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RESUMO 
A desnutrição infantil é considerada um grave problema de saúde pública, pois está 

associada a altas taxas de mortalidade, déficits cognitivos e de crescimento. O uso de 

modelos pré-clínicos translacionais é essencial para buscar tratamentos mais adequados 

e importante para reduzir a morbidade associada à desnutrição. Desta forma, o objetivo 

deste trabalho foi avaliar a função da barreira epitelial intestinal de camundongos sujeitos 

a um modelo animal de desnutrição aguda baseado na dieta complementar de crianças 

com desnutrição, conforme descrito no estudo COORTE multicêntrico MAL-ED, e 

investigar se o tratamento com glutamina reverte as alterações causadas. Para induzir a 

desnutrição 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 concentração final de 31,4 mM na água de beber) por cinco 

dias, iniciando no oitavo dia após o início da dieta. Outro grupo de animais recebeu a 

mesma concentração de glicina isonitrogênica, para investigar se os resultados 

encontrados no tratamento com glutamina foram causados pelo aumento dos níveis de 

nitrogênio. Nos dias 0, 7 e 12 do protocolo experimental, a composição corporal e o 

desenvolvimento corporal foram mensurados. A função de barreira intestinal foi 

mensurada utilizando parâmetros eletrofisiológicos de Diferença de Potencial (DP), 

Corrente de Curto-Circuito (CCC) e Resistência Transepitelial (Rt) basais, bem como na 

absorção de glicose, glutamina e alanil-glutamina. Camundongos submetidos à dieta 

MAL-ED apresentaram redução da massa gorda, ganho de peso e crescimento corporal. 

As análises realizadas no sistema automatizado de Câmaras de Ussing (SCU) indicaram 

aumento da Rt frente a concentrações cumulativas de glutamina e alanil-glutamina, o que 

sugere baixa absorção 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 função 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 alterações 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 restauração da função da 

barreira epitelial intestinal. 

Palavras chaves: Barreira intestinal; Câmara de Ussing; Desnutrição; 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. INTRODUÇÃO 
 

1.2. Desnutrição 

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

excesso ou desequilíbrio no consumo de energia e/ou nutrientes (WHO, 2006). Essa 

condição é classificada em três principais categorias: desnutrição, excesso de peso e 

desnutrição relacionada a micronutrientes. A desnutrição, por sua vez, pode ser 

subdividida em desnutrição aguda (conhecida como wasting em inglês), desnutrição 

crônica (stunting em inglês) e subnutrição (underweight em inglês). Já o excesso de peso 

engloba o sobrepeso, a obesidade e doenças não transmissíveis relacionadas à dieta, tais 

como doenças cardiovasculares, diabetes e alguns tipos de câncer. A desnutrição 

relacionada a micronutrientes abrange a deficiência de micronutrientes, como a carência 

de vitaminas e minerais essenciais, assim como o excesso desses elementos (BOSWELL, 

2021; IDDRISU et al., 2021; WHO, 2021). 

O diagnóstico de desnutrição infantil pode ser realizado por meio de várias 

abordagens. Entre elas, estão a avaliação dos índices antropométricos, como o escore Z, 

o índice de massa corporal (IMC), as dobras cutâneas ou a circunferência do braço médio. 

Além disso, são considerados indicadores bioquímicos, como a albumina plasmática, e 

sinais clínicos, como a retenção de líquidos, alterações no cabelo ou na pele (OMS, 2006). 

Os indicadores antropométricos apresentam vantagens, sendo métodos não 

invasivos e com sensibilidade para detectar todos os tipos de desnutrição. Por outro lado, 

os métodos bioquímicos e os sinais clínicos requerem um grau mais acentuado de 

desnutrição para que o resultado seja validado (OMS, 2006). Por exemplo, a presença do 

sinal clínico de retenção de líquidos indica desnutrição grave causada pela 

hipoalbuminemia resultante da deficiência proteica (ARCIERI et al., 2021; 

COULTHARD, 2014). 

O escore Z já foi considerado o padrão principal para o diagnóstico da desnutrição 

infantil, permitindo a distinção entre os diferentes tipos de desnutrição e o grau de 

gravidade (Tabela 1). No entanto, a Sociedade Americana de Nutrição Parenteral e 

Enteral e a Academia de Nutrição e Dietética apresentaram uma nova série de indicadores 

de diagnóstico de desnutrição na população pediátrica com idades de 1 mês a 18 anos, 

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

O diagnóstico de desnutrição infantil pode ser realizado com base em um único 

ponto de dados ou por meio da comparação de dois pontos de dados. No primeiro caso, o 

diagnóstico pode ser estabelecido utilizando o escore Z em parâmetros como peso para 

altura, índice de massa corporal (IMC) para idade, comprimento/altura para idade ou 

circunferência do braço médio. Já na abordagem com dois pontos de dados, o diagnóstico 

pode ser feito com base nos seguintes critérios: velocidade de ganho de peso (para 

crianças com menos de 2 anos de idade), percentual de perda de peso (para crianças entre 

2 e 20 anos de idade), desaceleração do escore Z de peso por comprimento/altura e 

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

específicos para determinar a gravidade da desnutrição no paciente (BOUMA, 2017). 

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

Diagnóstico Escore Z 

Desnutrição aguda peso para altura (WHZ, do inglês weigth-heigth Z escore) 
Desnutrição crônica altura para a idade (HAZ, do inglês heigth-age Z escore) 
Subnutrição peso para a idade (WAZ, do inglês weigth-age Z escore) 
Gravidade Desvio padrão* 
Leve -2,0 ≤ escore Z < -1,0 
Moderado -3,0 ≤ escore Z < -2,0 
Grave      Escore Z < -3,0 

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

O Escore Z é considerado o desvio do valor de um indivíduo em relação ao valor 

da mediana de uma população de referência, dividido pelo desvio padrão da população 

de referência, ou sendo transformado para distribuição normal (WHO, 2006). Em termos 

práticos, o escore z corresponde ao número de desvios-padrão que o dado analisado está 

distante de sua mediana de referência e varia de -3 a +3. A OMS recomenda a utilização 

do escore z nas relações de peso-para-idade e estatura-para-idade, em relação aos valores 

obtidos na população de referência do Centro Nacional de Estatística em Saúde dos 

Estados Unidos (NCHS – National Center for Health Statistics). O ponto de corte fica 

entre escore Z < -2, que significa 2 desvios padrão abaixo da média da população de 

referência, sendo que na desnutrição aguda o peso-para-idade e peso-para-estatura 
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apresenta escore Z < -2, e na desnutrição grave tem escore Z < -2 para o índice estatura-

para-idade. 

Já na desnutrição aguda ou crônica, o escore Z para peso-para-estatura ou estatura-

para-idade fica entre escore Z < -1 para desnutrição aguda e escore Z < -2 para desnutrição 

crônica (DE ONIS; HABICHT, 1996; WHO, 2006). 

Quanto aos tipos de desnutrição, de forma geral, a desnutrição aguda está 

relacionada a ocorrência, de forma recente e severa, de perda de peso por deficiência 

nutricional ou em decorrência de alguma enfermidade, como doenças infecciosas, por 

exemplo (IDDRISU et al., 2021; WHO, 2021). Em quadros graves de desnutrição aguda, 

o risco de mortalidade aumenta consideravelmente e seus efeitos podem durar vários 

meses, quando o tratamento é ineficaz ou inexistente (ADEGOKE et al., 2021; ISANAKA 

et al., 2011; KEBEDE, 2022). 

Já no contexto de desnutrição crônica, a causa normalmente está relacionada a 

condições socioeconômicas precárias, que envolvem a saúde da mãe, seu estado 

nutricional durante a gestação e amamentação, bem como a ocorrência frequente de 

doenças, maus cuidados nutricionais ou inadequados na primeira infância (WHO, 2021). 

Mesmo não possuindo um alto risco de mortalidade como na desnutrição aguda, a 

desnutrição crônica, quando manifestada nos primeiros 1000 dias de vida, tem sido 

relacionada com déficit cognitivo, obesidade e síndromes metabólicas na vida adulta 

(ALAM et al., 2020; BARTELT; BOLICK; GUERRANT, 2019; DEBOER et al., 2013; 

TICKELL; ATLAS; WALSON, 2019). 

A desnutrição também pode estar associada à carência de micronutrientes, sendo 

o iodo, ferro e vitamina A considerados os mais significativos em termos de impacto na 

saúde pública global. Essa deficiência representa uma grande ameaça à saúde, 

especialmente para crianças e mulheres grávidas em países pouco desenvolvidos e com 

distribuição de renda insuficiente. Resultados encontrados em outros estudos revelaram 

que uma densidade adequada de macronutrientes e micronutrientes na alimentação 

complementar pode reduzir a ocorrência de disfunção entérica ambiental, também 

conhecida como enteropatia ambiental, e melhorar a função de barreira intestinal. Essas 

condições contribuem para o desenvolvimento de desnutrição em várias 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 desnutrição aguda 

 
 

A disponibilidade de dados epidemiológicos sobre a desnutrição infantil nos 

últimos 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 países, incluindo o Brasil, retornando ao mapa da fome. Em 2021, 

aproximadamente 828 milhões de pessoas em escala mundial estavam vivenciando 

subnutrição crônica, e cerca de 193 milhões de pessoas sofriam de subnutrição aguda em 

53 países. Além disso, cerca de 641 milhões de pessoas enfrentavam insegurança 

alimentar em 88 países (WORLD FOOD PROGRAMME, 2023). 

Quanto à desnutrição infantil, o último relatório divulgado pelas autoridades 

competentes registrou que aproximadamente 45,4 milhões de crianças menores de 5 anos 

foram afetadas por desnutrição aguda, sendo que cerca de 13,6 milhões delas 

apresentaram casos graves. Essa estimativa mais recente sobre a prevalência da 

desnutrição infantil indica que a Ásia e a África 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 milhões de crianças menores de 5 anos foram 

afetadas por desnutrição aguda moderada a severa na Ásia. Dentre essas, 10,3 milhões 

foram diagnosticadas com desnutrição aguda grave. A maior prevalência de casos de 

desnutrição aguda na Ásia foi registrada no Sul da Ásia, com cerca de 25 milhões de 

crianças 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 Crianças e Adolescentes, os quais foram 

coletados no Sistema de Vigilância Alimentar e Nutricional (SISVAN) do Ministério da 

Saúde e divulgados pela Agência Brasil de Comunicação, o índice de desnutrição em 

crianças 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 alcançando 

5,3% em 2021, entre os grupos etários acompanhados pelo Sistema Único de Saúde (SUS). 

Quando considerado o grupo de meninos negros, esse índice aumenta em 2 pontos 

percentuais, alcançando o ápice de 7,5% em 2019 (BRASIL, 2022). 
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Figura 1 – Prevalência mundial de desnutrição aguda infantil 

 
Fonte: Adaptado de UNICEF; WHO; WORLD BANK GROUP (2023). 
1. Os dados dos países são as estimativas de pesquisa disponíveis mais recentes entre 2012 e 2022; as 
exceções, onde são mostrados dados mais antigos (2000–2011), são indicadas com um asterisco (*) e onde 
apenas dados anteriores a 2000 estão disponíveis, a nota de rodapé † é usada, indicando que não há dados 
recentes. 2. Ásia Oriental, excluindo o Japão. 3. Oceania, excluindo Austrália e Nova Zelândia. 4. A 
estimativa sub-regional da América do Norte é baseada apenas em dados dos Estados Unidos. Não há 
estimativa disponível para as sub-regiões da Europa ou Austrália e Nova Zelândia devido à insuficiente 
cobertura populacional. Esses mapas são estilizados e não estão em escala; eles não refletem uma posição 
do UNICEF, OMS ou Grupo do Banco Mundial sobre o status legal de qualquer país ou território ou a 
delimitação de quaisquer fronteiras. 

 
 
Um estudo recente aponta que a pandemia de COVID-19 pode ter exacerbado essa 

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

totalmente quantificados. Além disso, pouco se sabe qual será o impacto que a crise 

econômico-social gerada pela pandemia de COVID-19 terá na desnutrição crônica 

infantil nos próximos anos (HEADEY et al., 2020). 

Os gastos gerados na tentativa de reverter e tratar os danos causados pela 

desnutrição infantil geram um enorme impacto na economia da população. Estima-se que 

até US$ 3,5 trilhões sejam gastos por ano, o que equivale a US$ 500 por indivíduo 

(BEAUDREAULT, 2019; GLOPAN, 2022), abrangendo custos de internações e 

tratamentos. Além disso, há impactos como baixo rendimento escolar e qualificação 

profissional, que levam a um déficit na produtividade na vida adulta devido a esses fatores 

e à má condição física (GRANTHAM-MCGREGOR et al., 2007; VICTORA et al., 2008). 

Cada vez mais, reconhece-se que fatores ambientais e dietéticos têm uma 

influência significativa na composição e função da microbiota intestinal durante a 

infância. Em regiões com alta prevalência de desnutrição infantil, além das variações nos 
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parâmetros antropométricos, como peso e/ou altura para idade, é possível observar 

divergências na composição da dieta complementar consumida nessas áreas, em 

comparação com locais onde a desnutrição infantil é menos comum. Ao mesmo tempo, 

podem surgir semelhanças no perfil nutricional da dieta entre países afetados pela 

desnutrição infantil. Dietas consumidas por crianças de países pobres e em 

desenvolvimento, baseadas em plantas com pouco consumo proteico, como a consumida 

no Myanmar (HLAING et al., 2016), ou baseadas em criação 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 redução calórica e proteica no consumo, ainda 

apresentam baixa quantidade de vitaminas e minerais na composição. Pesquisas 

demonstraram que crianças desnutridas apresentam uma maior presença de 

enteropatógenos, e quanto maior o número de patógenos identificados nas fezes, menores 

são 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 desnutrição e das limitações éticas para ensaios 

clínicos em seres humanos, diversos modelos animais têm contribuído para o 

entendimento da fisiopatologia associada a diferentes deficiências nutricionais (PARK et 

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

 
 

1.2.2. Modelos experimentais de desnutrição: importância e limitações 

 
 

Os modelos experimentais que induzem desnutrição têm sido fundamentais para 

a compreensão dos efeitos da deficiência proteica, energética e de micronutrientes 

específicos no desenvolvimento saudável (Tabela 2). Um dos enfoques é o uso de 

modelos de restrição calórica (Tabela 2), que são relevantes para demonstrar os impactos 

da carência energética em diversos sistemas corporais, incluindo o comprometimento da 

função imunológica, frequentemente observado em crianças desnutridas (IBRAHIM et 

al., 2017). 

Os modelos animais mais frequentemente utilizados são aqueles de deficiência 

proteica, uma vez que a desnutrição energético-proteica e a desnutrição aguda têm alta 

prevalência em países em desenvolvimento e estão associadas a altas taxas de mortalidade 
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infantil (NGO; ORTIZ-ANDRELLUCCHI; SERRA-MAJEM, 2016). A dieta com apenas 

2% de proteína tem sido empregada em alguns estudos para avaliar os efeitos na barreira 

morfofuncional, no sistema imunológico e no metaboloma (MAYNERIS-PERXACHS et 

al., 2016; SANTOS et al., 2016), além de induzir modelos de desnutrição e infecção por 

patógenos específicos (GIALLOUROU et al., 2018). 

A recomendação da WHO (World Health Organization) e da FAO (Food and 

Agriculture Organization) quanto ao consumo diário de proteínas é de 15 a 20% nos 

primeiros 24 meses de vida (BUDHATHOKI et al., 2019; FAIZAN; ROUSTER, 2023; 

GARCIA-IBORRA et al., 2023; HÖRNELL et al., 2013). Diante disso, dietas como a 

Dieta Básica Regional (DBR) com 7% de proteína têm sido amplamente utilizadas para 

demonstrar a relação entre a dieta e a exposição a uma microbiota específica para o 

desenvolvimento da enteropatia ambiental e suas consequências (Tabela 2) (BROWN et 

al., 2015). 

Além disso, modelos experimentais de deficiência de micronutrientes são 

importantes para compreender o papel desses nutrientes no desenvolvimento saudável. 

Entre eles, a deficiência de zinco se torna um alvo devido à sua alta prevalência em 

crianças lactentes de países de baixa renda, além de estar relacionada ao crescimento 

prejudicado, anomalias neuronais, anemia ferropriva e doenças cardiovasculares 

(AHSAN et al., 2021). Até o momento, nenhum modelo animal de desnutrição avaliou a 

associação entre a deficiência de macronutrientes e zinco. 

Dentre os quatro modelos de dieta baseados na composição alimentar de 

populações de regiões específicas, destacam-se a DBR (Tabela 2), a dieta de milho 

vegetal e a dieta M8. A DBR é uma dieta frequentemente utilizada em experimentos com 

animais, que mimetiza a composição alimentar da região semiárida do Brasil. Possui 

menor teor de proteína (7%) e lipídeos (5%), além de maior quantidade de carboidratos 

(88%), em comparação com a dieta controle, que consiste de 65% de carboidratos, 20% 

de proteína e 15% de lipídeos (TEODÓSIO et al., 1990). 

A dieta de milho vegetal (Tabela 2) foi desenvolvida com base nos alimentos mais 

consumidos por crianças com kwashiorkor no Malawi. Essa dieta apresenta uma redução 

de 35% na proteína, 47% nos lipídeos, 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 população do Malawi; possui menor teor de proteína (4,36%) e lipídeos 

(3,66%), e mais carboidratos (26,1%). Além de incluir no teste a influência de fibras 

(4,79%) (BLANTON et al., 2016).  

A dieta MAL-ED (Tabela 2), é derivada de um estudo recente que quantificou a 

energia, macronutrientes e micronutrientes da dieta complementar de crianças desnutridas 

de sete países de baixo poder socioeconômico, pertencentes ao estudo coorte de 

desnutrição e infecção entérica (MAL-ED, do inglês Malnutrition - Enteric Diseases). 

Em sua composição centesimal, a dieta MAL-ED apresenta -8.03% de energia, -37.46% 

de proteína, -24.20% de lipídeos, -10.83% de zinco, +5.93% de carboidratos e +45.17% 

de fibra, em comparação com a dieta controle. Esta última contém 391.69 Kcal, 21,25 g 

de proteínas, 6,57 g de lipídeos, 35 mg de zinco, 61,89 g de carboidrato e 2,9 g de fibra 

em sua composição (MACIEL et al., 2021; RIBEIRO, 2022). 
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Tabela 2 – Modelos experimentais de deficiência nutricional e efeitos nos parâmetros corporais, intestino, sistema imunológico e demais sistemas 

Modelo pré-clínico Parâmetros 
corporais Intestino Sistema imunológico Demais sistemas corporais Referência 

Restrição calórico           

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

JAHNG et al., 
2007 

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

Redução dos níveis 
sistêmicos de TNF - PAN et al., 2018 

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

NÚÑEZ et al., 
2013 

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

adipócitos 
- PARK et al., 

2017 

Deficiência proteica           

0% de proteína - - - - - 
0,7% de proteína - - - - - 

2% de proteína- 
desnutrição pós- 

desmame 
Redução de peso - Aumento de MPO e 

lipocalina-2 nas fezes 

Diversidade da microbiota mais 
alta: expansão de 

Verrucomicobria, perda de 
abundância de Firmicutes e 

permanência de Bacteroidetes 

BARTEL et al., 
2017; 

MAYNERIS- 
PERXACHS et 

al., 2016 

4% de proteína- 
desnutrição pós- 

desmame 
Redução de peso 

Aumento de permeabilidade 
a pequenas moléculas no íleo 

e cólon e diminuição da 
expressão de ocludina nos 

mesmo segmentos 

- Redução dos níveis plasmáticos 
de zinco 

EYZAGUIRRE- 
VELASQUEZ 

et al., 2017 

6% de proteína – 
desnutrição materno-

fetal 

Redução de peso no 
nascimento 

Aumento de dissacaridades 
no intestino; aumento da 
expressão de SGLT-1, 
GLUT-2 e PEPT-1 no 

duodeno 

- - PINHEIRO et 
al., 2013 

Dieta semelhante a 
DBR - desnutrição pós 

desmame 
- 

Sem atrofia de vilos, 
indicativo de dano a 

integridade intestinal, 
aumento de claudina-2 e 

redução de ZO-1 

- - BROWN et al., 
2015 
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Deficiência de zinco           

0% de zinco 

Reduziu o peso 
apenas de animais 

infectados 

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

infectado por EAEC 

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

IL-6, IL-23α e Csf3 quando 
infectado por EAEC 

Aumento de suscetibilidade a 
infecção por EAEC 

BOLICK et al., 
2014 

Reduziu o peso de 
animais infectados 

Diarreia, aumento de 
secreção de muco, 

embotamento de vilos no íleo 
e aumento de infiltrado 

celular, edema e secreção de 
muco no cólon, quando 

infectados por 
Campylobacter jejuni 

Aumento de lipocalina-2 e 
MPO no íleo, quando 

infectados por 
Campylobacter jejuni 

Aumento de metabólitos 
associados a inflamação e estresse 
oxidativo, quando infectados por 

Campylobacter jejuni 

GIALLOUROU 
et al., 2018 

< 1,5 ppm de zinco Não alterou o peso - - Fator de risco para doença 
hepática alcoólica 

ZONG et al., 
2013 

< 2 ppm de zinco 

Não alterou o peso - Sem inflamação 
Alterações menos pronunciadas 
na microbiota e metaboloma que 
dieta deficiente em proteína (2%) 

MAYNERIS- 
PERXACHS et 

al., 2016 

Reduziu o peso de 
animais infectados 

Diarreia, fezes com sangue, 
maior colonização no cólon, 

sem aumentar os escores 
histopatológicos, quando 
infectados por Shigella 

flexneri 

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

ceco, quando infectados por 
Shigella flexneri 

Aumento de suscetibilidade a 
infecção por Shigella flexneri 

QS MEDEIROS 
et al., 2019 

30 mol/kg Retardo do 
crescimento - - - 

VAN WOUWE; 
VELDHUIZEN, 

1996 
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Baseadas na 
composição alimentar 

de populações 
          

DBR- desnutrição 
materno-fetal e pós-

desmame 

Redução do peso e 
menor ganho de peso 

Aumento da profundidade de 
criptas no jejuno e redução de 
células caliciformes, aumento 
de translocação de bactérias 

- - QUEIROZ et 
al., 2014 

Redução do peso e 
menor ganho de peso 

Atrofia de cripta; redução da 
corrente curto-circuito basal 
no íleo; aumento dos níveis 
de transcritos de PEPT-1, 

SGLT-1, claduina-2 e 
ocludina e redução dos níveis 

de SN2 

- - SAMPAIO et 
al., 2016 

  

Redução da expressão de 
claudina-3 no jejuno; atrofia 
de vilos e criptas no jejuno; 

redução da resistência 
elétrica basal; indicativo de 
dano a integridade intestinal 

- - UENO et al., 
2011 

Milho vegetal 

Redução de peso e 
menor crescimento 

Embotamento de vilos e 
criptas -   

LYKKE et al., 
2013; MAY et 

al., 2018 

  - - Esteatose hepática e edema 
bilateral FOLLIS, 1957 

M8 Menor peso e menor 
massa magra - - 

Microbiota imatura (22 espécies), 
predominância de Clostridium 

neonatale 

BLANTON et 
al., 2016 

Dieta MAL-ED 
Redução de peso, 

menor ganho de peso 
e menor crescimento 

Aumento da permeabilidade 
paracelular, dano na barreira 

epitelial intestinal, redução da 
área absortiva, aumento da 

área intestinal e maior 
transcrição de RNAm de 

FATCD/36 

  RIBEIRO, 2022 

Fonte: RIBEIRO, 2022. 
Sumarização dos resultados encontrados para as diferentes dietas experimentais indutoras de desnutrição nos diversos sistemas corporais. 
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1.2.3. A busca por tratamentos eficazes 
 
 

A busca por alternativas eficazes no tratamento da desnutrição é constante, dada 

a importância dessa condição para o desenvolvimento saudável. Blanton et al. (2016) 

demonstraram que o transplante de microbiota de crianças desnutridas foi capaz de 

induzir desnutrição em camundongos germe free, enquanto a suplementação com cinco 

bactérias da microbiota de crianças saudáveis (Faecalibacterium prausnitzii 

Ruminococcus gnavus, Clostridium nexile, Clostridium symbiosum, Dorea 

formicigenerans) melhorou a taxa de crescimento e as alterações metabólicas nos animais 

desnutridos pela dieta M8. Outro estudo demonstrou que a administração de 

Lactobacillus plantarum foi capaz de manter o crescimento em animais desnutridos, 

reduzindo a sensibilidade ao hormônio do crescimento induzida pela desnutrição crônica 

(SCHWARZER et al., 2016). 

Nutrientes específicos, como a glutamina isolada ou combinada com zinco e 

vitamina A, são considerados boas alternativas para prevenir a ruptura da função de 

barreira epitelial intestinal e melhorar o crescimento de crianças 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 translocação 

bacteriana e reduziu os níveis de citocinas IL-1β e TNF-α para os níveis de controle (DE 

QUEIROZ et al., 2014). Mais recentemente, um estudo identificou desregulações 

significativas no metabolismo de ácidos graxos em crianças com disfunção entérica 

ambiental, uma condição que resulta em déficit de crescimento, sugerindo que a 

restauração da homeostase dos ácidos biliares no intestino pode fornecer um novo alvo 

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

 
 
1.3. Glutamina 
 

A glutamina é um aminoácido não essencial, o que significa que pode ser 

sintetizado em quantidades necessárias para o consumo diário. No entanto, em certas 

condições, pode ser considerado essencial, sendo então denominado condicionalmente 

essencial (LACEY; WILMORE, 1990). A glutamina tem como precursores o glutamato, 

pela via da glutamina sintetase (glutamato+amônia+ATP) (HOLECEK, 2013). 
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Com um peso molecular de 146,14 g/mol e composição de 41,09% de carbono, 

6,09% de hidrogênio, 32,84% de oxigênio e 19,17% de nitrogênio (ROTH, 2008; SHAH; 

WANG; MA, 2020; WERNERMAN, 2008), a glutamina está presente em muitas 

proteínas. Sua síntese diária em humanos saudáveis varia de 40 a 80 g e representa cerca 

de 20% do total dos aminoácidos livres do plasma, com concentrações entre 0,5 a 0,9 mM 

(ROTH, 2008; SHAH; WANG; MA, 2020; WERNERMAN, 2008).  Descoberta como 

aminoácido pela primeira vez por Hlasiwetz e Habermann (1873), sugeriu-se que a 

amônia encontrada em hidrolisados proteicos resultava da liberação de glutamina e 

asparagina (HLASIWETZ; HABERMANN, 1873; LIMA, 2006). Hans Krebs, em 1935, 

identificou as enzimas que catalisam a síntese e hidrólise de glutamina em tecidos, 

utilizando rins de cobaias e ratos para este fim (KREBS, 1935). 

A concentração sérica de glutamina, apesar de naturalmente alta, é altamente lábil, 

diminuindo rapidamente em situações de estados catabólicos, doenças graves, pós-

operatório, infecções sistêmicas e no caso de transplante de medula óssea. A redução dos 

níveis séricos de glutamina durante estados catabólicos é mais acentuada em comparação 

com outros aminoácidos. Quando a demanda por glutamina excede sua produção natural 

no organismo, seus níveis diminuem proporcionalmente à gravidade da doença, como 

observado na diminuição plasmática em indivíduos 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 

catabólicos têm revelado que a redução dos níveis plasmáticos e teciduais de glutamina 

pode ser revertida através da administração de quantidades significativas desse 

aminoácido em soluções de nutrição parenteral. Isso resulta em benefícios, como aumento 

do peso corporal, melhora no balanço nitrogenado e aumento das células do epitélio 

gastrointestinal (FUKATSU, 2019; STEHLE; KUHN, 2015; SUKHOTNIK; LEVI; 

MORAN-LEV, 2023). 

A glutamina desempenha um papel essencial em diversas células, atuando como 

doador de átomos de nitrogênio durante a síntese de purinas, pirimidinas e amino-

açúcares(ARRIBAS-LÓPEZ et al., 2021; MATSUYAMA et al., 2021). Além disso, esse 

aminoácido assume uma função crucial como mediador em várias vias metabólicas em 

diferentes tipos de células. 
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No músculo esquelético, existem evidências que sugerem um possível papel 

regulatório da glutamina, incluindo sua participação na síntese proteica e na inibição da 

degradação de proteínas. Adicionalmente, a glutamina é o substrato mais importante para 

a aminogênese renal (WEINER; VERLANDER, 2013), e desempenha a função de 

substrato para gliconeogênese e para a retenção de amônia no fígado (DURANTE, 2019; 

FUKATSU, 2019; PERNA et al., 2019; SHAH; WANG; MA, 2020). Outra função 

relevante da glutamina é servir como substrato primário para células de crescimento 

rápido, como enterócitos, fibroblastos e linfócitos (ARRIBAS-LÓPEZ et al., 2021; KIM, 

2011). 

 
 
1.3.1. Estrutura Molecular, Síntese e Metabolismo da glutamina 
 
 

A glutamina apresenta em sua composição química dois átomos de nitrogênio: um 

no grupo α-amino e outro no grupo amido, o que a categoriza como amino-amido-ácido 

e possibilita a execução de suas múltiplas funções, tais como o transporte de nitrogênio 

entre os tecidos, a atuação como substrato para aminogênese renal e seu papel como 

precursora de nucleotídeos e outras macromoléculas (CRUZAT et al., 2018). 

