de coleta, que consistiu em
permanecer em gaiolas metabdlicas 2h/dia durante 5 dias antes da aplicagéo do teste.
Nas ultimas 24h antes do teste, todos 0s animais permaneceram em tempo integral
nas gaiolas metabdlicas. Durante essas 24h, 16h os animais foram alimentados com
a dieta isocalorica G (Rhoster®, S&do Paulo, Brasil), dieta pobre em carboidrato, e 8h
de jejum, para evitar que os carboidratos da dieta interfiram na analise posterior. Apos
jejum, todos os animais receberam 200 ul da solucéo por gavagem, contendo 5,0 g
de Lactulose (Duphar Laboratories, Southampton, Reino Unido) e 1,0 g de Manitol
(Henrifarma Chemicals and Pharmaceuticals LTDA, Sao Paulo, Brasil) dissolvido em
20 ml de agua. Amostras de urina, preservadas em 0,236 mg/ml de clorexidina (Sigma
Chemical, St Louis, MO), foram coletadas 24 h ap6s a administracéo da solucéo teste.
Os animais permaneceram consumindo a dieta isocaloric G durante o periodo de
coleta. Os volumes das amostras foram registrados e centrifugados a 10.000 rpm por
3 min, para, entdo, 50 pl de uma solugdo do padrao interno (3,6 mM de melibiose
diluido em 2,9 ml de 4gua destilada) ser adicionado a 50 ul de cada amostra. A solugéo
foi centrifugada (10.000 rpm por 3 min) e 50 pl foi usado para determinagdao dos
acucares no equipamento UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific®, Massachusetts,
EUA). Duas solucdes padrao de carboidratos foram usadas para calibrar o sistema no
inicio e entre os testes de cada grupo. Os padrées continham 60 uM dos seguintes
acucares: glucosamina, manitol, melibiose e lactulose (grupo I) e inositol, sorbitol,
glicose e lactose (grupo IlI). Curvas padrdes dos aclUcares e as amostras foram
medidas por cromatografia liquida de alta pressdo com deteccdo amperométrica
pulsada, conforme descrito anteriormente (26).

Morphometric and histopathological analysis

Amostras do duodeno, jejuno e ileo foram seccionadas transversalmente e fixadas em
tampédo de formaldeido a 10% por 18 h. ApGs o periodo de fixacdo, o material foi
desidratado, incluido em parafina, cortado em seccfes de 5,0 um em micrétomo de
impacto (Polycut S, Leica, Alemanha) e corado com hematoxilina e eosina (H&E).
Posteriormente, com o auxilio de um microscopio Optico acoplado ao sistema de
aquisicao de imagens (LEICA) e software ImageJ versao 1.5a (National Institutes of
Health, EUA) foram medidas as areas de todos os vilos e criptas correspondentes
para cada lamina do grupo, com o intuito de analisar o impacto agudo e crénico da
dieta MAL-ED na morfometria intestinal.
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Para a analise histopatoldgica, as possiveis lesdes foram analisadas de acordo com
o0 sistema de escores de severidade do infiltrado inflamatério sugerido por Erben et al.
(27) com algumas adaptacdes. Os critérios de severidade foram: escore 0, achados
histolégicos normais, menos que 10% de leucécitos na mucosa; escore 1, leve, 10 -
25% de leucdcitos na mucosa e edema nos vilos; escore 2, moderado, 26 — 50% de
leucdcitos na mucosa, submucosa e edema; escore 3, intenso, > 51% de leucdcitos
transmural e edema nos vilos. As analises foram realizadas para todos os segmentos
do intestino delgado coletados nos tempos 7 e 28 dias. A analise histopatoldgica foi
realizada por um patologista.

Anélise dos niveis séricos de albumina

Os niveis de albumina foram medidos através do kit de dosagem da Labteste® (Lagoa
Santa, Minas Gerais, Brasil). Preparamos as amostras conforme instru¢bes do
fabricante: amostra (10 ul de soro mais 1,0 ml do reagente de cor), branco (1,0 ml do
reagente de cor) e o padréo (10 ul do padrédo mais 1,0 ml do reagente de cor). As
solucdes foram levemente misturadas, e apés 2 min foram realizadas as leituras
utilizando o espectro de 630 nm de comprimento de onda em espectofotdmetro
Labquest® (Oregon, EUA).

