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diversificado parque produtivo, mas ndo venceu a fome. Isso ndo pode continuar

assim.” (LULA, 2003, p. 9).



RESUMO
A desnutricao infantil é considerada um grave problema de saude publica, pois estad

associada a altas taxas de mortalidade, déficits cognitivos e de crescimento. O uso de
modelos pré-clinicos translacionais € essencial para buscar tratamentos mais adequados
e importante para reduzir a morbidade associada a desnutricdo. Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a fun¢do da barreira epitelial intestinal de camundongos sujeitos
a um modelo animal de desnutri¢do aguda baseado na dieta complementar de criancas
com desnutricao, conforme descrito no estudo COORTE multicéntrico MAL-ED, ¢
investigar se o tratamento com glutamina reverte as alteracdes causadas. Para induzir a
desnutricdo experimental, camundongos C57BL/6 machos (21 dias de idade) foram
alimentados com a dieta MAL-ED por 12 dias. Como tratamento, a glutamina foi usada
continuamente (com uma concentra¢do final de 31,4 mM na agua de beber) por cinco
dias, iniciando no oitavo dia apo6s o inicio da dieta. Outro grupo de animais recebeu a
mesma concentracdo de glicina isonitrogénica, para investigar se os resultados
encontrados no tratamento com glutamina foram causados pelo aumento dos niveis de
nitrogénio. Nos dias 0, 7 e 12 do protocolo experimental, a composi¢dao corporal e o
desenvolvimento corporal foram mensurados. A funcdo de barreira intestinal foi
mensurada utilizando parametros eletrofisiolégicos de Diferenga de Potencial (DP),
Corrente de Curto-Circuito (CCC) e Resisténcia Transepitelial (Rt) basais, bem como na
absor¢ao de glicose, glutamina e alanil-glutamina. Camundongos submetidos a dieta
MAL-ED apresentaram redu¢do da massa gorda, ganho de peso e crescimento corporal.
As andlises realizadas no sistema automatizado de Camaras de Ussing (SCU) indicaram
aumento da Rt frente a concentragdes cumulativas de glutamina e alanil-glutamina, o que
sugere baixa absor¢do desses substratos nos animais que consumiram a dieta MAL-ED.
Por outro lado, o tratamento com glutamina reverteu a perda de peso, promoveu melhora
no crescimento corporal e aumentou a Rt basal, além de melhorar a fun¢do da barreira
epitelial intestinal nos animais que consumiram a dieta MAL-ED. De acordo com os
achados do presente estudo, a dieta MAL-ED causa alteracdes na barreira gastrointestinal
e evidenciou-se o uso da glutamina como um novo mecanismo para melhorar o ganho de
peso e o crescimento de animais desnutridos, por meio da restauracdo da funcdo da
barreira epitelial intestinal.

Palavras chaves: Barreira intestinal; Camara de Ussing; Desnutricdo; Permeabilidade
intestinal.



ABSTRACT

Child malnutrition is considered a serious public health problem as it is associated with
high mortality rates, cognitive and growth deficits. The use of translational preclinical
models is essential for the search for more appropriate treatments and is important to
reduce the morbidity associated with malnutrition. Therefore, the objective of this work
was to evaluate the intestinal epithelial barrier function of mice subject to an animal model
of acute malnutrition based on the complementary diet of children with malnutrition
described in the MAL-ED multicenter COHORT study and to investigate whether
treatment with glutamine reverses the changes caused. For the induction of experimental
malnutrition, male C57BL/6 mice (21 days old) were fed the MAL-ED diet for 12 days.
As a treatment, glutamine was used continuously (final concentration of 31.4 mM in
drinking water) for five days, starting on the eighth day after starting the diet. Another
group of animals received the same concentration of isonitrogenic glycine, to investigate
the results found in glutamine treatment were caused by increased nitrogen levels. On
days 0, 7 and 12 of the experimental protocol, body composition and body development
were measured. The intestinal barrier function was measured using electrophysiological
parameters of Potential Difference - DP, Short Circuit Current - Isc and Transepithelial
Resistance - Basal Rt and absorption of glucose, glutamine, and alanyl-glutamine. Mice
subjected to the MAL-ED diet showed a reduction in fat mass, weight gain, and body
growth. The analyzes in automatized Ussing Chamber System (UCS) showed an increase
in Rt in relation to the cumulative concentrations of glutamine and alanyl-glutamine,
reducing the low absorption of substrates in animals that consumed the MAL-ED diet.
Treatment with glutamine reversed weight loss and promoted improvement in body
growth, an increase in basal Rt and an improvement in the intestinal epithelial barrier
function in animals that consumed the MAL-ED diet. According to the findings of the
present study, the MAL-ED diet causes changes in the gastrointestinal barrier.
Furthermore, it demonstrated the use of glutamine as a new mechanism for effectiveness
in improving weight gain and growth in malnourished animals by restoring the function

of the intestinal epithelial barrier.

Keywords: Intestinal Barrier; Intestinal Permeability; Malnutrition; Ussing Chamber.
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1. INTRODUCAO
1.2. Desnutricao

A Organizagao Mundial de Saude (OMS) define ma nutri¢do como a insuficiéncia,
excesso ou desequilibrio no consumo de energia e/ou nutrientes (WHO, 2006). Essa
condicdo ¢ classificada em trés principais categorias: desnutri¢cdo, excesso de peso e
desnutricdo relacionada a micronutrientes. A desnutricdo, por sua vez, pode ser
subdividida em desnutricdo aguda (conhecida como wasting em inglés), desnutri¢do
cronica (stunting em inglés) e subnutricdo (underweight em inglés). Ja o excesso de peso
engloba o sobrepeso, a obesidade e doencas ndo transmissiveis relacionadas a dieta, tais
como doencas cardiovasculares, diabetes e alguns tipos de cancer. A desnutri¢do
relacionada a micronutrientes abrange a deficiéncia de micronutrientes, como a caréncia
de vitaminas e minerais essenciais, assim como o excesso desses elementos (BOSWELL,
2021; IDDRISU et al., 2021; WHO, 2021).

O diagnostico de desnutrigdo infantil pode ser realizado por meio de varias
abordagens. Entre elas, estdo a avaliacdo dos indices antropométricos, como o escore Z,
o indice de massa corporal (IMC), as dobras cutaneas ou a circunferéncia do brago médio.
Além disso, sdo considerados indicadores bioquimicos, como a albumina plasmatica, e
sinais clinicos, como a reten¢do de liquidos, alteragcdes no cabelo ou na pele (OMS, 2006).

Os indicadores antropométricos apresentam vantagens, sendo métodos nao
invasivos e com sensibilidade para detectar todos os tipos de desnutri¢ao. Por outro lado,
os métodos bioquimicos e os sinais clinicos requerem um grau mais acentuado de
desnutri¢ao para que o resultado seja validado (OMS, 2006). Por exemplo, a presenca do
sinal clinico de retencdo de liquidos indica desnutricdo grave causada pela
hipoalbuminemia resultante da deficiéncia proteica (ARCIERI et al., 2021;
COULTHARD, 2014).

O escore Z ja foi considerado o padrdo principal para o diagnostico da desnutrigdo
infantil, permitindo a distingdo entre os diferentes tipos de desnutricdo e o grau de
gravidade (Tabela 1). No entanto, a Sociedade Americana de Nutri¢do Parenteral e
Enteral e a Academia de Nutri¢ao e Dietética apresentaram uma nova série de indicadores
de diagnostico de desnutri¢cdo na populacdo pediatrica com idades de 1 més a 18 anos,

com o objetivo de padronizar o diagnostico em todo o mundo. Esses novos indicadores
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foram implementados e validados na pratica clinica (BECKER et al., 2015).

O diagnostico de desnutri¢do infantil pode ser realizado com base em um Unico
ponto de dados ou por meio da comparagdo de dois pontos de dados. No primeiro caso, o
diagnostico pode ser estabelecido utilizando o escore Z em parametros como peso para
altura, indice de massa corporal (IMC) para idade, comprimento/altura para idade ou
circunferéncia do braco médio. Ja na abordagem com dois pontos de dados, o diagndstico
pode ser feito com base nos seguintes critérios: velocidade de ganho de peso (para
criangas com menos de 2 anos de idade), percentual de perda de peso (para criangas entre
2 e 20 anos de idade), desaceleracdo do escore Z de peso por comprimento/altura e
ingestdo inadequada de nutrientes. Ambos os métodos utilizam pontos de corte

especificos para determinar a gravidade da desnutri¢do no paciente (BOUMA, 2017).

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

Diagnéstico Escore Z

Desnutrigdo aguda peso para altura (WHZ, do inglés weigth-heigth Z escore)
Desnutrigdo cronica altura para a idade (HAZ, do inglés heigth-age Z escore)
Subnutri¢do peso para a idade (WAZ, do inglés weigth-age Z escore)
Gravidade Desvio padrao*

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

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

Grave Escore Z <-3,0

Fonte: WHO, 2006; RIBEIRO, 2022.
Nota: desvio padrao de referéncia da WHO (1999).

O Escore Z ¢ considerado o desvio do valor de um individuo em relagao ao valor
da mediana de uma populacdo de referéncia, dividido pelo desvio padrdo da populagdo
de referéncia, ou sendo transformado para distribuigdo normal (WHO, 2006). Em termos
praticos, o escore z corresponde ao nimero de desvios-padrdao que o dado analisado esta
distante de sua mediana de referéncia e varia de -3 a +3. A OMS recomenda a utilizagao
do escore z nas relagdes de peso-para-idade e estatura-para-idade, em relagdo aos valores
obtidos na populacido de referéncia do Centro Nacional de Estatistica em Saude dos
Estados Unidos (NCHS — National Center for Health Statistics). O ponto de corte fica
entre escore Z < -2, que significa 2 desvios padrdo abaixo da média da populacido de

referéncia, sendo que na desnutrigdo aguda o peso-para-idade e peso-para-estatura
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apresenta escore Z < -2, e na desnutricdo grave tem escore Z < -2 para o indice estatura-
para-idade.

Ja na desnutri¢do aguda ou cronica, o escore Z para peso-para-estatura ou estatura-
para-idade fica entre escore Z < -1 para desnutricdo aguda e escore Z < -2 para desnutri¢cao
cronica (DE ONIS; HABICHT, 1996; WHO, 2006).

Quanto aos tipos de desnutricdo, de forma geral, a desnutricio aguda estad
relacionada a ocorréncia, de forma recente e severa, de perda de peso por deficiéncia
nutricional ou em decorréncia de alguma enfermidade, como doencas infecciosas, por
exemplo (IDDRISU et al., 2021; WHO, 2021). Em quadros graves de desnutri¢ao aguda,
o risco de mortalidade aumenta consideravelmente e seus efeitos podem durar vérios
meses, quando o tratamento ¢ ineficaz ou inexistente (ADEGOKE et al., 2021; ISANAKA
et al., 2011; KEBEDE, 2022).

Ja no contexto de desnutri¢cao cronica, a causa normalmente esta relacionada a
condi¢des socioecondmicas precdarias, que envolvem a saide da mae, seu estado
nutricional durante a gestacdo e amamentagdo, bem como a ocorréncia frequente de
doencas, maus cuidados nutricionais ou inadequados na primeira infancia (WHO, 2021).
Mesmo ndo possuindo um alto risco de mortalidade como na desnutricdo aguda, a
desnutricdo cronica, quando manifestada nos primeiros 1000 dias de vida, tem sido
relacionada com déficit cognitivo, obesidade e sindromes metabdlicas na vida adulta
(ALAM et al., 2020; BARTELT; BOLICK; GUERRANT, 2019; DEBOER et al., 2013;
TICKELL; ATLAS; WALSON, 2019).

A desnutri¢do também pode estar associada a caréncia de micronutrientes, sendo
o iodo, ferro e vitamina A considerados os mais significativos em termos de impacto na
saude publica global. Essa deficiéncia representa uma grande ameaca a saude,
especialmente para criangas ¢ mulheres gravidas em paises pouco desenvolvidos e com
distribui¢dao de renda insuficiente. Resultados encontrados em outros estudos revelaram
que uma densidade adequada de macronutrientes ¢ micronutrientes na alimentagdo
complementar pode reduzir a ocorréncia de disfungdo entérica ambiental, também
conhecida como enteropatia ambiental, e melhorar a fungdo de barreira intestinal. Essas
condi¢des contribuem para o desenvolvimento de desnutricdo em varias partes do mundo
(BLACK et al., 2008; COSTA et al., 2020; MACIEL et al., 2021; MCCORMICK et al.,
2019; WHO, 2021).
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1.2.1. Epidemiologia da desnutricdo aguda

A disponibilidade de dados epidemiologicos sobre a desnutricdo infantil nos
ultimos anos tem sido limitada devido, principalmente, ao isolamento social causado pela
pandemia da COVID-19. No entanto, o mundo enfrenta uma grave crise global, com
alguns paises, incluindo o Brasil, retornando ao mapa da fome. Em 2021,
aproximadamente 828 milhdes de pessoas em escala mundial estavam vivenciando
subnutrig¢do cronica, e cerca de 193 milhdes de pessoas sofriam de subnutricdo aguda em
53 paises. Além disso, cerca de 641 milhdes de pessoas enfrentavam inseguranga
alimentar em 88 paises (WORLD FOOD PROGRAMME, 2023).

Quanto a desnutricdo infantil, o ultimo relatério divulgado pelas autoridades
competentes registrou que aproximadamente 45,4 milhdes de criangas menores de 5 anos
foram afetadas por desnutricdo aguda, sendo que cerca de 13,6 milhdes delas
apresentaram casos graves. Essa estimativa mais recente sobre a prevaléncia da
desnutrigdo infantil indica que a Asia e a Africa continuam sendo os continentes mais
afetados, seguidos pela América Latina/Caribe e Oceania (UNICEF/WHO/WORLD
BANK GROUP, 2023; WHO, 2021).

Em 2020, aproximadamente 31,9 milhdes de criangas menores de 5 anos foram
afetadas por desnutri¢do aguda moderada a severa na Asia. Dentre essas, 10,3 milhdes
foram diagnosticadas com desnutricdo aguda grave. A maior prevaléncia de casos de
desnutri¢do aguda na Asia foi registrada no Sul da Asia, com cerca de 25 milhdes de
criancas afetadas (14,1%), conforme mostrado na Figura 1 (UNICEF/WHO/WORLD
BANK GROUP, 2023).

No Brasil, segundo dados analisados pelo Instituto Desiderata, utilizando o Escore
Z, e apresentados no Panorama da Obesidade de Criangas e Adolescentes, os quais foram
coletados no Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional (SISVAN) do Ministério da
Saiude e divulgados pela Agéncia Brasil de Comunicagdo, o indice de desnutricdo em
criangas aumentou entre os anos de 2015 e 2021. Inicialmente, houve uma queda de 5,2%
em 2015 para 4,8% em 2018, seguida por um aumento para 5,6% em 2019 e alcangando
5,3% em 2021, entre os grupos etarios acompanhados pelo Sistema Unico de Satde (SUS).
Quando considerado o grupo de meninos negros, esse indice aumenta em 2 pontos

percentuais, alcangando o 4pice de 7,5% em 2019 (BRASIL, 2022).
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Figura 1 — Prevaléncia mundial de desnutri¢cao aguda infantil
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Fonte: Adaptado de UNICEF; WHO; WORLD BANK GROUP (2023).

1. Os dados dos paises sdo as estimativas de pesquisa disponiveis mais recentes entre 2012 ¢ 2022; as
excecdes, onde sdo mostrados dados mais antigos (2000-2011), sdo indicadas com um asterisco (*) e onde
apenas dados anteriores a 2000 estdo disponiveis, a nota de rodapé 1 ¢ usada, indicando que ndo ha dados
recentes. 2. Asia Oriental, excluindo o Japdo. 3. Oceania, excluindo Australia ¢ Nova Zelandia. 4. A
estimativa sub-regional da América do Norte ¢ baseada apenas em dados dos Estados Unidos. Nao ha
estimativa disponivel para as sub-regides da Europa ou Australia e Nova Zelandia devido a insuficiente
cobertura populacional. Esses mapas sdo estilizados ¢ ndo estdo em escala; eles ndo refletem uma posigao
do UNICEF, OMS ou Grupo do Banco Mundial sobre o status legal de qualquer pais ou territorio ou a
delimitacdo de quaisquer fronteiras.

Um estudo recente aponta que a pandemia de COVID-19 pode ter exacerbado essa
estimativa de desnutri¢do aguda em 14,3%, apesar de os efeitos da pandemia ndo estarem
totalmente quantificados. Além disso, pouco se sabe qual serd o impacto que a crise
econdmico-social gerada pela pandemia de COVID-19 tera na desnutri¢do crdnica
infantil nos proximos anos (HEADEY et al., 2020).

Os gastos gerados na tentativa de reverter e tratar os danos causados pela
desnutri¢do infantil geram um enorme impacto na economia da populacdo. Estima-se que
até US$ 3,5 trilhdes sejam gastos por ano, o que equivale a US$ 500 por individuo
(BEAUDREAULT, 2019; GLOPAN, 2022), abrangendo custos de internagdes e
tratamentos. Além disso, hd impactos como baixo rendimento escolar e qualificacio
profissional, que levam a um déficit na produtividade na vida adulta devido a esses fatores
¢ a ma condigdo fisica(GRANTHAM-MCGREGOR et al.,2007; VICTORA et al., 2008).

Cada vez mais, reconhece-se que fatores ambientais e dietéticos tém uma
influéncia significativa na composicdo e funcdo da microbiota intestinal durante a

infancia. Em regides com alta prevaléncia de desnutri¢do infantil, além das variagdes nos
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pardmetros antropométricos, como peso e/ou altura para idade, ¢ possivel observar
divergéncias na composicdo da dieta complementar consumida nessas areas, em
comparagdo com locais onde a desnutri¢do infantil ¢ menos comum. Ao mesmo tempo,
podem surgir semelhancas no perfil nutricional da dieta entre paises afetados pela
desnutricdo infantil. Dietas consumidas por criancas de paises pobres e em
desenvolvimento, baseadas em plantas com pouco consumo proteico, como a consumida
no Myanmar (HLAING et al., 2016), ou baseadas em cria¢ao e pesca como no Camboja
(SKAU et al., 2014), na Indonésia (FAHMIDA et al., 2015) e na Guatemala (USAID;
FANTA; FHI, 2014), onde além da reducdo caldrica e proteica no consumo, ainda
apresentam baixa quantidade de vitaminas e minerais na composi¢do. Pesquisas
demonstraram que criangas desnutridas apresentam uma maior presenga de
enteropatdgenos, € quanto maior o nimero de patogenos identificados nas fezes, menores
sdo os escores Z de peso para idade e altura para idade (DE FILIPPO et al., 2010;
KOTLOFF, 2017; PLATTS-MILLS et al., 2017).

Diante da complexidade da desnutricdo e das limitagcdes éticas para ensaios
clinicos em seres humanos, diversos modelos animais tém contribuido para o
entendimento da fisiopatologia associada a diferentes defici€éncias nutricionais (PARK et

al.,2017; PINHEIRO et al., 2013; SAMPAIO et al., 2016).

1.2.2. Modelos experimentais de desnutri¢cdo: importincia e limitagcoes

Os modelos experimentais que induzem desnutri¢do tém sido fundamentais para
a compreensdo dos efeitos da deficiéncia proteica, energética e de micronutrientes
especificos no desenvolvimento saudavel (Tabela 2). Um dos enfoques ¢ o uso de
modelos de restricao calorica (Tabela 2), que sdo relevantes para demonstrar os impactos
da caréncia energética em diversos sistemas corporais, incluindo o comprometimento da
funcdo imunolodgica, frequentemente observado em criangas desnutridas (IBRAHIM et
al., 2017).

Os modelos animais mais frequentemente utilizados sdo aqueles de deficiéncia
proteica, uma vez que a desnutricdo energético-proteica e a desnutricdo aguda tém alta

prevaléncia em paises em desenvolvimento e estdo associadas a altas taxas de mortalidade
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infantil (NGO; ORTIZ-ANDRELLUCCHI; SERRA-MAJEM, 2016). A dieta com apenas
2% de proteina tem sido empregada em alguns estudos para avaliar os efeitos na barreira
morfofuncional, no sistema imunoldégico e no metaboloma (MAYNERIS-PERXACHS et
al., 2016; SANTOS et al., 2016), além de induzir modelos de desnutri¢cao e infecgao por
patdgenos especificos (GIALLOUROU et al., 2018).

A recomendacdo da WHO (World Health Organization) e da FAO (Food and
Agriculture Organization) quanto ao consumo didrio de proteinas ¢ de 15 a 20% nos
primeiros 24 meses de vida (BUDHATHOKI et al., 2019; FAIZAN; ROUSTER, 2023;
GARCIA-IBORRA et al., 2023; HORNELL et al., 2013). Diante disso, dietas como a
Dieta Basica Regional (DBR) com 7% de proteina t€ém sido amplamente utilizadas para
demonstrar a relagdo entre a dieta e a exposi¢do a uma microbiota especifica para o
desenvolvimento da enteropatia ambiental e suas consequéncias (Tabela 2) (BROWN et
al., 2015).

Além disso, modelos experimentais de deficiéncia de micronutrientes sdo
importantes para compreender o papel desses nutrientes no desenvolvimento saudavel.
Entre eles, a deficiéncia de zinco se torna um alvo devido a sua alta prevaléncia em
criancas lactentes de paises de baixa renda, além de estar relacionada ao crescimento
prejudicado, anomalias neuronais, anemia ferropriva e doencas cardiovasculares
(AHSAN et al., 2021). Até 0 momento, nenhum modelo animal de desnutricdo avaliou a
associacdo entre a deficiéncia de macronutrientes e zinco.

Dentre os quatro modelos de dieta baseados na composi¢ao alimentar de
populacdes de regides especificas, destacam-se a DBR (Tabela 2), a dieta de milho
vegetal e a dieta M8. A DBR ¢ uma dieta frequentemente utilizada em experimentos com
animais, que mimetiza a composicao alimentar da regido semiarida do Brasil. Possui
menor teor de proteina (7%) e lipideos (5%), além de maior quantidade de carboidratos
(88%), em comparagdo com a dieta controle, que consiste de 65% de carboidratos, 20%
de proteina e 15% de lipideos (TEODOSIO et al., 1990).

A dieta de milho vegetal (Tabela 2) foi desenvolvida com base nos alimentos mais
consumidos por criangas com kwashiorkor no Malawi. Essa dieta apresenta uma redugao
de 35% na proteina, 47% nos lipideos, um acréscimo de 134% de carboidratos e 53% de

fibra (FOLLIS, 1957).
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Por sua vez, a dieta M8 (Tabela 2) foi elaborada com base nos alimentos mais
consumidos pela populacdo do Malawi; possui menor teor de proteina (4,36%) e lipideos
(3,66%), e mais carboidratos (26,1%). Além de incluir no teste a influéncia de fibras
(4,79%) (BLANTON et al., 2016).

A dieta MAL-ED (Tabela 2), ¢ derivada de um estudo recente que quantificou a
energia, macronutrientes e micronutrientes da dieta complementar de criangas desnutridas
de sete paises de baixo poder socioeconOmico, pertencentes ao estudo coorte de
desnutri¢dao e infeccao entérica (MAL-ED, do inglés Malnutrition - Enteric Diseases).
Em sua composi¢do centesimal, a dieta MAL-ED apresenta -8.03% de energia, -37.46%
de proteina, -24.20% de lipideos, -10.83% de zinco, +5.93% de carboidratos e +45.17%
de fibra, em comparagdo com a dieta controle. Esta tltima contém 391.69 Kcal, 21,25 g
de proteinas, 6,57 g de lipideos, 35 mg de zinco, 61,89 g de carboidrato e¢ 2,9 g de fibra
em sua composicao (MACIEL et al., 2021; RIBEIRO, 2022).



30

Tabela 2 — Modelos experimentais de deficiéncia nutricional e efeitos nos parametros corporais, intestino, sistema imunolédgico e demais sistemas

Modelo pré-clinico P:Jf“;i:;gs Intestino Sistema imunolégico Demais sistemas corporais Referéncia
Restri¢ao calorico
-50% de energia Redugdo do peso - - Aumenéc;;iﬁezsg(i)edade ) JAle\TOC(*);?t -
-30% de energia Redugdo do peso ALY alteroillll z: g[?;r;}eabilidade I:iz?élriigoiosen}\lf\?? - PAN et al., 2018
-25% de energia Redugéo de peso - Atrofia do timo Aggiﬁ?cgg[segzzis NUN2%ZI3et al,
-15% de energia Redugido de peso - I\I/{[Eédlll-glagodgsgg:i‘:)eésn%es - PARngle; all,

adipécitos

Deficiéncia proteica

0% de proteina - = -
0,7% de proteina - - -

Diversidade da microbiota mais BARTEL et al.,

2% de proteina- Aumento de MPO e alta: expansdo de 2017,
desnutriciao pos- Reducdo de peso - linocalina-2 nas fezes Verrucomicobria, perda de MAYNERIS-

desmame P abundancia de Firmicutes e PERXACHS et

permanéncia de Bacteroidetes al., 2016
Aumento de permeabilidade
4% de proteina- a pequenas moléculas no ileo Reduciio dos niveis plasmaticos EYZAGUIRRE-
desnutricio pos- Redugio de peso e c6lon e diminuicao da - ¢ IS P VELASQUEZ
~ . de zinco
desmame expressao de ocludina nos etal., 2017
mesmo segmentos
Aumento de dissacaridades
[ z _ : 8 o
6% d? Erotelna et 6k 3650 1o no 1ntest1~n0, aumento da PINHEIRO et
desnutricio materno- nascimento expressdo de SGLT-1, - - al. 2013
fetal GLUT-2 e PEPT-1 no 2
duodeno
Sem atrofia de vilos,
Dieta semelh.allte a .lndIC?.thO Qe dago a BROWN et al.,
DBR - desnutriciao pos - integridade intestinal, - -
. 2015
desmame aumento de claudina-2 e

reducdo de ZO-1




Deficiéncia de zinco

0% de zinco

Reduziu o peso
apenas de animais
infectados

Reduziu o peso de
animais infectados

Presenca de diarreia, reduziu

vilo/cripta e aumentou
mucina no ileo, quando
infectado por EAEC

Diarreia, aumento de
secre¢do de muco,

embotamento de vilos no ileo

¢ aumento de infiltrado
celular, edema e secregdo de
muco no célon, quando
infectados por
Campylobacter jejuni

Aumento de KC e MCP-1 e
reducdo de TNF-a, IL-1B,
IL-6, IL-23a e Csf3 quando
infectado por EAEC

Aumento de lipocalina-2 e
MPO no ileo, quando
infectados por
Campylobacter jejuni

Aumento de suscetibilidade a
infec¢do por EAEC

Aumento de metabolitos
associados a inflamagdo e estresse
oxidativo, quando infectados por
Campylobacter jejuni

BOLICK et al.,
2014

GIALLOUROU
etal., 2018

< 1,5 ppm de zinco

Nao alterou o peso

Fator de risco para doenga
hepatica alcodlica

ZONG et al.,
2013

<2 ppm de zinco

Nao alterou o peso

Reduziu o peso de
animais infectados

Diarreia, fezes com sangue,
maior colonizagdo no cdlon,
sem aumentar os escores
histopatologicos, quando
infectados por Shigella
flexneri

Sem inflamacgéo

Aumento de lipocalina-2,
MPO, TNF-a e IL-10 no
ceco, quando infectados por
Shigella flexneri

Alteragdes menos pronunciadas
na microbiota e metaboloma que
dieta deficiente em proteina (2%)

Aumento de suscetibilidade a
infecgdo por Shigella flexneri

MAYNERIS-
PERXACHS et
al., 2016

QS MEDEIROS
etal., 2019

30 mol/kg

Retardo do
crescimento

VAN WOUWE;
VELDHUIZEN,
1996
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Baseadas na

composicao alimentar

de populacdes

DBR- desnutricao
materno-fetal e pos-
desmame

Redugdo do peso e
menor ganho de peso

Redugdo do peso e
menor ganho de peso

Aumento da profundidade de
criptas no jejuno e redugdo de
células caliciformes, aumento
de transloca¢do de bactérias

Atrofia de cripta; redugdo da
corrente curto-circuito basal
no ileo; aumento dos niveis
de transcritos de PEPT-1,
SGLT-1, claduina-2 e
ocludina e redu¢do dos niveis
de SN2
Redugdo da expressao de
claudina-3 no jejuno; atrofia
de vilos e criptas no jejuno;
reducgdo da resisténcia
elétrica basal; indicativo de
dano a integridade intestinal

QUEIROZ et
al., 2014

SAMPAIO et
al., 2016

UENO et al.,
2011

Milho vegetal

Reducio de peso e
menor crescimento

Embotamento de vilos e
criptas

Esteatose hepatica e edema
bilateral

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

FOLLIS, 1957

M8

Dieta MAL-ED

Fonte: RIBEIRO, 2022.

Menor peso € menor
massa magra

Redugdo de peso,
menor ganho de peso
€ menor crescimento

Aumento da permeabilidade
paracelular, dano na barreira
epitelial intestinal, reducédo da
area absortiva, aumento da
area intestinal e maior
transcricdo de RNAm de
FATCD/36

Microbiota imatura (22 espécies),

predominancia de Clostridium
neonatale

BLANTON et
al., 2016

RIBEIRO, 2022

Sumarizacao dos resultados encontrados para as diferentes dietas experimentais indutoras de desnutri¢ao nos diversos sistemas corporais.
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1.2.3. A busca por tratamentos eficazes

A busca por alternativas eficazes no tratamento da desnutricdo € constante, dada
a importancia dessa condi¢do para o desenvolvimento saudavel. Blanton et al. (2016)
demonstraram que o transplante de microbiota de criangas desnutridas foi capaz de
induzir desnutricdo em camundongos germe free, enquanto a suplementa¢ao com cinco
bactérias da microbiota de criangas saudaveis (Faecalibacterium prausnitzii
Ruminococcus  gnavus, Clostridium nexile, Clostridium symbiosum, Dorea
formicigenerans) melhorou a taxa de crescimento e as alteragdes metabdlicas nos animais
desnutridos pela dieta MS8. Outro estudo demonstrou que a administracdo de
Lactobacillus plantarum foi capaz de manter o crescimento em animais desnutridos,
reduzindo a sensibilidade ao hormdnio do crescimento induzida pela desnutricao cronica
(SCHWARZER et al., 2016).

Nutrientes especificos, como a glutamina isolada ou combinada com zinco e
vitamina A, sdo considerados boas alternativas para prevenir a ruptura da fungdo de
barreira epitelial intestinal e melhorar o crescimento de criangas desnutridas (LIMA et
al., 2014). O tratamento com zinco em camundongos desnutridos melhorou o ganho de
peso, reduziu os escores de diarreia induzida por lactose, diminuiu a translocacio
bacteriana e reduziu os niveis de citocinas IL-1B e TNF-a para os niveis de controle (DE
QUEIROZ et al., 2014). Mais recentemente, um estudo identificou desregulagdes
significativas no metabolismo de &cidos graxos em criangas com disfuncao entérica
ambiental, uma condicdo que resulta em déficit de crescimento, sugerindo que a
restauragdo da homeostase dos acidos biliares no intestino pode fornecer um novo alvo

para o tratamento da desnutricao (ZHAO et al., 2021).

1.3. Glutamina

4

A glutamina é um aminoacido ndo essencial, o que significa que pode ser
sintetizado em quantidades necessarias para o consumo didrio. No entanto, em certas
condi¢des, pode ser considerado essencial, sendo entdo denominado condicionalmente
essencial (LACEY; WILMORE, 1990). A glutamina tem como precursores o glutamato,
pela via da glutamina sintetase (glutamato+amoénia+ATP) (HOLECEK, 2013).
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Com um peso molecular de 146,14 g/mol e composi¢ao de 41,09% de carbono,
6,09% de hidrogénio, 32,84% de oxigénio e 19,17% de nitrogénio (ROTH, 2008; SHAH;
WANG; MA, 2020; WERNERMAN, 2008), a glutamina esta presente em muitas
proteinas. Sua sintese diaria em humanos saudaveis varia de 40 a 80 g e representa cerca
de 20% do total dos aminoécidos livres do plasma, com concentragdes entre 0,5 a 0,9 mM
(ROTH, 2008; SHAH; WANG; MA, 2020; WERNERMAN, 2008). Descoberta como
aminoacido pela primeira vez por Hlasiwetz ¢ Habermann (1873), sugeriu-se que a
amoénia encontrada em hidrolisados proteicos resultava da liberagao de glutamina e
asparagina (HLASIWETZ; HABERMANN, 1873; LIMA, 2006). Hans Krebs, em 1935,
identificou as enzimas que catalisam a sintese e hidrolise de glutamina em tecidos,
utilizando rins de cobaias e ratos para este fim (KREBS, 1935).

A concentragdo sérica de glutamina, apesar de naturalmente alta, ¢ altamente labil,
diminuindo rapidamente em situagdes de estados catabdlicos, doengas graves, pos-
operatdrio, infecgdes sistémicas e no caso de transplante de medula 6ssea. A reducdo dos
niveis séricos de glutamina durante estados catabolicos ¢ mais acentuada em comparacdo
com outros aminodcidos. Quando a demanda por glutamina excede sua producao natural
no organismo, seus niveis diminuem proporcionalmente a gravidade da doenga, como
observado na diminui¢do plasmatica em individuos com diabetes, obesidade e COVID-
19 (CRUZAT et al., 2018; KIM, 2011; MATSUYAMA et al., 2021).

Estudos em modelos animais sobre o metabolismo da glutamina em estados
catabolicos tém revelado que a reducao dos niveis plasmaticos e teciduais de glutamina
pode ser revertida através da administragdo de quantidades significativas desse
aminoacido em solugdes de nutri¢do parenteral. Isso resulta em beneficios, como aumento
do peso corporal, melhora no balango nitrogenado e aumento das células do epitélio
gastrointestinal (FUKATSU, 2019; STEHLE; KUHN, 2015; SUKHOTNIK; LEVI;
MORAN-LEY, 2023).

A glutamina desempenha um papel essencial em diversas células, atuando como
doador de atomos de nitrogénio durante a sintese de purinas, pirimidinas e amino-
agﬁcares(ARRIBAS-LOPEZ etal.,2021; MATSUYAMA et al., 2021). Além disso, esse
aminoacido assume uma funcao crucial como mediador em varias vias metabolicas em

diferentes tipos de células.
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No musculo esquelético, existem evidéncias que sugerem um possivel papel
regulatorio da glutamina, incluindo sua participagdo na sintese proteica e na inibi¢do da
degradagdo de proteinas. Adicionalmente, a glutamina ¢ o substrato mais importante para
a aminogénese renal (WEINER; VERLANDER, 2013), e desempenha a fungdo de
substrato para gliconeogénese e para a retengdo de amonia no figado (DURANTE, 2019;
FUKATSU, 2019; PERNA et al., 2019; SHAH; WANG; MA, 2020). Outra fungao
relevante da glutamina é servir como substrato primario para células de crescimento
rapido, como enterocitos, fibroblastos e linfécitos (ARRIBAS-LOPEZ etal.,2021; KIM,
2011).

1.3.1. Estrutura Molecular, Sintese e Metabolismo da glutamina

A glutamina apresenta em sua composic¢ao quimica dois atomos de nitrogénio: um
no grupo o-amino e outro no grupo amido, o que a categoriza como amino-amido-acido
e possibilita a execugdo de suas multiplas fungdes, tais como o transporte de nitrogénio
entre os tecidos, a atuacdo como substrato para aminogénese renal e seu papel como
precursora de nucleotideos e outras macromoléculas (CRUZAT et al., 2018).

Dentro das células, a regulacdo da sintese e hidrdlise da glutamina (GLN) ¢
realizada por duas principais enzimas intracelulares: a glutaminase (GA), que promove a
quebra do grupo amido terminal da glutamina, resultando na producao de glutamato e
amonia; e a glutamina sintetase (GS), dependente de ATP, que catalisa a biossintese de
glutamina a partir do glutamato e amdnia (Figura 2). A hidrélise da glutamina representa
o primeiro passo em sua utilizagdo, e o glutamato gerado nessa rea¢ao pode participar de
outras vias metabdlicas, especialmente na via que permite o consumo de glutamina no
ciclo do acido tricarboxilico. Essa reagdo de hidrdlise da glutamina ¢ crucial para a
liberagdo de amdnia nos rins e desempenha um papel importante na homeostase acido-
base, além de contribuir para a formacao de purinas e pirimidinas (CRUZAT et al., 2018;

HOLECEK, 2013).



36

Figura 2 — Sintese da Glutamina

Sintese da glutamina

Glutamina sintetase

Glutamato + NH; + ATP Glutamina + ADP + Pi

Glutaminase

Hidrdlise da glutamina

Fonte: Adaptado no BioRender.com (CRUZAT et al., 2018)

Legenda: Sintese e hidrdlise da glutamina. A glutamina ¢ principalmente sintetizada pela enzima
glutamina sintetase (GS) e hidrolisada pela enzima glutaminase (GLS). A GS catalisa a biossintese
da glutamina utilizando o glutamato e amoénia (NHs) como fonte. Nessa reacdo, um ATP ¢
consumido. O glutamato pode ser doado por muitos aminodcidos obtidos exogenamente (ou seja,
da dieta) e/ou provenientes do catabolismo de aminoacidos endogenos. Por outro lado, a GLS ¢
responsavel pela hidrolise da glutamina em glutamato e ion amoénio (NH4). Quase todas as células
do corpo expressam GS e GLS, e sua expressao ¢ atividade predominantes determinardo se o tecido
€ mais propenso a produzir ou consumir glutamina em condic¢des de satide e doenga.

A glutamina presente no sangue circulante ou proveniente da dieta ¢ absorvida
pelo enterdcito, onde pode ser metabolizada por duas vias principais. Uma dessas vias
resulta na formagao de D-pirrolina-carboxilato, enquanto a outra leva a producao de a-
cetoglutarato, que atua como intermedidrio no ciclo de Krebs. Na primeira via, ocorre a
sintese de prolina, ornitina e citrulina, que sao liberadas do intestino delgado,
correspondendo a cerca de 10% da glutamina utilizada. Outros 10-15% sdo incorporados
as proteinas teciduais, enquanto a maior propor¢ao (75%) ¢ metabolizada através do ciclo
de Krebs (Figura 3). Mais da metade (55%) dos carbonos da glutamina ¢ oxidada para
CO2, enquanto o restante ¢ utilizado para a producao de citrato, lactato, outros acidos
organicos ¢ glicose (CRUZAT et al., 2018; HOLECEK, 2013; SHAH; WANG; MA,
2020).



Figura 3 — Metabolismo da Glutamina
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Fonte: Adaptado no BioRender.com(HOLECEK, 2013)

Legenda: As vias do metabolismo da glutamina (GLN). O primeiro passo no catabolismo da GLN
¢ a perda do nitrogénio amidico e a conversdo em glutamato (Glu) por meio de reagdes de
glutaminase (GA) ou amidotransferase dependente de GLN. A amidotransferase possibilita que o
nitrogénio amidico da GLN participe da sintese de nucleotideos, aminoacidos (asparagina),
coenzimas (nicotinamida adenina dinucleotideo [NAD]) e agucares aminados (glucosamina). O
glutamato pode ser convertido em uma reagao de glutamato desidrogenase em a-cetoglutarato (o-
KG) e amonia, utilizados para a sintese de glutationa e metabolizados através de glutamato
semialdeido para formar prolina, ornitina, citrulina e arginina ou atuar como doador de grupo
aminado na sintese de alanina, aspartato ¢ serina. A amodnia produzida nas reagdoes de GA e
glutamato desidrogenase ¢ detoxificada no ciclo da ureia ou excretada pelos rins. O a-KG
produzido por reagdes de aminotransferase ou glutamato desidrogenase pode entrar no ciclo do
acido tricarboxilico (TCA) e servir como fonte do esqueleto de carbono para a sintese de glicose,
glutamato ou aspartato, e 0 NADH pode ser utilizado para a sintese de trifosfato de adenosina (ATP)
nas mitocondrias. 1, amidotransferase de GLN; 2, glutaminase; 3, glutamato desidrogenase; 4,
reacOes de aminotransferase. 3-PG, 3-fosfoglicerato; 4A/a, alanina; Arg, arginina; Asn, asparagina;
Asp, acido aspartico; Cit, citrulina; OA, oxalacetato; Orn, ornitina; Pro, prolina; Pyr, piruvato; Ser,
serina.

Estudos mostraram que o intestino remove até 25% da glutamina presente no

plasma, posicionando o intestino delgado como o local de maior importancia para o

metabolismo da glutamina. Suas observacdes identificaram a glutamina como a principal

fonte de energia para o enterdcito e como precursora de vias metabolicas essenciais,

especialmente aquelas que levam a sintese de ornitina, citrulina, prolina e arginina.
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Posteriormente, a glutamina foi reconhecida como um substrato respiratério mais
significativo para o enterocito do que a propria glicose, mesmo em animais recém-
nascidos (HOLECEK, 2013; KIM, 2011; KIM; KIM, 2017; SHAH; WANG; MA, 2020;
WEINER; VERLANDER, 2013; WERNERMAN, 2011).

Em 1996, o grupo de pesquisa da Unidade de Pesquisas Clinicas da Universidade
Federal do Ceara (UPC/UFC), em parceria com a Universidade de Virginia (UVA), EUA,
produziu, utilizando um método quimico, um composto contendo uma alta concentracao
de glutamina, conhecido como alanil-glutaminil-glutamina. Além disso, 0 mesmo grupo
desenvolveu um peptideo de cadeia longa, rico em glutamina e com adi¢do de arginina,
utilizando tecnologia de DNA recombinante (LIMA, 1998).

Diversas pesquisas tém confirmado os efeitos benéficos e de promocao do
crescimento da mucosa gastrointestinal decorrentes da suplementacdo de glutamina ou
dipeptideos de glutamina por via parenteral ou enteral. Esses efeitos incluem a redugao
da atrofia intestinal, aumento da densidade celular no intestino delgado e grosso, bem
como diminui¢do da permeabilidade intestinal e melhoria na fungdo de barreira epitelial
intestinal (CRUZAT et al., 2018; LIMA et al., 2005, 2014, 2007; STEHLE; KUHN, 2015;
VAN DEN BERG et al., 2006; WERNERMAN, 2008, 2011).

1.4. Barreira Morfofuncional Gastrointestinal e componentes extracelulares

Além de conectar a microbiota intestinal com os diversos sistemas internos do
hospedeiro, a barreira morfofuncional intestinal desempenha diversas e importantes
fungdes, como a digestdo e absor¢do de nutrientes, dgua e eletrdlitos (Figura 4).
Adicionalmente, contribui para a regulacdo da microbiota intestinal por meio da sintese e
liberacdo de peptideos antimicrobianos (ODENWALD; TURNER, 2013)

Conforme ilustrado na Figura 4, a barreira epitelial intestinal é composta por uma
unica camada de células colunares, localizada abaixo de uma camada de tecido conjuntivo
conhecida como ladmina propria, responsavel por nutrir as células epiteliais. Enquanto as
vilosidades sdo projecdes do epitélio em direcdo ao limen intestinal, as criptas sdo

invaginagdes epiteliais presentes na mucosa do intestino (PETERSON; ARTIS, 2014).
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Figura 4 — Arquitetura do epitélio do intestinal delgado e tipos de células presentes na
barreira epitelial intestinal
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Fonte: Adaptado no BioRender.com (PETERSON; ARTIS, 2014)

Desenho representativo e fotomicrografia da barreira morfofuncional intestinal. A) O esquema representa a
barreira epitelial intestinal, mostrando as vilosidades e criptas. Na base da cripta, encontram-se as células-
tronco, proximas as células de Paneth e células enteroenddcrinas. Além dessas células, os enterécitos, células
caliciformes e células enteroendocrinas também compdem essa barreira. As células caliciformes sao
responsaveis pela secrecdo de muco, enquanto as células enteroenddcrinas, de tamanho menor, secretam
diversos hormoénios intestinais. Ja as células de Paneth secretam peptideos antimicrobianos.

O epitélio intestinal passa por um processo continuo de renovagao, que pode levar
de 5 a 7 dias para ser concluido. Esse processo ¢ impulsionado pela atividade pluripotente
das células-tronco intestinais, localizadas na base das criptas. Essas células-tronco
proliferam, migram e se diferenciam em células absortivas ou células secretoras, como as
células caliciformes, células de Paneth ou células enteroendocrinas (Figura 4)

(PETERSON; ARTIS, 2014).
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Os enterdcitos, também conhecidos como células absortivas ou células colunares,
representam as células mais predominantes da barreira epitelial intestinal (Figura 4).
Entre suas principais fungdes, destacam-se as atividades digestivas e metabdlicas,
facilitadas pela presenca de microvilosidades em sua superficie apical (GHOSH et al.,
2021).

As células de Paneth estdo localizadas na regido inferior das criptas e
desempenham o papel de secretar peptideos antimicrobianos, como a lisozima e as
defensinas, que desempenham um papel na modulagdo da microbiota intestinal e na
protecdo do hospedeiro contra agentes patogénicos. Essas células também sintetizam wnt
e R-spondina, que contribuem para a atividade proliferativa das células tronco intestinais
(HAYASE et al., 2017).

As células caliciformes sdo responsaveis pela producao e secre¢do de mucinas,
glicoproteinas cujo objetivo ¢ lubrificar o epitélio intestinal e formar uma barreira que
previne o contato de particulas grandes, incluindo patégenos, com a camada de células
epiteliais (CROSNIER; STAMATAKI; LEWIS, 2006). Enquanto as células
enteroenddcrinas desempenham a fungdo de secretar diversos hormdnios intestinais,
como catecolaminas e peptideos (CROSNIER; STAMATAKI; LEWIS, 2006).

Além das células epiteliais, linfocitos intraepiteliais também podem ser
encontrados na barreira epitelial intestinal. Esses linfocitos estdo localizados acima da
membrana basal, mas subjacentes a jungdo firme, contribuindo para a resposta imune do
hospedeiro (TURNER, 2009).

A absorc¢do de nutrientes pela barreira epitelial intestinal ocorre por meio de duas
vias: (1) a via transcelular, mediada por canais e proteinas transportadoras presentes na
superficie celular, permitindo que as moléculas atravessem tanto a membrana apical
quanto a membrana basolateral; e (2) a via paracelular, que ocorre por meio das jungdes
apertadas (ou Tight junctions-TJs). (GENTON; CANI; SCHRENZEL, 2015; KEITA;
SODERHOLM, 2018; MADARA, 1991; ZHANG et al., 2020).

1.4.1. Morfologia da Barreira Gastrointestinal

Uma das principais caracteristicas morfologicas do intestino ¢ a existéncia de

vilosidades e criptas em sua arquitetura. As vilosidades se estendem para o lumen
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intestinal e sdo revestidas por uma unica camada de epitélio colunar que contém células
terminalmente diferenciadas. As criptas sdo invaginacdes epiteliais na mucosa do
intestino, responsaveis pelo potencial proliferativo deste tecido (ORIA; BRITO, 2016).

A medida que as células migram das criptas em dire¢do ao apice, elas se
diferenciam em enterdcitos abortivos ou células secretorias, como células caliciformes,
células de Paneth ou células enteroenddcrinas. Esse processo reduz o ritmo de
proliferacdo celular, levando a apoptose no apice da vilosidade (CROSNIER;
STAMATAKI; LEWIS, 2006). O complexo juncional apical € necessario para a formagao
da barreira epitelial (ODENWALD; TURNER, 2016).

As células absortivas sdo reconhecidas pela presenca de microvilosidades em sua
superficie apical, enquanto as células caliciformes, em formato de célice, se destacam
pela producao continua de mucina (uma glicoproteina) para lubrificar e proteger o epitélio
intestinal (CROSNIER; STAMATAKI; LEWIS, 2006). Ja as cé¢lulas de Paneth estao
localizadas na base das criptas e desempenham a funcdo de secretar proteinas
antibacterianas para proteger as células-tronco adjacentes (PETERSON; ARTIS, 2014).
As células enteroendocrinas, por sua vez, sdo responsaveis pela secre¢do de diversos
hormonios intestinais, incluindo catecolaminas (CROSNIER; STAMATAKI; LEWIS,
20006).

As células epiteliais intestinais interagem entre si através de trés complexos
juncionais: junc¢des firmes, junc¢des aderentes e desmossomos (Figura 5)
(KARCZEWSKI et al., 2010; TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001).

O epitélio intestinal, quando integro, ¢ composto por trés complexos juncionais:
jungdes firmes, juncdes aderentes e desmossomos, conforme ilustrado na Figura 5
(HOROWITZ, 2023). As jungdes firmes estao localizadas na regido apical dos enterdcitos
e tétm como fungdo principal regular a permeabilidade paracelular a solutos. Elas sao
constituidas por um complexo de diversas proteinas transmembranares, proteinas
citoplasmaticas e moléculas reguladoras (TURNER, 2009). Ja as jun¢des aderentes sdo
formadas por proteinas transmembranares chamadas de caderinas, distribuidas da
seguinte maneira: a cauda da E-caderina se liga a catenina-d1 e a B-catenina, que, por sua
vez, se liga a actina do citoesqueleto (TURNER, 2009). Esse complexo juncional ¢
responsavel pela adesdo entre as células epiteliais, e sua ruptura resulta na perda do

contato célula-célula e célula-matriz, bem como na perda da polarizagao celular, podendo
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induzir a apoptose prematura por sinalizacdo de células ineficazes (HERMISTON;

GORDON, 1995).

Figura S - Estrutura e morfologia da junc¢ao firmes
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Fonte: Adaptado de (HOROWITZ et al., 2023).
Estrutura ¢ morfologia da jungdo apertada. a) Micrografia eletronica de transmissdo mostrando a jungdo
firme, a jungdo aderente ¢ o desmossomo, que, juntos, compdem o complexo juncional apical. A jungdo
firme esta localizada logo abaixo da base das microvilosidades. A ampliacdo mostra a transi¢do do espago
luminal, entre as microvilosidades, para a jungdo firme, onde o espaco paracelular morfologicamente
detectavel ¢ obliterado. b) Esquema do complexo juncional apical mostrado na parte a, mostrando a
localizagdo das proteinas de juncdo firme zonula occludens 1 (ZO-1), ocludina, claudina-2 e outros
membros da familia claudina. A quinase 1 de cadeia leve de miosina longa (MLCK1) esta associada a actina
F perijuncional e é um regulador chave da permeabilidade das jungdes estreitas. ¢) Micrografia eletronica
de fratura por congelamento mostrando corddes de jungdo firme na base das microvilosidades apicais.

1.4.1.1. Jungoes Aderentes e Desmossomos

Fornecem as forcas adesivas necessarias para manter as interagdes célula-célula.
O componente mais conhecido das jun¢des aderentes sdo as caderinas — proteinas
transmembranares de uma Unica abrangéncia que interagem homotipicamente com a
porc¢do extracelular das caderinas nas células adjacentes. Na face citoplasmatica, as
caderinas interagem diretamente com a catenina p120 e a B-catenina, que por sua vez
interagem com a a-catenina. Entre outras funcdes, a a-catenina regula a montagem de
actina perijuncional, o que fornece mais resisténcia a essas estruturas. Além disso, a
jun¢do aderente € necessaria para a montagem eficiente da juncdo apertada, uma funcao
que estudos in vitro atribuiram a caderina epitelial (Ecadherin) e a a-catenina (Figura 6)

(ODENWALD; TURNER, 2017).
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Figura 6 - O complexo juncional apical da barreira epitelial intestinal

Fonte: Adaptado de (ODENWALD; TURNER, 2016)

O complexo juncional apical é necessario para a formagdo da barreira epitelial. A monocamada epitelial
intestinal separa o contetido luminal da 1dmina propria subjacente. a) Epitélio jejunal humano corado com
hematoxilina e eosina, mostrando células formando uma borda em escova da comunidade. Barra de escala
= 10pum. b) A microscopia eletronica de transmissdo do epitélio do intestino delgado mostra jungdes
intercelulares, uma borda em escova de microvilosidades e exclusdo de organelas da faixa densa de actina
cortical logo abaixo da borda em escova. Barra de escala = 500 nm. Detalhe: complexo juncional apical,
composto pela jungdo firme, jungdo aderente e desmossomo. Barra de escala = 200 nm. ¢) A microscopia
eletronica de varredura mostra a superficie da borda em escova continua do intestino delgado. Barra de
escala =2 um. Detalhe: Matriz de microvilosidades densamente compactadas. Barra de escala = 500 nm. d)
A microscopia eletronica de fratura por congelamento mostra fios de jungao rigida. Barra de escala = 100
nm. e) As células epiteliais sdo mantidas juntas e se comunicam por meio de jun¢des. Esquematico
representando proteinas transmembrana juncionais da jungdo firme (claudinas e proteinas MARVEL
associadas a jungdo firme, juncdo aderente (E-caderina) e desmossomo (desmogelina e desmocolina)
conectado ao citoesqueleto de actina via proteinas citosolicas (ZO1, cateninas e desmoplakin). Jun¢des
firmes e aderentes interagem com o citoesqueleto de actina e os desmossomos se conectam aos filamentos
intermediarios.

Os desmossomos formam estruturas que se conectam aos filamentos intermediarios do
citoesqueleto, proporcionando fortes ligacdes adesivas que mantém a proximidade celular e
servem como locais de comunicacdo intercelular. Recentemente, uma nova proteina humana
conhecida como zonulina foi identificada como moduladora direta da permeabilidade intestinal.
A expressao da zonulina de cadeia simples leva a ativagdo de moléculas de sinalizagao, como o
receptor de fator de crescimento epidérmico (EGR) e receptor ativado por proteinase 2 (PAR-

2), resultando no aumento da permeabilidade (ORIA; BRITO, 2016).
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1.4.1.2. Juncoes Firmes

As jungdes firmes estabelecem a formagao 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
orgaos e tecidos (ZIHNI et al., 2016). Essas jungdes sdo estruturas complexas e dinamicas,
que incluem mais de 40 proteinas transmembranares e proteinas citoplasmaticas capazes
de interagir com a célula adjacente (SCHNEEBERGER; LYNCH, 2004). Sao
constituidas por trés grupos de proteinas integrais de membrana — claudinas,
ocludinas e moléculas de adesdo juncional — além de um niimero consideravel de outras
proteinas citoplasmaticas acessorias, como as zonula occluden (ZO), cingulina e outras
proteinas guanilato-quinase associadas 8 membrana (ORIA; BRITO, 2016). As proteinas
transmembranares coordenam e refinam os transportes via para celular, proporcionando
assim uma barreira morfofuncional a diversas substancias e moléculas (CAPLAN, 2008;
TURNER, 2009).

As ocludinas, a familia de claudinas e a tricelulina sdo proteinas que contém
quatro alg¢as transmembranares e duas extracelulares, com os terminais N e C
citoplasmatico. As proteinas citoplasmaticas acessorias ZOs subdividem-se em ZO-1,
Z0O-2 e ZO-3 e conectam as proteinas transmembrenares ao citoesqueleto de actina
(Figura 6). Essa interagdo ¢ necessaria para a manutencao da integridade estrutural da
fungdo de barreira do epitélio intestinal (ORIA; BRITO, 2016; ZIHNI et al., 2016).

Podendo esta fun¢do ser comprometida por diversos estimulos fisiologicos e
patolégicos (CAPLAN, 2008; TURNER, 2009). As jungdes firmes, localizadas no local
de adesdo celular mais apical entre as células epiteliais, sdo criticas para a formacao da
barreira paracelular seletiva através das interagdes hemofilicas e heterofilicas com as
células adjacentes, que mantém a hemostase e determinam também o tamanho e a carga
das moléculas que podem passar seletivamente pela barreira (SUZUKI, 2012;
TOKUMASU; TAMURA; TSUKITA, 2017).

As principais proteinas transmembranares sdo as claudinas e as proteinas do
dominio MARVEL, que incluem as ocludinas, tricelulina e MARVEL3D (Figura 7)
(ZIHNI et al., 2016). O dominio MARVEL ¢ um moddulo hélice de quatro dominios

transmembranas, geralmente associado a microdominios de membrana ricos em
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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 adesdo 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).

As proteinas citosolicas, também conhecidas como proteinas de placas, formam
uma rede complexa que interage com os microtubulos, a actina e os dominios
citoplasmatico das proteinas transmembranares, como mostrado na Figura 7 (ZIHNI et
al., 2016). Essas proteinas citoplasmaticas sdo caracterizadas por possuirem dominios
PSD95-DIgA-Z0-1 (PDZ) e por regularem a fun¢do e a estrutura do complexo devido a
sua associacao com o citoesqueleto (SUZUKI, 2012; ULLUWISHEWA et al., 2011).

A regulacdo e interacdo das juncdes firmes com a actina € a miosina ocorre por
diversas proteinas de sinalizagdo, incluindo a proteina quinase C (PKC, do inglés protein
kinase C), as proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPK, do inglés Mitogen
Activated Protein Kinases), a miosina quinase de cadeia leve (MLCK, do inglés mitogen-
activated protein kinases) ¢ a familia Rho de pequenas GTPases (ULLUWISHEWA et al.,
2011). No intestino, existem diversas isoformas de PKC, como a PKC épsilon, que inibe
a secrecao de Cl” e a translocagao apical PKC alfa, que diminui a resisténcia transepitelial
(RT) (SONG et al., 2001). O MAPK ¢ estimulado por fatores de crescimento e estresse,
desempenhando um papel na prevengao da ruptura das jungdes sob estresse, como o gerado
pelo peréxido de hidrogénio (PLOTNIKOV et al., 2011).

As MLCK, por sua vez, regulam a contracdo do anel actina e miosina, e sua
inibi¢do previne o aumento da permeabilidade nas juncdes firmes (TURNER et al., 1997).
A familia Rho de pequenas GTPases regula a estrutura e funcdo das jungdes firmes,
desempenhando também um papel importante no anel de actomiosina perijuncional
(NUSRAT et al., 1995). A fosforilagdo das proteinas constituintes das juncdes firmes
influencia a fun¢do de barreira. Por exemplo, foi relatado que uma menor fosforilagdo de
Z0-1 em células de rim canino aumenta a resisténcia transepitelial (STEVENSON et al.,
1989). Além disso, a fosforilagao das ocludinas ¢ importante para a sua associacao nas

jungdes firmes (WONG, 1997).
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O transporte transcelular também pode ativar eventos de sinalizagdo intracelular
que regulam a funcdo de barreira das juncdes firmes. Isso ocorre quando as concentragdes
de nutrientes no limen excedem a capacidade dos cotransportadores apicais de nutrientes
e Na', como forma de amplificar a absor¢io transcelular de nutrientes (TURNER et al.,
2009). Nesse caso, o cotransporte de Na* e nutrientes desencadeia a contragdo do anel de
actomiosina perijuncional (MADARA; PAPPENHEIMER, 1987), por meio da ativagdo
de MLCK (TURNER et al., 2009). Dessa forma, as jungdes firmes apresentam uma ampla
diversidade de proteinas formadoras e uma regulacao extremamente complexa. Nesse
contexto, iremos focar em trés proteinas formadoras das junc¢des firmes: claudinas,

ocludinas e zonulas ocludens (ZO).

Figura 7 — Anatomia das jung¢des 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 juncgdes firmes. As proteinas
transmembranas estdo representados em cinza no lado esquerdo, dentre elas temos os fragmentos de
proteinas homoéloga 3 (CRB3); em seguida, as proteinas do dominio MARVEL, como a ocludina, tricelulina
e proteina contendo dominio MARVEL 3. As claudinas s@o representadas mais abaixo, seguidas da
substancia epicardica dos vasos sanguineos (SEVS) e as moléculas de adesdo juncional (JAMs) e outro tipo
de proteinas de adesdo. No lado direito, estdo representadas as proteinas citosolicas adaptadoras e ligantes
do citoesqueleto (ovais rosas) e bem como proteinas de polaridade (ovais azuis). As proteinas ligantes
representadas sdo: zonula ocludens (ZO) ZO1, ZO2 e ZO3; 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 jung8o estreita associada a PALS1
(PATJ). Alguns componentes de sinalizagdo associados a jungdes firmes (ovais laranjas) representadas sdo:
proteina quinase C atipica (aPKC); CDC42, RAC e RHOA, que sdo 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
ligagdo a acido ¢ mostrada (oval amarelo - ZONAB). A imagem também representa a associagdo das
proteinas citosdlicas 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 juncdes firmes.
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1.4.1.2.1. Ocludinas

A ocludina (do latim “occludere”, passagem restrita), uma fosfoproteina
tetraspanina (65 kDa), foi a primeira proteina a ser identificada nas jungdes firmes
(FURUSE et al., 1993). Ela possui quatro dominios transmembranais, ligados a duas alcas
voltadas para o meio extracelular, ricas em tirosina no dominio intracelular C-terminal e
N-terminal (SUZUKI et al., 2015; SUZUKI, 2012). As duas alcas 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, assegurando uma alta resisténcia
elétrica das monocamadas das células epiteliais e diminuicdo da permeabilidade
paracelular (PERSIDSKY et al., 2006; TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001). Sua funcao
deve ser vista mais em um contexto regulador do que como uma proteina estrutural
importante no estabelecimento das propriedades da barreira (PERSIDSKY et al., 2006).