Dentro das células, a regulação da síntese e hidrólise da glutamina (GLN) é 

realizada por duas principais enzimas intracelulares: a glutaminase (GA), que promove a 

quebra do grupo amido terminal da glutamina, resultando na produção de glutamato e 

amônia; e a glutamina sintetase (GS), dependente de ATP, que catalisa a biossíntese de 

glutamina a partir do glutamato e amônia (Figura 2). A hidrólise da glutamina representa 

o primeiro passo em sua utilização, e o glutamato gerado nessa reação pode participar de 

outras vias metabólicas, especialmente na via que permite o consumo de glutamina no 

ciclo do ácido tricarboxílico. Essa reação de hidrólise da glutamina é crucial para a 

liberação de amônia nos rins e desempenha um papel importante na homeostase ácido-

base, além de contribuir para a formação de purinas e pirimidinas (CRUZAT et al., 2018; 

HOLECEK, 2013). 
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Figura 2 – Síntese da Glutamina 

 
Fonte: Adaptado no BioRender.com (CRUZAT et al., 2018) 
Legenda: Síntese e hidrólise da glutamina. A glutamina é principalmente sintetizada pela enzima 
glutamina sintetase (GS) e hidrolisada pela enzima glutaminase (GLS). A GS catalisa a biossíntese 
da glutamina utilizando o glutamato e amônia (NH3) como fonte. Nessa reação, um ATP é 
consumido. O glutamato pode ser doado por muitos aminoácidos obtidos exogenamente (ou seja, 
da dieta) e/ou provenientes do catabolismo de aminoácidos endógenos. Por outro lado, a GLS é 
responsável pela hidrólise da glutamina em glutamato e íon amônio (NH4). Quase todas as células 
do corpo expressam GS e GLS, e sua expressão e atividade predominantes determinarão se o tecido 
é mais propenso a produzir ou consumir glutamina em condições de saúde e doença. 

 

 

A glutamina presente no sangue circulante ou proveniente da dieta é absorvida 

pelo enterócito, onde pode ser metabolizada por duas vias principais. Uma dessas vias 

resulta na formação de D-pirrolina-carboxilato, enquanto a outra leva à produção de α-

cetoglutarato, que atua como intermediário no ciclo de Krebs. Na primeira via, ocorre a 

síntese de prolina, ornitina e citrulina, que são liberadas do intestino delgado, 

correspondendo a cerca de 10% da glutamina utilizada. Outros 10-15% são incorporados 

às proteínas teciduais, enquanto a maior proporção (75%) é metabolizada através do ciclo 

de Krebs (Figura 3). Mais da metade (55%) dos carbonos da glutamina é oxidada para 

CO2, enquanto o restante é utilizado para a produção de citrato, lactato, outros ácidos 

orgânicos e glicose (CRUZAT et al., 2018; HOLECEK, 2013; SHAH; WANG; MA, 

2020). 
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Figura 3 – Metabolismo da Glutamina 

Fonte: Adaptado no BioRender.com(HOLECEK, 2013) 
Legenda: As vias do metabolismo da glutamina (GLN). O primeiro passo no catabolismo da GLN 
é a perda do nitrogênio amídico e a conversão em glutamato (Glu) por meio de reações de 
glutaminase (GA) ou amidotransferase dependente de GLN. A amidotransferase possibilita que o 
nitrogênio amídico da GLN participe da síntese de nucleotídeos, aminoácidos (asparagina), 
coenzimas (nicotinamida adenina dinucleotídeo [NAD]) e açúcares aminados (glucosamina). O 
glutamato pode ser convertido em uma reação de glutamato desidrogenase em α-cetoglutarato (α-
KG) e amônia, utilizados para a síntese de glutationa e metabolizados através de glutamato 
semialdeído para formar prolina, ornitina, citrulina e arginina ou atuar como doador de grupo 
aminado na síntese de alanina, aspartato e serina. A amônia produzida nas reações de GA e 
glutamato desidrogenase é detoxificada no ciclo da ureia ou excretada pelos rins. O α-KG 
produzido por reações de aminotransferase ou glutamato desidrogenase pode entrar no ciclo do 
ácido tricarboxílico (TCA) e servir como fonte do esqueleto de carbono para a síntese de glicose, 
glutamato ou aspartato, e o NADH pode ser utilizado para a síntese de trifosfato de adenosina (ATP) 
nas mitocôndrias. 1, amidotransferase de GLN; 2, glutaminase; 3, glutamato desidrogenase; 4, 
reações de aminotransferase. 3-PG, 3-fosfoglicerato; Ala, alanina; Arg, arginina; Asn, asparagina; 
Asp, ácido aspártico; 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 importância para o 

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

fonte de energia para o enterócito e como precursora de vias metabólicas essenciais, 

especialmente aquelas que levam à síntese de ornitina, citrulina, prolina e arginina. 
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Posteriormente, a glutamina foi reconhecida como um substrato respiratório mais 

significativo para o enterócito do que a própria 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 Clínicas da Universidade 

Federal do Ceará (UPC/UFC), em parceria com a Universidade de Virginia (UVA), EUA, 

produziu, utilizando um método químico, um composto contendo uma alta concentração 

de glutamina, conhecido como alanil-glutaminil-glutamina. Além disso, o mesmo grupo 

desenvolveu um peptídeo de cadeia longa, rico em glutamina e com adição de arginina, 

utilizando tecnologia de DNA recombinante (LIMA, 1998). 

Diversas pesquisas têm confirmado os efeitos benéficos e de promoção do 

crescimento da mucosa gastrointestinal decorrentes da suplementação de glutamina ou 

dipeptídeos de glutamina por via parenteral ou enteral. Esses efeitos incluem a redução 

da atrofia intestinal, aumento da densidade celular no intestino delgado e grosso, bem 

como diminuição da permeabilidade intestinal e melhoria na função 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 

funções, como a digestão e absorção de nutrientes, água e eletrólitos (Figura 4). 

Adicionalmente, contribui para a regulação da microbiota intestinal por meio da síntese e 

liberação de peptídeos antimicrobianos (ODENWALD; TURNER, 2013) 

Conforme ilustrado na Figura 4, a barreira epitelial intestinal é composta por uma 

única camada de células colunares, localizada abaixo de uma camada de tecido conjuntivo 

conhecida como lâmina própria, responsável por nutrir as células epiteliais. Enquanto as 

vilosidades são projeções do epitélio em direção ao lúmen intestinal, as criptas são 

invaginações 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 

 
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, próximas às células de Paneth e células enteroendócrinas. Além dessas células, os enterócitos, células 
caliciformes e células enteroendócrinas também compõem essa barreira. As células caliciformes são 
responsáveis pela secreção de muco, enquanto as células enteroendócrinas, de tamanho menor, secretam 
diversos hormônios intestinais. Já as células de Paneth secretam peptídeos antimicrobianos. 

 

 

O epitélio intestinal passa por um processo contínuo de renovação, que pode levar 

de 5 a 7 dias para ser concluído. Esse processo é 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 enteroendócrinas (Figura 4) 

(PETERSON; ARTIS, 2014). 
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Os enterócitos, também conhecidos como células absortivas ou células colunares, 

representam as células mais predominantes da barreira epitelial intestinal (Figura 4). 

Entre suas principais funções, destacam-se as atividades digestivas e metabólicas, 

facilitadas pela presença de microvilosidades em sua superfície apical (GHOSH et al., 

2021). 

As células de Paneth estão localizadas na região inferior das criptas e 

desempenham o papel de secretar peptídeos antimicrobianos, como a lisozima e as 

defensinas, que desempenham um papel na modulação da microbiota intestinal e na 

proteção do hospedeiro contra agentes patogênicos.  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 são responsáveis pela produção e secreção de mucinas, 

glicoproteínas cujo objetivo é lubrificar o epitélio intestinal e formar uma barreira que 

previne o contato de partículas grandes, incluindo patógenos, com a camada de células 

epiteliais (CROSNIER; STAMATAKI; LEWIS, 2006). Enquanto as células 

enteroendócrinas desempenham a função de secretar diversos hormônios intestinais, 

como catecolaminas e peptídeos (CROSNIER; STAMATAKI; LEWIS, 2006). 

Além das células epiteliais, linfócitos intraepiteliais também podem ser 

encontrados na barreira epitelial intestinal. Esses linfócitos estão localizados acima da 

membrana basal, mas subjacentes à junção firme, contribuindo para a resposta imune do 

hospedeiro (TURNER, 2009). 

A absorção de nutrientes pela barreira epitelial intestinal ocorre por meio de duas 

vias: (1) a via transcelular, mediada por canais e proteínas transportadoras presentes na 

superfície celular, permitindo que as moléculas atravessem tanto a membrana apical 

quanto a membrana basolateral; e (2) a via paracelular, que ocorre por meio das junções 

apertadas (ou Tight junctions-TJs). (GENTON; CANI; SCHRENZEL, 2015; KEITA; 

SÖDERHOLM, 2018; MADARA, 1991; ZHANG et al., 2020). 

 
 
1.4.1. Morfologia da Barreira Gastrointestinal 
 
 

Uma das principais características morfológicas do intestino é a existência de 

vilosidades e criptas em sua arquitetura. As vilosidades se estendem para o lúmen 
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intestinal e são revestidas por uma única camada de epitélio colunar que contém células 

terminalmente diferenciadas. As criptas são invaginações epiteliais na mucosa do 

intestino, responsáveis pelo potencial proliferativo deste tecido (ORIÁ; BRITO, 2016). 

À medida que as células migram das criptas em direção ao ápice, elas se 

diferenciam em enterócitos abortivos ou células secretórias, como células caliciformes, 

células de Paneth ou células enteroendócrinas. Esse processo reduz o ritmo de 

proliferação celular, levando à apoptose no ápice da vilosidade (CROSNIER; 

STAMATAKI; LEWIS, 2006). O complexo juncional apical é necessário para a formação 

da barreira epitelial (ODENWALD; TURNER, 2016). 

As células absortivas são reconhecidas pela presença de microvilosidades em sua 

superfície apical, enquanto as células caliciformes, em formato de cálice, se destacam 

pela produção contínua de mucina (uma glicoproteína) para lubrificar e proteger o epitélio 

intestinal (CROSNIER; STAMATAKI; LEWIS, 2006). Já as células de Paneth estão 

localizadas na base das criptas e desempenham a função de secretar proteínas 

antibacterianas para proteger as células-tronco adjacentes (PETERSON; ARTIS, 2014). 

As células enteroendócrinas, por sua vez, são responsáveis pela secreção de diversos 

hormônios intestinais, incluindo catecolaminas (CROSNIER; STAMATAKI; LEWIS, 

2006). 

As células epiteliais intestinais interagem entre si através de três complexos 

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

(KARCZEWSKI et al., 2010; TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001). 

O epitélio intestinal, quando íntegro, é composto por três complexos juncionais: 

junções firmes, junções aderentes e desmossomos, conforme ilustrado na Figura 5 

(HOROWITZ, 2023). As junções firmes estão localizadas na região apical dos enterócitos 

e têm como função principal regular a permeabilidade paracelular a solutos. Elas são 

constituídas por um complexo de diversas proteínas transmembranares, proteínas 

citoplasmáticas e moléculas reguladoras (TURNER, 2009). Já as junções aderentes são 

formadas por proteínas transmembranares chamadas de caderinas, distribuídas da 

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

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

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

contato célula-célula e célula-matriz, bem como na perda da polarização celular, podendo 
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induzir à apoptose prematura por sinalização de células ineficazes (HERMISTON; 

GORDON, 1995). 

 

Figura 5 - Estrutura e morfologia da junção firmes 

 
Fonte: Adaptado de ((HOROWITZ et al., 2023). 
Estrutura e morfologia da junção apertada. a) Micrografia eletrônica de transmissão mostrando a junção 
firme, a junção aderente e o desmossomo, que, juntos, compõem o complexo juncional apical. A junção 
firme está localizada logo abaixo da base das microvilosidades. A ampliação mostra a transição do espaço 
luminal, entre as microvilosidades, para a junção firme, onde o espaço paracelular morfologicamente 
detectável é obliterado. b) Esquema do complexo juncional apical mostrado na parte a, mostrando a 
localização das proteínas de junção firme zonula occludens 1 (ZO-1), ocludina, claudina-2 e outros 
membros da família claudina. A quinase 1 de cadeia leve de miosina longa (MLCK1) está associada à actina 
F perijuncional e é um regulador chave da permeabilidade das junções estreitas. c) Micrografia eletrônica 
de fratura por congelamento mostrando cordões de junção firme na base das microvilosidades apicais. 
 
 
1.4.1.1. Junções Aderentes e Desmossomos 
 
 

Fornecem as forças adesivas necessárias para manter as interações célula-célula. 

O componente mais conhecido das junções aderentes são as caderinas — proteínas 

transmembranares de uma única abrangência que interagem homotipicamente com a 

porção extracelular das caderinas nas células adjacentes. Na face citoplasmática, as 

caderinas interagem diretamente com a catenina p120 e a β-catenina, que por sua vez 

interagem com a α-catenina. Entre outras funções, a α-catenina regula a montagem de 

actina perijuncional, o que fornece mais resistência a essas estruturas. Além disso, a 

junção aderente é necessária para a montagem eficiente da junção apertada, uma função 

que estudos in vitro atribuíram à caderina epitelial (Ecadherin) e à α-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 necessário para a formação da barreira epitelial. A monocamada epitelial 
intestinal separa o conteúdo luminal da lâmina própria subjacente. a) Epitélio jejunal humano corado com 
hematoxilina e eosina, mostrando células formando uma borda em escova da comunidade. Barra de escala 
= 10μm. b) A microscopia eletrônica de transmissão do epitélio do intestino delgado mostra junções 
intercelulares, uma borda em escova de microvilosidades e exclusão 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 junção firme, junção aderente e desmossomo. Barra de escala = 200 nm. c) A microscopia 
eletrônica de varredura mostra a superfície da borda em escova contínua do intestino delgado. Barra de 
escala = 2 μm. Detalhe: Matriz de microvilosidades densamente compactadas. Barra de escala = 500 nm. d) 
A microscopia eletrônica de fratura por congelamento mostra fios de junção rígida. Barra de escala = 100 
nm. e) As células epiteliais são mantidas juntas e se comunicam por meio de junções. Esquemático 
representando proteínas transmembrana juncionais da junção firme (claudinas e proteínas MARVEL 
associadas à junção firme, junção aderente (E-caderina) e desmossomo (desmogelina e desmocolina) 
conectado ao citoesqueleto de actina via proteínas citosólicas (ZO1, cateninas e desmoplakin). Junções 
firmes e aderentes interagem com o citoesqueleto de actina e os desmossomos se conectam aos filamentos 
intermediários. 

 

Os desmossomos formam estruturas que se conectam aos filamentos intermediários do 

citoesqueleto, proporcionando fortes ligações adesivas que mantêm a proximidade celular e 

servem como locais de comunicação intercelular. Recentemente, uma nova proteína humana 

conhecida como zonulina foi identificada como moduladora direta da permeabilidade intestinal. 

A expressão da zonulina de cadeia simples leva à ativação de moléculas de sinalização, como o 

receptor de fator de crescimento epidérmico (EGR) e receptor ativado por proteinase 2 (PAR-

2), resultando no aumento da permeabilidade (ORIÁ; BRITO, 2016). 
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1.4.1.2. Junções Firmes 
 
 

As junções firmes estabelecem a formação de barreira em vários compartimentos 

dos corpos e sua principal função consiste em restringir o fluxo paracelular de acordo 

com o tamanho e carga dos solutos, contribuindo para manutenção da homeostase em 

órgãos e tecidos (ZIHNI et al., 2016). Essas junções são estruturas complexas e dinâmicas, 

que incluem mais de 40 proteínas transmembranares e proteínas citoplasmáticas capazes 

de interagir com a célula adjacente (SCHNEEBERGER; LYNCH, 2004). São 

constituídas por três grupos de proteínas integrais de membrana — claudinas, 

ocludinas e moléculas de adesão juncional — além de um número considerável de outras 

proteínas citoplasmáticas acessórias, como as zonula occluden (ZO), cingulina e outras 

proteínas guanilato-quinase associadas à membrana (ORIÁ; BRITO, 2016). As proteínas 

transmembranares coordenam e refinam os transportes via para celular, proporcionando 

assim uma barreira morfofuncional a diversas substâncias e moléculas (CAPLAN, 2008; 

TURNER, 2009). 

As ocludinas, a família de claudinas e a tricelulina são proteínas que contêm 

quatro alças transmembranares e duas extracelulares, com os terminais N e C 

citoplasmático. As proteínas citoplasmáticas acessórias ZOs subdividem-se em ZO-1, 

ZO-2 e ZO-3 e conectam as proteínas transmembrenares ao citoesqueleto de actina 

(Figura 6). Essa interação é necessária para a manutenção da integridade estrutural da 

função de barreira do epitélio intestinal (ORIÁ; BRITO, 2016; ZIHNI et al., 2016). 

Podendo esta função ser comprometida por diversos estímulos fisiológicos e 

patológicos (CAPLAN, 2008; TURNER, 2009). As junções firmes, localizadas no local 

de adesão celular mais apical entre as células epiteliais, são críticas para a formação da 

barreira paracelular seletiva através das interações hemofílicas e heterofílicas com as 

células adjacentes, que mantêm a hemóstase e determinam também o tamanho e a carga 

das moléculas que podem passar seletivamente pela barreira (SUZUKI, 2012; 

TOKUMASU; TAMURA; TSUKITA, 2017). 

As principais proteínas transmembranares são as claudinas e as proteínas do 

domínio MARVEL, que incluem as ocludinas, tricelulina e MARVEL3D (Figura 7) 

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

transmembranas, geralmente associado a microdomínios de membrana ricos em 
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colesterol (ZIHNI et al., 2016). Outras proteínas também fazem parte do complexo 

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

grupo de proteínas de adesão transmembrana de intervalo único, que incluem as 

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

angulinas, receptor de adenovírus e vírus coxsackie (ZIHNI et al., 2016). 

As proteínas citosólicas, também conhecidas como proteínas de placas, formam 

uma rede complexa que interage com os microtúbulos, a actina e os domínios 

citoplasmático das proteínas transmembranares, como mostrado na Figura 7 (ZIHNI et 

al., 2016). Essas proteínas citoplasmáticas são caracterizadas por possuírem domínios 

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

sua associação com o citoesqueleto (SUZUKI, 2012; ULLUWISHEWA et al., 2011). 

A regulação e interação das junções firmes com a actina e a miosina ocorre por 

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

kinase C), a s  proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK, do inglês Mitogen 

Activated Protein Kinases), a miosina quinase de cadeia leve (MLCK, do inglês mitogen- 

activated protein kinases) e a família Rho de pequenas GTPases (ULLUWISHEWA et al., 

2011). No intestino, existem diversas isoformas de PKC, como a PKC épsilon, que inibe 

a secreção de Cl- e a translocação apical PKC alfa, que diminui a resistência transepitelial 

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

desempenhando um papel na prevenção da ruptura das junções sob estresse, como o gerado 

pelo peróxido de hidrogênio (PLOTNIKOV et al., 2011). 

As MLCK, por sua vez, regulam a contração do anel actina e miosina, e sua 

inibição previne o aumento da permeabilidade nas junções firmes (TURNER et al., 1997). 

A família Rho de pequenas GTPases regula a estrutura e função das junções firmes, 

desempenhando também um papel importante no anel de actomiosina perijuncional 

(NUSRAT et al., 1995). A fosforilação das proteínas constituintes das junções firmes 

influencia a função de barreira. Por exemplo, foi relatado que uma menor fosforilação de 

ZO-1 em células de rim canino aumenta a resistência transepitelial (STEVENSON et al., 

1989). Além disso, a fosforilação das ocludinas é importante para a sua associação nas 

junções firmes (WONG, 1997). 
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O transporte transcelular também pode ativar eventos de sinalização intracelular 

que regulam a função de barreira das junções firmes. Isso ocorre quando as concentrações 

de nutrientes no lúmen excedem a capacidade dos cotransportadores apicais de nutrientes 

e Na+, como forma de amplificar a absorção transcelular de nutrientes (TURNER et al., 

2009). Nesse caso, o cotransporte de Na+ e nutrientes desencadeia a contração do anel de 

actomiosina perijuncional (MADARA; PAPPENHEIMER, 1987), por meio da ativação 

de MLCK (TURNER et al., 2009). Dessa forma, as junções firmes apresentam uma ampla 

diversidade de proteínas formadoras e uma regulação extremamente complexa. Nesse 

contexto, iremos focar em três proteínas formadoras das junções firmes: claudinas, 

ocludinas e zonulas ocludens (ZO). 

 
 
Figura 7 – Anatomia das junções firmes das células epiteliais intestinais 

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

A ocludina (do latim “occludere”, passagem restrita), uma fosfoproteína 

tetraspanina (65 kDa), foi a primeira proteína a ser identificada nas junções firmes 

(FURUSE et al., 1993). Ela possui quatro domínios transmembranais, ligados a duas alças 

voltadas para o meio extracelular, ricas em tirosina no domínio intracelular C-terminal e 

N-terminal (SUZUKI et al., 2015; SUZUKI, 2012). As duas alças extracelulares da 

ocludina interagem com as células adjacentes, criando uma barreira apenas para 

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

com ZO-1 para conectar a ocludina ao citoesqueleto, assegurando uma alta resistência 

elétrica das monocamadas das células epiteliais e diminuição da permeabilidade 

paracelular (PERSIDSKY et al., 2006; TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001). Sua função 

deve ser vista mais em um contexto regulador do que como uma proteína estrutural 

importante no estabelecimento das propriedades da barreira (PERSIDSKY et al., 2006). 

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

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

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

ocludina desencadeia inflamação e hiperplasia do epitélio gástrico, atrofia testicular e 

perda de grânulos citoplasmáticos da glândula salivar (SAITOU et al., 2000). Além 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 suplementação de zinco durante quadros diarreicos melhorou os 

escores fecais, diminuindo a permeabilidade intestinal associada ao aumento de ocludina 

e ZO-1 (ZHANG; GUO, 2009). Logo, esses trabalhos mostram um papel crucial dessa 

proteína na integridade da barreira e montagem das junções firmes. 

 
 
1.4.1.2.2. Claudinas 
 
 

As claudinas (do latim claudere, fechar) compõem uma família de 27 proteínas (20-

27 KDa) que possuem quatro domínios transmembranares, incluindo domínios C-

terminal e N-terminal citoplasmáticos (TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001). As alças 
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extracelulares das moléculas de claudinas estabelecem interações homofílicas e 

heterofílicas 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 adesão celular e nas características da 

barreira paracelular (TOKUMASU; TAMURA; TSUKITA, 2017). Dentre as proteínas 

transmembranares formadoras de junções firmes, as claudinas têm um papel fundamental 

na manutenção e função desse complexo (WADA et al., 2013; SUZUKI et al., 2013). 

Estudos prévios determinaram vários subtipos de claudinas que estão envolvidos na 

estrutura e funcionamento das junções firmes (TAMURA et al., 2011a; TOKUMASU; 

TAMURA; TSUKITA, 2017; TSUKITA et al., 2008; TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001). 

As claudinas identificadas até o momento possuem estrutura semelhante e padrões 

de expressão diferentes, com características seletivas de permeabilidade dependentes do 

número e das posições de aminoácidos carregados na primeira alça extracelular da 

proteína 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 padrões de expressão e função diferentes entre a infância 

e a vida adulta (TAMURA et al., 2011b; WADA et al., 2013). 

Estas proteínas podem ser classificadas como formadoras de função 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 são 

exemplos de formadoras de barreira, enquanto claudina-2, -7, -12, e - 15 são formadoras 

de poros (SUZUKI et al., 2014). Diferentes padrões de expressão de claudinas em órgãos, 

tecidos e células epiteliais regulam sua variedade de funções (TOKUMASU; TAMURA; 

TSUKITA, 2017). 

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

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

possuírem 3 e 4 aminoácidos carregados negativamente na sua primeira alça extracelular 

(LU et al., 2013; SUZUKI, 2012). Em geral, os poros têm o diâmetro de 4 a 8 Å, variando 

conforme o tecido, e permitem a difusão de macromoléculas de aproximadamente 30 a 40 

Å (ZIHNI et al., 2016). As claudinas formadoras de barreira possuem uma distribuição e 

orientação de aminoácidos que impedem a permeabilidade de moléculas carregadas e não carregadas 
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(LU et al., 2013; SUZUKI, 2012). Além disso, a fosforilação de claudinas parecem 

desempenhar papel na localização e permeabilidade paracelular (SUZUKI, 2012). 

Um estudo mostrou que a deficiência de claudina-1 gera uma perda severa de 

fluidos e eletrólitos, culminando em mortalidade no prazo de 24 horas após o nascimento 

(FURUSE et al., 2002). Além disso, a manutenção adequada de claudina-2 e -15 são 

cruciais para o retorno de Na+ ao lúmen intestinal, essencial para a adequada absorção de 

glicose, de aminoácidos e de lipídeos no intestino delgado (WADA et al., 2013). Diversos 

estudos associaram ajuste de expressão 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 Adesão Juncional 
 
 

São o terceiro grupo de proteínas que compõem o grupo de proteínas membranares 

que estão envolvidas na construção das junções firmes. São membros da superfamília das 

imunoglobulinas (Ig) e apresentam peso molecular de aproximadamente 43 kDa 

(ASSIMAKOPOULOS; PAPAGEORGIOU; CHARONIS, 2011; GONZÁLEZ-

MARISCAL et al., 2003). Três membros desta família (JAM-1, JAM-2 E JAM-3) já 

foram identificados e estruturalmente são constituídas por apenas um domínio 

transmembranal, um domínio extracelular N-terminal e pelo pequeno terminal carboxílico 

citoplasmático (SUZUKI, 2012). 

 
 
1.4.1.2.4. Zonulas ocludentes 
 
 

As Zonulas ocludentes (ZOs) foram as primeiras proteínas específicas 

identificadas das junções firmes e foram identificadas como, ZO-1 (~220 kDa), ZO-2 

(~160 kDa) e ZO-3 ( ~130 k D a ) (ASSIMAKOPOULOS; PAPAGEORGIOU; 

CHARONIS, 2011; GONZÁLEZ-MARISCAL et al., 2003; SUZUKI, 2012). As zonulas 

ocludentes (ZOs) são classificadas como membros homólogos da família de guanilato 

quinase associadas a membrana (MAGUK do inglês, membrane-associated guanylate 

kinase) (GONZÁLEZ-MARISCAL et al., 2003). São proteínas compostas por três 
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domínios PDZ (PDZ-1, PDZ-2 e PDZ-3, do inglês PSD95–DlgA–ZO-1,-2 e -3), um 

domínio Src homologia-3 (SH3) e uma região homóloga para a guanilato kinase 

ssociada a membrana (GUK) no lado do N-terminal (ANDERSON; VAN ITALLIE, 2009; 

SUZUKI, 2012). Estes domínios são importantes por causa do seu papel no arranjo das 

proteínas, e consequentemente na integridade da membrana, regulação e manutenção 

dessa estrutura (ASSIMAKOPOULOS; PAPAGEORGIOU; CHARONIS, 2011). 

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

domínio PDZ e a ocludina liga-se ao domínio GUK (ZIHNI et al., 2016). O domínio SH3 

liga ZO-1 a mecanismos de sinalização juncional por ligação à proteína de ligação de 

ácido nucleico associada a ZO1 (Figura 7), um regulador transcricional e pós-

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

conhecida como HSP70RY (FANNING et al., 1998; ZIHNI et al., 2016). Nocautes de 

ZO-1 e ZO-2 individuais de ambos os adaptadores são letais ainda no período embrionário 

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

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

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

zonula ocludentes parecem causar reajuste na expressão de 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 é o primeiro sistema afetado pela privação nutricional. A 

desnutrição é reportada por aumentar o transporte basal de íons de um estado neutro ou 

fluxo absortivo para secretório, identificado pelo aumento da Corrente de Curto-Circuito 

basal (BUTZNER; GALL, 1988). Segundo estudo, o aumento do efluxo de íons para o 

lúmen intestinal na desnutrição pode ser uma resposta adaptativa do epitélio intestinal 

para aumentar o potencial de membrana e gerar uma força eletromotriz para o transporte 

de nutrientes (FERRARIS; CAREY, 2000). Alguns estudos corroboram essa hipótese ao 

mostrarem um aumento da Corrente de Curto-Circuito durante o desafio com glicose no 

jejuno e íleo desnutrido (BUTZNER; GALL, 1988; CAREY; COOKE, 1989; DARMON 

et al., 1993; YOUNG; LEVIN, 1990). Apesar dos esforços, pouco se sabe sobre a 

absorção e expressão de transportadores de carboidratos, proteínas e lipídeos durante a 

desnutrição (JACOBI et al., 2013; RIBEIRO et al., 2023; SAMPAIO et al., 2016). Além 

disso, a diversidade das deficiências nutricionais, a gravidade da desnutrição, o tempo de 
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desnutrição e o segmento intestinal avaliado tornam o estudo da fisiologia intestinal de 

absorção de nutrientes, bem como a barreira epitelial morfofuncional durante a 

desnutrição, um desafio para a ciência. 

 
 
1.4.2. Barreira Morfofuncional Gastrointestinal e Doenças 
 
 

Várias doenças intestinais e sistêmicas estão associadas ao aumento da 

permeabilidade gastrointestinal (GI), resultando no comprometimento da função de 

barreira intestinal e levando ao que é popularmente conhecido como síndrome do 

intestino permeável (MAES; KUBERA; LEUNIS, 2008; ODENWALD; TURNER, 

2013). 