Statistical analysis

Os dados coletados foram digitados em planilha de Microsoft Excel® versdo 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 analise pelo teste t ou analise de variancia (ANOVA) seguido do pos-
teste de Bonferroni para os dados pareados. Os dados ndo parameétricos, por sua vez,
foram analisados pelo teste de Mann-Whitney. Todos os testes foram aplicados no
software GraphPad Prism® (Califérnia, Estados Unidos). Os resultados foram
representados por média + erro padrdo da média (SEM) ou mediana quando indicado,
maximo e minimo. Dados considerados significativos obtiveram valores de p< 0,05.

Results
Composicéao da dieta MAL-ED

A andlise de composicéo revelou que a nova dieta de desnutricdo MAL-ED possui -
8.03% de energia, -37.46% de proteina, - 24.20% de proteina, -10.83% de zinco,
+5.93% de carboidrato e +45.17% de fibra em relacéo a dieta controle, (Tabela 1). Os
ingredientes e suas respectivas quantidades para formulacdo das dietas estédo
especificados na tabela 1.

Induction of malnutrition by the new MAL-ED diet

Os sinais clinicos de desnutricdo sé foram registrados quando a dieta foi controlada
diariamente. A nova dieta de indutora de desnutricdo 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,
guando 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 relagdo ao comprimento corporal, ndo
houve diferenca significativa (p> 0.05) no porcentual de crescimento dos animais
desnutridos em relacdo ao controle em nenhum tempo analisado, indicando auséncia
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 ingestdo da dieta MAL-ED desencadeou reducdo significativa (p< 0,05) da agua
corporal total nos dias 7, 14, 21 e 28 dias (Figura 2A). As altera¢ces na agua corporal
total foram principalmente associadas a uma reducao no liquido extracelular. O liquido
extracelular reduziu significativamente (p< 0,05) no grupo desnutrido comparado ao
grupo controle nos dias 7, 14, 21 e 28 (Figura 2B), enquanto o fluido intracelular
reduziu significativamente (p< 0,05) no grupo desnutrido comparado ao controle
apenas nos dias 14 e 21 (Figura 2C). Em relacdo a massa corporal, o consumo da
dieta MAL-ED resultou em reducéo 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 periodo mais tardio, com reducéo significativa (p<
0,05) de 16,35% e 25,46% da massa gorda do grupo desnutrido em relacdo ao
controle no dia 21 e 28, respectivamente (Figura 2E). O indice de massa corporal foi
reduzido significativamente (p< 0.05) somente no dia 28 (Controle 4.94 + 0.13 g/cm?
vs. Desnutrido 4.5 + 0.09 g/cm?) (Figura 2F).

Avaliacdo daintegridade da barreira epitelial intestinal

A ingesta da dieta MAL-ED em periodo agudo desencadeou aumento significativo (p=
0.011) de 172,9% na permeabilidade paracelular em relacdo a ingesta da dieta
controle (Figura 3A). O aumento da taxa de lactulose permaneceu 120% maior (p=
0.0007) nos animais desnutridos em relacéo ao controle em periodo crénico (Figura
3A). Com relacdo a éarea absortiva total, em periodo agudo ndo houve alteracdes
significativa, entretanto, foi registrado um aumento significativo (p= 0.0012) de 28,19%
nos animais desnutridos em relacéo 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 razéo lactulose:manitol nos animais desnutridos em
relacéo ao controle (Figura 3C). Contudo, ndo foi observado alteracdes significativas
(p =1.014) narazéo 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 dadieta MAL-ED na morfometria e histopatologia intestinal