No intestino, o nocaute de ocludina ndo afetou a densidade e organizagdao de
jungdes firmes, nem alterou a fungdo 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 inflamacdo e hiperplasia do epitélio gastrico, atrofia testicular e
perda de granulos citoplasmaticos da glandula salivar (SAITOU et al., 2000). Além disso,
o nocaute de ocludina tanto em células Caco-2, quanto em camundongos causam aumento
da permeabilidade paracelular a macromoléculas (AL-SADI et al., 2011). Um estudo
também mostrou que a suplementacdo de zinco durante quadros diarreicos melhorou os
escores fecais, diminuindo a permeabilidade intestinal associada ao aumento de ocludina
e Z0O-1 (ZHANG; GUO, 2009). Logo, esses trabalhos mostram um papel crucial dessa

proteina na integridade da barreira e montagem das juncdes firmes.

1.4.1.2.2. Claudinas

As claudinas (do latim c/laudere, fechar) compdem uma familia de 27 proteinas (20-
27 KDa) que possuem quatro dominios transmembranares, incluindo dominios C-

terminal e N-terminal citoplasmaticos (TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001). As alcas
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extracelulares das moléculas de claudinas estabelecem interacdes homofilicas ¢
heterofilicas com células adjacentes, criando uma barreira ou poro, via paracelular, para
a passagem seletiva de moléculas (ANDERSON; VAN ITALLIE, 2009; SUZUKI, 2020).
Elas desempenham um papel amplo no controle da adesao celular e nas caracteristicas da
barreira paracelular (TOKUMASU; TAMURA; TSUKITA, 2017). Dentre as proteinas
transmembranares formadoras de jungdes firmes, as claudinas tém um papel fundamental
na manuten¢ao e fun¢do desse complexo (WADA et al., 2013; SUZUKI et al., 2013).

Estudos prévios determinaram varios subtipos de claudinas que estdo envolvidos na
estrutura e funcionamento das juncdes firmes (TAMURA et al., 2011a; TOKUMASU;
TAMURA; TSUKITA, 2017; TSUKITA et al., 2008; TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001).

As claudinas identificadas até 0 momento possuem estrutura semelhante e padroes
de expressao diferentes, com caracteristicas seletivas de permeabilidade dependentes do
numero ¢ das posi¢des de aminoacidos carregados na primeira alga extracelular da
proteina conferem propriedade funcionais diferentes para as diferentes claudinas
(AMASHEH et al., 2009; RAHNER; MITIC; ANDERSON, 2001). Como exemplo, as
claudinas 2 e 15 que apresentam padrdes de expressao e fungao diferentes entre a infancia
e a vida adulta (TAMURA et al., 2011b; WADA et al., 2013).

Estas proteinas podem ser classificadas como formadoras de fun¢do de barreira,
diminuindo a permeabilidade paracelular; ou formadoras de poros, aumentando a
permeabilidade paracelular (ANDERSON; VAN ITALLIE, 2009; SUZUKI, 2012;
TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001). As claudina-1, -3, -4, -5,-8, -9, -11, e -14 sdo
exemplos de formadoras de barreira, enquanto claudina-2, -7, -12, e - 15 sdo formadoras
de poros (SUZUKI et al., 2014). Diferentes padroes de expressao de claudinas em 6rgaos,
tecidos e células epiteliais regulam sua variedade de fungdes (TOKUMASU; TAMURA,;
TSUKITA, 2017).

Claudinas formadoras de poros podem ser seletivas para cations ou anions. Por
exemplo, as claudina-2 e -12 sdo formadoras de poros seletivas para cations por
possuirem 3 e 4 aminoacidos carregados negativamente na sua primeira al¢a extracelular
(LU et al., 2013; SUZUKI, 2012). Em geral, os poros tém o didmetro 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 possuem uma distribuicio e

orientagdo de aminoacidos que impedem a permeabilidade de moléculas carregadas e ndo carregadas
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(LU et al., 2013; SUZUKI, 2012). Além disso, a fosforilacdo de claudinas parecem
desempenhar papel na localizacio e permeabilidade paracelular (SUZUKI, 2012).

Um estudo mostrou que a deficiéncia de claudina-1 gera uma perda severa de
fluidos e eletrolitos, culminando em mortalidade no prazo de 24 horas apds o nascimento
(FURUSE ef al., 2002). Além disso, a manutencdo adequada de claudina-2 e -15 sdo
cruciais para o retorno de Na* ao lamen intestinal, essencial para a adequada absorgdo de
glicose, de aminoacidos e de lipideos no intestino delgado (WADA et al., 2013). Diversos
estudos associaram ajuste de expressao de diferentes claudinas no intestino frente ao
desafio com dietas deficientes (BROWN et al., 2015; SAMPAIO et al., 2016; UENO et
al.,2011).

1.4.1.2.3. Moléculas de Adesdo Juncional

Sdo o terceiro grupo de proteinas que compdem o grupo de proteinas membranares
que estao envolvidas na construgdo das jungdes firmes. Sio membros da superfamilia das
imunoglobulinas (Ig) e apresentam peso molecular de aproximadamente 43 kDa
(ASSIMAKOPOULOS; PAPAGEORGIOU; CHARONIS, 2011; GONZALEZ-
MARISCAL et al., 2003). Trés membros desta familia (JAM-1, JAM-2 E JAM-3) ja
foram identificados e estruturalmente sdo constituidas por apenas um dominio
transmembranal, um dominio extracelular N-terminal e pelo pequeno terminal carboxilico

citoplasmatico (SUZUKI, 2012).

1.4.1.2.4. Zonulas ocludentes

As Zonulas ocludentes (ZOs) foram as primeiras proteinas especificas
identificadas das juncdes firmes e foram identificadas como, ZO-1 (~220 kDa), ZO-2
(~160 kDa) e ZO-3 (~130 kDa) (ASSIMAKOPOULOS; PAPAGEORGIOU;
CHARONIS, 2011; GONZALEZ-MARISCAL et al., 2003; SUZUKI, 2012). As zonulas
ocludentes (ZOs) sdo classificadas como membros homodlogos da familia de guanilato
quinase associadas a membrana (MAGUK do inglé€s, membrane-associated guanylate

kinase) (GONZALEZ-MARISCAL et al., 2003). Sdo proteinas compostas por trés
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dominios PDZ (PDZ-1, PDZ-2 e PDZ-3, do inglés PSD95-DIigA-Z0-1,-2 e -3), um
dominio Src homologia-3 (SH3) e uma regido homoéloga para a guanilato kinase
ssociada a membrana (GUK) no lado do N-terminal (ANDERSON; VAN ITALLIE, 2009;
SUZUKI, 2012). Estes dominios sdo importantes por causa do seu papel no arranjo das
proteinas, e consequentemente na integridade da membrana, regulacdo e manutencao
dessa estrutura (ASSIMAKOPOULOS; PAPAGEORGIOU; CHARONIS, 2011).

As claudinas ligam-se ao primeiro dominio PDZ, as JAMs ligam-se ao terceiro
dominio PDZ e a ocludina liga-se ao dominio GUK (ZIHNI et al., 2016). O dominio SH3
liga ZO-1 a mecanismos de sinalizag@o juncional por liga¢do a proteina de ligagdo de
acido nucleico associada a ZO1 (Figura 7), um regulador transcricional e pOs-
transcricional da expressao génica, € a uma proteina de choque térmico APG2, também
conhecida como HSP70RY (FANNING et al., 1998; ZIHNI et al., 2016). Nocautes de
Z0-1 e ZO-2 individuais de ambos os adaptadores sao letais ainda no periodo embrionario
(KATSUNO et al., 2008; XU et al., 2008). Estudo mostrou que a deple¢do de ZO-1 ndo ¢
capaz de alterar a estrutura de jungdes firmes, mas desencadeia um atraso na organizagao
de ocludina e claudinas (UMEDA et al., 2004). Além disso, a deplecdo de um subtipo de
zonula ocludentes parecem causar reajuste na expressao de outro. Por exemplo, o nocaute
de ZO-3 em camundongos leva ao aumento do recrutamento juncional de ZO-2
(ADACHI et al., 2006).

O trato gastrointestinal ¢ o primeiro sistema afetado pela privagao nutricional. A
desnutricdo ¢ 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). Segundo estudo, o aumento do efluxo de ions para o
limen intestinal na desnutri¢do pode ser uma resposta adaptativa do epitélio intestinal
para aumentar o potencial de membrana e gerar uma forga eletromotriz para o transporte
de nutrientes (FERRARIS; CAREY, 2000). Alguns estudos corroboram essa hipdtese ao
mostrarem um aumento da Corrente de Curto-Circuito durante o desafio com glicose no
jejuno e ileo desnutrido (BUTZNER; GALL, 1988; CAREY; COOKE, 1989; DARMON
et al., 1993; YOUNG; LEVIN, 1990). Apesar dos esforcos, pouco se sabe sobre a
absorcdo e expressdo de transportadores de carboidratos, proteinas e lipideos durante a
desnutricao (JACOBI et al., 2013; RIBEIRO et al., 2023; SAMPAIO et al., 2016). Além

disso, a diversidade das deficiéncias nutricionais, a gravidade da desnutri¢ao, o tempo de
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desnutricdo e o segmento intestinal avaliado tornam o estudo da fisiologia intestinal de
absor¢do de nutrientes, bem como a barreira epitelial morfofuncional durante a

desnutri¢do, um desafio para a ciéncia.

1.4.2. Barreira Morfofuncional Gastrointestinal e Doencas

Vérias doencas intestinais e sist€émicas estdo associadas ao aumento da
permeabilidade gastrointestinal (GI), resultando no comprometimento da funcdo de
barreira intestinal e levando ao que ¢ popularmente conhecido como sindrome do
intestino permeavel (MAES; KUBERA; LEUNIS, 2008; ODENWALD; TURNER,
2013).

Algumas doengas afetam principalmente o intestino, como a doenca inflamatdria
intestinal, doenca celiaca e sindrome do intestino irritavel. Além dessas, existem doengas
sistémicas ou que envolvem outros sistemas organicos, como obesidade, diabetes tipo 2,
doenca do enxerto versus host (GVHD), AIDS, artrite reumatoide, Alzheimer, Parkinson,
transtorno de depressdo maior e transtorno do espectro do autismo (BARMEYER;
FROMM; SCHULZKE, 2016; GENSER et al., 2018; KEITA et al., 2020; SCHOULTZ;
KEITA, 2020; WANG et al., 2020).

As doengas neuroinflamatérias sdo citadas como potencialmente causadoras de
disfuncdo gastrointestinal. Entre essas doencas estdo a esclerose multipla, distarbio do
espectro da neuromielite Optica, disturbio associado a glicoproteina de oligodendrocitos
de mielina e encefalite autoimune. Doengas do sistema nervoso periférico que afetam o
intestino incluem sindrome de Guillain-Barré, polineuropatia desmielinizante
inflamatoria crOnica, neuropatia sensorial-autonomica aguda/neuropatia motora-
sensorial-autondmica aguda, ganglionopatia autondomica aguda, miastenia gravis e
neuropatia autonomica aguda com sindrome paraneopléasica (SAKAKIBARA, 2021).

A andlise funcional da barreira epitelial intestinal na doenca pode ajudar na
avaliagdo de intervencdes dirigidas a prevencdo de aumento da permeabilidade GI e
melhoria da integridade do epitélio GI. Isso contribui para a otimizagdo dos processos de
digestdo e absor¢do, melhorando assim o perfil nutricional. Além disso, pode fornecer
suporte ao sistema imunoldgico, impedindo a passagem de microrganismos nocivos

(VAN WIICK et al., 2011).
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1.4.3. Permeabilidade Intestinal

A permeabilidade intestinal ¢ quantificada pela facilidade com que substancias e
marcadores atravessam a superficie da mucosa intestinal por difusdo, referindo-se a
passagem ndo mediada de moléculas hidrofilicas de tamanho médio em dire¢do a um
gradiente de concentracdo, sem a assisténcia de um sistema transportador especifico
(FRANCE; TURNER, 2017; TRAVIS; MENZIES, 1992). Uma das fungdes cruciais do
epitélio intestinal ¢ manter uma barreira adequada, permitindo a passagem de nutrientes,
agua e ions, mas limitando a entrada de patégenos e toxinas bacterianas. Portanto, um
aumento na permeabilidade intestinal indica uma disfun¢do na barreira intestinal
(SCHOULTZ; KEITA, 2020).

Uma vez que a defini¢do de permeabilidade intestinal est4 relacionada a passagem
de solutos através de uma membrana simples, embora a membrana intestinal seja
composta por varias camadas e tipos de células distintos, é necessario simplificar as
medicdes da permeabilidade intestinal. Dessa forma, a permeabilidade intestinal pode ser
avaliada medindo a resisténcia transepitelial (RT), que ¢ a capacidade de difusdo passiva
da carga i6nica através do epitélio, ou medindo a passagem de solutos através do epitélio
por diferentes rotas de passagem (ANDERSON, 2001).

Os solutos podem atravessar o epitélio intestinal pela via paracelular, entre as
células, ou pela via transcelular, passando através das células. A escolha da rota de
passagem depende das propriedades do soluto, sugerindo que as alteragdes na forma como
peptideos e outros solutos atravessam o epitélio sejam de grande importancia para
compreender a fisiopatologia dos disturbios gastrointestinais (HAROUN et al., 2023;
SCHAERER; NEUTRA; KRAEHENBUHL, 1991; SCHOULTZ; KEITA, 2020).

A rota paracelular refere-se a passagem entre as células por meio das jungdes
apertadas e espagos intercelulares. Esse caminho ¢ utilizado por moléculas hidrofilicas de
tamanho médio (<600 Da in vivo; <10 kDa in vitro em linhagens celulares) e normalmente
impede a passagem de moléculas proteicas, tornando-se uma barreira eficaz para
macromoléculas antigénicas. As células epiteliais estdo unidas entre si por complexos
juncionais que consistem em jungdes apertadas, jungdes aderentes, desmossomos e

jungdes gap (FARQUHAR; PALADE, 1963; HOLLANDER; KAUNITZ, 2020).
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A via transcelular refere-se a difus@o passiva através das células, sendo utilizada
por lipidios soluveis e pequenos compostos hidrofilicos. Além disso, ocorre captacao
ativa e dependente de energia pelas células. Particulas e moléculas grandes, como
proteinas e produtos bacterianos, que ndo podem atravessar a membrana celular ou o
espaco paracelular, podem ser capturados por meio da endocitose. Nesse processo, a
célula os engloba através da invaginacdo da membrana plasmatica, seguida pela formagao
de vesiculas. Apds a endocitose, as substancias engolidas s3o ativamente transportadas
pelo citoplasma através da transcitose, o que € essencial para a vigilancia de antigenos no
trato gastrointestinal (GARCIA-CASTILLO; CHINNAPEN; LENCER, 2017). Tanto a
endocitose quanto a transcitose sdo vias exploradas por microrganismos invasores para
estabelecer a entrada no hospedeiro. Uma barreira intacta depende do correto
funcionamento dessas vias e da capacidade das células de eliminar substancias estranhas
(SCHOULTZ; KEITA, 2020).

A via pela qual moléculas, biomarcadores ou bactérias especificas utilizam para
atravessar o epitélio pode ser uma informagao relevante, dependendo do estudo. Diante
disto, varios compostos sdo conhecidos por atuarem na modulagdo de vias paracelular e
transcelular, como o IFN-y e TNF, que induzem rapidas mudangas na via paracelular, sem
alterar a expressdao das proteinas de jungdo, ou o dynasone, que inibe a

endocitose/transcitose por meio da inibi¢cdo da dinaina (SCHOULTZ; KEITA, 2020).

1.5. Métodos de avaliacao de Barreira Morfofuncional Gastrointestinal

1.5.1. Avaliacdo da Permeabilidade e Funcdao de Barreira Intestinal In Vitro

Diferentemente das metodologias in vivo, as técnicas in vitro proporcionam
oportunidades para estudar processos mecanisticos da barreira intestinal, como
sinalizadores de sintese proteica, moduladores da resisténcia transepitelial e aumento da
permeabilidade. Além disso, ¢ possivel estudar células individuais humanas. Como
resultado, ¢ possivel realizar estudos mais aprofundados utilizando os
inibidores/estimuladores mencionados anteriormente nesses sistemas (YAKYMENKO et

al., 2018). A maior parte do conhecimento fundamental da fisiologia gastrointestinal foi
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adquirida por meio de técnicas in vitro, e diversos métodos para estudos da mucosa
intestinal in vitro foram desenvolvidos (SCHOULTZ; KEITA, 2020).

Uma das linhagens celulares amplamente utilizadas para estudar a fungido da
barreira intestinal ¢ a linhagem celular Caco-2, devido as suas expressas propriedades de
transporte (SUN et al., 2008). Originadas do célon e desenvolvidas a partir de um
adenocarcinoma do célon humano, as células Caco-2 diferenciam-se espontaneamente
em uma monocamada polarizada, exibindo diversas caracteristicas morfoldgicas e
funcionais semelhantes as do enterocito, tipicas do intestino delgado. Isso ¢ evidenciado
pela morfologia cilindrica polarizada das células, com microvilosidades na superficie
apical e pela formacao de jungdes apertadas entre elas, além da capacidade de sintetizar
hidrolases, como a sacarose-isomaltase, conforme observado no intestino delgado
(ZWEIBAUM et al., 1983). As caracteristicas especificas da linhagem celular Caco-2
podem variar dependendo do tempo de cultivo, sendo que um periodo mais longo resulta
em caracteristicas mais semelhantes ao intestino delgado (ENGLE; GOETZ; ALPERS,
1998). Além disso, um aumento no numero de passagens celulares leva a selecdo de
células que crescem mais rapidamente, resultando em um aumento na Resisténcia Elétrica
Transcelular (RT) e em uma expressao alterada de varios transportadores importantes
para a funcdo da barreira intestinal (SAMBUY et al., 2005).

Além das células Caco-2, a linhagem celular T84 ¢ amplamente utilizada em
pesquisas voltadas para a func¢do da barreira intestinal. Originarias do c6lon, assim como
as células Caco-2, as células T84 foram derivadas de uma metastase pulmonar de um
adenocarcinoma colorretal. Essas células diferenciam-se espontaneamente em uma
monocamada e, quando atingem a confluéncia, exibem caracteristicas epiteliais
absortivas que sdo estrutural e funcionalmente maduras. No entanto, ao contrario da
linhagem Caco-2, as células T84 ndo adquirem caracteristicas semelhantes as do intestino
delgado, mantendo, ao longo do processo de diferenciagdo, grande parte das
caracteristicas originais do co6lon. Portanto, a linhagem celular T84 ¢ considerada um
modelo mais apropriado para estudos da funcao de barreira no cdlon em comparagd@o com
a Caco-2 (DEVRIESE et al., 2017).

A linhagem celular SK-CO15 ¢ derivada de um adenocarcinoma de colon humano

e, quando cultivada em suportes de cultura celular impermeaveis, forma um epitélio
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polarizado com complexos juncionais apicais e cupulas (LE BIVIC; REAL;
RODRIGUEZ-BOULAN, 1989; YOO et al., 2012).

Essas células compartilham semelhangas com o epitélio cdlico e ndo possuem os
marcadores tipicos de diferenciacao encontrados no intestino delgado, diferentemente da
sacarose-isomaltase (LE BIVIC; REAL; RODRIGUEZ-BOULAN, 1989). A linhagem
celular SK-CO15 ¢ particularmente reconhecida como um modelo para estudos que
investigam a absor¢do de Na+ através do epitélio intestinal, devido a sua expressao
abundante do trocador de Na+/H+ primario do tipo 3 na borda em escova (YOO et al.,
2012). Além disso, as células SK-CO15 tém sido utilizadas em pesquisas que exploram a
ruptura da barreira intestinal induzida por etanol (CHOPYK et al., 2017), bem como na
investigacdo da regulag¢do da funcdo da barreira intestinal por meio de adesdes e jungdes
apertadas (NAYDENOV et al., 2012; SEVERSON et al., 2010).

A linhagem celular HT29, derivada de um adenocarcinoma heterogéneo, assume
uma estrutura que se assemelha ao epitélio intestinal quando diferenciada (ZWEIBAUM
et al., 1985). No entanto, ¢ importante notar que as células HT29 ndo podem ser
completamente comparadas aos enterdcitos absorventes do intestino delgado, uma vez
que nao expressam todas as hidrolases e suas propriedades de transporte de ions sao
diferentes em comparagdo com o0s enterocitos presentes no intestino delgado
(KLEIVELAND et al., 2015).

Inicialmente utilizada para estudar diferentes aspectos dos canceres humanos, a
linhagem celular HT29 tem recebido atengdo crescente devido a sua capacidade de
expressar diversas caracteristicas das células epiteliais intestinais. Gragas a sua habilidade
de produzir muco, essas variantes da linhagem celular HT29 sao amplamente empregadas
como modelos para investigar a adesdo de bactérias comensais e patogénicas as células
do hospedeiro (BERNET et al., 1994; KLEIVELAND et al., 2015). Além disso, essas
linhas celulares sdo valiosas em estudos de permeabilidade, pois a camada de muco
desempenha um papel essencial na barreira intestinal (SCHOULTZ; KEITA, 2020).

Embora seja facil estabelecer linhas celulares separadas, ¢ importante considera-
las como modelos simplificados do epitélio intestinal. Essas células nao tém contato com
células imunes e ndo recebem os sinais nervosos e estimulos luminais que normalmente
ocorrem no intestino, os quais tém um grande impacto na fun¢do da barreira intestinal

(KEITA; SODERHOLM, 2010). Para desenvolver modelos in vitro mais realistas que
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imitem o ambiente intestinal, foram criados ao longo do tempo diversos modelos de co-
cultura, e até mesmo culturas triplas (DOSH et al., 2018).

Para representar o intestino delgado, foram estabelecidos modelos de co-cultura
combinando células Caco-2 com clones HT29-MTX, que produzem muco no epitélio
intestinal (WALTER et al., 1996; WIKMAN et al., 1993). Diferentes proporcdes dessas
duas linhas celulares na co-cultura foram investigadas anteriormente para criar condi¢des
que se assemelham a fisiologia mais relevante do ambiente in vivo do intestino delgado,
mimetizando as diferentes regides do intestino. Essas co-culturas formam uma
monocamada com uma camada continua de muco e tém sido utilizadas em estudos de
permeabilidade intestinal (FERRARETTO et al., 2018; ROCHA; VELEZ; DEVESA,
2012).

Recentemente, houve um foco significativo no desenvolvimento de técnicas que
permitem a manutencao de células epiteliais intestinais (IECs) in vitro como organoides
intestinais. Quando cultivadas em novos sistemas, as IECs recapitulam a fisiologia da
estrutura tridimensional e a assinatura genética do epitélio intestinal original, formando
organoides intestinais (SCHUTGENS; CLEVERS, 2020). Esses organoides contém todas
as c¢lulas diferenciadas encontradas no epitélio intestinal, incluindo enterocitos
absortivos, células caliciformes, células enteroenddcrinas, células de Paneth, células tuft
e células M, o que os torna um modelo altamente interessante e util para estudos sobre a
funcdo da barreira intestinal, conforme revisado por Nakamura (NAKAMURA, 2019).
As células diferenciadas do epitélio intestinal t€ém origem em multiplas linhagens
derivadas de células-tronco intestinais (ISCs) (KURASHIMA et al., 2017). As ISCs
residem na base das criptas do epitélio intestinal e sdo capazes de auto-renovagdo e
diferenciagdo em vérias linhagens (BEUMER; CLEVERS, 2016; BIERKNES; CHENG,
1999; MARSHMAN; BOOTH; POTTEN, 2002).

Sato et al. (SATO et al., 2009) isolaram células das criptas do intestino delgado
de camundongos, incorporaram-nas em matriz € permitiram que crescessem por um
periodo prolongado, observando que as células se auto-organizaram em estruturas
tridimensionais, os organoides do epitélio intestinal, na presenga de fatores de
crescimento. Atualmente, varias metodologias diferentes foram desenvolvidas para
cultivar organoides de outras células intestinais, tornando possivel gerar organoides a

partir de células do célon e células progenitoras intestinais fetais de roedores e humanos
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(FORDHAM et al., 2013; JUNG et al., 2011; MUSTATA et al., 2013; OOTANI et al.,
2009; SATO et al., 2011; YUl et al., 2012).

Essa metodologia também & utilizada para estabelecer organoides de pacientes que
sofrem de diferentes doencas, como doenga celiaca (FREIRE et al., 2019) e doencas
inflamatorias intestinais (DII) (NOBEN et al., 2017). Os organoides intestinais cultivados
em uma estrutura tridimensional proporcionam um modelo ideal para estudar as
diferentes fungdes das células especializadas no epitélio intestinal. Por exemplo, estudos
foram conduzidos usando sistemas de organoides intestinais para examinar a fungao das
células caliciformes na fibrose cistica (SCHWANK et al, 2013), o controle da
desgranulacdo pelas células de Paneth (FARIN et al., 2014) e, mais recentemente, a
funcdo das células tuft (GERBE et al., 2016; HOWITT et al., 2016; VON MOLTKE et
al., 2016). Além disso, os organoides intestinais oferecem um modelo empolgante para
estudar a funcdo da barreira intestinal e as interagcdes hospedeiro-microbio

(NAKAMURA, 2019).

1.5.2 Avaliacdo da Permeabilidade e Funcdo de Barreira Intestinal Ex Vivo

1.5.2.1. Método de Camara de Ussing

A técnica da Camara de Ussing, desenvolvida inicialmente por Ussing e Zerhan
em 1951 (USSING; ZERAHN, 1951), possui uma ampla gama de aplica¢des em estudos
sobre transporte de ions, absor¢do de drogas, absor¢do de proteinas e processos
fisiopatoldgicos em animais ¢ humanos (HOLTUG; HANSEN; SKADHAUGE, 1996;
SMITH, 1996; USSING; ZERAHN, 1951). Desenvolvida a mais de 70 anos, pelo bidlogo
dinamarqués Hans H. Ussing na busca do entendimento sobre o fendmeno do transporte
ativo do sal NaCl, a técnica de avaliagdo de transporte i0nico Camara de Ussing (Ussing’s
Chamber or UC), veio fornecer um método valioso, € a muito tempo comprovado, de
medi¢do do transporte de eletrolitos, nutrientes e drogas através dos tecidos epiteliais
(CLARKE, 2009; HAMILTON, 2011). O transporte ativo ¢ a capacidade de um epitélio
de mover ions ou nutrientes contra um gradiente elétrico e/ou de concentragdo, ja tendo
sido demonstrado por meio de experimentos com tragadores isotopicos (THOMSON et

al., 2019).
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A pele de ra foi utilizada por Ussing e seus colaboradores devido sua capacidade
de movimentar o NaCl da superficie da pele para o seu interior, agindo contra uma
diferenga de concentragdo de mais de 100 vezes. Nesta época existia uma grande
dificuldade em distinguir o movimento de ions transportados de forma ativa pelas células
epiteliais do que seria transportado de forma passiva através do transporte paracelular.
Diante disto, Ussing utilizando a pele de ra dissecada e montada entre duas metades de
camaras, resolveu esse problema. Em ambos os lados da cimara, lado seroso e lado
mucoso da pele de ra, ele perfundiu com solugdes eletroliticas idénticas e em mesmo
volume. Assim, os movimentos de ions paracelulares impulsionados pelas forgas passivas
de concentragdo transepitelial e gradientes osmoticos e hidrostaticos foram eliminados
(CLARKE, 2009; USSING; ZERAHN, 1951; VIDYASAGAR; MACGREGOR, 2016).

O método experimental idealizado por Ussing proporciona um sistema avangado
que permite estudos mecanisticos abrangentes da barreira intestinal, permitindo o uso de
inibidores e estimuladores. Atualmente, ainda ¢ considerada a metodologia padrao ouro
para avaliar a fun¢do da barreira intestinal, embora seja importante notar que o tecido ¢
retirado de seu contexto natural, perdendo contato com nervos e contetido luminal
(SCHOULTZ; KEITA, 2020). O principio basico envolve a montagem do epitélio entre
duas hemicamaras contendo tampdo constantemente oxigenado. Marcadores de
permeabilidade podem ser adicionados ao perfusato na hemicamara em contato com o
lado mucoso, enquanto amostras sdo coletadas em intervalos de tempo especificos na
camara em contato com o lado basolateral. Eletrodos fornecem corrente ao sistema, e
eletrodos de referéncia com pontes de sal de 4gar monitoram pardmetros
eletrofisiologicos (SCHOULTZ; KEITA, 2020).

A técnica da camara de Ussing oferece varias vantagens em comparacao a outras
técnicas in vitro para experimentos com tecido intestinal (SMITH, 1996). A possibilidade
de suporte a viabilidade com oxigenacao e circulagdo efetiva do fluido em ambos os lados
do tecido, combinada com a capacidade de monitorar pardmetros eletrofisiologicos de
membrana, a torna poderosa. Durante o experimento, as camaras s3o mantidas a 37 °C, e
os parametros eletrofisiologicos, como a diferenca de potencial (DP), Corrente de Curto-
Circuito (CCC) e resisténcia elétrica transmembranar (RT), que reflete a resisténcia
elétrica das rotas paracelulares, sdo monitorados para verificar a viabilidade do tecido ao

longo do experimento (SCHOULTZ; KEITA, 2020).
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Uma das caracteristicas comuns a todos os epitélios ¢ a capacidade de manter uma
DP, que depende da atividade das bombas de ions eletrogénicos na membrana celular
epitelial. A for¢a motriz transepitelial passiva criada pelo potencial elétrico espontaneo
através do epitélio € eliminada pela fixa¢ao do potencial a zero com uma corrente externa
passada através do epitélio. Ou seja, a corrente necessaria para anular a DP ¢ definida
como CCC e reflete a atividade das bombas de ions. A RT, por sua vez, representa a
resisténcia elétrica das rotas paracelulares, especialmente através das jungdes apertadas,
sendo a mesma equivalente a soma do movimento de ions eletrogénicos através do
transporte ativo (CLARKE, 2009; LI; SHEPPARD; HUG, 2004; SCHOULTZ; KEITA,
2020b; THOMSON et al., 2019).

Sendo assim, o movimento de ions medido pela CCC na UC (Ussing Chamber) é
resultado do transporte ativo. Transportes epiteliais como acontece na membrana apical
que ¢ permeavel ao ion sdédio, ou na membrana basolateral permeével ao potassio, podem
ser estudados utilizando a UC (CLARKE, 2009). Atualmente, o método ¢ amplamente
difundido e utilizado para praticamente todos os epitélios de origem animal, como o trato
gastrointestinal, trato reprodutivo, vias aéreas, ductos exocrinos/enddcrinos, plexo
coroide e olhos (ABDULNOUR-NAKHOUL; NAKHOUL, 2021; CLARKE, 2009).
Ademais, o método tem sido amplamente utilizado para estudos em culturas de células
epiteliais, como um modelo alternativo e/ou complementar ao modelo ex vivo
(ABDULNOUR-NAKHOUL; NAKHOUL, 2021; CLARKE, 2009; SCHOULTZ;
KEITA, 2020).

A utilizagdo de informagdes eletrofisioldgicas, como Potencial Elétrico
Transepitelial (Vi), Corrente de Curto-Circuito (CCC), Resisténcia Transepitelial (R¢),
Condutancia (Gt) e Impedancia (Zt), fornecidas pelo sistema de UC, ¢ fundamental para
compreender e avaliar a funcionalidade do epitélio intestinal e seus processos de
transporte da mucosa em uma base molecular. As informacdes coletadas a partir da tensdo
ou potencial elétrico transepitelial (VT) e CCC em experimentacdes utilizando UC, foram
capazes de mostrar que a secre¢do eletrogénica de CI" é um importante parametro ndo
apenas para o estudo da fisiologia digestiva normal, mas também como um alvo para
avaliacdo da diarreia secretora causadas por toxinas e mediada por inflamagao (CLARKE,
2009; LI; SHEPPARD; HUG, 2004; SCHOULTZ; KEITA, 2020; THOMSON et al.,
2019).
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Alguns dos transportadores mais estudados envolvidos nesse processo de troca
ionica incluem o regulador dos canais de Cl— na membrana apical, conhecido como
regulador de condutancia transmembrana da fibrose cistica (CFTR), os mecanismos de
captacao do cotransportador de Cl— do Na+/K+/2Cl- (NKCC1) e o trocador C1-/HCO3—
(AE2) na membrana basolateral. Além disso, ha o transporte de glicose acoplado ao Na+
e a absorcdo de nutrientes acoplados ao Na+, que foram importantes para a eventual
descoberta do SGLT-1 e uma familia de transportadores de hexose. Também se destaca
o transporte eletroneutro de NaCl (AALBERS et al., 2022; LI; SHEPPARD; HUG, 2004;
SEIDLER et al., 1997; WALKER et al., 2002).

Com o sistema de UC, ¢ possivel avaliar o transporte/absor¢do de moléculas,
nutrientes, farmacos e toxinas, utilizando informacodes relacionadas a corrente detectada
em transporte passivo, a diferenca de potencial gerado sob uma corrente especifica, ao
bloqueio ou a estimulagdo de determinadas vias, bem como a corrente necessaria para a
ativacdo de determinados canais, proporcionando uma andlise funcional direcionada
(CLARKE, 2009; HAMILTON, 2011; HERRMANN; TURNER, 2016; LINDEMANN,
2001; SCHOULTZ; KEITA, 2020). Além dessas, outras investigacdes podem se
beneficiar da utilizacdo do método de UC, como pesquisas que busquem avaliar disturbios
ou doencas metabdlicas, como obesidade e desnutricdo, associadas, por exemplo, a
disbiose intestinal e enteropatia ambiental a curto e longo prazo (SCHOULTZ; KEITA,
2020).

Em estudos realizados em modelos de infeccao, utilizando proteinas bacterianas,
como a toxina da coélera, e com proteinas de superficie viral, como a proteina Spike
(proteina S) do SARS-CoV-2, a UC tem se mostrado como uma ferramenta valiosa no
entendimento da dindmica fisiologica destas particulas. Ademais, estudos que abordam
as bases moleculares de entendimento sobre a COVID-19 propdem uma possivel relagao
da interag@o por afinidade do SARS-CoV-2 com o canal de cloreto CFTR em epitélios
estudados, o que pode ser investigado com o auxilio da UC (NASCIMENTO, 2022). Por
exemplo, em um estudo realizado utilizando UC, foi verificado em intestino de
camundongos Knockout para os canais CFTR, alteracoes na CCC, o que indicava
mudanga nos niveis de cAMP, presente na regulacdo da absor¢do de glicose acoplada ao

Na“ (GRUBB, 1995; SEIDLER et al., 1997; WALKER et al., 2002).
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E possivel realizar estudos dindmicos e/ou cinéticos de determinados fendmenos,
bem como obter uma visdo funcional do transporte ativo por meio de bombas,
transportadores e trocadores via transcelular. Além disso, com a utilizagdo do método de
camaras de Ussing, ¢ possivel estudar a permeabilidade ou permiselectividade
proporcionada pela via paracelular. Esse método também permite o estudo e
entendimento funcional das jungdes firmes, como as familias de proteinas de adesdo
celular, nomeadamente as claudinas, presentes na superficie de cada célula epitelial. Essas
proteinas sdo responsaveis por formar filamentos da barreira juncional apertada
(AGUANNO et al., 2021; CLARKE, 2009; SCHOULTZ; KEITA, 2020).

Além da familia de proteinas presentes em todos os epitélios, existem outras
classes de proteinas intimamente envolvidas na formacao das jun¢des apertadas, entre as
quais podemos citar as ocludinas e as proteinas ZO, bem como outros protagonistas dessa
via. Qualquer alteracdo na conformagdo, arranjo ou estrutura dessas proteinas pode
resultar em mudangas na fun¢do ou até mesmo na perda da funcdo propriamente dita,
dependendo do nivel de alteragdo ou mutagdo e do epitélio afetado. Diante disso,
informagodes relacionadas a funcionalidade e a natureza molecular do complexo formador
das jungdes firmes podem ser estudadas pelo método de camaras de Ussing, tanto a nivel
funcional quanto molecular, de dano e atividade. Essa abordagem, em associagdo com
outros métodos, fornece um excelente suporte no estudo da barreira funcional intestinal
(SCHOULTZ; KEITA, 2020).

Dentre os métodos, o mais utilizado na avaliagdo da permeabilidade e da
integridade da barreira intestinal ¢ o teste de permeagdo dos carboidratos
lactulose/manitol, que permite avaliar tanto a permeabilidade quanto possiveis danos na
barreira intestinal (CLARKE, 2009; SCHOULTZ; KEITA, 2020). O método consiste em
administrar uma solugdo composta por 5 g de lactulose e 1 g de manitol por via oral ao
paciente. Apds a ingestdo, a urina excretada € coletada ao longo de um periodo de 2 a 5
horas. Posteriormente, a urina ¢ processada e submetida a analise por meio da técnica de
cromatografia em HPLC, que, em plataformas mais robustas, pode ser acoplada a
espectrometria de massa. Isso permite avaliar a presenga e quantificacao dos carboidratos
ingeridos, estabelecendo uma associagdo entre lactulose/manitol e os processos de

transporte, permeacio, absor¢do e danos na barreira intestinal (MAGALHAES, 2021).
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Jéa se tem feito algo similar utilizando UC, como por exemplo, a medi¢des de fluxo
isotopico, o que levou a entendimento sobre uma ampla variedade de caracteristicas e
regulagdo dos trocadores acoplados de Na"/H" e CI/HCO3™ (FIELD, 2003; KIELA;
GHISHAN, 2016). A técnica consiste em medir o fluxo de passagem de ions, moléculas
ou substratos, do lado apical para o lado basolateral ou virse-versa, por meio da utilizagao
de is6topos detectaveis ou realizando a marcagdo dessas estruturas por florescéncia, sendo
possivel a detec¢do por espectrometria (CLARKE, 2009).

Partindo desse principio versatil de utilizagdo das camaras de Ussing (UC) e da
busca pela otimizacdo dos métodos de avaliagdo da barreira funcional intestinal e
permeabilidade, especialmente no contexto da pesquisa, nosso grupo tem realizado
estudos iniciais. Utilizamos o teste de lactulose/manitol ja existente, porém com uma
abordagem ex vivo. Isso torna a analise da barreira funcional intestinal ainda mais robusta
e versatil, permitindo que a permeabilidade seja avaliada em conjunto com a técnica de
microscopia de luz (LM) em UC. Além disso, estudamos o transporte e/ou cotransporte
através do fluxo de ions e substratos, como glicose, glutamina e alanil-glutamina, em
experimentos ex vivo em UC usando segmentos de intestino.

Existem técnicas de investigagdo mais atualizadas que fornecem uma melhor
resolugdo da fisiologia molecular das proteinas e transportadores presentes no epitélio.
Entre essas técnicas, destacam-se o patch-clamp e a microscopia de fluorescéncia, como
marcagdes por anticorpos especificos. Essas técnicas sdo vantajosas por possibilitar uma
defini¢do baseada no isolamento e amplificagdo de sistemas de expressao heterdlogos
(CLARKE, 2009). No entanto, a aplicacdo dessas técnicas em modelos animais de fungao
de barreira ou em epitélio/biopsias ex vivo € um tanto limitada pelas dificuldades técnicas

de execucao.

1.5.3. Avaliacio da Permeabilidade e Func¢ao de Barreira Intestinal In Vivo

Muitas sdo as condi¢des associadas ao aumento da permeabilidade paracelular e
transcelular do epitélio intestinal. Além disso, novas abordagens interessantes que
avaliam de diferentes formas a funcionalidade da barreira epitelial poderiam ser

complementadas umas com outras técnicas para fortalecer esses achados. Novas técnicas
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de avaliacdo funcional do intestino, investigando a permeabilidade pelas vias paracelular
e transcelular, podem ser utilizadas em abordagens in vivo, in vitro e ex vivo
(SCHOULTZ; KEITA, 2020).

Os marcadores inflamatodrios intestinais € a composi¢ao da microbiota intestinal
desempenham um papel essencial na homeostase da barreira intestinal e sdo
complementos importantes em estudos da fun¢do da barreira intestinal — principalmente
ao investigar os mecanismos subjacentes de uma barreira intestinal perturbada
(SCHOULTZ; KEITA, 2020).

Ha vérios testes e marcadores utilizados para avaliar a permeabilidade intestinal e
as doengas a ela associada, alguns dos quais podem ser relacionados com a fungdo de
barreira intestinal. Alguns deles avaliam biomarcadores relacionados a inflamacdo
intestinal ou sist€émica e a resposta imune associadas a doencas relacionadas com a
permeabilidade, como biomarcadores auto-anticorpos (anticorpo anticitoplasma de
neutr6filos), biomarcadores solordgicos (Proteina C-reativa) e biomarcadores mais
complexos e refinados por métodos de biologia molecular (Padrdes Moleculares
Associados a Patogenos — PMAPs), bem como também a composi¢do da microbiota
intestinal (ORIA; BRITO, 2016; SCHOULTZ; KEITA, 2020).

As primeiras abordagens empregadas para investigar a integridade da funcao da
barreira intestinal consistiram em testes de permeabilidade in vivo, nos quais solutos eram
administrados por via oral e posteriormente excretados na urina (FORDTRAN et al.,
1965). Essas observacdes iniciais foram seguidas por estudos que utilizaram
biomarcadores de diferentes tamanhos, capazes de serem absorvidos em vérias partes ao
longo do trato gastrointestinal e, entdo, excretadas na urina. A andlise das concentragdes
urinarias destes marcadores proporciona uma visdo geral da permeabilidade intestinal,
sendo aplicavel tanto para avaliar a permeabilidade do intestino delgado quanto do
intestino grosso. A aplicacdo dessa metodologia tem sido direcionada para estudos
iniciais sobre a permeabilidade do intestino delgado em pacientes com DII (Doengas
Inflamatérias Intestinais) e em andlises da Disfungcdo Entérica Ambiental (DEA)
(KOSEK et al., 2017, SCHOULTZ; KEITA, 2020).

O método envolve o uso simultaneo de marcadores de tamanho de poros pequenos
(5-8 A) e marcadores de tamanho de poros grandes (9,5-11 A). A permeabilidade

intestinal ¢ calculada a partir da relagdo entre a passagem do marcador de poros grandes
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¢ o marcador de poros pequenos, em que o marcador de poros pequenos representa o fluxo
consistente através da mucosa (VAN WIICK et al., 2013). Ao utilizar essa propor¢do, os
fatores de confusdo dentro de cada individuo sdo levados em considerag¢ao ¢ ajustados
(GROOTIJANS et al., 2010).

As alteragdes nas jungdes apertadas sdo prontamente detectadas por mudangas no
RT (TANG; GOODENOUGH, 2003). No entanto, para investigar a permeabilidade
intestinal e a integridade de tecidos ou modelos de cultura celular, sdo necessarias
medic¢oes de marcadores de permeagao de diferentes tamanhos. Dependendo do tamanho,
esses marcadores sdo utilizados como sondas paracelulares ou transcelulares em estudos
in vitro e ex vivo. Além disso, as bactérias podem ser utilizadas ndo apenas como
marcadores de permeabilidade, mas também para estudar interagdes com o epitélio
(SCHOULTZ; KEITA, 2020).

Em alguns estudos de permeabilidade intestinal, sdo utilizados marcadores de
passagem paracelular, isto €, aqueles cuja passagem ocorre através da via paracelular,
como o 51Cr-EDTA, uma molécula com peso molecular de 384 Da. Quando o 51Cr-
EDTA ¢ ligado a um marcador radioativo de ligacdo extremamente forte como o Cr,
ambos passam juntos, permitindo uma avaliagdo precisa da permeabilidade colica tanto
em estudos in vivo quanto ex vivo (DAHLGREN et al., 2017; IRVINE; MARSHALL,
2000; KEITA et al., 2006). Ja o Isotiocianato de Fluoresceina (FITC)-Dextrabo, traz uma
alternativa para o uso de marcadores radiomarcados conjugados aos fluorocromos. O
FITC-dextran 4000 ¢ um sacarideo fluorescentemente marcado com um peso molecular
de 4 kDa. Essa sonda paracelular de FITC-dextran 4000 ¢ amplamente utilizada para
investigar a permeabilidade intestinal in vitro (BEHRENS et al., 2001; WANG et al.,
2015). Uma vantagem significativa do uso do FITC-dextran 4000 em relagdo ao 51Cr-
EDTA, por exemplo, ¢ que ele ndo ¢ radiomarcado, tornando o seu uso mais pratico.
Estudos com biodpsias realizadas em cdmaras de Ussing confirmaram que tanto o FITC-
dextran 4000 quanto o 51Cr-EDTA fornecem resultados semelhantes em relacdo a
permeabilidade paracelular (WALLON et al., 2011).

Os polietilenoglicois (PEG) sdo polimeros disponiveis em diferentes tamanhos
(por exemplo, 400, 600, 900, 1000, 3000, 4000 Da) que podem ser analisados por
espectrometria de massa. Em contraste com outras sondas paracelulares, que fornecem

informagdes limitadas sobre alteragdes de permeabilidade, o método que envolve o uso
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de PEG de diferentes tamanhos permite medir o nivel de dano na permeabilidade a partir
do tamanho do polimero capaz de permear o epitélio. Portanto, os experimentos que
utilizam PEG com diferentes pesos moleculares proporcionam uma investigagdo da
regulacao funcional da via paracelular e s3o uma ferramenta essencial para determinar
tanto o tamanho do poro quanto a via de vazamento paracelular. Como mencionado
anteriormente, PEG de 400 e 1000 Da sdo sondas comuns em experimentos in vivo (VAN
ITALLIE; ANDERSON, 2011; WATSON; ROWLAND; WARHURST, 2001).

O Lucifer Amarelo ¢ uma molécula fluorescente de tamanho 444 Da que ¢
conhecida por atravessar as células por difusdo passiva. Sua presenga pode ser detectada
usando microscopio de fluorescéncia para estudos de captagdo e fluorimetria para estudos
de passagem (com um comprimento de onda de excitacdo de 424 nm e comprimento de
onda de emissdo de 525 nm). O Lucifer Amarelo tem sido amplamente utilizado em
estudos de permeabilidade paracelular tanto em configuragdes in vitro (STRUGARI et
al.,2019; ZHANG et al., 2014) como in vivo, especialmente em pesquisas relacionadas
a absorcao de drogas (ROZEHNAL et al., 2012; THOMSON et al., 2019).

Uma maneira de visualizar a passagem paracelular de macromoléculas é por meio
do uso de sondas marcadas com biotina. Em 2016, Richter et al. desenvolveram um novo
método para a imagem dos locais de passagem paracelular (RICHTER et al., 2016); esse
método foi recentemente aprimorado por Krug et al. (2018). O ensaio sanduiche ¢ baseado
no sistema avidina-biotina e inclui dextrans biotinilados e conjugados com fluorescéncia,
que se ligam as membranas basolaterais das células epiteliais previamente marcadas com
avidina aderente a células. A solucdo da sonda pode consistir em um tUnico dextrano
biotinilado ou uma sequéncia de dextrans biotinilados de varios tamanhos e rotulos
fluorescentes (Krug et al., 2018; Schoultz & Keita, 2020).

Ja como marcadores de passagem transcelular, o HRP ¢ um antigeno proteico com
um peso molecular de 45 kDa, utilizado como um marcador para investigar a captacao de
proteinas com potencial antigénico, que pode desencadear respostas imunes em seres
humanos. Sob condi¢des normais, observou-se que a HRP atravessa as células por meio
de macropinocitose. A deteccao da HRP ¢ facilitada por ensaios de ELISA e tem sido
frequentemente empregada em estudos de permeabilidade realizados em camaras de
Ussing. Uma vantagem adicional da HRP ¢ a possibilidade de ser visualizada por

microscopia eletronica (SCHOULTZ; KEITA, 2020). Outra opg¢ao ¢ usar particulas ou



66

bactérias conjugadas com marcadores fluorescentes, que podem ser estudadas, inclusive,
em camaras de Ussing (DESAI et al., 1997; MCCLEAN et al., 1998; WAN; PARK;
LAU, 1993).

Ap6s o reconhecimento de sua existéncia e a necessidade de aprimorar a
compreensdo associada a Disfuncdo Entérica Ambiental (DEA) (ROGAWSKI;
GUERRANT, 2017), o nimero de biomarcadores ndo invasivos para esse proposito tem
aumentado consideravelmente, abrangendo diferentes aspectos da fisiologia e integridade
do intestino. Um dos biomarcadores mais comumente utilizados para a DEA ¢ o teste que
avalia a razdo lactulose:manitol (L:M), o qual tem sido empregado para demonstrar

modifica¢des na permeabilidade intestinal (KOSEK et al., 2017; LOSTIA et al., 2008).

1.5.3.1. Teste Lactulose: Manitol

Para o teste ¢ utilizado os carboidratos lactulose € manitol, que sdo administrados
misturados em solucdo unica aos pacientes. A passagem de ambos pela barreira epitelial
intestinal ocorre, respectivamente, pela via paracelular e transcelular (MAGALHAES,
2021). Na primeira via de passagem, moléculas com tamanho maiores do que 0,5 nm, que
permeiam a mucosa intestinal, passam através de canais maiores (6,5 nm de raio),
presentes nas juncgdes firmes (VOJDANI, 2013). J4 na segunda via, a transcelular,
moléculas com tamanho menores do que 0,4 nandmetros (nm) passam pela membrana
celular dos enterdcitos através de pequenos poros aquosos (0,4 a 0,7 nm).

A avaliagdo da passagem destes carboidratos, ¢ feita por meio do calculo da razao
destes sacarideos na urina (taxa de Lactulose:Manitol) e mensurada apos 2-5 horas da
ingestdo da solugdo teste (MAGALHAES, 2021; VANUYTSEL; TACK; FARRE, 2021;
VOJDANI, 2013). A base do teste consiste na permeagao passiva do manitol através da
mucosa, fornecendo uma indicagdo da area de superficie do intestino delgado. Por outro
lado, a lactulose ndo ¢ absorvida pelo enterocito e, em um intestino delgado saudavel,
apenas uma pequena quantidade ¢ absorvida via paracelular. No entanto, em caso de dano
ou alteracdo do epitélio mucoso, uma quantidade maior de lactulose atravessa a barreira
funcional intestinal. Esses carboidratos permanecem no liquido extracelular do organismo

e sdo prontamente excretados, sem sofrer alteragdes, pelos rins. Consequentemente, a
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quantidade excretada na urina reflete a quantidade que atravessa o epitélio intestinal
(MAGALHAES, 2021; VAN WIICK et al., 2013; VANUYTSEL; TACK; FARRE, 2021;
VOIJDANI, 2013).

Diversas técnicas analiticas sao utilizadas para quantificar lactulose e manitol em
amostras de urina. Além dos métodos enzimaticos, destacam-se a cromatografia gasosa,
cromatografia liquida, cromatografia de troca idnica e eletroforese capilar. Entre essas
alternativas, a Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC do inglés: High-
Performance Liquid Chromatography) ganhou destaque como um dos métodos mais
prevalentes devido a sua simplicidade, precisdo, velocidade e capacidade de automacgao.
Recentemente, a Cromatografia Liquida de Alta Performance acoplada a Espectrometria
de Massas (HPLC-MS) tem sido considerada a plataforma ideal devido a sua alta
seletividade, sensibilidade e eficiéncia (GERVASONI et al., 2018; KUBICA et al., 2012;
MAGALHAES, 2021).

1.5.4 Biomarcadores para avaliacdo de Fungdo de Barreira Intestinal

A busca por identificar biomarcadores confidveis, que, a partir da corrente
sanguinea, possam serem utilizados na avaliagdo da permeabilidade intestinal, tem sido o
foco de muitos pesquisadores da area na ultima década. Dentro desta perspectiva, uma
das primeiras proteinas utilizadas com resultados promissores esta a zonulina (47 kDa),
um analogo endégeno humano da enterotoxina bacteriana zonula occludes toxina.

Foi sugerido que a zonulina exerce um papel na regulagdo da permeabilidade
intestinal ao desmontar os complexos proteicos das juncdes apertadas no epitélio
intestinal (FASANO et al., 2000). Pertencente a familia de proteinas de reacdo aguda, a
zonulina ¢ um precursor da haptoglobina-2 (TRIPATHI et al., 2009). Acredita-se que os
niveis séricos ou plasmaticos de zonulina possam refletir a permeabilidade intestinal, e
varios distirbios t€ém sido associados ao aumento desses niveis (SCHOULTZ; KEITA,
2020).

Outro biomarcador de disfungao de barreira intestinal sdo as Proteinas de Ligagao
de Acidos Graxos (FABP do inglés: Fatty Acid Binding Proteins). Elas sdo proteinas
citosolicas com aproximadamente 15 kDa que t€m a fungao de se ligar e transportar 4cidos

graxos. Além de serem encontrados no intestino, também s3o presentes no coracao,
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figado, musculos e tecido adiposo (NIEWOLD; MEINEN; VAN DER MEULEN, 2004).
Nos enterocitos intestinais, principalmente na parte absorvente do epitélio das vilosidades
intestinais, s3o expressas tanto as proteinas de ligagao de acido graxo do tipo hepatico (L-
FABP; FABP1) quanto as proteinas de ligagdo de acido graxo intestinal (I-FABP;
FABP2) (GAJDA; STORCH, 2015). Durante episddios de isquemia intestinal e diversas
doengas do intestino delgado, o epitélio intestinal sofre danos e o I-FABP ¢ liberado para
a corrente sanguinea, podendo ser detectado no plasma (KANDA et al., 1992).

Também usado como biomarcador, a Citrulina ¢ um aminoacido nao proteico
produzido principalmente pelos enterdcitos presentes no intestino delgado, tendo a
glutamina como seu precursor (DECHELOTTE et al., 1991; VAN DE POLL et al.,
2007). Acredita-se que a citrulina possa ser um marcador de reducdo da massa epitelial
do intestino (CRENN; MESSING; CYNOBER, 2008). Uma revisdo sistematica recente
demonstrou que a citrulina esta inversamente correlacionada com a gravidade das doencas
intestinais, como a doenca celiaca e a doenca de Crohn (FRAGKOS; FORBES, 2018).
Portanto, acredita-se que a perda de massa epitelial no intestino delgado resulte em um
aumento na permeabilidade intestinal. Estudos revelaram que os niveis circulantes de
citrulina diminuem em pacientes submetidos a transplantes de células-tronco
hematopoéticas devido a ocorréncia de mucosite oral e gastrointestinal, que leva a perda
de massa epitelial, resultado da terapia mieloablativa intensiva (CRENN; MESSING;
CYNOBER, 2008; SCHOULTZ; KEITA, 2020).

O Peptideo Semelhante ao Glucagon — 2 (GLP-2 do inglés: Glucagon-Like
Peptide - 2), também tem sido usado como biomarcador de funcdo de barreira. Este ¢ um
produto derivado do glucagon e considerado um fator de crescimento especifico para o
intestino. Ele é secretado pelas células L, uma categoria de células enteroendocrinas,
presentes no epitélio intestinal (HOLST, 2007). O papel primordial do GLP-2 ¢ sugerido
como sendo a manutencdo do crescimento e da fungdo absorvente das vilosidades
intestinais, conforme revisado por Drucker e Yusta (DRUCKER; YUSTA, 2014). Em
estudos com camundongos, o0 GLP-2 demonstrou reduzir o transporte paracelular de ions
e pequenas moléculas, bem como inibir a captacdo endocitica de macromoléculas.
Portanto, uma diminui¢do nos niveis de GLP-2 pode indicar uma possivel perturbacdo na

funcdo de barreira intestinal (BENJAMIN et al., 2000).
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Os niveis da endotoxina presente na membrana externa na maioria das bacteriana
gram-negativas, LPS, t€ém sido considerados como um possivel marcador de aumento da
permeabilidade intestinal, mais especificamente, um indicador de translocacdo bacteriana
(HOLLANDER; KAUNITZ, 2020). A endotoxemia, ou seja, o aumento dos niveis
séricos de LPS originarios da microbiota intestinal, devido ao aumento da permeabilidade
intestinal, tem sido associada a véarias doengas (MUNFORD, 2016). A hipotese sugere
que estressores fisiologicos, como componentes da dieta, estresse psicoléogico ou
condi¢des que causam um desequilibrio na microbiota intestinal, podem perturbar a
barreira intestinal, levando a um aumento na permeabilidade e, consequentemente, a uma
maior entrada de bactérias e endotoxinas na circulagao sistémica, o que poderia contribuir
para a inflamacao sistémica e desencadear diversas doengas (HOLLANDER; KAUNITZ,
2020). A barreira intestinal evoluiu para proteger o corpo contra substancias inofensivas
e interacdes diretas com a microbiota intestinal. Portanto, a toxicidade s6 ocorre quando
a barreira ¢ comprometida, permitindo que bactérias e endotoxinas bacterianas, como o
LPS, alcancem a membrana basal dos enterdcitos e o tecido subjacente. Na maioria dos
casos, o sistema imunoldgico lida com a inflamag@o, mas em casos raros, as bactérias
podem atingir a corrente sanguinea e, se produzirem altas quantidades de LPS, podem
causar choque séptico (OPAL, 2010).

Diante das dificuldades em mensurar e interpretar o LPS, a Proteina de Ligacao
ao LPS (LBP do inglés LPS-Binding Protein), tem despertado muito interesse como um
marcador da reagdo imune ao LPS e, portanto, como um indicador indireto de
endotoxemia (CITRONBERG et al., 2016). A LBP ¢ uma proteina de fase aguda
produzida pelos hepatdcitos, que se liga ao LPS bacteriano. O complexo LPS-LBP
interage ainda mais com o CD14, o que desencadeia uma cascata de resposta inflamatoria
(FENTON; GOLENBOCK, 1998). Os niveis de LBP na circulagdo sistémica tém sido
associados a dietas ricas em gordura, obesidade e DII (CITRONBERG et al., 2016).

Outros importantes biomarcadores sdo os marcadores fecais de permeabilidade
intestinal e marcadores de inflamagao intestinal, como a alfa (a)-1-antitripsina (AAT),
um dos inibidores de serina protease mais comuns na corrente sanguinea (GOOPTU;
LOMAS, 2009). Essa proteina ¢ principalmente produzida pelo figado, mas também ¢
secretada por vdarias células, incluindo macrofagos, enterocitos (MULGREW;

TAGGART; MCELVANEY, 2007) e células Paneth (MOLMENTI; PERLMUTTER;
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RUBIN, 1993). Uma das principais fungdes da AAT € proteger os tecidos da atividade
proteolitica das células do sistema imunoldgico, especialmente os neutréfilos (GOOPTU;
LOMAS, 2009). Observou-se que o nivel de AAT esta correlacionado com a atividade da
doenca na doenga de Crohn, e a depuracao fecal de AAT ¢ um indicador da gravidade
clinica da DII (KARBACH; EWE; BODENSTEIN, 1983). Devido a sua resisténcia a
degradagdo por enzimas intestinais, a AAT tem sido utilizada como um marcador de
permeabilidade intestinal, especialmente em estudos que investigam a permeabilidade em
disfungdes entéricas ambientais (DEA) (CAMPBELL et al., 2017; MCCORMICK et al.,
2019), doenca hepatica (WANG et al., 2015) e, mais recentemente, na doenca de
Parkinson (SCHWIERTZ et al., 2018).

Portanto, a AAT ¢ frequentemente avaliada juntamente com a mieloperoxidase
fecal e a calproteina (CAMPBELL et al., 2017; KEUSCH et al., 2014; MCCORMICK et
al., 2019), como uma medida da atividade dos neutréfilos e da inflamacao intestinal
subclinica (DI RUSCIO et al., 2018). Outros marcadores de inflamagdo intestinal que
podem ser avaliados para complementar as medicdes de AAT e outros marcadores de
permeabilidade in vivo incluem a lipocalina fecal ou sérica 2 (LCN2) (DE BRUYN et al.,
2014, 2015; DI RUSCIO et al., 2018; ZOLLNER et al., 2021) e a proteina amiloide A
sérica (YARUR et al., 2017).

A LCN2 ¢ produzida por células epiteliais intestinais, entre outros tipos de células
(MOSCHEN et al., 2017), e seu nivel aumenta em resposta a estimulos pro-inflamatorios,
como citocinas ou ativagdo de receptores tipo Toll (CHAKRABORTY et al., 2012). O
nivel sérico de LCN2, em complexo com metaloproteinase 9, demonstrou estar
correlacionado com a atividade da doenga na DII (DE BRUYN et al., 2014, 2015) ¢ ¢
proposto como um marcador substituto para a cicatrizagdo da mucosa. Da mesma forma,
a proteina amiloide A de fase aguda tem sido investigada na DII (YARUR et al., 2017).
O amiloide sérico A ¢ uma proteina de fase aguda produzida em niveis elevados em
resposta a citocinas pré-inflamatorias (SACK, 2020).