Algumas doenças afetam principalmente o intestino, como a doença inflamatória 

intestinal, doença celíaca e síndrome do intestino irritável. Além dessas, existem doenças 

sistêmicas ou que envolvem outros sistemas orgânicos, como obesidade, diabetes tipo 2, 

doença do enxerto versus host (GVHD), AIDS, artrite reumatoide, Alzheimer, Parkinson, 

transtorno de depressão 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 doenças neuroinflamatórias são citadas como potencialmente causadoras de 

disfunção gastrointestinal. Entre essas doenças estão a esclerose múltipla, distúrbio do 

espectro da neuromielite óptica, distúrbio associado à glicoproteína de oligodendrócitos 

de mielina e encefalite autoimune. Doenças do sistema nervoso periférico que afetam o 

intestino incluem síndrome de Guillain-Barré, polineuropatia desmielinizante 

inflamatória crônica, neuropatia sensorial-autonômica aguda/neuropatia motora-

sensorial-autonômica aguda, ganglionopatia autonômica aguda, miastenia gravis e 

neuropatia autonômica aguda com síndrome paraneoplásica (SAKAKIBARA, 2021). 

A análise funcional da barreira epitelial intestinal na doença pode ajudar na 

avaliação de intervenções dirigidas à prevenção de aumento da permeabilidade GI e 

melhoria da integridade do epitélio GI. Isso contribui para a otimização dos processos de 

digestão e absorção, melhorando assim o perfil nutricional. Além disso, pode fornecer 

suporte ao sistema imunológico, impedindo a passagem de microrganismos nocivos 

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

A permeabilidade intestinal é quantificada pela facilidade com que substâncias e 

marcadores atravessam a superfície da mucosa intestinal por difusão, referindo-se à 

passagem não mediada de moléculas hidrofílicas de tamanho médio em direção a um 

gradiente de concentração, sem a assistência de um sistema transportador específico 

(FRANCE; TURNER, 2017; TRAVIS; MENZIES, 1992). Uma das funções cruciais do 

epitélio intestinal é manter uma barreira adequada, permitindo a passagem de nutrientes, 

água e íons, mas limitando a entrada de patógenos e toxinas bacterianas. Portanto, um 

aumento na permeabilidade intestinal indica uma disfunção na barreira intestinal 

(SCHOULTZ; KEITA, 2020). 

Uma vez que a definição de permeabilidade intestinal está relacionada à passagem 

de solutos através de uma membrana simples, embora a membrana intestinal seja 

composta por várias camadas e tipos de células distintos, é necessário simplificar as 

medições da permeabilidade intestinal. Dessa forma, a permeabilidade intestinal pode ser 

avaliada medindo a resistência transepitelial (RT), que é a capacidade de difusão passiva 

da carga iônica 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 alterações na forma como 

peptídeos e outros solutos atravessam o epitélio sejam de grande importância para 

compreender a fisiopatologia dos distúrbios gastrointestinais (HAROUN et al., 2023; 

SCHAERER; NEUTRA; KRAEHENBUHL, 1991; SCHOULTZ; KEITA, 2020). 

A rota paracelular refere-se à passagem entre as células por meio das junções 

apertadas e espaços intercelulares. Esse caminho é utilizado por moléculas hidrofílicas 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 antigênicas. As células epiteliais estão unidas entre si por complexos 

juncionais que consistem em junções apertadas, junções aderentes, desmossomos e 

junções gap (FARQUHAR; PALADE, 1963; HOLLANDER; KAUNITZ, 2020). 
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A via transcelular refere-se à difusão passiva através das células, sendo utilizada 

por lipídios solúveis e pequenos compostos hidrofílicos. Além disso, ocorre captação 

ativa e dependente de energia pelas células. Partículas e moléculas grandes, como 

proteínas e produtos bacterianos, que não podem atravessar a membrana celular ou o 

espaço paracelular, podem ser capturados por meio da endocitose. Nesse processo, a 

célula os engloba através da invaginação da membrana plasmática, seguida pela formação 

de vesículas. Após a endocitose, as substâncias engolidas são ativamente transportadas 

pelo citoplasma através da transcitose, o que é essencial para a vigilância de antígenos no 

trato gastrointestinal (GARCIA-CASTILLO; CHINNAPEN; LENCER, 2017). Tanto a 

endocitose quanto a transcitose são 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 substâncias estranhas 

(SCHOULTZ; KEITA, 2020). 

A via pela qual moléculas, biomarcadores ou bactérias específicas utilizam para 

atravessar o epitélio pode ser uma informação relevante, dependendo do estudo. Diante 

disto, vários compostos são conhecidos por atuarem na modulação de vias paracelular e 

transcelular, como o IFN-γ e TNF, que induzem rápidas mudanças na via paracelular, sem 

alterar a expressão das proteínas de junção, ou o dynasone, que inibe a 

endocitose/transcitose por meio da inibição da dinaína (SCHOULTZ; KEITA, 2020). 

 
 
1.5. Métodos de avaliação de Barreira Morfofuncional Gastrointestinal 
 
 
1.5.1. Avaliação da Permeabilidade e Função de Barreira Intestinal In Vitro 

 

Diferentemente das metodologias in vivo, as técnicas in vitro proporcionam 

oportunidades para estudar processos mecanísticos da barreira intestinal, como 

sinalizadores de síntese proteica, moduladores da resistência transepitelial e aumento da 

permeabilidade. Além disso, é possível estudar células individuais humanas. Como 

resultado, é possível 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 função da 

barreira intestinal é a linhagem celular Caco-2, devido às suas expressas propriedades de 

transporte (SUN et al., 2008). Originadas do cólon e desenvolvidas a partir de um 

adenocarcinoma do cólon humano, as células Caco-2 diferenciam-se espontaneamente 

em uma monocamada polarizada, exibindo diversas características morfológicas e 

funcionais semelhantes às do enterócito, típicas do intestino delgado. Isso é evidenciado 

pela morfologia cilíndrica polarizada das células, com microvilosidades na superfície 

apical e pela formação de junções apertadas entre elas, além da capacidade de sintetizar 

hidrolases, como a sacarose-isomaltase, conforme observado no intestino delgado 

(ZWEIBAUM et al., 1983). As características específicas da linhagem celular Caco-2 

podem variar dependendo do tempo de cultivo, sendo que um período mais longo resulta 

em características mais semelhantes ao intestino delgado (ENGLE; GOETZ; ALPERS, 

1998). Além disso, um aumento no número de passagens celulares leva à seleção de 

células que crescem mais rapidamente, resultando em um aumento na Resistência Elétrica 

Transcelular (RT) e em uma expressão alterada de vários transportadores importantes 

para a função da barreira intestinal (SAMBUY et al., 2005). 

Além das células Caco-2, a linhagem celular T84 é amplamente utilizada em 

pesquisas voltadas para a função da barreira intestinal. Originárias do cólon, assim como 

as células Caco-2, as células T84 foram derivadas de uma metástase pulmonar de um 

adenocarcinoma colorretal. Essas células diferenciam-se espontaneamente em uma 

monocamada e, quando atingem a confluência, exibem características epiteliais 

absortivas que são estrutural e funcionalmente maduras. No entanto, ao contrário da 

linhagem Caco-2, as células T84 não adquirem características semelhantes às do intestino 

delgado, mantendo, ao longo do processo de diferenciação, grande parte das 

características originais do cólon. Portanto, a linhagem celular T84 é considerada um 

modelo mais apropriado para estudos da função de barreira no cólon em comparação com 

a Caco-2 (DEVRIESE et al., 2017). 

A linhagem celular SK-CO15 é derivada de um adenocarcinoma de cólon humano 

e, quando cultivada em suportes de cultura celular impermeáveis, forma um epitélio 
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polarizado com complexos juncionais apicais e cúpulas (LE BIVIC; REAL; 

RODRIGUEZ-BOULAN, 1989; YOO et al., 2012). 

Essas células compartilham semelhanças com o epitélio cólico e não possuem os 

marcadores típicos de diferenciação encontrados no intestino delgado, diferentemente da 

sacarose-isomaltase (LE BIVIC; REAL; RODRIGUEZ-BOULAN, 1989). A linhagem 

celular SK-CO15 é particularmente reconhecida como um modelo para estudos que 

investigam a absorção de Na+ através do epitélio intestinal, devido à sua expressão 

abundante do trocador de Na+/H+ primário do tipo 3 na borda em escova (YOO et al., 

2012). Além disso, as células SK-CO15 têm sido utilizadas em pesquisas que exploram a 

ruptura da barreira intestinal induzida por etanol (CHOPYK et al., 2017), bem como na 

investigação da regulação da função da barreira intestinal por meio de adesões e junções 

apertadas (NAYDENOV et al., 2012; SEVERSON et al., 2010). 

A linhagem celular HT29, derivada de um adenocarcinoma heterogêneo, assume 

uma estrutura que se assemelha ao epitélio intestinal quando diferenciada (ZWEIBAUM 

et al., 1985). No entanto, é importante notar que as células HT29 não podem ser 

completamente comparadas aos enterócitos absorventes do intestino delgado, uma vez 

que não expressam todas as hidrolases e suas propriedades de transporte de íons são 

diferentes em comparação com os enterócitos presentes no intestino delgado 

(KLEIVELAND et al., 2015). 

Inicialmente utilizada para estudar diferentes aspectos dos cânceres humanos, a 

linhagem celular HT29 tem recebido atenção crescente devido à sua capacidade de 

expressar diversas características das células epiteliais intestinais. Graças à sua habilidade 

de produzir muco, essas variantes da linhagem celular HT29 são amplamente empregadas 

como modelos para investigar a adesão de bactérias comensais e patogênicas às células 

do hospedeiro (BERNET et al., 1994; KLEIVELAND et al., 2015). Além disso, essas 

linhas celulares são valiosas em estudos de permeabilidade, pois a camada de muco 

desempenha um papel essencial na barreira intestinal (SCHOULTZ; KEITA, 2020). 

Embora seja fácil estabelecer linhas celulares separadas, é importante considerá-

las como modelos simplificados do epitélio intestinal. Essas células não têm contato com 

células imunes e não recebem os sinais nervosos e estímulos luminais que normalmente 

ocorrem no intestino, os quais têm um grande impacto na função da barreira intestinal 

(KEITA; SÖDERHOLM, 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 proporções dessas 

duas linhas celulares na co-cultura foram investigadas anteriormente para criar condições 

que se assemelham à fisiologia mais relevante do ambiente in vivo do intestino delgado, 

mimetizando as diferentes regiões do intestino. Essas co-culturas formam uma 

monocamada com uma camada contínua de muco e têm sido utilizadas em estudos de 

permeabilidade intestinal (FERRARETTO et al., 2018; ROCHA; VÉLEZ; DEVESA, 

2012). 

Recentemente, houve um foco significativo no desenvolvimento de técnicas que 

permitem a manutenção 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 contêm todas 

as células diferenciadas encontradas no epitélio intestinal, incluindo enterócitos 

absortivos, células caliciformes, células enteroendócrinas, células de Paneth, células tuft 

e células M, o que os torna um modelo altamente interessante e útil para estudos sobre a 

função da barreira intestinal, conforme revisado por Nakamura  (NAKAMURA, 2019). 

As células diferenciadas do epitélio intestinal têm origem em múltiplas linhagens 

derivadas de células-tronco intestinais (ISCs) (KURASHIMA et al., 2017). As ISCs 

residem na base das criptas do epitélio intestinal e são capazes de auto-renovação e 

diferenciação em várias linhagens (BEUMER; CLEVERS, 2016; BJERKNES; 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 e permitiram que crescessem por um 

período prolongado, observando que as células se auto-organizaram em estruturas 

tridimensionais, os organoides do epitélio intestinal, na presença de fatores de 

crescimento. Atualmente, várias metodologias diferentes foram desenvolvidas para 

cultivar organoides de outras células intestinais, tornando possível gerar organoides a 

partir de células do cólon 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; YUI et al., 2012). 

Essa metodologia também é utilizada para estabelecer organoides de pacientes que 

sofrem de diferentes doenças, como doença celíaca (FREIRE et al., 2019) e doenças 

inflamatórias intestinais (DII) (NOBEN et al., 2017). Os organoides intestinais cultivados 

em uma estrutura tridimensional proporcionam um modelo ideal para estudar as 

diferentes funções das células especializadas no epitélio intestinal. Por exemplo, estudos 

foram conduzidos usando sistemas de organoides intestinais para examinar a função das 

células caliciformes na fibrose cística (SCHWANK et al., 2013), o controle da 

desgranulação pelas células de Paneth (FARIN et al., 2014) e, mais recentemente, a 

função 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 função da barreira intestinal e as interações hospedeiro-micróbio 

(NAKAMURA, 2019). 

 
 
1.5.2 Avaliação da Permeabilidade e Função de Barreira Intestinal Ex Vivo 

 
 

1.5.2.1. Método de Câmara de Ussing 
 
 

A técnica da Câmara de Ussing, desenvolvida inicialmente por Ussing e Zerhan 

em 1951 (USSING; ZERAHN, 1951), possui uma ampla gama de aplicações em estudos 

sobre transporte de íons, absorção de drogas, absorção de proteínas e processos 

fisiopatológicos em animais e humanos (HOLTUG; HANSEN; SKADHAUGE, 1996; 

SMITH, 1996; USSING; ZERAHN, 1951). Desenvolvida a mais de 70 anos, pelo biólogo 

dinamarquês Hans H. Ussing na busca do entendimento sobre o fenômeno do transporte 

ativo do sal NaCl, a técnica de avaliação de transporte iônico Câmara de Ussing (Ussing’s 

Chamber or UC), veio fornecer um método valioso, e a muito tempo comprovado, de 

medição do transporte de eletrólitos, nutrientes e drogas através dos tecidos epiteliais 

(CLARKE, 2009; HAMILTON, 2011). O transporte ativo é a capacidade de um epitélio 

de mover íons ou nutrientes contra um gradiente elétrico e/ou de concentração, já tendo 

sido demonstrado por meio de experimentos com traçadores isotópicos (THOMSON et 

al., 2019). 
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A pele de rã foi utilizada por Ussing e seus colaboradores devido sua capacidade 

de movimentar o NaCl da superfície da pele para o seu interior, agindo contra uma 

diferença de concentração de mais de 100 vezes. Nesta época existia uma grande 

dificuldade em distinguir o movimento de íons 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 rã dissecada e montada entre duas metades de 

câmaras, resolveu esse problema. Em ambos os lados da câmara, lado seroso e lado 

mucoso da pele de rã, ele perfundiu com soluções eletrolíticas idênticas e em mesmo 

volume. Assim, os movimentos de íons paracelulares impulsionados pelas forças passivas 

de concentração transepitelial e gradientes osmóticos e hidrostáticos foram eliminados 

(CLARKE, 2009; USSING; ZERAHN, 1951; VIDYASAGAR; MACGREGOR, 2016). 

O método experimental idealizado por Ussing proporciona um sistema avançado 

que permite estudos mecanísticos abrangentes da barreira intestinal, permitindo o uso de 

inibidores e estimuladores. Atualmente, ainda é considerada a metodologia padrão ouro 

para avaliar a função da barreira intestinal, embora seja importante notar que o tecido é 

retirado de seu contexto natural, perdendo contato com nervos e conteúdo luminal 

(SCHOULTZ; KEITA, 2020). O princípio básico envolve a montagem do epitélio entre 

duas hemicâmaras contendo tampão constantemente oxigenado. Marcadores de 

permeabilidade podem ser adicionados ao perfusato na hemicâmara em contato com o 

lado mucoso, enquanto amostras são coletadas em intervalos de tempo específicos na 

câmara em contato com o lado basolateral. Eletrodos fornecem corrente ao sistema, e 

eletrodos de referência com pontes de sal de ágar monitoram parâmetros 

eletrofisiológicos (SCHOULTZ; KEITA, 2020). 

A técnica da câmara de Ussing oferece várias vantagens em comparação a outras 

técnicas in vitro para experimentos com tecido intestinal (SMITH, 1996). A possibilidade 

de suporte à viabilidade com oxigenação e circulação efetiva do fluido em ambos os lados 

do tecido, combinada com a capacidade de monitorar parâmetros eletrofisiológicos de 

membrana, a torna poderosa. Durante o experimento, as câmaras são mantidas a 37 °C, e 

os parâmetros eletrofisiológicos, como a diferença de potencial (DP), Corrente de Curto-

Circuito (CCC) e resistência elétrica transmembranar (RT), que reflete a resistência 

elétrica das rotas paracelulares, são monitorados para verificar a viabilidade do tecido ao 

longo do experimento (SCHOULTZ; KEITA, 2020). 
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Uma das características comuns a todos os epitélios é a capacidade de manter uma 

DP, que depende da atividade das bombas de íons eletrogênicos na membrana celular 

epitelial. A força motriz transepitelial passiva criada pelo potencial elétrico espontâneo 

através do epitélio é eliminada pela fixação do potencial a zero com uma corrente externa 

passada através do epitélio. Ou seja, a corrente necessária para anular a DP é definida 

como CCC e reflete a atividade das bombas de íons. A RT, por sua vez, representa a 

resistência elétrica das rotas paracelulares, especialmente através das junções apertadas, 

sendo a mesma equivalente à soma do movimento de íons eletrogênicos através do 

transporte ativo (CLARKE, 2009; LI; SHEPPARD; HUG, 2004; SCHOULTZ; KEITA, 

2020b; THOMSON et al., 2019). 

Sendo assim, o movimento de íons medido pela CCC na UC (Ussing Chamber) é 

resultado do transporte ativo. Transportes epiteliais como acontece na membrana apical 

que é permeável ao íon sódio, ou na membrana basolateral permeável ao potássio, podem 

ser estudados utilizando a UC (CLARKE, 2009). Atualmente, o método é amplamente 

difundido e utilizado para praticamente todos os epitélios de origem animal, como o trato 

gastrointestinal, trato reprodutivo, vias aéreas, ductos exócrinos/endócrinos, 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 utilização de informações eletrofisiológicas, como Potencial Elétrico 

Transepitelial (Vt), Corrente de Curto-Circuito (CCC), Resistência Transepitelial (Rt), 

Condutância (Gt) e Impedância (Zt), fornecidas pelo sistema de UC, é fundamental para 

compreender e avaliar a funcionalidade do epitélio intestinal e seus processos de 

transporte da mucosa em uma base molecular. As informações coletadas a partir da tensão 

ou potencial elétrico transepitelial (VT) e CCC em experimentações utilizando UC, foram 

capazes de mostrar que a secreção eletrogênica de Cl- é um importante parâmetro não 

apenas para o estudo da fisiologia digestiva normal, mas também como um alvo para 

avaliação da diarreia secretora causadas por toxinas e mediada por inflamação (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 

iônica incluem o regulador dos canais de Cl− na membrana apical, conhecido como 

regulador de condutância transmembrana da fibrose cística (CFTR), os mecanismos de 

captação do cotransportador de Cl− do Na+/K+/2Cl– (NKCC1) e o trocador Cl−/HCO3− 

(AE2) na membrana basolateral. Além disso, há o transporte de glicose acoplado ao Na+ 

e a absorção de nutrientes acoplados ao Na+, que foram importantes para a eventual 

descoberta do SGLT-1 e uma família 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, é possível avaliar o transporte/absorção de moléculas, 

nutrientes, fármacos e toxinas, utilizando informações relacionadas à corrente detectada 

em transporte passivo, à diferença de potencial gerado sob uma corrente específica, ao 

bloqueio ou à estimulação de determinadas vias, bem como à corrente necessária para a 

ativação de determinados canais, proporcionando uma análise funcional direcionada 

(CLARKE, 2009; HAMILTON, 2011; HERRMANN; TURNER, 2016; LINDEMANN, 

2001; SCHOULTZ; KEITA, 2020). Além dessas, outras investigações podem se 

beneficiar da utilização do método de UC, como pesquisas que busquem avaliar distúrbios 

ou doenças metabólicas, como obesidade e desnutrição, associadas, por exemplo, a 

disbiose intestinal e enteropatia ambiental a curto e longo prazo (SCHOULTZ; KEITA, 

2020). 

Em estudos realizados em modelos de infecção, utilizando proteínas bacterianas, 

como a toxina da cólera, e com proteínas de superfície viral, como a proteína Spike 

(proteína S) do SARS-CoV-2, a UC tem se mostrado como uma ferramenta valiosa no 

entendimento da dinâmica fisiológica destas partículas. Ademais, estudos que abordam 

as bases moleculares de entendimento sobre a COVID-19 propõem uma possível relação 

da interação por afinidade do SARS-CoV-2 com o canal de cloreto CFTR em epitélios 

estudados, o que pode ser investigado com o auxílio da UC (NASCIMENTO, 2022). Por 

exemplo, em um estudo realizado utilizando UC, foi verificado em intestino de 

camundongos Knockout para os canais CFTR, alterações na CCC, o que indicava 

mudança nos níveis de cAMP, presente na regulação da absorção de glicose acoplada ao 

Na+ (GRUBB, 1995; SEIDLER et al., 1997; WALKER et al., 2002). 
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É possível realizar estudos dinâmicos e/ou cinéticos de determinados fenômenos, 

bem como obter uma visão funcional do transporte ativo por meio de bombas, 

transportadores e trocadores via transcelular. Além disso, com a utilização do método de 

câmaras de Ussing, é possível estudar a permeabilidade ou permiselectividade 

proporcionada pela via paracelular. Esse método também permite o estudo e 

entendimento funcional das junções firmes, como as famílias de proteínas de adesão 

celular, nomeadamente as claudinas, presentes na superfície de cada célula epitelial. Essas 

proteínas são responsáveis por formar filamentos da barreira juncional apertada 

(AGUANNO et al., 2021; CLARKE, 2009; SCHOULTZ; KEITA, 2020). 

Além da família de proteínas presentes em todos os epitélios, existem outras 

classes de proteínas intimamente envolvidas na formação das junções apertadas, entre as 

quais podemos citar as ocludinas e as proteínas ZO, bem como outros protagonistas dessa 

via. Qualquer alteração na conformação, arranjo ou estrutura dessas proteínas pode 

resultar em mudanças na função ou até mesmo na perda da função propriamente dita, 

dependendo do nível de alteração ou mutação e do epitélio afetado. Diante disso, 

informações relacionadas à funcionalidade e à natureza molecular do complexo formador 

das junções firmes podem ser estudadas pelo método de câmaras de Ussing, tanto a nível 

funcional quanto molecular, de dano e atividade. Essa abordagem, em associação com 

outros métodos, fornece um excelente suporte no estudo da barreira funcional intestinal 

(SCHOULTZ; KEITA, 2020). 

Dentre os métodos, o mais utilizado na avaliação da permeabilidade e da 

integridade da barreira intestinal é o teste de permeação dos carboidratos 

lactulose/manitol, que permite avaliar tanto a permeabilidade quanto possíveis danos na 

barreira intestinal (CLARKE, 2009; SCHOULTZ; KEITA, 2020). O método consiste em 

administrar uma solução composta por 5 g de lactulose e 1 g de manitol por via oral ao 

paciente. Após a ingestão, a urina excretada é coletada ao longo de um período de 2 a 5 

horas. Posteriormente, a urina é processada e submetida à análise por meio da técnica de 

cromatografia em HPLC, que, em plataformas mais robustas, pode ser acoplada à 

espectrometria de massa. Isso permite avaliar a presença e quantificação dos carboidratos 

ingeridos, estabelecendo uma associação entre lactulose/manitol e os processos de 

transporte, permeação, absorção e danos na barreira intestinal (MAGALHÃES, 2021). 
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Já se tem feito algo similar utilizando UC, como por exemplo, a medições de fluxo 

isotópico, o que levou a entendimento sobre uma ampla variedade de características e 

regulação dos trocadores acoplados de Na+/H+ e Cl−/HCO3− (FIELD, 2003; KIELA; 

GHISHAN, 2016). A técnica consiste em medir o fluxo de passagem de íons, moléculas 

ou substratos, do lado apical para o lado basolateral ou virse-versa, por meio da utilização 

de isótopos detectáveis ou realizando a marcação dessas estruturas por florescência, sendo 

possível a detecção por espectrometria (CLARKE, 2009). 

Partindo desse princípio versátil de utilização das câmaras de Ussing (UC) e da 

busca pela otimização dos métodos de avaliação da barreira funcional intestinal e 

permeabilidade, especialmente no contexto da pesquisa, nosso grupo tem realizado 

estudos iniciais. Utilizamos o teste de lactulose/manitol já existente, porém com uma 

abordagem ex vivo. Isso torna a análise da barreira funcional intestinal ainda mais robusta 

e versátil, 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 íons e substratos, como glicose, glutamina e alanil-glutamina, em 

experimentos ex vivo em UC usando segmentos de intestino. 

Existem técnicas de investigação mais atualizadas que fornecem uma melhor 

resolução da fisiologia molecular das proteínas e transportadores presentes no epitélio. 

Entre essas técnicas, destacam-se o patch-clamp e a microscopia de fluorescência, como 

marcações por anticorpos específicos. Essas técnicas são vantajosas por possibilitar uma 

definição baseada no isolamento e amplificação de sistemas de expressão heterólogos 

(CLARKE, 2009). No entanto, a aplicação dessas técnicas em modelos animais de função 

de barreira ou em epitélio/biópsias ex vivo é um tanto limitada pelas dificuldades técnicas 

de execução. 

 
 
1.5.3. Avaliação da Permeabilidade e Função de Barreira Intestinal In Vivo 
 
 

Muitas são as condições 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 avaliação 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 inflamatórios intestinais e a composição da microbiota intestinal 

desempenham um papel essencial na homeostase da barreira intestinal e são 

complementos importantes em estudos da função da barreira intestinal — principalmente 

ao investigar os mecanismos subjacentes de uma barreira intestinal perturbada 

(SCHOULTZ; KEITA, 2020). 

 Há vários testes e marcadores utilizados para avaliar a permeabilidade intestinal e 

as doenças a ela associada, alguns dos quais podem ser relacionados com a função de 

barreira intestinal. Alguns deles avaliam biomarcadores relacionados à inflamação 

intestinal ou sistêmica e à resposta imune associadas a doenças relacionadas com a 

permeabilidade, como biomarcadores auto-anticorpos (anticorpo anticitoplasma de 

neutrófilos), biomarcadores solorógicos (Proteína C-reativa) e biomarcadores mais 

complexos e refinados por métodos de biologia molecular (Padrões Moleculares 

Associados a Patógenos – PMAPs), bem como também a composição da microbiota 

intestinal (ORIÁ; BRITO, 2016; SCHOULTZ; KEITA, 2020). 

As primeiras abordagens empregadas para investigar a integridade da função 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 observações iniciais foram seguidas por estudos que utilizaram 

biomarcadores de diferentes tamanhos, capazes de serem absorvidos em várias partes ao 

longo do trato gastrointestinal e, então, excretadas na urina. A análise das concentrações 

urinárias destes marcadores proporciona uma visão geral da permeabilidade intestinal, 

sendo aplicável tanto para avaliar a permeabilidade do intestino delgado quanto do 

intestino grosso. A aplicação dessa metodologia tem sido direcionada para estudos 

iniciais sobre a permeabilidade do intestino delgado em pacientes com DII (Doenças 

Inflamatórias Intestinais) e em análises da Disfunção Entérica Ambiental (DEA) 

(KOSEK et al., 2017; SCHOULTZ; KEITA, 2020). 

O método envolve o uso simultâneo de marcadores de tamanho de poros pequenos 

(5-8 Å) e marcadores de tamanho de poros grandes (9,5-11 Å). A permeabilidade 

intestinal é calculada a partir da relação entre a passagem do marcador de poros grandes 
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e o marcador de poros pequenos, em que o marcador de poros pequenos representa o fluxo 

consistente através da mucosa (VAN WIJCK et al., 2013). Ao utilizar essa proporção, os 

fatores de confusão dentro de cada indivíduo são levados em consideração e ajustados 

(GROOTJANS et al., 2010). 

As alterações nas junções apertadas são prontamente detectadas por mudanças no 

RT (TANG; GOODENOUGH, 2003). No entanto, para investigar a permeabilidade 

intestinal e a integridade de tecidos ou modelos de cultura celular, são necessárias 

medições de marcadores de permeação de diferentes tamanhos. Dependendo do tamanho, 

esses marcadores são utilizados como sondas paracelulares ou transcelulares em estudos 

in vitro e ex vivo. Além disso, as bactérias podem ser utilizadas não apenas como 

marcadores de permeabilidade, mas também para estudar interações com o epitélio 

(SCHOULTZ; KEITA, 2020). 

Em alguns estudos de permeabilidade intestinal, são utilizados marcadores de 

passagem paracelular, isto é, aqueles cuja passagem ocorre através da via paracelular, 

como o 51Cr-EDTA, uma molécula com peso molecular de 384 Da. Quando o 51Cr-

EDTA é ligado a um marcador radioativo de ligação extremamente forte como o Cr, 

ambos passam juntos, permitindo uma avaliação precisa da permeabilidade cólica tanto 

em estudos in vivo quanto ex vivo (DAHLGREN et al., 2017; IRVINE; MARSHALL, 

2000; KEITA et al., 2006). Já o Isotiocianato de Fluoresceína (FITC)-Dextrabo, traz uma 

alternativa para o uso de marcadores radiomarcados conjugados aos fluorocromos. O 

FITC-dextran 4000 é um sacarídeo fluorescentemente marcado com um peso molecular 

de 4 kDa. Essa sonda paracelular de FITC-dextran 4000 é 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 relação ao 51Cr-

EDTA, por exemplo, é que ele não é radiomarcado, tornando o seu uso mais prático. 