A analise morfométrica revelou que a dieta MAL-ED desencadeou no dia 7 uma
reducdo da area dos vilos nos animais desnutridos no duodeno (34,37%) e jejuno
(41,37%), enquanto a area dos vilos no ileo foram 23,72% maiores (p< 0.0001)
guando comparados com os controles (Figura 4A). A area das criptas foi
significativamente menor no duodeno (24,31%) e maior no ileo (12,42%) no dia 7, sem
gerar alteracdes significativas (p = 0.243) no jejuno (Figura 4B). Ao avaliarmos a
morfometria intestinal no 28° dia de inducdo da desnutricdo, identificamos que a area
dos vilos foram significativamente (p< 0.0001) maiores no duodeno (276,38%) e ileo
(27,84%) de camundongos desnutridos quando comparados ao controle (Figura 4A).
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No entanto, a area dos vilos no jejuno de animais desnutridos foram 13,52% menores
(p < 0.001) em relacao aos controles (Figura 4A). As &reas das criptas, por sua vez,
foram maiores (p < 0.0001) em todos os segmentos dos animais desnutridos em
relagéo aos controles no dia 28 (Figura 4B). As imagens representativas do duodeno,
jejuno e ileo dos animais desnutridos e controles nos dias 7 e 28 podem ser vistas na
figura 4C.

Avaliacdo das concentragdes séricas de albumina

Ao analisarmos as concentracdes séricas de albumina nos grupos experimentais
examinados, nao identificamos diferenca 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
desnutricdo, altura-por-idade z-escore <-2, de ambito internacional. A nova dieta de
desnutricdo MAL-ED causou reducéo precoce de peso, ganho de peso, comprometeu
a composicao corporal, com indicativo de dano na integridade da barreira epitelial
intestinal em periodo agudo, aumento da permeabilidade paracelular, embotamento
de vilos em periodo agudo, aumento da area absortiva total em periodo crénico, sem
alterar a taxa de crescimento e os niveis séricos de albumina dos camundongos
recém-desmamados.

A deficiéncia de energia, macronutrientes e micronutrientes continua sendo um grave
problema de saude devido ao aumento do risco de morte (29) e as consequéncias a
longo prazo (30, 31). Neste contexto, o estudo coorte MAL-ED tem contribuido para
uma melhor compreensdo da relacdo entre desnutricdo e infec¢bes entéricas
subclinica e clinicas na primeira infancia, inflamacéo sistémica, déficit de crescimento,
e danos na barreira epitelial intestinal (32, 33, 34, 35, 36). Além disto, foi realizado a
guantificacdo da alimentacdo complementar de criancas de 9 a 24 meses
pertencentes ao estudo coorte MAL-ED, dessa forma fazendo possivel verificar a
diferenca entre a quantidade de macronutrientes, micronutrientes e energia da dieta
de criancas com desnutricdo aguda, subnutricdo ou desnutricdo crbnica e criancas
sem desnutricdo (22). A partir desse estudo, desenvolvemos uma nova dieta de
desnutricdo com o intuito de desenvolver um modelo de experimentacdo animal que
represente a clinica de criancas desnutridas em paises de baixo renda
socioeconfmica.

A nova dieta indutora de desnutricdo contém deficiéncia moderada em energia (-
8.03%), proteina (-37.46%)), lipidios (-24.40%) e zinco (-10.83%) e aumento moderado
em carboidratos (+5.93%) e fibras (+45.17%) em relacdo a dieta controle. Na
literatura, grande parte dos modelos in vivo utilizam dietas com drasticas reducdes de
um determinado macronutriente, micronutriente ou energia, assim divergindo da
realidade da composicdo da dieta associada com desnutricdo nessas criangas.
Modelos de deficiéncia proteica, por exemplo, utilizam dietas com 0% (37), 0,7% (38),
2% (16), 4% (39, 40) e 7% de proteina (23) para induzir desnutricdo, enquanto
modelos experimentais que investigam o papel do zinco para o desenvolvimento
saudavel utilizam dietas com menos de 2 ppm de zinco (16, 41) e modelos de
deficiéncia energética utilizam de -15 a -30% de energia em relagdo ao grupo controle
(15, 42, 43). A quantificacdo de proteina em criangas com subnutricdo, desnutricdo
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aguda e desnutri¢cdo cronica, nas diferentes faixas etarias, variam apenas de -2.0 a -
6.6% em relacdo a dieta de criangas saudaveis. A deficiéncia de zinco em criancas
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 alimentacdo de populagbes especificas
geralmente utilizam dietas indutoras de desnutricdo com elevada deficiéncia proteica
e sdo ricas em carboidratos. A RBD, por exemplo, contém baixo teor de energia (-
14.62%), proteinas (-65.15%), lipideos (-90.74%) e alto teor de carboidrato (+37.27) e
fibras (+260.5%) em relag&o a dieta controle (20). A Maize vetegal, dieta baseada na
alimentacdo de criangcas com kwashiorkor do Malawi, contém menos proteinas (-
65.03%), lipideos (-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 proteina, 3.66%
de lipideos e 155kcal/g, e ndo houve comparacdo com dieta controle (17). Ao
compararmos a composicdo da nova dieta indutora de desnutricdo com a dieta das
criangcas MAL-ED, verificamos que a dieta MAL-ED possui composi¢cao semelhante a
dieta de criancas com desnutricdo cronica, apesar de, apresentar uma maior
deficiéncia em proteinas e lipideos. Visto que, os modelos experimentais utilizam
dietas com elevada reducdo de diversos nutrientes especificos e poucas dietas
refletem a complexidade da deficiéncia alimentar observada na clinica, a nova dieta
MAL-ED possui caracteristicas gerais de criancas com desnutricdo cronica aos 24
meses e parece representar melhor a clinica de avaliagdo nessas criancas.