Além dos potenciais biomarcadores mencionados acima, outros marcadores tém
sido investigados e sugeridos como possiveis biomarcadores soroldgicos da funcao da
barreira intestinal. Por exemplo, a enzima diamina oxidase, cuja atividade estd
inversamente relacionada a permeabilidade do intestino delgado (HONZAWA et al.,

2011), tem sido proposta como um marcador. Embora nenhum biomarcador até¢ o
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momento seja especifico o suficiente para determinar uma barreira disfuncional e/ou
aumento da permeabilidade intestinal por si s6, os biomarcadores sorologicos oferecem
um complemento importante para outras metodologias, como o teste multissacarideo in
vivo (SCHOULTZ; KEITA, 2020).

Pesquisas realizadas pelo Instituto de Biomedicina (IBIMED/NUBIMED) da
Universidade Federal do Ceard, com énfase na fisiologia funcional da barreira epitelial
intestinal, t€ém utilizado, ao longo de décadas, algumas das técnicas acima citadas.
Trabalhos como o de Soares (1996) que avaliou por meio do método da Camara de
Ussing, a secrecdo de sodio paracelular durante a absor¢do de substratos sodio
dependentes no ileo de coelhos, colaborando para o entendimento mecanisticos
fisiologico deste processo. J4 Lima (1998), que em seu trabalho sintetizou um derivado
estavel da glutamina, a alanil-glutamil-glutamina, utilizou em sua pesquisa o método de
Céamaras de Ussing para estudar, de forma funcional em modelo ex vivo, o efeito da
glutamina e alanil-glutamil-glutamina no transporte de agua, eletrdlitos e sobre a
permeabilidade intestinal em modelo de diarreia secretoria induzida pela toxina da colera.

No estudo citado acima, também foi utilizado outro método para avaliacdo de
permeabilidade e dano da integridade da barreira epitelial intestinal, sendo utilizado o
teste de Lactulose:Manitol avaliado pelo método de cromatografia liquida de alta
resolugdo para medidas de monossacarideos e dissacarideos (LIMA, 1998).

Este ultimo método de avaliacdo de integridade de barreira intestinal, foi
amplamente utilizado, em colaboracdo com o IBIMED/NUBIMED-UFC, no estudo
coorte multicéntrico que reuniu um total de oito paises (Bangladesh, Brasil, india, Nepal,
Paquistao, Peru, Africa do Sul e Tanzania). Neste coorte foi estudada a interagdao da
desnutricdo e as infec¢des entéricas, € suas consequéncias para a saude e o
desenvolvimento infantil, de criangas de 0 a 2 anos de vida, consolidando assim o teste
de Lactulose:Manirol como um dos principais testes para avaliar a integridade do epitélio
intestinal (GUERRANT et al., 2008; MILLER et al., 2014).

Ademais, Silva (2002) realizou um estudo comparativo de parametros elétricos na
absor¢do de substratos Na"/H™ dependentes em epitélio jejunal e ileal de coelhos em
Camaras de Ussing. Na pesquisa de Sampaio (2016) foi avaliado o transporte i6nico no

ileo de camundongos em modelo de desnutricdo pela dieta DBR infectados pela
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Escherichia coli enteropatogénica (EPEC), sendo utilizado o método de Camaras de
Ussing para avaliagdo de transporte.

Ribeiro (2022) também empregou o Método de Camaras de Ussing em seu modelo
de desnutri¢do pela nova dieta MAL-ED, a fim de avaliar o transporte idnico utilizando
os substratos glutamina, alanil-glutamina e glicina. Esse estudo destaca a ampla
aplicabilidade do método de UC na compreensdo das interacdes moleculares dos
transportadores e canais do epitélio intestinal, evidenciando que ainda ha muitas

possibilidades a serem exploradas.

2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Mesmo com dados limitados sobre a real situagao do indice de desnutrigdo infantil
nos ultimos anos, devido a pandemia do COVID-19, ¢ um fato que o mundo enfrenta uma
grave crise global, com alguns paises, incluindo o Brasil, retornando ao mapa da fome.
No ano de 2021, aproximadamente 828 milhdes de pessoas estavam em situacdo de
subnutri¢do cronica, com 193 milhdes de pessoas em estado de subnutricdo aguda, em
um total de 53 paises. Além disso, cerca de 641 milhdes de pessoas enfrentam inseguranga
alimentar em 88 paises (WORLD FOOD PROGRAMME, 2023). Os gastos para reverter
os danos causados pela desnutrigdo geram um impacto econdmico significativo,
chegando a até US$ 3,5 trilhdes (BEAUDREAULT, 2019; GLOPAN, 2022), incluindo
despesas hospitalares e tratamentos. Isso impacta diretamente no rendimento escolar e na qualificagao
profissional, resultando em um déficit na produtividade na vida adulta (GRANTHAM-
MCGREGOR et al., 2007; VICTORA et al., 2008). Pesquisas ja demonstraram que
criangas com desnutri¢do apresentam uma maior suscetibilidade a enteropatdgenos,
resultando em infecgdes clinicas e subclinicas, o que se traduz em menores escores Z de
peso para idade e altura para idade (DE FILIPPO et al.,2010; KOTLOFF, 2017; PLATTS-
MILLS et al., 2017).

O trato gastrointestinal ¢ o primeiro sistema afetado pela privagdo nutricional.
Apesar dos esforgos, pouco se sabe sobre a absor¢ao e expressao de transportadores de
carboidratos, proteinas e lipideos durante a desnutricao (JACOBI et al., 2013; RIBEIRO
et al., 2023; SAMPAIO et al., 2016). Além disso, a diversidade das deficiéncias
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nutricionais, gravidade da desnutricdo, tempo de desnutricio e segmento intestinal
avaliado tornam o estudo da fisiologia intestinal de absor¢ao de nutrientes, bem como a
barreira epitelial morfofuncional durante a desnutricdo um desafio para ciéncia. A barreira
morfofuncional gastrointestinal ¢ a maior fronteira entre o ambiente externo e interno do
corpo. Essa passagem pode ser por dois caminhos, pela via transcelular, através de
transportadores, canais e demais facilitadores presentes na superficie celular, ou pela via
paracelular, que € regulada pelas jungdes firmes e as proteinas que a compde. Diante disso,
a barreira intestinal atua diretamente na regulacdo do balanco energético, nutricional,
hidrico e na tolerancia passagem de antigenos alimentares e processos inflamatdrios, em
condigdes fisioldgicas ou patologicas (GENTON; CANI; SCHRENZEL, 2015; KEITA;
SODERHOLM, 2018; ZHANG et al., 2020).

Ademais, quando a desnutrigdo ocorre nos primeiros anos de vida o risco de
mortalidade aumenta (BLACK et al., 2008), podendo levar a um ciclo vicioso de
infec¢des entéricas subclinica e clinica (SCHORLING et al., 1990; GUERRANT et al.,
2008), como observado pelo estudo coorte MAL-ED (MILLER et al, 2014) o que
compromete o desenvolvimento fisico (BLACK et al., 2008) e cognitivo das criancas
afetadas (GALLER etal., 2012), bem como leva ao desenvolvimento de doencas cronicas
na vida adulta (DEBOER et al., 2013; GUERRANT et al., 2012). Dessa forma, o
entendimento dos processos associados a alteracdo da barreira epitelial intestinal e ao
estabelecimento da desnutri¢do, como ocorre em comunidades que consomem uma dieta
deficiente, similarmente ao padrao de consumo alimentar observado no estudo MAL-ED
(CAULFIELD et al., 2014; PSAKI et al., 2012), ¢ de suma importancia para acelerar o
diagnostico e direcionar melhor a busca por tratamento mais eficazes. Portanto, a
implementagdo de tratamentos mais eficazes torna-se urgente para evitar o aumento da
morbidade gerada pela desnutri¢ao tanto no individuo quanto na nagao.

O aprimoramento de métodos e técnicas utilizadas para a andlise da func¢ao de
barreira e da permeabilidade, como a utilizagdo de um modelo automatizado e detalhista
para avaliacdo dos transportes no epitélio intestinal, ajudario a identificar alteragdes
fisiologicas funcionais, levando mais celeridade e eficiéncia no diagnostico, o que
favorece a tomada de medidas direcionadas a preven¢ao de aumento da permeabilidade e

consequente melhoria da integridade do epitélio GI (VAN WIJCK et al., 2011).
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Diante do exposto, este trabalho avalia, por meio de um sistema automatizado de
Camaras de Ussing, se a glutamina tem o potencial de reverter os sinais clinicos de
desnutricdo causados pela nova dieta experimental MAL-ED, associados a melhora nos
danos na barreira morfofuncional intestinal documentados em um trabalho anterior do
grupo (RIBEIRO, 2022). Desta forma, este estudo ndo apenas demonstra a importancia
da utilizagdo do sistema de Camaras de Ussing automatizado na investigacdo das
alteracdes e funcionalidade da barreira morfofuncional gastrointestinal e permeabilidade
intestinal, mas também propde um possivel tratamento eficaz para este importante

problema de satde publica no Brasil e no mundo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O objetivo deste estudo ¢ avaliar a fun¢do da barreira epitelial intestinal em
camundongos submetidos a um modelo animal de desnutri¢do aguda baseado na dieta
complementar de criancas com desnutricdo, conforme descrito no estudo COORTE

multicéntrico MAL-ED.

3.2. Objetivos Especificos

1. Verificar os efeitos da dieta complementar MAL-ED em parametros corporais,
como peso, ganho de peso, crescimento € composicdo corporal de camundongos
C57BL/6;

2. Investigar os efeitos da dieta complementar MAL-ED sobre a permeabilidade
da barreira epitelial intestinal em modelo ex vivo do teste de Lactulose/Manitol adaptado
para camaras de Ussing;

3. Analisar os efeitos agudos da dieta complementar MAL-ED em modelo ex vivo
de absorc¢do de substratos glicose, glutamina e alanil-glutamina pelo epitélio intestinal de
camundongos C57BL/6 em sistema automatizado de camaras de Ussing;

4. Verificar se o tratamento com glutamina em modelo animal de desnutricao
aguda induzida pela dieta complementar MAL-ED induz melhorias nos efeitos da
desnutricdo aguda, por meio da avaliagdo de parametros corporais de peso, ganho de peso,
crescimento € composicao corporal;

5. Avaliar se o tratamento com glutamina promove melhorias na absor¢ao e fungao
de barreira epitelial intestinal em modelo animal de desnutri¢ao induzida pela dieta MAL-

ED, por meio sistema automatizado de Camaras de Ussing.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais e Comité de Etica

Para o desenvolvimento da presente pesquisa, foram usados camundongos machos
C57BL/6 fornecidos pelo Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade do Ceara (UFC) logo ap6s o desmame (21-30 dias de
idade), sendo esses mantidos em constante ciclo claro/escuro (12/12 horas), em
ambientacdo com temperatura controlada de 22 + 2 °C, com agua e “ad libitum” e ragao
com quantidade controlada diariamente. Todos os procedimentos foram conduzidos de
acordo com as normas e determinagdes do CONCEA (Comité Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal) e submetidos para aprovagdo do Comité de Etica de Uso de

Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara, de nimero 9077011220.

4.2. Dietas e substratos testados

4.2.1. Dieta MAL-ED

A dieta MAL-ED foi baseada na quantificacdo das dietas complementares das
criangas de sete paises com baixo poder socioecondmicos pertencentes ao estudo MAL-
ED (MACIEL et al., 2021). Para que a formulacao da dieta MAL-ED tivesse os padrdes
exigidos para roedores, utilizamos a dieta padrdo comercial AIN-93M (Rhoster®, Sao
Paulo, Brasil) e subtraimos da sua composi¢dao os valores de energia, macronutientes,
fibra e zinco referente ao percentual de diferenca da composicdo da alimentacdo das
criangas sem desnutri¢cdo vs. criancas com desnutri¢ao (HAZ < -2) aos 24 meses. A partir
disto, obtivemos uma dieta com redugdo de energia, proteinas, lipideos e zinco e aumento

de carboidratos e fibras em relacdo a dieta controle (AIN-93M) (Tabela 3).



Tabela 3 - Composi¢do nutricional da dieta MAL-ED e controle

Dieta Controle

Energia (Kcal) 391.69
Macronutrientes
Carboidrato (g) 61.89
Proteina (g) 21.25
Lipideo (g) 6.57
Fibras 2.9
Micronutrientes
Zinco (mg) 35.0
Ingredientes
Semola grits (g) -

Caseina (78,79% de

. 16.40
proteinas) (g)
Amido dextrinizado (g) 15.50
Sacarose (g) 10.00
Oleo de soja (g) 4.00
Celulose MC-101 (g) 5.00
Mix mineral (g) 3.50
Mix vitaminico (g) 1.00
L-cisteina (g) 0.18
Bitartarato de colina (g) 0.25
Tert-butilhidroquinona (g) 0.0008

Fonte: (RIBEIRO, 2022).

Dieta MAL-ED*
360.22

65.66
13.29
4.98
4.21

31.21

54.61
9.89

0.00
0.00
5.10
26.00
3.50
1.00
0.30
0.25

0.0014

77

Diferenca (%)
-8.03

5.93
-37.46
-24.20
45.17

-10.83

Valores referentes a analise da composi¢ao centesimal da dieta MAL-ED e dieta AIN-93M (controle) e a

quantidade de ingredientes usados para formulagdo de cada dieta.

4.2.2. Substratos testados

Foram utilizados a L-glutamina (Sigma, Saint Luis, Missouri, EUA) e a
glicina (Sigma, San Luis, Missouri, EUA) como tratamentos neste trabalho.

4.3 Desenho experimental

Os animais foram recebidos do biotério com 21 dias de vida, logo apds o

desmame. Eles foram divididos, de forma randomizada, em seis grupos: 1) nutridos ndo

tradados; 2) desnutridos ndo tratados 3) nutridos tratados com glutamina; 4) desnutridos

tratados com glutamina; 5) nutridos tratados com glicina; 6) desnutridos tratados com

glicina.
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Durante toda a linha experimental, foram realizadas anélises de espectroscopia de
bioimpedancia animal com o Vet BIS 1 - ImpediVet® (Impeimed, Carlsbad, California,
EUA) em trés momentos: apds um periodo de 48 horas de adaptagdo ao biotério do pré-
clinico, sendo este considerado tempo 0; no dia 7 de indugdo de desnutri¢ao pela dieta
MAL-ED; e no dia 12, apds cinco dias de tratamento com Glutamina, que marca o final
da linha experimental (Figura 8).

Dito isso, apos um periodo de 48 horas de adaptacdo ao novo ambiente no biotério
do pré-clinico, os animais dos grupos foram anestesiados com isoflurano 3 a 4% via
inalatoria e mantidos sob estado de anestesia com 1 a 2% de isoflurano para realizacdo da
primeira analise de espectroscopia de bioimpedancia animal com o Vet BIS 1 -
ImpediVet® (Impeimed, Carlsbad, California, EUA) para coleta de dados referentes a
composi¢do corporal. Logo em seguida, os animais dos grupos desnutridos foram
induzidos a desnutri¢ao, iniciando o consumo da dieta MAL-ED, j& os animais dos grupos
nutridos, consumiram a dieta normocaldrica (AIN93-M). Ambas as dietas foram
fornecidas em quantidade igual de peso por dia para ambos os grupos (Figura 8)
(BROWN et al., 2015; RIBEIRO, 2022; RIBEIRO et al., 2023).

Para evitar viés de diferenca na quantidade de consumo entre grupos nutridos e
desnutridos, foram ofertadas as mesmas quantidades de ragdo consumidas pelos grupos
nutridos no dia anterior a oferta da racdo. Apos o inicio da administra¢do das dietas, os
animais de ambos os grupos foram avaliados diariamente com relagdo ao peso corporal,
consumo de comida, de agua e comprimento da cauda. Com base em outros estudos do
grupo, determinamos que o periodo de desnutri¢do iniciaria a partir do dia 7, escolhendo
este momento como tempo adequado para iniciarmos a realizacao do tratamento (Figura
8) (RIBEIRO, 2022; RIBEIRO et al., 2023).

Apos os sete dias de inducao da desnutricdo, ou seja, no oitavo dia, foi realizada
a segunda analise de espectroscopia de bioimpedancia animal. Posteriormente, foi dado
inicio ao tratamento com glutamina (0,1256 mM/mL) e glicina (0,1256 mM/mL), que
foram administradas ad libitum, com consumo médio de média 3,3 mL por dia/animal

(LIMA et al., 2005).
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O tratamento teve duracdo de 5 dias, apds este periodo foi realizada a terceira
analise de espectroscopia de bioimpedancia animal. Em seguida, os animais foram
anestesiados por via intramuscular com cloridrato de cetamina (90 mg/Kg) e cloridrato
de xilazina (10 mg/Kg), seguido de laparotomia mediana longitudinal, para a coleta de
cerca de 8 cm de amostra de tecido intestinal.

O intestino foi identificado, seccionado, ¢ seu tamanho total foi mensurado. Uma
porc¢do * 8 centimetros da por¢ao medial do intestino delgado foi coletada para realizacao
dos experimentos de avaliagao de permeabilidade intestinal com lactulose e manitol no
Sistema de Camaras de Ussing (SCU) e avalia¢ao de absor¢ao também no SCU. Para os
experimentos nas camaras de Ussing, foram feitos dois grupos por semana, um animal de
cada grupo por dia, sendo necessarias trés semanas para realizacdo de todos os grupos
para cada teste realizado as UCs. Por fim, os animais foram eutanasiados por meio de

exsanguinacao.

Figura 8: Protocolo experimental

Dieta Controle - Ad libitum

Dieta MAL-ED - controlada Tratamento
Dia 0 Dia 7 Dia 8 Dia 12 Dia 13
Glutamina Glicina
. e
C g - CSTBLS6 & CE™
48h de aclimatizagio y/i Inicio Fim Inicio Fim
1 1 1 1 >
I 44 LI l I l L] ll
Bioimpedéncia Consumo de Bioimpedincia Consumo de
Peso ragio/agua Peso ragio/dgua
Comprimento Comprimento

Fonte: elaborado pelo autor no BioRender.com.

Primeiro os animais foram colocados em aclimatagdo de 48 horas antes de comegar o protocolo
experimental. Apos isto, no dia 0 foi coletado o peso, comprimento e foi mensurada a bioimpedancia dos
animais. Em seguida deu-se inicio a inducdo da desnutricdo com a dieta MAL-ED por 7 dias, medindo
diariamente o consumo de rago e dgua. No oitavo dia realizou-se a segunda coleta de peso, comprimento
e bioimpedancia, iniciando na sequéncia o tratamento com glutamina e glicina por 5 dias. Ao final do
tratamento foi mensurado novamente o peso, comprimento e bioimpedancia. Em seguida, os animais
foram eutanasiados para realiza¢do das outras andlises experimentais.
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4.4. Grupos Experimentais

Os grupos experimentais utilizados foram os seguintes (Figura 9):

1. Nutrido: os animais consumiram a dieta controle (AIN-93M) por um
total de 7 dias;

2. Desnutrido: os animais consumiram a dieta MAL-ED por um total de
7 dias;

3. Nutrido Tratado com Glutamina: os animais consumiram a dieta
controle (AIN-93M) por um total de 7 dias e receberam o tratamento subsequente com
Glutamina a 0,1256 mM/mL por 5 dias adicionais;

4. Desnutrido Tratado com Glutamina: os animais consumiram a dieta
MAL-ED por um total de 7 dias e receberam o tratamento subsequente com Glutamina a
0,1256 mM/mL por 5 dias adicionais.

5. Nutrido Tratado com Glicina: os animais consumiram a dieta
controle (AIN-93M) por um total de 7 dias e receberam o tratamento subsequente com
Glicina a 0,1256 mM/mL por 5 dias adicionais;

6. Desnutrido Tratado com Glicina: os animais consumiram a dieta
MAL-ED por um total de 7 dias e receberam o tratamento subsequente com Glicina a

0,1256 mM/mL por 5 dias adicionais.
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Figura 9: Grupos experimentais
Controle Glutamina Glicina
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Fonte: elaborado pelo autor no BioRender.com.

Os animais foram separados em caixas por grupo controle, dieta MAL-ED, controle tratado com glutamina,
controle tratado com glicina e dieta MAL-ED tratado com glutamina e dieta MAL-ED tratado com glicina.
Esta divisdo foi realizada em trés linhas de tempo diferentes ¢ com quantidade de animais por grupo
diferentes. A Primeira linha experimental foi utilizada para realizacdo de experimentos de biologia
molecular, nesta linha o n era de 8 animais por grupo. A segunda linha experimental foi direcionada para
os experimentos de avaliacdo de transporte em camaras de Ussing, com n de 5 animais. Por fim, a terceira
linha experimental foi utilizada para realizagdo do experimento de permeabilidade com o teste de
lactulose:manitol realizado em camaras de Ussing, com n de 3 animais por grupo.

n=3-8

\ 4

n=3

4.5. Analise da composicio corporal: Bioimpedancia elétrica

Neste estudo foi utilizado o ImpediVET® (Carlsbad, California, EUA), um
dispositivo de espectroscopia de bioimpedancia tetra polar (BIS) de canal tnico que varre
256 frequéncias entre 4 kHz e 1000 kHz em menos de um segundo. O dispositivo utiliza
uma plotagem de impedancia complexa para determinar a dgua corporal, o fluido
extracelular e o fluido intracelular. A massa livre de gordura, a massa gorda e o indice de
massa corporal sao calculados através de um software acoplado ao dispositivo (Figura
10).

O procedimento de avaliagdo corporal seguiu o protocolo especificado pelo
fabricante. Os animais foram anestesiados com isoflurano 3 a 4% (manutencdo 1 a 2%)

por via inalatéria. Eles foram colocados sobre uma superficie ndo condutora, com os
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membros posteriores e anteriores em perpendiculares ao corpo, e a cauda foi estendida
distalmente. Quatro agulhas (calibre 25x12) foram usadas como eletrodos, sendo
inseridas na regido subdérmica, ao longo da linha média dorsal. Os eletrodos centrais
foram inseridos na regido medial entre as orelhas e entre as patas posteriores (Figura 10),
interceptando a linha média do corpo. Enquanto isso, os eletrodos periféricos foram
inseridos entre os olhos, aproximadamente a 1,0 cm do eletrodo entre as orelhas, € na
cauda, aproximadamente a 1,0 cm do eletrodo da base da cauda (Figura 10). As agulhas
foram acopladas ao dispositivo. 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, e os pardmetros de bioimpedancia de resisténcia e reatancia foram
obtidos por um tunico espectro de 4 a 1 MHz numa série de 256 pontos. Valores
predefinidos pelo fabricante para camundongos foram utilizados para calcular os
parametros de composi¢ao corporal (CARLE, 2010). O procedimento ocorreu com todos
os grupos experimentais descritos nos dias 0, 8 e 13.

O dispositivo utilizou uma plotagem de impedancia complexa para determinar a
agua corporal total, o fluido extracelular e o fluido intracelular, enquanto a massa livre de
gordura, massa gorda e indice de massa corporal foram 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.
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Figura 10 - Esquematizacdo do procedimento experimental da bioimpedancia elétrica
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Fonte: elaborado pelo autor no BioRender.com.

Primeiro os animais foram anestesiados por via inalatoria com isoflurano e, em seguida, foram dispostos
sob superficie ndo condutora com membros anteriores e posteriores dispostos de forma 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. As medidas de comprimento entre os eletrodos centrais (agulhas vermelhas) e
o peso foram adicionados no equipamento e, por fim, acionado a mensuragao.
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4.6. Avaliacao do desenvolvimento corporal

O comprimento corporal dos animais foi mensurado nos dias 0, 7 e 12 para a
avaliacdo do desenvolvimento corporal dos animais. Para isso, os camundongos foram
rapidamente anestesiados por isoflurano (Cristalia®, Sdo Paulo, Itapira) (SCHWARZER
etal., 2016), em seguida, foram posicionados sob uma superficie plana, de forma alinhada
e o comprimento corporal total (comprimento corporal + comprimento da cauda) foi
medido com auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo®, Suzano, Sao Paulo, Brasil)

como mostrado na Figura 11.

Figura 11: Avaliacdo do comprimento corporal
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Fonte: elaborado pelo autor no BioRender.com.

Primeiro os animais foram pesados em balanga analitica, depois foram anestesiados por via inalatoria com
isoflurano e, em seguida, foram dispostos sob superficie plana, alinhando a cauda e o corpo. Utilizando um
paquimetro, mediu-se primeiro o comprimento da ponta ao tronco da cauda e, em seguida, o comprimento
do troco da cauda até a ponta do focinho.

4.8. Avaliacio dos parametros eletrofisiologicos basais e durante o transporte de
peptideos e carboidratos por Camara de Ussing

O Sistema de Camaras de Ussing (SCU) (Figura 12A) fornece um método
valioso, comprovado e amplamente utilizado para a medi¢ao do transporte de eletrdlitos,

absor¢ao de nutrientes e drogas. Além disso, fornece dados de resisténcia transepitelial,
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os quais tém relagdo direta com a permeabilidade e fun¢do de barreira em tecidos
epiteliais.

Utilizamos o método de camaras de Ussing para avaliar a Corrente de Curto-
Circuito (CCC), a Resisténcia transepitelial (RT) e a Diferenca de Potencial (DP) em
segmentos do segmento medial do intestino delgado de animais controles e animais
submetidos ao consumo da dieta MAL-ED por 7 dias, como forma de inducdo de
desnutri¢do. Essas avalia¢des foram realizadas sob condigdes basais e durante o desafio
com concentragoes crescentes de glutamina, Alanil-glutamina e glicose. A por¢ao medial
do intestinal delgado foi escolhida para ser analisada por ser um dos maiores segmentos
de absor¢@o no intestino delgado. Todo o protocolo foi seguido conforme descrito por

Soares (1996), com adaptagoes.

Figura 12 — Sistema de Camaras de Ussing para pesquisa epitelial

A) B)

(
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Fonte: elaborado pelo autor no BioRender.com.

A) Sistema de Camaras de Ussing, composto por sistema de aeracdo por solugdo carbogénica, uma bomba
termoestavel de manutengdo de temperatura, Pré-amplificadores, amplificadores acoplados ao sistema de
automacao, B) Sistema de Ussing para pesquisa epitelial, composto por um estande de apoio para o sistema
de Camaras de Ussing, reservatorios de solugdes perfusoras, duas hemicamaras 1 (seta vermelha) e 2 (seta
azul) que compde a camara de Ussing, eletrodos de voltagem e eletrodos de corrente.
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O sistema das cadmaras de Ussing (Figura 12A) pode ser dividido em trés partes.
A primeira parte compreende duas hemicdmaras (Figura 12B), onde sdo fixados os
tecidos intestinais e os reservatorios de solucdes perfusantes; um sistema de aeragdo
composto por uma mistura carbogénica de 5% de dioxido de carbono e 95% de oxigénio,
responsavel por manter o tecido oxigenado; e uma bomba de circulagdo termoestavel
aquecedora - Haake FE Laboratory Scientific 115V Recirculating Lab Water Bath (Haake
FE2, Berlin, Germany), conectada aos reservatorios de perfusato utilizada para manter a
temperatura das solugdes a £37 °C.

A segunda parte ¢ constituida por eletrodos e pelo sistema analdgico de pré-
amplificadores EVC3 Preamplifier Module (World Precision Instruments, Sarasota,
Florida, USA) e amplificadores EVC4000 Precision V/I Clamp (World Precision
Instruments, Sarasota, Florida, USA) (Figura 13A). Esses componentes sdo utilizados,
como o proprio nome sugere, para amplificar os sinais elétricos gerados pelo tecido, além
de gerar a fixacdo automatico de voltagem e corrente.

Ja a terceira parte ¢ composta por um sistema de aquisi¢do de dados analdgicos e
um sistema de conversdo digital para dados analdgicos, responsavel por converter os
dados analogicos em digitais por meio dos conversores LABTRAX 4-Channel Data
Acquisition (World Precision Instruments, Sarasota, Florida, USA) e 1X/408 Data
Acquisition System (iWorx, Dover, New Hampshire, USA) (Figura 13A). Para a
visualiza¢ao dos dados, ¢ utilizado o software LabScribe versao 2022 (iWorx, Dover,

New Hampshire, USA) (Figura 13B).
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Figura 13 — Amplificador, pré-amplificador e Software de aquisi¢do de dados
A) : B)

Fonte: elaborado pelo autor no BioRender.com.
A) Amplificadores e pré-amplificadores, B) Layout do software LabScribe de automagdo e aquisi¢do de
dados de tensdo transepitelial, Corrente de Curto-Circuito e resisténcia transepitelial.

As pontes de agar, junto com os eletrodos de corrente e voltagem, entram em
contato com a solugdo perfusora que preenche as camaras e, por sua vez, entra em contato
com o tecido. Esse contato possibilita os processos de difusdo de ions nas interfaces,
resultando na geracdo de potenciais de juncdo liquida. Portanto, mesmo sem os
fragmentos dos tecidos, pode ser gerado uma diferenca de potencial (DP) devido as
jungdes entre os componentes citados acima. A diferenga de potencial gerada, ¢
dependente de alguns fatores, como a da qualidade das pontes de agar, da solugao
perfusora, da manuten¢do dos eletrodos e da calibragdo dos pré-amplificadores e
amplificadores. A diferenca de potencial do sistema sem tecido animal, pode variar entre
Zero, menor que zero ou maior que zero. Dessa forma, o sistema foi montado buscando se
ter uma DP final sem tecido de + 0,5 mV.

O principio da técnica consiste na medi¢ao da voltagem e da corrente produzidas
pelos tecidos vivos em respostas as propriedades do mesmo em gerar fluxos i6nicos. Para
isto, foi acionado uma tensdo antagbnica a preparacdo, cuja resultante foi uma DP

desejada, utilizada para medir a CCC produzida e calcular a RT inerente do tecido.
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4.9. Soluc¢ao perfusora e solucoes teste

Duas solugdes fisiologicas principais foram preparadas para realizar o
experimento nas camaras de Ussing: Ringer e Krebs-Ringer Bicarbonate (KRB). O
Ringer foi utilizado para a irrigagdo durante a cirurgia e a limpeza de residuos fecais do
limen no segmento de segmento medial do intestino delgado apos a coleta. Ja o KRB, foi
usado tanto como solucdo perfusora do epitélio jejunal montado no SCU, quanto como
diluente das outras solugdes utilizadas no teste. O Ringer foi constituido de 111,2 mM de
NaCl (6,5 g), 1,878 mM de KCI (0,14 g), 1,081 mM de CaClz2 (0,12 g), 2,381 mM de
NaHCO:3 (0,20 g), 0,08335 mM de NaH2PO4 (0,01 g) (MERK Chemicals, Darmstadt,
Germany). Os componentes foram dissolvidos em 1 L de agua destilada em temperatura
ambiente, com auxilio de um agitador magnético com placa aquecedora modelo
NUOVAT™ Il THERMOLYNE? stirring hotplate (Barnstead/Thermolyne Corporation,
Dubuque, Iowa, USA) (CLARKE, 2009; SAMPAIO et al., 2016; SOARES, 1996).

A solugdo de KRB, por outro lado, foi composta por 115 mM de NaCl (6,72 g),
25 mM de NaHCOs3™(2,1003 g), 2,4 mM de K2HPO4(0,4181 g), 1,2 mM de CaCl2.2H20
(0,1764 g), 1,2 mM de MgCl..6H20 (0,2439 g), 0,4 mM de KH2POs (0,0544 g); os
compostos foram fornecidos pela MERK (MERK Chemicals, Darmstadt, Germany). Essa
solugdo também foi preparada com auxilio de um agitador magnético com placa
aquecedora modelo NUOVA™ II THERMOLYNE®, e dissolvida em 1 L de 4gua
destilada em temperatura ambiente (CLARKE, 2009; SAMPAIO et al., 2016; SOARES,
1996). Todos os solutos foram pesados na balanga 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, S3o Paulo,
Brasil), para se assemelhar as condic¢des fisiologicas, e a solucao foi armazenada em

geladeira de 2 a 8 °C.
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Logo apds a preparacdo das solucdes descritas acima, foram feitas as pontes de
KRB-agar utilizadas no SCU para conectar os eletrodos de corrente e voltagem as
camaras, mantendo assim os eletrodos em contato com a solugdo perfusora que banha o
tecido montado no SCU. Para preparacio das pontes de agar, 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 de KRB dentro de um Becker de 100 ml. Em seguida, o
Becker contendo a solugdo de KRB-agar foi colocado em banho-maria dentro de um outro
Becker de 1 L contendo 150 ml de 4gua, que foi 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 um agitador magnético com placa aquecedora modelo
NUOVA™ [ THERMOLYNE®,

Apo6s o tempo de aquecimento, verifica-se se o agar estd homogéneo e totalmente
diluido, e se ja comegou a solidificar, sinalizando que estd pronto para ser distribuido nos
cartuchos dos eletrodos. Isso ¢ feito evitando a formacdo de bolhas, que poderiam
interferir na captacdo do sinal elétrico pelos eletrodos. No SCU, sdo utilizados 16
cartuchos para os eletrodos de voltagem e a mesma quantidade para os eletrodos de
corrente — no entanto, devido a necessidade de trocas de cartuchos durante a calibracao
do sistema, foram preparados para cada experimento 20 cartuchos para os eletrodos de
corrente, que geralmente apresentam menos problemas, e 34 cartuchos para os eletrodos
de voltagem.

Foram preparadas duas solu¢des de perfusdo: uma solucdo de KRB glicosada e
outra de KRB-Manitol, ambas na concentragdo de 10 mM por ml de KRB. Para a
preparacdo do KRB glicosado, 0,0901 g de glicose (MERK Chemicals, Darmstadt,
Alemanha), foram dissolvidos em 50 ml de KRB a temperatura ambiente ¢ pH 7,4. Essa
solucao foi utilizada para a perfusdo do lado basolateral do epitélio jejunal no SCU.
Paralelamente, foi preparada a solucdo de KRB-Manitol na mesma concentracao,
adicionando-se 0,0911 g de manitol (MERK Chemicals, Darmstadt, Germany) em 50 ml
de KRB a temperatura ambiente e pH 7,4. Essa solucao foi destinada para a perfusao do
lado luminal do segmento medial do intestino delgado montado no SCU (SAMPAIO,
2013; SAMPAIO et al., 2016; SOARES, 1996).
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Entre as solugdes preparadas, foram feitas duas solugdes de viabilidade: uma
solucdo de teofilina e outra de glicose, que foram utilizadas para confirmar se o tecido
testado estava viavel ao final do experimento e validar os resultados da cdmara em que
esse tecido foi utilizado. Ambas as solug¢des de teofilina e glicose foram preparadas na
concentragdo de 250 Mm. Para isso, foram pesados 0,0901 g de Theophylline (Sigma-
Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) e 0,09008 g de L-Glucose (MERK Chemicals,
Darmstadt, Germany), cada um deles foi dissolvido em 2 ml de KRB separadamente.
Essas solugdes foram preparadas nesta concentragdo para que, ao serem adicionadas 0,2
ml aos 4,8 ml da solu¢do de perfusdo, chegassem ao volume de 5 ml e concentragdo final
de 10 mM (SAMPAIO, 2013; SAMPAIO et al., 2016).

A utilizagdo destas duas solugdes em lados opostos do tecido no SCU, tem o
proposito de manter o equilibrio eletrolitico, favorecer o minimo transporte ativo e
passivo basal do epitélio intestinal testado. Este transporte i6nico proporcionado por meio
do fornecimento dos sais presentes no KRB e dos carboidratos a ele adicionados, gera
uma diferenca de tensao entre os dois lados do tecido, o que resulta em uma diferenca de
potencial por agdo do gradiente eletroquimico, que permite identificar a viabilidade inicial
do epitélio.

Utilizamos solug¢des 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, Franga) neste trabalho (Figura 14). As solucdes desses substratos foram
dissolvidas em KRB, de modo que cada uma delas apresentasse 300 mOsm e a
concentracdo desejada. As solugdes com substratos foram preparadas de forma a obter
cada ponto experimental na concentracdo desejada para realizacdo da curva dose-
resposta. Foi adicionado o volume de 100 pl da solugdo final de cada concentracdo dos
substratos no reservatorio de circulagdo do SCU, do lado apical do segmento medial do
intestino delgado montado. Antes da adi¢do, foi retirado um volume igual do reservatorio,
reduzindo assim a margem de erro no momento da adi¢do e prevenindo alteragdoes no pH

e na osmolaridade inicial (SOARES, 1996).
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Inicialmente, o substrato testado é dissolvido em 3 ml de KRB, formando a
solu¢do inicial (So) de cada substrato. Este volume foi suficiente para que cada uma das
8 camaras pudesse atingir a concentracdo minima de 10 Molar e a concentragio maxima
de 2x10! Molar, com adi¢des cumulativas de 100 pl. Foi adicionado 0,54048 g de L-
Glucose, 0,43842 g de L-Glutamine (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) ¢ 0,6516
g L-Alanyl-L-Glutamine (Rexim SA, Courbevoie, Franga) a um tubo falcon de 15 ml
para cada substrato, contendo 3 ml de KRB cada, para se obter uma solu¢do na
concentracdo de 1 Molar de substrato por ml de KRB no tubo So, mantendo-se corrigido
o pH em 7,4 (SOARES, 1996) (Figura 14).

Em paralelo, foram numerados 7 tubos falcon de 15 ml, com numeros de 1 a 7
para cada substrato. Em seguida, foram retirados do tubo So 1.400 pl para o tubo nimero
7 € 400 pl para o tubo ‘6’. Em seguida foi adicionado 600 pl de 4gua destilada estéril ao
tubo °7°, formando uma solu¢do final de 0,7 Molar a 700 mOsm. Desta solucao foi
retirado 200 pl e transferido para o tubo ‘5°, adicionando também 267 pl de 4gua destilada
estéril e 1.533 ul de KRB, obtendo neste tubo, uma solugao final de 0,07 Molar a 300
mOsm. Em seguida, ¢ retirado do tubo ‘5’ o volume de 200 pl e transferido para o tubo
3, no qual foi adicionado 1.800 ul de KRB (0,007 M e 300 mOsm) (SOARES, 1996)
(Figura 14).

No tubo “6’ foi adicionado o volume de 933 pl de H20 e 667 pl de KRB, formando
uma solugdo com 0,2 Molar ¢ 300 mOsm. Do tubo ‘6 foi retirado 200 ul e transferido
para o tubo ‘4’ e adicionado 1.800 ul de KRB, o que resultou em uma solucao de 0,02
Molar e 300 mOsm. A partir do ‘4’ retiramos 200 ul e colocamos no tubo ‘2’, adicionando
a este o volume de 1.800 ul de KRB (0,002 M e 300 mOsm). Por fim, foi coletado 700
ul do tubo 2’ e transferido para o tubo ‘1°, seguido da adi¢ao de 700 ul de KRB, obtendo
assim, uma solucao final na concentra¢ao de 0,001 M do substrato na osmolaridade de
300 mOsm. Para essas pipetagens foram utilizadas duas Pipetas, uma P100 e uma P1000,
ambas PIPETMAN GILSON (Rainin Instruments Co., Woburn, Massachusetts, USA)
(SOARES, 1996) (Figura 14).
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4.10. Montagem das Camaras Ussing e calibragdo do sistema

O amplificador EVC4000 PRECISION V/I CLAMP (World Precision
Instruments, Sarasota, Florida, USA) e pré-amplificadores EVC3 Preamplifier (World
Precision Instruments, Sarasota, Florida, USA) (Figura 13A) foram ligados pelo menos
1 hora antes de iniciar o experimento para permitir a estabilizacdo de todo o circuito
elétrico do SCU. O amplificador foi ligado com o botdo Meter na posicao mV (milivolts),
o0 botdo Zero na posigao (+), os potencidometros do Fluid Res. Compensation e Set Clamp
1/V foram ajustados para zero e o botdo PD (Potential Difference) foi acionado. Apds
ligados, com o pré-amplificador na posi¢ao de Standby e o botdo Dummy Membrane na
posi¢do out, a diferenca de potencial do sistema sem solugdo foi zerada no voltimetro,
mostrada no display do amplificador em mV. Para isso, foram utilizados o botdo de
controle grosseiro (Coarse) e o botdo de controle fino (Fine), ambos localizados no pré-

amplificador.



Figura 14 — Preparo de solugdes para teste de curva cumulativa de substratos no SCU
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Fonte: elaborado pelo autor.
Dilui¢des dos substratos para preparagdo das solucdes para realizagcdo dos testes de permeabilidade e
absorcdo destes substratos em camara de Ussing.



94

Em seguida, os cartuchos contendo as pontes de KRB-dgar foram 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), que foram conectados as
camaras de Ussing, I1 e V1 em uma hemicadmara e, 12 e V2 na outra hemicdmara
complementar. Apds conectar os cartuchos e eletrodos, foram adicionados 5 ml de KRB
em cada reservatorio de circulagdo. Como ainda ndo havia tecido montado, o liquido fluiu
livremente de um lado para o outro da cadmara sem encontrar nenhuma resisténcia.

Apo6s todo SCU montado, com solucdo de KRB adicionada nas 8 camaras, a
aeragdo carbogénica foi ligada, a bomba termoestavel comegou a aquecer o KRB para a
temperatura de 37,8 °C e o periodo de 1 a 2 h passou a ser contado para a estabilizacdo
do sistema com os eletrodos em contato com a solucdo de KRB. Em seguida, apds o
periodo de estabilizagdo, girou-se o botdo de Standby para Operate no pré-amplificador
e foi feita a avaliagao de qualidade das pontes de agar feitas pela conexao dos eletrodos
com os cartuchos contendo KRB-4gar em seu interior. A avaliag¢do foi inicialmente feita
observando a diferenca de potencial espontaneo gerada em cada camara apenas com o
uso do KRB. Se a diferenga de potencial (DP) fosse maior que 3 mV, verificava-se se
havia bolhas nos cartuchos e, em seguida, eram feitas as trocas dos cartuchos dos
eletrodos de corrente 11 e 12. Essas substituicdes tinham como objetivo ajustar a DP o
mais proximo possivel de -0,5 a +0,5 mV para cada camara.

Apds a troca dos cartuchos, aguardou-se alguns minutos até que a redugdo da
diferenca de potencial DP fosse o mais proximo possivel de +£0,5. Somente entdo esta DP
foi zerada utilizando o botdo Coarse no pré-amplificador. Em seguida, a resisténcia do
fluido (solucdo de KRB) também foi ajustada para zero apertando o botdo Fluid Res.
Compensation, que aplica uma corrente (LA) pré-definida pelo sistema, permitindo
assim, ver a DP (mV) no display do voltimetro do amplificador. Com base nessa
informagao, o potencidometro do Fluid Res. Compensation foi girado até que o display do
voltimetro mostrasse 0 mV de DP, indicando que a resisténcia do KRB foi zerada. Isso
assegura que apenas a resisténcia do tecido serd observada posteriormente (FIELD, 1976;

SOARES, 1996).
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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, ndo mostrando
o real valor, foram verificadas as resisténcias do sistema de eletrodos, de voltagem e de
corrente com a utilizagdo de um multimetro LUATEK modelo LK-96 (China). Ainda foi
criado um sistema com resistores com valores conhecidos, para se avaliar a precisao do
SCU para realizacdo da leitura da resisténcia, caso a leitura fosse imprecisa os eletrodos
eram trocados (SOARES, 1996). Dessa forma, foram ligados e o amperimetro zerado a
fim de ser medido e registrado o potencial elétrico (DP1) espontaneamente gerado pelo
sistema. Para medir a resisténcia elétrica do sistema, foi aplicada uma corrente de 50 pA,
possibilitando o registro de um novo valor apresentado pelo voltimetro (DP2), com as
duas diferengas, calculou-se a resisténcia do sistema, usando a Lei de Ohm, R = AV/i,
onde AV corresponde DP2 menos DP1 e i corresponde a corrente de 50 pA aplicada pelo
SCU. Como os valores de DP eram registrados em mV (milivolts), o valor da corrente foi

corrigido para mA (miliamperes) para aplicacdo na formula de Ohm na mesma unidade.

4.11. Coleta da amostra e montagem das cimaras

No décimo segundo dia do protocolo experimental, apos os 7 dias de consumo da
dieta e 5 dias de tratamento com glutamina, os animais anestesiados com cloridrato de
cetamina 10% (90 mg/Kg corporal) (DOPALEN, Ceva Saude Animal Ltda., Paulinia, Sao
Paulo, Brasil) e xilazina 2% (10 mg/Kg corporal) (ANASEDAN, Ceva Saude Animal
Ltda., Paulinia, Sao Paulo, Brasil) por via intramuscular, foi feita uma incisao de cerca de
2 c¢m na por¢do média do abdomen sobre a linha Alba. O intestino delgado foi exposto
(Figura 15A) ¢ a regido correspondente ao segmento medial do intestino delgado foi
devidamente identificada, quanto a sua localiza¢ao anatomica. Cerca de 8 cm do segmento
medial do intestino delgado foi seccionado e transferido para uma placa de Petri de 100
mm contendo 2 ml de solugdo de Ringer a 4 °C, onde este foi imergido (Figura 15B).
Esta placa de Petri estava assentada sobre o gelo que estava acondicionado dentro de uma
caixa de isopor de dimensdes 20x25 cm (SCHULTZ; ZALUSKY, 1964; SOARES, 1996).

A por¢ao foi limpa com solucao de Ringer, utilizando uma seringa de lavagem

auricular, para retirada de eventual conteiido intestinal. Logo apds, o tecido foi
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cateterizado utilizando uma céanula de vidro com 2 mm de diametro e 10 cm de
comprimento contendo Ringer gelado em seu interior. Em seguida, foi feita uma incisao
longitudinal superficial & margem da inser¢do mesentérica, profunda o suficiente para

cesurar as camadas serosa, muscular longitudinal externa e muscular circular interna.

Figura 15 — Cirurgia para coleta de segmento do segmento medial do intestino delgado
nos camundongos _
A) )

PP

Fonte: elaborado pelo autor no BioRender.com.

A) Cirurgia para coleta de segmento medial do intestino delgado, com exposic¢do de todo intestino delgado
e B) Segmento medial do intestino delgado coletado e acondicionado placa de petri sobre o gelo e irrigado
com solucdo de Ringer a 4° C.

No tecido foi rapidamente dissecado as camadas musculares do lado seroso, aberto
completamente com o aprofundamento da incisdo longitudinal feita anteriormente com
bisturi e cortado em segmentos de 1 cm. Cada segmento foi retirado da placa de Petri e
montado com o lado da mucosa voltado para cima sobre a hemicamara de acrilico com
O-ring (anel de borracha utilizado para prender o tecido e vedar os dois lados da camara)
de 2 mm de raio, sendo, em seguida, encaixada a sua outra metade e fixadas no suporte
de camara correspondente. Simultaneamente, as camaras foram preenchidas com 5,0 mL
da solugdo de Krebs glicosado do lado seroso do tecido, banhando a submucosa, e igual
volume da solucao de Krebs-Manitol do lado mucoso, banhando o limen jejunal, ambas
a temperatura ambiente. Por conseguinte, as cadmaras foram conectadas aos eletrodos e a
circulagdo do perfusato previamente aquecido e aerado com a mistura carbogénica foi

liberada (FIELD, 1971; SOARES, 1996; SAMPAIO, 2016).
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A circulagdo e aeragdo dos 5 mL das solucdes perfusoras Krebs Glicosado e
Krebs-Manitol, através da hemicamara e do seu reservatério de circulagdo/aeracao, foi
obtida por aborbulhamento, utilizando uma mistura carbogénica composta por 95% de
oxigénio e 5% de didxido de carbono (White Martins Gases Industriais do Nordeste S.A.,
Fortaleza, Ceara, Brasil).

A temperatura do perfusato foi mantida em 37,8 °C pela circulacdo constante de
agua aquecida entre as paredes da camisa dos reservatorios de circulagdo dos perfusatos
do SCU, que eram conectados a uma bomba de circulagao termoestavel (Haake FE2,
Berlin, Germany), ligada pelo menos 2 h antes de comecar a experimentagao.

Com o objetivo de contornar a perda de perfusato por meio da evaporagdo, uma
marcacao com um trago horizontal no reservatorio de circulagdo foi feita utilizando uma
caneta Marcador CD/Retroprojetor 2.0 azul. Dessa forma, quando o volume nos
reservatorios diminuia abaixo da marcacao, ele era reabastecido, tanto no lado mucoso
quanto no seroso, garantindo assim que o volume de 5 ml utilizado em cada reservatorio

permanecesse praticamente constante (SOARES, 1996).

4.12 Medidas elétricas

Foram coletados dados referentes a Diferenca de Potencial basal (DP), a
Resisténcia transepitelial (RT) e a 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 foi mostrada a diferenga de potencial basal
espontaneo entre o lado mucoso e seroso do epitélio do segmento medial do intestino
delgado montado, sem a aplicagdo de corrente pelo sistema. J& para registrar a RT, usa-
se 0 botdo CC (Current Clamp), que, quando acionado, aplica uma corrente predefinida
fixa de 50 pA através do tecido. Essa corrente foi determinada pelo operador por meio do
potencidometro Set Clamp I/V, permitindo calcular a RT.

Com a aplicagdo de uma corrente, uma voltagem foi gerada pela diferenca de
potencial desencadeada pela corrente e sua a¢do no transporte de cargas através do tecido.
O valor da voltagem ¢ registrado e mostrado no display do amplificador, como o valor de
corrente ¢ de conhecimento do operador, o célculo da RT ¢ feito por meio da Lei de Ohm,

com a féormula RT = ADP/i, onde ADP corresponde a voltagem registrada logo apos a
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aplicagdo da corrente de 50 pA (DP2) menos a voltagem mostrada na diferenca de
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 botdo, mostrando que, uma voltagem/tensao/DP foi fixada
naquele momento. O objetivo agora foi zerar a voltagem/tensao/DP por meio da aplicagdo
de uma corrente capaz de anular a R do tecido estudado. Para adicionar a corrente foi
utilizado o potenciometro Set Clamp 1/V, logo, quando a DP mostrada o display do
amplificador foi 0,0 mV, o valor mostrado no potencidmetro foi considerado o valor de
CCC.

Ap6s a montagem dos tecidos nas camaras, a resisténcia inicial do tecido foi
observada por meio da corrente, ativando a funcao Voltage Clamp através do botao VC.
Em certos casos, o tecido precisaria ser substituido, a saber: se ao acionar o botdo VC a
corrente do tecido fosse de 0 pA, indicando auséncia de transporte e possivel morte
tecidual; ou se houvesse sobrecarga de corrente no sistema, reconhecivel por um sinal
sonoro € uma corrente superior a 1000 pA exibida no display do amplificador. Apds a
montagem dos tecidos em todas as cAmaras e as substituigdes necessarias, foi aguardado
um periodo de 20 minutos para estabilizacdo da diferenca de potencial nas camaras

montadas.

4.13 Curva dose-resposta da glutamina, alanil-glutamina e glicose

Durante os primeiros 20 minutos, realizamos registros das medidas elétricas para
monitorar a viabilidade dos tecidos e a estabilizagcdo da diferenga de potencial. Para o
teste de cotransporte com glutamina, alanil-glutamina e glicose, foram retirados a cada
20 minutos durante 100 minutos, tempo necessario para testar as 5 concentragdes, 100 pL.
da solu¢do perfusora de KRB-Manitol e adicionados 100 pL de concentragdes crescentes
das solugdes de substratos/teste (Figura 16) mencionadas no subitem 4.10.

No final do experimento, para avaliar a viabilidade final do epitélio, substituimos
200 pL da solugdo perfusora de Krebs glicosado por 200 puL de solugdo de viabilidade

contendo teofilina a 250 mM no lado seroso e avaliamos por 10 minutos. Da mesma
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forma, utilizamos a solucdo de viabilidade com glicose a 250 mM, substituindo 200 pL.
da solugdo perfusora de Krebs-Manitol por 200 pL da solugdo de viabilidade com glicose

250 mM no lado mucoso e avaliamos por 10 minutos (Figura 16).

Figura 16: Experimento Curva Dose-Resposta

Dieta MAL-ED Cetamina e
Xilazina

Controle

Parimetros Concentragdes: \
eletrofisiologicos 0,2 mM, 0,7mM, 2mM, 7
coletados a cada 5 mM, 20 mM, 70 mM 200 mM. l
minutos Glicose glutamina

e alanil-glutamina

Diferenc¢a de
Potencial Teste de viabilidade do tecido:
lado apical | | Teofilina (250 mM)
Corrente de Curto- f Concentragio Glicose (250 mM)

. Circuito acada 20 min. | [ lado
LabScribe basolateral

Resisténcia
Transepitelial

Fonte: elaborado pelo autor no BioRender.com.

Os animais foram anestesiados por via intramuscular com cetamina e xilazina, ap0s isto o segmento medial
do intestino foi coletado, dissecado a camada serosa e contado nas camaras de Ussing em tamanhos de 1
cm. Em seguida foram adicionadas a primeira concentragdo de cada substrato e coletada os valores elétricos
registrados a cada 5 min. por 20 min. e adicionado em seguida a proxima concentragdo testada. Ao final foi
realizado teste de viabilidade do tecido adicionando do lado basolateral 250 mM de teofilina e 250 mM de
glicose do lado apical.

O teste de viabilidade com teofilina e glicose foi conduzido para avaliar a
estabilidade elétrica da membrana. Se, ao acionar o botdo de clampeador de voltagem
(VC), o tecido apresentasse uma sobrecarga de corrente, com um valor acima de 1.000
pA, resultando em um overload, indicando possivelmente morte ou dano tecidual, os
dados obtidos dessa camara foram descartados. Camaras que ndo apresentaram alteragoes
na corrente ao clampear a voltagem com o botdo VC apds a adi¢do de teofilina, o que
pode indicar rompimento do tecido, foram excluidas da andlise final. Os registros e

coletas de dados das medidas elétricas da Corrente de Curto-Circuito, diferenca de
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potencial e resisténcia transepitelial foram realizados a cada 5 minutos durante todo o

periodo experimental (120 minutos).

4.14 Avaliagdo de permeabilidade por meio de teste de LM em SCU

Para avaliagdo da permeabilidade e func¢do de barreira com teste de LM em
camaras de Ussing, foi utilizada a mesma solugdo administrada em criancas nos testes
clinicos, uma solucao 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 4gua. Previamente, foi feita uma curva dose-
resposta e avaliada por cromatografia liquida de alta performance (HPLC — High-
Performance Liquid Chromatography) no equipamento UltiMate 3000 (Thermo Fisher
Scientific®, Massachusetts, EUA), visto que as condi¢des do experimento nas camaras
de Ussing sdo diferentes das feitas em estudos clinicos e pré-clinicos (Figura 17).

Apos avaliar os volumes de 1ml - 0,3 ml — 0,1 ml — 0,03 ml e 0,01 ml da solugdo
mae, citada acima, de lactulose/manitol dissolvidos em 5 ml da solugdo perfusora de
Krebs, para avaliar informagdes como osmolaridade final apos adicdo na solugdo de
perfusdo e limite de deteccdo pelo HPLC. Apos os testes, optou-se pelo volume de 0,03
ml, por com uma concentragdo final de 0,0015 g/ml (0,0044 mM) de lactulose e 0,0003
g/ml (0,0016 mM), por apresentar muito pouca influéncia na osmolaridade e pela
quantidade de tecido exposto ser muito menor que quando administrada por gavagem em
modelo in vivo. Para a realizagdo do teste, buscando facilitar a quantificagdo do manitol
absorvido, foi trocado no perfusato do lado mucoso os 10 mM de manitol pela mesma
concentragdo de melibiose, mantendo-se assim o equilibrio osmético. Ou seja, apos
adicionar 30 pL da solucdo de lactulose+manitol do lado mucoso, foi adicionado 30 pL
de melibiose a 6 mM do lado basolateral para manter o equilibrio osmético (Figura 17).

Para este experimento, o0 mesmo protocolo mencionado no topico 4.3 foi seguido.
Os animais continuaram a consumir normalmente as dietas e tratamentos de acordo com
cada grupo. No 13° dia do protocolo experimental, os animais foram anestesiados por via
intramuscular com cloridrato de cetamina (90 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg),

seguido de laparotomia mediana longitudinal para a coleta de aproximadamente 8
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centimetros do segmento medial do intestino delgado para realizacdo do experimento.
Logo em seguida, os animais foram eutanasiados por meio de exsanguinacdo. Em seguida,
o tecido foi montado no SCU como mencionado no tépico 4.11, apds isto, seguiu-se
monitorando e coletando dados eletrofisiologicos, como citado no topico 4.12, durante 90

minutos.

Figura 17: Teste Permeabilidade ex vivo em Camaras de Ussing

Desnutrido ————
Cetamina e
l a \ Xilazina
Controle — L é E E— | —_

Parametros
eletrofisiologicos

coletados a cada
10 minutos Solugdo de
: lactulose (1g) e
Diferenca de ;
Potencial manitol (5g)

' Teste de viabilidade do tecido:
Corrente de Curto- | | lado apical Teofilina (250 mM)

Circuito Glicase (250 mM)
LabScribe lado
Resisténcia #p~ | basolateral |
Transepitelial .
Solugdo de
melibiose
—

Fonte: elaborado pelo autor no BioRender.com.

Os animais foram anestesiados por via intramuscular com cetamina e xilazina, apos isto o segmento medial
do intestino foi coletado, dissecado a camada serosa e contado nas camaras de Ussing em tamanhos de 1
cm. Em seguida foi adicionada 30 pL solugédo de lactulose e manitol do lado mucoso e 30 pL de solugdo de
melibiose do lado basolateral, visando manter a osmolaridade, e coletada os valores elétricos registrados a
cada 10 min. por 90 min. Ao final foi realizado teste de viabilidade do tecido adicionando do lado
basolateral 250 mM de teofilina e 250 mM de glicose do lado apical.

Apo6s a adigdo da lactulose/manitol, foram realizadas coletas de 200 pL de
perfusato do reservatorio do lado seroso nos tempos 0, 30, 60 ¢ 90 minutos. Essas
amostras foram armazenadas em microtubos devidamente identificados para a realizagao
de uma curva log de tempo-efeito. Apds as coletas, as amostras foram armazenadas em
freezer a -20 °C até sua posterior analise por cromatografia, com o objetivo de quantificar
a permeacao dos dois carboidratos, lactulose e manitol, e avaliar a integridade da barreira

funcional intestinal (Figura 18).
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Figura 18: Teste Permeabilidade ex vivo por HPLC

Solugéo de
lactulose (1g) e Coleta de solugiio do lado
manitol (5g) basolateral (seroso)

Fonte: elaborado pelo autor no BioRender.com.
As amostras foram coletadas e armazenadas em freezer — 20 para analise em HPLC.

4.15 Calculo dos parametros eletrofisiolégicos

Quando a coleta de dados era feita manualmente, os valores de DP1, DP2 e CCC
eram inicialmente registrados 8 mao em uma planilha impressa em papel, onde os campos
correspondentes eram separados por tempo, camara e parametro elétrico. No entanto,
devido ao tempo necessario para esse processo e ao risco de causar danos no tecido devido
a aplicacdo continua de corrente, foi decidido coletar os dados através de fotos do display
do amplificador. A cada intervalo de coleta, que era de 5 minutos, eram tiradas fotos dos
valores de PD1, PD2 e CCC. Posteriormente, os valores registrados nas fotos eram
transferidos para planilhas no programa Microsoft® Excel versao 16.74/Office 2019
(Redmond, Washington, EUA). Dessa forma, os valores de CCC, DP ¢ RT eram

adquiridos e registrados para anélise subsequente.



- Célculo da Area:

Area = R? = 3.14x4 = 12.56 mm? = 0.1256 cm?
DPoasal = V1/Area

Unidade = mV/cm?

UC raio =2 mm

- Calculo da Corrente de Curto-Circuito do sistema:

CCC = Vt/ Rt ou PD/R¢

CCC =4 pA w1256 cm? => x = 31.85 pA/cm?
XpA  40em?

Unidade = pA/cm?

- Calculo da Resistencia tecidual:

Rt = Lei de Ohm x area de exposi¢ao do tecido

Ou seja

Ri=(V2-V1)mV/(50 pA/1000)mA =
[(V2-V1)x20]Qx(Area)cm?

Unidade = Qxcm?

Lei de Ohm Ri=V2-V1/i
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V1 =DP1 = Diferenga de potencial basal existente entre os dois lados do tecido antes do

acionamento do clampeamento de corrente.

V2 = PD2 = Diferenca de potencial gerado ap6s o clampeamento de corrente com a

aplicagdo de uma corrente de 50 HA (microampéres).