Estudos com biópsias realizadas em câmaras de Ussing confirmaram que tanto o FITC-

dextran 4000 quanto o 51Cr-EDTA fornecem resultados semelhantes em relação à 

permeabilidade paracelular (WALLON et al., 2011). 

Os polietilenoglicóis (PEG) são polímeros disponíveis 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 

informações limitadas sobre alterações de permeabilidade, o método que envolve o uso 
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de PEG de diferentes tamanhos permite medir o nível de dano na permeabilidade a partir 

do tamanho do polímero capaz de permear o epitélio. Portanto, os experimentos que 

utilizam PEG com diferentes pesos moleculares proporcionam uma investigação da 

regulação funcional da via paracelular e são 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 são sondas comuns em experimentos in vivo (VAN 

ITALLIE; ANDERSON, 2011; WATSON; ROWLAND; WARHURST, 2001). 

O Lúcifer Amarelo é uma molécula fluorescente de tamanho 444 Da que é 

conhecida por atravessar as células por difusão passiva. Sua presença pode ser detectada 

usando microscópio de fluorescência para estudos de captação e fluorimetria para estudos 

de passagem (com um comprimento de onda de excitação de 424 nm e comprimento de 

onda de emissão de 525 nm). O Lúcifer Amarelo tem sido amplamente utilizado em 

estudos de permeabilidade paracelular tanto em configurações in vitro (STRUGARI et 

al., 2019; ZHANG et al., 2014) como in vivo, especialmente em pesquisas relacionadas 

à absorção 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 sanduíche é baseado 

no sistema avidina-biotina e inclui dextrans biotinilados e conjugados com fluorescência, 

que se ligam às membranas basolaterais das células epiteliais previamente marcadas com 

avidina aderente a células. A solução da sonda pode consistir em um único dextrano 

biotinilado ou uma sequência de dextrans biotinilados de vários tamanhos e rótulos 

fluorescentes (Krug et al., 2018; Schoultz & Keita, 2020). 

Já como marcadores de passagem transcelular, o HRP é um antígeno proteico com 

um peso molecular de 45 kDa, utilizado como um marcador para investigar a captação de 

proteínas com potencial antigênico, que pode desencadear respostas imunes em seres 

humanos. Sob condições normais, observou-se que a HRP atravessa as células por meio 

de macropinocitose. A detecção da HRP é facilitada por ensaios de ELISA e tem sido 

frequentemente empregada em estudos de permeabilidade realizados em câmaras de 

Ussing. Uma vantagem adicional da HRP é a possibilidade de ser visualizada por 

microscopia eletrônica (SCHOULTZ; KEITA, 2020). Outra opção é usar partículas ou 
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bactérias conjugadas com marcadores fluorescentes, que podem ser estudadas, inclusive, 

em câmaras de Ussing (DESAI et al., 1997; MCCLEAN et al., 1998; WAN; PARK; 

LAU, 1993). 

Após o reconhecimento de sua existência e a necessidade de aprimorar a 

compreensão associada à Disfunção Entérica Ambiental (DEA) (ROGAWSKI; 

GUERRANT, 2017), o número de biomarcadores não invasivos para esse propósito tem 

aumentado consideravelmente, abrangendo diferentes aspectos da fisiologia e integridade 

do intestino. Um dos biomarcadores mais comumente utilizados para a DEA é o teste que 

avalia a razão lactulose:manitol (L:M), o qual tem sido empregado para demonstrar 

modificações na permeabilidade intestinal (KOSEK et al., 2017; LOSTIA et al., 2008). 

 
 

1.5.3.1. Teste Lactulose: Manitol 
 
 

Para o teste é utilizado os carboidratos lactulose e manitol, que são administrados 

misturados em solução única aos pacientes. A passagem de ambos pela barreira epitelial 

intestinal ocorre, respectivamente, pela via paracelular e transcelular (MAGALHÃES, 

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 junções firmes (VOJDANI, 2013). Já na segunda via, a transcelular, 

moléculas com tamanho menores do que 0,4 nanômetros (nm) passam pela membrana 

celular dos enterócitos através de pequenos poros aquosos (0,4 a 0,7 nm). 

A avaliação da passagem destes carboidratos, é feita por meio do cálculo da razão 

destes sacarídeos na urina (taxa de Lactulose:Manitol) e mensurada após 2-5 horas da 

ingestão da solução teste (MAGALHÃES, 2021; VANUYTSEL; TACK; FARRE, 2021; 

VOJDANI, 2013). A base do teste consiste na permeação passiva do manitol através da 

mucosa, fornecendo uma indicação da área de superfície do intestino delgado. Por outro 

lado, a lactulose não é absorvida pelo enterócito e, em um intestino delgado saudável, 

apenas uma pequena quantidade é absorvida via paracelular. No entanto, em caso de dano 

ou alteração do epitélio mucoso, uma quantidade maior de lactulose atravessa a barreira 

funcional intestinal. Esses carboidratos permanecem no líquido extracelular do organismo 

e são prontamente excretados, sem sofrer alterações, pelos rins. Consequentemente, a 
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quantidade excretada na urina reflete a quantidade que atravessa o epitélio intestinal 

(MAGALHÃES, 2021; VAN WIJCK et al., 2013; VANUYTSEL; TACK; FARRE, 2021; 

VOJDANI, 2013). 

Diversas técnicas analíticas são utilizadas para quantificar lactulose e manitol em 

amostras de urina. Além dos métodos enzimáticos, destacam-se a cromatografia gasosa, 

cromatografia líquida, cromatografia de troca iônica e eletroforese capilar. Entre essas 

alternativas, a Cromatografia Líquida de Alta Performance (HPLC do inglês: High-

Performance Liquid Chromatography) ganhou destaque como um dos métodos mais 

prevalentes devido à sua simplicidade, precisão, velocidade e capacidade de automação. 

Recentemente, a Cromatografia Líquida de Alta Performance acoplada à Espectrometria 

de Massas (HPLC-MS) tem sido considerada a plataforma ideal devido à sua alta 

seletividade, sensibilidade e eficiência (GERVASONI et al., 2018; KUBICA et al., 2012; 

MAGALHÃES, 2021). 

 
 
1.5.4 Biomarcadores para avaliação de Função de Barreira Intestinal 
 
 

A busca por identificar biomarcadores confiáveis, que, a partir da corrente 

sanguínea, possam serem utilizados na avaliação da permeabilidade intestinal, tem sido o 

foco de muitos pesquisadores da área na última década. Dentro desta perspectiva, uma 

das primeiras proteínas utilizadas com resultados promissores está a zonulina (47 kDa), 

um análogo endógeno humano da enterotoxina bacteriana zonula occludes toxina. 

Foi sugerido que a zonulina exerce um papel na regulação da permeabilidade 

intestinal ao desmontar os complexos proteicos das junções apertadas no epitélio 

intestinal (FASANO et al., 2000). Pertencente à família de proteínas de reação aguda, a 

zonulina é um precursor da haptoglobina-2 (TRIPATHI et al., 2009). Acredita-se que os 

níveis séricos ou plasmáticos de zonulina possam refletir a permeabilidade intestinal, e 

vários distúrbios têm sido associados ao aumento desses níveis (SCHOULTZ; KEITA, 

2020). 

Outro biomarcador de disfunção de barreira intestinal são as Proteínas de Ligação 

de Ácidos Graxos (FABP do inglês: Fatty Acid Binding Proteins). Elas são proteínas 

citosólicas com aproximadamente 15 kDa que têm a função de se ligar e transportar ácidos 

graxos. Além de serem encontrados no intestino, também são presentes no coração, 
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fígado, músculos e tecido adiposo (NIEWOLD; MEINEN; VAN DER MEULEN, 2004). 

Nos enterócitos intestinais, principalmente na parte absorvente do epitélio das vilosidades 

intestinais, são expressas tanto as proteínas de ligação de ácido graxo do tipo hepático (L-

FABP; FABP1) quanto as proteínas de ligação de ácido graxo intestinal (I-FABP; 

FABP2) (GAJDA; STORCH, 2015). Durante episódios de isquemia intestinal e diversas 

doenças do intestino delgado, o epitélio intestinal sofre danos e o I-FABP é liberado para 

a corrente sanguínea, podendo ser detectado no plasma (KANDA et al., 1992). 

Também usado como biomarcador, a Citrulina é um aminoácido não proteico 

produzido principalmente pelos enterócitos 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 redução da massa epitelial 

do intestino (CRENN; MESSING; CYNOBER, 2008). Uma revisão sistemática recente 

demonstrou que a citrulina está inversamente correlacionada com a gravidade das doenças 

intestinais, como a doença celíaca e a doença 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 níveis circulantes de 

citrulina diminuem em pacientes submetidos a transplantes de células-tronco 

hematopoéticas devido à ocorrência de mucosite oral e gastrointestinal, que leva à perda 

de massa epitelial, resultado da terapia mieloablativa intensiva (CRENN; MESSING; 

CYNOBER, 2008; SCHOULTZ; KEITA, 2020). 

O Peptídeo Semelhante ao Glucagon – 2 (GLP-2 do inglês: Glucagon-Like 

Peptide - 2), também tem sido usado como biomarcador de função de barreira. Este é um 

produto derivado do glucagon e considerado um fator de crescimento específico para o 

intestino. Ele é secretado pelas células L, uma categoria de células enteroendócrinas, 

presentes no epitélio intestinal (HOLST, 2007). O papel primordial do GLP-2 é sugerido 

como sendo a manutenção do crescimento e da função absorvente das vilosidades 

intestinais, conforme revisado por Drucker e Yusta (DRUCKER; YUSTA, 2014). Em 

estudos com camundongos, o GLP-2 demonstrou reduzir o transporte paracelular de íons 

e pequenas moléculas, bem como inibir a captação endocítica de macromoléculas. 

Portanto, uma diminuição nos níveis de GLP-2 pode indicar uma possível perturbação na 

função de barreira intestinal (BENJAMIN et al., 2000). 
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Os níveis da endotoxina presente na membrana externa na maioria das bacteriana 

gram-negativas, LPS, têm sido considerados como um possível marcador de aumento da 

permeabilidade intestinal, mais especificamente, um indicador de translocação bacteriana 

(HOLLANDER; KAUNITZ, 2020). A endotoxemia, ou seja, o aumento dos níveis 

séricos de LPS originários da microbiota intestinal, devido ao aumento da permeabilidade 

intestinal, tem sido associada a várias doenças (MUNFORD, 2016). A hipótese sugere 

que estressores fisiológicos, como componentes da dieta, estresse psicológico ou 

condições que causam um desequilíbrio 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 circulação sistêmica, o que poderia contribuir 

para a inflamação sistêmica e desencadear diversas doenças (HOLLANDER; KAUNITZ, 

2020). A barreira intestinal evoluiu para proteger o corpo contra substâncias inofensivas 

e interações diretas com a microbiota intestinal. Portanto, a toxicidade só ocorre quando 

a barreira é comprometida, permitindo que bactérias e endotoxinas bacterianas, como o 

LPS, alcancem a membrana basal dos enterócitos e o tecido subjacente. Na maioria dos 

casos, o sistema imunológico lida com a inflamação, mas em casos raros, as bactérias 

podem atingir a corrente sanguínea e, se produzirem altas quantidades de LPS, podem 

causar choque séptico (OPAL, 2010). 

Diante das dificuldades em mensurar e interpretar o LPS, a Proteína de Ligação 

ao LPS (LBP do inglês LPS-Binding Protein), tem despertado muito interesse como um 

marcador da reação imune ao LPS e, portanto, como um indicador indireto de 

endotoxemia (CITRONBERG et al., 2016). A LBP é uma proteína de fase aguda 

produzida pelos hepatócitos, que se liga ao LPS bacteriano. O complexo LPS-LBP 

interage ainda mais com o CD14, o que desencadeia uma cascata de resposta inflamatória 

(FENTON; GOLENBOCK, 1998). Os níveis de LBP na circulação sistêmica têm sido 

associados a dietas ricas em gordura, obesidade e DII (CITRONBERG et al., 2016). 

Outros importantes biomarcadores são os marcadores fecais de permeabilidade 

intestinal e marcadores de inflamação intestinal, como a alfa (α)-1-antitripsina (AAT), 

um dos inibidores de serina protease mais comuns na corrente sanguínea (GOOPTU; 

LOMAS, 2009). Essa proteína é principalmente produzida pelo fígado, mas também é 

secretada por várias células, incluindo macrófagos, enterócitos (MULGREW; 

TAGGART; MCELVANEY, 2007) e células Paneth (MOLMENTI; PERLMUTTER; 
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RUBIN, 1993). Uma das principais funções da AAT é proteger os tecidos da atividade 

proteolítica das células do sistema imunológico, especialmente os neutrófilos (GOOPTU; 

LOMAS, 2009). Observou-se que o nível de AAT está correlacionado com a atividade da 

doença na doença de Crohn, e a depuração fecal de AAT é um indicador da gravidade 

clínica da DII (KARBACH; EWE; BODENSTEIN, 1983). Devido à sua resistência à 

degradação por enzimas intestinais, a AAT tem sido utilizada como um marcador de 

permeabilidade intestinal, especialmente em estudos que investigam a permeabilidade em 

disfunções entéricas ambientais (DEA) (CAMPBELL et al., 2017; MCCORMICK et al., 

2019), doença hepática (WANG et al., 2015) e, mais recentemente, na doença de 

Parkinson (SCHWIERTZ et al., 2018). 

Portanto, a AAT é frequentemente avaliada juntamente com a mieloperoxidase 

fecal e a calproteína (CAMPBELL et al., 2017; KEUSCH et al., 2014; MCCORMICK et 

al., 2019), como uma medida da atividade dos neutrófilos e da inflamação intestinal 

subclínica (DI RUSCIO et al., 2018). Outros marcadores de inflamação intestinal que 

podem ser avaliados para complementar as medições 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 proteína amiloide A 

sérica (YARUR et al., 2017).  

A LCN2 é produzida por células epiteliais intestinais, entre outros tipos de células 

(MOSCHEN et al., 2017), e seu nível aumenta em resposta a estímulos pró-inflamatórios, 

como citocinas ou ativação de receptores tipo Toll (CHAKRABORTY et al., 2012). O 

nível sérico de LCN2, em complexo com metaloproteinase 9, demonstrou estar 

correlacionado com a atividade da doença na DII (DE BRUYN et al., 2014, 2015) e é 

proposto como um marcador substituto para a cicatrização da mucosa. Da mesma forma, 

a proteína amiloide A de fase aguda tem sido investigada na DII (YARUR et al., 2017). 

O amiloide sérico A é uma proteína de fase aguda produzida em níveis elevados em 

resposta a citocinas pró-inflamatórias (SACK, 2020). 

Além dos potenciais biomarcadores mencionados acima, outros marcadores têm 

sido investigados e sugeridos como possíveis biomarcadores sorológicos da função da 

barreira intestinal. Por exemplo, a enzima diamina oxidase, cuja atividade está 

inversamente relacionada à 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 específico o suficiente para determinar uma barreira disfuncional e/ou 

aumento da permeabilidade intestinal por si só, os biomarcadores sorológicos oferecem 

um complemento importante para outras metodologias, como o teste multissacarídeo in 

vivo (SCHOULTZ; KEITA, 2020). 

Pesquisas realizadas pelo Instituto de Biomedicina (IBIMED/NUBIMED) da 

Universidade Federal do Ceará, com ênfase na fisiologia funcional da barreira epitelial 

intestinal, têm utilizado, ao longo de décadas, algumas das técnicas acima citadas. 

Trabalhos como o de Soares (1996) que avaliou por meio do método da Câmara de 

Ussing, a secreção de sódio paracelular durante a absorção de substratos sódio 

dependentes no íleo de coelhos, colaborando para o entendimento mecanísticos 

fisiológico deste processo. Já Lima (1998), que em seu trabalho sintetizou um derivado 

estável da glutamina, a alanil-glutamil-glutamina, utilizou em sua pesquisa o método de 

Câmaras de Ussing para estudar, de forma funcional em modelo ex vivo, o efeito da 

glutamina e alanil-glutamil-glutamina no transporte de água, eletrólitos e sobre a 

permeabilidade intestinal em modelo de diarreia secretória induzida pela toxina da cólera. 

No estudo citado acima, também foi utilizado outro método para avaliação de 

permeabilidade e dano da integridade da barreira epitelial intestinal, sendo utilizado o 

teste de Lactulose:Manitol avaliado pelo método de cromatografia líquida de alta 

resolução para medidas de monossacarídeos e dissacarídeos (LIMA, 1998). 

Este último método de avaliação de integridade de barreira intestinal, foi 

amplamente utilizado, em colaboração com o IBIMED/NUBIMED-UFC, no estudo 

coorte multicêntrico que reuniu um total de oito países (Bangladesh, Brasil, Índia, Nepal, 

Paquistão, Peru, África do Sul e Tanzânia). Neste coorte foi estudada a interação da 

desnutrição e as infecções entéricas, e suas consequências para a saúde e o 

desenvolvimento infantil, de crianças 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 parâmetros elétricos na 

absorção de substratos Na+/H+- dependentes em epitélio jejunal e ileal de coelhos em 

Câmaras de Ussing. Na pesquisa de Sampaio (2016) foi avaliado o transporte iônico no 

íleo de camundongos em modelo de desnutrição pela dieta DBR infectados pela 
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Escherichia coli enteropatogênica (EPEC), sendo utilizado o método de Câmaras de 

Ussing para avaliação de transporte. 

Ribeiro (2022) também empregou o Método de Câmaras de Ussing em seu modelo 

de desnutrição pela nova dieta MAL-ED, a fim de avaliar o transporte iônico utilizando 

os substratos glutamina, alanil-glutamina e glicina. Esse estudo destaca a ampla 

aplicabilidade do método de UC na compreensão das interações moleculares dos 

transportadores e canais do epitélio intestinal, evidenciando que ainda há muitas 

possibilidades a serem exploradas. 

 
 

2. JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA 
 
 

Mesmo com dados limitados sobre a real situação do índice de desnutrição infantil 

nos últimos anos, devido à pandemia do COVID-19, é um fato que o mundo enfrenta uma 

grave crise global, com alguns países, incluindo o Brasil, retornando ao mapa da fome. 

No ano de 2021, aproximadamente 828 milhões de pessoas estavam em situação de 

subnutrição crônica, com 193 milhões de pessoas em estado de subnutrição aguda, em 

um total de 53 países. Além disso, cerca de 641 milhões de pessoas enfrentam insegurança 

alimentar em 88 países (WORLD FOOD PROGRAMME, 2023). Os gastos para reverter 

os danos causados pela desnutrição geram um impacto econômico significativo, 

chegando a até US$ 3,5 trilhões (BEAUDREAULT, 2019; GLOPAN, 2022), incluindo 

despesas hospitalares e tratamentos. Isso impacta diretamente no rendimento escolar e na qualificação 

profissional, resultando em um déficit na produtividade na vida adulta (GRANTHAM-

MCGREGOR et al., 2007; VICTORA et al., 2008). Pesquisas já demonstraram que 

crianças com desnutrição apresentam uma maior suscetibilidade a enteropatógenos, 

resultando em infecções clínicas e subclínicas, 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 é o primeiro sistema afetado pela privação nutricional. 

Apesar dos esforços, pouco se sabe sobre a absorção e expressão de transportadores de 

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

et al., 2023; SAMPAIO et al., 2016). Além disso, a diversidade das deficiências 
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nutricionais, gravidade da desnutrição, tempo de desnutrição e segmento intestinal 

avaliado tornam o estudo da fisiologia intestinal de absorção de nutrientes, bem como a 

barreira epitelial morfofuncional durante a desnutrição um desafio para ciência. A barreira 

morfofuncional gastrointestinal é 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 superfície celular, ou pela via 

paracelular, que é regulada pelas junções firmes e as proteínas que a compõe. Diante disso, 

a barreira intestinal atua diretamente na regulação do balanço energético, nutricional, 

hídrico e na tolerância passagem de antígenos alimentares e processos inflamatórios, em 

condições fisiológicas ou patológicas (GENTON; CANI; SCHRENZEL, 2015; KEITA; 

SÖDERHOLM, 2018; ZHANG et al., 2020). 

Ademais, quando a desnutrição ocorre nos primeiros anos de vida o risco de 

mortalidade aumenta (BLACK et al., 2008), podendo levar a um ciclo vicioso de 

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

2008), como observado pelo estudo coorte MAL-ED (MILLER et al., 2014) o que 

compromete o desenvolvimento físico (BLACK et al., 2008) e cognitivo das crianças 

afetadas (GALLER et al., 2012), bem como leva ao desenvolvimento de doenças crônicas 

na vida adulta (DEBOER et al., 2013; GUERRANT et al., 2012). Dessa forma, o 

entendimento dos processos associados à alteração da barreira epitelial intestinal e ao 

estabelecimento da desnutrição, como ocorre em comunidades que consomem uma dieta 

deficiente, similarmente ao padrão de consumo alimentar observado no estudo MAL-ED 

(CAULFIELD et al., 2014; PSAKI et al., 2012), é de suma importância para acelerar o 

diagnóstico e direcionar melhor a busca por tratamento mais eficazes. Portanto, a 

implementação de tratamentos mais eficazes torna-se urgente para evitar o aumento da 

morbidade gerada pela desnutrição tanto no indivíduo quanto na nação. 

O aprimoramento de métodos e técnicas utilizadas para a análise da função de 

barreira e da permeabilidade, como a utilização de um modelo automatizado e detalhista 

para avaliação dos transportes no epitélio intestinal, ajudarão a identificar alterações 

fisiológicas funcionais, levando mais celeridade e eficiência no diagnóstico, o que 

favorece a tomada de medidas direcionadas à prevenção 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 

Câmaras de Ussing, se a glutamina tem o potencial de reverter os sinais clínicos de 

desnutrição causados pela nova dieta experimental MAL-ED, associados à melhora nos 

danos na barreira morfofuncional intestinal documentados em um trabalho anterior do 

grupo (RIBEIRO, 2022). Desta forma, este estudo não apenas demonstra a importância 

da utilização do sistema de Câmaras de Ussing automatizado na investigação das 

alterações e funcionalidade da barreira morfofuncional gastrointestinal e permeabilidade 

intestinal, mas também propõe um possível tratamento eficaz para este importante 

problema de saúde pública no Brasil e no mundo. 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1. Objetivo Geral 
 

O objetivo deste estudo é avaliar a função da barreira epitelial intestinal em 

camundongos submetidos a um modelo animal de desnutrição aguda baseado na dieta 

complementar de crianças com desnutrição, conforme descrito no estudo COORTE 

multicêntrico MAL-ED. 

 

3.2. Objetivos Específicos 
 

 1. Verificar os efeitos da dieta complementar MAL-ED em parâmetros corporais, 

como peso, ganho de peso, crescimento e composição 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 câmaras de Ussing; 

 3. Analisar os efeitos agudos da dieta complementar MAL-ED em modelo ex vivo 

de absorção de substratos glicose, glutamina e alanil-glutamina pelo epitélio intestinal de 

camundongos C57BL/6 em sistema automatizado de câmaras de Ussing; 

 4. Verificar se o tratamento com glutamina em modelo animal de desnutrição 

aguda induzida pela dieta complementar MAL-ED induz melhorias nos efeitos da 

desnutrição aguda, por meio da avaliação de parâmetros corporais de peso, ganho de peso, 

crescimento e composição corporal; 

 5. Avaliar se o tratamento com glutamina promove melhorias na absorção e função 

de barreira epitelial intestinal em modelo animal de desnutrição induzida pela dieta MAL-

ED, por meio sistema automatizado de Câmaras de Ussing. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
4.1. Animais e Comitê de Ética 
 
 

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 Ceará (UFC) logo após o desmame (21-30 dias de 

idade), sendo esses mantidos em constante ciclo claro/escuro (12/12 horas), em 

ambientação com temperatura controlada de 22 ± 2 oC, com água e “ad libitum” e ração 

com quantidade controlada diariamente. Todos os procedimentos foram conduzidos de 

acordo com as normas e determinações do CONCEA (Comitê Nacional de Controle de 

Experimentação Animal) e submetidos para aprovação do Comitê de Ética de Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceará, de número 9077011220. 

 
 
4.2. Dietas e substratos testados 
 
 
4.2.1. Dieta MAL-ED 
 
 

A dieta MAL-ED foi baseada na quantificação das dietas complementares das 

crianças de sete países com baixo poder socioeconômicos pertencentes ao estudo MAL-

ED (MACIEL et al., 2021). Para que a formulação da dieta MAL-ED tivesse os padrões 

exigidos para roedores, utilizamos a dieta padrão comercial AIN-93M (Rhoster®, São 

Paulo, Brasil) e subtraímos da sua composição os valores de energia, macronutientes, 

fibra e zinco referente ao percentual de diferença da composição da alimentação das 

crianças sem desnutrição vs. crianças com desnutrição (HAZ < -2) aos 24 meses. A partir 

disto, obtivemos uma dieta com redução de energia, proteínas, lipídeos e zinco e aumento 

de carboidratos e fibras em relação à dieta controle (AIN-93M) (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Composição nutricional da dieta MAL-ED e controle 
 Dieta Controle Dieta MAL-ED* Diferença (%) 
Energia (Kcal) 391.69 360.22 -8.03 
Macronutrientes    

Carboidrato (g) 61.89 65.66 5.93 
Proteína (g) 21.25 13.29 -37.46 
Lipídeo (g) 6.57 4.98 -24.20 
Fibras 2.9 4.21 45.17 

Micronutrientes    
Zinco (mg) 35.0 31.21 -10.83 

Ingredientes    
Semola grits (g) - 54.61 - 
Caseína (78,79% de 
proteínas) (g) 16.40 9.89 - 

Amido dextrinizado (g) 15.50 0.00 - 
Sacarose (g) 10.00 0.00 - 
Óleo de soja (g) 4.00 5.10 - 
Celulose MC-101 (g) 5.00 26.00 - 
Mix mineral (g) 3.50 3.50 - 
Mix vitamínico (g) 1.00 1.00 - 
L-cisteína (g) 0.18 0.30 - 
Bitartarato de colina (g) 0.25 0.25 - 
Tert-butilhidroquinona (g) 0.0008 0.0014 - 

Fonte: (RIBEIRO, 2022). 
Valores referentes a análise da composição centesimal da dieta MAL-ED e dieta AIN-93M (controle) e a 
quantidade de ingredientes usados para formulação 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 após o 

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

tradados; 2) desnutridos não 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 análises de espectroscopia de 

bioimpedância animal com o Vet BIS 1 - ImpediVet® (Impeimed, Carlsbad, California, 

EUA) em três momentos: após um período de 48 horas de adaptação ao biotério do pré-

clínico, sendo este considerado tempo 0; no dia 7 de indução de desnutrição pela dieta 

MAL-ED; e no dia 12, após cinco dias de tratamento com Glutamina, que marca o final 

da linha experimental (Figura 8).  

Dito isso, após um período de 48 horas de adaptação ao novo ambiente no biotério 

do pré-clínico, os animais dos grupos foram anestesiados com isoflurano 3 a 4% via 

inalatória e mantidos sob estado de anestesia com 1 a 2% de isoflurano para realização da 

primeira análise de espectroscopia de bioimpedância animal com o Vet BIS 1 - 

ImpediVet® (Impeimed, Carlsbad, California, EUA) para coleta de dados referentes a 

composição corporal. Logo em seguida, os animais dos grupos desnutridos foram 

induzidos à desnutrição, iniciando o consumo da dieta MAL-ED, já os animais dos grupos 

nutridos, consumiram a dieta normocalórica (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 diferença na quantidade de consumo entre grupos nutridos e 

desnutridos, foram ofertadas as mesmas quantidades de ração consumidas pelos grupos 

nutridos no dia anterior à oferta da ração. Após o início da administração das dietas, os 

animais de ambos os grupos foram avaliados diariamente com relação ao peso corporal, 

consumo de comida, de água e comprimento da cauda. Com base em outros estudos do 

grupo, determinamos que o período de desnutrição iniciaria a partir do dia 7, escolhendo 

este momento como tempo adequado para iniciarmos a realização do tratamento (Figura 

8) (RIBEIRO, 2022; RIBEIRO et al., 2023). 

Após os sete dias de indução da desnutrição, ou seja, no oitavo dia, foi realizada 

a segunda análise de espectroscopia de bioimpedância animal. Posteriormente, foi dado 

início 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 duração de 5 dias, após este período foi realizada a terceira 

análise de espectroscopia de bioimpedância 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, e seu tamanho total foi mensurado. Uma 

porção ± 8 centímetros da porção medial do intestino delgado foi coletada para realização 

dos experimentos de avaliação de permeabilidade intestinal com lactulose e manitol no 

Sistema de Câmaras de Ussing (SCU) e avaliação de absorção também no SCU. Para os 

experimentos nas câmaras de Ussing, foram feitos dois grupos por semana, um animal de 

cada grupo por dia, sendo necessárias três semanas para realização de todos os grupos 

para cada teste realizado as UCs. Por fim, os animais foram eutanasiados por meio de 

exsanguinação. 

 

 

Figura 8: Protocolo experimental 

Fonte: elaborado pelo autor no BioRender.com. 
Primeiro os animais foram colocados em aclimatação de 48 horas antes de começar o protocolo 
experimental. Após isto, no dia 0 foi coletado o peso, comprimento e foi mensurada a bioimpedância dos 
animais. Em seguida deu-se início a indução da desnutrição com a dieta MAL-ED por 7 dias, medindo 
diariamente o consumo de ração e água. No oitavo dia realizou-se a segunda coleta de peso, comprimento 
e bioimpedância, iniciando na sequência o tratamento com glutamina e glicina por 5 dias. Ao final do 
tratamento foi mensurado novamente o peso, comprimento e bioimpedância. Em seguida, os animais 
foram eutanasiados para realização das outras análises 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 

 
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 divisão foi realizada em três linhas de tempo diferentes e com quantidade de animais por grupo 
diferentes. A Primeira linha experimental foi utilizada para realização 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 avaliação de transporte em câmaras de Ussing, com n de 5 animais. Por fim, a terceira 
linha experimental foi utilizada para realização do experimento de permeabilidade com o teste de 
lactulose:manitol realizado em câmaras de Ussing, com n de 3 animais por grupo. 
 