A dieta MAL-ED reduziu o peso e ganho de peso de forma precoce, comprometeu a
composicao corporal ao longo do tempo, sem alterar a taxa de crescimento em
animais recém desmamados. Alteracdes nos parametros corporais Sao 0s primeiros
indicios clinicos de desnutricdo. A reducdo de peso e ganho de peso no presente
estudo corroboram com outros modelos de deficiéncia nutricional, que relatam
alteracao de peso e/ou ganho de peso na primeira semana de inducao (14, 21, 23,
43). Com relacdo ao impacto da desnutricdo no crescimento corporal, os estudos
mostram que as deficiéncias 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 reducéo de nutrientes e/ou energia.

A andlise da composicdo corporal também é uma importante ferramenta para a
avaliacdo do estado nutricional, todavia é pouco explorada em modelos in vivo. Ribeiro
et al. (44) verificou que a desnutricdo induzida por RBD em animais recém
desmamados acarreta reducdo precoce de agua corporal total, fluido extracelular e
reservas energéticas, enquanto o fluido intracelular reduziu apenas em tempo
intermediario e nédo foi identificado alteracdes no indice 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 periodo croénico
comprometeu as reservas de gordura. Em geral, sabe-se que o metabolismo de
diversos 6rgaos na desnutricdo é sustentado principalmente pela mobilizacdo de
gordura, sendo as reservas proteicas acionadas apenas quando o consumo de
energia e proteinas € insuficiente para manter o metabolismo proteico (45). No
entanto, um estudo ressaltou que condi¢des patoldgicas como infeccdo e inflamagéo
podem exigir aumento de demanda de aminoacidos, 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 desnutricdo gera disbiose
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(23) e aumento de inflamagé&o sistémica (32, 33, 47, 48). Além disto, a dieta MAL-ED
possui uma composi¢ao nutricional inédita na experimentacao in vivo e a patofisiologia
associada a esta condigéo precisa ser melhor compreendida.

A desnutricdo aguda indica recente e severa perda de peso e pode ser dividida em
trés tipos de manifestacéo clinica: marasmo, kwashiokor e kwashiokor marasmatico.
A mensuracdo de adgua corporal total e principalmente fluido extracelular estimam a
formacdo de edema, principal caracteristica de criangas com Kwashiorkor devido a
alta deficiéncia de proteina na alimentacédo (49, 50). O marasmo, por outro lado, é
condicao geralmente derivada da restricdo cal6rica, sendo diagnosticada pela perda
de tecido adiposo e tecido muscular, sem presenca de edema e com proteinas
viscerais relativamente normais, incluindo albumina (51). O consumo crdnico da dieta
MAL-ED causou reducao de peso, ganho de peso, tecido muscular, tecido adiposo,
sem formacédo de edema, auséncia de alteragdes nos niveis 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
desnutricdo aguda, mais especificamente um quadro clinico de marasmo.