1 = corrente de 50 pA (microampéres) aplicada com o acionamento do Current Clamp,

corrigida para 0,050 milivolts.

Area de exposicao do tecido = orificio circular presente na hemicamara de acrilico com

O-ring (anel de borracha utilizado para prender o tecido e vedar os dois lados da camara)

de 2 mm raio. Este valor foi transformado em 4rea com valor de 12.56 mm? e corrigido

para 0.1256 cm?.
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No ano de 2022, o SCU foi automatizado com a aquisic¢ao do sofiware LabScribe
versao 2022 da iWorx Corporation. Com esse sofiware, os céalculos anteriormente
realizados manualmente passaram a ser feitos automaticamente apos a configuragdo
adequada. Os resultados de CCC, RT e DP foram apresentados em fun¢do do tempo para
cada desafio com os substratos, enquanto a resposta basal se referia aquela gerada antes

da adicao dos substratos.

4.16 Analise estatistica

Os dados coletados foram digitados em planilha de Microsoft Excel® versao
16.75/0ffice 365 (Redmond, Washington, USA) e verificados duplamente para validar a
entrada dos dados. Os dados foram avaliados quanto a normalidade utilizando o teste
Kolmogorov-Smirnov. Os dados paramétricos normalizados seguiram para a analise pelo
multiplo teste t quando comparados dois grupos e Analise de Variancia (ANOVA)
seguido do pods-teste de Bonferroni para os dados pareados. Os dados nao paramétricos,
por sua vez, foram analisados pelo teste de Kruskal Wallis. Todos os testes foram
aplicados no software GraphPad Prism® versdo 10.0.0 (131) (Califérnia, Estados
Unidos). Os resultados foram representados por média + erro padrdo da média (EPM)
quando indicado. Dados foram considerados significativos quando obtiveram valores de

p<0,05.



5. RESULTADOS

5.1. Composi¢io da Dieta MAL-ED
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A dieta de indugdo de desnutri¢ao baseada no COORTE MAL-ED possui 8,03%

de energia, 37,46% de proteina, 24,20% de lipidios e 10,83% de zinco a menos que na

dieta controle. No entanto, ela contém 5,93% a mais de carboidratos e 45,17% a mais de

fibra em comparagdo com a dieta controle (Tabela 3).

Tabela 3 - Composi¢ao nutricional da dieta controle e MAL-ED

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 -
Caseina (78,79% de proteinas) (g) 16,40 9,89 -
Amido dextrinizado (g) 15,50 0,00 -
Sacarose (g) 10,00 0,00 -
Oleo de soja (g) 4,00 5,10 -
Celulose MC-101 (g) 5,00 26,00 -
Mix mineral (g) 3,50 3,50 -
Mix vitaminico (g) 1,00 1,00 -
L-cisteina (g) 0,18 0,30 -
Bitartarato de colina (g) 0,25 0,25 -
Tert- butilhidroquinona (g) 0,0008 0,0014 -

Fonte: (RIBEIRO, 2022)

Valores referentes a andlise da composicao centesimal da dieta MAL-ED e dieta controle (AIN-93M),
assim como a quantidade de ingredientes usados para formulagdo de cada dieta.
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5.2. Indugao de desnutricio pela dieta MAL-ED em camundongos recém-

desmamados

5.2.1. Sinais clinicos registrados apos o consumo agudo da dieta MAL-ED em

camundongos recém-desmamados

O consumo das dietas controle (Figura 19A), com quantidades nutricionais,
caloricas e energéticas padrao, e a dieta de indu¢do de desnutrigdo MAL-ED com valores
reduzidos desses parametros (Figura 19A), foi monitorado. O consumo da ragdo pelo
grupo da dieta MAL-ED desnutrido foi ajustado com base no consumo da dieta pelo
grupo controle no dia anterior.

O consumo de agua, fornecida de forma ad libtum (Figura 19B), ndo revelou
diferengas significativas no seu consumo, sugerindo uma tendéncia de manutenciao de

uma média similar ao longo dos 12 dias do experimento.

Figura 19 — Consumo de Rag¢do durante o periodo experimental
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Dias do protocolo experimental Dias do protocolo experimental

A) Consumo de rag@o em gramas por dia e B) Consumo de 4gua em mililitros por dia pelos animais (n=8
por grupo) submetidos a dieta controle vs. dieta MAL-ED para cada dia durante os 12 dias experimentais
(* = p = 0.000404). Os valores estdo representados em média + erro padrdo da média e foram usados
multiplos testes t de Student ndo pareados para dados nio pareados na analise estatistica.

O consumo da dieta de desnutrigdo MAL-ED durante os 12 dias experimentais
mostrou, quando avaliado o peso dos animais em gramas (Figura 20A), diminui¢do
significativa (p = 0,000444) no dia 12 da linha de tempo experimental, dos animais do
grupo da dieta MAL-ED (16,94 £ 0,6672) quando comparado aos animais do grupo
controle (19,52 £ 0,6672).
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Quando foi avaliado o percentual de ganho de peso dos animais (Figura 20B), a
partir do dia 2, j& foi possivel encontrar diferenga entre o grupo controle e desnutrido. No
grupo controle nos dias 2 (p =0.000283; 1.611 £2.179), 3 (p = 0.000008; 7.339 +£2.415),
5(p=0.000017; 17.47 £3.193), 7 (p<0.000001; 16.40 £ 2.176) e 12 (p =0.000057; 32.66
+ 6.227) o percentual do ganho de peso dos animais foi estatisticamente maior que o do
grupo da dieta MAL-ED (2 [p = 0.000283; -8.844 £ 2.179], 3 [p = 0.000008; -9.198 +
2.415], 5 [p = 0.000017; -2.916 + 3.193], 7 [p<0.000001; -2.241 + 2.176] ¢ 12 [p =
0.000057; 3.920 + 6.227]) (Figura 20B). Na figura 20 C ¢ possivel ver o comportamento

referente ao ganho de peso em cada estagio experimental.

Figura 20 — Ganho de peso durante o periodo experimental
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Dias do protocolo experimental

A) Peso corporal dos animais em gramas a cada dia, B) Percentual de ganho de peso dos animais (n=8 por
grupo) a cada dia, C) Percentual de ganho de peso dos animais ao inicio e final de cada etapa experimental
consumindo consumiram a dieta controle vs. dieta MAL-ED durante os 12 dias experimentais (* = p<0,05
e ns = p>0,05). Os valores estdo representados em média + erro padrdo da média e foram usados multiplos
testes t de Student ndo pareados para dados ndo pareados na analise estatistica.
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Foi avaliado o crescimento da cauda dos animais (Figura 21A), e observou-se
uma diminui¢do no tamanho da cauda dos animais do grupo da dieta MAL-ED (p =
0.010833; 7.083 £ 1.612) em comparacdo com o grupo controle (p = 0.010833; 11.34 +
1.612), no dia 7 de inducdo de desnutricdo (p = 0,010833). Ao avaliar o crescimento
corporal total dos animais, um resultado semelhante foi encontrado, também no dia 7 (p
= 0,000221), os animais desnutridos (5,748 £ 1,157) apresentaram um menor tamanho

corporal quando comparado ao grupo controle (10,36 £ 1,157) (Figura 21B).

Figura 21 — Crescimento dos animais submetidos as dietas
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A) Percentual do crescimento da cauda dos animais e B) Percentual de comprimento total dos animais (n=8
por grupo), nos periodos 0 (antes do consumo da dieta experimental), 7 (ap6s sete dias de consumo da dieta)
e 12 (apos doze dias do consumo da dieta), apds o consumo da dieta controle vs. dieta MAL-ED para cada
estagio experimental (¥*=p<0,05). Os valores estdo representados em média =+ erro padrdo da média e foram
usados multiplos testes t de Student ndo pareados para dados ndo pareados na analise estatistica.

5.2.2. Efeito do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre o tamanho total do intestino

delgado de camundongos recém-desmamados

A avaliacdo do tamanho total do intestino dos camundongos foi realizada ao final
do periodo experimental, no dia 12, e ndo foi encontrada diferenca estatistica entre os

grupos avaliados (p>0,05) (Grafico 1).
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Grifico 1 — Comprimento total do intestino delgado
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Comprimento total do intestino delgado ao final do periodo experimental nos animais (n=8 por grupo) que
consumiram a dieta controle vs. dieta MAL-ED (ns = p>0,05). Os valores estio representados em média +

erro padrdo da média e foram usados multiplos testes t de Student ndo pareados para dados ndo pareados
na analise estatistica.

5.2.3. Composigao corporal de camundongos recém-desmamados apos consumo

agudo de dieta MAL-ED

Foi avaliada a composi¢do corporal total (Figura 22A), fluido extracelular
(Figura 22B), fluido intracelular (Figura 22C) e massa livre de gordura (Figura 22D), e
nestes parametros nenhuma diferenca significativa foi encontrada em nenhum dos tempos
(7 e 12 dias) analisados. Por outro lado, observou-se reducao significativa (p = 0,006039;
Controle 988,07 £ 328,6 vs desnutrido 53,44 + 328,6) da massa gorda no grupo da dieta
MAL-ED no dia 7 (Figura 22E). J4 no indice de massa corporal ndo foi observada

diferenga estatistica (p> 0,05) em nenhum dos dias mensurados (7 ¢ 12) (Figura 22F).
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Figura 22 — Avaliacao da composi¢ao corporal dos animais submetidos as dietas
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A) Agua corporal total (%), B) Fluido extracelular (%), C) Fluido intracelular (%), D) Massa livre de gordura
(%), E) Massa gorda (%) e F) indice de massa corporal (%) dos animais controle (linha azul) e dieta MAL-
ED (linha vermelha) nos dias 7 e 12 (n=8 por grupo). Os valores estdo representados em média £ erro
padrdo da média e foram usados multiplos testes t de Student ndo pareados para dados ndo pareados na

analise estatistica (*p < 0,05 e ns = p>0,05).
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5.3. Efeitos do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre a barreira funcional
gastrointestinal no segmento medial do intestino delgado de camundongos recém-

desmamados

5.3.1. Efeito do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre a permeabilidade intestinal

no segmento medial do intestino delgado de camundongos recém-desmamados

5.3.2.1. Avaliagado da Resisténcia Transepitelial, Corrente de Curto-Circuito e Tensdo
Transepitelial no segmento medial do intestino delgado durante o transporte dos

carboidratos lactulose e manitol em Cdmara de Ussing

Na busca de uma nova abordagem para teste de lactulose:manitol, que até o
momento era realizado somente in vivo, foi utilizado o sistema de cadmaras de Ussing para
implementagdo do mesmo teste s6 que ex vivo. O segmento medial do intestino delgado
foi coletado e montando no SCU, banhado com 5 ml de cada lado do tecido de solugao
perfusora de Krebs e, em seguida, foi adicionado 30 pL da solucdo de lactulose e manitol
no banho do lado apical do epitélio intestinal avaliado. Apds 60 minutos foi coletado um
volume de 200 pl do reservatorio do perfusato que banha o lado basolateral do tecido. O
volume coletado foi armazenado refrigerado para futura analise pelo HPLC, e durante os
90 minutos de experimento, os dados elétricos gerados pelo tecido foram coletados pelo
SCU automatizado para analise posterior dos parametros eletrofisiologicos. Apos a
analise dos parametros eletrofisioldgicos (Figura 23), de tensdo transepitelial (Figura
23A), Corrente de Curto-Circuito (Figura 23B) e resisténcia transepitelial (Figura 23C),
entre o grupo controle com o grupo da dieta MAL-ED, ndo foi encontrada diferenca

estatistica entre os dois grupos em nenhum dos parametros avaliados (p>0,05).
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Figura 23 - Efeito do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre parametros
eletrofisiologicos da permeabilidade intestinal
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A) Tensao transepitelial, B) Corrente de Curto-Circuito, C) Resisténcia transepitelial dos animais (n=3 por
grupo) controle (linha azul) e dieta MAL-ED (linha vermelha) no dia 13. T corresponde a teofilina e G a
glicose. Os valores estdo representados em média * erro padrio da média e foram usados multiplos testes t
de Student ndo pareados para dados ndo parecados na analise estatistica (*p < 0,05 e ns = p>0,05).

5.3.2.2. Avaliagdo da permeabilidade intestinal no segmento medial do intestino

delgado por meio do teste de lactulose:manitol ex vivo

Posterior ao experimento de permeabilidade nas camaras de Ussing, foram feitas
as analises das aliquotas coletadas das solu¢des de banho, presentes no reservatorio do
lado seroso de cada camara, por meio da HPLC (Figura 24). Nao foi encontrada diferenca
estatistica entre os grupos controle e desnutrido (p>0,05), quanto a permeacao de

lactulose (Figura 24A) e a permeagdo de manitol (Figura 24B).
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Figura 24 — Efeito do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre a permeabilidade
intestinal
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A) Percentual de permeagdo de manitol, B) Percentual de permeagdo de lactulose dos animais (n=3 por
grupo) controle (linha azul) e dieta MAL-ED (linha vermelha) no dia 13. Os valores estdo representados
em média £ erro padrdo da média e foram usados multiplos testes t de Student nido pareados para dados néo
pareados na analise estatistica (¥*p < 0,05 e ns = p>0,05).
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5.3.3. Efeito do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre o transporte de substratos
de glicose, glutamina e alanil-glutamina no intestino de camundongos recém-

desmamados

5.3.3.1. Efeito do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre a Resisténcia Transepitelial,
Corrente de Curto-Circuito e Tensdo Transepitelial durante o transporte de glicose no

intestino de camundongos recém-desmamados

Foi avaliada a Diferenga de Potencial (DP), a Corrente de Curto-Circuito (CCC)
e a Resisténcia Transepitelial (Rt) basal dos segmentos mediais do intestino delgado dos
animais dos grupos estudados. Ou seja, antes da adicdo dos substratos de glicose,
glutamina ou alanil-glutamina, foram mensurados os parametros eletrofisiologicos
citados acima, por um periodo de 100 minutos.

Ap6s a andlise, foi observado que a DP (Figura 25A) do grupo que consumiu a
dieta MAL-ED (12,99 + 2,729) comecou inferior ao grupo controle (2,078 + 2,729) que
consumiu a dieta padrdo, mas foi aumentando com o passar do tempo, apresentando
diferenga estatistica (p = 0,000240) aos 100 minutos de experimentagdo. Quando
comparada a DP dentro do grupo da dieta MAL-ED, foi observado diferenca entre o
tempo 0 vs 80 min (p = 0,0159) e entre o tempo 0 vs 100 min (p = 0,0317).

A Corrente de Curto-Circuito (Figura 25B) apresentou comportamento
semelhante, o grupo que ingeriu a dieta MAL-ED (129,9 £+ 21,17) apresentou aumento
com diferenca estatistica (p = 0,000031) também no tempo de 100 minutos, quando
comparado ao grupo controle (31,54 + 21,17). Foi observado também diferenca de CCC
em quase todos os tempos do grupo da dieta MAL-ED comparando com o tempo 0, sendo
encontrado diferenga entre 0 vs 20 min (p = 0,0286), 0 vs 60 min (p = 0,0317), 0 vs 80
min (p = 0,0159) ¢ 0 vs 100 min (p = 0,0317). Ja a Rt (Figura 25C) se manteve

estatisticamente semelhante, sem diferenga estatistica (p>0,05).
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Figura 25 - Efeitos do consumo agudo da dieta MAL-ED na Corrente de Curto-
Circuito, diferenga de potencial e resisténcia transepitelial em condi¢des basais
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A) Tensdo transepitelial basal, B) Corrente de Curto-Circuito basal, C) Resisténcia transepitelial basal dos
animais (n=5 por grupo) controle ¢ da dieta MAL-ED no dia 13. Os valores estio representados em média
+ erro padrdao da média e foram usados multiplos testes t de Student ndo pareados para dados néo pareados
na analise estatistica o asterisco (¥) = p < 0,05 e ns = p>0,05 na comparagdo dos tempos entre controle e
desnutrido, a cerquilha (#) corresponde a comparag@o dos tempos dentro do grupo da dieta MAL-ED.

Ao analisar a curva dose-resposta da glicose, foi observado que a DP (Figura
26A) do grupo alimentado com a dieta MAL-ED nao apresentou diferenga de potencial
durante todo o experimento, em comparag¢do com o grupo controle. A cada concentragdao
adicionada, ambas os grupos tendiam a aumentar sua DP, mesmo ndo apresentando
diferenga estatistica entre ambos (p>0,05). J& a CCC (Figura 26B), iniciou maior no
grupo da dieta MAL-ED durante as duas primeiras concentragdes testadas, mas sem
diferenga estatistica entre os grupos (p>0,05), porém, a partir da terceira concentragdo de
glicose a 20 mM, a corrente se igualou a do grupo controle.

Quando avaliado a Rt (Figura 26C), foi possivel observar que a resisténcia do

grupo da dieta MAL-ED era maior que a do grupo nutrido durante a adi¢ao de todas as
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concentragdes de glicose, mas, assim como nos resultados de DP e CCC, ndo foi

encontrada diferenca estatistica (p>0,05).

Figura 26 — Efeitos das concentragdes cumulativas da glicose no segmento medial do
intestino delgado
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A) Tensao transepitelial, B) Corrente de Curto-Circuito, C) Resisténcia transepitelial frente a adi¢io de glicose
em concentragdes cumulativas no segmento jejunal dos animais (n=5 por grupo) controle ¢ dieta MAL-ED
no dia 13. Os valores estdo representados em média * erro padrao da média e foram usados multiplos testes
t de Student ndo pareados para dados ndo pareados na analise estatistica (*p < 0,05 e ns = p>0,05).

5.3.3.2. Efeito do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre a Resisténcia Transepitelial,
Corrente de Curto-Circuito e Tensdo Transepitelial durante o transporte de glutamina no

intestino de camundongos recém-desmamados

Ao avaliar a curva dose-resposta da glutamina, notamos que a DP (Figura 27A),
similar a resposta a glicose, ndo teve diferenca significativa durante todo o experimento
em relacdo ao grupo nutrido. Porém, diferentemente do comportamento frente a glicose,

a resposta tanto do grupo controle, quanto do grupo da dieta MAL-ED, em contato com
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a glutamina, apresentou um crescimento mais suave, com uma tendéncia inicial a redug¢do
da DP, nas concentracdes de 2, 7, e 20 mM, e s6 ap6s a adi¢cdo da concentragcdo de 70 mM
a DP comegou a aumentar em ambos os grupos, no entanto, nao foi encontrada diferenca

estatistica (p>0,05).

Figura 27 — Efeitos das concentragdes cumulativas da glutamina no segmento medial do
intestino delgado
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A) Tensdo transepitelial, B) Corrente de Curto-Circuito, C) Resisténcia transepitelial frente a adi¢do de
glutamina em concentragdes cumulativas no segmento jejunal dos animais (n=5 por grupo) controle ¢ dieta
MAL-ED no dia 13. Os valores estdo representados em média + erro padrao da média e foram usados
multiplos testes t de Student ndo pareados para dados ndo pareados na analise estatistica (*p < 0,05 e ns =
p>0,05).
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A CCC (Figura 27B) comegou maior no grupo da dieta MAL-ED e reduziu,
seguindo o comportamento da DP, ficando menor que a CCC do grupo controle apds a
segunda concentracdo de glutamina adicionada (7 mM). Mesmo aumentando a partir da
concentracdo de 20 mM, continuou inferior ao grupo controle até o fim do experimento
(p>0,05). A Rt (Figura 27C), como visto também frente a glicose, apresentou uma
tendéncia a ser maior no grupo desnutrido durante todo o periodo experimental, mas ndo

teve diferenca estatistica (p>0,05).

5.3.3.3. Efeito do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre a Resisténcia Transepitelial,
Corrente de Curto-Circuito e Tensdo Transepitelial durante o transporte de alanil-

glutamina no segmento medial do intestino delgado de camundongos recém-desmamados

Como visto com a glutamina, na presenca da alanil-glutamina a DP (Figura 28A)
foi menor na concentragcdo de 20 mM (p = 0,0331) no grupo da dieta MAL-ED. Durante
quase todo o periodo de teste, permaneceu inferior, mesmo sem diferenca estatistica,
apresentando comportamento semelhante 8 CCC em relagdo a glutamina. Inicialmente, a
CCC foi maior, diminuindo na segunda concentracao testada e permanecendo inferior ao
controle durante todo o experimento (p>0,05). O mesmo comportamento foi observado
com a CCC (Figura 28B), em que o grupo controle foi estatisticamente maior (p =
0,0488) que o grupo da dieta MAL-ED na concentracdo de 2 mM e 7 mM. No entanto, a
Rt (Figura 28C) ja se mostrou maior (p = 0,0106 ¢ 0,0392) no grupo da dieta MAL-ED
(12,29 £ 1,263) que consumiu a dieta MAL-ED, em compara¢do com o grupo controle

(7,749 £ 1,263), mesmo nas primeiras concentragdes de alanil-glutamina.
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Figura 28 - Efeitos das concentragdes cumulativas da alanil-glutamina no segmento
medial do intestino delgado

A) Curva dose-resposta da alanil-glutamina B) Curva dose-resposta da alanil-glutamina
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A) Tensao transepitelial, B) Corrente de Curto-Circuito, C) Resisténcia transepitelial frente a adigdo de alanil-
glutamina em concentragdes cumulativas no segmento jejunal dos animais (n=5 por grupo) controle e dieta
MAL-ED no dia 13. Os valores estdo representados em média * erro padrdo da média , e foram utilizados
multiplos testes t de Student ndo pareados para dados nao pareados na analise estatistica (*p < 0,05 e ns =
p>0,05).

5.4. Tratamento com glutamina apés inducio de desnutricio aguda pela dieta MAL-

ED em camundongos recém-desmamados tratados com glutamina ou glicina

5.4.1. Avaliacdo dos sinais clinicos de desnutri¢cdo apds tratamento com glutamina ou

glicina

Do dia 8 ao dia 12 de experimentagdo, foi administrado glutamina ou glicina no
bebedouro dos animais para consumo ad libitum. O consumo de ragdo mostrou diferenga
também no quinto dia experimental (p = 0,000019), entre o grupo da dieta MAL-ED
(3,189 £ 0,1600) e o grupo glutamina (2,388 + 0,1600), e entre o grupo glutamina (p =
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0,004161; 2,388 £ 0,1343) e glicina (2,805 *+ 0,1343). No dia 11, também foi observada
diferenga significativa (p = 0,001933) entre os grupos desnutrido (2,408 £+ 0,08099) e o
grupo glutamina (2,682 £+ 0, 08099) (Figura 29A). O consumo de agua (ad libtum)
(Figura 29B) mostrou diferenga estatistica (p = 0,000173) no dia 2, entre o grupo
glutamina (2.911 * 0,4051) e o grupo glicina (4.647 £ 0,4051). Uma diferenca
significativa (p = 0,001340) também foi observada entre o grupo da dieta MAL-ED (4,221
1+ 0,1967) e o grupo glicina (4.914 + 0,1967), no dia 11 do tempo experimental.

Figura 29 - Consumo de Racao e dgua apos o tratamento com glutamina ou glicina
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A) Consumo de ragdo em gramas por dia, B) Consumo de dgua em mililitros por dia pelos animais (n=8
por grupo) que consumiram a dieta MAL-ED durante os 12 dias experimentais e foram tratados com
glutamina e glicina do dia 8 ao dia 12 (* = p<0,05). Grupo dieta MAL-ED (linha vermelha), glutamina
(linha lilas) e glicina (linha preta). Os valores estdo representados em média * erro padrdo da média e foram
usados multiplos testes t de Student ndo pareados para dados ndo pareados na analise estatistica.

O ganho de peso dos animais desnutridos tratados com glutamina ou glicina
(Grafico 2), evidenciou um aumento significativo (p = 0,006442) no grupo que recebeu
glutamina (25,19 £ 6,090), em comparagao com o grupo que consumiu a dieta MAL-ED
(7,354 £ 6,090).

Ja o grupo tratado com glicina (Grafico 2) ndo apresentou diferenca estatistica

quando comparado ao grupo da dieta MAL-ED ou grupo tratado com glutamina (p>0,05).
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Grifico 2 — Ganho de peso dos animais apos o tratamento com glutamina ou glicina
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Percentual de ganho de peso dos animais (n=8 por grupo) antes e depois do tratamento consumindo a dieta
MAL-ED durante os 12 dias experimentais (* = p<0,05). Os valores estdo representados em média * erro
padrdo da média e foram usados multiplos testes t de Student ndo pareados para dados nio pareados na
analise estatistica.

Foi mensurado o tamanho da cauda dos animais (Figura 30A) nos periodos pré e
pos-tratamento com glutamina ou glicina, e foi percebido que, mesmo nao encontrando
diferenga estatistica, o grupo da dieta MAL-ED tratado com glutamina mostrou uma
tendéncia a aumentar de tamanho apds o inicio do tratamento, enquanto os outros grupos,
tanto os animais nao tratados quanto os animais tratados com glicina, mostraram seguir
para um comportamento de plato apos o dia 7. Quando avaliado o comprimento total dos
animais tratados com glutamina ou glicina (Figura 30B) foi verificado que no dia 7 uma
diferenga estatistica (p = 0,002089) entre o grupo da dieta MAL-ED (6,414 £ 1,193) e
glicina (1,757 = 1,193), onde estes ultimos era menores que os desnutridos ndo tratados.
J& quando comparamos os animais tratados com glutamina com os animais nao tratados
(Figura 30B), foi visto que os animais tratados (10,78 £ 2,070) era estatisticamente (p =

0,005083) maiores que os animais nao tratados (1,872 = 2,070).
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Figura 30 — Comprimento de cauda e total apds o tratamento com glutamina ou glicina
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A) Percentual do crescimento da cauda dos animais ¢ B) Percentual de comprimento total dos animais (n=8
por grupo), nos periodos 0 (antes do consumo da dieta experimental), 7 (apos sete dias de consumo da dieta)
e 12 (apds doze dias do consumo da dieta), apos o consumo da dieta controle vs. dieta MAL-ED e tratamento
com glutamina ou glicina a partir do dia 8 (*=p<0,05 e ns = p>0,05). Grupo dieta MAL-ED (linha
vermelha), glutamina (linha lilas) e glicina (linha preta). Os valores estdo representados em média + erro

padrdo da média e foram usados multiplos testes t de Student ndo pareados para dados ndo pareados na
analise estatistica.

5.4.2. Tamanho total do intestino delgado de camundongos desnutridos pela dieta

MAL-ED apos tratamento com glutamina

O intestino delgado dos camundongos pertencentes aos grupos de animais que
foram induzidos a desnutricao pela dieta MAL-ED e, apos o oitavo dia, foram tratados
com glutamina ou glicina, foram avaliados quanto ao tamanho total no dia 12. Nao foram

encontradas quaisquer diferengas estatisticas (p>0,05) (Grafico 3).



123

Grafico 3 — Comprimento total do intestino delgado apds o tratamento
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Comprimento total do intestino delgado ao final do periodo experimental nos animais (n=8 por grupo) que
consumiram a dieta MAL-ED e foram tratados com glutamina ou glicina (ns = p>0,05). Os valores estdo
representados em média * erro padrao da média e foram usados multiplos testes t de Student ndo pareados
para dados ndo pareados na analise estatistica.

5.4.3. Avaliagdo da composigdo corporal de camundongos desnutridos pela MAL-ED

apos tratamento com glutamina

Ao avaliar a composicao corporal dos grupos submetidos a dieta MAL-ED e que,
a partir do dia 8, receberam tratamento na dgua com glutamina ou glicina, observou-se
que ndo houve diferencga estatistica entre os grupos em relagdo a dgua corporal total
(Figura 31A), massa livre de gordura (Figura 31D), massa gorda (Figura 31E) e indice
de massa corporal (Figura 31F) em cada tempo avaliado. Quanto ao fluido extracelular
(Figura 31B), o grupo glicina no dia 7 (30,34 £ 13,89) apresentou maior quantidade (p =
0,022459) de fluido extracelular em comparag¢ao com o grupo da dieta MAL-ED (-4.754
+ 13,89). Quando comparado no dia 12 (Figura 31B), o mesmo comportamento foi
observado, o grupo glicina (65,84 £+ 16,85) apresentou maior quantidade (p = 0,000141)
de fluido extracelular em comparacdo com o grupo da dieta MAL-ED (-17.78 £ 16,85).
Ja quando foi avaliado o grupo glutamina (-4,817 + 22,21) e comparado com o grupo
glicina (65,84 + 22721), foi observada (Figura 31B) diferenga estatisticamente
significativa no dia 12 (p = 0,009805). O parametro de fluido intracelular (Figura 31C)
foi maior (p = 0,006910) no grupo glutamina (44,56 £+ 23,81) quando comparado com o

grupo glicina (-36,10 = 23,81) no dia 7 da linha de tempo experimental.
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Figura 31 - Avaliagdo da composi¢do corporal dos animais submetidos a dieta MAL-ED
tratados com glutamina ou glicina
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A) Agua corporal total (%), B) Fluido extracelular (%), C) Fluido intracelular (%), D) Massa livre de gordura
(%), E) Massa gorda (%) e F) indice de massa corporal (%) dos animais (n=8 por grupo) que consumiram a
dieta MAL-ED e foram tratados com glutamina ou glicina do dia 8 ao dia 12. Grupo dieta MAL-ED (linha
vermelha), glutamina (linha lilas) e glicina (linha preta). Os valores estdo representados em média * erro
padrdo da média e foram usados multiplos testes t de Student ndo pareados para dados ndo pareados na
analise estatistica (*p < 0,05 e ns = p>0,05).
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5.5. Efeitos do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre a permeabilidade e barreira
funcional gastrointestinal no intestino de camundongos recém-desmamados

tratados com glutamina ou glicina

5.5.1. Efeito do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre a permeabilidade intestinal no
segmento medial do intestino delgado de camundongos recém-desmamados tratados

com glutamina ou glicina

5.5.1.1. Avalia¢do da Resisténcia Transepitelial, Corrente de Curto-Circuito e Tensdo
Transepitelial no segmento medial do intestino delgado de camundongos durante o

transporte dos carboidratos lactulose e manitol em Camara de Ussing

A partir daqui todos os resultados serdo referentes aos animais que consumiram a
dieta MAL-ED. Sera realizado um comparativo entre o grupo da dieta MAL-ED que nao
recebeu tratamento e os grupos que receberam tratamento ad libitum com glutamina ou
glicina na 4gua de consumo diario.

Ao realizar a avaliacdo dos parametros eletrofisiologicos pela Camara de Ussing,
durante a realizagdo da nova abordagem ex vivo do teste de lactulose:manitol, foi
verificado que ambos os grupos avaliados — desnutrido, desnutrido tratado com
glutamina e desnutrido tratado com glicina —, apresentaram comportamento semelhante
emrelagdo a DP (Figura 32A), onde eles se mantiveram com valores proximos e lineares,
sem diferenca entre ambos (p>0,05). Da mesma forma, a CCC (Figura 32B) ¢ a Rt
(Figura 32C), também permaneceram equivalentes durante todo o periodo experimental
(p>0,05), seguindo o0 mesmo comportamento linear e em aumento, com exce¢dao do
momento em que foi adicionado a teofilina (T) e a glicose(G), substratos usados para teste
funcional de membrana, ao final do experimento, onde € possivel ver o aumento da DP e

da CCC em todos os grupos.
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Figura 32 - Efeito do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre parametros
eletrofisiologicos da permeabilidade intestinal de animais tratados
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A) Tensdo transepitelial, B) Corrente de Curto-Circuito, C) Resisténcia transepitelial dos animais (n=3 por
grupo) do grupo dieta MAL-ED (linha vermelha), e dos grupos tratados glutamina (linha lilas) e glicina
(linha preta) no dia 13. T corresponde a teofilina e G a glicose. Os valores estdo representados em média £
erro padrdo da média e foram usados multiplos testes t de Student ndo pareados para dados ndo pareados
na analise estatistica (*p < 0,05 e ns = p>0,05).

5.5.1.2. Avalia¢do da permeabilidade intestinal no segmento medial do intestino delgado
de camundongos por meio do teste de lactulose:manitol ex vivo

A andlise do contetido coletado do lado seroso da membrana jejunal dos grupos
desnutrido e desnutrido tratado com glutamina, ap6s a adicdo da solugdo de lactulose e
manitol do lado mucoso (Grafico 4), evidenciou que a média percentual de permeagao
de lactulose do grupo tratado com glutamina (9,63) foi menor (p>0,05) que a do grupo da

dieta MAL-ED que ndo recebeu tratamento (12,26).



127

Grafico 4 — Efeito do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre a permeabilidade intestinal
de animais tratados
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A) Percentual de permeag@o de manitol, B) Percentual de permeagdo de lactulose dos animais (n=3 por
grupo) do grupo da dieta MAL-ED tratado com glutamina no dia 13. Os valores estdo representados em
média + erro padrio da média e foram usados multiplos testes t de Student ndo pareados para dados nio
pareados na andlise estatistica (*p < 0,05 e ns = p>0,05).

5.5.2. Efeito do consumo agudo da dieta de desnutricio MAL-ED sobre o transporte de
substratos de glicose, glutamina e alanil-glutamina no intestino de camundongos

recém-desmamados tratados com glutamina ou glicina

5.5.2.1. Efeito do consumo agudo da dieta de desnutricio MAL-ED sobre a Resisténcia
Transepitelial, Corrente de Curto-Circuito e Tensdo Transepitelial durante o transporte
de glicose no segmento medial do intestino delgado de camundongos recém-desmamados

tratados com glutamina ou glicina

Foi feita uma andlise basal dos parametros eletrofisiologicos de DP, CCC e Rt dos
animais que consumiram a dieta MAL-ED e os que receberam tratamento com glutamina
ou glicina, buscando observar o comportamento prévio do segmento medial do intestino
delgado destes animais, antes da exposicao aos substratos de glicose, glutamina e alanil-
glutamina. Ao avaliar o comportamento basal dos tecidos, foi observado que o grupo da

dieta MAL-ED nao tratado tinha uma maior DP (Figura 33A) em relacdo aos outros dois
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grupos, sendo que entre estes dois a glutamina apresentava a menor DP em relagdo ao
grupo nao tratado. Ambos os grupos analisados, iniciaram diminuindo a DP e foram
aumentando com o passar do tempo. Nos tempos 40 (p = 0,0151) e 60 minutos (p =
0,0278) o grupo nao tratado estava com a DP maior que os animais do grupo glutamina
tratado (p<0,05). Quanto a CCC (Figura 33B), o grupo sem tratamento manteve-se por
quase todo o experimento menor (p>0,05) que os grupos tratados, entretanto, aos 100
minutos o grupo nao tratado ultrapassou os dois grupos no valor da CCC. A Rt (Figura
33C) do grupo da dieta MAL-ED nao tratado foi menor que a dos grupos tratados por

todo tempo de avaliagcdo, mas sem diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05).

Figura 33 — Efeitos do consumo agudo da dieta MAL-ED na Corrente de Curto-Circuito,
diferenca de potencial e resisténcia transepitelial em condi¢des basais apos tratamento
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A) Tensdo transepitelial basal, B) Corrente de Curto-Circuito basal, C) Resisténcia transepitelial basal dos
animais (n=5 por grupo) do grupo da dieta MAL-ED (linha vermelha), tratados com glutamina (linha
lilas) ou glicina (linha preta) no dia 13. Os valores estdo representados em média * erro padrio da média e
foram usados multiplos testes t de Student ndo pareados para dados ndo pareados na analise estatistica (*p
< 0,05 e ns =p>0,05).
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Quando avaliado a resposta da DP frente a glicose (Figura 34A) nao foi
encontrada diferenca estatistica em nenhuma das concentragdes entre os grupos (P>0,05).
J& a CCC (Figura 34B), foi encontrada diferenca estatistica nas duas maiores
concentragdes de 70 mM (p = 0,0444) entre o grupo da dieta MAL-ED e o grupo tratado
com glicina, e na concentragdo de 200 mM (p = 0,0349), também entre o ndo tratado e o

tratado com glicina (p<0,05). Ja a Rt (Figura 34C) mostrou valores semelhantes entre os

grupos (p>0,05).

Figura 34 - Efeitos das concentra¢des cumulativas da glicose no segmento medial do
intestino delgado de animais tratados com glutamina ou glicina
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A) Tensao transepitelial, B) Corrente de Curto-Circuito, C) Resisténcia transepitelial frente a adicdo de glicose
em concentragdes cumulativas no segmento jejunal dos animais (n=5 por grupo) do grupo da dieta MAL-ED
(linha vermelha), tratados com glutamina (linha lilas) ou glicina (linha preta) no dia 13. Os valores estdo
representados em média + erro padrio da média e foram usados multiplos testes t de Student ndo pareados
para dados ndo pareados na andlise estatistica (*p < 0,05 e ns = p>0,05).
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5.5.3.2. Efeito do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre a Resisténcia Transepitelial,
Corrente de Curto-Circuito e Tensdo Transepitelial durante o transporte de glutamina no
segmento medial do intestino delgado de camundongos recéem-desmamados tratados com

glutamina ou glicina

J4 quando exposto a concentragdes de glutamina, a DP (Figura 35A) no intestino
dos animais nao tratados comegou maior que nos grupos tratados. No entanto, apos a
adicao da concentragdo de 20 mM de glutamina, o grupo tratado com glutamina
ultrapassou o valor de DP do grupo ndo tratado, mantendo-se maior até o final do
experimento. Na concentragdo de 200 mM o grupo tratado com glutamina apresentou
uma DP maior (p =0,0212) que o grupo tratado com glicina, este com a menor DP durante

todo o periodo experimental.

Figura 35 — Efeitos das concentragdes cumulativas da glutamina no segmento medial do
intestino delgado de animais tradados com glutamina ou glicina
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A) Tensdo transepitelial, B) Corrente de Curto-Circuito, C) Resisténcia transepitelial frente a adi¢do de
glutamina em concentragdes cumulativas no segmento jejunal dos animais (n=5 por grupo) do grupo da dieta
MAL-ED (linha vermelha), tratados com glutamina (linha lilas) ou glicina (linha preta) no dia 13. Os
valores estio representados em média + erro padrio da média e foram usados multiplos testes t de Student
ndo pareados para dados ndo parecados na analise estatistica (*p < 0,05 e ns = p>0,05).



131

A CCC (Figura 35B) teve comportamento similar a DP, com o grupo tratado com
glutamina apresentando maior CCC (p = 0,0247) em comparacdo ao grupo tratado com
glicina, especialmente na concentracdo de 200 mM de glutamina. No entanto, a Rt
(Figura 35C) nao apresentou diferenca significativa entre os grupos frente as

concentragdes cumulativas de glutamina (p>0,05).

5.5.3.3. Efeito do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre a Resisténcia Transepitelial,
Corrente de Curto-Circuito e Tensdo Transepitelial durante o transporte de alanil-
glutamina no segmento medial do intestino delgado de camundongos recém-desmamados

tratados com glutamina ou glicina

Por fim, foram avaliadas as respostas elétricas do segmento medial do intestino
delgado dos camundongos frente a exposicao a concentracdes cumulativas de alanil-
glutamina (Figura 36). O grupo nao tratado, quando exposto a alanil-glutamina, manteve
a DP (Figura 36A) mais elevada do que os outros dois grupos tratados, em todas as
concentragdes administradas ao longo do experimento, mas nao foi encontrada diferenca
estatistica entre os grupos em relacdo a DP (p>0,05). Quanto a CCC (Figura 36B), o
grupo ndo tratado comegou com o menor valor, assim como o grupo tratado com
glutamina. Apds a adigdo da primeira concentrag¢do de alanil-glutamina (2 mM) o valor
de CCC (Figura 36C) comegou a aumentar, ultrapassando o valor de CCC dos grupos
tratados. Ao final do experimento, diante da concentracdo cumulativa de 200 mM, o valor
da CCC do grupo nao tratado foi estatisticamente maior (p =0,0161) em comparagao com

o grupo tratado com glutamina.
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Figura 36 — Efeitos das concentragdes cumulativas da alanil-glutamina no segmento
medial do intestino delgado de animais tratados com glutamina ou glicina
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A) Tensdo transepitelial, B) Corrente de Curto-Circuito, C) Resisténcia transepitelial frente a adigdo de alanil-
glutamina em concentragdes cumulativas no segmento jejunal dos animais (n=5 por grupo) do grupo da dieta
MAL-ED (linha vermelha), tratados com glutamina (linha lilas) ou glicina (linha preta) no dia 13. Os
valores estdo representados em média * erro padrdo da média e foram usados multiplos testes t de Student
ndo pareados para dados ndo parecados na analise estatistica (*p < 0,05 ¢ ns = p>0,05).
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6. DISCUSSAO

A desnutri¢ao tem suas consequéncias para a saude e o desenvolvimento infantil,
impactando no crescimento linear, desenvolvimento cognitivo e aumentando a morbidade
e mortalidade, além de causar danos na reproducdo e capacidade de trabalho na idade
adulta, quando exposta a condigdes promotoras da desnutricio (HOROWITZ et al., 2023;
NGO; ORTIZ-ANDRELLUCCHI; SERRA-MAJEM, 2016). Esse conhecimento vem
sendo construido ao longo de vérias décadas, devido a grande relevancia que esse tema
tem frente ao cendrio de saude publica mundial. J& estd comprovado que a desnutri¢ao
nos primeiros anos de vida da crianga aumenta os riscos de desenvolvimento de doencgas
metabolicas, como diabetes ¢ obesidade, bem como doencas cardiovasculares, como
hipertensdo arterial e outras doengas coronarianas na idade adulta (GUERRANT et al.,
2008; IBRAHIM et al., 2017; UNICEF/WHO/WORLD BANK GROUP, 2023; WELLS
et al., 2020).

Diante desse cenario, a intervencdo, seja por parte de 6rgaos governamentais ou
nao, por meio de politicas e acdes de conscientizacao da importancia da amamentacao e
da alimentacdo complementar de qualidade, estimulando a implementacdo da nutri¢do
saudavel, vem sendo realizada por todo o mundo. Estudos de coorte desenvolvidos em
todos os continentes (MAL-ED NETWORK INVESTIGATORS, 2017; MILLER et al.,
2014; MUNIRUL ISLAM et al., 2019; WOON et al.,, 2018), permitiram o
acompanhamento e monitoramento de criangas residentes em paises subdesenvolvidos,
possibilitando a coleta de informagdes referentes a dieta consumida pela mae e pela
crianga, crescimento corporal, desenvolvimento cognitivo, incidéncia de infecgdes, entre
outras doengas, acompanhando essas criancas até a idade escolar (MAL-ED NETWORK
INVESTIGATORS, 2017; WOON et al., 2018). Em alguns desses estudos, foram
realizadas intervengdes, como o emprego de solugdes de reidratagdo oral, campanhas de
vacinagdo, orientagdo e estimulo ao emprego da amamentagdo como primeira fonte de
alimentacdo, e administragao suplementar de micronutrientes, na tentativa de diminuir a
morbidade e mortalidade infantil (LIMA, 1998; LIMA et al., 2014; MACIEL et al., 2021;
ZHANG; GUO, 2009).
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Na visdo de agéncias internacionais, como a UNICEF e o World Bank, bem como
observa-se em varios paises desenvolvidos, a melhoria da nutricio promove o aumento
do capital humano e crescimento econdmico da nacdo (UNICEF/WHO/WORLD BANK
GROUP, 2023).

Quanto mais se compreende sobre as consequéncias da desnutricdo, mais evidente
se torna a necessidade de prevenir o desenvolvimento dessa condicdo, evitando assim
seus impactos sobre o individuo a curto e longo prazo. Esses impactos incluem o
comprometimento do crescimento linear, do desenvolvimento cognitivo € o aumento do
risco de desenvolver doencas metabolicas e cardiovasculares na idade adulta. Além disso,
a desnutricdo também afeta o desenvolvimento humano e econdmico do pais (DEBOER
et al., 2013; GUERRANT et al., 2008; HOFFMAN, 2021; MAL-ED NETWORK
INVESTIGATORS, 2017). Um compromisso deve ser assumido pela esfera publica com
a saude infantil, especialmente em paises subdesenvolvidos, e desenvolva estratégias para
melhorar o estado nutricional das criangas.

Diante da necessidade de uma melhor compreensdo sobre a patofisiologia
desencadeada pela desnutricdo, decidimos utilizar a dieta experimental MAL-ED,
desenvolvida pelo nosso grupo. A dieta MAL-ED ¢ baseada no consumo alimentar de
criancas desnutridas residentes de sete diferentes paises com baixo poder
socioecondmico. Esta dieta demonstrou ser capaz de reduzir, em curto periodo, o peso e
o ganho de peso, comprometendo também o crescimento da cauda e o crescimento
corporal total, sem causar edema, em camundongos C57BL/6 recém-desmamados. A
dieta MAL-ED foi capaz de reduzir a massa gorda dos animais, aumentar a DP e CCC
basais, aumentar a RT quando exposta a concentra¢cdes cumulativas de glutamina e
diminui¢do da DP e CCC com aumento da RT quando exposta a concentragdes
cumulativas de alanil-glutamina, quando os animais foram submetidos a consumo por
periodo agudo da dieta MAL-ED.

Estudos prévios realizados pelo grupo observaram que a dieta MAL-ED foi capaz
de causar o embotamento da area dos vilos nas regides do duodeno e jejuno, além de
diminui¢do do peso e ganho de peso nos primeiros dias de consumo, como reproduzido
em nosso estudo (RIBEIRO, 2022). Outros estudos demonstram que um dos principais
motivos dos altos indices de desnutri¢do infantil em paises de baixa renda esta relacionado

a uma alimenta¢do complementar deficiente. No entanto, poucos sdo os estudos que
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abordam a correlagdo entre a quantidade de nutrientes na dieta complementar
(CAMPBELL et al., 2018; ERSINO; HENRY; ZELLO, 2016; RAYMOND et al., 2017).
Ademais, muitos dos modelos experimentais fazem uso de dietas com altas taxas de
reducdo de nutrientes, variando de 7% (BROWN et al, 2015) a 0% de proteinas
(BELMONTE et al., 2007), e redugdo caldrica de até 50% a menos em relacdo a dieta
controle (PAN et al., 2018; PARK et al., 2017), além de reducdo de micronutrientes,
como o zinco, por exemplo (BOLICK et al., 2014; MAYNERIS-PERXACHS et al.,
2016).

As dietas experimentais variam consideravelmente de acordo com o modelo,
sendo em grande parte baseadas no consumo alimentar de criangas desnutridas em regides
especificas. Por exemplo, temos a dieta vegetal do milho consumida por criangas do
Malawi (MAY et al., 2018), a dieta M8 também baseada no consumo de criangas do
Malawi (BLANTON et al., 2016) e a DRB representando o semiarido brasileiro. As
quantidades de proteinas dessas dietas sdo em torno de 65% a menos, os lipideos de 50 a
90% menos, até 56% menos fibras e elevada quantidade de carboidratos chegando a até
37% a mais em relacdo a dieta padrdo. Em estudos feitos por Maciel et al., (2020), foi
possivel observar uma reducdo da quantidade de proteinas de até 6,6% a menos, lipideos
com deficiéncia de até -12,4 a +6,0%, calorias com quantidades ndo inferiores a -25,9 a
+11,2%, carboidratos em quantidades de até -1,5 a +7,1%, fibras -8,9 a +37,7% e zinco
com no maximo 8,6% a menos na dieta de criancas desnutridas em comparagdo com
criancas saudaveis. Esses valores mostram concentragcdes mais atenuadas do que as
praticadas nos modelos animais até o momento.

Com base no exposto acima, a dieta experimental MAL-ED utilizada neste estudo
foi desenvolvida a partir de informagdes coletadas sobre a alimentagdo complementar de
criangas com 24 meses de idade e desnutrigdo cronica, acompanhadas pelo COORTE
MAL-ED em oito diferentes paises (CAULFIELD et al., 2014; MILLER et al., 2014).
Esses paises apresentavam caracteristicas econdmicas semelhantes, sendo comunidades
de baixa classe econdomica com infraestrutura residencial e sanitdria precaria.
Comunidades urbanas, como o Brasil, Bangladesh e [ndia, bem como comunidades
semiurbanas ou periurbanas, como Nepal e Peru, respectivamente, e comunidades rurais,
como Paquistdo, Africa do Sul e Tanzinia, compunham o conjunto. Em relacdo a

densidade demografica, o estudo abrangeu paises com populagdes variando de dezenas
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de milhdes, como Nepal, Peru, Africa do Sul e Tanzania, a centenas de milhdes, como
Bangladesh, Brasil e Paquistdo, e a India, com sua populagdo superior a 1 bilhdo de
habitantes (PSAKI et al., 2012).

A dieta experimental MAL-ED utiliza quantidades moderadamente deficientes de
proteinas em -37%, carboidratos +5,93%, lipideos -24,20%, fibras +45,17%, zinco -
10,83% e energia com redug¢do de -8,03% Kcal em relagdo a dieta controle utilizada. Essa
maior quantidade de fibra e menor quantidade de zinco, representada na dieta MAL-ED,
tem sido associada a desnutri¢do infantil cronica (COSTA et al., 2020; MACIEL et al.,
2018, 2021). Mesmo a dieta MAL-ED possuindo maior deficiéncia de proteinas (-37%)
e de lipideos (-27%) que as dietas consumidas por criancas aos 24 meses de idade com
desnutricdo cronica, outros modelos experimentais desenvolvidos utilizam redugdes
totais ou proximo disto dessas macromoléculas, chegando a -100% de proteinas e -90%
de lipideos (MACIEL et al., 2021). Estudos ja mostram a importancia do zinco no
desenvolvimento de desnutri¢do cronica (MACIEL et al., 2021), no crescimento linear
de criancas menores de 5 anos (LIU et al., 2018), e na suscetibilidade a doencas
infecciosas (BOLICK et al., 2015; GIALLOUROU et al., 2018; MEDEIROS et al.,
2019). Ja outros modelos experimentais que focaram na reducao de fibras usam como
base a dieta alimentar de populagdes especificas (BLANTON et al., 2016; MAY et al.,
2018; TEODOSIO et al., 1990).

A dieta MAL-ED foi capaz de reduzir o peso bruto ¢ o percentual de ganho de
peso dos animais € comprometeu o crescimento dos animais durante o periodo agudo de
7 dias de consumo da dieta. Reducdo dos valores de parametros corporais sdo quase
sempre indicativos de desnutricdo, como relatado em estudos com outros modelos de
deficiéncia nutricional, que j& mostraram comprometimento na primeira semana de
inducdo de desnutrigdo (BROWN et al., 2015; DE QUEIROZ et al., 2014; MAY et al.,
2018; PAN et al., 2018; RIBEIRO et al., 2023). Além dos estudos com modelos animais,
dados de pesquisa clinica do estudo coorte MAL-ED também mostraram resultados
semelhantes em criangas com desnutricdo cronica (MACIEL et al., 2021).

Em grande parte dos estudos anteriores, nao ¢ relatado em quantidade o consumo
da racdo pelos modelos experimentais de desnutri¢do, nem ¢ feita uma comparagao entre
o consumo da dieta controle e a dieta indutora de desnutricdo, ou avaliagdo do apetite

entre os grupos (BROWN et al., 2015; UENO et al., 2011). Como ja mostrado no trabalho
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de Ribeiro (2022), os animais submetidos a dieta MAL-ED ad libitum consumiam maior
quantidade de ragdo, em gramas, do que o controle. Diante disso, s foi possivel causar
desnutricdo nos animais que consumiram a dieta experimental MAL-ED, quanto estes
tiveram o consumo da dieta controlado diariamente, oferecendo a mesma quantidade de
racdo consumida por dia pelo grupo controle. Além disso, nos estudos em que foram
reduzidas as quantidades de calorias disponibilizadas na dieta (PAN et al., 2018; PARK
et al., 2017), foi possivel observar a diminui¢do da concentragdo sérica de leptina. A
leptina ¢ um hormonio derivado do tecido adiposo presente no intestino delgado, que atua
regulando o balango energético, diminuindo a fome, o que leva a aumento da sensagdo de
saciedade e pode estar associada com a reducdo de peso e de massa gorda (AL-
HUSSANIY; ALBURGHAIF; NAIJI, 2021). Logo, o consumo da dieta MAL-ED pode
levar a diminui¢do dos niveis séricos de leptina, aumentar a sensagao de fome, o que gera
o aumento do consumo da dieta em relagao ao grupo controle, quando fornecida de forma
ad libitum.

Uma importante ferramenta na avaliacdo do estado nutricional é a andlise da
composi¢do corporal, que apesar de ser um recurso poderoso, ¢ pouco utilizado em
modelo de desnutricdo in vivo. Ap6s avaliacdo da composi¢ao corporal, foi observado
que a dieta MAL-ED causou diminui¢do da massa gorda aos 7 dias de consumo. Esse
resultado pode estar associado ao desbalango energético, apos o consumo de dieta com
déficit calorico dieta, e consequente redugdo da biodisponibilidade de leptina sérica (AL-
HUSSANIY; ALBURGHAIF; NAIJI, 2021; PAN et al., 2018; PARK et al., 2017).
Resposta semelhante foi observada no modelo de desnutri¢ao induzida pela dieta DBR,
onde as alteracdes na composi¢cdo corporal foram observadas a partir do sétimo dia de
inducdo. Outras alteragdes encontradas em estudos anteriores, como a redug¢ao de agua
corporal total e as alteragdes de fluidos intracelular e extracelular, nao foram observadas
(RIBEIRO, 2022; TEODOSIO et al., 1990). Ja ¢ estabelecido pela literatura que a massa
gorda ¢ a principal fonte de energia utilizada durante o metabolismo de diversos 6rgaos
em um organismo desnutrido, e que as reservas de proteinas so sdo acionadas quando essa
fonte de energia se torna insuficiente (CAHILL, 2006).

Como também demostrado no trabalho de Ribeiro (2022), o consumo da dieta
MAL-ED foi capaz de causar uma reduc¢do de peso com comprometimento da reserva

energética, no caso deste trabalho reserva lipidica, sem formacdo de edema, causando
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também déficit de crescimento linear, alteragdes semelhantes ao que encontramos no
marasmo (SOETERS et al., 2017).

Outra alteracdo também presente na desnutricdo infantil ocorre na funcdo de
barreira epitelial intestinal, principalmente com a presencga de atrofia das vilosidades e
aumento da permeabilidade intestinal (AMADI et al., 2017; LIMA et al., 2005, 2007,
SULLIVAN et al., 1991). Em estudos como o de Brown et al., (2015), ndo foram
encontradas alteragdes morfoldgicas ou comprometimento da integridade da barreira
morfofuncional do epitélio intestinal em nenhum dos segmentos distal, medial e proximal
do intestino delgado de camundongos induzidos a desnutri¢do por meio de uma dieta
semelhante a DBR, durante um periodo cronico. No entanto, o trabalho de Ueno et al.,
(2011), realizado em um modelo de desnutri¢do materno-fetal induzido pela dieta DBR,
revelou resultados distintos. Observou-se a presenca de atrofia do comprimento das
vilosidades, associada a diminui¢cdo da area absortiva e a reducao da profundidade das
criptas intestinais. Vale ressaltar que um valor mais elevado de profundidade de cripta
corresponde a uma maior atividade de prolifera¢do ou hiperplasia celular, o que garante
uma taxa adequada de renovagao para compensar as perdas nas extremidades dos vilos.
Além disso, também foi encontrada uma menor razao vilo/cripta e evidéncias de dano na
funcdo de barreira epitelial intestinal (UENO ef al., 2011). Entretanto, outros trabalhos,
que também utilizaram a dieta DBR por periodo agudo, observaram diminui¢cdo da
profundidade das criptas, mas ndo encontraram alteragdes na resisténcia elétrica
(SAMPAIOQO et al., 2016), j4 em outro estudo, foi mostrado um aumento da profundidade
das criptas no jejuno (JACOBI et al., 2013).

Para avaliacao dos parametros eletrofisiologicos utilizamos o Sistema Classico de
Camaras de Ussing automatizado, onde montamos os segmentos jejunais entre as
hemicamaras de forma padronizada, com a mucosa virada para o lado direito e o seroso
do lado esquerdo. Foi utilizado como solucdo perfusora Krebs—Henseleit (KBR) em
ambos os lados da membrana montada, permitindo assim, anular o transporte idnico que
ocorre por via paracelular de forma passiva entre os dois lados epitélio intestinal montado,
por meio da aplicacdo de uma corrente de 50 HA no tecido. Esse procedimento torna
possivel a realizagdo da andlise do transporte idnico transcelular ativo, utilizando para
isso os valores de CCC que corresponde a soma das correntes i0nicas, principalmente,

dos ions sddio, potéssio, cloreto e bicarbonato (CLARKE, 2009; SAMPAIQO, 2013).
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Durante a realizagdo dos experimentos, foram utilizados critérios para se
considerar quais resultados foram viaveis, com valores de CCC e RT dentro do
considerado valores aceitaveis. Utilizamos os valores dos animais controle para corrente
com intervalos de -200 pA/cm? a 200 pA/cm?, ja que a CCC em intestinos de
camundongos pode ser levemente negativa (CLARKE, 2009). J4 a RT, validamos como
viavel, resultados com valores entre 8 Q/uA/cm? e 30 Q/uA/cm? aproximadamente,
sendo desconsiderados valores negativos ou muito elevados. Para os animais da dieta
MAL-ED, devido a falta de valores de referéncia para os limites aceitdveis considerados
basais, a selecdo foi realizada com base na observacao dos resultados, buscando valores
semelhantes entre os animais do grupo. Aqueles que apresentaram valores muito
discrepantes foram excluidos da anélise.

Como teste de viabilidade ao final do experimento e critério de selecdo de
resultados, foi adicionada uma solugdo de teofilina com uma concentragao final de 10
mM ao lado seroso do epitélio intestinal montado. Isso ocorreu porque a teofilina aumenta
a concentragdo intracelular de cAMP, a CCC aumenta em resposta ao aumento da
secregdo de Cl” por meio dos canais CFTR presentes na regido apical (CERMAK;
FOLLMER; WOLFFRAM, 1998). A diferenca entre o potencial de membrana e o
potencial elétrico de equilibrio do ion cloreto, impulsiona esse efluxo de CI', entretanto,
a passagem de cloreto proveniente do lado basolateral, por meio do cotransportador
NaKCCl, causa uma certa compensacao deste anion. Ademais, altas concentragdes de CI°
no limen intestinal causa perturbacdo da eletroneutralidade, o que € corrigido em seguida
com difusdo de soddio e dgua pela via paracelular (SILVA, 2002). Logo ap6s 15 minutos
da adi¢do da teofilina, adicionamos glicose com a mesma concentra¢do, mas do lado
mucoso do epitélio. Isso causou um aumento ainda maior na CCC devido ao cotransporte
de Na" acoplado a glicose, mediado pelo cotransportador SGLT1 presente na borda em
escova dos enterdcitos no lado do limen intestinal. Essa glicose sai para o lado basolateral
por meio do GLUT2 (HOROWITZ et al., 2023; KOEPSELL, 2020).

Mesmo ap0s a adi¢do da teofilina e glicose, € importante ressaltar que, em tecidos
vivos e montados adequadamente, a CCC aumentara rapidamente logo apos a adigdo da
teofilina e aumentard ainda mais com subsequente adicao da glicose. No entanto, mesmo
com uma overdose desses substratos, a CCC ndo deve ultrapassar seu valor maximo. Isso

permite validar os resultados obtidos na camara em questao (AALBERS et al., 2022;



140

FIELD; FROMM; MCCOLL, 1971; SEIDLER et al., 1997). Diante disso, todos os
resultados aqui analisados responderam de forma consistente a teofilina e glicose, sem
causar sobrecarga ou auséncia de resposta, mostrando que a falta de resposta ou resposta
irrelevantes aos substratos aplicados do lado apical, estdo relacionadas a alteracao a nivel
de transporte e nao por morte tecidual.

Trabalhos que avaliaram a eletrofisiologia do intestino na desnutri¢do mostraram
que a CCC basal dos tecidos de jejuno e ileo aumenta (SAMPAIO, 2013; SAMPAIO et
al., 2016; SILVA, 2002; SOARES, 1996), o que sugere um aumento da secrecao,
principalmente de anions, como o cloreto (DECKER BUTZNER; GRANT GALL, 1988;
FERRARIS; CAREY, 2003). O estado secretorio observado no aumento da CCC durante
a desnutricdo pode estar associado a uma resposta adaptativa para melhora da absorgao
de nutrientes, aumentando assim, a for¢a eletromotriz gerada pelo potencial eletrogénico
desencadeado na membrana celular (FERRARIS; CAREY, 2000). A maioria dos
modelos de desnutri¢ao estudados nao trazem informacgdes sobre a DP basal (JACOBI et
al., 2013; SAMPAIO, 2013; SAMPAIO et al., 2016; UENO et al., 2011), entretanto,
quando adicionamos glicose, € possivel verificar aumento da CCC na mucosa do intestino
de animais da dieta MAL-ED (CAREY; COOKE, 1989; DARMON et al., 1993;
SAMPAIO et al., 2016; YOUNG; LEVIN, 1990). Comportamento semelhante foi
observado com o consumo da dieta MAL-ED, que causou aumento da DP e CCC basais
no segmento do jejuno durante o experimento na camara de Ussing.