 
4.5. Análise da composição corporal: Bioimpedância elétrica 
 
 

Neste estudo foi utilizado o ImpediVET® (Carlsbad, California, EUA), um 

dispositivo de espectroscopia de bioimpedância tetra polar (BIS) de canal único que varre 

256 frequências entre 4 kHz e 1000 kHz em menos de um segundo. O dispositivo utiliza 

uma plotagem de impedância complexa para determinar a água corporal, o fluido 

extracelular e o fluido intracelular. A massa livre de gordura, a massa gorda e o índice de 

massa corporal são calculados através de um software acoplado ao dispositivo (Figura 

10). 

O procedimento de avaliação corporal seguiu o protocolo especificado pelo 

fabricante. Os animais foram anestesiados com isoflurano 3 a 4% (manutenção 1 a 2%) 

por via inalatória. Eles foram colocados sobre uma superfície não 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 região subdérmica, ao longo da linha média dorsal. Os eletrodos centrais 

foram inseridos na região 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, e 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 parâmetros de bioimpedância de resistência e reatância foram 

obtidos por um único espectro de 4 a 1 MHz numa série de 256 pontos. Valores 

predefinidos pelo fabricante para camundongos foram utilizados para calcular os 

parâmetros de composição corporal (CARLE, 2010). O procedimento ocorreu com todos 

os grupos experimentais descritos nos dias 0, 8 e 13. 

O dispositivo utilizou uma plotagem de impedância complexa para determinar a 

água corporal total, o fluído extracelular e o fluído intracelular, enquanto a massa livre de 

gordura, massa gorda e índice de massa corporal foram calculadas através de um software 

acoplado ao dispositivo (CARLE, 2010). Os valores de água corporal total foram 

divididos pelo peso do respectivo animal, com o intuito de normalizar o resultado, e 

expresso em percentual. 
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Figura 10 - Esquematização do procedimento experimental da bioimpedância elétrica 

 
Fonte: elaborado pelo autor no BioRender.com. 
Primeiro os animais foram anestesiados por via inalatória com isoflurano e, em seguida, foram dispostos 
sob superfície não condutora com membros anteriores e posteriores dispostos de forma perpendicular ao 
corpo. Foram utilizadas quatro agulhas, que foram inseridas em região subdérmica, entre os olhos, entre as 
orelhas entre os músculos das patas anteriores e na base da cauda. As agulhas foram acopladas em eletrodos 
acoplados ao equipamento. As medidas de comprimento entre os eletrodos centrais (agulhas vermelhas) e 
o peso foram adicionados no equipamento e, por fim, acionado a mensuração. 
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4.6. Avaliação do desenvolvimento corporal 
 
 

O comprimento corporal dos animais foi mensurado nos dias 0, 7 e 12 para a 

avaliação do desenvolvimento corporal dos animais. Para isso, os camundongos foram 

rapidamente anestesiados por isoflurano (Cristália®, São Paulo, Itapira) (SCHWARZER 

et al., 2016), em seguida, foram posicionados sob uma superfície plana, de forma alinhada 

e o comprimento corporal total (comprimento corporal + comprimento da cauda) foi 

medido com auxílio de um paquímetro digital (Mitutoyo®, Suzano, São Paulo, Brasil) 

como mostrado na Figura 11. 

 

 

Figura 11: Avaliação do comprimento corporal 

 
Fonte: elaborado pelo autor no BioRender.com. 
Primeiro os animais foram pesados em balança analítica, depois foram anestesiados por via inalatória com 
isoflurano e, em seguida, foram dispostos sob superfície plana, alinhando a cauda e o corpo. Utilizando um 
paquímetro, 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. Avaliação dos parâmetros eletrofisiológicos basais e durante o transporte de 
peptídeos e carboidratos por Câmara de Ussing 
 
 

O Sistema de Câmaras de Ussing (SCU) (Figura 12A) fornece um método 

valioso, comprovado e amplamente utilizado para a medição do transporte de eletrólitos, 

absorção de nutrientes e drogas. Além disso, fornece dados de resistência transepitelial, 
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os quais têm relação direta com a permeabilidade e função de barreira em tecidos 

epiteliais. 

Utilizamos o método de câmaras de Ussing para avaliar a Corrente de Curto-

Circuito (CCC), a Resistência transepitelial (RT) e a Diferença 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 indução de 

desnutrição. Essas avaliações foram realizadas sob condições basais e durante o desafio 

com concentrações crescentes de glutamina, Alanil-glutamina e glicose. A porção medial 

do intestinal delgado foi escolhida para ser analisada por ser um dos maiores segmentos 

de absorção no intestino delgado. Todo o protocolo foi seguido conforme descrito por 

Soares (1996), com adaptações. 

 
 
Figura 12 – Sistema de Câmaras de Ussing para pesquisa epitelial 

 
Fonte: elaborado pelo autor no BioRender.com. 
A) Sistema de Câmaras de Ussing, composto por sistema de aeração por solução carbogênica, uma bomba 
termoestável de manutenção de temperatura, Pré-amplificadores, amplificadores acoplados ao sistema de 
automação, B) Sistema de Ussing para pesquisa epitelial, composto por um estande de apoio para o sistema 
de Câmaras de Ussing, reservatórios de soluções perfusoras, duas hemicâmaras 1 (seta vermelha) e 2 (seta 
azul) que compõe a câmara de Ussing, eletrodos de voltagem e eletrodos de corrente. 
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O sistema das câmaras de Ussing (Figura 12A) pode ser dividido em três partes. 

A primeira parte compreende duas hemicâmaras (Figura 12B), onde são fixados os 

tecidos intestinais e os reservatórios de soluções perfusantes; um sistema de aeração 

composto por uma mistura carbogênica de 5% de dióxido de carbono e 95% de oxigênio, 

responsável por manter o tecido oxigenado; e uma bomba de circulação termoestável 

aquecedora - Haake FE Laboratory Scientific 115V Recirculating Lab Water Bath (Haake 

FE2, Berlin, Germany), conectada aos reservatórios de perfusato utilizada para manter a 

temperatura das soluções a ±37 oC. 

 A segunda parte é constituída por eletrodos e pelo sistema analógico 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 são utilizados, 

como o próprio nome sugere, para amplificar os sinais elétricos gerados pelo tecido, além 

de gerar a fixação automático de voltagem e corrente. 

Já a terceira parte é composta por um sistema de aquisição de dados analógicos e 

um sistema de conversão digital para dados analógicos, responsável por converter os 

dados analógicos em digitais por meio dos conversores LABTRAX 4-Channel Data 

Acquisition (World Precision Instruments, Sarasota, Florida, USA) e IX/408 Data 

Acquisition System (iWorx, Dover, New Hampshire, USA) (Figura 13A). Para a 

visualização dos dados, é utilizado o software LabScribe versão 2022 (iWorx, Dover, 

New Hampshire, USA) (Figura 13B). 
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Figura 13 – Amplificador, pré-amplificador e Software de aquisição de dados 

 
Fonte: elaborado pelo autor no BioRender.com. 
A) Amplificadores e pré-amplificadores, B) Layout do software LabScribe de automação e aquisição de 
dados de tensão transepitelial, Corrente de Curto-Circuito e resistência transepitelial. 
 

As pontes de ágar, junto com os eletrodos de corrente e voltagem, entram em 

contato com a solução perfusora que preenche as câmaras e, por sua vez, entra em contato 

com o tecido. Esse contato possibilita os processos de difusão de íons nas interfaces, 

resultando na geração de potenciais de junção líquida. Portanto, mesmo sem os 

fragmentos dos tecidos, pode ser gerado uma diferença de potencial (DP) devido as 

junções entre os componentes citados acima. A diferença de potencial gerada, é 

dependente de alguns fatores, como a da qualidade das pontes de ágar, da solução 

perfusora, da manutenção dos eletrodos e da calibração dos pré-amplificadores e 

amplificadores. A diferença 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 princípio da técnica consiste na medição da voltagem e da corrente produzidas 

pelos tecidos vivos em respostas às propriedades do mesmo em gerar fluxos iônicos. Para 

isto, foi acionado uma tensão antagônica à preparação, 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. Solução perfusora e soluções teste 
 

Duas soluções fisiológicas principais foram preparadas para realizar o 

experimento nas câmaras de Ussing: Ringer e Krebs-Ringer Bicarbonate (KRB). O 

Ringer foi utilizado para a irrigação durante a cirurgia e a limpeza de resíduos fecais do 

lúmen no segmento de segmento medial do intestino delgado após a coleta. Já o KRB, foi 

usado tanto como solução perfusora do epitélio jejunal montado no SCU, quanto como 

diluente das outras soluções utilizadas no teste. O Ringer foi constituído de 111,2 mM de 

NaCl (6,5 g), 1,878 mM de KCl (0,14 g), 1,081 mM de CaCl2 (0,12 g), 2,381 mM de 

NaHCO3 (0,20 g), 0,08335 mM de NaH2PO4 (0,01 g) (MERK Chemicals, Darmstadt, 

Germany). Os componentes foram dissolvidos em 1 L de água destilada em temperatura 

ambiente, com auxílio de um agitador magnético com placa aquecedora modelo 

NUOVA™ II THERMOLYNE® stirring hotplate (Barnstead/Thermolyne Corporation, 

Dubuque, Iowa, USA) (CLARKE, 2009; SAMPAIO et al., 2016; SOARES, 1996). 

A solução de KRB, por outro lado, foi composta por 115 mM de NaCl (6,72 g), 

25 mM de NaHCO3- (2,1003 g), 2,4 mM de K2HPO4 (0,4181 g), 1,2 mM de CaCl2.2H2O 

(0,1764 g), 1,2 mM de MgCl2.6H2O (0,2439 g), 0,4 mM de KH2PO4 (0,0544 g); os 

compostos foram fornecidos pela MERK (MERK Chemicals, Darmstadt, Germany). Essa 

solução também foi preparada com auxílio de um agitador magnético com placa 

aquecedora modelo NUOVA™ II THERMOLYNE®, e dissolvida em 1 L de água 

destilada em temperatura ambiente (CLARKE, 2009; SAMPAIO et al., 2016; SOARES, 

1996). Todos os solutos foram pesados na balança analítica METTLER TOLEDO 

AB104-S (Mettler instrument Corporation, Hightstown, New Jersey, USA). A 

osmolaridade das soluções foi confirmada em osmômetro WIDE-RANGE 

OSMOMETER (Advance Instruments Inc., Newton Highlnds, Massachusets, USA) 

ficando em torno de 280 a 300 mOsm/L e o pH foi corrigido para pH 7,4 usando um 

pHmetro QUIMIS® Q400AS (Quimis Aparelhos Científicos, Diadema, São Paulo, 

Brasil), para se assemelhar às condições fisiológicas, e a solução foi armazenada em 

geladeira de 2 a 8 °C. 

 

 

 



 
89 

 

Logo após a preparação das soluções descritas acima, foram feitas as pontes de 

KRB-ágar utilizadas no SCU para conectar os eletrodos de corrente e voltagem às 

câmaras, mantendo assim os eletrodos em contato com a solução perfusora que banha o 

tecido montado no SCU. Para preparação das pontes de ágar, foi pesado 2,4 g de Ágar 

(Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) na balança analítica METTLER TOLEDO 

AB104-S e adicionado a 50 ml de KRB dentro de um Becker de 100 ml. Em seguida, o 

Becker contendo a solução de KRB-ágar foi colocado em banho-maria dentro de um outro 

Becker de 1 L contendo 150 ml de água, que foi fervida em temperatura de 80 a 100 °C 

e homogeneizada com uma bala magnética pequena em agitação na velocidade 3 por um 

período de 30 minutos, utilizando um agitador magnético com placa aquecedora modelo 

NUOVA™ II THERMOLYNE®. 

Após o tempo de aquecimento, verifica-se se o ágar está homogêneo e totalmente 

diluído, e se já começou a solidificar, sinalizando que está pronto para ser distribuído nos 

cartuchos dos eletrodos. Isso é feito evitando a formação de bolhas, que poderiam 

interferir na captação do sinal elétrico pelos eletrodos. No SCU, são utilizados 16 

cartuchos para os eletrodos de voltagem e a mesma quantidade para os eletrodos de 

corrente — no entanto, devido à necessidade de trocas de cartuchos durante a calibração 

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 soluções de perfusão: uma solução de KRB glicosada e 

outra de KRB-Manitol, ambas na concentração de 10 mM por ml de KRB. Para a 

preparação do KRB glicosado, 0,0901 g de glicose (MERK Chemicals, Darmstadt, 

Alemanha), foram dissolvidos em 50 ml de KRB a temperatura ambiente e pH 7,4. Essa 

solução foi utilizada para a perfusão do lado basolateral do epitélio jejunal no SCU. 

Paralelamente, foi preparada a solução de KRB-Manitol na mesma concentração, 

adicionando-se 0,0911 g de manitol (MERK Chemicals, Darmstadt, Germany) em 50 ml 

de KRB a temperatura ambiente e pH 7,4. Essa solução foi destinada para a perfusão 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 soluções preparadas, foram feitas duas soluções de viabilidade: uma 

solução de teofilina e outra de glicose, que foram utilizadas para confirmar se o tecido 

testado estava viável ao final do experimento e validar os resultados da câmara em que 

esse tecido foi utilizado. Ambas as soluções de teofilina e glicose foram preparadas na 

concentração 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 soluções foram preparadas nesta concentração para que, ao serem adicionadas 0,2 

ml aos 4,8 ml da solução de perfusão, chegassem ao volume de 5 ml e concentração final 

de 10 mM (SAMPAIO, 2013; SAMPAIO et al., 2016). 

A utilização destas duas soluções em lados opostos do tecido no SCU, tem o 

propósito de manter o equilíbrio eletrolítico, favorecer o mínimo transporte ativo e 

passivo basal do epitélio intestinal testado. Este transporte iônico proporcionado por meio 

do fornecimento dos sais presentes no KRB e dos carboidratos a ele adicionados, gera 

uma diferença de tensão entre os dois lados do tecido, o que resulta em uma diferença de 

potencial por ação do gradiente eletroquímico, que permite identificar a viabilidade inicial 

do epitélio. 

Utilizamos soluções a 1 mM, 20 mM, 70mM, 200 mM e 700 mM de glicose, L-

glutamina (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) e L-alanil-glutamina (Rexim SA, 

Courbevoie, França) neste trabalho (Figura 14). As soluções desses substratos foram 

dissolvidas em KRB, de modo que cada uma delas apresentasse 300 mOsm e a 

concentração desejada. As soluções com substratos foram preparadas de forma a obter 

cada ponto experimental na concentração desejada para realização da curva dose-

resposta. Foi adicionado o volume de 100 µl da solução final de cada concentração dos 

substratos no reservatório de circulação do SCU, do lado apical do segmento medial do 

intestino delgado montado. Antes da adição, foi retirado um volume igual do reservatório, 

reduzindo assim a margem de erro no momento da adição e prevenindo alterações 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 

solução inicial (S0) de cada substrato. Este volume foi suficiente para que cada uma das 

8 câmaras pudesse atingir a concentração mínima de 10-3 Molar e a concentração máxima 

de 2x10-1 Molar, com adições cumulativas de 100 µl. Foi adicionado 0,54048 g de L-

Glucose, 0,43842 g de L-Glutamine (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) e 0,6516 

g L-Alanyl-L-Glutamine (Rexim SA, Courbevoie, França)  a um tubo falcon de 15 ml 

para cada substrato, contendo 3 ml de KRB cada, para se obter uma solução na 

concentração de 1 Molar de substrato por ml de KRB no tubo S0, mantendo-se corrigido 

o pH em 7,4 (SOARES, 1996) (Figura 14). 

Em paralelo, foram numerados 7 tubos falcon de 15 ml, com números de 1 a 7 

para cada substrato. Em seguida, foram retirados do tubo S0 1.400 µl para o tubo número 

7 e 400 µl para o tubo ‘6’. Em seguida foi adicionado 600 µl de água destilada estéril ao 

tubo ‘7’, formando uma solução final de 0,7 Molar a 700 mOsm. Desta solução foi 

retirado 200 µl e transferido para o tubo ‘5’, adicionando também 267 µl de água destilada 

estéril e 1.533 µl de KRB, obtendo neste tubo, uma solução final de 0,07 Molar a 300 

mOsm. Em seguida, é retirado do tubo ‘5’ o volume de 200 µl e transferido para o tubo 

‘3’, no qual foi adicionado 1.800 µl de KRB (0,007 M e 300 mOsm) (SOARES, 1996) 

(Figura 14). 

No tubo ‘6’ foi adicionado o volume de 933 µl de H2O e 667 µl de KRB, formando 

uma solução com 0,2 Molar e 300 mOsm. Do tubo ‘6’ foi retirado 200 µl e transferido 

para o tubo ‘4’ e adicionado 1.800 µl de KRB, o que resultou em uma solução de 0,02 

Molar e 300 mOsm. A partir do ‘4’ retiramos 200 µl e colocamos no tubo ‘2’, adicionando 

a este o volume de 1.800 µl de KRB (0,002 M e 300 mOsm). Por fim, foi coletado 700 

µl do tubo 2’ e transferido para o tubo ‘1’, seguido da adição de 700 µl de KRB, obtendo 

assim, uma solução final na concentração 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 Câmaras Ussing e calibração 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 estabilização de todo o circuito 

elétrico do SCU. O amplificador foi ligado com o botão Meter na posição mV (milivolts), 

o botão Zero na posição (+), os potenciômetros do Fluid Res. Compensation e Set Clamp 

I/V foram ajustados para zero e o botão PD (Potential Difference) foi acionado. Após 

ligados, com o pré-amplificador na posição de Standby e o botão Dummy Membrane na 

posição out, a diferença de potencial do sistema sem solução foi zerada no voltímetro, 

mostrada no display do amplificador em mV. Para isso, foram utilizados o botão de 

controle grosseiro (Coarse) e o botão de controle fino (Fine), ambos localizados no pré-

amplificador. 
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Figura 14 – Preparo de soluções para teste de curva cumulativa de substratos no SCU 

 
Fonte: elaborado pelo autor. 
Diluições dos substratos para preparação das soluções para realização dos testes de permeabilidade e 
absorção destes substratos em câmara de Ussing. 
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Em seguida, os cartuchos contendo as pontes de KRB-ágar foram acopladas a 2 

eletrodos de voltagem vermelhos (V1 e V2) e 2 eletrodos azuis de prata para corrente (I1 

e I2) (World Precision Instruments, Sarasota, Florida, USA), que foram conectados as 

câmaras de Ussing, I1 e V1 em uma hemicâmara e, I2 e V2 na outra hemicâmara 

complementar. Após conectar os cartuchos e eletrodos, foram adicionados 5 ml de KRB 

em cada reservatório de circulação. Como ainda não havia tecido montado, o líquido fluiu 

livremente de um lado para o outro da câmara sem encontrar nenhuma resistência. 

Após todo SCU montado, com solução de KRB adicionada nas 8 câmaras, a 

aeração carbogênica foi ligada, a bomba termoestável começou a aquecer o KRB para a 

temperatura de 37,8 °C e o período de 1 a 2 h passou a ser contado para a estabilização 

do sistema com os eletrodos em contato com a solução de KRB. Em seguida, após o 

período de estabilização, girou-se o botão de Standby para Operate no pré-amplificador 

e foi feita a avaliação de qualidade das pontes de ágar feitas pela conexão dos eletrodos 

com os cartuchos contendo KRB-ágar em seu interior. A avaliação foi inicialmente feita 

observando a diferença de potencial espontâneo gerada em cada câmara apenas com o 

uso do KRB. Se a diferença 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 I1 e I2. Essas substituições tinham como objetivo ajustar a DP o 

mais próximo possível de -0,5 a +0,5 mV para cada câmara. 

Após a troca dos cartuchos, aguardou-se alguns minutos até que a redução da 

diferença de potencial DP fosse o mais próximo possível de ±0,5. Somente então esta DP 

foi zerada utilizando o botão Coarse no pré-amplificador.  Em seguida, a resistência do 

fluido (solução de KRB) também foi ajustada para zero apertando o botão Fluid Res. 

Compensation, que aplica uma corrente (µA) pré-definida pelo sistema, permitindo 

assim, ver a DP (mV) no display do voltímetro do amplificador. Com base nessa 

informação, o potenciômetro do Fluid Res. Compensation foi girado até que o display do 

voltímetro mostrasse 0 mV de DP, indicando que a resistência do KRB foi zerada. Isso 

assegura que apenas a resistência do tecido será observada posteriormente (FIELD, 1976; 

SOARES, 1996). 
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A fim de evitar que a resistência elétrica do sistema fosse muito alta e que 

prejudicasse a leitura da resistência do tecido, caso esta fosse muito baixa, não mostrando 

o real valor, foram verificadas as resistências do sistema de eletrodos, de voltagem e de 

corrente com a utilização de um multímetro LUATEK modelo LK-96 (China). Ainda foi 

criado um sistema com resistores com valores conhecidos, para se avaliar a precisão do 

SCU para realização da leitura da resistência, caso a leitura fosse imprecisa os eletrodos 

eram trocados (SOARES, 1996). Dessa forma, foram ligados e o amperímetro zerado a 

fim de ser medido e registrado o potencial elétrico (DP1) espontaneamente gerado pelo 

sistema. Para medir a resistência elétrica do sistema, foi aplicada uma corrente de 50 µA, 

possibilitando o registro de um novo valor apresentado pelo voltímetro (DP2), com as 

duas diferenças, calculou-se a resistência do sistema, usando a Lei de Ohm, R = ∆V/i, 

onde ∆V corresponde DP2 menos DP1 e i corresponde a corrente de 50 µA aplicada pelo 

SCU. Como os valores de DP eram registrados em mV (milivolts), o valor da corrente foi 

corrigido para mA (miliamperes) para aplicação na fórmula de Ohm na mesma unidade. 

 
 
4.11. Coleta da amostra e montagem das câmaras 
 
 

No décimo segundo dia do protocolo experimental, após 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 Saúde Animal Ltda., Paulínia, São 

Paulo, Brasil) e xilazina 2% (10 mg/Kg corporal) (ANASEDAN, Ceva Saúde Animal 

Ltda., Paulínia, São Paulo, Brasil) por via intramuscular, foi feita uma incisão de cerca de 

2 cm na porção média do abdômen sobre a linha Alba. O intestino delgado foi exposto 

(Figura 15A) e a região correspondente ao segmento medial do intestino delgado foi 

devidamente identificada, quanto a sua localização anatômica. 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 solução 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 dimensões 20x25 cm (SCHULTZ; ZALUSKY, 1964; SOARES, 1996). 

A porção foi limpa com solução de Ringer, utilizando uma seringa de lavagem 

auricular, para retirada de eventual conteúdo intestinal. Logo após, o tecido foi 
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cateterizado utilizando uma cânula de vidro com 2 mm de diâmetro e 10 cm de 

comprimento contendo Ringer gelado em seu interior. Em seguida, foi feita uma incisão 

longitudinal superficial à margem da inserção 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 

 
Fonte: elaborado pelo autor no BioRender.com. 
A) Cirurgia para coleta de segmento medial do intestino delgado, com exposição de todo intestino delgado 
e B) Segmento medial do intestino delgado coletado e acondicionado placa de petri sobre o gelo e irrigado 
com solução de Ringer a 4° C.  

 

No tecido foi rapidamente dissecado as camadas musculares do lado seroso, aberto 

completamente com o aprofundamento da incisão 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 hemicâmara de acrílico com 

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

de 2 mm de raio, sendo, em seguida, encaixada a sua outra metade e fixadas no suporte 

de câmara correspondente. Simultaneamente, as câmaras foram preenchidas com 5,0 mL 

da solução de Krebs glicosado do lado seroso do tecido, banhando a submucosa, e igual 

volume da solução de Krebs-Manitol do lado mucoso, banhando o lúmen jejunal, ambas 

a temperatura ambiente. Por conseguinte, as câmaras foram conectadas aos eletrodos e a 

circulação do perfusato previamente aquecido e aerado com a mistura carbogênica foi 

liberada (FIELD, 1971; SOARES, 1996; SAMPAIO, 2016). 
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A circulação e aeração dos 5 mL das soluções perfusoras Krebs Glicosado e 

Krebs-Manitol, através da hemicâmara e do seu reservatório de circulação/aeração, foi 

obtida por aborbulhamento, utilizando uma mistura carbogênica composta por 95% de 

oxigênio e 5% de dióxido de carbono (White Martins Gases Industriais do Nordeste S.A., 

Fortaleza, Ceará, Brasil).  

A temperatura do perfusato foi mantida em 37,8 ºC pela circulação constante de 

água aquecida entre as paredes da camisa dos reservatórios de circulação dos perfusatos 

do SCU, que eram conectados a uma bomba de circulação termoestável (Haake FE2, 

Berlin, Germany), ligada pelo menos 2 h antes de começar a experimentação. 

Com o objetivo de contornar a perda de perfusato por meio da evaporação, uma 

marcação com um traço horizontal no reservatório de circulação foi feita utilizando uma 

caneta Marcador CD/Retroprojetor 2.0 azul. Dessa forma, quando o volume nos 

reservatórios diminuía abaixo da marcação, ele era reabastecido, tanto no lado mucoso 

quanto no seroso, garantindo assim que o volume de 5 ml utilizado em cada reservatório 

permanecesse praticamente constante (SOARES, 1996). 

 
 
4.12 Medidas elétricas 
 
 

Foram coletados dados referentes a Diferença de Potencial basal (DP), a 

Resistência transepitelial (RT) e a Corrente de Curto-Circuito (CCC). Para registrar a DP, 

o botão PD foi apertado, uma luz verde ao lado deste botão acendeu, o botão Meter foi 

mantido virado para mV e no display foi mostrada a diferença de potencial basal 

espontâneo entre o lado mucoso e seroso do epitélio do segmento medial do intestino 

delgado montado, sem a aplicação de corrente pelo sistema. Já para registrar a RT, usa-

se o botão CC (Current Clamp), que, quando acionado, aplica uma corrente predefinida 

fixa de 50 µA através do tecido. Essa corrente foi determinada pelo operador por meio do 

potenciômetro Set Clamp I/V, permitindo calcular a RT.  

Com a aplicação de uma corrente, uma voltagem foi gerada pela diferença de 

potencial desencadeada pela corrente e sua ação no transporte de cargas através do tecido. 

O valor da voltagem é registrado e mostrado no display do amplificador, como o valor de 

corrente é de conhecimento do operador, o cálculo da RT é feito por meio da Lei de Ohm, 

com a fórmula RT = ΔDP/i, onde ΔDP corresponde a voltagem registrada logo após a 
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aplicação da corrente de 50 µA (DP2) menos a voltagem mostrada na diferença de 

potencial basal (DP1), e i corresponde a corrente aplicada pelo sistema, que neste caso 

foi de 50 µA. Já a CCC corresponde a corrente necessária para anular ou torna desprezível 

a resistência de um sistema, neste caso o sistema foi o epitélio intestinal.  

Para se mensurar a CCC foi apertado o botão VC (Voltage Clamp) e uma luz 

laranja acendeu ao lado do botão, mostrando que, uma voltagem/tensão/DP foi fixada 

naquele momento. O objetivo agora foi zerar a voltagem/tensão/DP por meio da aplicação 

de uma corrente capaz de anular a Rte do tecido estudado. Para adicionar a corrente foi 

utilizado o potenciômetro Set Clamp I/V, logo, quando a DP mostrada o display do 

amplificador foi 0,0 mV, o valor mostrado no potenciômetro foi considerado o valor de 

CCC. 

Após a montagem dos tecidos nas câmaras, a resistência inicial do tecido foi 

observada por meio da corrente, ativando a função Voltage Clamp através do botão VC. 

Em certos casos, o tecido precisaria ser substituído, a saber: se ao acionar o botão VC a 

corrente do tecido fosse de 0 µA, indicando ausência de transporte e possível morte 

tecidual; ou se houvesse sobrecarga de corrente no sistema, reconhecível por um sinal 

sonoro e uma corrente superior a 1000 µA exibida no display do amplificador. Após a 

montagem dos tecidos em todas as câmaras e as substituições necessárias, foi aguardado 

um período de 20 minutos para estabilização da diferença de potencial nas câmaras 

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 estabilização da diferença de potencial. Para o 

teste de cotransporte com glutamina, alanil-glutamina e glicose, foram retirados a cada 

20 minutos durante 100 minutos, tempo necessário para testar as 5 concentrações, 100 μL 

da solução perfusora de KRB-Manitol e adicionados 100 μL de concentrações crescentes 

das soluções de substratos/teste (Figura 16) mencionadas no subitem 4.10.  