A desnutricdo infantil também tem sido associada com alteragcbes na barreira
morfofuncional intestinal, mais especificamente atrofia de vilos e ruptura da funcéo da
barreira intestinal (12, 52, 53). No entanto, observamos em modelos animais que
essas alteracdes morfologicas sdo complexas, multifatoriais e dependem da dinamica
no tempo de avaliacdo. Brown et al. (23) relata auséncia de alterac6es morfologicas e
danos na barreira morfofuncional intestinal ao induzir desnutricdo por dieta
multideficiente em periodo crénico. Ueno et al. (13) ao induzir desnutricdo materno-
fetal por RBD identifica atrofia de altura de vilo, profundidade de cripta e razéo
vilo:cripta, bem como dano na barreira morfofuncional. Sampaio et al. (14), por sua
vez, observa reducdo de profundidade de cripta em periodo agudo em modelo de
desnutricdo por RBD. A dieta MAL-ED, em contrapartida, desencadeou aumento da
area de vilos e criptas no duodeno e ileo, mas reducao 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
periodo agudo, mas auséncia de dano na integridade da barreira intestinal, aumento
da area absortiva total e da permeabilidade paracelular em periodo croénico.

No presente estudo, identificamos um comprometimento maior de morfometria e
funcao intestinal em periodo agudo que néo persiste em periodo crénico. O aumento
de area intestinal indicado pela andlise morfométrica e pelo teste LM, ocorreram
juntamente com auséncia de alteracdes na razéo L:M e o reestabelecimento do fluido
intracelular nos animais desnutridos em periodo crénico. Essa associacdo é
importante, uma vez que, o fluido intracelular € medido para estimar o consumo de
oxigénio, requisitos caloricos, taxa metabdlica basal e desempenho no trabalho (54).
Ribeiro et al. (44), ao induzir desnutricdo por RBD em camundongos recém
desmamados, observou aumento da razdo L:M e fluido intracelular em periodo
intermediario, mas auséncia de alteracdes na razdo L:M e fluido intracelular em
periodo mais croénico, indicando manutencédo da funcao intestinal em periodo mais
longos de consumo de dieta multideficiente. Logo, o aumento da area absortiva e
manutencdo da integridade da barreira funcional gerada neste estudo pode ser
decorrente de uma adaptacdo ao consumo cronico de uma dieta multideficiente, uma
vez que, a conservacdo da funcdo intestinal é de extrema importancia para a
adequada absorcéo de nutrientes.
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As limitacOes deste estudo incluem a auséncia do estudo de outros biomarcadores de
desnutricdo como IgA anti-LPS, zonulina, e proteina de ligacdo a &cidos graxos
intestinais (I-FABP) que foi associado com desnutricdo aguda infantil (11); andlise de
microbiota para verificar se o0 novo modelo gera disbiose, condicdo associada a
desnutricdo (23); investigar biomarcadores de inflamacao sistémica para melhor
compreender a rapida deplecéo das reservas proteicas. Contudo, esse estudo inova
com o desenvolvimento de um modelo murino de desnutricdo que representa a clinica
de criancas desnutridas de sete paises de baixa renda socioecondmico, possibilitando
uma melhor compreensao sobre a patobiologia gerada nos diversos sistemas do
corpo.

Em conclusdo, desenvolvemos uma dieta inovadora de desnutricdo baseado na
composicao da dieta de criangcas com desnutricdo acompanhadas em estudo infantil
de coorte, com moderada deficiéncia em energia, proteina, lipideos e zinco e aumento
moderado de carboidratos e fibras, capaz de gerar desnutricdo em modelos animais.
A nova dieta de desnutricdo reduziu o peso e o ganho de peso de forma precoce,
comprometeu a composicdo corporal principalmente em periodo cronico,
desencadeou danos na barreira morfofuncional intestinal principalmente em periodo
agudo, sem alterar a taxa de crescimento e niveis séricos de albumina em periodo
cronico, consistindo, assim, no primeiro modelo murino de desnutricdo com base na
sélida evidencia dos dados de composicdo da dieta em criangas com desnutricao
clinica em paises com baixa renda socioecondmica em trés continentes, América do
Sul, Africa e Asia.
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Tabela 1- Composicéo nutricional da dieta MAL-ED e controle.