O teste de curva dose-resposta frente aos substratos de glicose, glutamina e alanil-
glutamina mostrou inicialmente uma DP e CCC maiores nas menores concentragoes, que
foram diminuindo com o aumento das concentracdes dos substratos. Esse padrao foi
observado em relacdo a adi¢ao de alanil-glutamina, glutamina e glicose, sendo que estes
dois ltimos ndo apresentaram diferenca estatistica significante. Outros estudos também
nao demonstraram aumento de CCC durante a absor¢do de glicose (SAMPAIO, 2013;
SAMPAIO et al., 2016; SILVA, 2002; SOARES, 1996) entretanto, em modelo cronico
de restricdo caldrica, com reducdo de 70% do aporte calérico na dieta, foi possivel
observar o aumento do transporte de glicose entre outros carboidratos (DROZDOWSKI;
THOMSON, 2006; KOEPSELL, 2020; P. FERRARIS, 2001). No trabalho de Sampaio
et al., 2016, que avaliou o segmento intestinal do ileo de camundongos apds induzir

desnutricdo aguda por dieta DBR, foi possivel observar uma redug¢ao da CCC basal.
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Estudos tém mostrado que o aumento ou diminuicdo da expressdo de
transportadores de carboidratos e proteinas estd relacionado com a quantidade desses
nutrientes na dieta. No caso dos carboidratos, quanto maior for a quantidade na dieta,
maiores serao os niveis de transcritos de SGLT-1 (KOEPSELL, 2020; MIYAMOTO et
al., 1993). Ja no que se refere a proteinas, quanto menor a disponibilidade, maior sera a
expressdo do transportador de peptideos PEPT-1 (ADIBI, 2003; GILBERT; WONG;
WEBB KE, 2008). Entretanto, estudos que buscaram avaliar a expressao destes
transportadores intestinais durante a desnutri¢ao aguda, ndo encontraram diferenga na
expressdao (RIBEIRO, 2022; SAMPAIO et al., 2016).

A absor¢do ou passagem do lado luminal para o lado basolateral do epitélio
intestinal também depende de um sistema complexo das proteinas formadoras das jungdes
firmes. Apesar do extenso volume de publicagdes a respeito, ainda € pouco compreendida
a respeito de seu comportamento durante o desenvolvimento da desnutri¢do. O transporte
das principais macromoléculas nutricionais depende da expressdo de claudina-2 e
claudina-15, devido a sua importancia na manutencdo dos niveis de sddio luminal, o que
favorece o cotransporte de nutrientes por meio da borda escova (WADA et al., 2013). As
juncdes firmes tém um importante papel na homeostase da barreira morfofuncional do
epitelial intestinal, principalmente no que se refere a permeabilidade intestinal e
consequente RT. O aumento, por si s6 da expressdo de claudinas, pode aumentar a RT
(BALDA et al., 1996; LI; SHEPPARD; HUG, 2004).

O modelo de desnutricdo materno fetal induzida pela dieta DBR, causou reducao
da RT (UENO et al., 2011). Entretanto, auséncia de alteragdo na RT foi observada em
estudo de indugdo aguda de 7 dias de desnutricdo, também pela dieta DBR, realizado no
segmento ileal (SAMPAIO et al., 2016). Jacobi et al., 2013, que mostrou diminui¢ao da
RT, apos indugao de desnutrigdo energético-proteica em leitdes. Nesse estudo, a dieta
MAL-ED foi capaz de aumentar a RT no segmento de jejuno exposto as concentragdes
cumulativas de glutamina, o que também foi observado frente a alanil-glutamina.
Entretanto, ¢ preciso avaliar esses mesmos parametros nos demais segmentos do intestino
delgado para um melhor entendimento sobe os efeitos da dieta MAL-ED sobre toda area
absortiva intestinal. Além dos parametros eletrofisioldgicos, seria importante avaliar a

transcri¢do e expressao das proteinas de juncao firme, durante o periodo agudo de indugao
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de desnutri¢do pela dieta MAL-ED, a fim de compreender o que pode estar causando esse
aumento de RT.

Diante dos resultados mostrados neste modelo de indu¢do de desnutrigdo com a
dieta MAL-ED, ¢ possivel entender um pouco sobre as consequéncias que o consumo
deficiente de nutrientes pode causar, em uma analise a curto prazo. Como, de forma
similar, a desnutricdo infantil tem causado preocupagdo entre as organizagdes
internacionais de saude, devido seus danos, como déficit de estatura e com pouco peso,
deixando a crianca susceptivel a adquirir doengas infeciosas, entre outros males, inclusive
a morte (CAULFIELD et al., 2004; GUERRANT et al., 2008; IBRAHIM et al., 2017;
MILLER et al., 2014; WELLS et al., 2020; WOON et al., 2018). Este cenario de ma
nutricdo continua sendo um importante fator de risco para o aumento de doencas em
paises subdesenvolvidos (AMADI et al., 2017; ISANAKA et al., 2011; KOWALSKI et
al., 2023; MUNIRUL ISLAM et al., 2019; MURRAY; LOPEZ, 1997; SCHORLING et
al., 1990). Portanto, sdo realizados esfor¢os em busca de solugdes efetivas que previnam
as consequéncias causadas pela deficiéncia nutricional e restabelecam a saude de criancas
em estado de desnutricdo. Dentre as estratégias de intervengdo no tratamento da
desnutri¢do, esta a suplementagdo nutricional de criangas que apresentam déficit desses
nutrientes. Durante um periodo adequado, essa pratica pode reduzir a mortalidade e a
incidéncia de doencas tanto nas maes quanto nas criangas (FILTEAU; TOMKINS, 1999;
LIMA, 2006; LIMA et al., 2007; LIU et al., 2018; SELIMOGLU ef al., 2021).

O objetivo deste estudo foi avaliar, por meio de parametros eletrofisioldgicos
coletados por sistema automatizado de Camaras de Ussing, os efeitos da suplementagdo
da glutamina por 5 dias na fun¢do de barreira morfofuncional intestinal em modelo
murino de desnutri¢do pela dieta MAL-ED. Os resultados encontrados sdo consistentes e
mostram o efeito que a glutamina tem na melhora dos danos causados pela desnutri¢cao
observados em camundongos que consumiram a dieta MAL-ED. Neste estudo, a glicina
foi utilizada como placebo, e como as concentragdes sdo isonitrogénicas, os resultados
obtidos sugerem que sdo independentes da quantidade de nitrogénio, ¢ podem estar
relacionados com a via metabolica ou com regulagao da glutamina sobre a expressao de
proteinas (KIM et al., 2005; LIMA et al., 2007; RHOADS et al., 1997). Os dados obtidos
mostram que, ao contrario do placebo glicina, a glutamina melhora o ganho de peso dos

animais ap6s os cinco dias de tratamento, avaliado pelo percentual de ganho de peso.
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Além disso, a glutamina foi capaz de proporcionar um aumento do comprimento total dos
animais ao final do tratamento, o que ndo foi observado no grupo placebo glicina.

Foi observado em estudos anteriores, que existe uma associacao entre desnutrigao,
atrofia dos vilos do epitélio intestinal e alteragdes da barreira morfofuncional intestinal
(LIMA et al., 2005; LUNN, 2000; LUNN; NORTHROP-CLEWES; DOWNES, 1991;
RIBEIRO, 2022; RIBEIRO et al., 2023; SAMPAIO et al., 2016; SULLIVAN et al.,
1992). Em nosso estudo, foi medido o comprimento total do intestino delgado dos animais
dos grupos estudados, € ndo foi observada diferenca entre os tamanhos desses intestinos.
Isso pode ser atribuido ao fato de que o estudo abordou a desnutri¢do aguda e, portanto,
ndo houve tempo suficiente para uma maior adaptacdo a desnutrigdo, incluindo o aumento
da area de absor¢do e consequente aumento do tamanho total do intestino delgado. No
estudo de Ribeiro (2022), onde foi utilizada a dieta MAL-ED, a mesma usada neste
estudo, também nao foi encontrada diferenca no tamanho total do intestino delgado dos
animais durante o periodo agudo de 7 dias de indu¢do de desnutri¢dao, sendo observada
diferenga entre o grupo controle e desnutrido apenas no dia 28, em periodo cronico.

Quanto a composi¢ao corporal, ndo foi encontrada diferenga nos parametros
avaliados entre o grupo que consumiu a dieta MAL-ED e recebeu tratamento com
glutamina e o grupo sem tratamento, que também recebeu a dieta MAL-ED. No entanto,
ao compararmos o grupo da dieta MAL-ED tratado com glutamina e o grupo da dieta
MAL-ED tratado com glicina, observamos uma maior quantidade de fluido extracelular
no grupo tratado com glicina. Além disso, o consumo diario de agua por ambos 0s grupos
foi semelhante. Os resultados sugerem que os animais tratados com glicina
desenvolveram algum tipo de edema, possivelmente devido ao extravasamento de fluido
intracelular, o que ndo foi observado nos animais tratados com glutamina. Estudos
anteriores mostraram que a deficiéncia de claudina-1 pode resultar em uma perda severa
de fluidos e eletrélitos, podendo levar a morte em recém-nascidos (FURUSE et al., 2002).
Em outro estudo realizado com 107 criancas de um bairro periférico em Fortaleza-CE,
que foram suplementadas com alanil-glutamina e glicina, observou-se que a alanil-
glutamina promoveu melhora no ganho ponderal de peso e na funcdo de barreira
intestinal, enquanto com a glicina nao foi encontrada melhora significativa nos mesmos

parametros avaliados (LIMA, 2006; LIMA et al., 2007).
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Um estudo anterior de ensaio clinico de nivel III tem demonstrado a importancia
da glutamina na melhora da fun¢@o de barreira epitelial intestinal em criangas desnutridas
(LIMA et al., 2005). Diante disso, o efeito da glutamina no reparo da fun¢do de barreira
intestinal pode ter contribuido para o ganho de peso observado nos animais. Em uma
pesquisa clinica realizada em Fortaleza-CE, com criangas admitidas em um hospital
infantil da mesma cidade, foi examinado o efeito da suplementagdo padrdo, utilizada para
recuperagdo de desnutri¢do grave, somada a suplementacdo com glutamina ou glicina
para avaliar a barreira funcional do epitélio intestinal dessas criancas. Foi observada uma
melhora significativa na taxa de Lactulose:Manitol nas criangas que foram suplementadas
com glutamina pelo periodo de 10 dias, o que ndo foi observado naquelas que receberam
glicina ou formula sem enriquecimento (LIMA et al., 2005). Outro estudo, utilizando
alanil-glutamina, glutamina e glicina, realizado em pacientes com AIDS, demonstrou
melhora na absorcao e na diarreia quando foi utilizada glutamina ou alanil-glutamina por
um periodo de 5 a 10 dias. J& aqueles que receberam glicina ndo apresentaram alteragdes
nestes mesmos parametros (BUSHEN et al., 2004). Nesse estudo, ndo foi possivel avaliar
a relagdo de Lactulose:Manitol devido a impossibilidade de detectar manitol em alguns
grupos no periodo estudado.

Os resultados de eletrofisiologia coletados pelo sistema de Cadmaras de Ussing
mostraram um aumento significativo da DP basal, com um ADP de aproximadamente +13
mV nos animais da dieta MAL-ED para +5 mV/cm? nos animais tratados com glutamina,
e ART basal quase sem varia¢ao, mas com a RT em média 50% maior para o grupo tratado
com glutamina. Ja a CCC, nos animais da dieta MAL-ED apresentou um aumento do
ACCC de aproximadamente 105 pA/cm? entre os animais da dieta MAL-ED, ja os
animais tratados com glutamina tiveram pouca variagdo, com ACCC de aproximadamente
25 pA/ecm?. Estudos realizados previamente tém mostrado que, em animais controle
saudaveis, a DP tende a acompanhar o comportamento da CCC, aumentando ao longo do
tempo experimental (RIBEIRO, 2022; SAMPAIO et al., 2016; SILVA, 2002; SOARES,
1996). Quanto aos valores basais de RT, tendem a se manter constantes e lineares sem
muita variagdo (SILVA, 2002; SOARES, 1996). Esses valores elétricos fornecem
informacdes cruciais sobre as condi¢des de transporte eletrogénico que ocorrem tanto pela
via paracelular de transporte, onde as proteinas de jungdo desempenham um papel

importante no transporte, quanto pela via transcelular, com transportadores como o
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SGLT1 e PEPTI, cotransportadores sodio e hidrogénio-dependentes, respectivamente,
extremamente importantes na manuten¢do da homeostase da barreira epitelial intestinal.
A glutamina j& demonstrou seu valor energético e reparador estrutural no epitélio
intestinal, estimulando a produgdo de fatores de crescimento e prevenindo os danos
destrutivos da desnutri¢do sobre as jungdes firmes e, consequentemente, melhorando a
funcdo de barreira e diminuindo a permeabilidade intestinal (GUERRANT et al., 2008;
LIMA et al., 2005; LUISE et al., 2023; MOORE et al., 2015; SONDHEIMER, 2005).
Como nao realizamos avaliagao histologica estrutural do epitélio intestinal, a nivel de
vilosidades e criptas, ndo sabemos se a diminuicdo da RT estd relacionada a danos na
arquitetura epitelial, alterando a conformagdo e arranjo das proteinas de jun¢do, como
claudinas, ocludina e ZO, ou se, para se adaptar ao pouco aporte nutricional fornecido, o
epitélio otimiza o influxo e efluxo i6nico na tentativa de melhorar a captacdo de
nutrientes, pelo cotransporte ion-dependente.

J& quando expostos as concentragdes cumulativas de glicose, observou-se que a
CCC foi menor no grupo tratado com glutamina (ACCC = 210 pA/cm?) em relagdo ao
grupo da dieta MAL-ED (ACCC = 259 pA/cm?), mas ambas aumentaram conforme o
aumento da concentracdo de glicose fornecida. O aumento da CCC em contato com a
glicose ¢ esperado, e esse mesmo comportamento foi observado em outros estudos que
avaliaram a a¢do da glicose sobre o jejuno, como no trabalho de Ribeiro (2022), que
utilizou a mesma dieta MAL-ED e o mesmo modelo animal de desnutri¢do nos tempos
agudo e cronico. No estudo de Soares (1996), o aumento da CCC passou dos 150%, assim
como no trabalho de Silva (2002), com aumento de 174% da CCC no jejuno, ambos em
animais coelhos nutridos. No estudo de Sampaio (2013), que avaliou o comportamento
da CCC em modelos murinos de desnutricdo semelhantes ao que utilizamos, foi
observada uma CCC aproximadamente 60% maior entre os animais desnutridos em
comparagao com o grupo controle, na maior concentragao. Esses resultados sugerem uma
maior permeacao de glicose entre os animais desnutridos, provavelmente pela maior
efetividade dos transportadores carga-seletivos como o SGLT1 e SGLT2, bem como os
poros formados pelas proteinas de jungdo na via paracelular, que sdo seletivos quanto ao
tamanho da molécula a ser permeada (HOROWITZ et al., 2023). O mesmo
comportamento de CCC foi observado quando em contato com concentragdes

cumulativas de alanil-glutamina, onde foi visto que a CCC do grupo tratado com
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glutamina (ACCC = 46 nA/cm?), foi diminuindo em relagdo ao grupo da dieta MAL-ED
(ACCC = 166 pA/cm?), com diferenca estatistica na maior concentragdo de alanil-
glutamina testada. A DP também apresentou uma tendéncia a ser maior no grupo dos animais
da dieta MAL-ED, mas sem diferenca estatistica. Nos trabalhos de Soares (1996), o
aumento foi de (ACCC = 190 pA/cm?), no de Silva (2002) foi de 83,5%, ja no estudo de
Sampaio (2013) com ACCC = 272 pA/cm?. Trabalhos realizados com o dipetideo alanil-
glutamina tem mostrado o seu potencial protetor na destruigdo das criptas no segmento do
jejuno, melhora da funcdo de barreira e permeabilidade, entre outros beneficios
(ACHAMRAH; DECHELOTTE; COEFFIER, 2017; LIMA et al., 2005; MOORE et al.,
2015, 2020; SHARIATPANAHI et al., 2019; UENO et al., 2011; VAN DEN BERG et
al.,2006). Muito similar a glutamina, mas com uma melhor absor¢@o e maior rendimento no
epitélio intestinal, a alanil-glutamina tem permeado melhor que a glutamina no epitélio
jejunal do nosso modelo.

Muitos sdo os estudos utilizando glutamina como alvo farmacologico, terapéutico e
como suplementacdo nutricional (ARRIBAS—LOPEZ et al., 2021; LUISE et al., 2023;
SHAH; WANG; MA, 2020). Ha diversas evidéncias que comprovam ou a0 menos sugerem
seu imenso potencial clinico e biologico (ANDERSON; LALLA, 2020; COQUEIRO;
ROGERO; TIRAPEGUI, 2019; QUARESMA et al., 2020), tanto como substrato principal
quanto como colaborador junto com seus precursores, como o alfa-cetoglutarato
(GYANWALI et al., 2022). A glutamina ¢ de alto valor bioldgico para os enterécitos,
atuando como combustivel celular (COQUEIRO; ROGERO; TIRAPEGUI, 2019;
CRUZAT et al., 2018; LECOUTRE et al., 2020; SMITH, 1990; WERNERMAN, 2011),
fortalecendo o sistema imune, modulando a microbiota intestinal e reduzindo a obesidade
(PERNA et al., 2019). Além disso, ela ¢ capaz de restaurar o epitélio intestinal, melhorar a
funcdo de barreira morfofuncional e diminuir a permeabilidade intestinal (ACHAMRAH;
DECHELOTTE; COEFFIER, 2017; AMASHEH et al., 2009; SHARIATPANAHI et al.,
2019), proporcionando melhora consideravel dos danos causados pela desnutricao infantil
(LIMA et al., 2005, 2007; SAMPURNA ef al., 2018; UENO et al., 2011; VAN DEN
BERG et al., 20006).

Estudos adicionais sobre a desnutricao e a fisiopatologia envolvida sdo necessarios
para um completo entendimento dessa condi¢do nutricional, e suas repercussoes na saude

publica e na sociedade como um todo. Diante dessa necessidade, percebemos o método de
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Camaras de Ussing automatizado como uma poderosa ferramenta para a avaliagdo
eletrofisiologica e funcional do trato gastrointestinal. O sistema automatizado de Camaras de
Ussing permite a realizagdo de ensaios com maior precisao e versatilidade de andlises,
gerando dados robustos € com uma alta produtividade de resultados, o que o torna uma
ferramenta padrao-ouro no estudo da fisiologia intestinal.

Dentre as limita¢des deste estudo esta a auséncia de andlise de outros segmentos
distal e proximal do intestino, como duodeno e ileo, frente a desnutri¢do induzida pela
dieta MAL-ED; a auséncia da andlise da transcri¢ao e expressao de proteinas de juncao,
como claudinas, ocludinas e ZO, que desempenham um papel importantissimo na
permeabilidade e por consequéncia na funcdo de barreira epitelial intestinal
(HOROWITZ et al., 2023; SUZUKI, 2020); a falta de analise da transcri¢ao e expressao
dos transportadores e cotransportadores associados ao transporte de nutrientes no epitélio
intestinal, como o cotransportador de sodio e glicose (SGLT1), o transportador de
peptideos (PEPT1) entre outros transportadores importantes no entendimento da
dindmica funcional do intestino delgado.

Nao foram realizadas anélises morfologicas ou histopatologicas da arquitetura e
relagdo vilo/cripta e sua correlacdo com os resultados encontrados. A analise de alteragdes
no perfil da microbiota e possiveis metabdlitos gerados durante a desnutri¢do, também
ndo foi realizada. Seria necessario um refinamento do teste de permeabilidade com
lactulose e manitol ex vivo em Camaras de Ussing, com um maior nimero de animais e
tempo de andlise de 30 minutos, pois, aparentemente, este parece ser o melhor tempo.
Por fim, a analise dos niveis de biomarcadores soroldgicos da desnutricdo poderia

fornecer insights adicionais sobre os resultados fisioldgicos observados neste estudo.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos através do presente estudo, o modelo de
desnutricdo baseado na dieta MAL-ED inibiu o ganho de peso e crescimento do animal,
além de reduzir a massa gorda, reproduzindo assim esse modelo.

Conclui-se ainda que o sistema automatizado de Camara de Ussing mostrou-se ser
efetivo em identificar alteragdes funcionais da barreira epitelial intestinal em
camundongos submetidos a dieta MAL-ED, translacionando os achados evidenciados em
criancas desnutridas. Esse novo sistema possibilitou a identificagdo de alteragdes
especificas na fungdo da barreira epitelial intestinal como aumento da Rt, culminando na
reducao da absor¢do de importantes nutrientes como glutamina e alanil-glutamina. Além
disso, esse sistema automatizado também apontou um novo mecanismo para a efetividade
do uso da glutamina para melhorar o ganho de peso e crescimento de animais desnutridos
via restauracdo da funcdo da barreira epitelial intestinal (reducdo da Rt, resultando em
aumento da absor¢do de glutamina, alanil-glutamina e glicose).

Serdo necessarias futuras analises para verificar as alteragdes da fungdo da barreira
epitelial intestinal em outros segmentos intestinais, como o duodeno e o ileo, e para
analisar o mecanismo intracelular envolvido no efeito protetor da glutamina em animais
desnutridos. Além disso, € necessario estudar a persisténcia dessas alteragcdes da fungdo
da barreira, bem como o efeito da glutamina, em modelos cronicos de desnutrigdo.

Para um melhor entendimento do mecanismo envolvido no efeito protetor da
glutamina em animais desnutridos, serdo realizadas analises do transcriptoma, utilizando
a técnica de transcriptomica espacial, bem como qPCR para avaliar a expressao génica
de transportadores e proteinas de juncdo firmes. Além disso, serdo realizadas analises
histopatologicas, as quais serdo incluidas na publicagdo do artigo relacionado a este

estudo.
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Abstract

Pewr stusdies have fooused on nutriens-deficient diets and assaciated pathobiological dynanmics of body compositon ard intestinal barmer func-
tion. This study evaluated the impact of a rmunen-deficient diet on physical development and intestinal mevphofunciional barrier in mice
CETRLA (21 days of age) mice were fed a Mortheastern Brazil regioral basic diet (EBDY or a comrod diet for 21 d. The animals were subjeced
o hipimipedance analysis, lacoulose vest, morphometric analysis and quanitative reverse transonpiion-PCE to evaluate oght pnotions and intes-
tinal transponers. KED feeding sgndficantly reduced weight (P < (+05) from day 5, weighe gain from day 5 and wail length from day 14, The intake
af BB reduced total bady water, extracellular fhuid, far mass and fat-free mass from day 7 (P < -05). RAD induced changes in the jejunam, wih
an increase i the villus-crype ratio on day 7, followed by reduction on days 14 and 21 (&< (0450, Lactulose-mannital ratoe increased on day 14
P (105). Changes in intestinal barrier funciion on day 14 were associaved with reductions in clasdin-1 and cocluding and on day 21, there wasa
reduction in the levels of claudin-2 and cocludin $GLT-1 levels decreased on day 21 RED comproméses body composition and phiysical desel-
apment with dynamic changes in intestinal barnier morphofunciional. BBD is associated with damage o imestinal permeability, reduced levels
af clasdin-1 and cocludin tanscripes and retum of bowel funciion na chronic pericd.

Key words: Malnatrition: Nontheastern Brazil regional basic dier: Intestinal barrier function: Body composition: Tight junction
profeins

Malmantion is 2 serious public health problem, especally in
developing countres'™, In 2020, approximately 149-2 million
children under 5 years of age were affected by stunting, and
approximately 454 million children under 5 years of age were
affected by wasting™. The WHO has indicated a reduction in
rates of both in recent vears; however, it is estimated that the eco-
newmic crisis caused by pandemic COVID-19 increased the num-
ber of children affected by wasting by 15% and & expected to
merease the number of children affected by stunting in the com-
m}!mm. Mutritiinal deficiency, especally in the first years of
life, & associated with impaiment of the immune system™,
mcrensed  susceptibility to infectious  diseases™,  growth

development™, cognitive deficit™ and mcreased susceptibility
i chronee diseases in adultl‘nﬂ:dc‘:'._ such as type Il diabetes,
OV, obesity, hyperension and dyslipidaems,

Anumal models provide a better undersarcéing of the patho-
physclogy sssociabed with malmarition. Different types of dets
with muiritional deficency have been evaluated for malmutrition
in animal models™ " including the Northeastern Brazil regional
hasic diet (RBD). RED is a diet deficient in nutrients that mimics
the dietary deficencies of populations with low sooo-economic
statizs in the Brazilian semi-arid region®! . Since the fist publication
of the KALY, the diet has been explored o better understand the
impact of aoube or chrone malmsrtion on the gastrombestinal

Abbreviadons: RED, rogaoeal Bsic diet

* Corresponding anthor: Sasdly Allugeergque Rilin, il samilly rbese@hamsil comn
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a2 the Imnsmission of matemal-fetal malmsrition™?, the
development of emvimnmental enteropathy™© and the induction
of the vicious cycle of enteric infection and malnuimtion'™, among.
b -1

The intestinal morphofuncional barrier is the largest surface
area of the body and has vital life-mainining functions, such
as digestion, secretion, absomption of nuirients, electmlytes and
water and defense function, recognition of microflora, food and
toain antigens" . Insulfickent energy consumption leads the body
to imypeartant physiologecal changes for maintaining the function of
wital crgans"". The intestinal mucosa has a high capacity for self-
renewal and is quickly affected by malnutrtion™®. In this contest,
a better understandng of the intestinal morphohinceonal dynam-
wx i malnuintion is extremely important for the development of
effective reatments. Thus, the present study aimed to assess the
temponl mmpact of RBD consumpon in the post-weanng period
on body compostion, morphology and intestinal barrier function.

Methods
Animals, diet and experimertal design

CS7RL male mice {21 days old) were obiined from the Animal
Industry Sector of the Depatment of Physiclogy and
Pharmacology of the Federal University of Ceard. The mice (iotal
of Fifty-six) were maintined in boxes with wood shaving under
the: following conditions: temperature of 22 (soe 2°C), humidity
of G0 (sEm 51 %, light/dark cycle of 12/12 h and free access o food
and water. All procedures were conducted in accordance with
the gusielmes of the Mational Council for the Control of
Animal  Experimentation and 3 ed by the Ethics
Committee on the Use of Aremals of the Federal University of
Ceard (protwcad 17/15)

Mece were randomly distnbuted in the nounshed and mal-
nourished goups (n 6 for group). Malnutrition was nduced
by the consumption of RBD (malnourished group), while
healthy status was induced by the consumpbon of the control
deet {nourished groupd. The RBD and control isoenergetic dets
were purchased from the company Bhoster® (Amgoahba da
Serra), and the compositton of the diets is shown in Table 1.
The animals were evaluated on day §f and every bano subsequent
days for bady weight and food and water consumption. Tail
length was measured on day 0 and every 7 d after. On days 7,
14 and 21, the mice were subjected to body evaluation wsing
electrical bicempedance (ImpediVET® device), and the small
miestne mamples were collected for mormphometric analyss
and of the genes of mtestinal tansparters and tight undctions.
Jepunum and ileum samples were collected alter intrammasoular
anaesthesa with %0 mg/ kg of ketamine and 10 mg/kg of xylazme
and stored at —80°C or 10 % formaldehyde, and the animals were
euthanssed by exsanguimation. The mice were also subjected to
the lactulose and mannitol test protoeols to analyse intestmal

Measurement of body development

Tail length measurement is o parameter used m preclinical studies
b estimate anmmal development in a non-invasive manner !9,

Table 1. Compesiion of the regonal basic diet and the control diet
Percaniages)

Cantral det RED
L] “ekizal ke Takecal

Enargy. kcally 3T - a7 -
Macroruirients

Carbahydrates 5821 5341 7347 B3

Lipids E0a 1430 24z BE2

Pralzin 1251 21453 8B B4

Fibre aT - 284 -
Micronutments

Mincrals B - 2EB -
Total 10a oo
Ingrasdismn = %

Maze starch ZTEZ 4351

Casain 23151 636

Daxirinized starch 4202 627

Daextrose of -gluccse anfydrous 23343 2240

Iralin 23 224

Sucrasa ooa o045

Soya ol BE35 2409

Colulose MC-101 To03 BT

Mineral mix Ga P K (RHSS31U) o251 045

Bibasic calcium phasphatn 1214 055

Calcium carbonate 0E14 oo

Potassium cilrate 1541 o

Witamin mix AIN-76 [RHIE0SUI} a3 ] 050

L-Cysting R o1

Sodum ohioride ] .17

Chobr bitartrale oaar o1e

Total 100 100

The mice were positioned on 2 surface, the @il was extended dis-
tally and stragght and the tail was measured from base o tipusing a
digital calliper (Mitutoyo® Precison Measuring Toolsh. The mea-
surements were performed on days 0, 7, 14 and 21,

Electrical bioimpedance

After anaesthesia, the animals were placed on a non-conductve
surface  with  posterior and  anterior lmbs  extended
perpendicular to the body, and the il was extended distalby.
Four needles {35 % 12 gauge) were used as electrodes, insened
in the sub-dermal region along the dorsal midline. The central
electrodes were inserted i the medal region between the ears
and ot the hase of the il intercepting the imaginary line of the
thigh muscle with the midline of the body. Penphernl electrodes
were inserted between the eyves, approximately 1-0 cm from the
electrode betwesn the ears, and inthe tail, approximately 140 om
of the electrode at the base of the tail. The needles wene then
attached o the ImpediVET® device, a single-channel tetra palar
hinimpedance spectmscopy device that scans 256 frequencies
between 4 and 1000 kHz in bess than a second. The species,
sex, ape, length betwesn central electrodes and body weight
information were mput 1o the equipment. An electric current
was actvated, and the resstance and reactance  beoimpe-
dance pammeters were obtained from a single spectrum from
dtn 1 MHz in o series of 256 points. The device uses a complex
impedance plot o determine total body water, extracellular
Fuid and intracellular foid. The fatres mass, fatomass amd
BMI were caloulated using software coupled bo the device,
which wes values predefined for mice by the mamafacturer 2.
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Intestinal morphometry

Samples of the fjumem and ilewm were sectioned keagitudinally
and fixed m 10 % formaldehyde buffer for 18 h. Adber the fixation
perind, the materml was dehydrted, embedded in pamifin cutio
S pm sechions using an impact micrtome {Pobrout ) and
stamed with haematoxylin and eosin, Subsequently, with the
aid of an optical microscope coupled o the image acquisiton sys-
tern (LEICA) and Image] software version 1.5a {Natioral [nsttutes
of Heakh), the heights of ten villi ard the depths of ten crypls of
each cut were measured o caloulate the villuscrypt mtio.

Lactulose/mannitol fest for imtestingl barmier fumdion
studies in vivo

For sample collection, animals from both groups were kept in
metabolic cages for a period of 24 h with an isoenergetic low-
carbohydmte diet (Rhoster®) before days 7, 14 and 21, 16 h
crurespsonading bo the period of adapeation o the collection envis
ronument and 8 h of fasting. We conducted experimental groups
anly for this test, so that the 3-h fasting would not mterfere wath
other analyses. Afer fasting, all animals received 250 pl of the tes
solution by gavage, coniining 50 g of lactulose {Duphar
laboratories) and 14} g of manniiol (Henrifurma Chermicals
and Pharmaceuticals LTDA) dissolved in 20 ml of water. Unne
samples preserved in 023 mg'ml  chlothexidine  (Sigma
Chemical®) were colleded 24 h after the fest solubon oas
administered. The volumes of the samples were registered
and centrifuged at 10 000 rpm for 3 min, and then 50 pl of a sol-
ution of the internal standard (36 mM of meliioss dihsted in
20 ml of distilled water) was added o 50 pl of each sample.
The solution was deionised and centrfuged {10 000 mpm for
3 min), and 50 pl was used o determine sugar by high-pressure
ligquid chromatography on an UhiMate 3000 instrument {Thermo
Fisher Scientificg). Twao standard carbohbydmte solutions werne
used bo calibrate the system at the beginming and betereen the
testing of each group. The sandards contained 60 pM of sugars:
glucosamine, mannitol, melibiose and acoulose (group 1 and
masitnl, sorbited, gleense and lactose (group 11 Groups [ and
Il were applied at a concemmtion of (-1 mM bto determine the
mira-experiment varation. The concentmtions of lactulose
and mannited were measured for all expermental growps wsing.
hegh-pressure liqued chromatography with pulsed ampercmetric
detection, as previously described ™,

Evaluation of gene transcription of tight junctions and
intestinal transporter profeins

Crene transcription of the zonula occuwdens-1 (20-1), ncdusding,
davdin-1 {CLAL-1}, cawsdin-2 (CLAL-2), peptide transpor |
(PEPT-1) and SGLT-1 was determined by quantitative reverss
transcription-PCR. The reference gene for nomalisation was
185, EMNA extraction from total jejurum samples on days 7, 14
and 21 was performed according to the BENeasy Lipid Tissue
M Kit protocol {Qiagen®). Then, | pg of the tom] isclated
BNA was used for cDNA synthesss using the iScript cNA
Synthesis Kt (Bio-Rad®), according to the manufacturer’s
matructions. For the reaction, 14 pl of Svber Green PCR Master
Mex {Applied Binsystermns), 240 pl of each primer {02 pM} and

10 pl e cDXMA From samples were used, and nucease-free water
was added o an end volome of 20 pl. The sequences and
annealing conditons obtained from the National Center For
Bintechnology Information website for each investigated gene
are listed i Tahle 2. The data obhiined were based on the vahees
of the threshold cycle, in which the ohserved fluorescence was
ten times greater than the baseline flucrescence for each gPCR
assay. All ampldfications were evaluated for the meling curve
and performed 0 ensure the specificity of the amplification
and to detect the formation of initetor dimers o any other
non-specific product. From the values of the quantitative cycle
{CeC), the relative levels of RNA were caloulated according
tox the 273445 mpthod 24

Evaluation of relative protein expression of tight junchions
and intestinal transporter profeins

The investigation of protein expression of tght uncions and
tmnsposters involved inothe regulation of the meestinal barrier
was camed out using western hloting. The jejuna solated from
the animals were homogenised in RIPA buffer {Thermo Fisher
Sceentifico®) with protease inhib#tor (1 ml inhibg#or 100 mi
RIPA) and centrfuged at 10000 rpm For 140 min. The total amount
af protein in each sample was measured using the Pierce ™ RCA
protein assay kit (Themmo Fisher Scientificg). Samples (1250 pg of
protein} were prepared by adding Laemmli buffer (Hio-Rad)
with fmercaptoethancd (Bio-Rad®), denatured at 99°C for
5 min. Proteins were separted by SODS-PAGE (8=10% for
SGLT-1, PepT-1 and cccludin, 15 % for claudin] and -2, trans-
ferred to polyvinylidene difluoride membrane, blocked with 5%
‘bovine serum albumin for 1 h and moubated with prmary rabbit
antibody: ant-GAPDH (100D, amts-SGLT-1 (1:500), anti-PEPT-
1 C1:200), anti-occhudin € 1: 1000, anti-claudin:1 (1: 2000 and anki-
claudin-2 (1: 3000 {Santa Cruz Betechnology®). The membrnes
were also moubated for 145 howith the secondary antibody and
then developed usng the Clarity Western ECL Substrate kit {Bin-
Rad@) and the Chemildoc system (BiceRad). The denstometmnc
quantification of the hands was analysed using Imagelab 6.0
software (Bio-Rad@).

Siatistical analysis

Parametric data were analysed by Student's £ test or ANOWVA fol-
loved by the Bonferrond post-test for paired data. Non-parmet-
ric data were analysed usng the Marn-Whikbney test. The
parametric results ane presented as mean vahses with their stan-
dard error of the mean, and the non-parametric results are pre-
sented as medan and minimum o maxaouom. All tests were
anahysed using GraphPad Presme software, and the results were
considered significant at P < (05,

Results

Regional basic diet effect in body composition and
development of weanling mice

The: consumption of RED ciused a significant reduction (F < 00003
in the wesghts of malrourished animals from day 5 i day 21 when
comparcd with the nounshed amimab (Fig. 1a)k Weght gain
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Tabde 2. Gones, prmars, accossion number and conditons of guanitative reverse Franscoriptian -PCR

Ganes Primar sequancs |53} NCEI no, Armaaling conditions

Claudin-1 TETACEAGGRACTETGRATS HM_016674-4 20°, 5B
TCAGATTCAGCAAGGAGTCE

Claydin =2 COCACCACCACCAGCTTAAT HM_016675-4 20°, 60°C
GAAATGEETTOCAGGETCAGS

DOccladin AMEAGCAECCAMAGEETTSE HM_00H75E-2 20°, 60°C
CETOGEEGTTCACTOCOATTA

Fia 8 | GACCATCGLCTACGETTTGA HM_001163574.1 20°, 60°C
AGGTCTCGGEGATGETGATT

SELTT CAEGAMEANGCEATC TEAGRAL HM_O013810-4 20°, 58°C
AATCAGCACGAGEATEAACA

PooT-1 AGGEEARAMCGRAATCAEET HNM_053075:2 20°, 60 “C
CTTTTCECCAGAAGEEAAGA

185 ANTEETEEAVGCALNE AL HM_D085071 20, 58T
TTCCACAATGTTCATGOCTT

® Tomal ol ity cashan, ol cpshan staned With I densieation Slage (20 & & 95°C) and anded with an exaiaon sage (45 & for 1 min al 7L

decreasesd significantly (< 041} in the malnourished group from
day 3 when oompared with the malnmrished group (Fig. 1B,
Malnourished ansmals increased their weight and significantly gamed
weight over time (< ({01 in which weight increased from day 7
and weight gam mncreased from day @ when compared with the vl
ues mesured on day O (Fig. 1) and (b)) Tail kength was signifs-
cntly shorter (P <045} in the malnounshed group than in the
nerwrished group ondays L4 and 21 (Fig, 1(c)). Cheonic consamgpton
af the B diet compromised the animals’ bady development
(Fig. 1)} regardless of feed consumption because there was a sig-
nificant difference < (415} in the consumption betaeen the groups
only on day 3 (Fg el The malnmsished group consumed
1855 % less feed than the nowrished group only on day 2 (nourished
345 (mw 008} 0. malnourished 2-81 (= 0150 g), whersas water
corsamption was 31-19% higher in the malnourished group than
m the contml growp ondy onday 21 (nourished 7-5 (soa 050 2 mal-
nonrished LG (s 0450 mil, P 0405, Fig L0

Consdering the body compasition of the animals, total by
water significanthy reduced {2 < (-05) in the malnourshed group
coumipared with the nourished group from day 7 (Fig, 20a)). The
extracellular fluid significantly reduced (P <005} in the mal-
newrished group compared with the nourished group on days
7, 14 and 21 (Fig. Z(b)}. In contrast, intracellular fuid signidfwcantly
reduced in the malnounshed group when compared with the
nowrished group on days 7 (nourished 315 (g 0-22) 0 malnours
shed 1-88 (zea (250 ml, £< 001} and 14 (nourished 3-85 (=
016} ¢ malnourished 28] (spy 0-33) ml, P 005, Fig. 2(ch.
In additton, the RBLD diet coused a signibicant reduction
0P 000, P< (050 m the @-free mass (Fig. 20d)) and fat mass
(Fig. Hel) on days 7, 14 and 21 when compared with those of
the: nourished group. However, the BMI did not change at any
of the analysed time points (Fig, 2000,

Tempoval effect of regional basic diet consumpdion on
intestinal morphology

RED mtake dynamcally albered the morphometry of the portions
of the jejunum {Fig. 3} and ileum (Fig. 43 over ime. & sgnificant
reduction (F < (-0} in the crept depth and a significant increase
P < 005} in the vilhas:crypt rabio in the jeumam of malnoarished
animals were obhserved on day 7. No sgnificant changes were

ohserved in the ileum on day 7. On the other hand, on the
Ldth day the villus:orypt mtio signfwantly reduced (P < 0-05)
in the jejunum of malnourished animals {Fig. 30c)), without sig-
nificant changes in villus height and crypt depths, while in the
ileum a significant reduction was observed (F<0-001) at
the height of the villi of the malnourished animals {Fig. 4(a)
Omn day 21, there was a significant reduction (P <03} in the
heght of the villi (Fig. 3a)) and mamtenance m the reducton
af the vilhescrypt ratso in the pejumam of malnourished animals
{Fig. 3c)), without sgnificant changes in the ileal portion
{Fig. #(c)).

Temporal effect of regional basic diet consumption on
intestingl barrier function

RE} alsor caused pme-dependent changes in intestinal per-
meahility. When assesang the percentage of lnctulose excreton,
it was possible to observe a significant reduction (F <001,
£ <051 in the malnourished group compared wath the nour-
ished group on days 7 and 14 {Fig. 3a}). The percentage of man-
nitol excretion was also significantly reduced (P < 045) m
malnmarished animals when ocompared with that observed on
days 7 and 14 {Fig. 5(b}). The lactulose-manngnol matic increased
sgndficantly (F < 0-05)} in malnounshed animals compared with
that in animals fed on day 14 (Fig. 50c)). Noagnficant changes m
intestinal barrier function were ohserved on day 21,

Temporal effect of regional basic diet consumption on the
relative transcription of tight junctions and intestinal
transporfers

Analyses of the relative infrastructure of protein-forming proteins
in the jeunum allowed us to assess the dynamics of changes
in the molecular architecture of the intestnal barrier. The rel-
ative transcription of clau-l was  sgnificantly  redoced
P (050 in the malnourished group compared with the mouar-
ished group on day 14 {Fig alal), whersas Clau-2 was signifi-
cantly reduced in the malnourshed group compared with the
niurished group on day 21 (Fig. (b)) The relative transcription
of necludin was significantly reduced (F < 0-05) in the malnour-
ished group ocosmpared with that in the nounshed group on
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days 14 and 21 (Fig. Glel). In contrast, the relative transcription
of Z0-1 was not altered at amy dme poing analysed (Fig. aldi.

The consumption of BB alsoe altered the analysis of the rel-
ative transcoption of @ iral tmrsg . The relative tran-
scription of PEPT1 increased significantly (P< 0405) in the
malnourished group compared with the nourished group only
on day 7 (Fig. eX). The SGLT-1 levels increased significantly
on days 7 and 14 in the malnourished group when compared
with the nourshed group; however, the GLUT decreased

sgnificantly on day 21 in the malnourished group when come.
pared with the nourshed group (Fig. 600,

Temporal effect of regional basic diet consumption on the
relative profein expression of Hght junchions and intestinal
transporters

The evaluation of the relative probein expression of Hght junce
tions and intestinal tmansporters allowed us 1o identify those
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alterations found for relative tmnscription were not the same for
protein expresson. On day 7, we ohsenved a trend towsnds
mereased protein expression of SGLT-1 and PepT-1 in malnour-
shed animals compared with nourished ones, but with no sg-
nificant difference (P> {:0%) (Fig. Tad). On day 14, the
relative protein expression of 5GLT-1 and occhedin showed a
brend (P 5 005 o merease in malnounshed animals when com-
pared with nourshed anmmals (Fig. (b)), Regarding day 21, we
abserved a certain trend (P> 05) towards increased protein
EXpression of BGLT-1, Clau-2 and occhsdin in the malnourished
group when compared with the contreld group (Feg. Tl

Discusslon

In this study, the ingestion of RBD tnggered atrophy in by
development, compromised body compositon; and affected
mtestnal morphological higtology, mitestinal bamer function

and mENA levels of tight pnctions and miestinal transporters,
which are essental proteins for maintzining the morphofunc-
tonal barrier and adequate nutrient absorption, respectively

Mutritional deficiency during eardy childhood is directly
related to short- and long-term consequences resulting from
adaptive epigenetic responses = [n this conbext, the develop-
ment of weanling animal models has helped o better under-
stand the pathophysiology assocated with multi-deficent
diets'* 33 Our results, which differed from those of studies
reported in the liberature, allowed a temporal assessment of
changes triggered by a diet exhibiting multiple nutrent defi-
ciencies, based on food compositon  intake  in the
Mortheastern Brazil, in the body composition, intestinal meor-
phology and karrier function, and physical development of
weanlng rmdents.

RED &5 an experimental deet loer m lipids, proteins and miner-
als anad rich in carhohydrates, which is chamcteristic of diets acces-
sible to lowd i in Mortheastern Bl
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RE-mduced malmutrtion in weanlng mice is characterised by
raguicd weight reduction and weight gain™* ' and a late redsction
im il Jength™ Y, Our results show that RBED reduces weeight gain
early, followed by a reduction in weight m the first week and
mmpaired growth from the second week of consumption of
REL, without changes in BMI due o both weight and length ded-
et Ohar resulis weere simidar io the [Bermbure, even wath mar RRED
lipid values being higher than in other studies' %37 In the lter-
ature, we have ohserved o varmtion of 0.8 %0002 po 8.0 6030 of
fat, i this sense our study maintained o percentage of 62 %keal of
fat, thus within this percentage varation. In addition, changes in
weight. weight gain and tail length occurred withms changes in
diet consumption, probably because diets were ispenergetic.
Most studies with nuiment-deficient and soenergetic el do
not report food consumption in the groups 5909 eveent for
Sampaio o al " who observed differences in feed intuke on
day 2.

The consumption of KB in this study led © reduced ol
hody water, extracelhalar fuid, fat mass and fat-free mass from
day 7, while intracellular fuid decreased on days 7 and 14,

rishid and malroun ke mice st ired with tha F and

¥

Binelectrical impedance is mrely considered in animal studies,
and b date, no study has analysed the body compasition of ani-

mals in mutritional deficiency models. However, it is known that
the metabalism of several organs in malmointion s sustamed by
the mohilisation of fut and probein reseres when protein oon-

sumption is insufficient to maintain protein. metabolism™®

Therefore, aur results show that the nutribional dehciency of
the RE[} diet is capable of compromising the animals’ body
energy reserves. In additon, the absence of oedema ocourred
even as increxsed water consumption in malnourished animals.

In the clinic, severs acute malnutriion may present wath the
presence or absence of cedema'®, Studies indicate that a
lowr-protein diet decreases urine concentration capacity and free
water reabsorption in the kidney due to synergistic or contribu-
oy changes, such as reduced corcomedullary osmotic gra-
dient, reduced plasma amino acids, hydrosmotic effect of
decreased ADH, among others™. Therefore, o possible change
in water reshsoeption in the kidney inggered by protein deh-
ciency in BBED may explaim the increase in water consumpbion
and ahsence of oedema in the present study.
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Differentiation of intracelhilar and extucellular fuids s
mmportant for nutritconal assessment™. Chronic malnutrition is
reported o compromise the growth of inrzcellular fwids and
mduce increases in extracellular fluids over dme™®. However,
m this study, RED caused atrophy of extracellular flusd froam eardy
oy chronie, while intracellular fuid atrophsed on days 7 and 14,
with a retun o baseline m a more chronee period. Intmcellular
fluid provides o haseline for measuring oxygen consumption,
energetic requirements and BME, while extracellular Fuid

indicates most collagen-derved tissues, as well as inberstitial
fluid and plasma™, Cheek ot al " reported that the restoration
of the cell phase or metabolically active protoplasm is of great
imporntance for maintaining metabolism. Therefore, the rehom
af intracellular fluid to the basal state indicates restoration of
the metabolic mte on the 21st day.

The gastrintestinal tract is the first system directly affeced by
changes in nuirient intake, exhibiting rapid physiological and
morphological changes™, In this study, RRD also inggered
adaptive responses in intestinal barrier function. In a shoet tme,
REL} triggered atrophy of crypts and an increased in the vilhas
crypt mtio of the jejunum without altering the morphology of
the ilewm. Then, the RED atrophied the ahsomptive area of the
jejunum and reduced the hesght of willi in the ileume and, ina
chronic period, the RBD reduced the height of willi and the
absorptive area in the jejunum. The morphodogeal changes
nhserved in this study are different from those reported in the
literature; however, nio waork 1o date bas evaluated the tempaoral
effect of the KRB diet on the intestinal morphofunctional barrier.
A stucy similar 1o ours showed that KRD-induced malnutrition
reduces the height of the ileal coypt in a shot period'™, On
the other hand, a maodel of BED-irduced malmotrition caused vil-
lus dullness, promoted crypt depth and decreased the vilhas
crypt mtics in the jejumem 2t 14 &% However, another study
shovered that malnutrition m weanling mice due to a diet smilar
tox BRI} caused no morphological changes in amy portion of the
intestine anahysed after 21 d'Y The intestinal barmier & highly
dynamic and changes easily™, Therefore, our results show
an increase in the absorptive area o the inftial phase that is
not sustained in a later pencd, likely due o RBED protein
deficency.

In dinical settimgs, malnounshed children exhibit greater
intestinal permeahility™ . Experimental models, mainhy mod-
els of chrondc malmutrition, also indscate damage o the intestinal
cell barrier' ™M In this context, the lactuloss and mannigol test
(LM} is a consistent, non-invasive and sensitive marer for intes-
tinal barrier function™ % In the present study, intestinal barrier
function changed dyramically over time. RED-induced malm-
trticn caused a reduction m the total absomptive area and para-
cellular permeahility, with no indscaton of damage to the barrier
on day 7. In contrast, day 14 showed a reduction in the absarp-
trve aren, increased pamcellular permeakility and consequent
barrier damage that was reversed on day 21 in malnounshed and-
mals, consistent with restoration of the membolic mbe.

The L/M test is widely used in clinics 1o diagnose environ-
mental enteropathy™ 9" and verify the effectiveness of reat-
ments for malnuimtion and dirrheal infections'*179% The
moderate acute malnutriton-inceced BED ded not alter iransepi-
thelial resistance during substrate ahsorption, indicating that m
acute models, the diet does not afect pamceliular permeabil-
ity in contrast i the present study. A porcine model also iden-
tified that transepithelial resistance was not altered during aoste
malmutrition™**. Mo BBD-induced malnutriton model showed
changes in intestinal permeahility on day 14, but 2 model smilar
tox ours, with weanling mice challenged with an RED-like diet
shevored barrier damage on day 219", Changes in intestinal
barrier function on day 14 were conoomitant with a reduction
in cell mass, muscle mass and adipose tsmsue, mdicating a
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in the jejuriam of rcunshed and malecurished mice on days ¥, 14 and 21, Arabyais of the relatvs

trangcrpben of (&) clasdin-1 {dau-1], (b caudn-2 (Clau-2), (5] sccudin (ecd). (6) 20-1, (8] PepT-1 and () SGLT-1. Data are presenied as median and mnimum o

masimus for 8l §mes (n & ¢ P<008, = P< 001, Mar—Wietney Sesl by me),

reduction in energy reserves necessany for repair response. The
absmence of changes in intestinal hamer function on day 21 may
he due to the return of the metabaolic mte, indicated by the
absence of changes in intracellular fuids.

Severl proteins constitute Hght junctions and have complex
distritngtion,  regulation and  functional  chamcemstics! 547,

Creerexpression of cochedin i epithelial cells e it riggers
an increase in ransepithelzl elecrical resistance and an unex-
plained increase in the flow of uncharged solutes™% In con-
trast, clawdin-l plays a crucial mle in barrer formation m
severul organs™ ™. Unlike claudin-Z, which plays a role in pore
function, is mdispensahle for Na® absorpbon in mice™, Our
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results showed that RED did not stimaulate any change in the lev-
els of transcripts of Eght jundions on the Tth day, bt on the 14th
triggered reduction m the levels of claudin-] and occedin, and
on day 21st bevels of clawdin-2 and occudin were reduced, no

sgnificant changes in protein levels. Claudins are o family of
terenty-seven probeins that are conssdered the maost imponant
constituents for the maintenance of inestinal epighelial barrier
homoecstasis™", In the literature, diferent models of motrtional
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deficiency consumption showed different modulations m tran-
script levels and the expression of firm junctions, but no work
reported temporal changes in these proteins. For example, a
mescdel of moderate acute malnutrition with KR in post-weanimg
mice showed mereased levels of casdin:2 and oocludin mENA
in the feam, with no change in protein expression’, Post-
weaning RED-induced malnutrition results in a2 reducton in
201 mRNA levels and an increase in claudin-2 bevels dunng
the chronic perind™. RE:induced malmutrition in neonases
triggered an increase in the expression of daudin-3, but not clau-
din-1, nodudin and Z0-1 expression''?. In contrast, severe pro-
tein deprivation has been reported o decrease the protein
expression of claudin-1, but with no change in the expression
of occudin in the small inbestines of neonatal s
Therefore, these data show that mBENA transcription and expres-
sion of tight junction protems are highly dynamic, complex and
dependent on vanous experimental and animal conditions.

Morphological and functional changes can promote benefi-
cial or harmbul effects on the ransport of nutrients and ions,
resulting from an adaptive mechanism to malnutrition™, In
the present study, RED-induced malnotrition in PEPT-1
miMNA levels increased only on day 7, while SGLT-1 mBENA lev-
els increased on days 7 and 14 and decreased on day 21, no
changes in protemn levels. The regulation of gene expression
of intestinal transporters is complex and can be altered under
different conditions*. RED induced an increase in the levels
of SGLT-1 and PEPT-1 transcripts in the ileum on day 7, with no
changes in protein expression’ '™, The levels of SGLT-1 trans-
porters are known o be highly comelated with the amount
of food carbobydrates™ Shedies indicate that a diet rich in
carbohydrates mcreases the expression and levels of SGLT-1
transcripts and consecuently the absorption of glucnse within
13 di¥455, Hoaever, kow protein diets stimulate an increase in
the expression of essential amino acid transporters, aimng at
cost benefis™ 5% Our data show an increase in the levels of
transpogter mBENA ingially to maintain adequate  morient
absorption; however, energy deprivation over time does not
allowr these changes to be observed in pmobein expression
and promotes the reduction of these ransporter mENA lev-
els later.

The present stuchy was limited by the lack of quantdfication of
proten expression and levels of clasdin: 15 and GLUT transcripts
together with the application of tests such as onal glueose toler-
ance and measurement of the hlood amino acid peofile seould
allowy identification of changes in the intestinal absorpbon of
nutrients, thus reinforcing the changes identified for timnsporters.
In addition, functional tests such as Ussing chambers associated
with transmisson electron microscopy could better explam the
electrmphysiologecal changes and distribution of proteins form-
gy frm junctions at the parcellular bevel riggered by RBD in
the inbestinal epathelial barrier. Supplementation with alamyl-glu-
tmine or Zn could also be added as a possible treatment for the
effects of RBD. However, the present work shows that the intes-
tinal morphofmcticnal bamer can adapt positively o nutrient
deprivabon, probably with the sim of maintaining intestmal
function. Thus, this research makes an important contribation
toy betber understand the impact over time that a mult-deficient

diet can have on impomant organs, such as the gastrointest-
mal tract

In concluson, RRD delays weight gain and physical develop-
ment, changes body composition over a short period and indu-
ces longterm compostional alteration. In addition, o diet
deficent in nuinents triggers a dynamec response m the intestinal
function and morphology of the jejunum, which is associated
with changes i the transcript levels of firm junctions and intes-
timal transponers. [noa shon period, RBED decreases the depth of
crypts and increases the vill/crypt mtio of the pejunum, decreas-
ing the total absorptive area and paracellular permeability, with
increased levels of transcripts froam the PEPT-1 and 3GLT-1 trans-
porters and without changing the transcript bevels of tight junc-
tons. The greatest damage o the morphofnctional barrier
ocours in the miermedate perind, with the redudtion o the
villfcrypt rateo of the jejunum, height of the vills m the ilzum, par-
acellular permeability and total ahscoptive area with indscatve
harrier damage, which is associated with reduced transcript lev-
els of claudin-1 and occhudin and increased levels of the SGLT-1
transposter. [n late periods, the vill/’crept ratio of the jejunum
remaing reduced in malnutribion, with a2 reduction in villus
hezght, with no changes in mtestinal barrier function, bt a reduc-
ton in the levels of daudin-2, occhudin and $GLT-1 tanscripks.
Thus, the present study prowvided mondtoring of the mam body
and mewphofunctional changes resulting from the mtmduction
af a diet defickent in nuirents in a critical phase of physical devel-
opment, enabling a dynamic understanding of the acne and
chronic effects resulting from malnutrition and suggesting adap-
tve mechanisms in labe penods, mainly moterms of intestinal
barrier function.
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Background: Complementary feeding is a critical period for the establishment of
undernutrition. However, the experimental undernutrition diets do not represent the
amount of nutrients in the complementary diets of undernourished children.
Objective: To develop, validate and to evaluate the impact of new murine model of

undernutrition based on the complementary diet of undernourished children from seven

countries of low socioeconomic power belonging to the Malnutrition-Enteric Diseases
(MAL-ED) cohort study on the intestinal epithelium.

Methods: We used the difference in the percentage of energy, macronutrients, fiber
and zinc in the complementary diet of children without undernutrition vs. stunting
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in the LM (p< 0.001), reduced (p< 0.001) villous area associated with the increase of
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Conclusions: The experimental diet MAL-ED induced undernutrition in animals,
resulting in both acute damage to the integrity of the intestinal epithelial barrier and a
subsequent increase in intestinal area during the chronic period. This study introduces
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on data from undernourished children in seven different countries.
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ABSTRACT

Background: Complementary feeding is a critical period for the establishment of
undemutrition. However, the experimental undemutrifion diets do not represent
the amount of nutrients in the complementary diets of undemourished children.

Objective: To develop, validate and fo evaluate the impact of new murine model
of undemutrition based on the complementary diet of undemourished children
from seven countries of low socioeconomic power belonging to the Malnutrition-
Enteric Diseases (MAL-ED) cohort study on the intestinal epithelium.

Methods: We used the difference in the percentage of energy, macronutrients,
fiber and zinc in the complementary diet of children without undemutrition vs.
stunting (height-for-age Z-score; HAZ < -2) for the MAL-ED diet formulation.
Subsequenfly, C57BL/6 mice were submitted to consumption of the control diet
(AIN-93M diet) or MAL-ED diet for 28 days. Weight was measured every day;
body composition were measured every seven days; lactulose:mannitol ratio
(LM) and morphometry were evaluated on days 7 and 28, cotransport test, the
analysis of intestinal transporters and tight junctions on day 7.
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Results: The MAL-ED diet presented -8.03% energy, -37.46% protein, -24 20%
lipid, -10.83% zinc, +5.93% carbohydrate and +45.17% fiber than the control diet.
This diet rapidly reduced weight gain, compromised body growth and energy
reserves in the chronic period (p< 0.05). In the intestinal epithelial barrier, this
diet caused an increase in the LM (p< 0.001), reduced (p< 0.001) villous area
associated with the increase of FATCD36 in the acute period and increased (p<
0.001) mannitol excretion in the chronic period.

Conclusions: The experimental diet MAL-ED induced undemufriion in animals,
resulfing in both acute damage to the integrity of the intestinal epithelial barrier
and a subsequent increase in intestinal area during the chronic period. This study
introduces the first murine model of undemutrition for the complementary feeding
phase, based on data from undemourished children in seven different countries.

Key words: Child undemutrition; undemutrition experimental model,
complementary feeding; functional barrier of the intestinal epithelium; body

composition.
Abbreviations:
HAZ: height-for-age Z-score
LM: laciulose:mannitol ratio
MAL-ED: Mainuhition-Enteric Diseases
UNDERNOU: Undemourished
INTRODUCTION

Undemutrition in the first years of life is a serious health problem because itis
associated with an increased risk of mortality (1), a vicious cycle of clinical and
subclinical enteric infections, impairment of physical and cognitive development,
as well as chronic diseases in adult life (2, 3, 4, 5). Despite efforts to reduce
cases of child mainutrifion, the latest estimates show that about 1492 million
children under 5 years of age were affected by chronic undemutrition and 454
million by acute undernutrition in 2019 alone (6). Furthemmore, it is estimated
that the socioeconomic crisis caused by the COVID-19 pandemic will trigger a
chronic impact on the number of children affected by stunting in the coming

years (7).
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Studies point out that the introduction of complementary feeding, necessary to
meet the energy demand exceeding what is provided by breast milk, increases
the risk of child malnutrition (8, 9). Evidence suggests that much of the
malnutrition in low- and middle-income countries stems from nutritional
deficiencies in complementary diets (10). However, the quantification of
nufrients in children's complementary diets and their association with childhood
malnutrition is quite scarce in the literature (11, 12, 13, 14, 15), directly
reflecting on experimental undemutrition diets.