No final do experimento, para avaliar a viabilidade final do epitélio, substituímos 

200 μL da solução perfusora de Krebs glicosado por 200 μL de solução de viabilidade 

contendo teofilina a 250 mM no lado seroso e avaliamos por 10 minutos. Da mesma 
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forma, utilizamos a solução de viabilidade com glicose a 250 mM, substituindo 200 μL 

da solução perfusora de Krebs-Manitol por 200 μL da solução de viabilidade com glicose 

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

 

Figura 16: Experimento Curva Dose-Resposta 

 
Fonte: elaborado pelo autor no BioRender.com. 
Os animais foram anestesiados por via intramuscular com cetamina e xilazina, após isto o segmento medial 
do intestino foi coletado, dissecado a camada serosa e contado nas câmaras de Ussing em tamanhos de 1 
cm. Em seguida foram adicionadas a primeira concentração de cada substrato e coletada os valores elétricos 
registrados a cada 5 min. por 20 min. e adicionado em seguida a próxima concentração 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 botão de clampeador de voltagem 

(VC), o tecido apresentasse uma sobrecarga de corrente, com um valor acima de 1.000 

µA, resultando em um overload, indicando possivelmente morte ou dano tecidual, os 

dados obtidos dessa câmara foram descartados. Câmaras que não apresentaram alterações 

na corrente ao clampear a voltagem com o botão VC após a adição de teofilina, o que 

pode indicar rompimento do tecido, foram excluídas da análise final. Os registros e 

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

período experimental (120 minutos). 

 
 

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

 
 

Para avaliação da permeabilidade e função de barreira com teste de LM em 

câmaras de Ussing, foi utilizada a mesma solução administrada em crianças nos testes 

clínicos, uma solução contendo 5,0 g de Lactulose (Duphar Laboratories, Southampton, 

Reino Unido) e 1,0 g de Manitol (Henrifarma Chemicals and Pharmaceuticals LTDA, São 

Paulo, Brasil) dissolvido em 20 ml de água. Previamente, foi feita uma curva dose-

resposta e avaliada por cromatografia líquida de alta performance (HPLC – High-

Performance Liquid Chromatography) no equipamento UltiMate 3000 (Thermo Fisher 

Scientific®, Massachusetts, EUA), visto que as condições do experimento nas câmaras 

de Ussing são diferentes das feitas em estudos clínicos e pré-clínicos (Figura 17). 

Após avaliar os volumes de 1ml - 0,3 ml – 0,1 ml – 0,03 ml e 0,01 ml da solução 

mãe, citada acima, de lactulose/manitol dissolvidos em 5 ml da solução perfusora de 

Krebs, para avaliar informações como osmolaridade final após adição na solução de 

perfusão e limite de detecção pelo HPLC. Após os testes, optou-se pelo volume de 0,03 

ml, por com uma concentração final de 0,0015 g/ml (0,0044 mM) de lactulose e 0,0003 

g/ml (0,0016 mM), por apresentar muito pouca influência na osmolaridade e pela 

quantidade de tecido exposto ser muito menor que quando administrada por gavagem em 

modelo in vivo. Para a realização do teste, buscando facilitar a quantificação do manitol 

absorvido, foi trocado no perfusato do lado mucoso os 10 mM de manitol pela mesma 

concentração de melibiose, mantendo-se assim o equilíbrio osmótico. Ou seja, após 

adicionar 30 μL da solução de lactulose+manitol do lado mucoso, foi adicionado 30 μL 

de melibiose à 6 mM do lado basolateral para manter o equilíbrio osmótico (Figura 17). 

Para este experimento, o mesmo protocolo mencionado no tópico 4.3 foi seguido. 

Os animais continuaram a consumir normalmente as dietas e tratamentos de acordo com 

cada grupo. No 13º 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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centímetros do segmento medial do intestino delgado para realização do experimento. 

Logo em seguida, os animais foram eutanasiados por meio de exsanguinação. Em seguida, 

o tecido foi montado no SCU como mencionado no tópico 4.11, após isto, seguiu-se 

monitorando e coletando dados eletrofisiológicos, como citado no tópico 4.12, durante 90 

minutos. 

 

Figura 17: Teste Permeabilidade ex vivo em Câmaras de Ussing 

 
Fonte: elaborado pelo autor no BioRender.com. 
Os animais foram anestesiados por via intramuscular com cetamina e xilazina, após isto o segmento medial 
do intestino foi coletado, dissecado a camada serosa e contado nas câmaras de Ussing em tamanhos de 1 
cm. Em seguida foi adicionada 30 μL solução de lactulose e manitol do lado mucoso e 30 μL de solução 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.   
 

Após a adição da lactulose/manitol, foram realizadas coletas de 200 μL de 

perfusato do reservatório do lado seroso nos tempos 0, 30, 60 e 90 minutos. Essas 

amostras foram armazenadas em microtubos devidamente identificados para a realização 

de uma curva log de tempo-efeito. Após as coletas, as amostras foram armazenadas em 

freezer a -20 °C até sua posterior análise por cromatografia, com o objetivo de quantificar 

a permeação 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 

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

 

4.15 Cálculo dos parâmetros eletrofisiológicos 

 

 

Quando a coleta de dados era feita manualmente, os valores de DP1, DP2 e CCC 

eram inicialmente registrados à mão em uma planilha impressa em papel, onde os campos 

correspondentes eram separados por tempo, câmara e parâmetro elétrico. No entanto, 

devido ao tempo necessário para esse processo e ao risco de causar danos no tecido devido 

à aplicação contínua 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 versão 16.74/Office 2019 

(Redmond, Washington, EUA). Dessa forma, os valores de CCC, DP e RT eram 

adquiridos e registrados para análise subsequente. 
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- Cálculo da Área: 

Área = πR2 = 3.14x4 = 12.56 mm2 = 0.1256 cm2 

DPbasal = V1/Área  

Unidade = mV/cm2 

UC raio = 2 mm 

 

- Cálculo da Corrente de Curto-Circuito do sistema: 

CCC = Vt / Rt ou PD/Rt 

CCC = 4 µA      0.1256 cm2  => x = 31.85 µA/cm2 

     X µA      1.0 cm2 

Unidade = µA/cm2 

 

- Cálculo da Resistencia tecidual: 

Rt = Lei de Ohm x área de exposição do tecido 

Ou seja 

Rt = (V2-V1)mV/(50 µA/1000)mA =  

   [(V2-V1)x20]Ωx(Área)cm2  

Unidade = Ωxcm2 

Lei de Ohm Rt = V2-V1/i 

V1 = DP1 = Diferença de potencial basal existente entre os dois lados do tecido antes do 

acionamento do clampeamento de corrente. 

V2 = PD2 = Diferença de potencial gerado após o clampeamento de corrente com a 

aplicação de uma corrente de 50 µA (microampéres). 

i = corrente de 50 µA (microampéres) aplicada com o acionamento do Current Clamp, 

corrigida para 0,050 milivolts. 

Área de exposição do tecido = orifício circular presente na hemicâmara de acrílico com 

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

de 2 mm raio. Este valor foi transformado em área com valor de 12.56 mm2 e corrigido 

para 0.1256 cm2. 

 

 



 
104 

 

No ano de 2022, o SCU foi automatizado com a aquisição do software LabScribe 

versão 2022 da iWorx Corporation. Com esse software, os cálculos anteriormente 

realizados manualmente passaram a ser feitos automaticamente após a configuração 

adequada. Os resultados de CCC, RT e DP foram apresentados em função do tempo para 

cada desafio com os substratos, enquanto a resposta basal se referia àquela gerada antes 

da adição dos substratos. 

 

 

4.16 Análise estatística 

 

 

Os dados coletados foram digitados em planilha de Microsoft Excel® versão 

16.75/Office 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 análise pelo 

múltiplo teste t quando comparados dois grupos e Análise de Variância (ANOVA) 

seguido do pós-teste de Bonferroni para os dados pareados. Os dados não paramétricos, 

por sua vez, foram analisados pelo teste de Kruskal Wallis. Todos os testes foram 

aplicados no software GraphPad Prism® versão 10.0.0 (131) (Califórnia, Estados 

Unidos). Os resultados foram representados por média ± erro padrão da média (EPM) 

quando indicado. Dados foram considerados significativos quando obtiveram valores de 

p< 0,05. 
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5. RESULTADOS 
 

5.1. Composição da Dieta MAL-ED 
 

A dieta de indução de desnutrição baseada no COORTE MAL-ED possui 8,03% 

de energia, 37,46% de proteína, 24,20% de lipídios 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 comparação com a dieta controle (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Composição nutricional da dieta controle e MAL-ED 

 Dieta Controle Dieta MAL-ED* Diferença (%) 

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

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

Proteína (g) 21,25 13,29 -37,46 

Lipídeo (g) 6,57 4,98 -24,20 

Fibras (g) 2,9 4,21 45,17 

Micronutrientes       
Zinco (mg) 35,0 31,21 -10,83 
Ingredientes       
Semola grits (g) - 54,61 - 
Caseína (78,79% de proteínas) (g) 16,40 9,89 - 

Amido dextrinizado (g) 15,50 0,00 - 

Sacarose (g) 10,00 0,00 - 
Óleo de soja (g) 4,00 5,10 - 
Celulose MC-101 (g) 5,00 26,00 - 
Mix mineral (g) 3,50 3,50 - 
Mix vitamínico (g) 1,00 1,00 - 
L-cisteína (g) 0,18 0,30 - 
Bitartarato de colina (g) 0,25 0,25 - 
Tert- butilhidroquinona (g) 0,0008 0,0014 - 

Fonte: (RIBEIRO, 2022) 
Valores referentes a análise da composição centesimal da dieta MAL-ED e dieta controle (AIN-93M), 
assim como a quantidade de ingredientes usados para formulação de cada dieta. 
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5.2. Indução de desnutrição pela dieta MAL-ED em camundongos recém-

desmamados 

 

5.2.1. Sinais clínicos registrados após o consumo agudo da dieta MAL-ED em 

camundongos recém-desmamados 

 

O consumo das dietas controle (Figura 19A), com quantidades nutricionais, 

calóricas e energéticas padrão, e a dieta de indução de desnutrição MAL-ED com valores 

reduzidos desses parâmetros (Figura 19A), foi monitorado. O consumo da ração pelo 

grupo da dieta MAL-ED desnutrido foi ajustado com base no consumo da dieta pelo 

grupo controle no dia anterior. 

O consumo de água, fornecida de forma ad libtum (Figura 19B), não revelou 

diferenças significativas no seu consumo, sugerindo uma tendência de manutenção de 

uma média similar ao longo dos 12 dias do experimento. 

 

Figura 19 – Consumo de Ração durante o período experimental 

 
A) Consumo de ração em gramas por dia e B) Consumo de água em mililitros por dia pelos animais (n=8 
por grupo) submetidos à dieta controle vs. dieta MAL-ED para cada dia durante os 12 dias experimentais 
(* = p = 0.000404). Os valores estão representados em média ± erro padrão da média e foram usados 
múltiplos testes t de Student não pareados para dados não pareados na análise estatística. 
 

O consumo da dieta de desnutrição MAL-ED durante os 12 dias experimentais 

mostrou, quando avaliado o peso dos animais em gramas (Figura 20A), diminuição 

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, já foi possível encontrar diferença 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] e 12 [p = 

0.000057; 3.920 ± 6.227]) (Figura 20B). Na figura 20 C é possível ver o comportamento 

referente ao ganho de peso em cada estágio experimental. 
 

Figura 20 – Ganho de peso durante o período 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 início 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 estão representados em média ± erro padrão da média e foram usados múltiplos 
testes t de Student não pareados para dados não pareados na análise estatística. 
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Foi avaliado o crescimento da cauda dos animais (Figura 21A), e observou-se 

uma diminuição no tamanho da cauda dos animais do grupo da dieta MAL-ED (p = 

0.010833; 7.083 ± 1.612) em comparação com o grupo controle (p = 0.010833; 11.34 ± 

1.612), no dia 7 de indução de desnutrição (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 

 
A) Percentual do crescimento da cauda dos animais e B) Percentual de comprimento total dos animais (n=8 
por grupo), nos períodos 0 (antes do consumo da dieta experimental), 7 (após sete dias de consumo da dieta) 
e 12 (após doze dias do consumo da dieta), após o consumo da dieta controle vs. dieta MAL-ED para cada 
estágio experimental (*=p<0,05). Os valores estão representados em média ± erro padrão da média e foram 
usados múltiplos testes t de Student não pareados para dados não pareados na análise estatística. 
 
 

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

delgado de camundongos recém-desmamados 

 

 

A avaliação do tamanho total do intestino dos camundongos foi realizada ao final 

do período experimental, no dia 12, e não foi encontrada diferença estatística entre os 

grupos avaliados (p>0,05) (Gráfico 1). 
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Gráfico 1 – Comprimento total do intestino delgado 

 
Comprimento total do intestino delgado ao final do período experimental nos animais (n=8 por grupo) que 
consumiram a dieta controle vs. dieta MAL-ED (ns = p>0,05). Os valores estão representados em média ± 
erro padrão da média e foram usados múltiplos testes t de Student não pareados para dados não pareados 
na análise estatística. 
 

 

5.2.3. Composição corporal de camundongos recém-desmamados após consumo 

agudo de dieta MAL-ED 

 

Foi avaliada a composição corporal total (Figura 22A), fluido extracelular 

(Figura 22B), fluido intracelular (Figura 22C) e massa livre de gordura (Figura 22D), e 

nestes parâmetros nenhuma diferença significativa foi encontrada em nenhum dos tempos 

(7 e 12 dias) analisados. Por outro lado, observou-se redução 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). Já no índice de massa corporal não foi observada 

diferença estatística (p> 0,05) em nenhum dos dias mensurados (7 e 12) (Figura 22F). 
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Figura 22 – Avaliação da composição corporal dos animais submetidos as dietas 

 
A) Água corporal total (%), B) Fluído extracelular (%), C) Fluído intracelular (%), D) Massa livre de gordura 
(%), E) Massa gorda (%) e F) Índice 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 estão representados em média ± erro 
padrão da média e foram usados múltiplos testes t de Student não pareados para dados não pareados na 
análise estatística (*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. Avaliação da Resistência Transepitelial, Corrente de Curto-Circuito e Tensão 

Transepitelial no segmento medial do intestino delgado durante o transporte dos 

carboidratos lactulose e manitol em Câmara 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 câmaras de Ussing para 

implementação do mesmo teste só 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 solução 

perfusora de Krebs e, em seguida, foi adicionado 30 µL da solução de lactulose e manitol 

no banho do lado apical do epitélio intestinal avaliado. Após 60 minutos foi coletado um 

volume de 200 µl do reservatório do perfusato que banha o lado basolateral do tecido. O 

volume coletado foi armazenado refrigerado para futura análise pelo HPLC, e durante os 

90 minutos de experimento, os dados elétricos gerados pelo tecido foram coletados pelo 

SCU automatizado para análise posterior dos parâmetros eletrofisiológicos. Após a 

análise dos parâmetros eletrofisiológicos (Figura 23), de tensão transepitelial (Figura 

23A), Corrente de Curto-Circuito (Figura 23B) e resistência transepitelial (Figura 23C), 

entre o grupo controle com o grupo da dieta MAL-ED, não foi encontrada diferença 

estatística entre os dois grupos em nenhum dos parâmetros avaliados (p>0,05).  
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Figura 23 – Efeito do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre parâmetros 
eletrofisiológicos da permeabilidade intestinal 

 
A) Tensão transepitelial, B) Corrente de Curto-Circuito, C) Resistência 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 estão representados em média ± erro padrão da média e foram usados múltiplos testes t 
de Student não pareados para dados não pareados na análise estatística (*p < 0,05 e ns = p>0,05). 
 
 
5.3.2.2. Avaliação da permeabilidade intestinal no segmento medial do intestino 

delgado por meio do teste de lactulose:manitol ex vivo 

 
 

Posterior ao experimento de permeabilidade nas câmaras de Ussing, foram feitas 

as análises das alíquotas coletadas das soluções de banho, presentes no reservatório do 

lado seroso de cada câmara, por meio da HPLC (Figura 24). Não foi encontrada diferença 

estatística entre os grupos controle e desnutrido (p>0,05), quanto a permeação de 

lactulose (Figura 24A) e a permeação de manitol (Figura 24B). 
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Figura 24 – Efeito do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre a permeabilidade 
intestinal 

 
A) Percentual de permeação de manitol, B) Percentual de permeação de lactulose dos animais (n=3 por 
grupo) controle (linha azul) e dieta MAL-ED (linha vermelha) no dia 13. Os valores estão representados 
em média ± erro padrão da média e foram usados múltiplos testes t de Student não pareados para dados não 
pareados na análise estatística (*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 Resistência Transepitelial, 

Corrente de Curto-Circuito e Tensão Transepitelial durante o transporte de glicose no 

intestino de camundongos recém-desmamados 

 
 

Foi avaliada a Diferença de Potencial (DP), a Corrente de Curto-Circuito (CCC) 

e a Resistência Transepitelial (Rt) basal dos segmentos mediais do intestino delgado dos 

animais dos grupos estudados. Ou seja, antes da adição dos substratos de glicose, 

glutamina ou alanil-glutamina, foram mensurados os parâmetros eletrofisiológicos 

citados acima, por um período de 100 minutos. 

Após a análise, foi observado que a DP (Figura 25A) do grupo que consumiu a 

dieta MAL-ED (12,99 ± 2,729) começou inferior ao grupo controle (2,078 ± 2,729) que 

consumiu a dieta padrão, mas foi aumentando com o passar do tempo, apresentando 

diferença estatística (p = 0,000240) aos 100 minutos de experimentação. Quando 

comparada a DP dentro do grupo da dieta MAL-ED, foi observado diferença 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 diferença estatística (p = 0,000031) também no tempo de 100 minutos, quando 

comparado ao grupo controle (31,54 ± 21,17). Foi observado também diferença de CCC 

em quase todos os tempos do grupo da dieta MAL-ED comparando com o tempo 0, sendo 

encontrado diferença entre 0 vs 20 min (p = 0,0286), 0 vs 60 min (p = 0,0317), 0 vs 80 

min (p = 0,0159) e 0 vs 100 min (p = 0,0317). Já a Rt (Figura 25C) se manteve 

estatisticamente semelhante, sem diferença estatística (p>0,05). 
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Figura 25 - Efeitos do consumo agudo da dieta MAL-ED na Corrente de Curto-
Circuito, diferença de potencial e resistência transepitelial em condições basais  

 
A) Tensão transepitelial basal, B) Corrente de Curto-Circuito basal, C) Resistência transepitelial basal dos 
animais (n=5 por grupo) controle e da dieta MAL-ED no dia 13. Os valores estão representados em média 
± erro padrão da média e foram usados múltiplos testes t de Student não pareados para dados não pareados 
na análise estatística o asterisco (*) = p < 0,05 e ns = p>0,05 na comparação dos tempos entre controle e 
desnutrido, a cerquilha (#) corresponde a comparação 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 não apresentou diferença de potencial 

durante todo o experimento, em comparação com o grupo controle. A cada concentração 

adicionada, ambas os grupos tendiam a aumentar sua DP, mesmo não apresentando 

diferença estatística entre ambos (p>0,05). Já a CCC (Figura 26B), iniciou maior no 

grupo da dieta MAL-ED durante as duas primeiras concentrações testadas, mas sem 

diferença estatística entre os grupos (p>0,05), porém, a partir da terceira concentração de 

glicose a 20 mM, a corrente se igualou a do grupo controle. 

Quando avaliado a Rt (Figura 26C), foi possível observar que a resistência do 

grupo da dieta MAL-ED era maior que a do grupo nutrido durante a adição de todas as 
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concentrações de glicose, mas, assim como nos resultados de DP e CCC, não foi 

encontrada diferença estatística (p>0,05). 

 
 
Figura 26 – Efeitos das concentrações cumulativas da glicose no segmento medial do 
intestino delgado 

 
A) Tensão transepitelial, B) Corrente de Curto-Circuito, C) Resistência transepitelial frente a adição de glicose 
em concentrações cumulativas no segmento jejunal dos animais (n=5 por grupo) controle e dieta MAL-ED 
no dia 13. Os valores estão representados em média ± erro padrão da média e foram usados múltiplos testes 
t de Student não pareados para dados não pareados na análise estatística (*p < 0,05 e ns = p>0,05). 
 
 
5.3.3.2. Efeito do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre a Resistência Transepitelial, 

Corrente de Curto-Circuito e Tensão 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 à resposta à glicose, não teve diferença significativa durante todo o experimento 

em relação ao grupo nutrido. Porém, diferentemente do comportamento frente à 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 tendência inicial à redução 

da DP, nas concentrações de 2, 7, e 20 mM, e só após a adição da concentração de 70 mM 

a DP começou a aumentar em ambos os grupos, no entanto, não foi encontrada diferença 

estatística (p>0,05). 

 

Figura 27 – Efeitos das concentrações cumulativas da glutamina no segmento medial do 
intestino delgado 

 
A) Tensão transepitelial, B) Corrente de Curto-Circuito, C) Resistência transepitelial frente a adição de 
glutamina em concentrações cumulativas no segmento jejunal dos animais (n=5 por grupo) controle e dieta 
MAL-ED no dia 13. Os valores estão representados em média ± erro padrão da média e foram usados 
múltiplos testes t de Student não pareados para dados não pareados na análise estatística (*p < 0,05 e ns = 
p>0,05). 
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A CCC (Figura 27B) começou maior no grupo da dieta MAL-ED e reduziu, 

seguindo o comportamento da DP, ficando menor que a CCC do grupo controle após a 

segunda concentração de glutamina adicionada (7 mM). Mesmo aumentando a partir da 

concentração de 20 mM, continuou inferior ao grupo controle até o fim do experimento 

(p>0,05). A Rt (Figura 27C), como visto também frente à glicose, apresentou uma 

tendência a ser maior no grupo desnutrido durante todo o período experimental, mas não 

teve diferença estatística (p>0,05). 

 
 
5.3.3.3. Efeito do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre a Resistência Transepitelial, 

Corrente de Curto-Circuito e Tensão Transepitelial durante o transporte de alanil-

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

 
 

Como visto com a glutamina, na presença da alanil-glutamina a DP (Figura 28A) 

foi menor na concentração de 20 mM (p = 0,0331) no grupo da dieta MAL-ED. Durante 

quase todo o período de teste, permaneceu inferior, mesmo sem diferença estatística, 

apresentando comportamento semelhante à CCC em relação à glutamina. Inicialmente, a 

CCC foi maior, diminuindo na segunda concentração 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 concentração de 2 mM e 7 mM. No entanto, a 

Rt (Figura 28C) já se mostrou maior (p = 0,0106 e 0,0392) no grupo da dieta MAL-ED 

(12,29 ± 1,263) que consumiu a dieta MAL-ED, em comparação com o grupo controle 

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

 
A) Tensão transepitelial, B) Corrente de Curto-Circuito, C) Resistência transepitelial frente a adição de alanil-
glutamina em concentrações cumulativas no segmento jejunal dos animais (n=5 por grupo) controle e dieta 
MAL-ED no dia 13. Os valores estão representados em média ± erro padrão da média , e foram utilizados 
múltiplos testes t de Student não pareados para dados não pareados na análise estatística (*p < 0,05 e ns = 
p>0,05). 
 
 
5.4. Tratamento com glutamina após indução de desnutrição aguda pela dieta MAL-

ED em camundongos recém-desmamados tratados com glutamina ou glicina  

 
 
5.4.1. Avaliação dos sinais clínicos de desnutrição após tratamento com glutamina ou 

glicina 

 
 

Do dia 8 ao dia 12 de experimentação, foi administrado glutamina ou glicina no 

bebedouro dos animais para consumo ad libitum. O consumo de ração mostrou diferença 

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 

diferença 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 água (ad libtum) 

(Figura 29B) mostrou diferença estatística (p = 0,000173) no dia 2, entre o grupo 

glutamina (2.911 ± 0,4051) e o grupo glicina (4.647 ± 0,4051). Uma diferença 

significativa (p = 0,001340) também foi observada entre o grupo da dieta MAL-ED (4,221 

± 0,1967) e o grupo glicina (4.914 ± 0,1967), no dia 11 do tempo experimental. 

 
 

Figura 29 - Consumo de Ração e água após o tratamento com glutamina ou glicina 

 
A) Consumo de ração em gramas por dia, B) Consumo de água 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 lilás) e glicina (linha preta). Os valores estão representados em média ± erro padrão da média e foram 
usados múltiplos testes t de Student não pareados para dados não pareados na análise estatística. 

 
 
O ganho de peso dos animais desnutridos tratados com glutamina ou glicina 

(Gráfico 2), evidenciou um aumento significativo (p = 0,006442) no grupo que recebeu 

glutamina (25,19 ± 6,090), em comparação com o grupo que consumiu a dieta MAL-ED 

(7,354 ± 6,090). 

Já o grupo tratado com glicina (Gráfico 2) não apresentou diferença estatística 

quando comparado ao grupo da dieta MAL-ED ou grupo tratado com glutamina (p>0,05). 
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Gráfico 2 – Ganho de peso dos animais após o tratamento com glutamina ou glicina 

 
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 estão representados em média ± erro 
padrão da média e foram usados múltiplos testes t de Student não pareados para dados não pareados na 
análise estatística. 
 

 

Foi mensurado o tamanho da cauda dos animais (Figura 30A) nos períodos pré e 

pós-tratamento com glutamina ou glicina, e foi percebido que, mesmo não encontrando 

diferença estatística, o grupo da dieta MAL-ED tratado com glutamina mostrou uma 

tendência a aumentar de tamanho após o início do tratamento, enquanto os outros grupos, 

tanto os animais não tratados quanto os animais tratados com glicina, mostraram seguir 

para um comportamento de platô após o dia 7. Quando avaliado o comprimento total dos 

animais tratados com glutamina ou glicina (Figura 30B) foi verificado que no dia 7 uma 

diferença estatística (p = 0,002089) entre o grupo da dieta MAL-ED (6,414 ± 1,193) e 

glicina (1,757 ± 1,193), onde estes últimos era menores que os desnutridos não tratados. 

Já quando comparamos os animais tratados com glutamina com os animais não tratados 

(Figura 30B), foi visto que os animais tratados (10,78 ± 2,070) era estatisticamente (p = 

0,005083) maiores que os animais não tratados (1,872 ± 2,070). 
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Figura 30 – Comprimento de cauda e total após o tratamento com glutamina ou glicina 

 
A) Percentual do crescimento da cauda dos animais e B) Percentual de comprimento total dos animais (n=8 
por grupo), nos períodos 0 (antes do consumo da dieta experimental), 7 (após sete dias de consumo da dieta) 
e 12 (após doze dias do consumo da dieta), após 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 lilás) e glicina (linha preta). Os valores estão representados em média ± erro 
padrão da média e foram usados múltiplos testes t de Student não pareados para dados não pareados na 
análise estatística. 
 
 
5.4.2. Tamanho total do intestino delgado de camundongos desnutridos pela dieta 

MAL-ED após tratamento com glutamina 

 
 

O intestino delgado dos camundongos pertencentes aos grupos de animais que 

foram induzidos à desnutrição pela dieta MAL-ED e, após o oitavo dia, foram tratados 

com glutamina ou glicina, foram avaliados quanto ao tamanho total no dia 12. Não foram 

encontradas quaisquer diferenças estatísticas (p>0,05) (Gráfico 3). 
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Gráfico 3 – Comprimento total do intestino delgado após o tratamento 

 
Comprimento total do intestino delgado ao final do período 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 estão 
representados em média ± erro padrão da média e foram usados múltiplos testes t de Student não pareados 
para dados não pareados na análise estatística. 
 
 
5.4.3. Avaliação da composição corporal de camundongos desnutridos pela MAL-ED 

após tratamento com glutamina 

 
 

Ao avaliar a composição corporal dos grupos submetidos à dieta MAL-ED e que, 

a partir do dia 8, receberam tratamento na água com glutamina ou glicina, observou-se 

que não houve diferença estatística entre os grupos em relação à água corporal total 

(Figura 31A), massa livre de gordura (Figura 31D), massa gorda (Figura 31E) e índice 

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 comparação 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 comparação com o grupo da dieta MAL-ED (-17.78 ± 16,85). 

Já quando foi avaliado o grupo glutamina (-4,817 ± 22,21) e comparado com o grupo 

glicina (65,84 ± 22,21), foi observada (Figura 31B) diferença estatisticamente 

significativa no dia 12 (p = 0,009805). O parâmetro 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 - Avaliação da composição corporal dos animais submetidos à dieta MAL-ED 
tratados com glutamina ou glicina 

 
A) Água corporal total (%), B) Fluído extracelular (%), C) Fluído intracelular (%), D) Massa livre de gordura 
(%), E) Massa gorda (%) e F) Índice 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 lilás) e glicina (linha preta). Os valores estão representados em média ± erro 
padrão da média e foram usados múltiplos testes t de Student não pareados para dados não pareados na 
análise estatística (*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. Avaliação da Resistência Transepitelial, Corrente de Curto-Circuito e Tensão 

Transepitelial no segmento medial do intestino delgado de camundongos durante o 

transporte dos carboidratos lactulose e manitol em Câmara de Ussing 

 

 

A partir daqui todos os resultados serão referentes aos animais que consumiram a 

dieta MAL-ED. Será realizado um comparativo entre o grupo da dieta MAL-ED que não 

recebeu tratamento e os grupos que receberam tratamento ad libitum com glutamina ou 

glicina na água de consumo diário.  