Dieta Controle Dieta MAL- Diferenca
ED* (%)
Energia (Kcal) 391.69 360.22 -8.03

Macronutrientes



Carboidrato (g)
Proteina (g)
Lipideo (g)
Fibras
Micronutrientes
Zinco (mg)
Ingredientes
Semola grits (g)

Caseina (81% proteina) / 14%
(9)

Amido dextrinizado (Q)
Sacarose (Q)

Oleo de soja (g)
Celulose MC-101 (g)
Mix mineral (Q)

Mix vitaminico (g)
L-cisteina (g)
Bitartarato de colina (g)

Tert-butilhidroquinona (g)

61.89
21.25
6.57

2.9

35.0

16.40

15.50
10.00
4.00
5.00
3.50
1.00
0.18
0.25

0.0008

65.66
13.29
4.98

4.21

31.21

54.90
9.60

0.00
0.00
5.10
26.00
3.50
1.00
0.30
0.25

0.0014

154

5.93
-37.46
-24.20

45.17

-10.83
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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) lllustrative 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)
Excrecdo de lactulose (%), B) excrecdo de manitol (%) e C) razdo lactulose/manitol em animais
controles (barra branca) e desnutridos (barra cinza) no dia 7 e 28. Os dados séo correspondentes a um
experimento (n=7-8) e os valores estao representados em mediana, maximo e minimo (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 (um?) and B) encryption area (um?) 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, a: p< 0.0001, duodenum on day 7; B: p< 0.0001, jejunum on day 7; &: 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 niveis séricos de albumina em periodo agudo e
cronico. Os dados sao 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 estéo representados em média
+ erro padrdo média (teste t, n.s. corresponde a sem significancia, teste).
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study aimed to investigate whether specific Campylobacter jejuni virulence-related gene and

immune-inflammatory biomarkers are associated with malnutrition in children from
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Abstract

Epithelial cell migration is an essential response to enteric pathogens such as enteropathogenic Escherichia coli (EPEC). This
study aimed to investigate the effects of EPEC infection on intestinal epithelial cell migration in vitro, as well as the involvement
of type 1l secretion system (T355) and Rho GTPases. Crypt intestinal epithelial cells (IEC-8) were infected with EPEC strains
(E2348/69, AescF, and the LDIOD1 strain isclated from a malnourshed Brazilian child) and commensal E. colf HS. Wound
migration and cell death assays were performed at different time-points. Transcription and expression of Rho GTPases were
evaluated using real-time PCR and westermn blotting. Overall, EPEC E2348/69 reduced migration and increased apoptosis and
necrosis levels compared to EPEC LDI001 and E. colf HS strains. Moreower, EPEC LDIOO1 impaired cell migration at a higher
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Abstract

Undemutrition represents a major public health challenge for middle- and low-income countries. This study aimed to evaluate
whether a multideficient Mortheast Brazil regional basic diet (RBD) induces acute morphological and functional changes in the
ileumn of mice. Swiss mice [~ 25 g) were allocated into two groups: i) control mice were fed a standard diet and 11} under-
nourished mice were fed the RBD. After 7 days, mice were killed and the lleum collected for evaluation of electrophysiological
parameters (Ussing chambers), transcription (RT-gPCR) and protein expression (western blotting) of intestinal fransporters and
tight junctions. Body weight gain was significantly decreased in the undemourished group, which also showed decreased crypt
depth but no alterations in villus height. Electrophysiology measurements showed a reduced basal short circuit curment (1) in
the undemourished group, with no differences in transepithelial resistance. Specific substrate-evoked ;. related to affinity and
efficacy (glutamine and alanyl-glutamine) were not different between groups, except for the maximum I, (efficacy) induced by
glucose. Transcription of Sgit? and Pept! was significantly higher in the undemourished group, while SN-2 transcription was decreased.
Mo changes were found in transcrption of GAT-1 and CFTR, while claudin-2 and occludin transcriptions were significantly increased in
the undemourished group. Despite mRMA changes, SGLT-1, PEPT-1, claudin-2 and occludin protein expression showed no difference
between groups. These results demonstrate early effects of the RBD on mice, which include reduced body weight and crypt depth in the
absence of significant alterations to villus morphology, intestinal transporters and tight junciion expression.
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