There are only three diets based on the dietary composition of specific
populations: regional basic diet (RBD), which mimics the food composition of
the Brazilian semi-arid region (16); the Vegetable Maize diet, which was based
on the predominant foods of Malawian children with Kwashiorkor (17); and the
M8, a diet based on the foods most consumed by the population of Malawi (18).
These three experimental diets are based only on the most predominant foods
in the diet of these populations, having as a limitation the lack of representation
of the amount of energy, macronutrients and micronutrients consumed by the
child population. Furthermore, none of these diets are representative of the
complementary feeding phase, a critical moment for infant nutrition.

A showed that morphological, functional and inflammatory alterations in the
intestine seem to be responsible for the establishment of morbidities related to
long-term undemutrition (19). Thus, understanding the intestinal alterations
triggered by undemutrition may be the key principle for implementing more
effective treatments. In this context, animal models have confributed to the
understanding of the pathophysiology associated with different nufritional
deficiencies (18, 20, 21, 22, 23). However, it is worth noting that even with the
advances in the understanding of damage at the intestinal level, the preference
for using experimental diets with protein resfriction to study the functional
intestinal epithelium limits the findings and may not reflect child undemnutrition
(19).

Thus, this study aimed to formulate a new undemutrition diet, the MAL-ED diet,
based on a recent study that quantified the energy, macronutrients and
micronutrients of the complementary diet of undemourished children from seven
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countries of low socioeconomic power belonging to the cohort study of
malnutrition and enteric infection - MAL-ED (11). Furthermore, this work also
aimed to evaluate the impact of this new experimental diet on the functional
intestinal epithelium of C57BL/6 mice. We hypothesized that the new MAL-ED
diet induces a clinical picture of undemutrition in newly weaned mice, negatively
impacting the morphology and function of the intestinal epithelium. Thus, this is
the first murine model of undemutrition aiming to mimic the common nutritional
deficiencies in undemourished children during complementary feeding.

METHODS
Animals and ethics committee

Male C57BL/6 mice (n= 1 1/group) were obtained from the Sectorial Animal
Facility of the Department of Physiology and Pharmacology at the Federal
University of Ceara (UFC). These mice were housed in a controlled
environment with a 12/12-hour light/dark cycle, a temperature of 22 + 2°C, and
were provided with water "ad libitum.” The quantity of their diet was controlled
daily.

All procedures conducted on the mice were in accordance with the rules set
forth by the National Council for the Confrol of Animal Experimentation
(CONCEA) and were submitted for approval by the Ethics in Animal Use
Committee (CEUA) at the Federal University of Ceara {protocol number
3941290319).

Diets

The formulation of the new malnutriion-inducing diet, MAL-ED, was based on
the quantification of the complementary diet of children with and without
undemutrition in the multicenter cohort study "Ftiology, Risk Factors and
Interactions of Enteric Infections and Malnutrition and the Consequences for
Child Health and Development (Malnufrition-Enteric Diseases; MAL-ED)," as
described by Maciel etal. (11).

The quantification of the complementary diet involved collecting dietary records
of the last 24 hours from 1,463 children living in urban, peri-urban, and rural
areas of seven countries with low socioeconomic status. These countries
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included Bhaktapur, Nepal (n = 229); Dhaka, Bangladesh (» = 208); Fortaleza,
Brazil (n = 169); Haydom, Tanzania (n = 210); Loreto, lquitos, Peru {n = 199);
Venda, South Africa (n = 221); and Vellore, India (n = 227).

Maciel et al. (22) quantified the consumption of energy, macronutrients, fibers,
six vitamins (niacin, riboflavin, thiamine, folate, and vitamins A and C), and six
minerals (calkcium, iron, magnesium, potassium, phosphorus, and zinc) in the
children’s complementary diet. To formulate the new undemutrition diet, we
used the percentage difference in energy, macronutrients, fiber, and zinc
consumption between children with undemutrition (HAZ < -2, stunting) and
those without undemutrition at 24 months of age.

To ensure that the new undemutrition diet had the appropriate dietary pattemn
for rodents, we used the standard diet for rodents, AIN93-M control diet, as a
basis. The formulation and production of both the MAL-ED and confrol (AIN-
93M) diets were camied out by Rhoster® (Aragoiaba da Serra, Sao Paulo,
Brazil).

The centesimal composition of the new malnutrition diet was evaluated using
various methods, including dumas, loss on drying, gravimetry, and atomic
absorption, conducted by the company CBO® (Valinhos, Sao Paulo, Brazil).
These methods collectively allowed for the quantification of moisture, volatiles,
crude protein, ether extract by acid hydrolysis, crude fiber, cakium, phosphorus,
Zinc, and the estimation of carbohydrate content based on the difference in the
percentages of macronutrients.

Experimental Design

The new murine model of undemutrition followed the protocol established by
Brown et al. (24) with some adaptations. Male C57BL/6 mice, aged 21 days,
underwent measurements of body weight and fotal length before being
randomly assigned to either the Control group (AIN93-M diet) or the
Undemourished group (MAL-ED diet). The diet consumption protocol extended
for 28 days to observe the temporal effects of the diet on various body
parameters and the intestinal epithelial barrier. Daily control was exercised over
feed consumplion to ensure that the undemourished group consumed the same

amount as the control group. Body weight measurements were taken daily,
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while water consumption was measured every two days. Additionally, every
seven days, the animals underwent evaluations regarding their body
development and body composition. On days 7 and 28, the animals received
intramuscular anesthesia using ketamine hydrochloride (30 mg/kg) and xylazine
hydrochloride (10 mg/kg). Blood and intestinal tissue were collected for further
analysis, and finally, the animals were euthanized by exsanguination.

Assessment of body development

The body length of the animals was measured on days 0, 7, 14, 21 and 28 fo
assess the body development. For this, the mice were briefly anesthetized with
isoflurane (Cristalia®, Sao Paulo, Itapira) (25), then they were positioned on a
flat surface, aligned and body length was measured with the aid of a digital
caliper (Mitutoyo® Precision Measuring Tools, Suzano, Sdo Paulo, Brazil).

Body composition analysis

Mice underwent body assessment by tetra polar bicimpedance (ImpediVET®,
Carisbad, California, USA)on days 0, 7, 14, 21 and 28. Mice were
anesthetized, as mentioned, and placed under a non-conducting surface with
the limbs aranged perpendicularly to the body and the tail extended distally.
Four needles (25x12 gauge) were inserted into the subdermal region along the
dorsal midiine. The central electrodes were inserted between the ears and
between the hind legs, while the peripheral electrodes were inserted between
the eyes and on the tail, as specified by the manufacturer. The needles were
connected to electrodes attached to the device. The length of the animal
between the central electrodes was measured and recorded in the equipment,
as well as the animal's body weight. Then, the electric current was activated
and the bioimpedance parameters of resistance and reactance were obtained
by a single spectum of 4 fo 1 MHz in a series of 256 points. Finally, the device
uses a complex impedance graph to determine total body water, extracellular
fluid, and intracellular fluid, while fat free mass, fat mass, and body mass index
are calkulated in the device's software (ImpediVET®, Carsbad, Califomia,
USA) (26). Total body water was nomalized by weight and expressed as a
percentage.

Morphometric and histopathological analysis
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Samples from the duodenum, jejunum and ileum were transversely sectioned
and fixed in 10% formaldehyde buffer for 18 h. After the fixation period, the
material was dehydrated, embedded in paraffin, cut into 5.0 pm sections using
an impact microtome (Polycut S, Leica, Germany) and stained with hematoxylin
and eosin. Subsequently, with the aid of an optical microscope coupled to the
image acquisifion system (LEICA) and Image.) software version 1.5a (National
Institutes of Health, USA) the areas of all the villi and comresponding crypts were
measured for each slide of the group (minimum of 10 villi and 10 cormresponding
crypis per slide), in order to analyze the acute and chronic impact of the MAL-
ED diet on intestinal morphometry.

For histopathological analysis, possible lesions were analyzed according to the
inflammatory infillrate severity score system suggested by Erben et al. (27) with
some adaptations. Severity criteria were as follows: score 0 indicated nomal
histological findings with less than 10% leukocytes in the mucosa; score 1
indicated mild findings with 10 - 25% leukocytes in the mucosa and edema in
villi; score 2 indicated moderate findings with 26 — 50% leukocytes in the
mucosa, submucosa, and edema; score 3 indicated severe findings with > 51%
transmural leukocytes and edema. The histopathological analysis was
performed by a pathologist and conducted on all segments of the small intestine
collected at days 7 and 28.

Assessment of the intestinal epithelial barrier

An experimental group was exclusively conducted to assess the intestinal
epithelial barrier using the lactulose and mannitol test, so that the conditions
required for the test would not interfere with the other analyses. The animals
underwent a period of adaptation to the collection environment, which consisted
of remaining in metabolic cages 2h/day for 5 days before administration of the
lactulose and mannitol solution. In the last 24 hours before the test, all animals
remained full time in the metabolic cages. During these 24 hours, the animals
were fed an isocaloric G diet for 16 hours (Rhoster®, Sao Paulo, Brazil), a low-
carbohydrate diet, and fasted for 8 hours, to prevent dietary carbohydrates from
interfering with the subsequent analysis. After fasting, all animals received 200
Hl of the solution by gavage, containing 5.0 g of Lactulose (Duphar
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Laboratories, Southampton, United Kingdom) and 1.0 g of Mannitol (Henrifarma
Chemicals and Pharmaceuticals LTDA, Sao Paulo, Brazil) dissolved in 20 ml of
water. Urine samples were collected for a period of 24 hours after test solution
administration and preserved in 0.236 mg/ml chlorhexidine (Sigma Chemical, St
Louis, MO). The animals remained consuming the isocaloric G diet during the
collection period. Sample volumes were recorded and centrifuged at 10,000
rpm for 3 min, then 50 pl of each sample was added to 50 pl of an intemnal
standard solution (3.6 mM of melibiose diluted in 2.9 ml of water distilled). The
solution was centrifuged (10,000 rpm for 3 min) again and 50 pl was used for
sugar determination. Two standard carbohydrate solutions were used to
calibrate the system at baseline and between tests for each group. The
standards contained 60 pM of the following sugars: glucosamine, mannitol,
melibiose and lactulose (group |) and inositol, sorbitol, glucose and lactose
(group ). Sugar standard curves and samples were measured by high
pressure liquid chromatography with pulsed amperometric detection in the
UltiMate 3000 equipment (Thermo Fisher Scientific®, Massachusetts, USA), as
previously described (28).

Analysis of serum albumin levels

Albumin levels were measured using the Labteste® dosage kit (Lagoa Santa,
Minas Gerais, Brazil). We prepared the samples according to the
manufacturer's instructions: sample (10 pl of serum plus 1.0 ml of color
reagent), blank (1.0 ml of color reagent) and standard (10 pl of standard plus
1.0 ml of color reagent). The solutions were lightly mixed, and after 2 min,
readings were performed using the 630 nm wavelength spectrum in a
Labquest® spectrophotometer (Oregon, USA).

Evaluation of baseline electrophysiological parameters and during
challenge with glutamine, alanyl-glutamine and glucose by Ussing
Chamber

The Ussing chamber system provides a valuable, proven, and widely used
method for measuring the transport of electrolytes, nutrients, and drugs across
epithelial issues. The entire experimental procedure followed as described by
Soares (29). For this, the animals were anesthetized as described in the
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experimental design topic, jejunal samples were collected and then dissected to
remove the serosa. The mucosa was then attached to the hemichambers,
which, in tum, were connected to the BIC automatic voltage clamp model #AVC
— 300 (Buck & Co. Inc. Franklin, Massachusetts, United States) through salt
bridges coupled to electrodes. The system keeps the tissue at 37 8°C, aerated
with a carbogenic mixture (95% oxygen and 5% carbon dioxide) and filled with a
Krebs-Mannitol solution on the mucosal side and Krebs-Glucose on the serous
side. By fixing voltage and electrical current, we measured the basal Potential
Difference (DP), Transepithelial Resistance (RT) and Short Circuit Current
{CCC) for a period of 120 min without adding any substance (basal response)
or during the challenge with increasing concentrations (7 mM, 20 mM, 70 mM
and 200 mM) of glucose (Merck, Darmstadt, Germany), L-glutamine (Sigma-
Aldrich, San Luis, Missouri, USA) and L-alanyl-glutamine (Rexim SA,
Courbevoie, France). After the experimental profocol, a viability test was
performed with 250 mM of theophylline (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri,
USA) and then with glucose (5 mM/ml), to confirm tissue responsiveness at the
end of the protocol.

Evaluation of gene transcription of tight junctions and intestinal
transporter proteins

Gene transcription of the zonula occludens-1 (ZO-1), occludin, claudin-1,
claudin-2, claudin-15, peptide transport 1 (PEPT-1), SGLT-1 FATP4, and
FATCD/36 was determined by quantitative reverse transcription-polymerase
chain reaction (QRT-PCR). The reference gene for normalization was 18S. For
this, total RNA was extracted by the Trizol method (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) from the jejunal mucosal scraping. Then, 1 pg
of the total isolated RNA was used for cDNA synthesis using the GoScript™
Reverse Transcription System (Promega, Madison, Wisconsin, EUA), according
to the manufacturer's instructions. For the gRT-PCR reaction, 7.5 pL of GoTag®
qPCR Master (Promega, Madison, Wisconsin, EUA), 2.4 pL of each primer (0.8
mM), and 1.0 pL of cDNA from samples were used, and nuclease-free water
was added to an end volume of 20 pL. The sequences and annealing
conditions obtained from the National Center for Biotechnology Information
website for each investigated gene are listed in Supplementary Table 1. The
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data obtained were based on the values of the threshold cycle, in which the
observed fluorescence was 10 times greater than the baseline fluorescence for
each gPCR assay. All amplifications were evaluated for the melting curve,
performed to ensure the specificity of the amplification, and to detect the
formation of initiator dimers or any other non-specific product. From the values
of the quantitative cycle (Cg/Ct), the relative levels of RNA were cakulated
according to the 222t method (30).

Evaluation of relative protein expression of tight junctions and intestinal
transporter proteins

The investigation of protein expression of tight junctions and transporters
involved in the regulation of the intestinal barmier was carried out using Westermn
Blotting. Jejunal mucosal scraping from the animals were homogenized in RIPA
buffer (Thermo Fisher Scientific®, Massachusetts, USA) with protease inhibitor
(1 mL inhibitor: 100 mL RIPA) and centrifuged at 10000 rpm for 10min. The total
amount of protein in each sample was measured using the PierceTM BCA
protein assay kit (Thermo Fisher Scientific®, Massachusetts, USA). Samples
(50 pg of protein) were prepared by adding Laemilly buffer (Bio-Rad, Califomnia,
USA) with B-mercaptoethanol (Bio-Rad®, Califomia, USA), denatured at 99°C
for 5 min. Proteins were separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
(8-10% for SGLT-1, PepT-1 and occludin; 15% for claudin-1 and -2), fransferred
to nitrocellulose membrane, blocked with 5% bovine serum albumin for 1 h and
incubated with primary rabbit antibody: anti-actin (1:1000), anti-PEPT-1 (1:200),
anti-occludin ( 1:1000), anti-claudin-2 (1:200) (Santa Cruz Biotechnology®,
Texas, USA) and anti-claudin-15 (1:200) (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA). The membranes were then incubated for 1.5 hours with
the secondary antibody and subsequently revealed using the Clarity Westemn
ECL Substrate kit (Bio-Rad®, Califomia, USA) and the ChemiDoc system (Bio-
Rad, California, USA). Densitometric quantification of the bands was analyzed
using ImageJ version 1.5a (National Institutes of Health, USA).

Metabolome

NMR experiments and identification of metabolites
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For the acquisition proton nuclear magnetic resonance {(1H NMR) spectra, 150
ML urine was mixed with 400 pL of D20 phosphate buffer (pH = 7.4) containing
1 mM trimethylsilyl propionic acid (TSP-d4) and 3 mM NaN3 (31). A 550 pL
portion of the resulting solution was transferred into 5 mm NMR tube. Al NMR
spectra were recorded at 293 K using an Avance Ill HD spectrometer operating
at a 1H frequency of 500.13 MHz, equipped with 5 mm probe. 1H NMR spectra
were acquired by using a water suppression pulse sequence, NOESYPR1D
(Bruker library), using 64 K data points over a 20 ppm spectral width averaged
over 32 transients. A recycle delay of 15 s and mixing delay of 100 ms were
used, the later fo help reduce the water signal through T1 relaxation and
chemical exchange. The saturation of water signal was achieved by imadiating
during recycle and the NOE mixing delay at the H2O/HOD NMR frequency. The
shimming, tuning, matching and pulse width were carefully adjusted for each
sample. FIDs were Fourier transformed with line broadening (LB) = 0.3 Hz. The
resulfing spectra were manually phased and baseline comected, and referenced
to the TMSP resonance (methyl groups) at 0.0 ppm. The assignment of 1H and
13C NMR spectra was obtained using two-dimensional experiments (HMBC
13C-1H), the literature data (32, 33), the Chenomix NMR Suit software version
8.4 (using pH = 7,4) and the Specfral Data Base for Organic Compounds —
SDBS site from the National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology - AIST (htips://sdbs.db.aist go jp/sdbs/cgi-bin/cre_index.cgi).

Muttivariate Analysis

Absolute areas of metabolites identified were normalized fo creatinine and
organized in a mafrix with 32 samples (lines) and 7 variables (columns). PLS-
DA analysis was done with Pareto scaling. To check the validity of the model a
10-fold cross-validation method was applied and Q2 and R2 calculated (34).
The model with three latent components offered Q2, R2, and accuracy values of
0.761, 0.665 and 93.3%, respeclively. A permutation test, and additional cross-
validation tool, also was camied out for PLS-DA model with 2000 pemmutations.
Permutation analysis showed Q2 values of the original model higher than from
permutation method, then the model had higher predictive ability.

Metabolites quantification
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The quantification of metabolites was performed on the original spectra data
through internal method, using TSP-d {(1mM) as the intemal reference. The
concentration of metabolites was normalized to each urine sample’s
comresponding creatinine value to compensate for variations in urine volume
(results were expressed as M/M creatinine) (31, 35). For normalizing the data,
the multi-integration tool-kit of AMIX-viewer (Bruker BioSpin, Rheinstetten,
Germany) was employed. The results were evaluated using Welch's t and
Mann-Whitney tests, according to normality of the data. Metabolite contents
with p-values < 0.05 were considered significantly different. SPSS 21.0 software
(SPSS, Chicago, IL, USA) was used to perform univariate analysis.

Statistical analysis

The collected data were entered into a Microsoft Excel® spreadsheet version
15/0ffice 2013 (Remond, Washington, USA) and double-checked to validate
data enfry. Data were assessed for normality using the Kolmogorov-Smimov
test. The normalized parametric data were analyzed by the t test or analysis of
variance (ANOVA) followed by the Bonferroni post-test, when the data were
paired. Non-parametric data, in tum, were analyzed using the Mann-Whitney
test. All tests were applied using the GraphPad Prism® software (Califomia,
United States). Results were represented by mean + standard eror of mean
(SEM) or median and interquartile range (Q1-Q3), when indicated. For the tests
performed, p values lower than 0.05 were considered significant.

Results
Composition of the MAL-ED diet

Compositional analysis revealed that the new MAL-ED undemnutrition diet
presented -8.03% energy, -37.46% profein, -24 20% fat, -10.83% zinc, +5.93%
carbohydrate and +45.17% fiber compared to the conftrol diet (Table 1). The
ingredients and their respective amounts for formulating the diets are also
specified in table 1.

Induction of malnutrition by the new MAL-ED diet

Consumption of the MAL-ED diet ad libitum for 28 days did not significantly
change (p> 0.05) the weight and weight gain of the animals in comparison to
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the control diet. This lack of change occurred despite the fact that the
consumption of feed on the MAL-ED diet was approximately 8 to 29 g greater
than the consumption of the control feed, as illustrated in Supplementary
Figure 1A, 1B, and 1C, respecfively. However, when consumplion of the MAL-
ED diet was restricted to the same amount consumed as the control diet, a

significant reduction (p< 0.05) was observed in body parameters (Figure 1).

By controlling daily consumption of the MAL-ED experimental diet, we observed
a significant reduction in the daily weight of animals in the undemourished
group compared to the control group from the second experimental period
onwards (Control 19.12 + 0.56 g vs. Undemourished 17.11 +0.56g) (Figure
1A). Weight gain was significantly reduced (p< 0.05) from the first day of
undemutrition (Control -6.63 + 0.28% vs. Undemourished -8 .55 + 0.56%),
remaining reduced until the 28th day (Confrol 27 47 + 2 27% vs.
Undemourished 12.49 + 2. 46%) (Figure 1B). Consumption of the MAL-ED diet
also caused a significant difference (p< 0.05) in body growth when compared to
the control group on day 28 (Figure 1C).

Water consumption was slightly higher in undemourished animals in the first 6
days, but it was significant (p< 0.05) only on day 2 (Figure 1D). When analyzing
serum albumin concentrations, we did not identify a significant difference (p>
0.05) between the confrol and undemourished groups on days 7 and 28 (Figure
1E). A representative image of the global effects triggered by chronic

consumption of the MAL-ED diet in animals can be seen in Figure 1F.
Impact of the MAL-ED diet on body composition

Intake of the MAL-ED diet did not alter (p> 0.05) the total body water of the
animals at the evaluated times (Figure 2A). However, we identified a significant
reduction (p< 0.05) of extracellular fluid in the undemourished group compared
to the control group on days 7, 14, 21 and 28 (Figure 2B), while the intracellular
fluid reduced significantly (p< 0.05) in the undemourished group compared to
the control only on days 14 and 21 (Figure 2C).

Regarding body mass, consumption of the MAL-ED diet resulted in a significant
reduction (p< 0.05) of fat-free mass on days 7, 14, 21 and 28 (Figure 2D). On
the other hand, the new diet compromised fat reserves only in a later period,
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with a significant reduction (p< 0.05) of 16.36% and 25.37% in the
undemourished group in relation to the control on days 21 and 28, respectively
(Figure 2E). Body mass index was also significantly reduced (p< 0.05) only on
day 28 (Control 494 + 0.13 g/cm2 vs. Undemourished 4.5 + 0.09 g/cm?2)
(Figure 2F).

Acute to chronic impact of MAL-ED diet consumption on total small bowel
size, morphometry and histopathology

When analyzing the total length of the small intestine, we did not observe any
significant change (p>0.05) in the total size of the intestine for the time of seven
days (Figure 3A), however the fotal length of the intestine was about 7.26%
greater (p= 0.013) in undemourished animals when compared to the control on
day 28 (Figure 3B).

The morphometric analysis in the acute period, in tum, revealed that the MAL-
ED diet triggered a reduction in the area of villi in undernourished animals in the
duodenum (-34_37%) and jejunum (-41.37%), while the area of the villi in the
ileum were 23.72% larger (p< 0.0001) when compared to controls (Figure 4A).
On the 28th day of induction of undernutrition, on the other hand, we identified
that the area of the villi was significantly (p< 0.0007) larger in the duodenum
(276.38%) and ileum (27.84%) of undemourished mice when compared to the
control (Figure 4B). However, the area of villi in the jejunum of undemourished
animals was 13.52% smaller (p < 0.007) compared to controls at the same time
evaluated (Figure 4B). Crypt area, on the other hand, was significantly smaller
in the duodenum (24.31%) and larger in the ileum (12.42%) on day 7, without
generating significant changes (p = 0.24.3) in the jejunum (Figure 4C). On the
28th day, the crypt areas were larger (p< 0.0007) in all segments of the
undemourished animals compared to the controls (Figure 4C).

The analysis of the histopathological scores did not show significant alterations
(p> 0.05) in any segment when comparing the undemourished animals with the
controls (Table 2). The most important findings are the presence of edemain
the villi, but we did not observe a significant difference (p> 0.05) between the
groups. Representative images of the duodenum, jejunum and ileum of
undemourished and control animals on days 7 and 28 can be seen in figure 5.
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Assessment of intestinal epithelial barrier integrity

Ingestion of the MAL-ED diet triggered a significant increase (p=0.011) of
103.9% in paracellular permeability compared to ingestion of the control diet in
the acute period (Figure 6A). The increase in the lactulose excretion rate
remained higher in the chronic period, being on average 348.1% higher (p=
0.0007) in undemourished animals compared to the control (Figure 6A).
Regarding the total absoiptive area, there were no significant changes (p> 0.05)
in the acute period, however, a significant increase (p= 0.0012) of 28.19% was
registered in the undemourished animals in relation to the controls on day 28
(Figure 6B). Consumption of the MAL-ED diet caused damage to the integrity
of the intestinal barrier on day 7, with a significant increase (p= 0.022) in the
lactulose:mannitol ratio in undemourished animals compared to the control
(Figure 6C). However, no significant changes (p = 1.074) in the
lactulose/mannitol ratio were observed between groups at day 28 (Control:
0.279, 0.312-0.592 vs. Undemourished: 0.222, 0.474-0 697) (Figure 6C).

Basal ion transport response and during absorption of glutamine, alanyl-
glutamine and glucose after acute consumption of the MAL -ED diet

When evaluating the baseline short-circuit current (CCC), potential difference
(DP) and transepithelial electrical resistance (TR), we identified that the
baseline CCC and RT of the undemourished group remained relatively higher
(p> 0.05) to the control group throughout the experimental period (Figure 7A
and 7B, respectively), with similar baseline RT (p> 0.05) between groups
throughout the experimental period (Figure 7B). The PD, on the other hand,
was higher (p> 0.05) than the confrol group in the initial times and very similar
in the final time (Figure 7C). There was no significant difference (p> 0.05) for

any evaluated parameter.

By adding increasing concentrations of glutamine, alanyl-glutamine and glucose
in the jejunum, we identified that animals undemourished for seven days did not
show different responses (p> 0.05) compared to controls in the values of ACCC,
PD and RT (Figure 8), with the exception of a lower resistance (p< 0.05) in the
dose of 70mM of glucose in the undemourished animals (Figure 8C). The data
were evaluated for the Hill coefficient, but we did not find coefficients close to
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1.0 as expected. In this sense, EC50 and maximum response cakulations were

not evaluated.

Levels of intestinal transporter transcripts and tight junctions after acute
consumption of the MAL-ED diet

Consumption of the MAL-ED diet for an acute period triggered changes in the
levels of FATCD/36 transcripts (Figure 9D). There was a significant increase
(p=0.022) of 384% in the levels of FATCD/36 transcripts in the jejunum of
undemourished animals compared to confrol animals on day 7 (Figure 9D).
When evaluating the transcribed levels of SGLT-1, PEPT-1, FATP4 and CFTR,
there was no significant difference (p> 0.05) between the control and
undemourished groups (Figure 9A, 9B, 9C and 9E, respectively). The
transcribed levels of claudin-1, -2, -15, occludin and ZO-1 also showed no
significant difference (p> 0.05) between the control and undemourished groups,
as can be seen in figure 9F, 9G, 9H, 9 and 9J, respectively.

Protein expression of intestinal transporters and tight junctions after
acute consumption of the MAL-ED diet

When we evaluated protein expression, we identified that claudin-2, -15 and
occludin levels did not differ significantly (p> 0.05) between groups (Figure 10A,
10B, 10C, respectively). PEPT-1 levels were also unchanged (p>0.05) between
groups (Figure 10D).

Metabolite profile after consumption of the MAL-ED diet

Samples from the seven-day experiment did not show differences in chemical
profiles. So, multivariate analysis was performed only in the twenty-eight-day
experiment. Seven metabolites were identified, as described in Table 3. PLS-
DA score depicted in Figure 11 showed control samples grouping mostly on the
negative side of components 1 and 2, while undemourished samples can be
found spread all over the other quadrants. The loading plot revealed
dimethylamine, lactate, succinate, betaine, and pyruvate as responsible for
control samples grouping and undemourished samples characterized by taurine
and formate. Only taurine and dimethylamine had VIP (variable importance in
the projection) values higher than one, so they can be considered discriminant
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variables. Average dimethylamine contents (mM/mM of creatinine) reached
0.16 + 0.04 and 228 .39 + 58 54 for control and undemourished samples,
respectively, while the average taurine contents were 4 40 + 0.63 and
3.73+1.25 for control and undemourished samples. Statistical analysis showed
that, except for fomate and betaine, the metabolite contents were stafistically
different between the groups studied (Table 3).

DISCUSSION

The present study developed, in an innovative way, a new undemutrition-
inducing diet for an in vivo model representative of the complementary feeding
of undemourished children from seven counfries of low socioeconomic status.
This diet was able to rapidly reduce weight and weight gain, compromise body
energy reserves, impacting late-term growth, without causing edema. At the
intestinal level, the MAL-ED diet triggered blunting of the villi area in the
duodenum and jejunum, increased paracellular pemeability, with an indication
of damage to the barrier function of the intestinal epithelium associated with
increased levels of FATCD/36 transcripts in the jejunum in acute period. Ina
chronic period, consumpfion of the MAL-ED diet resulted in an increase in the
total intestinal area, establishing an important adaptation of the intestinal
epithelium.

Most in vivo models used diets with drastic changes in a given macronutrient,
micronutrient or energy. For example, protein deficiency models used diets with
0% (36), 0.7% (37), 2% (20), 4% (38, 39) and 7% protein (24) to induce
undemutrition, while experimental models of zinc deficiency used diets with less
than 2 ppm of zinc (21, 40) and models of energy deficiency used diets with -15
to -50% energy compared to the confrol group (20, 41, 42).

Experimental diets based on foods most consumed by undemourished children
or low-income populations in certain regions of the world, such as the vegetable
comn diet {16), the M8 (17) and the DBR (15), also have a high protein
deficiency (~ -65%), lipids (-50 to -90%), fibers (-56 to -53.6%) and are rich in
carbohydrates (+35 to +37%). However, children with undemutrition, acute
undemutrition, and chronic undemutrition have been shown to have less
exorbitant macronutrient, micronutrient, and energy deficiencies in their diets
than experimental diets (11).

The amount of protein in the complementary diet of undemourished children
from seven different counfries varied only from -2.0 to -6.6% in relation to the
diet of healthy children (11). Zinc deficiency, on the other hand, ranged from -
2.3 to -8 6% and energy intake ranged from 11.2 to -25.9% in the same
population (11). Furthermore, both zinc deficiency and increased fiber have
been linked to chronic undemutrition in children at 24 months of age (11). In this
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sense, the new undemufrition-inducing MAL-ED diet with its moderate
deficiency in energy, protein, lipids and zinc and moderate increase in
carbohydrates and fiber better represent better the population of
undemourished children undergoing complementary feeding.

Consumption of the MAL-ED diet caused clinical symptoms of undemutrition in
newly weaned animals when the diet was confrolled daily. There was an early
weight loss and weight gain, triggering changes in body composition and
impaired growth in the late period. Changes in body parameters are the first
clinical signs of undemufrition. Weight reduction, weight gain, and impaired
growth in the present study comoborate other models of nutritional deficiency,
which report weight change and/or weight gain in the first week of induction (15,
24, 43) and less growth in a chronic period (18, 24).

Body composition analysis also emerges as an important tool for assessing
nutritional status, however it is little explored in vivo models. Ribeiro et al. (42)
verified that RBD-induced undemutrition in newly weaned animals led to an
early reduction in total body water, extracellular fluid and energy reserves, while
intracellular fluid reduced only in an infermediate time and no changes in body
mass index were identified. A similar response was observed in the present
study, however, intake of the MAL-ED diet rapidly reduced profein reserves and
only in a chronic period did it compromise fat reserves.

In general, the metabolism of several organs in undemutrition is sustained
mainly by the mobilization of fat, with protein reserves being activated only
when energy and protein consumpfion is insufficient to maintain protein
metabolism (44). However, one study highlighted those pathological conditions
such as infection and inflammation may require increased demand for amino
acids, which in fum increase protein catabolism, reducing protein stores more
rapidly (45). These factors may have first increased the catabolism of the
protein reserves of the undemourished animals in this study, since
undemutrition is associated with dysbiosis (24) and increased systemic
inflammation (46, 47, 48, 49), however further studies are needed to confirm
this hypothesis.

Changes in the function and morphology of the intestinal epithelium are
common during undemutrition, more specifically villous atrophy and disruption
of the barrier function of the intestinal epithelium (24, 43, 50, 51). Our results
corroborate the literature, especially in the acute period, when we observe a
reduction in the area of villi in the duodenum and jejunum, increase in intestinal
permeability and damage to the integrity of the barrier function of the intestinal
epithelium. However, contrary to expectations, we observed an increase in the
total intestinal area in the chronic period.

The increase in intestinal area occurred together with the absence of changes
in the L:M ratio, depletion of fat reserves and the reestablishment of intracellular
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fluid in undemourished animals in the chronic period. A recent study suggested
that intestinal function during longer periods of consumpfion of a multideficient
diet is maintained even after identifying damage to the integrity of the intestinal
epithelium in an intermediate period (42). Furthermore, an important review
suggested that maintaining the function of organs that acquire energy and
nutrients is essential for survival during undemutrition or famine (52). Knowing
that intracellular fluid is related to oxygen consumplion, caloric requirements,
basal metabolic rate and work performance (53), fat reserve depletion may
have helped in the reestablishment of intracellular fluid, maintenance of
morphology and function of the intestinal epithelium in the present study.

Alterations in the intestinal immune system such as an increase in lymphocytes
in the lamina propria (94), an increase in the activity of CD3+ T cells and
macrophages (55) are also well reported in severe acute undemutrition in
children. However, we did not observe changes in the inflammatory infilirate in
any intestinal segment evaluated either in the acute or chronic period. A recent
review highlighted that the results in animal models are inconclusive regarding
inflammatory cell infiltration in the intestinal submucosa (19), despite an in vivo
model of severe protein undemutrition (2% protein) for 14 days have generated
an increase in fecal inflammation biomarkers (21). Thus, inflammatory
biomarkers seem to be more reliable to assess whether or not the immune
system is activated in the intestine.

Regarding the intestinal electrophysiology, the MAL-ED diet did not change the
CCC, RT, DP both basal and during cotransport of glucose and
peptides/dipeptide. Studies show that undemutrition commonly causes an
increase in basal CCC in the tissues of the jejunum and ileum (56, 57),
indicating a secretory state (52), and increase in CCC when glucose is added fo
the mucosal side of the undemourished intestine (43, 56, 58), but these results
are not observed in all experimental models of undemutrition.

Chronic caloric restriction (-70%) for 270 days was able to increase the
intestinal transport of glucose, fructose and proline per mg of tissue, while
caloric resfriction for 24 days only increased fructose absorption (59). In
addition, acute undemutrition by DBR decreased the basal CCC in the ileum of
weanling mice (43) and when consumed for a chronic period, it did not change
the basal short-circuit current in the jejunum (51). An experimental model of
Cryptosporidium parvum showed that glutamine transport is compensated for
by expression of the transporter in the crypts afler villous blunting (60). In this
sense, our results show maintenance of intestinal electrophysiology, even with
the blunting of villi in the acute period in the jejunum.

In agreement with the electrophysiological results, we also did not observe
alterations in the expression of PEPT-1 and SGLT-1 during acute
undemutrition. Studies show that the expression of carbohydrate and protein
transporters increases according to the amount of nutrients in the diet (59). For
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example, high carbohydrate diets increase the levels of SGLT-1 transcripts,
while PEPT-1 expression increases only when the diet is protein deficient (52).
However, no work to date has identified changes in the expression of these
transporters after consumption of a low-protein, high-carbohydrate diet (42, 43).
This result suggests that even with the blunting of villi in the acute period, there
is maintenance of glucose transporters and peptides, probably with the aim of
maintaining adequate uptake of essential nutrients for survival, as suggested by
Ferraris (59).

In addition, an important study showed that matemal-fetal protein restriction
positively regulated cell proliferation in all intestinal segments and increased the
abundance of SGLT-1, GLUT-2 and PEPT-1 transporters only in the duodenum
of adult animals (61), suggesting a physiological adaptation to increase
carbohydrate and peplide absorplion in more proximal segments. Thus, the
analysis of transporters in the other intestinal segments, mainly in the
duodenum, are of great importance for a better understanding of the
pathophysiology generated by the MAL-ED diet in the transport of nufrients.

In the gut, selective permeability is essential for physiological processes to be
precisely regulated (62). Nutrient absorption, for example, depends on a
complex system of tight-junction proteins. Claudin-2 and -15 demonsfrated an
important role in sodium feedback to the intestinal lumen, which ensures
adequate absorplion of carbohydrates, proteins and lipids (22). The role of tight
junctions in undemutrition is complex and has shown variation in expression
depending on the type of experimental model and intestinal segment evaluated
(24, 43, 51). Our results show no changes in the expression of claudin-1, -2, -
15, ZO-1 and occludin even with increased paracellular permeability in the
acute period of consumption of the MAL-ED diet.

The paracellular flux of molecules larger than 0.6 nm, such as lactulose, occurs
through the leak pathway, while molecules smaller than 0.6 nm are transported
paracellularly through the pore pathway (62). The molecular structure of the
leakage pathway is still poorly understood, but permeability appears fo be
regulated by occludin, fricellulin, ZO-1 and perijunctional actinamyosin (62). The
increase in paracellular permeability in this study may be due to the response of
other intestinal segments, as well as alterations in other proteins of tight
junctions and adherent junctions that were not evaluated. For example, one
study showed that lesions and disrupfion of the intestinal epithelial barmier of
children with severe acute undemutrition were associated with reduced claudin-
4 expression and lack of E-cadherin labeling, a protein of the adherent junction
responsible for maintaining the integrity of the intestinal epithelium (63).

Another important finding in our work was the increase in the levels of
transcripts of the FATCD/36 transporter, a transporter of long-chain fatty acids
and cholesterol (64). Evidence shows that the metabolism of bile acids is
altered in children with environmental enteropathy, a condition that generates
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undemutrition (65). It is speculated that the transport of fatty acids may be
altered in protein-energy undemutrition, but the expression of fatty acid
transporters in undemutrition is lite evaluated (66). The increase in FATCD/36
mRNA levels in acute undemutrition by the MAL-ED diet may be indicative of a
probable attempt to increase lipid uptake, with the aim of increasing energy
uptake and maintaining homeostasis. More studies are needed to better
understand the absorption of lipids in undemutrition.

Matabolomic analysis revealed that consumption of the MAL-ED diet in the
chronic period was associated with increased dimethylamine and reduced
taurine. Dimethylamine is one of the metabolites derived from choline
degradation by the intestinal microbiota (67). In environmental enteropathy, the
excretion of metabolites derived from the gut microbiota is usually reduced due
to blunting of villi (68). In contrast, protein undemutrition in mice is reported to
increase metabolites derived from the intestinal microbiota, including
dimethylamine (21, 67). Recent work associated the increase in microbiota-
derived metabolites with a concomitant reduction in choline, indicating that the
intestinal microbiota increased choline metabolism after protein undemutrition
(21). Furthermore, dimethylamine has been linked with inflammatory diseases
(69), with systemic infection (70) and with non-survivors compared to survivors
with septic shock (69). In this context, the exorbitant increase of dimethylamine
in our model may be related to changes in the microbiota resulting from profein
deficiency, which may indicate a systemic inflammatory state.

Taurine, on the other hand, is a nitrogenous compound that has several
physiological functions in the body, including carbohydrate and lipid metabolism
(71), anti-inflammatory action (72), antioxidant, increased muscle contraction,
as well as playing an important role in the central nervous system, as a
neurotransmitter (73). The low excretion of taurine in undemutrition animals
may indicate metabolic dysfunction of the various body systems mentioned
above, but measuring the systemic concentration in this case would be more
indicated. The present study also observed a reduction in lactate, succinate and
pyruvate after chronic consumption of the MAL-ED diet. These metabolites are
part of energy and muscle metabolism (67), suggesting a possible reduction of
these pathways in undemutrition animals.

Limitations of this study include the lack of analysis of undemufrition biomarkers
such as anti-LPS IgA, zonulin, and intestinal fatty acid binding protein (I-FABP),
which has been associated with childhood chronic undemnutrition (46), as well
as the absence of microbiota analysis to verify whether the new model
generates dysbiosis, a condition associated with undemutrition (24). Analysis of
baseline electrophysiological parameters in the portions of the duodenum, ileum
and colon could also explain which segments contribute to the increase in
paracellular permeability indicated by the LM test. In addition, evaluating the
electrophysiological parameters in the co-transport, the expression of intestinal
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transporiers of peptides and carbohydrates and tight junctions in the duodenum
and ileum portions in the acute period would contribute fo a better
understanding of the intestinal physiology during the consumption of a
multideficiency diet. However, this study breaks new ground with the
development of a new experimental diet for undemutrition that represents the
clinic of undemourished children undergoing complementary fedding in seven
low-income counfries. This diet emerges as a valuable experimental tool that
can be used to better understand the pathophysiology of undemutrition, as well
as its association with enteric infections and environmental enteropathy, and in
the search for more appropriate treatments for these pathologies (74).
Furthermore, we also identified that moderate undemnutrition n causes a greater
impact on the intestinal morphofunctional barier in the acute period, with
important morphological adaplations in the intestinal epithelium in the chronic
period.

In conclusion, we developed an innovative diet for undemutrition based on the
composition of the diet of undemourished children followed in a cohort study,
with a moderate deficiency in energy, protein, lipids and zinc and a moderate
increase in carbohydrates and fiber, capable of generating undemutrition in
animals. The new MAL-ED diet reduced weight, compromised growth and
energy reserves in a more chronic period, without causing edema and with
normal serum albumin levels. This diet caused damage to the integrity of the
intestinal epithelial barrier, reduced absorplive area associated with increased
levels of FATCD/36 mRNA in the acute period, as well as increased total
intestinal area and paracellular permeability in the chronic period. Thus, we
propose a new clinically relevant murine model of undemutrition for the
complementary feeding phase, which can be used as a tool to better
understand the relationship between undemutrition and enteric infections.
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Table 1- Nutritional composition of the MAL-ED and control diets.

Control Diet MAL-ED Diet Difference (%}
Energy (Kcal) 391.69 360.22 -8.03
Macronutrients
Carbohydrate (g) 61.89 65.66 593
Protein (g) 21.25 13.29 -37.46
Lipid (g) 6.57 498 -24.20
Fibers 29 4.21 4517
Micronutrients
Zinc (mg) 350 31.21 -10.83
Ingredients
Semola grits (g) - 54.90
Casein (81% protein)/14% (g) 16.40 9.60
Dextrinized starch (g) 15.50 0.00
Sucrose (g) 10.00 0.00
Soy oil (g) 400 5.10
Cellulose MC-101 (@) 5.00 26.00
Mineral mix (g) 3.50 3.50
Vitamin mix (g) 1.00 1.00
L-cysteine (g) 0.18 0.30
Choline Bitartrate (g) 0.25 0.25
Tert-butylhydroquinone (g) 0.0008 0.0014

Values referming to the analysis of the centesimal composition of the MAL-ED diet and control

diet (AIN-93M), as well as the amount of ingredients used o formulate each diet
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Table 2 — Histopathological scores triggered by acute and chronic consumption

of the MAL-ED diet.

Time Group Intestinal segment Scores
Day 7 Control Duodenum 10-1)
Jejunum 1(0-1)
lleum 0(0-1)
Undemourished Duodenum 0(0-1)
Jejunum 0(0-1)
lleum 1(0-1)
Day 28 Control Duodenum 0(0-0)
Jejunum 0(0-1)
lleum 0(0-0)
Undemourished Duodenum 0(0-1)
Jejunum 1(0-1)
llieum 0,5(0-1)

Scores were analyzed using the Mann-Whilney test, Undemourished vs. Control for each
intesiine segment at times 7 and 28 days. Values are expressed as median, minimum, and

MaxuEmum.
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Table 3 - H and "*C NMR assignments for metabolites in urine samples at 500
MHz. Comparison of metabolites contents with p-values of stafistical tests and
VIP score from PLS-DA.

H; HMBC Control Undernourished WVIP P value
Compound Multiplicity (™C-'H) Median Median [Q1;Q3]* scor
I (HZ) {(ppm} _ [Q1;Q3]* e
0.616 0277 07 0.002
Lactate** 1.33(d:6.9) 63.23 [0496;06 [0.262;0.396]
95]
4.12(q:6.9)
0.153 0.098 05 0.014
Succinate** 2.41 (s) 181.04 [0.129;01 [0.075;0.135]
80]
Dimethvlamine* 229.407 0.163 1S 0.000
Y 2.72(s) 37.55 NS [0.147:0.205]
272.969]
188 9; - - - -
Creatinine 4.05(s) 169.9;
56.08
4.285 3.736 1.9 0.008
Taurine” 3.28(t: 6.7) 50.11 [3.862;4.8 [2.775;5.078]
48]
3.42(t6.7) 38.08
56.12: 0.247 0.218 0.6 0.065
Betaine 3.26 (s) = [0.217;0.2 [0.167;0.292]
69.05
70]
3.90(s)
0.210 0.174 0.3 0.008
Pyruvate** 2.35(s) n.d [0.190;0.2 [0.113;0.223]
43]

Abbreviations: singlet (s), dublet (d), triplet (t), quadruplet {q), not detected (n.d.).

“ Median and interquartile range - median [Q1; Q3]; Creatinine M/M - were obtained from 12
control samples and 20 manounshed samples from day 28.

““Significant differences by Welch's - t and Mann-Whitney tests (p<0.05)
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Figures and captions

Figure 1- Comparison of physical development in mice fed undemutrition MAL-ED or control diet.
(A) Weight (g) and (B) Weight gain (%) of the control (black Ine} and undemourished animals
(gray Ine) for a total period of 28 days (n = 13-11). Data are presented as mean + standard error
of mean (SEM) (* Undemourished vs. Control, p <0.05, Student's t test; # p <0.05, one way
ANOVA ollowed by the Bonferroni post-test in the mainourished group comparing day 1 with the
other imes). C) Variation in body growth on days 7, 14, 21 and 28 (n =10-11). Data are presented
as mean + SEM {# P <005, # P <001 one way ANOVA fdlowed by the Bonferroni post-test in
the undemourished group comparing day 1 with the other times). D) Water intake of control (black
line) and undemourished (gray Iine) animals for a period of 28 days (* p < 0.05, Student’s t test
for Undemounished vs. Control for each day). Data are representative of the mean water
consumplion of control and undemourished animals from four different expenmental lines (n=11).
E) Serum levels of plasma albumin (g/dL) on days 7 and 28 of ingestion of the control diet (white
bar) or MAL-ED (grey bar). Data comespond to two expermental Bnes (n=7). Values are
represented as mean + SEM (n.s= p> 0.05, Student’s t-test for Undemourshed vs. Control). F)
Hlustrative image of the control and undemourished animal on the 28th day.

Figure 2 - Body composition in animals fed an undemourished MAL-ED or control diet. A) Total
body water (%), B) Extracellular fluid (ml), C) Intracellular fuid (ml), D) Fat-free mass (g), E) Fat
mass (g) and F) Body mass index (gf cm2) of control (black Iine) and undemourished (gray line)
anmmals at imes (days) 0, 7, 14, 21, 28 “p < 0.05 and "p< 0.01, Student’s t test for
Undemourished vs. Control for each time. The values in the figure are representative of an
experimental ine and are represented bymeans + SEM of the control and undemourished groups
(n=10). Total body water values were nomalized by the weight of each evaluated animal and
presented as a percentage.

Figure 3- Total length of the small intestine after acute and chronic consumption of the MAL-ED
diet. A) Gut length (cm) on day 7 and B) Gut length (em) on day 28 of control (white bar) and
undemourished (grey bar) animals. Results are representative of one experimental lne for each
period (n= 6-8). Values are represented by mean + SEM (n.s. = p> 0.03 and p-value for
significant data is specified in the plot, Undemourished vs. Control, Man Whitney test).

Figure 4 - Area of villi and crypts of the duodenum, jejunum and deum after days 7 and 28 of
consumption of the MAL-ED diet. A) villus area on day 7 (pm?) and B) villus area on day 28 (ym?),
C) crypt area (pm?2) on day 7 and D) crypt area (pm?) on day 28 of the duodenum (DUQ), jejunum
(JEJ) and ileum (ILE) of the control and undemourished groups. Values are presented as mean
+ SEM (Man Whitney test, Undemourished vs. Control for each segment of the intestine at imes
T and 28. a: p< 0.0001, comparison Undemounshed duodenum vs. Contra duodenum; B: p<
0.0001, Undemourished jejunum vs. Control jejunum; &: p< 0.0001, Undemourished deum vs.
Control ileum).

Figure 5 — Representative mmages of the duodenum, jejunum and deum after days 7 and 28 of
MAL-ED diet consumption. A) Representative images on day 7 and B) Representative images on
day 28 of the duodenum (DUOY), jejunum (JEJ) and deum (ILE) of the control and undemounshed
(UNDERN OU) groups. The images of the groups are at 230x magnification and the image at 400x
magnification refers to the UNDERNOU group in all segments. The scale bar (black Iine) is 500
pm.

Figure 6- Intestinal permeabiity in animals that consumed control diet and MAL-ED diet in acute
and chronic periods. A) Lactlose excreion (%), B) mannitol excretion (%) and C)
lactulese/mannitol ratio in control (white box) and undemourished (gray box) animals on day 7
and 28. Data comrespond to one experiment (n=7-8) and values are represented as median, Q1-
Q3 (p value specified in significant data, Undemournished vs. Control, Man Whitney test).

Figure 7-Basal electrophysiology of jejunal segments after acute consumpfion of the control diet
and MAL-ED. A) Shortcircuit current (Isc, pA/em2), B) Potential difference (mV/em2) and C)
Basal transepithelial electrical resistance (Q.cm?2) of the control group (black lne) and
undemourished group (gray ine) in seven days’ time. Values are represented by mean + SEM

245



(ns. = p> 0.05, Undemourished vs. Control, groups were compared point by point by Student's
test).

Figure 8 — Electrophysiology of the dese-response curve of glucose, glutamine and alanyl-
glutamine after acute consumpfion of the control diet and MAL-ED. Response of A) Short-circuit
cumrent (lsc, pA/ecm2), B) Potenfial difference (mV/cm2) and C) Transepithelial electrical
resistance () .cm2) toincreasing glucose concentraions; response of D) Short-circuit cumrent (Isc,
pA/em?2), E) Potential difference (mV/cm2) and F) Transepithelial electrical resistance (0.cm2)to
increasing concenirations of glutamine; and response of G) Short-circuit current (Isc, pA/jem2), H)
Potenfial difierence (mV/cm2) and 1) Transepithelial electrical resistance (Q.cm2) to increasing
concentrations of alanyl-glutamine in the jejunum of the group contol (black Ene) and
undemourished (gray ine) within seven days. Values are represented by mean + SEM (ns. =p>
0.05, Undemourished vs. Control, groups were compared point by point by Student's test).

Figure 9 Transcript levels of intesfinal transporters, ion channel and tight junction forming
proteins after acute consumption of the MAL-ED diet and control diet. Relative transcript of levels
of A) SGLT-1, B) PEPT-1, C) FATP4, D) FATCD/36, E) CFTR, F) Cladin-1, G) Cladin-2, H)
Claudin-15, Iy Occludin and J) ZO-1 from jejunal mucosal scrapings from control (white box) and
undemourished (gray box) animals on day 7. Data are representative of an experimental line
(n=8) and are represented by median, Q1-Q3 (“p< 0.05, Mann Whitney test, Undemourished vs.
Control).

Figure 10 - Protein expression of tight junction proteins and peplide transporter after acute
consumplion of the MAL-ED and control diet Graphical representation of the protein expression
of A) claudin-2, B) claudin-15, C) occludin and D) PEPT-1 in jejunal mucosa scrapings from
control (white box) and undemourished (gray box) animals on day 7 Values are represented as
median, 1-Q3 (n_s = p> 0.05, Man Whitney test, Undemourished vs. Control).

Figure 11 - Metabolic profie determined by nuclear magnetic resonance of animals submitted to
consumpfion of the MAL-Ed or control diet A) PLS-DA score and (B) Loading of graphs based
on Urine Display metabolic profiles after 28 days of consumplion of the control (AIN-93M) and
MAL-ED (malnourished) diets. Data are representative of an experimental Ine (n=4-8).
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Supplementary Data (for online publication)

publicaion);Material Suplementary pdf

Material Suplementary

Supplementary Table 1- Sequences of oligonucleotide primers for tight
junctions and intestinal transporters and protocol conditions.

Genes Primer sequence Annealing
conditions

SGLT-1 S - CGGAAGAAGGCATCTGAGAA 20" -60°C
AS - AATCAGCACCGAGGATGAACA

PEPT-1 S - AGGGGAGAACGGAATCAGGT 20" -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 - CCAGCCTGGAACTCTCTTIG

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

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

Claudina-15 S - GCAGGGACCCTCCACATACTTG 20" -60°C
AS -
AGTTCATACTTGGTTCCAGCATACAGTG

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

Zo-1 S - GACCATCGCCTACGGTTTGA 20" -60°C
AS - AGGTCTCGGGGATGCTGATT

188 S- CGGACAGGATTGACAGATTG 207 -58 °C

AS- CAAATCGCTCCACCAACTAA

Note: S —sense primer (5-3") and AS — antisense primer (3'-5'). Reference gene: 185.
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Supplementary Figure 1- Weight, weight gain and boedy growth after ad Ebitum consumption of
the MAL-ED diet or control diet. (A) Weight (g), (B) weight gain (%), (C) feed intake (g) and (d)
water intake (mL) of control (black ine) and undemourished (gray ine) animals under ad libifum
protocol for a total period of 28 days. n.s= no significance, Student's t-test for Undemournshed
vs. Control for each day. All data are representative of an expenmental line (n=10-12/group) and
values are presented as mean + standard ermor of mean (SEM) for weight and weight gain and
single values per expenmental box for water consumption and feed.
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participants in fofal matpfm.in Fortaleza, CE, Brazil. Our of the 420 participants 140 received placebo, 140 recelved
NAC alone, and 140 mcehud‘ NAC + BMX. Patlentz were monitored for J0-14 days, where physiclans recorded all
signs and Symploms wﬂf Wasopharyngeal swals and blood samples were collected for SARS-Calt2 RNA resting
during the firsy visit, as W,gi 3 aned 10 dayz after. Blood sawiples were collected at first vislf and 10 days after for
{mmuno-infammatory Momarkers measurements. Treatment with NAC+BMY rediced clinical scores and symphoms
when coppared to placebo growp (226, 84 ve T8 39%; p < 0L.05). Fever (237.8°C) was reduced by NAC + BUWY
treatment when compared fo reatment with NAC alome and placelo. This study was limited by a largely vacelnated
popilation. Our aralysis showed thar BMX reduces SARS-Col~2 infecrion in vitre. Clinieal trial results sugpested that
combinatory reatment with NAC + BMX &s bergficial in mild to moderate COVID-19.

L. Introduction

There is an urgent need for antiviral drugs to treat or ameliorate
mild and severe cases of COVID-19. Among several studics
that have been published on the repurposing of drugs to treat

COVID-19 [1,2], the most promising report was the use of
remdesivir, originally developed to treat hepatitis C and Ebola
fewer [3]. Remdesivir was superior to placcho in reducing
recovery time in adulis hospitalized with COVID -19 and lower
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reapiratory tract infection. RNA vinses such as SARS-CoV-2
use the WF-xB pathway within host cells in their viral replication
process. In experiments with human coronavimses (HCoW-
229E), suppression of the NF-xB pathway was associated with
reduction in the rate of virus replication in vitro [4,5]. NAC
inhibits the NF-xB pathway and replication of human influenza
virus (H3MN 1, Vietnam / strain VIN1203} in human lung cpithelial
cells [5]. Considering the lower cost of MAC we investigated its
potential ag an inhibitor of SARS-CoV-2 replication, duc to its
ability to downregulate the NF-xB pathway. WAC also reduces
the production of pro-inflammatory cytokines (IL-8, CXCL1D,
CCL%, and IL-6), and the chemotaxis of monocyte migration
[6]. MAC has been shown to inhibit the replication of oghen
viruses such as human immunodeficiency virus (HIV) [T] and
reapiratory syneytial virus (REV) [8]. In SARS-CoV-2, the Mpro
protease is required for virus replication [9].

NAC can bind to Cys-145, an active site of Mpro, which can
inhibit its protease activity and consequently “Emhibit, viral
replication. The canonical entry into cells of the SARS-CoV-2
virus depends on the binding of the viral spike protein (3) to the
angiotensin-converting enzyme 2 (ACE-2) cell receptor, a fact
preceded by the initiation of the 5 protein through the action
of the host cell membrane-asgociated. type 11 transmembrane
serine protease (TMPRSS2) [9]. Several research groups have
proposed reusing drugs capable of interfering with the action
of TMPRES52, such as bromhexing hydrochloride, for the
treatment of patients with (COVID-19 [10-12]. Bromhexine
selectively inhibits TMPRSE2 activity [13] and, consequently,
could suppress protein eleavage SARS-CoV-2 8, thus limiting,
the reproduction of the new coronavinas. This stady evaluated in
vitro BMX inhibitionof SARS-CoV-2 replication, as well as the
effectivencas of MAC alone or combined with BMX in reducing
the clinical score of COVID-19 through a randomized, double,
blind, placebo-controlled clinical trial. Our results showsd thar
BMX treatment efficiently disrapts of SARS-CoV-2infection in
vitro and benefit of NAC + BMX treatment by reducing erdinal
clinical scores, specifically by its reduction of fever i paticnts
with mild and moderate respiratory syndrome with’ SARS-
CoV-2 infection.

1. Methods

2.1 Molecular Docking

The transmembrane serine prodeases TAMPRSSZ (acceasion
number: O15393) was obtained from the Uniprot database
(Mucleic Acids Res, 2019). "The TMPRSS2 extracellular
domain was used o build abomolegy model using the SWISS-
MODEL web server. Bromhexinghydrochloride (CID $T02220)
was obtained from the PubChern Database (hitps:pubchem.
nebinlmnib.gov') in gdf format and then converted fo mol2
format. The molecular docking of the protein TMPRES2 and
the bromhexine hydrochloride molecule was performed using
the Achilles blind docking server (hitps:ihio-hpe.wcam edu/
achilles’).

1.2 Antiviral Activity of Bromhexine in Vitro
All in vitro profocels were places in a BSL-3 laboratory
following all biosafety regulations of the University of 5o

Paulo. Cell linzages Caco-2 {human colon, ATCC TB-3T) HUHT
(human liver, JCRB0403) and Vero (monkey kidney, ATCC
CCL-EL) were cultured at 37°C in 5% CO, as recommend by
ATCC. Bromhexine hydrochloride (BMX) (Shanghai Shengxin
Medicine Chemical Co., Ltd. ) was kindly donated by Ourofino.
Camostat mesylate were purchased from Sigma  Aldrich
(Sigma-Aldrich, Inc., Missouri, USA). Antiviral properties of
BMX in Caco-2 cells (Human, colon - ATCC HTH-3T) was
determined by the neutral red (MR and Deoecyribomseleic Acid
(DNA) Content assays. Briefly, 24-well plates. treated with
the compounds were infected in triplicate’ with SARS-CoV-2
(MOI=1} and incubated for adsorpfion for 2 howrs at 37°C
i 5% CO, The inoculum was then cemoved, caltures were
washed with PBS, and then treated with medium containing
750 nM BMX or wehicle (0.004% DAMS0). The positive control
consisted of 100 mM camostat mesylate (Sigma Aldrich, Inc.,
Missouri, USA), a known TMPRSE? inhibitor. After 48 h, 250
pL of supernatant was collected for RMA extraction and viral
load quantification by neal-time RT-PCR using a standard curve.
Mext an in vitro dofe-response experiment was done with Caco-
2 cells pretreated with BMIX ranging from 250 to 1500 nM for 2
bours, followed by inoculation with SARS-CoV-2 (MOI=1) for
2 1. The mopolayers were then washed with PBS and replenished
with fresh medium gontaining BMX at the same concentrations
used inthe pretreatment. Supematants were collected for viral
genome guantification 48 hours postinfection. The vircidal
activity of brombexine on SARS-CoV-2 was tested using 5x 106
TCIDSk inoculum and incubated with the drug diluted in serum
free DMEM at a final concentration of 1500 nM. Two hours
later, wirus titers were measured by endpoint titration by TCIDS0
in MG-wel plates.

1.3 Single Centre Clinical Trial

1.3.1 Study Design, Site, and Population

A randomized, double-blind, placebo-comtrolled elinical trial
was performed to test the efficacy of NACHBMX treatment
for mild or moderate COWVID-19. This trial was approved
by the Brazilian Mational Rescarch Ethics Commission {no.
4TT15321.9.0000.5054), and carricd out in the ity of Fortaleza,
Mortheastern Brazl. Patients with mild to moderate respiratory
infection and clinical suspicion of COVID-19 were invited to
participate in the study after signing a consent form.