Ao realizar a avaliação dos parâmetros eletrofisiológicos pela Câmara de Ussing, 

durante a realização 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 

em relação a DP (Figura 32A), onde eles se mantiveram com valores próximos e lineares, 

sem diferença entre ambos (p>0,05). Da mesma forma, a CCC (Figura 32B) e a Rt 

(Figura 32C), também permaneceram equivalentes durante todo o período experimental 

(p>0,05), seguindo o mesmo comportamento linear e em aumento, com exceção 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 é possível 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 parâmetros 
eletrofisiológicos da permeabilidade intestinal de animais tratados 

 
A) Tensão transepitelial, B) Corrente de Curto-Circuito, C) Resistência transepitelial dos animais (n=3 por 
grupo) do grupo dieta MAL-ED (linha vermelha), e dos grupos tratados glutamina (linha lilás) e glicina 
(linha preta) no dia 13. T corresponde a teofilina e G a glicose. Os valores estão representados em média ± 
erro padrão da média e foram usados múltiplos testes t de Student não pareados para dados não pareados 
na análise estatística (*p < 0,05 e ns = p>0,05). 
 

 

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

 

A análise do conteúdo coletado do lado seroso da membrana jejunal dos grupos 

desnutrido e desnutrido tratado com glutamina, após a adição da solução de lactulose e 

manitol do lado mucoso (Gráfico 4), evidenciou que a média percentual de permeação 

de lactulose do grupo tratado com glutamina (9,63) foi menor (p>0,05) que a do grupo da 

dieta MAL-ED que não recebeu tratamento (12,26). 
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Gráfico 4 – Efeito do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre a permeabilidade intestinal 
de animais tratados 

 
A) Percentual de permeação de manitol, B) Percentual de permeação de lactulose dos animais (n=3 por 
grupo) do grupo da dieta MAL-ED tratado com glutamina no dia 13. Os valores estão representados em 
média ± erro padrão da média e foram usados múltiplos testes t de Student não pareados para dados não 
pareados na análise estatística (*p < 0,05 e ns = p>0,05). 
 
 
5.5.2. Efeito do consumo agudo da dieta de desnutrição 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 desnutrição MAL-ED sobre a Resistência 

Transepitelial, Corrente de Curto-Circuito e Tensão Transepitelial durante o transporte 

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

tratados com glutamina ou glicina 

 
 

Foi feita uma análise basal dos parâmetros eletrofisiológicos 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 exposição aos substratos de glicose, glutamina e alanil-

glutamina. Ao avaliar o comportamento basal dos tecidos, foi observado que o grupo da 

dieta MAL-ED não tratado tinha uma maior DP (Figura 33A) em relação aos outros dois 
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grupos, sendo que entre estes dois a glutamina apresentava a menor DP em relação ao 

grupo não 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 não tratado estava com a DP maior que os animais do grupo glutamina 

tratado (p<0,05). Quanto à 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 não tratado ultrapassou os dois grupos no valor da CCC. A Rt (Figura 

33C) do grupo da dieta MAL-ED não tratado foi menor que a dos grupos tratados por 

todo tempo de avaliação, mas sem diferença estatística entre os grupos (p>0,05).  

 

Figura 33 – Efeitos do consumo agudo da dieta MAL-ED na Corrente de Curto-Circuito, 
diferença de potencial e resistência transepitelial em condições basais após tratamento 

 
A) Tensão transepitelial basal, B) Corrente de Curto-Circuito basal, C) Resistência transepitelial basal dos 
animais (n=5 por grupo) do grupo da dieta MAL-ED (linha vermelha), tratados com glutamina (linha 
lilás) ou glicina (linha preta) no dia 13. Os valores estão representados em média ± erro padrão da média e 
foram usados múltiplos testes t de Student não pareados para dados não pareados na análise estatística (*p 
< 0,05 e ns = p>0,05). 
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Quando avaliado a resposta da DP frente à glicose (Figura 34A) não foi 

encontrada diferença estatística em nenhuma das concentrações entre os grupos (P>0,05). 

Já a CCC (Figura 34B), foi encontrada diferença estatística nas duas maiores 

concentrações de 70 mM (p = 0,0444) entre o grupo da dieta MAL-ED e o grupo tratado 

com glicina, e na concentração de 200 mM (p = 0,0349), também entre o não tratado e o 

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

grupos (p>0,05). 

 

Figura 34 - Efeitos das concentrações cumulativas da glicose no segmento medial do 
intestino delgado de animais tratados com glutamina ou glicina 

 
A) Tensão transepitelial, B) Corrente de Curto-Circuito, C) Resistência transepitelial frente a adição de glicose 
em concentrações cumulativas no segmento jejunal dos animais (n=5 por grupo) do grupo da dieta MAL-ED 
(linha vermelha), tratados com glutamina (linha lilás) ou glicina (linha preta) no dia 13. Os valores estão 
representados em média ± erro padrão da média e foram usados múltiplos testes t de Student não pareados 
para dados não pareados na análise estatística (*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 Resistência Transepitelial, 

Corrente de Curto-Circuito e Tensão Transepitelial durante o transporte de glutamina no 

segmento medial do intestino delgado de camundongos recém-desmamados tratados com 

glutamina ou glicina 

 

Já quando exposto a concentrações de glutamina, a DP (Figura 35A) no intestino 

dos animais não tratados começou maior que nos grupos tratados. No entanto, após a 

adição da concentração de 20 mM de glutamina, o grupo tratado com glutamina 

ultrapassou o valor de DP do grupo não tratado, mantendo-se maior até o final do 

experimento. Na concentração 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 período experimental. 

 
Figura 35 – Efeitos das concentrações cumulativas da glutamina no segmento medial do 
intestino delgado de animais tradados com glutamina ou glicina 

 
A) Tensão transepitelial, B) Corrente de Curto-Circuito, C) Resistência transepitelial frente a adição de 
glutamina em concentrações cumulativas no segmento jejunal dos animais (n=5 por grupo) do grupo da dieta 
MAL-ED (linha vermelha), tratados com glutamina (linha lilás) ou glicina (linha preta) no dia 13. Os 
valores estão representados em média ± erro padrão da média e foram usados múltiplos testes t de Student 
não pareados para dados não pareados na análise estatística (*p < 0,05 e ns = p>0,05). 
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A CCC (Figura 35B) teve comportamento similar a DP, com o grupo tratado com 

glutamina apresentando maior CCC (p = 0,0247) em comparação ao grupo tratado com 

glicina, especialmente na concentração de 200 mM de glutamina. No entanto, a Rt 

(Figura 35C) não apresentou diferença significativa entre os grupos frente às 

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

 

 

5.5.3.3. Efeito do consumo agudo da dieta MAL-ED sobre a Resistência Transepitelial, 

Corrente de Curto-Circuito e Tensão 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 à exposição a concentrações cumulativas de alanil-

glutamina (Figura 36). O grupo não tratado, quando exposto à alanil-glutamina, manteve 

a DP (Figura 36A) mais elevada do que os outros dois grupos tratados, em todas as 

concentrações administradas ao longo do experimento, mas não foi encontrada diferença 

estatística entre os grupos em relação à DP (p>0,05). Quanto à CCC (Figura 36B), o 

grupo não tratado começou com o menor valor, assim como o grupo tratado com 

glutamina. Após a adição da primeira concentração de alanil-glutamina (2 mM) o valor 

de CCC (Figura 36C) começou a aumentar, ultrapassando o valor de CCC dos grupos 

tratados. Ao final do experimento, diante da concentração cumulativa de 200 mM, o valor 

da CCC do grupo não tratado foi estatisticamente maior (p = 0,0161) em comparação com 

o grupo tratado com glutamina.  
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Figura 36 – Efeitos das concentrações cumulativas da alanil-glutamina no segmento 
medial do intestino delgado de animais tratados com glutamina ou glicina 

 
A) Tensão transepitelial, B) Corrente de Curto-Circuito, C) Resistência transepitelial frente a adição de alanil-
glutamina em concentrações cumulativas no segmento jejunal dos animais (n=5 por grupo) do grupo da dieta 
MAL-ED (linha vermelha), tratados com glutamina (linha lilás) ou glicina (linha preta) no dia 13. Os 
valores estão representados em média ± erro padrão da média e foram usados múltiplos testes t de Student 
não pareados para dados não pareados na análise estatística (*p < 0,05 e ns = p>0,05). 
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6. DISCUSSÃO 
 

A desnutrição tem suas consequências para a saúde e o desenvolvimento infantil, 

impactando no crescimento linear, desenvolvimento cognitivo e aumentando a morbidade 

e mortalidade, além de causar danos na reprodução e capacidade de trabalho na idade 

adulta, quando exposta a condições promotoras da desnutrição (HOROWITZ et al., 2023; 

NGO; ORTIZ-ANDRELLUCCHI; SERRA-MAJEM, 2016). Esse conhecimento vem 

sendo construído ao longo de várias décadas, devido à grande relevância que esse tema 

tem frente ao cenário de saúde pública mundial. Já está comprovado que a desnutrição 

nos primeiros anos de vida da criança aumenta os riscos de desenvolvimento de doenças 

metabólicas, como diabetes e obesidade, bem como doenças cardiovasculares, como 

hipertensão arterial e outras doenças coronarianas na idade adulta (GUERRANT et al., 

2008; IBRAHIM et al., 2017; UNICEF/WHO/WORLD BANK GROUP, 2023; WELLS 

et al., 2020). 

Diante desse cenário, a intervenção, seja por parte de órgãos governamentais ou 

não, por meio de políticas e ações de conscientização da importância da amamentação e 

da alimentação complementar de qualidade, estimulando a implementação da nutrição 

saudável, 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 crianças residentes em países subdesenvolvidos, 

possibilitando a coleta de informações referentes à dieta consumida pela mãe e pela 

criança, crescimento corporal, desenvolvimento cognitivo, incidência de infecções, entre 

outras doenças, acompanhando essas crianças até a idade escolar (MAL-ED NETWORK 

INVESTIGATORS, 2017; WOON et al., 2018). Em alguns desses estudos, foram 

realizadas intervenções, como o emprego de soluções de reidratação oral, campanhas de 

vacinação, orientação e estímulo ao emprego da amamentação como primeira fonte de 

alimentação, e administração 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 visão de agências internacionais, como a UNICEF e o World Bank, bem como 

observa-se em vários países desenvolvidos, a melhoria da nutrição promove o aumento 

do capital humano e crescimento econômico da nação (UNICEF/WHO/WORLD BANK 

GROUP, 2023).  

Quanto mais se compreende sobre as consequências da desnutrição, mais evidente 

se torna a necessidade de prevenir o desenvolvimento dessa condição, evitando assim 

seus impactos sobre o indivíduo a curto e longo prazo. Esses impactos incluem o 

comprometimento do crescimento linear, do desenvolvimento cognitivo e o aumento do 

risco de desenvolver doenças metabólicas e cardiovasculares na idade adulta. Além disso, 

a desnutrição também afeta o desenvolvimento humano e econômico do país (DEBOER 

et al., 2013; GUERRANT et al., 2008; HOFFMAN, 2021; MAL-ED NETWORK 

INVESTIGATORS, 2017). Um compromisso deve ser assumido pela esfera pública com 

a saúde infantil, especialmente em países subdesenvolvidos, e desenvolva estratégias para 

melhorar o estado nutricional das crianças. 

Diante da necessidade de uma melhor compreensão sobre a patofisiologia 

desencadeada pela desnutrição, decidimos utilizar a dieta experimental MAL-ED, 

desenvolvida pelo nosso grupo. A dieta MAL-ED é baseada no consumo alimentar de 

crianças desnutridas residentes de sete diferentes países com baixo poder 

socioeconômico. Esta dieta demonstrou ser capaz de reduzir, em curto período, 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 concentrações cumulativas de glutamina e 

diminuição da DP e CCC com aumento da RT quando exposta a concentrações 

cumulativas de alanil-glutamina, quando os animais foram submetidos a consumo por 

período agudo da dieta MAL-ED.  

Estudos prévios realizados pelo grupo observaram que a dieta MAL-ED foi capaz 

de causar o embotamento da área dos vilos nas regiões do duodeno e jejuno, além de 

diminuição 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 índices de desnutrição infantil em países de baixa renda está relacionado 

a uma alimentação complementar deficiente. No entanto, poucos são os estudos que 
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abordam a correlação 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 

redução de nutrientes, variando de 7% (BROWN et al., 2015) a 0% de proteínas 

(BELMONTE et al., 2007), e redução calórica de até 50% a menos em relação à dieta 

controle (PAN et al., 2018; PARK et al., 2017), além de redução 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 crianças desnutridas em regiões 

específicas. Por exemplo, temos a dieta vegetal do milho consumida por crianças do 

Malawi (MAY et al., 2018), a dieta M8 também baseada no consumo de crianças do 

Malawi (BLANTON et al., 2016) e a DRB representando o semiárido brasileiro. As 

quantidades de proteínas dessas dietas são em torno de 65% a menos, os lipídeos de 50 a 

90% menos, até 56% menos fibras e elevada quantidade de carboidratos chegando a até 

37% a mais em relação à dieta padrão. Em estudos feitos por Maciel et al., (2020), foi 

possível observar uma redução da quantidade de proteínas de até 6,6% a menos, lipídeos 

com deficiência de até -12,4 a +6,0%, calorias com quantidades não 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 máximo 8,6% a menos na dieta de crianças desnutridas em comparação com 

crianças saudáveis. Esses valores mostram concentrações 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 informações coletadas sobre a alimentação complementar de 

crianças com 24 meses de idade e desnutrição crônica, acompanhadas pelo COORTE 

MAL-ED em oito diferentes países (CAULFIELD et al., 2014; MILLER et al., 2014). 

Esses países apresentavam características econômicas semelhantes, sendo comunidades 

de baixa classe econômica com infraestrutura residencial e sanitária precária. 

Comunidades urbanas, como o Brasil, Bangladesh e Índia, bem como comunidades 

semiurbanas ou periurbanas, como Nepal e Peru, respectivamente, e comunidades rurais, 

como Paquistão, África do Sul e Tanzânia, compunham o conjunto. Em relação à 

densidade demográfica, o estudo abrangeu países com populações variando de dezenas 
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de milhões, como Nepal, Peru, África do Sul e Tanzânia, a centenas de milhões, como 

Bangladesh, Brasil e Paquistão, e a Índia, com sua população superior a 1 bilhão de 

habitantes (PSAKI et al., 2012). 

A dieta experimental MAL-ED utiliza quantidades moderadamente deficientes de 

proteínas em -37%, carboidratos +5,93%, lipídeos -24,20%, fibras +45,17%, zinco -

10,83% e energia com redução de -8,03% Kcal em relação à dieta controle utilizada. Essa 

maior quantidade de fibra e menor quantidade de zinco, representada na dieta MAL-ED, 

tem sido associada à desnutrição infantil crônica (COSTA et al., 2020; MACIEL et al., 

2018, 2021). Mesmo a dieta MAL-ED possuindo maior deficiência de proteínas (-37%) 

e de lipídeos (-27%) que as dietas consumidas por crianças aos 24 meses de idade com 

desnutrição crônica, outros modelos experimentais desenvolvidos utilizam reduções 

totais ou próximo disto dessas macromoléculas, chegando a -100% de proteínas e -90% 

de lipídeos (MACIEL et al., 2021). Estudos já mostram a importância do zinco no 

desenvolvimento de desnutrição crônica (MACIEL et al., 2021), no crescimento linear 

de crianças menores de 5 anos (LIU et al., 2018), e na suscetibilidade a doenças 

infecciosas (BOLICK et al., 2015; GIALLOUROU et al., 2018; MEDEIROS et al., 

2019). Já outros modelos experimentais que focaram na redução de fibras usam como 

base a dieta alimentar de populações específicas (BLANTON et al., 2016; MAY et al., 

2018; TEODÓSIO et al., 1990). 

A dieta MAL-ED foi capaz de reduzir o peso bruto e o percentual de ganho de 

peso dos animais e comprometeu o crescimento dos animais durante o período agudo de 

7 dias de consumo da dieta. Redução dos valores de parâmetros corporais são quase 

sempre indicativos de desnutrição, como relatado em estudos com outros modelos de 

deficiência nutricional, que já mostraram comprometimento na primeira semana de 

indução de desnutrição (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 clínica do estudo coorte MAL-ED também mostraram resultados 

semelhantes em crianças com desnutrição crônica (MACIEL et al., 2021). 

Em grande parte dos estudos anteriores, não é relatado em quantidade o consumo 

da ração pelos modelos experimentais de desnutrição, nem é feita uma comparação entre 

o consumo da dieta controle e a dieta indutora de desnutrição, ou avaliação do apetite 

entre os grupos (BROWN et al., 2015; UENO et al., 2011). Como já mostrado no trabalho 
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de Ribeiro (2022), os animais submetidos à dieta MAL-ED ad libitum consumiam maior 

quantidade de ração, em gramas, do que o controle. Diante disso, só foi possível causar 

desnutrição nos animais que consumiram a dieta experimental MAL-ED, quanto estes 

tiveram o consumo da dieta controlado diariamente, oferecendo a mesma quantidade de 

ração 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 possível observar a diminuição da concentração sérica de leptina. A 

leptina é um hormônio derivado do tecido adiposo presente no intestino delgado, que atua 

regulando o balanço energético, diminuindo a fome, o que leva a aumento da sensação de 

saciedade e pode estar associada com a redução de peso e de massa gorda (AL-

HUSSANIY; ALBURGHAIF; NAJI, 2021). Logo, o consumo da dieta MAL-ED pode 

levar à diminuição dos níveis séricos de leptina, aumentar a sensação de fome, o que gera 

o aumento do consumo da dieta em relação ao grupo controle, quando fornecida de forma 

ad libitum. 

Uma importante ferramenta na avaliação do estado nutricional é a análise da 

composição corporal, que apesar de ser um recurso poderoso, é pouco utilizado em 

modelo de desnutrição in vivo. Após avaliação da composição corporal, foi observado 

que a dieta MAL-ED causou diminuição da massa gorda aos 7 dias de consumo. Esse 

resultado pode estar associado ao desbalanço energético, após o consumo de dieta com 

déficit calórico dieta, e consequente redução da biodisponibilidade de leptina sérica (AL-

HUSSANIY; ALBURGHAIF; NAJI, 2021; PAN et al., 2018; PARK et al., 2017). 

Resposta semelhante foi observada no modelo de desnutrição induzida pela dieta DBR, 

onde as alterações na composição corporal foram observadas a partir do sétimo dia de 

indução. Outras alterações encontradas em estudos anteriores, como a redução de água 

corporal total e as alterações de fluidos intracelular e extracelular, não foram observadas 

(RIBEIRO, 2022; TEODÓSIO et al., 1990). Já é estabelecido pela literatura que a massa 

gorda é a principal fonte de energia utilizada durante o metabolismo de diversos órgãos 

em um organismo desnutrido, e que as reservas de proteínas só são 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 redução de peso com comprometimento da reserva 

energética, no caso deste trabalho reserva lipídica, sem formação de edema, causando 
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também déficit de crescimento linear, alterações semelhantes ao que encontramos no 

marasmo (SOETERS et al., 2017). 

Outra alteração também presente na desnutrição infantil ocorre na função de 

barreira epitelial intestinal, principalmente com a presença 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), não foram 

encontradas alterações morfológicas ou comprometimento da integridade da barreira 

morfofuncional do epitélio intestinal em nenhum dos segmentos distal, medial e proximal 

do intestino delgado de camundongos induzidos à desnutrição por meio de uma dieta 

semelhante à DBR, durante um período crônico. No entanto, o trabalho de Ueno et al., 

(2011), realizado em um modelo de desnutrição materno-fetal induzido pela dieta DBR, 

revelou resultados distintos. Observou-se a presença de atrofia do comprimento das 

vilosidades, associada à diminuição da área absortiva e à redução da profundidade das 

criptas intestinais. Vale ressaltar que um valor mais elevado de profundidade de cripta 

corresponde a uma maior atividade de proliferação ou hiperplasia celular, o que garante 

uma taxa adequada de renovação para compensar as perdas nas extremidades dos vilos. 

Além disso, também foi encontrada uma menor razão vilo/cripta e evidências de dano na 

função de barreira epitelial intestinal (UENO et al., 2011). Entretanto, outros trabalhos, 

que também utilizaram a dieta DBR por período agudo, observaram diminuição da 

profundidade das criptas, mas não encontraram alterações na resistência elétrica 

(SAMPAIO et al., 2016), já em outro estudo, foi mostrado um aumento da profundidade 

das criptas no jejuno (JACOBI et al., 2013). 

Para avaliação dos parâmetros eletrofisiológicos utilizamos o Sistema Clássico de 

Câmaras de Ussing automatizado, onde montamos os segmentos jejunais entre as 

hemicâmaras de forma padronizada, com a mucosa virada para o lado direito e o seroso 

do lado esquerdo. Foi utilizado como solução perfusora Krebs–Henseleit (KBR) em 

ambos os lados da membrana montada, permitindo assim, anular o transporte iônico que 

ocorre por via paracelular de forma passiva entre os dois lados epitélio intestinal montado, 

por meio da aplicação de uma corrente de 50 µA no tecido. Esse procedimento torna 

possível a realização da análise do transporte iônico transcelular ativo, utilizando para 

isso os valores de CCC que corresponde a soma das correntes iônicas, principalmente, 

dos íons sódio, potássio, cloreto e bicarbonato (CLARKE, 2009; SAMPAIO, 2013). 
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Durante a realização dos experimentos, foram utilizados critérios para se 

considerar quais resultados foram viáveis, com valores de CCC e RT dentro do 

considerado valores aceitáveis. Utilizamos os valores dos animais controle para corrente 

com intervalos de -200 µA/cm2 a 200 µA/cm2, já que a CCC em intestinos de 

camundongos pode ser levemente negativa (CLARKE, 2009). Já a RT, validamos como 

viável, resultados com valores entre 8 Ω/µA/cm2 e 30 Ω/µA/cm2 aproximadamente, 

sendo desconsiderados valores negativos ou muito elevados. Para os animais da dieta 

MAL-ED, devido à falta de valores de referência para os limites aceitáveis considerados 

basais, a seleção foi realizada com base na observação dos resultados, buscando valores 

semelhantes entre os animais do grupo. Aqueles que apresentaram valores muito 

discrepantes foram excluídos da análise. 

Como teste de viabilidade ao final do experimento e critério de seleção de 

resultados, foi adicionada uma solução de teofilina com uma concentração final de 10 

mM ao lado seroso do epitélio intestinal montado. Isso ocorreu porque a teofilina aumenta 

a concentração intracelular de cAMP, a CCC aumenta em resposta ao aumento da 

secreção de Cl- por meio dos canais CFTR presentes na região apical (CERMAK; 

FÖLLMER; WOLFFRAM, 1998). A diferença entre o potencial de membrana e o 

potencial elétrico de equilíbrio do íon cloreto, impulsiona esse efluxo de Cl-, entretanto, 

a passagem de cloreto proveniente do lado basolateral, por meio do cotransportador 

NaKCCl, causa uma certa compensação deste ânion. Ademais, altas concentrações de Cl- 

no lúmen intestinal causa perturbação da eletroneutralidade, o que é corrigido em seguida 

com difusão de sódio e água pela via paracelular (SILVA, 2002). Logo após 15 minutos 

da adição da teofilina, adicionamos glicose com a mesma concentração, mas do lado 

mucoso do epitélio. Isso causou um aumento ainda maior na CCC devido ao cotransporte 

de Na+ acoplado à glicose, mediado pelo cotransportador SGLT1 presente na borda em 

escova dos enterócitos no lado do lúmen intestinal. Essa glicose sai para o lado basolateral 

por meio do GLUT2 (HOROWITZ et al., 2023; KOEPSELL, 2020). 

Mesmo após a adição da teofilina e glicose, é importante ressaltar que, em tecidos 

vivos e montados adequadamente, a CCC aumentará rapidamente logo após a adição da 

teofilina e aumentará ainda mais com subsequente adição da glicose. No entanto, mesmo 

com uma overdose desses substratos, a CCC não deve ultrapassar seu valor máximo. Isso 

permite validar os resultados obtidos na câmara em questão (AALBERS et al., 2022; 
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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 ausência de resposta, mostrando que a falta de resposta ou resposta 

irrelevantes aos substratos aplicados do lado apical, estão relacionadas a alteração a nível 

de transporte e não por morte tecidual. 

Trabalhos que avaliaram a eletrofisiologia do intestino na desnutrição mostraram 

que a CCC basal dos tecidos de jejuno e íleo aumenta (SAMPAIO, 2013; SAMPAIO et 

al., 2016; SILVA, 2002; SOARES, 1996), o que sugere um aumento da secreção, 

principalmente de ânions, como o cloreto (DECKER BUTZNER; GRANT GALL, 1988; 

FERRARIS; CAREY, 2003). O estado secretório observado no aumento da CCC durante 

a desnutrição pode estar associado a uma resposta adaptativa para melhora da absorção 

de nutrientes, aumentando assim, a força eletromotriz gerada pelo potencial eletrogênico 

desencadeado na membrana celular (FERRARIS; CAREY, 2000). A maioria dos 

modelos de desnutrição estudados não trazem informações sobre a DP basal (JACOBI et 

al., 2013; SAMPAIO, 2013; SAMPAIO et al., 2016; UENO et al., 2011), entretanto, 

quando adicionamos glicose, é possível 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 câmara 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 concentrações, que 

foram diminuindo com o aumento das concentrações dos substratos. Esse padrão foi 

observado em relação à adição de alanil-glutamina, glutamina e glicose, sendo que estes 

dois últimos não apresentaram diferença estatística significante. Outros estudos também 

não demonstraram aumento de CCC durante a absorção de glicose (SAMPAIO, 2013; 

SAMPAIO et al., 2016; SILVA, 2002; SOARES, 1996) entretanto, em modelo crônico 

de restrição calórica, com redução de 70% do aporte calórico na dieta, foi possível 

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 íleo de camundongos após induzir 

desnutrição aguda por dieta DBR, foi possível observar uma redução da CCC basal. 
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Estudos têm mostrado que o aumento ou diminuição da expressão de 

transportadores de carboidratos e proteínas está relacionado com a quantidade desses 

nutrientes na dieta. No caso dos carboidratos, quanto maior for a quantidade na dieta, 

maiores serão os níveis de transcritos de SGLT-1 (KOEPSELL, 2020; MIYAMOTO et 

al., 1993). Já no que se refere a proteínas, quanto menor a disponibilidade, maior será a 

expressão do transportador de peptídeos PEPT-1 (ADIBI, 2003; GILBERT; WONG; 

WEBB KE, 2008). Entretanto, estudos que buscaram avaliar a expressão destes 

transportadores intestinais durante a desnutrição aguda, não encontraram diferença na 

expressão (RIBEIRO, 2022; SAMPAIO et al., 2016). 

A absorção ou passagem do lado luminal para o lado basolateral do epitélio 

intestinal também depende de um sistema complexo das proteínas formadoras das junções 

firmes. Apesar do extenso volume de publicações a respeito, ainda é pouco compreendida 

a respeito de seu comportamento durante o desenvolvimento da desnutrição. O transporte 

das principais macromoléculas nutricionais depende da expressão de claudina-2 e 

claudina-15, devido a sua importância na manutenção dos níveis de sódio luminal, o que 

favorece o cotransporte de nutrientes por meio da borda escova (WADA et al., 2013). As 

junções firmes têm 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 só da expressão de claudinas, pode aumentar a RT 

(BALDA et al., 1996; LI; SHEPPARD; HUG, 2004).  

O modelo de desnutrição materno fetal induzida pela dieta DBR, causou redução 

da RT (UENO et al., 2011). Entretanto, ausência de alteração na RT foi observada em 

estudo de indução aguda de 7 dias de desnutrição, também pela dieta DBR, realizado no 

segmento ileal (SAMPAIO et al., 2016). Jacobi et al., 2013, que mostrou diminuição da 

RT, após indução de desnutrição energético-proteica em leitões. Nesse estudo, a dieta 

MAL-ED foi capaz de aumentar a RT no segmento de jejuno exposto as concentrações 

cumulativas de glutamina, o que também foi observado frente a alanil-glutamina. 

Entretanto, é preciso avaliar esses mesmos parâmetros nos demais segmentos do intestino 

delgado para um melhor entendimento sobe os efeitos da dieta MAL-ED sobre toda área 

absortiva intestinal. Além dos parâmetros eletrofisiológicos, seria importante avaliar a 

transcrição e expressão das proteínas de junção firme, durante o período agudo de indução 
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de desnutrição pela dieta MAL-ED, a fim de compreender o que pode estar causando esse 

aumento de RT.  

Diante dos resultados mostrados neste modelo de indução de desnutrição com a 

dieta MAL-ED, é possível entender um pouco sobre as consequências que o consumo 

deficiente de nutrientes pode causar, em uma análise a curto prazo. Como, de forma 

similar, a desnutrição infantil tem causado preocupação entre as organizações 

internacionais de saúde, devido seus danos, como déficit de estatura e com pouco peso, 

deixando a criança susceptível a adquirir doenças 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 cenário de má 

nutrição continua sendo um importante fator de risco para o aumento de doenças em 

países 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, são realizados esforços em busca de soluções efetivas que previnam 

as consequências causadas pela deficiência nutricional e restabeleçam a saúde de crianças 

em estado de desnutrição. Dentre as estratégias de intervenção no tratamento da 

desnutrição, está a suplementação nutricional de crianças que apresentam déficit desses 

nutrientes. Durante um período adequado, essa prática pode reduzir a mortalidade e a 

incidência de doenças tanto nas mães quanto nas crianças (FILTEAU; TOMKINS, 1999; 

LIMA, 2006; LIMA et al., 2007; LIU et al., 2018; SELIMOGLU et al., 2021). 