1.3.2 Selection, Inclusion, and Exclusion Criteria

Adult patients of both sexes were invited to participate in the
study. Inclusion criteria were: (a) patients with clinical signs and
symptoms of mild or mederate respiratory infection defined by
the absence of dyspnea, respiratory distress and an O2 safuration
<05%; and (b) paticots between =18 and <60 years of age.
Exclusion criteria were: (a) patients participating in another
clinical intervention study; (b) patients having an illmess or
other medical condition that precludes the use of the drugs in
this intervention; (¢} patients unable to ingest, retain, and absorb
imtervention medications; and (d) mentally incapacitated paticnts.
The study tearn recruited the patients from Movember 29, 2021,
to October 24, 2022, A total of 486 patients were selected to
enter the study protocol and &6 of them were excluded baged
on before mentioned exclusion criteria. Therefore, 420 paticnts
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waere randomly distributed into the three treatment groups. We
used a computer random list in blocks of three sequentially
permuted nombers to asaign the treatment groups. Thas, 140
patients received placebo control (Vitamin C — 500 mg'day for
10 days), 140 paticnts received Nacetyleysteine (MAC; 1800 mg/
day for 10 days), and 140 paticnts received NAC (TR0 mg/day,
for 10 days) + Bromhexine Hydrochloride (BMX; 32 mg/day,
for 10 days). Treatments were prepared with similar formuol

fion

calculator for two independent treatment groups  (hitpasy
clincale.corm/Stata/SampleSize.aspa). We used the percentages
of the clinical score's incidence of the MAC + BMX group of
&% compared with 38% incidence clinical score of the control
group (Wit. C). Considering an alpha wvalue of 0.05 (type-1
error), we obtained a post-hoc power value of T0% (1 — Beta;
type-11 erroes). The randomized trial data were entered twice
inte spreadshects and verified by one independent rescarcher to

vihicle to keep treatments blind.

1.3.3 Protocel Study Duoration and Treatments Evaluation
Paticats enrolled were evaluated by the study medical staff and
health professionals during three visits: day 1, day 3 (+2 days)
and day 10 (+3 days), at an ouipatient primary care clinic. On
day 1 of recruitment, demographic, epidemiologic and clinical
data, and nasopharyngeal swab, and blood samples. were
collected, as well as stanted registration of adverse events (AES)
and serious adverse cvents (SAEs) was collected On day 3,
clinical sign and symptoms information and AEs and SAEs, and
nasopharyngeal swab were collected. On day 10, we collected
clinical information, nasopharyngeal swab, and blood samples.

1.3.4 Diagnosis of SARS-CoV-1

Molecular diagnostic analyzes was performed by Real Time
PCR (gPCR) according to official guidelines determined by the
American CDC (CDC-006-0001%, "Revision 03). Samples of
nasopharyngeal swabs followed magleic acid isolation (AcMu).
All gPCR reactions were by uniplex diagnostics as described
before [14].

1.3.5 Immune-Infammatory Biomarkers
Tmmune-inflammatory bismarkerd were evaluated by Lurninex
XMAP Technology, as deseribed before [14]. This technigue
performs a simaltancoos analysis, in the same plasma’ sample
{25 ul. volumelpafa panel of protein markers of pro and anti-
inflammatory activity (IL-10, IL-6, MCP-3, IL<lly G-CSF,
TMF-u). Ghitathione (GSH), superoxide dismutase (SO0
and catalage (CAT) were meagured in plasma sample using a
standard kit and performed as recommended {Thermofisher,
Frederick, MD, EUA).

1.3.6 Adverse Events and Serions Adverse Events Data
Adverse cvents {AEs) and serious adverse ewents (SAEs) were
collected using a specific form and reported within 14 days
do Data Safety Managing Board (DEMB). All SAEs recorded
wre reviewed and reported according o good clinical practice
procedures {Code of Federal Repulations & ICH Guidelines,
2019).

1.3.7 Bample Size and Statistical Analysis
For the samples gize caleulation, we used the post-hoe power

endure accuracy. Data were de-identified and statistical analysis
was performed using Statistical Package for the Social Sciences
(EPEE 4. 20.0; IBM Corporation, hitps:famas. ibm.com’).

We used descriptive analysis and checked the variables for
normal distribution using the Kolmogor—Smimoy test. Mann-
Whitney U testand Kmskal-Walli's test wereused forindependent
nonparametric samples or Wilcoxon signed rank test was used
for paired samples and for parametnic variables. The chi-square
test or Fisher's exact test was nsed for asscssing qualitative
variables. All swatistical festd were two-sided with a significant
level of p<0.05. Porihe pre-clinical study in vitro data, we used
ordinary one-way ANOMA, followed by Bonferroni’s post hoc
test. Differences were considered statistically significant when
p < 0.03. Statistical analyses and graph plots were carried out
using the GraphPad® Prism §.4.2 software.

3. Resulis

3.1 Bromhexine Inhibits SARS-CoV-2 Proliferation In Vitro
Molecular docking showed that brombexine binds to TMPRSSZ.
A blind docking server generated a three-dimensional structure
representing the interaction between TMPRSS2 and BMX, with
15 possible clusters of binding poses. The selected brombexine
pose in the active site of TMPRSSE exhibited a -5.7 keal'mole
hinding energy, with hydrogen bonds with Serdt0 (Figure
Ia). A dogercaponse offect of brombexine on SARS-CoV-2
replication in vitro was observed in the Caco-2 cells infected
with both parental and P1 wvariant strains. The estimated
inhibkitory concentration (IC50) of bromhexine was around 1ph
(Figure 1B} When we tested the antiviral activity of bromhexine
using a non-cytotodic concentration {0.75 pM}, we verified that
the drug strongly inhibited SARS-CoV-2 infection in Caco-
I cells {p < 0.001) (Figare 1C). Remarkably, brombexine was
more effective in reducing the SARS-CoV-2 replication than the
positive control camostat mesylate (p < 00001, with 1.5-fold-
higher inhibition efficiency than camostat mesylate (Figure
1C). Moreover, antiviral effects of bromhexine over SARS-
CoW-2 infection was not reproduced when we use HUHT and
Vero CCLE] cells lines (Figure 1D). Infectious vims titration
experiments determined by TCIDS0 revealed that the drag did
not exhibit direct virucidal activity at 1500 nbd after 2 hours of
incubation at room temperature (Figure 1E).
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Figure 1. Bromhexing (BMX) shows potential to inhibit SARS-CoV-2 proliferation in vitro. A. Docking model of the 3D
atructures TMPRES2 protein and BMX using the Achiles blind docking server. Green and pink colors indicate the TMPRESE protein
and its active site residue, respectively. The chemical structure represents the BMX, B, Dosc-response effect of BMX concentrations
in the SARS-CoV-2 progeny RNA production in parental lincage (blue line) and P.1 lineage (red line). C. Absolute quantitation of
viral load of SARS-CoV-2 in Caco-2 cells treated for 48h with BMX at 075 pM, Camostat and mock (DMS0 0.004%). Do BMX
inhibition of SARS-CoV2 replication in Caco-2, HUH?, and Wero cell lineages. E. Virucidal activity of BMX treatment represcnted
by SARS-CoV-2 titers with TCIDS0 assay. (* P < .05, ** P<0.00; **** P < 0.001)
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31 A randomized, Double-Blind, FPlacebo-Controlled
Clinical Trial Tested the Efficacy of NAC+BMX Treatment
for Mild or Moderate COVID-19

Considering the dn vifre results, we proposed a clinical trial to
test the efficacy of treating mild respiratory infections caused
by SARS-CoVW-I with M-acetyl cysteine (WAC) and NAC
combined with bromhexine (NAC + BMX). Figure 2 shows a
flowchar of sclection, randomization, and follew-up of patients
in the study protocol. After signing the consent form, a total of
AR paticnis with mild and moderate respiratory syndrome were
evaluated for eligibility for entry into the study. OF these, 420
{B6%) were enrolled and randomized to treatment with placebo
{Control), N-acetyl cyateine alone (MAC), and NAC combined

with Bromhexine (MAC + BMX). During the first visit, 420
(100%%) patients with mild and moderate respiratory syndrome
were evaluated and allocated to one of the experimental groups.
During the second visit (3 + 2 days) we evaluated 313 {T4%)
paticnts. During the third and final visit (10 + 3 days) of the
study, we cvaluated 261 (62%) patients. Supplementary figure
| shows a heat map showing the dispersion of confirmed
COVID-19 cases (2,406 gooreferenced cases) at the peak of
the third wave of COVID-19 in Fortalezagbetween January and
February 2022 According to the Municipal Health department
(Febmuary 21, 2022}, this period coincides with the period of
greateal recruitment in the clinical wial, under the predominance
of the Omicron variant of SARS-Col-2:

486 patients wera avaluated for eligiviity
Fationts W screensd for chinical signs and symploms of COWID-1S
il earmaal ot desographic informaricn wers ablsined

6 palimnts wein inelighie ko participale in the shidy

L ]
430 paliarts ware rardomized

| * 1
40 ren vl . 11-IJI'Q¢H'MH W
Bromhasing Vitamin © Witn £
i ¥ +
Emnﬂ Chasing e i wisil wen colieciond cinical dats, dermigeiphics o s b ryngasl b sivd Bood aamples
fon day 1) Inistinn of andemiged insalmaats fr 10 diys.
i
Second vl
W= 313 1) (During he second visil we colesied-cinical data] nasaphargrgeal ssat and biood samples.
fatd+ 2 days)
L
Third wisht
W= 261 B2 Dering the furd visil we colecled pitical Zata, nascpharyngeal ssab and blood sampies
LALEREL]

Figure 1. Flowchar sepresenting the selection, randomization, and follow-up of patients during the single center clinical trial to test
the efficacy of treating mild respiratory infections cauged by SARS-CoV-2 with MN-acety] cysteine (NAC) and MAC combined with

bromhexine (NAC + BMX).
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Figure 3. Scrum Antioxidant activity and cytokine levels of patients with acute respiratory syndrome withowt diagnosia {Control),
with 8ARS-CoV-2 infection (COVID), and with Influcnza A virs infection (Influenza A). A Concentration of Glutatione (GSH)
in serum of patients with acute respiratory syndrome. B. Activity of Catalase in serum of patients with acute respiratory syndrome.
C. Activity of superoxide dismutase (30D} in serum of patients with acute respiratory syndrome. Concentration of GCSF (1Y),
Interleukin | beta (IL-13) { E), Interleakin & { IL-6) (F), Interleokin 10 { IL-10) { G}, Monocyte-chemotactic protein 3 (MCP3) (H),
and Tumor necrose factor { TNF) (I} in serum level of patients with acute respiratory syndrome. (* P< (005, ** P < 0.01; **** P

<001}
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Figure 4. Scrum Antioxidant activity and cytokine levels of patients with acute reapiratory syndrome treated with placebo {Control),
N-Acetyl cysteine (NAC), or MN-acetyl cysteine combined with bromhexine (NAC+BMX) for 3-5 days was compared to serum
collected during the first visit (First visit). A. Concentration of Glutatione (GSH) in serum of patients with acute respiratory
ayndrome. B. Activity of Catalase in serum of patients with acute respiratory syndrome. C_ Activity of superoxide dismutase (30D}
in sermum of patients with acute respiratory syndrome. Concentration of GCSF (D), Interleukin 1 beta (IL-1[WE), Interleukin 6 |
IL-8) (F), Interleukin 10 { IL-10) { G), Monocyte-chemotactic protein 3 (MCP3) (H), and Turnor necrose factor { TNF) (I} in serum
level of patients with acute reapiratory syndrome. {* P < 0.05)}
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Supplementary  fable 1| shows demographic and  clinical
characteristics of paticnts with mild and moderate reapiratory
ayndrome collected during the first visit of the study protocol.
Diuring the first visit was observed a median of six signs and
symptoms and an IQR of 3-7. Most patients had one or more
comorbidities {24 17383, 63%), the highest to lowest frequency
ware listed as obesity, former smoker, smoking, hyperension,

were positive for respiratory syncytial virus. In Supplementary
table 2 we show the general clinical characteristics among
paticnts with mild and moderate respiratory syndrome at their
first visit. In general, patients with mild and moderate respiratory
syndrome had headache (3664 17; 8E%), cough (368/419; 88%),
thinorrhea (356/416; (86%), weakness (367/419; B8%). 88%),
sore throat (365/419; 87%), fever (=37.8°C) (3100/420; 74%),

asthma, diabetes, and other di with freg =1%.

le painfarthralgia (3099419; 74%%), and with a frequency

Twenty percent of the paticnts eorolled in the study were poaitive
for SARS-CoV-2 (B3/419), 13% (55420} were positive for
influenza A, 0.2% (14200 were positive for influenza B and 1%

The results of clinical score in the treated population positive for
COVID-1% (SARS-CoV-2) are shown in Table 1. Note that thi
overall clinical score in the ordinal score of a Symptoms or signs
was reduced in the group treated with MAC + BMX compared
to control group with Vit C (2026; 8% va T/18; 39%; p £ 0.05).
Analyzing the details of which specific signs and symptoms were
relevant in reducing the score, we observed that fever (237.8°C)
was reduced by NAC + BMX treatment when ‘compared to
control treatments (Figure 5F). Treatment with NAC+BMX
alao increased cough in patients with COVID-19 (Figure 3B).

<30% for shorness of breath, ageasia or dysgeusia, anosmia or
dysosmia and skin irritation.

Treatment with MAC alone decreased musele pain / arthalgia
in COVID-1% patients (Figure 6], furthermore NAC treatment
alone also increased ageusia / dysgengiain COVID-19 patients
{Figure 6C). Adverse events gre dhown'in Supplementary table
3. Orverall adverse events occurmed with a frequency of lesa than
3% (12420) and comparison between experimental treatment
groups did not show significant differences. There was a serious
adverse event related o the hospitalization of a patient duc to
worsening of the patient's health, this patient was allocated in the
control group of Wit. C.

267

N-acetylcystsing + | N-acetylcysteine +

Clinical scores at the second visitin the Total® bromibesxinal witamin € Vitamin €

study protocol ! M (%) N (%) N (%) M (%)

Ecnmunﬂ'lenrdindundl—n;._['ﬁ.]ﬂt A Y

PCR positive for SARS-CoV-2 %
1. No symptoms or signs 7169 {10) P26 (12)* 3725(12)° 1718 (6)"
2. A symptom or sign 13 769 (19} 2126 (8)° 4025 (18)"" 718 (39"
3. Two symptoms O Signs 10/ 69 (15) 526 (19)° 3728 (12)° 2i1B{11)*
4. Three or more sympioms or signs 387 63 (57} 16/ 26 (62)" 15/ 25 (60)" 8118 (44)"

Clinical signs and symptoms
Headache 23 7 T4{45) 10/ 26 (29)° 1328 (46)° 10/ 20 (50)°
Cough 3074 (72) 2/ 26 (B5)" 17/ 28 (61" 14 1 20 (70)*
Rhinorhea 6 T4 [49) 15/ 26 (58)" 13728 (46)" 8/ 20(56)"
Weaknass l 20472 (40) 117126 [42)" 11727 (41)" Ti193aT).
Sore throat 20/ T4 (27) 718 (27)" 428 (2a)" 5 20 (25)*
Fever (237.8°C) osiTaq) o/26(0)" 4128 (14)" 4020 (200
Muscle painjarthralgia 22 74 (30} 9/ 26 (35)° /28 (21)° 7120 (35)"
Shoriness of breathe 12/72(17) 4 )26 (15)° 427 (15)° 4019 21)*"
Agausia or dysgeusia 18/ 73 (25) 7126 27" 827 (3m® 3/20(15)"
Anosmia or dysosmia 16/ 74 (22) 526 (19)° 728 25)" a0 20200"
Skin irritation 3174 (4) 1726 (4)* 2728 (6)" 0420 (0)"

* The percentage may not add up to 100 due to rounding, * RT-PCR positive by CT < 37, ® Treatment dosage by experimental groug:
N-acetvleyateine 1,800 mg/day for 10 days + bromhexine 32 mg/day PO; N-acetvleysteine 1800 mg'day PO for 10 days; Control
placebo (Vitamin C 300 mgTDay PO for 10 days) + juice vehicle. + Statistical tests used: Chi-Square Likelihood Ratio Test. Each
subacript letter denotes a subset of treatment categorics whose column proportions do not significantly differ from cach other at the

003 level.

Table 1. Results aceording to elinieal seores in the treated population and pesitive RT-PCR test for SARS-CoV-2.
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Figure 5 Prevalence of reported symptoms of patients with acute respiratory syndrome diagnoses with COVID-19 treated with
placebo (Control), N-Acetyl cysteine (NAC), or M-acetyl cysteine combined with bromhexine (NAC+HBMX) for 3-5 days. A,
Prevalence of Headache in cach treatment group. B, Prevalence of cough in each treatment group. C. Prevalence of Rhinorrhea in
each treatment group. D Prevalence of weakness in cach treatment group. E. Prevalence of sore throat in each treatment group. F.
Prevalence of fever in cach treatment group. (* P < 0.05)
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placebo (Control), N-Acetyl cysteine (NAC), or Macetyl cysteine combined with brombexine (NAC+BMX) for 3-5 days. A,
Prevalence of muscle pain / arthalgia in each treatment group. B. Prevalence of shoriness of breath in each treatment group. C.
Prevalence of Ageusia or dysgeusia in cach treatment group. D Prevalence of Anoamia or dysosmia in each treatment group. E.
Prevalence of skin irritation in each treatment group. (* P < 0.05)
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4 Discwzsion

Antiviral drugs for the treatment of mild to moderate COVID-19
is extremely limited The CDC, USA indicates only two drngs
for the treatment of COVID-19, nimatrelvir combimed with
and Dmg Administration (FDA). There is strong evidence that
patients at risk for severe COVID-19 have a reduced nsk for
hospitalization and death when takmg these dmgs [15, 16].
However, these medications are not easily available in the
pharmacentical market, especially in developing countries.
This mavailability is mostly due to the high economic cost of
making these dmgs, tuning this treatment unavailable for the
population. This rmdomized clinical trial evalnated the activity
of dmgs available at lower costs, such as Nacetylcysteine and
bromhexine. Pre-clinical experiments revealeda that BMX
significnt ly inhibits SARS-CoV-2 infection and replication
in vitro. Molecnlar docking showed that bromhexine binds to
the extracellular domain of TMPRSS2 (-5.7 keal/moke binding
energy). Bomhexine signifiently rednces the production of
SARS-CoV-2 progeny m Caco2 celk m a dose-dependent
manner. The ontcome observed in Caco-2, which are known
to express TMPRSS2 (mRNA and protein) [17], were not
reproduced with HUH7 and Vero CCL-81 cells. This diffeence
coukd be explamed by a relatively low level of expression of
ACEZ2 in hepatocytes (e.g.. HUH7)r and by diffeaces in the
nonhuman primate TMPRSS2Z on Vero CCL-81 cells [18].
Furthamore, bromhexine showed a higher inhibitory effet
than camostat, a widely known TMPRSS2 inhibitor These
resulis strongly indicate that the anti-SARS-CoV-2 action of
bromhexine is mediated by TMPRSS2 inhibition.

clmical trial showed that the combmation N-acetylcysteine plus
bromhexinesignificnt ly reduced the clinical score of COVID-19
patients, associated specificl ly -with thereduction of fever (-37.8
°C) in patients. These resnlts sugpgestia beneficd action mpon
bromhexine treatment in the SARS-CoV-2 infection Clinical
improvement in treatment groups was mainly due to abolition
of fever. The resulis also emphasize the absence of adverse
events and serions adverse and the high tolerability of patients
taking these medications. As we did not observe an isolated
benefit of N-acetylcysteine on the clinical score, we believeithat
the beneficd efict on the observed clinical improvement was
more associated with the nse of bromhexine. These medications
are already widely nsed in children and older people, showing
the broad potential benefit in the treatment of COVID-19 m
these populations considering their sk for developing severe
COVID-19. Bromhexine s a lytic ipound approved
by FDA and derived from the alkaloid vasicinedwhich has
been identifie as a potential inhibitor of TMPRSS2 [11,19].
We observed am imcrease in congh i patients treated with
bromhexine, this increase may be due to ils mucolytic activity
stimulating the expectorant response aiding in the removal of
virns and debris from the airways.

Two others related bromhexine random zed clinical trial reports
were fonnd [20,21]. Ansarin et al. (2020) was nsing bromhexine
(24mg p.o./day, 14 days) to rednced patient transfer to the

intensive care unit, intobation, and mortality rate i patients with

COVID-19. In the study by Méndez et al. (2022), they were also

using open-label randomized design, where bromhexine was

used at a dose of 48 mg p.o/day for 7 days. This 2022 stdy

showed no rednction in viral Joad for SARS-CoV-2 measured

at 4, 7 and 14 days compared to the control standard of care. In

our study, we observed a drastic reduction in viral load as early

as the third day of evolution in all treatment groups, thus makingn
it difficlt to assess this secondary endpomt. Our study seems to

be the only one so far with a randomized, double-blmd clmical

1ral design with placebo control and having a clinical score of
signs and symptoms for COVID-19 as the primary outcome

param efer.

SARS-CoV-2 blocks the activity of the ACE2 receptor leading
to an increased activity of angiotensin I1 (ANGII). ANGII binds
to ATIR activating NADPH oxidases which penerates several
reactive exygen species [22] ROS mediated oxidative stress
leads to activation of NFXB in a signaling cascade to create
a cylokine storm associated with tissne damage and poor
prognosis [23]. GSH is an antioxidant enzyme known as a
master regulator of oxidative stress in all tissnes. In COVID-19
GSH seems to inhibit NFXB activation by reducing ROS
production, consequently GSH amtioxidant activity helps to
control cytokine stomms [24]. Sernm level of patients diagnosed
with COVIDel9 or Infhmza A infection showed higher levels
of GSH in comparison to a group of patients without either of
those viruses (Control). Forthermore, Inflanza A patients alo
showed higher levels of catalase and SOD activity in their
plasm when compared to the control gronps and COVID-19
patients. The damage that is occasioned by oxidative stress is
not peculiar to SARS infection, it is shareshby all inflama t ay
ling diseases. This study shows that anflmza A patients can
connt on the activity of 3 diffeent antioxidant enzymes while
SARS-CoV-2 infected patients rely only on GSH. However, is
important to mention that G5H deficmcy has been observed in
severe COVID-19 disease [25.26], which lead us to hypothesize
that those patients presented a mild case of this disease due to
their high levels of GSH activity.

Out of the cytokmes analyzed, only IL-10 was increased in
plasme of Influnza A patients when compared to control or
COVID-19 patients. nll.-10 works as s anti-inflama tay

cytokine mediating the activity of Thl cells, NK cells, and
macrophagem This anti-inflima tary response is important to
prevent tissne damage. Thus, proper activation of this cytokine
is im portant for optimal removal of pathogens :nd prevention of
tissue damage. Influnza A patients are actively producing and
releasing IL-10 m their plasma, suggesiing the mflama tay

response to the virus, while COVID-19 patients do not show the
same response. However, higher level of IL-10 has been found
in severe COVID=19 patients, these studies hypothesize that I1.-
10 has an inflama tary md e in these ases [27, B].

In conclusion, our results demonstrate that BMX effet nely
inhibits SARS-CoV-Z mfection in vitro and the randomized
tral data snggest that NAC + BMX treatmeat is beneficd in
reducing ordinal clinicalscore, specificlly by the reduction of
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fever in patients with mild and moderate respiratory syndrome
and with COVID-19.
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Supplamantary tabda 1, Damographic and clinical characteristics of patiants at basal ",

H-acetylcysteine

Characlaristics Total « bromibexing * + vitamin C ESARE
N %) N (%) N (%) N
Aga — yaar 34 (2543 34 (25-43) 332542 33 (25400
Mals —no, (%] 17843 5 (47) G0 (43} 54 (40)
Schooling scare - no, fiotal (%)
1, First sarles complatad 9210 18 137 (18) 397137 (23) 23 17}
2, Sacond sarkes complated a0 T (E5) B 137 (64}
3, Complate university degres | 56 /410 a7 (53) 170137 (120 ™80 13803)
4. Graduate degres completed 21137 (2) 17137 (1) !}i{u
Median time (IGR)™ from onset
of symptomsisigns to 3(2-4) R 324
randomlization - days
mu:nm;i;:“lmm i ‘ 6 1j-'.|'] B57) % B (57}
Wumber  of  cosxisting Y
conditions - no. ftotal |
Nane 142383 (37) | 47 /130 (36) B(33) | 5312542}
ane 1441/ 383 (37) 507130 A7 128 (3T} 431125 (M)
Bt e Mae ) 101 383 [26) 331130 0/ 128 (31} 201 125 {23}
Coexisting no.
Ttodal (%)
o T3 430 (18) 25¢ 138 (18} 26 13619
i 607416 {14) 2114015} | 147138 (10}
A8 1 420(11) 187 140 (13} A4 ¢ 140 (10}
W 45 1 420 {1 16140 (1) | 187140 {13}
L 121140 (%) 10140 (7)
B or 2 disbetes 184420 4114043) #1140 (8) 71140 (5)
. 420 {1 14140 1) 14140 (1) 10138 (1)
SR 21140 01) 20138 (1) 214140 (1)
- SN 101) 21137 2) 20138 (1) 11136 (1)
Other respiratary diseass TS 81348 (6} #1138 (1) FYRELTR]
s oE309 (25 | 32713129 330135 (24} | 337133 (25)
':Lﬁ“;f:mf "‘-ﬁ PB31419(20) | 290140421) 3201308 (23) | 22140 (16)
Viral lead: SARSHEGIN 23 (0,60-472) | 56 (0,46-398) B (0.52-286) EBSE&DEI??-
influanza A no. Rotal (%] 55740 (13) | 170407 | 16/140(11) | 22 140{18)
Influanza Bﬁk\wl 11 4200,2) 17140 (1) - -
“"W' s e | gra20n | 2014000 21140 (1)

“Walues are in median and KR, ** 10R deroles interguartle range. The percentage may nal add up s 100 due
o raunding. | RT-PCR positive by CT < 37,
* Mo stalislical diferancs betwsen al Ireaiment groups. Slalislical lests used: Kruskal-\Wallis bast ar Chi-sguare
Likedhood Ratie tast. = Othar respiratony diseases includad rhinitis 2% (90420 and sinusitis 0.5% (2420
Othaer chronic linesses includad: allergic rhinitis 8% (34420}, andety 2% ($420), hypothyroidism 1%, and
various albers <1%; * Trealment dosage by experimental group: N-acetyleysisne 1,800 matday far 10 days
+ Brarmbexing 32 mgiday PO: N-acetyleystsing 1800 mgltay PO Tor 10 days: Canlrel placebs (Vitamin C 500
gDy PO Tar 10 days) » juices vehichs.
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Supplementary table 2. Clinical characteristics of mild to moderate acute respiratory infections with
and without SARS-CoV-2 infection.

e | patenswne
tested negative | values
Clinical signs and symptoms Total confirmed by for SARS-CoV-2 | ofp *
laboratory RT-PCR
H (%) M (%)
N (%)
Headache 366 [ 417 (88) T4 1 82 (80) 281 1334 (8T) 0.287
Cough 368 419 (88) Ta 83 (B) 2083 1335 (B8} D418
Rhinorrhea 356 [ 416 (86) 72182 (B8) 2831333 (85) 0.325
Weakness 36T 1419 (88) T4 82 (80) 2082 1336 (87T) 0.269
Sore throat 365 [ 418 (8T) 750 83 (80) 2B90 335 (86) 0211
Fever (237.8°C) M0 420(74) G4 1 83 (TT) 245 1 336 (T3) 0.264
Muscle painfarthralgia 308 418 (74) 671 83 (B1) 241 1335 (T2) 0.066
Shortness of breathe 85 1405 (21) 181 80 (23) BT 324 (21) 0.412
Ageusia or dysgeusia G677 415 (16) 151 83 (18) 52 1331 (16) 0.354
Anosmia or dysesmia 617416 (15) 13182 (16) 48 1333 (14) 0.428
Skin irritation 37404 (1) 0810y 3I5322(1) 0.508
Treatment
Analgesic and antipyretic 264 1420 (83) 52 M 83 (63) 211 1 336 (63) 0.538
Vitamins 127420 (3) T183 (1) 111 3386 (3) 0.276
Antiemetic 107420 (2) 2483 (2) B 1336 (2) 0621
Antihistamine 57420 (1) 3183 (4) 21336 (1) 0.055
bronchodilator 57420 (1) 21 83(2) 37336 (1) 0.258
Anxiolytic 37420 (0.7) 11 83(1) 21336 (1) 0.485
antispasmodic 37420007 3183 (4) 01336 (D) 0.008
Antibiotic 11420(D.2) 0783 (0) 17336 (0.3) 0.802
Anti-inflammatory 17 42040.2) 0783 (0) 17336 (0.3) 0.802
Syrup 17420 (0D.2) 083 (0) 17336 (0.3) 0.802
* Statistical tests used: Chi-Square Test of Likelihood Ratic.
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Supplementary table 3. Number of adverse events and serious adverse events total and by study
groups in patients with mild to moderate respiratory syndrome up to the 10™ day visit.

g A Total* ':Tjiz‘:m:'.“ "*:“gm'"' Vitamin ©
N (%) N (%) N (%) H (%)
Adverse events

Nausea 121 48 (25) 3/ 12 (25)° 4118 (22)° 5118 (28)°
Diarrhea 107 48 (2) &/ 12 (33)" 318017 KYRL-AEFIE
Abdominal pain 5148 (10) o/ 1z4m° EYRETRES 2 M 1B11)°
Pharmacodermia 5148 (10) 071z (o)° 1418 (8)° 018 (0)®
Dyspepsia 3148 [8) Gz (oye 018 [o)" A48 (17)
Somnolence 2148 4) o712 )" 1718 (8}® 1718 (8)"
Cough 2148 jd) 1012 (8)" 1018 (6)" 018 (0"
Spots on the skin 1148 (2) 3/12 (25)° 0,418 0)" 2018 {11)°
Palpitation 1148 (2) o712 )" 0. 18 (o)" 1718 (8)"
Sinusitis 1.4 48 (2) 1712 (8)" o 1890)° 018 (0"
Sweating 1448 (2) o/1z(oe 1018 (6)" 018 (0"
Gum ulcer 148 (2) o/ 18 (o)° 0718 [0)° 1118 (8)"

| Serious adverse events
Hospitalization 17420 (0.24) ' Vi - 17140 (0.71)

* The percentage may not add up to 100 dus to rounding. * Treatment dosage by experimental group: M-
acetylcysteimsa 1,800 mg/day for 10 days + bromheone 32 mg/day PO; N-acetylcysteine 1800 mgiday PO
for 10 days; Contred placebo (Vitamin C 500 mgfDay PO for 10 days) + juice wehicle. * Siatistical tesis
used: Chi-Square Likelihood Ratio Test. Each subseript letter denotes a subset of trestment categories
whose column proportions do not significanthy differ from each other at the 0.05 level.
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Caover Letter

Pamaiba Delta Federal University

& :
Ministry of Education L I F t
Biodiversity and Biotechnology Research Center e, Wil

Lab of Inflammation and Translational Gastroenterology .

Subject: Manuscript Submission - "SARS-CoV-2 Spike protein triggers gut impairmeant since mucoesal
barrier to innermost layers: From basic science to clinical relevance"”

Professor Banjamin Marsland
Editor-in-Chiaf

Mucosal Immunology

Dear Professor Banjamin Marsland,

| hope this letter finds you well. | am writing to submit a manuscript entitled "SARS-CoV-2 Spike protein
triggers gut impairment since mucosal barier to innermost layers: From basic science to clinical
ralevance”, for consideration in Mucosal Immunology. | had the privilege of discussing with you earfier
regarding the potential for an APC costs waiver, and | greatly appreciate your willingness to consider
this matter.

The manuscript presents groundbreaking findings from our research project that delves into the
complex relationship between the SARS-CoV-2 Spike protein and the gastrointestinal (Gl) tract.
Through meticulous experimentation involving both rodent and human samples, we have unraveled a
sarias of intricate events that shed light on the multifaceted effects of the Spike protein on the Gl systam.

Our key findings are as follows:

1) Enhanced Chloride Secretion in Jejunal Segments: Exposure to the SARS-CoV-2 Spike protein
triggers a remarkable surge in chloride (Cl-) secretion in rodent jejunal sagments. This disruption of
electrolyte balance has the potential to disturb the harmonious miliew of the small intestine, possibly
leading to parturbed fluid equilibrium and ensuing diarhea;

2) Disruption of Mucosal Integrity and Tight Junctions: Utilizing an innovative murine model, we
demonstrate a profound impact on mucosal intagrity caused by the prasence of the SARS-CoV-2 Spike
protain. This disruption leads to the disintegration of tight junctions among enterocytes, compromising
the barrier function and potentially allowing the translocation of harmful agents across the intestinal
liming;

3) Heightenad Mucosal Pearmeability in Human Enterocytes: Human enterocytes exposed to the Spike
protein axhibit escalated mucosal permeability. This compromised barrier function could enable the
passage of moleculas that are typically restricted, potentially fusling systemic inflammation and immune
responses;

4) Diminizhed Mucus Blanket and MUC-2 Depletion: Examination of the jejunum reveals a noticeable
reduction in the protective mucus layer covering the intestinal surface. Goblet cells responsible for
mucus production exhibit reduced MUC-2 abundance, further compromising the protective function of
the mucus [ayer;
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Pamaiba Delta Federal University
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Biodiversity and Biotechnology Research Center (
Lab of Inflammation and Translational Gastroenterology —

5) Panath Cell Degranulation and Lysozyme Deplation: Exposure to the Spike protein induces the
degranulation of Panath cells, which release antimicrobial molecules such as lysozymes. Howaver, the
prasance of the Spike protein results in a reduction of lysozyme levels, potentially disrupting the
ragulation of the gut's microbial population;

6) Heightened Cytokine Expression, Especially IL-6: Interaction with the Spike protein triggers an
elevated production of pro-inflammatory cytokines, notably interleukin-G (IL-G). This heightened
cylokine expression can contribute to inflammation both locally and systemically, influencing various
gut layers and the overall immune response;

7) Dampenad Gut Motility: The cumulative effects of the Spike protein on the Gl tract lead to reduced
gut motility. This disturbance results from disrupted slectrolyte balance, compromised mucosal integrity,
and increased cylokine expression, particularly IL-6. Altered gut motility has the potential to disrupt
digestion, absorption, and overall Gl function.

Thesa findings highlight the intricate sequence of avents initiated by the interaction betwean the SARS-
CoV-2 Spike protein and the Gl systern. The implications extend beyond respiratory effects,
emphasizing the potential for significant disruptions in gut health and equilibrium. Comprehensive
understanding of these phenomena underscores the need for targeted interventions to mitigate the
broader reparcussions of the virus.

Onee again, | express my gratitude for your consideration of the APC costs waiver for this manuscript
with mention of our most sincere acknowledgements to Mucosal Immunology support for the
development of research in the Brazilian Mortheast, the region with the lowest development rate in
Brazil, but with scientists angaged in progress. | am confident that the dissemination of our findings in
Mucosal Immunology will contribute significantly to the understanding of the virus's impact on the
gastrointestinal tract. Thank you for your time and attention.

Sincerely,

Prof. Dr. Lucas Duarte Nicolau

Bistechnology and Siodiversity Center Besearck (BIOTEC)
Lab of Inflamemarion and Transiefional

Gastroenteralogy (LIGAT)

Parnaife Delta Federal University - Parnaiha, P, Brazil

Corresponding Author

Av. 830 Sebastido, 2819 — CEP £4.202,020 — Parnaiba/Pl
E-mail: lucasnicolaw@ufpi edu br

283




Manuscript

-1 N s L R

284

Click here to view linked References &

SARS-CoV-2 Spike protein triggers gut impairment since mucosal barrier to innermost
layers: From basic science to clinical relevance

Renata B. Nascimento', Cristhyane C. Aquine?®, José K. Sousa®, Kalinne L. Gadelha', Aurilene
G. Cajado’, Carolina 5. Schiebel!, Sarah A Dooley”, Paulo A. Sousa®, Jefferson A. Rocha®, Jand
R. Medeiros®, Pedro C. Magalhfes', Daniele Maria-Ferreira®, Marcelo B. Gois®, Roberto C. P.
Lima-Junior!, Deysi V. T. Wong', Aldo M. Lima™, Amy C. Engevik”, Lucas D. Nicolau®",
Mariana L. Vale'

'Post Graduation Program in Pharmacology, Department of Physiology and Pharmacology,
Faculty of Medicine, Federal University of Ceard, Fortaleza, CE, Brazil

Institute of Biomedicine for Brazilian Semi-Arid and Clinical Research Unit, Department of
Physiology and Pharmacology, Federal University of Ceard, Fortaleza, CE, Brazil;

*Division of Infectious Diseases & International Health, University of Virginia School of
Medicine, Charlottesville, VA, UISA;

*Instituto de Pesquisa Pelé Pequeno Principe, Faculdades Pequeno Principe, Programa de Pos-
graduagio em Biotecnologia Aplicada & Sahde da Crianga e do Adolescente, Faculdades
Pequeno Principe, Curitiba, PR, Brazil.

‘Biotechnology and Biodiversity Center Research, Lab of Inflammation and Translational
Gastroenterology (LIGAT), Parnaiba Delita Federal University, Parnaiba, PI, Brazil;

“Faculty of Health Sciences, Federal University of Rondondpolis, MT, Brazil;

"Department of Regenerative Medicine and Cell Biology, Medical University of South
Carolina, Charleston, SC, USA,

*Corresponding author: LIGAT/UFDPar, Av. Siio Sebastido, 2819, CEP 64202-020, Parnaiba,
PL, Brazl. Tel.: +55 86 99637-6170; E-mail address: lucasnicolaui@ufpi.edubr



-1 N s L R

ABSTRACT

Studies have reported the occurrence of gastrointestinal (GI) symptoms, primarily diarthea in
COVID-19, However, the pathobiology regarding COVID-19 in the GI tract remains limited.
Here, we present a novel experimental murine model with the inoculation of SARS-CoV-2
Spike protein in the jejunal lumen, in vitro approach with human enterocytes and in silico
methodologies. Interaction of the Spike protein with the jejunal mucosa led to increased
intestinal fluid accompanied by CI secretion, followed by intestinal edema, neutrophil
infiltration, reduced glutathione levels, and increased cytokine levels (IL-6, TNF-a, IL-1f, TL-
10}, indicating inflammation. Additionally, the viral epitope caused disruption in the mucosal
histoarchitecture with impairment in Paneth and goblet cells, including decreased lysozyme and
mucin, respectively. Upregulation of TLR2 and TLR4 gene expression suggested potential
activation of local innate immunity. Moreover, this experimental model exhibited reduced
contractile responses in jejunal smooth muscle. In barrier function, there was a decrease in
transepithelial electrical resistance and alterations in the expression of tight junction proteins in
the murine jejunal epithelium. Additionally, paracellular intestinal permeability increased in
human enterocytes. Finally, in silico data revealed that the Spike protein interacts with CFTR
and CaCC, highlighting the secretory effect promoted by the viral protein. Collectively, these
data highlight the intricate sequence of events initiated by the interaction between the SARS-
CoV-2 Spike protein and the GI system, including inflammation and phenomena tied to

specialized innate immune cells within the gut.

Keywords: Gastrointestinal, Spike, Mucosa, Barrier, Dysmotility
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INTRODUCTION

COVID-19, a severe acute respiratory infection, originated from the SARS-CoV-2 coronavirus
!, In addition to the pulmonary symptoms, the SARS-CoV-2 can afTect other sites, including
organs of the digestive system, leading to common symptoms of fever and respiratory
complications. However, it 15 worth noting that some patients also report gastrointestinal (G
symploms such as nausea, vomiting, abdominal pain, and diarrhea, which are the most prevalent
clinical signs and directly impact the patients’ quality of life >,

Consequently, the literature suggests that damage to the GI tract caused by SARS-CoV-2
contributes to a poor prognosis for the disease. In particular, COVID-19 has been linked to
alterations in the microbiome and dysfunction of the intestinal barrier in human studies,
potentially resulting in the translocation of bacterial products and toxing into the circulatory
system, thereby exacerbating the systemic inflammatory response -,

The crucial role of the intestine in regulating the immune system is well-established. However,
the precise mechanisms underlying the pathophysiology of COVID-19-related gasirointestinal
symptoms are not et fully understood. Therefore, further studies are required to elucidate the
underlying mechanisms of viral infection-induced diarthea and to establish the correlation
between respiratory and gastrointestinal symptoms. Given this scenario, we directed our efforts
towards establishing an experimental mode] based on the interaction of SARS-CoV-2 Spike
protein with the intestinal mucosa, which becomes a relevant alternative for studying the
pathobiclogy in the GI tract. Thus, this innovative experimental model aimed to understand the
effect of this recombinant protein on the secretory and contractile machinery, inflammatory
response, and epithelial integrity of the intestinal mucosa in mice, In addition, the involvement
of Paneth and goblet cells was also evaluated. Based on this, this research can serve as an
experimental model for the study of the SARS-CoV-2 coronavirus, facilitating the search for
preventive and therapeutic approaches for affected patients.

RESULTS

Spike protein inoculation in mouse small intestinal loops

The Spike inoculation model (Fig 1A) was standardized by performing tissue macroscopy, wet
weight, intestinal fluid volume, and chloride concentration (Fig. 1). The highest Spike
concentration (5pgloop) was able to promote hyperemia, ervthema, and tissue distension (Fig.
IB). This was followed by an increase in wet weight (Fig. 1C; Spike Spg/loop: 109.20 + 8.62
v, control 68.67 + 4.21 mg/cm) and intestinal fluid volume (Fig. 1D; Spike Spgloop: 288.60
+ 60 45 ve. control: 11.25 £ 2.26 pl). Moreover, this same concentration of Spike has induced
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increased chloride ions in the intestinal lumen (Fig. 1E; Spike Sugfloop: 0.07541 &+ 0.006 v
Control: 0.04375 £ 0,001 mEg/L). While administration of Spike at a concentration of 3pgloop
resulted in an increase in only wet weight (Fig, 1C; 7938 £ 13.52 mg/cm; p<0.05) and intestinal
fluid volume (Fig., 1D; 120000 £ 27.08 pl; p<0.05). Spike concentrations of 0.1, 0.3 and

lpgfoop did not show effects on any of the analyzed parameters when compared to control

ErOUpE.

Inflammatory changes triggered by SARS-CoV-1 Spike glveoprotein

After the first experimental set, data showed that Spike (Spgdoop) had an imporiant effect in
all parameters, when compared to other concentrations. Thus, this concentration was chosen to
perform all the following experimental procedures. Jejunum histological changes, the activity
of MPO, the levels of GSH and MDA, cytokines (/fa, 110 and [fng), pattern recognition
receptors (T1r2, Tird) and Nikb gene expression were all assessed following administration of
Spgfloop Spike. Additionally, pro-inflammatory cytokines protein expression (IL-1[, IL-6 and
TMF-a; Fig. 2) was evaluated.

Histopathological intestinal analvsis showed that the Spike inoculation caused significant
microscopic changes (p<0.05), including altered mucosal histoarchitecture (Fig. 2Aa; Spike
197 £ 0.07 v, control group 1.10 + 0,07) through alterations of villi and crypt morphology,
followed by epithelial cell disorganization (2Ab; Spike 2.06 £ 0.07 w. control group 0.9]1 +
0.06). We also observed an inflammatory response characterized by the presence of
inflammatory cell infilirate (Fig. 2Ac; Spike 2.22 &+ (.06 vs. control group 1.35 + 0.08).
Correspondingly, the cumulative histopathological scores [Fig. 2Ad (mucosal histoarchitecture
+ epithelial changes + inflammatory cell infiltrate); Spike 6.25 £ 0,12 we. control group 3.36 +
0.12] showed statistical differences (p<i.05) between murine put inoculated with Spike
compared to the control group.

Moreover, micro-morphometry was performed to measure the thickness of intestinal tissue
layers. Mild but significant (p<0.05) alterations in the jejunum of mice were observed
particularly regarding the 1) muscular laver (Fig. 2Ba; Spike 5788 & 0.866 v, control group
8924 + 1.064 um), 2) submucosa (Fig. 2Bb; Spike 37.98 £ (.663 w. control group 47.25 +
1.014 pm) and 3) mucosa (Fig. 2Bc; Spike 120, 9 + 1.559 v, control group 175.8 £ 2.258 pm).
Spike inoculation into the intestinal lumen decreased the villi height (Fig. 2Bd; Spike 218 &
384 we_ control group 232.4 4 329 pum) and increased the villi width (Fig. 2Bg; Spike 77.60 +
1.6% wy. control group 57.99 &£ (.90 pm). Furthermore, after intestinal Spike inoculation there

was a significant decrease (p<0.05) in crypt depth (Fig. 2Be; Spike 65.60 £ 1.142 w. control
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group 9581 + 1.538 pm) and erypt width (Fig. 2Bh; Spike 38.21 & 0.45 vs. control group 42.54
+ .53 pm). Additionally, the luminal presence of Spike on mucosal tissue decreased (p<0.05)
the height of enterocytes (Fig. 2BT Spike 12.73 + 0.20 ve. control group 23.67 £ 0.29 pm) and
increased the width of these cells (Fig. 2Bj; Spike 6.08 &+ 0 .10 vs. control group 5.62 £ 0.08
).

In addition to morphological data, the present study evaluated biochemical markers involved in
the inflammatory response. Spike inoculation increased (p<iL.05) the enzymatic activity of
MPO (Fig. ZAf, Spike 14.59 & 1.50 wv. control group 4.44 + 028 UMPO/mg of tissue),
decreased (p=0.05) GSH (2Ag, Spike 130.70 + 5.42 vs. control group 165.70 + 869 pe/g of
tissue). However, levels of MDA were not altered (2Ah; Spike 93.79 & 11.99 vs. control group
BE.18 + 4.24 nmol'g of tissue).

Gene expression of inflammatory markers (cellular and humoral immunity) such as pattern
recognilion receplors, transcription factors and cytokines were evaluated by qRT-PCR. Spike
inoculation increased (p<0.05) the gene expression of Tir2 (Fig. 2Ca; Spike four-fold increase
compared to the control group) and Tied (Fig. 2Ch; Spike threefold increase compared to the
control group). Moreover, Spike dramatically increased M6 (Fig. 2Ce; Spike two hundred and
ninety-four fold increase compared to the control group) and f70 (Fig, 2C1 Spike five fold
increase compared to the control group) gene expression. However, no significant alteration
was ohserved in the transcription factor gene Nfkh (Fig. 2Cc; Spike 1.02 + 0.15 w. control
group 1.05 £ 0,12 times), and in the expression of ffag (Fig. 2C4; 1.33 £ 0.30 v, control group
119+ 0.27 times).

Inflammatory effects of Spike inoculation extended beyond gene expression to the protein level,
Western blotting analysis showed a significant increase (p<iL05) in IL-1p (Fig. 2Da; Spike
1.25 + 0.07 vs. control group 0.70 £ 0.06 kDa), IL-6 (Fig. 2Db; Spike 2.10 + 0.11 vs. control
group 1,63 & 0.07 kDa) and TNF-a (Fig. 2De; Spike 1.09 £ 0009 v, control growp 0.83 + 0.02
kDa).

SARS-CoV-2 Spike glvcoprotein canses Paneth cell degranulation in intestinal mucosal
crypls

In a detailed histological analysis, the Spike protein caused the degranulation of Paneth cells in
the intestinal crypts of mice, resulting in a significant decrease(p=<0.05) in intestinal tissue of
mice exposed o Spike (Fig. 3Ab and 3AT, Spike 2.29 & 0,05 - 2003% ws. control group 2.61 +
0.06 - 30.8% Paneth cells/crypt). A reduction in Paneth cell area in intestinal crypls was also
ohserved in Spike inoculated mice. (Fig. 3Ad and 3AT, Spike 316.7 £ 5.65 - 79.4% wy. conirol
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group 4791 &+ B99 - 692 % p.m’]. Additionally, Paneth cells lysozyme was analyzed by
immunohistochemistry. The Spike protein group showed a decrease (p<0.05) in lysozyme
positive Paneth cells (Fig. 3B; Spike 3.73 £ 0.23 w. control group 592 % 0.24 Paneth
cells/erypls).

SARS-CoV-2 Spike glycoprotein alters goblet cells by reducing Mucin-2 expression in the
intestinal mucosa

Spike protein reduced (p<0.007) neutral mucins (stained with PAS; Fig, 4A, 4B, 4C; Spike
12,15 + 0.49 w. control group 14.68 & 0.45 goblet cells/ 100 epithelial cells). Likewise, the
analysis of acidic mucinsg, including sulfomucing (Fig. 4D, 4E, 4F; Spike AB pH 1.0 — 8,53 &
0.34 v, control group 12.35 + 0. 27; gpoblet cells / 100 epithelial cells) and sialomucins (Fig.
4G, 4H, 41; AB pH 2.5 — 6.26 & 0.28 vs. control group 8.33 £ 0.42 goblet cells / 100 epithelial
cells), was reduced (p=<0.001) in goblet cells after luminal contact with the Spike protein.
Moreover, Spike protein also reduced mucin 2 (MUC2") immunohistochemical expression in
goblet cells (Fig. 4E and 4F; Spike 0.041 + 0,002 vs. control group 0.059 4 0.004 cell/area).

SARS-CoV-1 Spike glycoprotein induces functional changes in intestinal tissues

To determine the effect of Spike adminisiration on functional parameters, contractility, barrier
function and tight junction integrity was analyzed. First, the contractile response of a
depolarizing stimulus function (KC1) showed a first contractile peak at the concentration of 40
mbd, continuing with an increase in the force of contraction at the concentration of 60 mM of
KCI, followed by gradual relaxation with higher concentrations (80 to 140 mM) in both groups.
The Spike group evidently presented lower tension (g) in all concentrations (Spike: (.1236 +
0.0237 v, control group 0.2135 + 04505 g), showing significant results (p<0.05) at a
concentration of 60 mM (Fig. 5A) Intestinal loops were also subjected to cholinergic
stimulation (Fig. 5B), which showed the first contraction peak at concentrations of 1 pM
(control group) and 3 uM of CCh (Spike group) with response saturation in the concentration
range of 10-100 pM of CCh. In this analysis, the Spike group (Spike: 0.1472 + 0.0405 vy
control group 0.2275 & (L0569 g) showed no statistical difference from the control group.
Subsequently, the Spike protein decreased (p=<0.05) transepithelial electrical resistance (Fig.
3C) at the following time points: 10 minutes (Spike 11.62 + 1.02 vs. control group 15.93 £ 0.86
'em2), 30 minutes (Spike 1048 £ 1.03 vs. control group 14,92 £ (.86 (Mem2), 50 minutes
(Spike 931 + (.83 vs. control group 13.63 & 0.80 f¥em), 70 minutes (Spike 8.79 + (LE6 vs.
control group 13,11 £ 087 f¥em2), and 80 minutes (Spike 8.37 £+ 0.90 va. control group 12.73
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+ 087 f¥em2), respectively. However, no significant difference was observed in the short-
circuit eurrent (Fig. 5D).

Interestingly, Spike increased (p<0L05) the gene expression of claudin 2 (Fig. 5E; Spike five-
fold increase), and decreased (p<0.05) the protein expression of claudin 5 (Fig. 5H; 1.06 + 0.06
ve. control group 1.30 + 0.06 kDa). Additionally, Spike decreased (p<0.03) the Tipl gene
expression (Fig. 5F; Spike 0.57 & 0,10 v, control group 1.05 £ 0.11), but did not alter £0-1
protein expression (Fig. 51 Spike 1,12 & 0.05 v control group 1.01 & 0.03 kDa). Meanwhile,
Spike decreased (p<0.05) occludin gene expression (Fig. 5G; Spike 0.58 £ 0,12 w. control
group 0.13 £ 0.25) as well as occludin protein expression (Fig. 51; Spike 12 08 £ 1.60 vs
control group 493 £ (.32 kDa) in the intestinal mucosa.

SARS-CoV-2 Spike glycoprotein reduces ccllular metabolism and increases intestinal
permeability

In vitro analysis was performed to evaluate the effect of Spike on cellular metabolism and
intestinal permeability in Caco-2 cells. It was observed that the highest Spike concentration (45
pe/ml) reduced cellular metabolism at & (Fig. 6A; 92%, p<0.0094), 12 (Fig. 6A; 87%,
p0001), and 24 (Fig. 6A and B; B0%, p<0.0001) hours, compared to the control group
(DMEMFI12 - 100%). At 24 hours, Spike concentration of 15 pg/m] also induced a significant
reduction in cellular metabolism (Fig. 6A and 6B; 85%, p<0.0001) compared to the control
(DMEM/F12). However, no statistical differences were found between the control group and
the lower Spike concentrations at 6 and 12 hours (Fig. 6A).

Adfier 24 hours of Spike exposure, an increase (p<0.0334) in cellular permeability was observed
at the concentration of 45 pg'ml (Fig. 6C; 0.58 + 0.03 vs. control group 0329 & 0.04
pe/hiem?’). However, the concentration of Spike at 15 pg/ml (Fig. 6C; 0.2438 + 0.03 pg/hiem?)

did not show a significant difference compared to the control group.

SARS-CoV-2 Spike glycoprotein interacts with calcium and chloride channel proteins in
molecular docking study

Molecular docking was performed to evaluate the binding interaction dynamics between the
SARS-CoV-2 Spike and the chloride channels involved in secretory diarrhea (CaCC and
CFTR). Based on the Spike (ligand) interaction in its open state with macromolecules NBDI,
NBD2, CFTR and CaCC (targets), binding energies and hydrogen bonds were measured (Fig.
7). According to the active site of each target, molecular docking was performed, obtaining the

results shown in Table 1. Molecular interaction Spike coupling with the NBD2 target (Fig. 7B)
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demonstrated binding energy of -1325.5 keal.mol-1 and was able to interact with the following
Spike amino acids: GIn®13, Argl019, Glull44, Lys921, Glul031, PheR98, Lys790, Tyvr200,
Leufad, GInB95, GlvERD, GInT35, SerT58, AspT796, Arg983, Asp¥83, Leud84, Glnl00s,
Arg765, TyrBT3, NleT8E, GInT87, LysT86, ProR6l, Phedd, Asn282, Asn978, Lysdl, AspT37
and Asp745, forming hydrogen bonds.

However, the Spike (6VYB) when forming the complex with the NBD1 target (Fig. 7C),
showed a higher binding energy -1180.8 keal.maol-1 than the 6VYB/NBD2 complex and was
able to interact with the Spike amino acids: Glul031, Glul 144, Lys921, Ser738, Glnl003,
GIvERY, ArgT765, GInE9S5, TyrR73, Ne78E, Leultd, Tyr200, Pro863, LysT90, LysTi6, Asp796,
PheB98, GIn913, Argd83, GIn755, Leud84, Asp98s, GlnT87, Argl019, Asp745, Asn282,
AspT3T, Phed3, Asn978 and Lys41.

Spike binding with CFTR (Fig. 7D} showed lower binding energy, -1658.2 kealmol-1 when
compared to its subunits (6VYB/NBD2 and 6VYB/MNBD2), evidencing the lowest binding
energy up to that time. This complex was able to interact with amine acids Glul031, GIn913,
Glul 144, Ser758, Glnl00S, Lys790, PheS98, AspT96, TyrR73, Leus6d, GInT55, ProB63,
Tyr200, LysT86, Lys921, Arg®83, Leu®84, Asp985, Argl019, GlyRE9, GInB95, GInT87,
Ile78E, Asn978, Asn282, ArgT65, Phedd, Lysd], Asp737 and AspT45 from de Spike.

Another result obtained was the 6VYR/CaCC complex (Fig. TE) which expressed a binding
energy of -1593.3 keal.mol-1 and showed interactions through hydrogen bonds with Lys921,
Glul 144, Glul031, Ser758, Phe898, NeT88, GInTRT, TyrE73, LysTH, LeuB6d, Asp745,
Prof63, ArgT65, Glnl005, ArgB83, GInT35, Gln%13, Leu984, AspT96, GlyEES, Asp985,
GIng9S, Lys786, Argl019, Phe43, Asn282, Tyr200, Lys41, Asn978 and Asp737.

DISCUSSION

In this study, a biologically safe animal model of Spike inoculation of intestinal tissue was
generated. This model of COVID infection in the gastrointestinal tract allowed for analysis of
the pathophysiological changes evident in the small intestine and may provide a reference for
alterations that are likely to occur in humans. By using a recombinant protein derived from the
SARS-CoV-2 Spike as an immune stimulant, it was possible to simulate the effects of the
SARS-CoV-2 on the GI tract. The findings revealed that the induced secretory effects,
specifically involving chloride ions and increased cytokines in the jejunal tissue, closely
resemble the clinical outcomes observed in patients. Additionally, the role of potential pattern
recognilion receplors in the innate immune response was investigated, particularly their

interaction with the Spike protein, and alterations in the integrity of the jejunal mucosa was
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elucidated. Thus, a prospective translational investigation was conducted to explore the
relationship between the SARS-CoV-2 Spike protein and the intestinal mucosa, Consequently,
this model exhibits secretory, inflammatory, and morphological as well as functional changes
within the gastrointestinal tract,

Initially, it was observed that a higher concentration of Spike protein could induce edema, as
indicated by increased wet weight, serving as an indirect marker of edema. This was followed
by tissue dilation and elevated intestinal fluid with a significant release of chloride ions into the
intestinal lumen. Considering these enteric effects triggered by the Spike protein, this mouse
model of infection effectively replicates the impact of viral infection on tissues, making it a
valuable tool for studying pathobiology in experimental animals.

Studies have shown that bacterium and bacterial enterotoxing, including Clostridium difficile,
cholera, and Escherichia coli damage the intestinal mucosa, as observed through secretory and
inflammatory effects *'%. In studies of viral diseases, Spike proteins have been used in models
that mimic coronaviruses. The study by Kuba et al., (2005) demonstrated that intraperitoneal
administration SARS-CoV Spike protein in mice triggered acute pulmonary failure by
dysregulating the renin-angiotensin system, leading to a significant decrease in ACE2
expression ', Subsequenily, Gu et al,, (2021) demonstrated that intraperitoneal administration
SARS-CoV-2 Spike, in mice, triggered acute lung injury with neutrophilic inflammation and
interstitial edema ', Furthermore, murine alveolar macrophages rapidly accumulate
intranasally following administration of SARS-CoV-2 Spike protein in a murine model that
mimics respiratory effects observed in COVID patients . These findings provide evidence that
viral Spikes contribute to the severity of pulmonary pathologies, consequently, it is believed
that the SARS-CoV-2 Spike could be utilized to evaluate the effects of viral infection in the
gastrointestinal tract.

Direct interaction between the Spike protein and the jejunal mucosa resulted in a predominantly
acute inflammatory response, characterized by edema, newtrophil infiltration, tissue
derangement and hyperplasia of intestinal crypts, disruption of tissue histoarchitecture, and
changes in the epithelial layer. These observations are in line with the clinical findings reported
by Xiao et al. (2020), who noted that the migration of leukocytes, particularly neutrophils, to
the inflamed site is one of the early events in the infectious process of COVID-19 % This
provides further evidence supporting the idea that a potential interaction between the Spike
protein and the intestine could perpetuate the inflammatory response.

In a similar vein, it was observed that the Spike protein led to a decrease in endogenous

protective parameters, reflected in the levels of glutathione, as well as inflammatory alterations
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in the intestinal mucosa, as evidenced by increased levels of cvtokines IL-6, TNF-a, IL-1, and
IL-10. These changes are similar to what occurs in patients with complicated inflammatory
pathogenesis in COVID-19 '*, The intensity of the Spike protein's effect on the IL-6 gene
expression is disproportionately remarkable compared to its effect on other cytokines. Indeed,
patients affected by COVID-19, during the inflammatory phase, exhibit elevated levels of
plasma IL-6, and dramatic changes in expression correlate with the severity of the disease '®.
It has been reported that the immunopathology of COVID-19 infection is caused by an elevated
inflammatory response, characterized by abundant expression of pro-inflammatory cytokines,
including IL-6 and TNF-a ', These cytokines are products of the TLR2 and TLR4 signaling
pathway. Therefore, this work investigated the expression of these surface receptors following
Spike protein contact '*, High expression of TLR2 and TLR4 was observed in the jejunal
mucosa after prior exposure o SARS-CoV-2 spike protein. However, despite the increased
gene expression of TLR receptors, there was no observed increase in NF-xB gene expression,
In fact, NF-xB activation does not necessarily involve an increase in its gene expression, but
rather the phosphorylation and degradation of regulatory proteins called xappa B inhibitors
(I«B). IxB phosphorylation is mediated by the kB kinase (IKK) complex, and this process
results in NF-kB translocation to the nucleus and the transeriptional activation of pro-
inflammatory genes. When not stimulated, the NF-xB factor is bound to cyvtoplasm IxB, and
this complex prevents the NF-xB translocation to the nucleus ', It has been demonstrated that
the Spike protein is a potent viral PAMP that, when detected by TLR2, activates the NF-xB
pathway, leading to the expression of inflammatory mediators in immune and innate epithelial
cells . To demonstrate activation of the TLR/NF-«B signaling pathway, experiments should
be conducted with TLR2 and TLR4 knockout mice to analyze NF-kB protein expression and
its downstream activation. This 15 a noted limitation of the current study. However, the
increased gene expression of TLRZ and 4 suggests their importance in intestinal inflammation
in response (o the SARS-CoV-2 Spike protein.

In a more specialized context within the intestinal epithelium, the Spike protein triggered Paneth
cell degranulation and decreased lysozyme, Paneth cells are of paramount importance for
intestinal health, as they contain antimicrobial molecules in their cyloplasmic granules,
including defensins, phospholipase A2, and lysozymes *'. In the presence of an inflammatory
process, Brown et al. (2014) demonstrated a significant decrease in Paneth cells in the intestines
of mice *, In agreement, the literature shows that acute inflammatory processes can induce
degranulation of these cells, releasing the granules that store lvsozyvmes, known for modulating

immune response activity due to their antimicrobial capacity 2. Thus, it is likely that the viral
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epitope of SARS-CoV-2 initially activates Paneth cells, and as a defense mechanism, the
degranulation of these cells oceurs, accompanied by lysozyme secretion. Possibly, this
gecretory process stimulates the immune syvalem activation o counteraitack the Spike, leading
to a robust response of pro-inflammatory cytokines. The loss or disruption of these cells can
result in adverse consequences, including increased susceptibility to infectious conditions,
bacterial pathogens reduced clearance, and even the development of inflammatory bowel
diseases > Based on these findings, the results presented in this study show the degranulation
of Paneth cells which play a significant role in this immune response.

In addition to the observed reduction in Paneth cells, altered goblet cells were observed
following Spike inoculation. This change in goblet cell number led to a decrease in mucins
within the jejunal mucosa, particularly mucin 2 (MUC2), a crucial surface glycoprotein
involved in the pre-epithelial barrier. Goblet cells are the major unicellular intragpithelial
miucin-secreting cell scattered within simple columnar epithelia of the gut, MUC2, produced by
these cells, forms the protective mucus blanket overlying the intestinal epithelium . Enteric
viruses such as rotavirus and enterovirus 71 promote changes in goblet cells by reducing the
expression of mucins, specifically MUC2 ¥ Innate immune components act promptly upon
invasion of microorganisms or harmful agents such as the viral Spike protein through the
epithelial barrier, so alterations in mueus composition may impaet the intestinal microbiota 1.
Consequently, the loss of the mucus layer can exacerbate the inflammatory process beyvond the
intestinal mucosa, thus compromising deeper layers, suggesting that goblet cells and mucins
play a role in active defense against viral infection.

Alterations in the surface of luminal organs can generate deeper damage that affects the
muscular layer and ultimately leads to episodes of diarthea, which can occur in the context of’
both inflammatory and infectious conditions. Inflammation can cause modifications in the
expression of ion transporters or the mislocalization of these membrane gates . We observed
that the Spike protein disrupted intestinal integrity by dvsregulating the expression of important
tight junctions that maintain the integrity of the jejunal mucosa, followed by a reduction in basal
transepithelial electrical resistance (TEER), as well as decreasing intestinal motility. The Spike
protein altered intestinal function by reducing motility through an electro-mechanical
mechanism. However, after a four-hour exposure, the Spike protein was unable to induce
significant pharmacomechanical changes in gastrointestinal transit. It is possible that this
difference in contractile response occurs at the beginning, and that a longer exposure time
would be necessary. Alternatively, further studies involving direct inoculation of the Spike

protein into the contractility chamber could investigate this motor behavior. Given the
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information presented, we propose that the exacerbated increase in IL-6 observed in the study
is directly related to intestinal dysmotility. The literature demonstrates that the upregulation of
IL-6 is correlated with reduced gut motility and dysfunction of the gastrointestinal smooth
musculature with systemic and local repercussions in terms of enterocyte and myenteric plexus
5 Additionally, we have evidence that the expression of ACE2 in enteric glia could be a clue,
as the contractility of the intestinal wall depends on the functioning of the myenteric plexus, or
else, diarrhea primarily occurs due to changes in intestinal fluid and electrolyte transport, rather
than smooth muscle function **. While one would expect 1o see increased contractions in the
smooth muscle of the jejunum, low motility can also be observed during episodes of diarrhea®™.
We postulate that the changes in intestinal motility are directly related to the damage cansed by
the Spike protein to the structure and protein composition of junction proteins. Since the enteric
nervous syvstem could be one of the entry gates for enteric pathogens, we observed that the
Spike protein itself caused a decrease in gene expression of the tight junction protein Tipf.
However, this expression was not sufficient to induce a change in the protein expression of £0-
I within the four-hour exposure time. Possibly, a longer interaction time of the Spike protein in
the jejunal loops would promote this alteration. On the other hand, the Spike protein increased
the transcription of claudin 2, as well as decreased the protein expression of clandin 5. While
one protein undergoes downregulation, we believe that messenger RNA increases its activity
to compensate for the loss. Lastly, the Spike protein was also capable of reducing the protein
expression of the tight junction prolein occludin.

In general, pro-inflammatory cytokines have a substantial impact on the expression of natural
intercellular adhesives found in epithelial cells, known as tight junctions, leading to a significant
influence on the function and structure of the epithelial barrier. In line with their recognized
pro-inflammatory effects, pro-inflammatory cyvtokines disrupt the integrity of the intestinal tight
junction barrier, thereby facilitating enhanced penetration of luminal antigens into the adjacent
tissue ** Experimental data in the literature indicate that the increase in IL-1§ interferes with
the barrier function of the intestinal epithelium without causing a significant effect on the
expression of the ZO-1 protein, but it does decrease the prolein expression of occludin *.

The barmer function of the epithelium is often quantified in terms of resistance and epithelial
permeability. In this way, it is observed that the Spike decreased the basal transepithelial
electrical resistance (TEER). In a way, we proprose that the inflammatory process triggered by
the Spike protein is directly related to damage to the integrity of the jejunal mucosa, involving
a cascade of cviokines that characterize inflammation with localized damage to the epithelial
barrier. In order to investigate the influence of the SARS-CoV-2 Spike protein on intestinal
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permeability, we employed an in vitro approach using Caco-2 cells. This approach allowed us
to assess the cytotoxic effects of viral protein by measuring metabolic activity, followed by
evaluating paracellular permeability through Evans blue extravasation in the apical to
basolateral direction. Our data are in agreement with Corpetti and colleagues (2021) which
demonstrated that the interaction of the Spike with Caco-2 cells cansed destruction of the
epithelial barrier, leading to a decrease in basal TEER *'

In contrast, when evaluating Ise, an electrophysiological method to measure transepithelial ion
transport, noe alteration in basolateral secretion of anions on the luminal surface was observed
in this study *'. However, Poeta et al. (2022) observed that the Spike protein induced an increase
in Is¢ when added to the mucosal side of Caco-2 cells, confirming ion secretion *. Initially, this
study showed that Spike protein promoted exacerbated C1 ions secretion, supposedly, the direct
effects of Spike on enterocytes and/or indirect effects on the submucosal plexus accelerated the
process of ion secretion, triggering a hydroelectrolytic imbalance. Thus, after four hours of
exposure to Spike, it is likely that the ion channels become saturated, rendering them unable to
promote a responsive ion effect in Isc. Furthermore, there was no secretory stimulation after
the period of Spike action. These explanations demonstrate that our results are consistent with
the existing literature.

For a better understanding of diarthea in COVID-19, we utilized molecular docking techniques
to analyvze the binding of the Spike protein in its open state with chloride channels. We observed
a low binding Gibbs free energy of the Spike protein with CFTR and CaCC, which are capable
of forming hydrogen bridges with various amino acids, ultimately suggesting good molecular
interaction with these two targets. This spatial binding suggests a possible ligand/arget
molecular fit and likely activation of CI° channels in the intestine, which aligns with initial
experimental data where the Spike protein resulted in an increase in intestinal fluid, primarily
composed of high concentrations of CI° ions.

Recently, Donowitz et al. (2021) reported that CaCC-dependent C1- secretion induced by the
Spike protein occurs in the presence of pre-existing inflammation (induced by IL-6 and IL-8
pre-treatment) . In this preliminary in vitro study using human enteroids from healthy
individuals, it is suggested that an inflammatory response may be a prerequisite for secretion
#_ Subsequently, Poeta et al. (2022) also demonstrated that the SARS-CoV-2 Spike protein
induced caleivm (Ca™)-dependent CI° secretion in Caco-2 cells derived from human colon
carcinoma, the effect was inhibited in the absence of C1- and Ca®™, and by adding a mucosal
Ca®"-activated CI channel inhibitor, suggesting that the Spike protein induced Ca®'-dependent
CI" secretion *2. Although using a different model of secretory diarthea induced by rotavirus, a
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representative of another viral family, oxidative stress resulted in an increase in cytoplasmic
Ca®™* concentration, leading to C1° secretion *». Qur findings support the hypothesis that
SARS-CoV-2, ikely through the Spike protemn, exerts direct enterotoxic effects, leading to an
increase in intracellular Ca® concentration and subsequent activation of CaCC. This
dysregulated activation could be a precursor to the pathogenic mechanisms involved in SARS-
CoV-2-induced diarrhea,

In clinical gastroenterology, although cases of diarrhea associated with SARS-CoV-2 are often
mild to moderate, they can be severe and require hospitalization with parenteral rehydration *°.
We sugpest that there are two main physiological mechanisms for COVID-19-associated
diarrhea. The first arises from osmotic diarthea, resulting from cellular damage and a marked
reduction in the digestive and absorptive surface. The second follows secretory diarrhea,
induced by fon secretion primarily involving Cl° secretion from intestinal epithelial cells into
the lumen, leading to subsequent water flow through the paracellular spaces in response to
enterotoxic effects. Based on the findings of our study, it is possible that these two mechanisms
could be associated, in addition to a secretory process, an inflaimmatory response ocours
following contact of the Spike protein with the intestinal mucosa.

In conclusion, the inoculation of the SARS-CoV-2 Spike protein into isolated jejunal loops of
mice proves to be a useful experimental model to assess alterations that lead to intestinal
impairment, ranging from the mucosal barrier to the muscularis. This is evidenced by: 1)
Increased secretory activity in the intesting, with accumulation of intestinal fluid predominantly
composed of CI ions; 2) Inflammation, characterized by histopathological changes, production
of inflammatory cviokines, and activation of innate immunity; 3) Disruption of jejunal mucosal
integrity and intestinal dysmotility; and 4) Impairment of intestinal epithelial barrier by
increasing permeability in Caco-2 cells. Our data indicate that this model mimics the
pathological changes of COVID-19 in the gastrointestinal tract, making it a robust and
accessible animal model for sudying the physiopathological characteristics of enteric SARS-
CoV-2. Furthermaore, this straightforward experimental model holds promise for exploring new
therapeutic strategies targeting intestinal COVID-19 and future infectious discases caused by

Ccoronaviruses.

MATERTALS AND METHODS

Obtaining, produocing and purifying the SARS-CoV-2 Spike glycoprotein (Spike)

The Laboratory of Cellular Culture Engineering (LECC) at COPPEUFR] produced the
recombinant SARS-CoV-2 Spike glycoprotein (Spike). The Spike sequence produced,
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consisting of amino acids 1-1208 followed by the tail, is identical to the sequence published by
Wrapp et al. (2020) and corresponds to the SARS-CoV-2 B.1.33 variant *'. Genetically
modified HEK293 cells were used to produce the recombinant Spike, which stably expresses
the soluble Spike in the pre-fusion trimeric conformation. This includes both the 51 domains
responsible for receptor binding and the 52 domains responsible for fusion to the cell membrane
4T The cells were cultured in HEK-GM medium (Xell AG, Germany) in either 300 mL
Erlenmever flasks under orbital agitation (180 rpm, 5 cm stroke) or 1.5-L stirred tank
bioreactors. The bioreactors were operated at a pH setpoint of 7.1 and a dissolved oxygen
setpoint of 40% air saturation. Cell-free supematant was obtained by microfiltration using 0.45
pm PVDF membranes, followed by purification through 5 mL StrepTrap XT affinity

*_ The protein

chromatography (Cytiva) according to the manufacturer’s instructions
concentration, purity, and identity in the eluted fractions were confirmed through NanoDrop
(Thermo Fisher) for protein concentration, SDS-PAGE for purity analvsis, and Western blotting
for identity confirmation. Additionally, it was verified that there were no LPS contaminants,

The Spike glycoprotein was stored in PBS buffer with 50 mM biotin.

Animals

Male C5TBL/G mice weighing between 20-25g, from the Biotherium of the Nucleus for
Research and Development of Medicines at the Federal University of Ceard were used. The
amimals were kepl in microisolator cages containing shavings, & animals (maximum) per cage
under controlled temperature conditions (22 to 25°0) and light/dark cyele (12h light/]1 2h dark),
with free access to autoclaved industrial feed and water. The animals were monitored
throughout the experimental period. This study was approved by the local ethics committes

(Protocol No. 0T0703220).

SARS-CoV-2 glycoprotein inoculation model in isolated jejunal loops.

The Spike inoculation model in isolated mice jejunal loops was carried out using a previously
deseribed method, with necessary modifications 4%, The animals had access to water but were
deprived of food for 12 hours prior to the experiment. Thirty minutes before the surgical
procedure, the animals received the analgesic morphine (5 mg'kg, sc.). The mice were
anaesthetized with isoflurane (4% induction and 2% maintenance) via inhalation, and a median
laparotomy was performed. An incision was made to expose the small intestine, and jejunal
loops (2 cm) were isolated using sutures. During the surgery, the body temperature was
maintained at 36-38 “C using a heating pad. The jejunal loops were inoculated with 200 pL. of

298



-1 N s L RS

a PBS solution for the control group and with the Spike protein dissolved in PBS for the Spike
group, The abdominal incision was closed with sutures, and the animals were appropriately
cared for during recovery from anesthesia, Postoperatively, they received a morphing injection
(5 mg'kg, sc.) for postoperative analgesia. The mice were euthanized 4h afler surgical the
procedure, and the loops were promptly removed from the abdominal cavity for the evaluation

of secretory, inflammatory, and morphofunctional parameters.

Jejunal loop macroscopy

For macroscopic analysis, the intestinal loops were collected and photographed.

Jejunal loop wet weight
Wet weight is the ratio of weight to tissue size. The size of the intestinal loop was measured
using a digital caliper and ruler, respectively. The obtained values were expressed as the wet

weight/length ratio (mgfem).

Intestinal fluid volume
For secretion analysis, the volume of intestinal fluid (IVC) accumulated in each isolated loop

was quantified separately. The values obtained were expressed in pl.

Chloride concentration

The evaluation of chloride concentration was performed according to the manufacturer’s
instructions (Labtest, 5P, Brazil). Briefly, the accumulated IVC in each loop was collected,
centrifuged at 4000 rpm for 10 minutes, the supernatants of each sample were collected
separately and then homogenized with kit reagents for two minutes and the absorbance was

measured at 450 nm in a spectrophotometer, The values obtained were expressed in mEg/L.

Myeloperoxidase activity

Myeloperoxidase enzyme activity was measured according to the technigue described by
Bradley et al, (1982) 7", The intestinal portion was collected to determine the presence of MPO
by colorimetric method and absorbance measured by spectrophotometry at 450nm. Results

were expressed in MPO units/mg of tissue.

Histological analysis
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Twenty-five microscopic fields from each mouse, from at least & mice per group, on H&E-
stained sections, were examined blindly by a specialist using a light microscope (Olympus™
BX43F) and a 20x objective (and 40x or 100x if necessary to confifm structures).
Histopathological findings were evaluated according 1o previously established criteria *52
which are described in Table 1.

Table 1. Histopathological score. Scoring scheme for small intestine inflammation
mediated by luminal antigens.

Inflammatory Epithelial Mucosal
Category
cell infiltrate changes histoarchitecture
Severity/ Score  Severity/ Score  Severity! Score
Criterion
Extent 1 Extent 2 Extent 3
mild  willous
- 0 intact epithelium 0
blunting
mucosa and mild/moderate
sometimes 1 mild hyperplasia 1 villous 1
submucosal blunting
maoderate
villous
mucosa and moderate blunting
Definition
sometimes 2 hyperplasia and 2 and 1
submucosal goblet cell loss broadening,
sometirmes
villous atrophy
mucosa and
marked hyperplasia, villous
submucosa,
3 goblet cell loss, and 3 atrophy, 3
sometimes
Ernsions ulcerations
transmural
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Histomorphometric analysis

Images taken with a digital camera connected to an optical microscope (Olympus® BX43F-
Minato-Ku, Japan) were used for measurements. The muscular tunic thickness (pm),
submucosa, mucosa, height and width of villi, and width and depth of crypts were assessed
under 100% magnification. The willi width was determined from the average of three
measurements at the base, middle third, and apex. A total of 384 measurements of each
parameter were made, 16 measurements per quadrant, from the small intestine of six mice per
group (16xdxi). Images acquired under 1000x magnification were used to measure the height
and width (at three points) of 64 enterocyies in the small intestine of each mouse (n=6 per
group). Measurements were performed using Image-Pro Plus 4.5.0.29 (Media Cybernetics,
USA) 55,

Goblet cells count

Goblet cells among the 2560 epithelial cells of each mouse were counted in four sections, which
were then divided into four quadrants. The counting was performed under a light microscope
with a 40= ohjective, The percentage of goblet cells/100 epithelial cells from slides stained with
the techniques PAS', AB pH 1.0°, and AB pH 2.5" was then calculated -,

Paneth cells quantitative analysis

H&E-stained sections were used o count and measure Paneth cells” area. These cells in 64
intestinal erypts of each mouse were counted and the area (um?®) occupied by Paneth cells in
intestinal crypits was measured in images acquired with the 100x objective and Image-Pro Plus
software (Media Cybernetics, USA). In addition, the area (relative percentage) of intestinal

crypls oceupied by Paneth cells was caleulated -7,

Intestinal contractile response
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For the analysis of intestinal contractile function, segments of isolated jejunal loops (2 cm) were
collected and mounted in a 5 mL organ bath containing Tyrode's solution at 37 °C aerated with
95% oxygen (O:) and 5% carbon dioxide (CO:z), under basal tension of 1 g To record the
tension in isometric conditions, the segments were attached to a fixed rod in the bath and a force
transducer connected to a data acquisition system (PowerLab®; AD Instruments, Australia).
The contractile responses of cumulative concentrations of carbachol (CCh; 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30
and 100 phd) and KC1 (10, 20, 30, 40, 60, 80, 100, 120 and 140 mM) were recorded at intervals
of 3 minutes in tissue samples of control and Spike groups. The results were expressed as force

of contraction in grams (g).

Transepithelial Electrical Resistance (TEER) and Short-Circuit Current (Isc)

The Ussing chamber protocol, described by Soares (1992) with adaptations, was followed %,
Mouse intestines were sectioned and the serous muscle layers were promptly dissected and
placed in the hemi-chamber with the mucosal side facing upwards. Transepithelial Electrical
Resistance (TEER) and Short-Circuit Current (Isc) data were collected. TEER was calculated
using Ohm's Law: TEER = APDVi, corrected by the area of exposed tissue in cm, where APD
represents the voltage measured immediately after applying a current of 50 pA (PD2) minus
the voltage indicated in the Difference of Basal Potential (PD1), and / represents the applied
current (50 pA). Electrical TEER measurements were recorded every 10 minutes during the
IM-minute expenmental period. To measure the Ise, tissue tension was initially clamped at 5

mV. The Set Clamp 'V potentiometer was used to apply the current.

Western blot analysis

Western blot was performed according to the technique described by Aguino et al. (201%) for
analysis of protein expression of inflammatory cytokines (IL-1@, IL-6, and TNF-u) and
junctional proteins (clandin, Z0-1, and oceluding *. Samples were incubated with primary
antibodies (mouse anti-occludin, 1:100, Santa Cruz Biotechnology; mouse anti-£0-1, 1:100,
Santa Cruz Biotechnology; rabbit anti-1L-6, 1:200, Santa Cruz Biotechnology; goat anti-TNF-
a, 1:500, Millipore; rabbit anti-IL-1[, 1:200, Santa Cruz Biotechnology; mouse anti-claudin-3,
1100, Invitrogen), overnight at 4 °C, followed by incubation with alkaline phosphatase-
conjugated secondary antibodies (anti-goat IgG, 1:10,000, GE Healthcare; anti-rabbit IgG,
1:20,000, GE Healthcare; anti-mouse IgG, 1:10,000, GE Healthcare) for 1 howr. The internal
control for protein content in each sample was evaluated using mouse anti-GAPDH (1:10,000,

Sigma-Aldrich) or anti-f-actin (1:500, Santa Cruz Biotechnology). The target protein bands
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were visualized after membrane incubation with enhanced chemifluorescence (ECF,
Amersham) using a Typhoon FLA 9000 scanner (GE-Healthcare Biosciences) and quantified

using Image Studio software (version 5.2, Licor).

Reverse Transeription Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR)

Intestine samples were homogenized in | mL of Trizol using steel beads (4.5 mm) that were
agitated in the TissueLyser LT ((iagen) for 2 minutes at 50 pulses/second and then placed on
ice for 2 minutes. RNA extraction followed the Trizol method according to the manufacturer's
specifications, Then, the samples were measured on a Take3™ Microvolume Plate, using an
Epoch™ Microplate Spectrophotometer (BioTek), samples with a purity factor where the
absorbance A260/280 ranged from 1.5 w 2,0 were considered adequate for the study.
Transcription of RNA into complementary DNA was performed using the High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit in Veriti %6 Thermocycler both from Applied Biosystems.
Finally, qRT-PCR was performed using the Powerlp SyBr Green Master Mix in
QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Thermo Scientific).
Amplification was performed using the fast cveling mode following the manufacturer’s
specifications, One microgram of cDNA was used to analyze the expression of genes Tir2, Tird,
Nikh, Ifng, 16, 1110, Cldn and Tipl for intestine samples. The samples were normalized using
the Ppia gene, described in the table below. Relative gene expression was determined using the

2-AACE method .

Gene | Forward Reverse

T2 | 5-CAAACGCTGTTCTGCTCAGG- | 5 -CACCATGGCCAATGTAGGTG-3”
3

Tird | 5-TAGCCATTGCTGCCAACATC- | 5-CTGCCTCAGCAGGGACTTCT-3"
3

Nith | 5-GACAGCACTGGCAGCTTCAC- | 5°-COGTCACACATCCTGCTGTT-3
3

Ifng 5. S -TGGCTCTGCAGGATTTTCATG-37
TCAAGTGGCATAGATOGTGGAAG
AAN-F

il 5 5.
GAGGATACCACTCCCAACAGAC | AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA-
T-3 ¥
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Iy |5 S -GOGGAGAAATCGATGACAGC-3"
AGAGAAGCATGGCCCAGAAA-S

Oelud | 5"-AACAGCAGCCAAAGGCTTCC | 5 COGTCGGGTTCACTCCCATTA-Y”
in -3

Cldn2 | 5"-GOGCTGTTAGGCACATCCAT | 5°-TGATGCCTGTGCTGTGTGTC-3°

Tipl | 5"-GACCATCGCCTACGGTTTGA-" | 5-AGGTCTCGGGGATGCTGATT-3"

FPpia | 5-CAGACGCCACTGTGGCTTT-3 | 5°-TGTCTTTGGAACTTTGTCTGGAA-
3

Immunostaining for lysozyme and mocin-2

Paraffin embedded sections (5-micron) on glass slides were heated to 60 *C. Intestinal tissue
sections were deparaffinized, re-hydrated and transferred to citrate buffer antigen retrieval
solution. Antigen retrieval was performed in a pressure cooker set to high for 30 minutes. Tissue
sections were then cooled and washed. Serum free protein block (Dako; Agilent, #X0909) was
applied to slides and incubated at room temperature for 1.5 hours. Primary antibodies lysozyme
(Abcam, #abl08508 diluted 1:1000) and Muc2 (Genetex, #GTX100664 diluted 1:200) were
diluted in antibody diluent with background reducing components (Dako; Agilent, #853022) and
incubated at 4 °C overnight. Secondary antibodies were diluted 1:200 in antibody diluent
(Dako; Agilent, #50809) and incubated in the dark. Hoechst was diluted 1: 1000 in PBS and
added 1o the slides. Slides were washed and coverslipped using Prolong gold antifade
(Invitrogen, #P36934). A Leica SP8 confocal microscope was used to acquire images of
immunostained slides. Lysozyme positive Paneth cells were counted in well oriented crvpis.
Muc2 positive goblet cells in villi were measured o determine the area of individual goblet

cells using the measure tool in Image J software.

Cell ling and culture

Caco-2 (human epithelial colorectal adenocarcinoma cells) were cultured in 75 cm’® plastic
flasks {Coming®) supplemented with Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium,/Harm’s Nutrient
Mixture F12 (DMEM/F-12), 10% fetal bovine serum, and 1% penicillin and streptomycin. Cells
were incubated in a humidifier at 37 °C and 5% CO: for 5-7 days to achieve 80% confluency.
Every 3-4 days, the cells were washed with phosphate-saline buffer (PBS) and the culture
medium was replaced. Cells were subcultured every 5-T days with 0.05% trypsin-EDTA (37

2C, 10 min), suspended in sterile PBS, and carefully aspirated from the plastic container for use
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in subsequent experiments, The cell line was purchased from Banco de Células do Rio de

Janeiro, Brazil (BCRJ code 0059) *'.

Treatment protocol

The following treatments were used to study the toxicity and permeability of spike in Caco-2
cells: 1) Control group: treated with vehicle only (DMEM/F-12) and 2) Spike group: treated
with different concentrations of Spike (300 ng/m] to 45 pg'ml).

Cellular toxicity/metabolism

Presto Blue reagent was used to study cellular metabolic reduction. Briefly, cells were cultured
in S6-well plates (2 x 10* cella'well). After reaching confluence, cells were incubated with
vehicle (DMEM/F12) or with different concentrations of spike diluted in DMEM/F-12 medium
(300 ng/ml — 45 pgiml) for 6, 12 and 24 hours, Afier the incubation period, cells were washed
with PBS and treated with Presto Blue reagent. Absorbance was measured using a
spectrophotometer (570 and 600 nm). The absorbance data were used to calculate the rate of

cellular metabolic reduction according to the manufacturer's instructions.

Intestinal Permeability

To investigate the effect of spike on epithelial barrier integrity, cells were cultured in 12-well
trangwell plates with 12-mm filters and 0.4 um polyester membrane (Corning®) atl a density of
2 x 10¢ cells/well. After differentiation (approximately 19 days), cells (apical well) were
incubated with vehicle (DMEM/F12) or spike (15 and 45 pg/ml) for 24 hours. The wells were
then washed twice with PBS and incubated with PBS for 1 hour. After this time, a solution
containing Evans Blue prepared with 1% BSA was added to the apical well, and samples from
the basolateral compartment were collected afier 0-, 30-, 60-, and 120-min. Evans blue
permeability was read in a spectrophotometer (630 nm), and the results were interpolated with
a standard Evans blue curve. Cellular permeability results were expressed in pg Evans

blue/hour/em?® *,

Molecular docking

Molecular docking assavs involved Spike in the open state (6VYEB) against Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator (CFTR), nucleotide-binding domain one of CFTR
(WBD), nucleotide-binding domain 2 of CFTR (NBD2) and Calcium-activated chloride

channel (CaCC). All molecular docking experiments were performed using the ClusPro 2.0
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server (hitps://cluspro.org), which is the best performing server currently available for the
CAPRI challenge. It is also used for the sudy of inhibitor-enzyme, peptide-protein, and
inhibitor-protein complexes, additionally allowing the analysis and choice of the most
appropriate scoring scheme for the complex in this sudy. The choice of models was
standardized and followed the criteria use of the same scoring scheme (Balanced) and balance
between the number of members and lowest binding energy. The balanced scoring scheme has
the best weight coefTicients for the energy used in the structures. The best complexes generated
by molecular docking studies were analyzed in terms of interface energy and interaction
between surface residues, and for models with a high number of members. The first 10 models

of the balanced energy parameter were used for the analysis of waste and interface energy.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using the Graphpad Prism software (version 5.0) and were
defined according to data distribution, using the D'Agostino-Pearson test, Statistical
significance of differences between groups was determined by Student's 1 test for analysis of
data with a maximum of two groups and by Unidirectional Analysis of Variance (ANOVA)
followed by Bonferroni's post-test for analyses of three or more groups. Results are presented
as the mean + Standard Error of the Mean (SEM). Freely distributed data are presented as
median and interquartile range. The significance level was set at 5% for all tests, with 95%
confidence, with 5 to 10 animals per group. In all cases, Spike groups results were compared to
control groups. Differences were considered significant when p<(0.05.
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FIGURES

Figure 1. Inoculation of increasing concentrations of SARS-CoV-2 Spike glveoprotein in
isolated jejunal loops. (A) Experimental model in C5TBL/S mice with schematic of 20019-
nCoV § primary structure colored in grayscale by domain. Domains that were excluded from
the ectodomain expression construct or could not be visualized in the final map are colored
white. 55, signal sequence; 527, 52 protease cleavage site; FP, fusion peptide; HR1, heptad
repeat 1; CH, central helix; CD, connector domain; HR2, heptad repeat 2; TM, transmembrane
domain; CT, cytoplasmic tail. Armows denote protease cleavage sites, (B) macroscopic view of
representative jejunal loops after 4 hours of PBS (Control; B-a) or Spike inoculation in the
concentration of 0.1 — 5.0pgdoop (B b-f). Bars in B are 1 cm length. (C) Wet Weight. (D)
Accumulation of secretion of intestinal fluid and (E) Chloride ion concentration, The results
are expressed as mean + standard error of the mean, n= 5-10 animals per group. *p=<0.05 w.
control group. ***p=0.001 ws. control group. "p<0.01 vs. group with the Spike concentration
3.0 pgloop. Statistical analysis was performed by one-way analysis of variance followed by

Bonferroni's test,

Figure 2. The SARS-CoV-2 Spike glycoprotein triggers an intestinal inflammatory
response in a novel murine model. (A) inflammatory/oxidative stress panel showing
histopathological scores (Aa-d), representative photomicrographs of H&E (Ae) show blunting
of villi, loss of goblet cells, and erosions on the epithelial surface leading to loss of mucosal
histoarchitecture (arrows), note the strong presence of focal and diffuse inflammatory infiltrates
in the distorted intestinal wall and hyperplasia in the intestinal crypts (#), infiltration of
inflammatory cells into the submucosa (##) and lamina propria (##4);Myeloperoxidase activity
(Af); glutathione levels and malondialdehyde levels (Ag-h) (B) histomorphometry panel; (C)
RT-gPCRE panel and (D)) Western blotting. Results are expressed as median and interquartile
range of mean + standard error of the mean, n= 6 to & animals per group. *p=<0.05 v. conirol
group, **p<0.01 w. control group. ***p<0.00]1 w. control group. Statistical analysis was
performed by Student's € test

Figure 3. The SARS-CoV-2 Spike glycoprotein inoculation promotes lysozyme release by
Paneth cells in the got wall. (A-a) Representative photomicrographs of HE stained sections
showing typical eosinophilic granules of Paneth cells at the base of the crypts (arrows); erypt
area (external) and area occupied by Paneth cells (internal) of control group. (A-c) and Spike
Spgdoop group (A-e). Objective lens 40w, (A-b) Number of Paneth cells per intestinal crypt;
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(A-d) Area occupied by Paneth cells in the intestinal erypt. (A-f) Percentage (%) relative 1o the
area occupied by Paneth cells in intestinal crypt. (B-a) Representative photomicrographs of
lysozyme immunohislochemistry; (B-b) Immunohistochemistry Paneth cell/crypl. Data are
presented in box-and-whisker plots with minimum and maximum values, median and
interquartile range or mean + standard error of the mean, n= 5 to & animals per group. ** p<0.01

wa. control group.

Figure 4. The SARS-CoV-1 Spike glvcoprotein destroys goblet cells and impairs mucin
production. Representative photomicrographs (H&E) show goblet cells stained with Periodic
Acid-Schifl (PAS"; A and B), Alcian blue (AB) pH 1.0 (D and E) and AB pH 2.5 (G and H).
Objective lens 40x. Representative photomicrographs of Muc2' immunohistochemistry (J);
objective lens 100x. Immunohistochemistry Muc2™ cell area in pixels (K). Data are presented
in box-and-whisker plots with minimum and maximum values, median and interquartile range
or mean + standard error of the mean, n= 5 to £ animals per group. *= p=<0.01 w. control group;

==* p<L001 ve. control group. Statistical analysis was performed by Student's t test.

Figure 5. SARS-CoV-1 Spike glycoprotein alters jejunal barrier fonction. (A)
Concentration-effect curve to KC1 (1 — 140 mM. (B) Concentration-effect curve to CCh (0.01
= 100 pM). (C) Ussing chamber transepthelial electric resistance and (D) short-circuit current,
RT-gPCR (E) Cldn2, (F) TjpJ and (G) Occluding Western blot analysis (H) claudin 5, (1) Z0-
1, (I Oceludin. Results are expressed as mean + standard error of the mean, n= 5-9 animals per
group, *p<0.05 vs, control group; **p<0.01 ws. control group. #p<0.03, indicates the lowest
concentration with a significant contracting effect. For the contractile analyses, two-way
analysis of variance was performed, followed by Bonferroni's test, while for RT-gPCR and

western blotting analysis, Student’s 1 est was performed.

Figure 6. Spike inoculation promotes reduction of ecllular metabolism and increases the
intestinal permeability of Caco-2 cells. (A) Metabolic reduction at 6, 12, and 24 hours; (B)
Percentage of metabolic reduction at 24 hours; (C) Cellular permeability. Results are expressed
as the mean + standard error of the mean. *p=<0.05 vs. control group; **p<0.01 w. control group;
==*p<(1.00] vs. control group. Statistical analvsis was performed using one-way analysis of

variance and two-way analysis of variance, followed by Bonferroni's test.
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Figure 7. Molecular interaction docking between SARS-CoV-2 Spike protein in the open
state (6VYDB) and synthetic peptides. (A) The protein-protein 3D molecular docking complex
with Spike (Sub A: deep blue, Sub B: green and Sub C: light blue) and NBD2 ligand (Sub D:
red, Sub C: yellow, Sub A: green and, Sub B: light green) illustrating the binding site; (B) The
protein-protein 3D molecular docking complex with Spike (Sub A: deep blue, Sub B: green and
Sub C: light blue) and NBD1 ligand (Sub D red, Sub C: vellow, Sub A green and, Sub B: light
green) illustrating the binding site; (C) The protein-protein 3D molecular docking complex with
Spike (Sub A: deep blue, Sub B: green and Sub C: vellow-green) and CFTR ligand (Sub A:
red) illustrating the binding site; (D) The protein-protein 3D molecular docking complex with
Spike (Sub A: deep blue, Sub B: deep blue and Sub C: light blue) and CACC ligand (Sub A:
light blue, Sub B: green-blue, Sub C: green, Sub D¢ green light, Sub E: green, Sub N and O:
red, Sub L and M: orange, Sub K and I: vellow, Sub H and I: light green , Sub F and G: green)

illustrating the binding site.

Figure 8. The Effects of SARS-CoV-1 Spike Protein on Gastrointestinal Health, The
schematic figure illustrates the complex interactions between the SARS-CoV-2 Spike protein
and the gastrointestinal (GI) tract, highlighting the observed effects in both rodent and human
samples. 1) Augmented Chloride Secretion in Jejunal Segments: In rodent jejunal segments,
exposure to the SARS-CoV-2 Spike protein triggers a remarkable increase in chloride (C1)
secretion. This electrolyte imbalance disrupts the homeostatic environment of the small
intestine, potentially leading to altered fluid balance and diarrhea. 2) Impairment of Mucosal
Integrity and Tight Junction Disruption: A novel murine model of enteritis induced by the
SARS-CoV-2 Spike protein demonstrates a profound impact on mucosal integrity, The protein's
presence leads to the disruption of tight junctions (TJs) between enterocytes, resulling in
reduced transepithelial electrical resistance. This breach in barrier function may facilitate the
translocation of harmful substances across the intestinal lining. 3) Increased Mucosal
Permeability in Human Enterocytes: In human enterocytes, exposure to the SARS-CoV-2 Spike
protein leads to an increase in mucosal permeability. This compromised barrier function allows
the passage of molecules that would normally be restricted, potentially contributing to systemic
inflammation and immune responses. 4) Reduced Mucus Blanket and MUC-2 Depletion:
Examination of the jejunum reveals a marked reduction in the mucus blanket that typically coats
the intestinal surface. Goblet cells, responsible for mucus production, show decreased bulk in
MUC-2, a key component of mucus. This reduction may compromise the protective barrier

provided by mucus, leaving the intestinal epithelium vulnerable to pathogenic insults. 5) Paneth
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Cell Degranulation and Lysozyme Depletion: SARS-CoV-2 inoculation in the luminal gut
environment triggers Paneth cell degranulation. These specialized cells release antimicrobial
molecules such as lysozymes, which play a crucial role in maintaiming gut microbial balance,
However, the presence of the Spike protein results in a notable reduction in lysozyme levels,
potentially affecting the gut's ability to control microbial populations. 6) Increased Expression
of Cytokines, Especially IL-6: The exposure to the SARS-CoV-2 Spike protein induces
heightened expression of cytokines, notably interleukin-6 (IL-6). This pro-inflammatory
cytokine may contribute to local and systemic inflammation, exacerbating gut tissue damage,
including innermost layers such as smooth muscle, and influencing the overall immune
response, T) Reduced Gut Motility: The cumulative effects of the SARS-CoV-2 Spike protein
on the GI tract culminate in reduced gut motility. This disruption may stem from the combined
impact of disrupted electrolyte balance, compromised mucosal integrity, and heightened
cytokine, mainly IL-6, expression. Altered gut motility can have cascading effects on digestion,
absorption, and overall GI function. The legend underscores the intricate cascade of events
triggered by the SARS-CoV-2 Spike protein's interaction with the gastrointestinal system,
highlighting the potential for significant disruptions in gut health and homeostasis. These
findings shed light on the broader impact of the virus beyond the respiratory system,
emphasizing the need for comprehensive understanding and targeted interventions. The lower

frame shows the legend of the illustration elements,
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ANEXO E — PREPARO DE SOLUCOES PARA CAMARAS DE USSING

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL
UNIDADE DE PESQUISAS CLINICAS & INSTITUTO DE BIOMEDICINA

Procedimento Operacional Padrao — POP

1. TITULO: Preparo de solu¢des para Camaras de Ussing

2. NOME DA INSTITUICAO: Instituto de Biomedicina

3. DEPARTAMENTO: Patologia e Medicina Legal

4. OBJETIVO: Preparo de solugdes para Camaras de Ussing

5. ALCANCE:
Setor de Camaras de Ussing.

6. RESPONSABILIDADE:

Professor orientador: Dr. Aldo A. M. Lima
7. MATERIAIS NECESSARIOS:

7.1. Vidraria:

1. Becker de 1000mL

2. Bastao de vidro

3. Balao volumétrico de 1000mL

4. Vidro dmbar de 1000 mL

5. Erlemeyer de 500mL

6. Tubos falcon de 15mL

7.2. Reagentes e suas concentragcées para solucao de manutencdo de
eletrodos:

1. Cloreto de sédio (NaCl 150 mM)

2. Cloreto de potassio (KCI 150 mM);

7.3. Reagentes/concentracoes para solugao de KRB (Krebs-ringer Bicarbonate):
1. Cloreto de sédio (NaCl 115 mM)

2. Bicarbonato de sddio (NaHCO3; 25 mM);

3. Fosfato de potassio dibasico (K2HPO4 2,4 mM);

4. Cloreto de calcio (CaCl; 1,2 mM);

5. Cloreto de magnésio (MgCl, 1,2 mM);

6. Fosfato de postassio monobasico (KH2PO4 0,4mM)

7.4. Reagentes e suas concentragdes para solugido de manutencao das
membranas:

1. Manitol (10 mM)

2. Glicose (10 mM)
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7.5. Reagentes e suas concentragdes para solugcdo de teste funcional das
membranas:

1. Teofilina (300 mM)

2. Glicose (300 mM)

8. PROCEDIMENTO:
1. Efetuar pesagem dos seguintes reagentes para solu¢ao de manutengao dos

eletrodos (1000 mL)

a. NaCl 8,8g
b. KCI 11,199
Preparar 1000mL de solugéo e ajustar o pH para 7,4.

2. Efetuar pesagem dos seguintes reagentes para solugdo de KRB (1000 mL)

a. NaCl 6,7206g
b. NaHCO:sl 2,1003g
c. KoHPO, 0,4181g
d. CaCl, 0,1764g
e. MgCl, 0,2439¢g
f. KH2POg4 0,0544g

Preparar 1000mL de solugéo e ajustar o pH para 7,4.
3. Efetuar pesagem dos seguintes reagentes para solugdo de manutengao das
membranas (300 mL em solugcao de KRB para cada um dos reagentes)

a. Manitol 0,54669g
b. Glicose 0,54069g
Com solugdao de KRB, adicionar os reagentes. Preparar uma solugcdo de manitol

(300mL) e uma solucéo de glicose (300mL).

4. Efetuar pesagem dos seguintes reagentes para solugao de teste funcional
das membranas (2 mL em solug¢ao de KRB para cada um dos reagentes)

a. Teofilina 0,1081g
b. Glicose 0,10809g
Com solucao de KRB, adicionar os reagentes. Preparar uma solugao de Teofilina

(2mL) e uma solucao de glicose (2mL).

9. VERIFICAGAO DOS DADOS:
Os dados deverao ser verificados periodicamente pelo responsavel pela técnica
praticada e por seu orientador.

12. NOTAS:

Caso necessario qualquer alteragcdo, os dados poderdo ser atualizados ou
modificados com prévia aprovacao do orientador responsavel.

Se necessaria a preparagdo de solugdes com volumes diferentes dos aqui
apresentados, refazer os cagulos da pesagem dos reagentes

REDIGIDO POR: REVISADO POR: APROVADO POR:

DATA DA REDAGAO: DATA DA REVISAO: DATA DA APROVAGAO:
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ANEXO F — PREPARO DO SISTEMA DAS CAMARAS DE USSING

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL
UNIDADE DE PESQUISAS CLINICAS & INSTITUTO DE BIOMEDICINA

Procedimento Operacional Padrao — POP

1. TITULO: Preparo do sistema das Camaras de Ussing

2. NOME DA INSTITUICAO: Instituto de Biomedicina

3. DEPARTAMENTO: Patologia e Medicina Legal

4. OBJETIVO: Preparo do sistema das Camaras de Ussing
5. ALCANCE:
Setor de Cémaras de Ussing.

6. RESPONSABILIDADE:
Professor orientador: Dr. Aldo A. M. Lima
7. MATERIAIS NECESSARIOS:

7.1. Camaras de Ussing:
7.2. Bomba propulsora de agua

7.3. Solugodes

1. Krebs-Ringer Bicarbonate (KRB)
2. Manutencgédo de membranas
3.Teste funcional

7.4. Outros materiais

1. Eletrodos de voltagem
2. Eletrodos de corrente

3. Pipetador automatico

7.5. Vidraria
1. Pipetas de 20mL
2. Becker de 300mL

8. PROCEDIMENTO:

1. Verificar o volume de agua na bomba propulsora de dgua, se necessario,
completar com agua destilada para manter o volume acima 80% da capacidade total

do reservatorio.
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2. Preparar as pontes de agar para conectar os eletrodos as camaras. Para
preparagdo das pontes de &agar, é pesado 2,4 g de Agar na balanga analitica e
adicionado a 50 ml de KRB dentro de um Becker de 100 ml. Em seguida, o Becker
contendo a solugdo de KRB-agar é colocada em banho-maria dentro de um outro
Becker de 1 L contendo 150 ml de agua fervendo em temperatura de 80 a 100 °C e
homogeneizada com uma bala magnética pequena em agitagao na velocidade 3 por
um periodo de 30 minutos, utilizando para isto um agitador magnético com placa
aquecedora. Apos o tempo de aquecimento, € observacéo se o agar esta homogéneo
e totalmente diluido, bem como se ja comegou a enrijecer, sinalizando que esta pronto
para ser distribuido nos cartuchos dos eletrodos, evitando a formagao de bolhas, que
podem interferir na captagdo do sinal elétrico pelos eletrodos. Sao utilizados 16
cartuchos para os eletrodos de voltagem e mesma quantidade para eletrodos de
corrente, mas, devido a necessidade de trocas de cartuchos durante a calibragao do
sistema, sendo preparados em cada experimento 20 cartuchos para os eletrodos de
corrente, que ddo menos problema, e 34 cartuchos para os eletrodos de voltagem.
2. Conectar os eletrodos no pré-amplificador e as pontes nas camaras contendo
solugcédo de KRB. Ordem dos eletrodos no pré-amplificador:
Eletrodos azuis (Voltagem): conectados na parte da frente da camara — V1 = direita
V2 = esquerda
Eletrodos vermelhos (Corrente): conectados na parte de atras da camara — |11 = direita

12 = esquerda

3. Ligar EVC-4000.

4. No pré-amplificador: virar o botao para “Operate”.

4.1. Checar a voltagem. Voltagem deve estar perto de zero. Caso muito acima de
zero, seguir os seguintes passos:

a) Verificar se as pontes de agar dos eletrodos apresentam bolhas, se sim, troca-las
imediatamente, e ver se as conexdes estdo devidamente conectadas ao pré-
amplificador.

b) Se ainda assim a Voltagem estiver muito acima de zero, trocar os eletrodos das
Camaras que estdo mostrando uma voltagem muito alterada. Fazer essas trocas de
eletrodos até conseguir que os valores de voltagem se encontrem abaixo de 1 mV.

Caso necessario colocar eletrodos novos em funcionamento.
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4.2. Ajustar a voltagem para zero usando os botbes “Coarse” e “Fine” no pré-
amplificador.

4.3. Colocar o pré-amplificador em “Standby”.

4.4. Verificar se a agua circulante dentro das colunas esta aquecendo. A solugao de
KRB dentro das cAmaras deve estar entre 37 e 38,5°C.

4.5. Conectar as colunas as camaras. Adicionar 5 ml de KRB em cada coluna.

4.6. Liberar o Gas verificando se a valvula verde esta frouxa.

a) Abra a valvula cinza em sentido anti-horario

b) Aperte a valvula verde no sentido horario até que comece a ver o gas sendo

liberado nas colunas.

4.7. Colocar pré-amplificador em “Operate”.

4.8. Zerar a resisténcia do fluido:

a) Apertar o botao “Fluid Res.” no EVC-4000. Verificar se a resisténcia esta proxima
de 100. Se estiver muito diferente ha algo de errado. Verificar se todos os eletrodos
estdo devidamente conectados ao pré-amplificador e se as pontes também estao
devidamente conectadas a camara. Caso, esses n&do sejam o problema, tomar nota
de que a resisténcia estava muito abaixo ou muito acima e seguir com o
procedimento.

b) Enquanto aperta “Fluid Res.”, usar o botao “Compensation” para zerar a resisténcia
do fluido até que a mesma chegue a zero ou muito préximo.

¢) Prender as conexdes que levam o KRB das colunas para as Camaras com as

pingas, previamente colocadas uma de cada lado do suporte.

4.9. Colocar o pré-amplificador em “Standby”

4.10. Carregar “Set clamp” em 50 pA.

4.10. Esvaziar as camaras e colunas, prender os tubos que saem das colunas com
as pingas que devem estar presas ao suporte das camaras.

4.11. Retirar as camaras, adicione 5ml de Manitol a coluna da direito que
correspondente ao lado mucoso da membrana, e, em seguida, adicione 5ml de

Glicose a coluna da esquerdo que e correspondente ao lado seroso da membrana.

9. VERIFICAGAO DOS DADOS:
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Os dados deverao ser verificados periodicamente pelo responsavel pela técnica
praticada e por seu orientador.

10. NOTAS:

Caso necessario qualquer alteragcdo, os dados poderdo ser atualizados ou
modificados com prévia aprovacao do orientador responsavel.

REDIGIDO POR: REVISADO POR: APROVADO POR:

DATA DA REDAGAO: DATA DA REVISAO: DATA DA APROVAGAO:
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ANEXO G - PREPARO DE PONTES DE AGAR PARA CAMARAS DE USSING

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL
UNIDADE DE PESQUISAS CLINICAS & INSTITUTO DE BIOMEDICINA

Procedimento Operacional Padrao — POP

1. TITULO: Preparo de pontes de Agar para Camaras de Ussing

2. NOME DA INSTITUICAO: Instituto de Biomedicina

3. DEPARTAMENTO: Patologia e Medicina Legal

4. OBJETIVO: Preparo de pontes de Agar para Camaras de Ussing
5. ALCANCE:
Setor de Cémaras de Ussing.

6. RESPONSABILIDADE:
Professor orientador: Dr. Aldo A. M. Lima
7. MATERIAIS NECESSARIOS:

7.1. Vidraria:
1. Becker de 1000 mL
2. Becker de 100 mL

7.2. Bomba propulsora de agua
7.3. Cilindro de ar com mistura cabogénica

7.4. Outros materiais

. Cartucho (pequeno) para os eletrodos de voltagem (30 unidades)

. Cartucho (grande) para eletrodos de corrente (20 unidades)

. Seringa de 20 mL com ponta plastica adaptada para o preenchimento das pontes
. Eletrodos de voltagem (azul)

. Eletrodos de corrente (vermelho)

. Agitador magnético com placa aquecedora

OO WN =

8. NOTA:

Antes de comecar o preparo das pontes, checar os seguintes pontos:

1) Verificar se tem agua na bomba propulsora. Baixe a valvula manualmente. Se a
mesma estiver maleavel, ndo é necessario adicionar agua. Caso n&o haja
maleabilidade, adiciona agua suficiente para a circulagao nas camaras.

2) No pré-amplificador, verificar se 0 mesmo se encontra em: stand-by, coarse e fine
devem estar zerados em suas marcacoes, botdo marcando out.
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3) EVC 4000 deve encontrar-se em: botdo meter deve estar voltado para mV, botédo
zero deve estar voltado para (+), e, compensation e set clamp devem estar marcando
zero.

4) No cilindro de ar, verificar se existe pressdo da mistura carbogénica no mesmo.

9. PROCEDIMENTO:

1. Em agitador automatico com base aquecedora colocar 300 ml de agua em um

Becker de 1000mL e aquecé-la em 80°C.

2. Preparacgdo da solugao de agar

a. Pesar 2,4g de Agar.

b. Dissolver Agar em 50ml de Solucao de Krebs (KRB) em Becker de 100 ml.

c. Ferver a solugdo em banho-maria dentro do Becker de 1000 ml. Deixar agitando
na velocidade 3 do agitador automatico, para que a solugao fique homogénea.

d. Quando Agar estiver translucido, a solugéo esta pronta.

e. Abaixe a temperatura da base aquecedora.

f. Com a solugao de Agar morna, succione um pouco da mesma com uma seringa de
ponta adaptada.

g. Preencha os cartuchos para eletrodos de voltagem (azul) e enrosque o respectivo
eletrodo.

h. Preencha os cartuchos para eletrodos de corrente (vermelho) enrosque o

respectivo eletrodo.

10. VERIFICAGAO DOS DADOS:
Os dados deverdo ser verificados periodicamente pelo responsavel pela técnica
praticada e por seu orientador.

11. NOTAS:
Caso necessario qualquer alteragdo, os dados poderdo ser atualizados ou
modificados com prévia aprovacao do orientador responsavel.

REDIGIDO POR: REVISADO POR: APROVADO POR:

DATA DA REDAGAO: DATA DA REVISAO: DATA DA APROVAGAO:
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ANEXO H - PREPARO DE MEMBRANA PARA CAMARAS DE USSING

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL
UNIDADE DE PESQUISAS CLINICAS & INSTITUTO DE BIOMEDICINA

Procedimento Operacional Padrao — POP

1. TITULO: Preparo e teste das membranas para Camaras de Ussing

2. NOME DA INSTITUICAO: Instituto de Biomedicina

3. DEPARTAMENTO: Patologia e Medicina Legal

4. OBJETIVO: Preparo de membranas para Camaras de Ussing
5. ALCANCE:
Setor de Cémaras de Ussing.

6. RESPONSABILIDADE:
Professor orientador: Dr. Aldo A. M. Lima
7. MATERIAIS NECESSARIOS:

7.1. Vidraria:

1. Pipeta de 1 mL

2. Becker de 300 mL

3. Placa de Petri de vidro de 100 mm
4. Pipetas de 20 mL

7.2. Material para cirurgia e dissec¢ao

1. Bisturi

2. Seringa de 1 mL para anestesiar camundongo

3. Tesoura

4. Compressas de gase

5. Seringa de lavagem auricular preenchida com Ringer, para lavagem da alga
intestinal

6. Pincas de tamanhos diversos

7. Luvas descartaveis

8. Caixa de isopor com gelo

7.3. Outros materiais

1. Canulas de vidro

2. Pingas metalicas

3. Foco de luz

4. Lupa de aumento

5. Canulas de polietileno de fino calibre
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9. PROCEDIMENTO:
9.1. Preparacao das membranas

1. Pesar o animal.

2. Organizar o local onde sera realizada a anestesia com todo material necessario.
3. Anestesiar o camundongo com 35m/Kg de Cetamina e 5mg/Kg de Xilazina.

4. Umedecer uma gaze com agua destilada e passe delicadamente sobre a regiao
abdominal do animal.

5. Com o bisturi abrir o abdémen do animal e com as maos (calgadas com luvas)
umedecidas em Ringer, faca uma ligeira pressdo no abdémen a fim de as algas
intestinais sejam expostas.

6. Apos a identificagcdo do apéndice, mega cerca de 4cm e, a partir dai, retire o
tamanho desejavel de ileo para que as membranas possam ser preparadas.

7. Transferir a parte de ileo seccionada para placa de Petri de 100 mm contendo 2 ml
de solucéo de Ringer gelada, com a placa de Petri repousando sobre o gelo.

8. Sacrifique o animal imediatamente.

9. Lavar a alga intestinal com solugdo de Ringer presente na seringa de lavagem
auricular.

10. Inserir a canulas de vidro na alga intestinal a fim de que esta possa ficar um pouco
tensionada para realizar a dissec¢cdo da camada serosa intestinal.

11. Ligar o foco de luz, colocar as lupas e com ajuda do bisturi e de uma pinga bem
fina comecar a retirar delicadamente a camada serosa intestinal.

12. Depois de retirada a camada serosa, cortar a alga intestinal em pedacos de + 1
cm? para serem montados nas camaras.

13. Colocar a membrana sobre o lado da cadmara onde se encontra o anel de
borracha, deixando a camada mucosa para cima.

14. Encaixar o outro lado da camara e levar ao sistema para que possa comecar a

ser aerada e irrigada com as solugdes de manutencao.

9.2. Teste funcional das membranas

1. Depois de parafusar as camaras no aparato, encaixar os eletrodos e adicionar 1 ml
de Manitol ao lado mucoso (esquerdo) e 1 ml de Glicose ao lado seroso (direito).
2. Recolocar as conexdes entre colunas e camaras que ja dever estar previamente

preenchidas com manitol e glicose.
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3. Retirar as pingas.

4. Checar se ha formacgao de bolhas. Caso haja bolhas no lado mucoso (direito), usar
canula de polietileno marcada com a etiqueta M (manitol) para retirar as bolhas. Caso
haja bolhas do lado seroso, usar canula de polietileno marcada com a etiqueta G
(glicose) para retirar as bolhas.

5. Verificar se ha aeragao suficiente para todas as camaras (se ha borbulhamento).
6. Ligar botao para “operate” apds o preparo de cada camara.

7. Deixar as membranas estabilizando por aproximadamente 30 min.

8. Realizar a primeira leitura usando uma tabela previamente preparada para a leitura
onde devem constar os seguintes parametros: PD, VC e CCC.

9. Realizagao da leitura:

a) Ler o PD — anotar valor na tabela.

b) Apertar em VC — anotar valor na tabela.

c) Girar “Set Clamp” até ler zero, mudar o botao “Meter” para “yA” — anotar valor em
CCC na tabela.

d) Voltar todos os botbes para a posicéo inicial. (PD, botdo “meter” em mV e
recarregar o botdo “set clamp” para 50.

e) Fazer essa acdo em todas as 8 camaras.

f) O intervalo de leitura é de 5 min.

10. Aos dez minutos de leitura, 200 uL de solugdo de manutengao devem ser retirados
do lado esquerdo das colunas e colocados em seguida 200 uL de solugéo de Teofilina
(serosa).

11. Aos dez minutos de leitura, 200 uL de solugdo de manutengao devem ser retirados
do lado direito das colunas e colocados em seguida 200 uL de solugao de Glicose
(mucosa).

12. As leituras séo realizadas até 30 minutos quando entdo podem ser iniciar os testes

farmacoldgicos ou fisioldgicos.

10. VERIFICAGAO DOS DADOS:
Os dados deverao ser verificados periodicamente pelo responsavel pela técnica
praticada e por seu orientador.

11. NOTAS:
Caso necessario qualquer alteragdo, os dados poderdo ser atualizados ou
modificados com prévia aprovacgao do orientador responsavel.
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Procedimento Operacional Padrao — POP

FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL
UNIDADE DE PESQUISAS CLINICAS & INSTITUTO DE BIOMEDICINA

1. TITULO: Finalizacdo e limpeza das Camaras de Ussing

2. NOME DA INSTITUICAO: Instituto de Biomedicina

3. DEPARTAMENTO: Patologia e Medicina Legal

4. OBJETIVO: Finalizacao e limpeza das Camaras de Ussing

5. ALCANCE:
Setor de Cémaras de Ussing.

6. RESPONSABILIDADE:
Professor orientador: Dr. Aldo A. M. Lima

7. MATERIAIS NECESSARIOS:

7.1. Vidraria:
1. Becker de 500 mL

7.2. Outros materiais

1. Escova

. Swab

. Esponja

. Seringa com ponta adaptada

. Pisseta com agua destilada

. Manta aquecedora

. Sabéo neutro

. Solugédo de manutencgao de eletrodos

ONO O WN

8. PROCEDIMENTO:

“operate” para “stand by”.

2. Desligando o sistema
a) Desligar EVC-4000

b) Deixar em zero os botdes “compesation” e “set clamp”.

1. Ao finalizar todas as leituras em seus devidos tempos, girar o botdo de

¢) No pré-amplificador deixar os botdes “coarse” e “fine” em suas marcagdes originais
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d) Desligar a bomba propulsora de agua

e) Desencaixar os conectores entre camaras e colunas para escoar as solugdes
presentes nas colunas.

f) Fechar valvula do gas seguindo os seguintes passos: fechar a valvula cinza em
sentido horario para que haja queda de pressao do ar e, em seguida, fechar a valvula
verde em sentido anti-horario

g) Desprender as camaras e retira-las para serem higienizadas.

h) Colocar as membranas em lixo adequado para que possam ser descartadas
corretamente.

i) Descartar as solugdes em local adequado.

j) Desligar a bomba de circulagao termoestavel.

3. Limpeza dos componentes das Camaras de Ussing

a) Colunas:

- Depois de esvaziadas, prender as conexdes das colunas com as pingas, preencher
as colunas com agua destilada e um pouco de sabao e esfregue levemente com uma
escova.

- Desprender as pingas, deixar a agua escoar (use um becker) e, com a ajuda de
uma pisseta, enxaguar as colunas abundantemente com agua destilada.

- Apo6s enxaguar todas as colunas com agua destilada, enxaguar entdo com agua

destilada quente usando uma seringa para auxiliar nessa agao.

b) Camaras:

- Ap6s desmontar as camaras e descartar a membrana, lavar as camaras com um
pouco de sabdo em uma esponja macia.

- Enxaguar bem até que todo sab&o tenha saido.

- Colocar as caAmaras dentro de um recipiente com agua destilada por alguns minutos

para que saia qualquer residuo de sabao.

c) Pontes

- Desconectar as pontes dos eletrodos.

- Com ajuda de uma seringa com a ponta adaptada, enché-la de ar e pressionar
contra a ponte até que o Agar saia. A pressao deve ser aplicada no lado contrario do

encaixe do eletrodo.
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d)Eletrodos

- Depois de desconectados das pontes, limpar os eletrodos suavemente com a ajuda
de um swab de cerdas macias, para retirada de possiveis residuos de Agar.

- Colocar os eletrodos em solu¢do de manutengéo de eletrodos (KCI/NaCl) pH=7,4

- Colocar os eletrodos, s6 a parte metalica, em hipoclorito de sddio a 10% e deixar

overnight. Apods isso, tirar 0 excesso de hipoclorito com swab macio e agua destilada.

9. VERIFICAGAO DOS DADOS:
Os dados deverao ser verificados periodicamente pelo responsavel pela técnica
praticada e por seu orientador.

10. NOTAS:
Caso necessario qualquer alteragdo, os dados poderdo ser atualizados ou
modificados com prévia aprovacao do orientador responsavel.
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