O objetivo deste estudo foi avaliar, por meio de parâmetros eletrofisiológicos 

coletados por sistema automatizado de Câmaras de Ussing, os efeitos da suplementação 

da glutamina por 5 dias na função de barreira morfofuncional intestinal em modelo 

murino de desnutrição pela dieta MAL-ED. Os resultados encontrados são consistentes e 

mostram o efeito que a glutamina tem na melhora dos danos causados pela desnutrição 

observados em camundongos que consumiram a dieta MAL-ED. Neste estudo, a glicina 

foi utilizada como placebo, e como as concentrações são isonitrogênicas, os resultados 

obtidos sugerem que são independentes da quantidade de nitrogênio, e podem estar 

relacionados com a via metabólica ou com regulação da glutamina sobre a expressão de 

proteínas (KIM et al., 2005; LIMA et al., 2007; RHOADS et al., 1997). Os dados obtidos 

mostram que, ao contrário do placebo glicina, a glutamina melhora o ganho de peso dos 

animais após 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 não foi observado no grupo placebo glicina. 

Foi observado em estudos anteriores, que existe uma associação entre desnutrição, 

atrofia dos vilos do epitélio intestinal e alterações 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, e não foi observada diferença entre os tamanhos desses intestinos. 

Isso pode ser atribuído ao fato de que o estudo abordou a desnutrição aguda e, portanto, 

não houve tempo suficiente para uma maior adaptação à desnutrição, incluindo o aumento 

da área de absorção 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 não foi encontrada diferença no tamanho total do intestino delgado dos 

animais durante o período agudo de 7 dias de indução de desnutrição, sendo observada 

diferença entre o grupo controle e desnutrido apenas no dia 28, em período crônico. 

Quanto à composição corporal, não foi encontrada diferença nos parâmetros 

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 diário de água por ambos os 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 não foi observado nos animais tratados com glutamina. Estudos 

anteriores mostraram que a deficiência de claudina-1 pode resultar em uma perda severa 

de fluidos e eletrólitos, podendo levar à morte em recém-nascidos (FURUSE et al., 2002). 

Em outro estudo realizado com 107 crianças 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 função de barreira 

intestinal, enquanto com a glicina não foi encontrada melhora significativa nos mesmos 

parâmetros avaliados (LIMA, 2006; LIMA et al., 2007). 
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Um estudo anterior de ensaio clínico de nível III tem demonstrado a importância 

da glutamina na melhora da função de barreira epitelial intestinal em crianças desnutridas 

(LIMA et al., 2005). Diante disso, o efeito da glutamina no reparo da função de barreira 

intestinal pode ter contribuído para o ganho de peso observado nos animais. Em uma 

pesquisa clínica realizada em Fortaleza-CE, com crianças admitidas em um hospital 

infantil da mesma cidade, foi examinado o efeito da suplementação padrão, utilizada para 

recuperação de desnutrição grave, somada à suplementação com glutamina ou glicina 

para avaliar a barreira funcional do epitélio intestinal dessas crianças. Foi observada uma 

melhora significativa na taxa de Lactulose:Manitol nas crianças que foram suplementadas 

com glutamina pelo período de 10 dias, o que não foi observado naquelas que receberam 

glicina ou fórmula sem enriquecimento (LIMA et al., 2005). Outro estudo, utilizando 

alanil-glutamina, glutamina e glicina, realizado em pacientes com AIDS, demonstrou 

melhora na absorção e na diarreia quando foi utilizada glutamina ou alanil-glutamina por 

um período de 5 a 10 dias. Já aqueles que receberam glicina não apresentaram alterações 

nestes mesmos parâmetros (BUSHEN et al., 2004). Nesse estudo, não foi possível avaliar 

a relação de Lactulose:Manitol devido à impossibilidade de detectar manitol em alguns 

grupos no período estudado. 

Os resultados de eletrofisiologia coletados pelo sistema de Câmaras de Ussing 

mostraram um aumento significativo da DP basal, com um ΔDP de aproximadamente +13 

mV nos animais da dieta MAL-ED para +5 mV/cm² nos animais tratados com glutamina, 

e ΔRT basal quase sem variação, mas com a RT em média 50% maior para o grupo tratado 

com glutamina. Já a CCC, nos animais da dieta MAL-ED apresentou um aumento do 

ΔCCC de aproximadamente 105 μA/cm² entre os animais da dieta MAL-ED, já os 

animais tratados com glutamina tiveram pouca variação, com ΔCCC de aproximadamente 

25 μA/cm². Estudos realizados previamente têm mostrado que, em animais controle 

saudáveis, 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 variação (SILVA, 2002; SOARES, 1996).  Esses valores elétricos fornecem 

informações cruciais sobre as condições de transporte eletrogênico que ocorrem tanto pela 

via paracelular de transporte, onde as proteínas de junção desempenham um papel 

importante no transporte, quanto pela via transcelular, com transportadores como o 
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SGLT1 e PEPT1, cotransportadores sódio e hidrogênio-dependentes, respectivamente, 

extremamente importantes na manutenção da homeostase da barreira epitelial intestinal. 

A glutamina já demonstrou seu valor energético e reparador estrutural no epitélio 

intestinal, estimulando a produção de fatores de crescimento e prevenindo os danos 

destrutivos da desnutrição sobre as junções firmes e, consequentemente, melhorando a 

função 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 não realizamos avaliação histológica estrutural do epitélio intestinal, a nível de 

vilosidades e criptas, não sabemos se a diminuição da RT está relacionada a danos na 

arquitetura epitelial, alterando a conformação e arranjo das proteínas de junção, como 

claudinas, ocludina e ZO, ou se, para se adaptar ao pouco aporte nutricional fornecido, o 

epitélio otimiza o influxo e efluxo iônico na tentativa de melhorar a captação de 

nutrientes, pelo cotransporte íon-dependente. 

Já quando expostos às concentrações cumulativas de glicose, observou-se que a 

CCC foi menor no grupo tratado com glutamina (∆CCC = 210 μA/cm²) em relação ao 

grupo da dieta MAL-ED (∆CCC = 259 μA/cm²), mas ambas aumentaram conforme o 

aumento da concentração de glicose fornecida. O aumento da CCC em contato com a 

glicose é esperado, e esse mesmo comportamento foi observado em outros estudos que 

avaliaram a ação da glicose sobre o jejuno, como no trabalho de Ribeiro (2022), que 

utilizou a mesma dieta MAL-ED e o mesmo modelo animal de desnutrição nos tempos 

agudo e crônico. 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 desnutrição semelhantes ao que utilizamos, foi 

observada uma CCC aproximadamente 60% maior entre os animais desnutridos em 

comparação com o grupo controle, na maior concentração. Esses resultados sugerem uma 

maior permeação 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 proteínas de junção na via paracelular, que são seletivos quanto ao 

tamanho da molécula a ser permeada (HOROWITZ et al., 2023). O mesmo 

comportamento de CCC foi observado quando em contato com concentrações 

cumulativas de alanil-glutamina, onde foi visto que a CCC do grupo tratado com 
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glutamina (∆CCC = 46 μA/cm²), foi diminuindo em relação ao grupo da dieta MAL-ED 

(∆CCC = 166 μA/cm²), com diferença estatística na maior concentração de alanil-

glutamina testada. A DP também apresentou uma tendência a ser maior no grupo dos animais 

da dieta MAL-ED, mas sem diferença estatística. Nos trabalhos de Soares (1996), o 

aumento foi de (∆CCC = 190 μA/cm²), no de Silva (2002) foi de 83,5%, já no estudo de 

Sampaio (2013) com ∆CCC = 272 μA/cm². Trabalhos realizados com o dipetídeo alanil-

glutamina tem mostrado o seu potencial protetor na destruição das criptas no segmento do 

jejuno, melhora da função de barreira e permeabilidade, entre outros benefícios 

(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 à glutamina, mas com uma melhor absorção e maior rendimento no 

epitélio intestinal, a alanil-glutamina tem permeado melhor que a glutamina no epitélio 

jejunal do nosso modelo. 

Muitos são os estudos utilizando glutamina como alvo farmacológico, terapêutico e 

como suplementação nutricional (ARRIBAS-LÓPEZ et al., 2021; LUISE et al., 2023; 

SHAH; WANG; MA, 2020). Há diversas evidências que comprovam ou ao menos sugerem 

seu imenso potencial clínico e biológico (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 é de alto valor biológico para os enterócitos, 

atuando como combustível 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 é capaz de restaurar o epitélio intestinal, melhorar a 

função de barreira morfofuncional e diminuir a permeabilidade intestinal (ACHAMRAH; 

DECHELOTTE; COEFFIER, 2017; AMASHEH et al., 2009; SHARIATPANAHI et al., 

2019), proporcionando melhora considerável dos danos causados pela desnutrição infantil 

(LIMA et al., 2005, 2007; SAMPURNA et al., 2018; UENO et al., 2011; VAN DEN 

BERG et al., 2006). 

Estudos adicionais sobre a desnutrição e a fisiopatologia envolvida são necessários 

para um completo entendimento dessa condição nutricional, e suas repercussões na saúde 

pública e na sociedade como um todo. Diante dessa necessidade, percebemos o método de 
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Câmaras de Ussing automatizado como uma poderosa ferramenta para a avaliação 

eletrofisiológica e funcional do trato gastrointestinal. O sistema automatizado de Câmaras de 

Ussing permite a realização de ensaios com maior precisão e versatilidade de análises, 

gerando dados robustos e com uma alta produtividade de resultados, o que o torna uma 

ferramenta padrão-ouro no estudo da fisiologia intestinal. 

Dentre as limitações deste estudo está a ausência de análise de outros segmentos 

distal e proximal do intestino, como duodeno e íleo, frente a desnutrição induzida pela 

dieta MAL-ED; a ausência da análise da transcrição e expressão de proteínas de junção, 

como claudinas, ocludinas e ZO, que desempenham um papel importantíssimo na 

permeabilidade e por consequência na função de barreira epitelial intestinal 

(HOROWITZ et al., 2023; SUZUKI, 2020); a falta de análise da transcrição e expressão 

dos transportadores e cotransportadores associados ao transporte de nutrientes no epitélio 

intestinal, como o cotransportador de sódio e glicose (SGLT1), o transportador de 

peptídeos (PEPT1) entre outros transportadores importantes no entendimento da 

dinâmica funcional do intestino delgado. 

Não foram realizadas análises morfológicas ou histopatológicas da arquitetura e 

relação vilo/cripta e sua correlação com os resultados encontrados. A análise de alterações 

no perfil da microbiota e possíveis metabólitos gerados durante a desnutrição, também 

não foi realizada. Seria necessário um refinamento do teste de permeabilidade com 

lactulose e manitol ex vivo em Câmaras de Ussing, com um maior número de animais e 

tempo de análise de 30 minutos, pois, aparentemente, este parece ser o melhor tempo.  

Por fim, a análise dos níveis de biomarcadores sorológicos da desnutrição poderia 

fornecer insights adicionais sobre os resultados fisiológicos observados neste estudo.
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7. CONCLUSÃO 
 

Com base nos resultados obtidos através do presente estudo, o modelo de 

desnutrição 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 Câmara de Ussing mostrou-se ser 

efetivo em identificar alterações funcionais da barreira epitelial intestinal em 

camundongos submetidos à dieta MAL-ED, translacionando os achados evidenciados em 

crianças desnutridas. Esse novo sistema possibilitou a identificação de alterações 

específicas na função da barreira epitelial intestinal como aumento da Rt, culminando na 

redução da absorção 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 restauração da função da barreira epitelial intestinal (redução da Rt, resultando em 

aumento da absorção de glutamina, alanil-glutamina e glicose). 

Serão necessárias futuras análises para verificar as alterações da função da barreira 

epitelial intestinal em outros segmentos intestinais, como o duodeno e o íleo, e para 

analisar o mecanismo intracelular envolvido no efeito protetor da glutamina em animais 

desnutridos. Além disso, é necessário estudar a persistência dessas alterações da função 

da barreira, bem como o efeito da glutamina, em modelos crônicos de desnutrição. 

Para um melhor entendimento do mecanismo envolvido no efeito protetor da 

glutamina em animais desnutridos, serão realizadas análises do transcriptoma, utilizando 

a técnica de transcriptômica espacial, bem como qPCR para avaliar a expressão gênica 

de transportadores e proteínas de junção firmes. Além disso, serão realizadas análises 

histopatológicas, as quais serão incluídas na publicação do artigo relacionado a este 

estudo. 
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ANEXO E – PREPARO DE SOLUÇOES PARA CAMARAS DE USSING 

 

 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 

 

FACULDADE DE MEDICINA 
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL 

UNIDADE DE PESQUISAS CLÍNICAS & INSTITUTO DE BIOMEDICINA 
 

Procedimento Operacional Padrão – POP 
 

1. TÍTULO: Preparo de soluções para Câmaras de Ussing 

2. NOME DA INSTITUIÇÃO: Instituto de Biomedicina 

3. DEPARTAMENTO: Patologia e Medicina Legal 
 
4. OBJETIVO: Preparo de soluções para Câmaras de Ussing  
 
5. ALCANCE:  
Setor de Câmaras de Ussing. 

6. RESPONSABILIDADE:  
Professor orientador: Dr. Aldo A. M. Lima 
7. MATERIAIS NECESSÁRIOS: 
7.1. Vidraria: 
1. Becker de 1000mL  
2. Bastão de vidro 
3. Balão volumétrico de 1000mL 
4. Vidro âmbar de 1000 mL 
5. Erlemeyer de 500mL 
6. Tubos falcon de 15mL 
 
7.2. Reagentes e suas concentrações para solução de manutenção de 
eletrodos: 
1. Cloreto de sódio (NaCl 150 mM) 
2. Cloreto de potássio (KCl 150 mM); 
 
7.3. Reagentes/concentrações para solução de KRB (Krebs-ringer Bicarbonate): 
1. Cloreto de sódio (NaCl 115 mM) 
2. Bicarbonato de sódio (NaHCO3 25 mM); 
3. Fosfato de potássio dibásico (K2HPO4 2,4 mM); 
4. Cloreto de cálcio (CaCl2 1,2 mM); 
5. Cloreto de magnésio (MgCl2 1,2 mM); 
6. Fosfato de postássio monobásico (KH2PO4 0,4mM) 
 
7.4. Reagentes e suas concentrações para solução de manutenção das 
membranas: 
1. Manitol (10 mM) 
2. Glicose (10 mM) 
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7.5. Reagentes e suas concentrações para solução de teste funcional das 
membranas: 
1. Teofilina (300 mM) 
2. Glicose (300 mM) 
 
8. PROCEDIMENTO: 
 1. Efetuar pesagem dos seguintes reagentes para solução de manutenção dos 
eletrodos (1000 mL) 
a. NaCl  8,8g 
b. KCl 11,19g 

Preparar 1000mL de solução e ajustar o pH para 7,4. 

2. Efetuar pesagem dos seguintes reagentes para solução de KRB (1000 mL) 
a. NaCl  6,7206g 
b. NaHCO3l 2,1003g 
c. K2HPO4 0,4181g 
d. CaCl2 0,1764g 
e. MgCl2 0,2439g 
f. KH2PO4 0,0544g 

Preparar 1000mL de solução e ajustar o pH para 7,4. 

3. Efetuar pesagem dos seguintes reagentes para solução de manutenção das 
membranas (300 mL em solução de KRB para cada um dos reagentes) 
a. Manitol  O,5466g 
b. Glicose 0,5406g 

Com solução de KRB, adicionar os reagentes. Preparar uma solução de manitol 

(300mL) e uma solução de glicose (300mL). 

 

4. Efetuar pesagem dos seguintes reagentes para solução de teste funcional 
das membranas (2 mL em solução de KRB para cada um dos reagentes) 
a. Teofilina O,1081g 
b. Glicose 0,1080g 

Com solução de KRB, adicionar os reagentes. Preparar uma solução de Teofilina 

(2mL) e uma solução de glicose (2mL). 

9. VERIFICAÇÃO DOS DADOS: 
Os dados deverão ser verificados periodicamente pelo responsável pela técnica 
praticada e por seu orientador. 
12. NOTAS: 
Caso necessário qualquer alteração, os dados poderão ser atualizados ou 
modificados com prévia aprovação do orientador responsável.  
Se necessária a preparação de soluções com volumes diferentes dos aqui 
apresentados, refazer os caçulos da pesagem dos reagentes 
REDIGIDO POR: 
 

REVISADO POR: APROVADO POR: 

DATA DA REDAÇÃO: 
 

DATA DA REVISÃO: DATA DA APROVAÇÃO: 
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ANEXO F – PREPARO DO SISTEMA DAS CAMARAS DE USSING 

 

 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 

 

FACULDADE DE MEDICINA 
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL 

UNIDADE DE PESQUISAS CLÍNICAS & INSTITUTO DE BIOMEDICINA 
 

Procedimento Operacional Padrão – POP 
 

1. TÍTULO: Preparo do sistema das Câmaras de Ussing 

2. NOME DA INSTITUIÇÃO: Instituto de Biomedicina 

3. DEPARTAMENTO: Patologia e Medicina Legal 
 
4. OBJETIVO: Preparo do sistema das Câmaras de Ussing 
5. ALCANCE:  
Setor de Câmaras de Ussing. 

6. RESPONSABILIDADE:  
Professor orientador: Dr. Aldo A. M. Lima 
7. MATERIAIS NECESSÁRIOS: 
 
7.1. Câmaras de Ussing: 
 
7.2. Bomba propulsora de água 
 
7.3. Soluções 
1. Krebs-Ringer Bicarbonate (KRB) 
2. Manutenção de membranas 
3.Teste funcional 
 
7.4. Outros materiais 
1. Eletrodos de voltagem 
2. Eletrodos de corrente 
3. Pipetador automático 
 
7.5. Vidraria 
1. Pipetas de 20mL 
2. Becker de 300mL 
 
 
8. PROCEDIMENTO: 
 

1. Verificar o volume de água na bomba propulsora de água, se necessário, 

completar com água destilada para manter o volume acima 80% da capacidade total 

do reservatório. 
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2. Preparar as pontes de ágar para conectar os eletrodos as câmaras. Para 

preparação das pontes de ágar, é pesado 2,4 g de Ágar na balança analítica e 

adicionado a 50 ml de KRB dentro de um Becker de 100 ml. Em seguida, o Becker 

contendo a solução de KRB-ágar é colocada em banho-maria dentro de um outro 

Becker de 1 L contendo 150 ml de água fervendo em temperatura de 80 a 100 °C e 

homogeneizada com uma bala magnética pequena em agitação na velocidade 3 por 

um período de 30 minutos, utilizando para isto um agitador magnético com placa 

aquecedora. Após o tempo de aquecimento, é observação se o ágar está homogêneo 

e totalmente diluído, bem como se já começou a enrijecer, sinalizando que está pronto 

para ser distribuído nos cartuchos dos eletrodos, evitando a formação de bolhas, que 

podem interferir na captação do sinal elétrico pelos eletrodos. São 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 calibração do 

sistema, sendo preparados em cada experimento 20 cartuchos para os eletrodos de 

corrente, que dão menos problema, e 34 cartuchos para os eletrodos de voltagem. 

2. Conectar os eletrodos no pré-amplificador e as pontes nas câmaras contendo 

solução de KRB. Ordem dos eletrodos no pré-amplificador:  

Eletrodos azuis (Voltagem): conectados na parte da frente da câmara – V1 = direita 

               V2 = esquerda 

Eletrodos vermelhos (Corrente): conectados na parte de atrás da câmara – I1 = direita 

                 I2 = esquerda  

 

3. Ligar EVC-4000. 

4. No pré-amplificador: virar o botão 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 ágar dos eletrodos apresentam bolhas, se sim, trocá-las 

imediatamente, e ver se as conexões estão devidamente conectadas ao pré-

amplificador.  

b) Se ainda assim a Voltagem estiver muito acima de zero, trocar os eletrodos das 

Câmaras que estão mostrando uma voltagem muito alterada. Fazer essas trocas de 

eletrodos até conseguir que os valores de voltagem se encontrem abaixo de 1 mV. 

Caso necessário colocar eletrodos novos em funcionamento.  
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4.2. Ajustar a voltagem para zero usando os botões “Coarse” e “Fine” no pré-

amplificador.  

4.3. Colocar o pré-amplificador em “Standby”. 

 

4.4. Verificar se a água circulante dentro das colunas está aquecendo. A solução de 

KRB dentro das câmaras deve estar entre 37 e 38,5ºC. 

4.5. Conectar as colunas às câmaras. Adicionar 5 ml de KRB em cada coluna. 

4.6. Liberar o Gás verificando se a válvula verde está frouxa. 

a) Abra a válvula cinza em sentido anti-horário 

b) Aperte a válvula verde no sentido horário até que comece a ver o gás sendo 

liberado nas colunas. 

 

4.7. Colocar pré-amplificador em “Operate”. 

 

4.8. Zerar a resistência do fluido: 

a) Apertar o botão “Fluid Res.” no EVC-4000. Verificar se a resistência está próxima 

de 100. Se estiver muito diferente há algo de errado. Verificar se todos os eletrodos 

estão devidamente conectados ao pré-amplificador e se as pontes também estão 

devidamente conectadas a câmara. Caso, esses não sejam o problema, tomar nota 

de que a resistência estava muito abaixo ou muito acima e seguir com o 

procedimento. 

b) Enquanto aperta “Fluid Res.”, usar o botão “Compensation” para zerar a resistência 

do fluido até que a mesma chegue a zero ou muito próximo. 

 c) Prender as conexões que levam o KRB das colunas para as Câmaras com as 

pinças, previamente colocadas uma de cada lado do suporte.   

 

4.9. Colocar o pré-amplificador em “Standby” 

4.10. Carregar “Set clamp” em 50 µA. 

4.10. Esvaziar as câmaras e colunas, prender os tubos que saem das colunas com 

as pinças que devem estar presas ao suporte das câmaras. 

4.11. Retirar as câmaras, adicione 5ml de Manitol à coluna da direito que 

correspondente ao lado mucoso da membrana, e, em seguida, adicione 5ml de 

Glicose à coluna da esquerdo que e correspondente ao lado seroso da membrana. 

9. VERIFICAÇÃO DOS DADOS: 
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Os dados deverão ser verificados periodicamente pelo responsável pela técnica 
praticada e por seu orientador. 
10. NOTAS: 
Caso necessário qualquer alteração, os dados poderão ser atualizados ou 
modificados com prévia aprovação do orientador responsável.  
REDIGIDO POR: 
 

REVISADO POR: APROVADO POR: 

DATA DA REDAÇÃO: 
 

DATA DA REVISÃO: DATA DA APROVAÇÃO: 
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ANEXO G – PREPARO DE PONTES DE AGAR PARA CAMARAS DE USSING 

 

 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 

 

FACULDADE DE MEDICINA 
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL 

UNIDADE DE PESQUISAS CLÍNICAS & INSTITUTO DE BIOMEDICINA 
 

Procedimento Operacional Padrão – POP 
 

1. TÍTULO: Preparo de pontes de Agar para Câmaras de Ussing 

2. NOME DA INSTITUIÇÃO: Instituto de Biomedicina 

3. DEPARTAMENTO: Patologia e Medicina Legal 
 
4. OBJETIVO: Preparo de pontes de Agar para Câmaras de Ussing 
5. ALCANCE:  
Setor de Câmaras de Ussing. 

6. RESPONSABILIDADE:  
Professor orientador: Dr. Aldo A. M. Lima 
7. MATERIAIS NECESSÁRIOS: 
 
7.1. Vidraria: 
1. Becker de 1000 mL 
2. Becker de 100 mL 
 
7.2. Bomba propulsora de água 
 
7.3. Cilindro de ar com mistura cabogênica 
 
7.4. Outros materiais 
1. Cartucho (pequeno) para os eletrodos de voltagem (30 unidades) 
2. Cartucho (grande) para eletrodos de corrente (20 unidades) 
3. Seringa de 20 mL com ponta plástica adaptada para o preenchimento das pontes 
4. Eletrodos de voltagem (azul) 
5. Eletrodos de corrente (vermelho) 
6. Agitador magnético com placa aquecedora 
 
8. NOTA: 
Antes de começar o preparo das pontes, checar os seguintes pontos: 
1) Verificar se tem água na bomba propulsora. Baixe a válvula manualmente. Se a 
mesma estiver maleável, não é necessário adicionar água. Caso não haja 
maleabilidade, adiciona água suficiente para a circulação nas câmaras. 
2) No pré-amplificador, verificar se o mesmo se encontra em: stand-by, coarse e fine 
devem estar zerados em suas marcações, botão marcando out. 
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3) EVC 4000 deve encontrar-se em: botão meter deve estar voltado para mV, botão 
zero deve estar voltado para (+), e, compensation e set clamp devem estar marcando 
zero. 
4) No cilindro de ar, verificar se existe pressão da mistura carbogênica no mesmo. 
9. PROCEDIMENTO: 
 

1. Em agitador automático com base aquecedora colocar 300 ml de água em um 
Becker de 1000mL e aquecê-la em 80ºC. 
 
 2. Preparação da solução de ágar 
a. Pesar 2,4g de Agar. 

b. Dissolver Agar em 50ml de Solução de Krebs (KRB) em Becker de 100 ml. 

c. Ferver a solução em banho-maria dentro do Becker de 1000 ml. Deixar agitando 

na velocidade 3 do agitador automático, para que a solução fique homogênea. 

d. Quando Agar estiver translúcido, a solução está pronta. 

e. Abaixe a temperatura da base aquecedora. 

f. Com a solução 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. VERIFICAÇÃO DOS DADOS: 
Os dados deverão ser verificados periodicamente pelo responsável pela técnica 
praticada e por seu orientador. 
11. NOTAS: 
Caso necessário qualquer alteração, os dados poderão ser atualizados ou 
modificados com prévia aprovação do orientador responsável.  
REDIGIDO POR: 
 

REVISADO POR: APROVADO POR: 

DATA DA REDAÇÃO: 
 

DATA DA REVISÃO: DATA DA APROVAÇÃO: 
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ANEXO H – PREPARO DE MEMBRANA PARA CAMARAS DE USSING 

 

 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 

 

FACULDADE DE MEDICINA 
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL 

UNIDADE DE PESQUISAS CLÍNICAS & INSTITUTO DE BIOMEDICINA 
 

Procedimento Operacional Padrão – POP 
 

1. TÍTULO: Preparo e teste das membranas para Câmaras de Ussing 

2. NOME DA INSTITUIÇÃO: Instituto de Biomedicina 

3. DEPARTAMENTO: Patologia e Medicina Legal 
 
4. OBJETIVO: Preparo de membranas para Câmaras de Ussing 
5. ALCANCE:  
Setor de Câmaras de Ussing. 

6. RESPONSABILIDADE:  
Professor orientador: Dr. Aldo A. M. Lima 
7. MATERIAIS NECESSÁRIOS: 
 
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 dissecção 
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 alça 
intestinal 
6. Pinças de tamanhos diversos 
7. Luvas descartáveis 
8. Caixa de isopor com gelo 
 
7.3. Outros materiais 
1. Cânulas de vidro 
2. Pinças metálicas 
3. Foco de luz 
4. Lupa de aumento 
5. Cânulas de polietileno de fino calibre 
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9. PROCEDIMENTO: 
 
9.1. Preparação das membranas 
 
1. Pesar o animal. 

2. Organizar o local onde será realizada a anestesia com todo material necessário. 

3. Anestesiar o camundongo com 35m/Kg de Cetamina e 5mg/Kg de Xilazina. 

4. Umedecer uma gaze com água destilada e passe delicadamente sobre a região 

abdominal do animal. 

5. Com o bisturi abrir o abdômen do animal e com as mãos (calçadas com luvas) 

umedecidas em Ringer, faça uma ligeira pressão no abdômen a fim de as alças 

intestinais sejam expostas. 

6. Após a identificação do apêndice, meça cerca de 4cm e, a partir daí, retire o 

tamanho desejável de íleo para que as membranas possam ser preparadas. 

7. Transferir a parte de íleo seccionada para placa de Petri de 100 mm contendo 2 ml 

de solução de Ringer gelada, com a placa de Petri repousando sobre o gelo. 

8. Sacrifique o animal imediatamente. 

9. Lavar a alça intestinal com solução de Ringer presente na seringa de lavagem 

auricular. 

10. Inserir a cânulas de vidro na alça intestinal a fim de que esta possa ficar um pouco 

tensionada para realizar a dissecção da camada serosa intestinal. 

11. Ligar o foco de luz, colocar as lupas e com ajuda do bisturi e de uma pinça bem 

fina começar a retirar delicadamente a camada serosa intestinal. 

12. Depois de retirada a camada serosa, cortar a alça intestinal em pedaços de ± 1 

cm2 para serem montados nas câmaras. 

13. Colocar a membrana sobre o lado da câmara onde se encontra o anel de 

borracha, deixando a camada mucosa para cima. 

14. Encaixar o outro lado da câmara e levar ao sistema para que possa começar a 

ser aerada e irrigada com as soluções de manutenção. 

 

9.2. Teste funcional das membranas 
 

1. Depois de parafusar as câmaras 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 conexões entre colunas e câmaras que já dever estar previamente 

preenchidas com manitol e glicose.  



 
333 

 

3. Retirar as pinças. 

4. Checar se há formação de bolhas. Caso haja bolhas no lado mucoso (direito), usar 

cânula de polietileno marcada com a etiqueta M (manitol) para retirar as bolhas. Caso 

haja bolhas do lado seroso, usar cânula de polietileno marcada com a etiqueta G 

(glicose) para retirar as bolhas. 

5. Verificar se há aeração suficiente para todas as câmaras (se há borbulhamento). 

6. Ligar botão para “operate” após o preparo de cada câmara. 

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 parâmetros: PD, VC e CCC. 

9. Realização 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 botão “Meter” para “µA” – anotar valor em 

CCC na tabela. 

d) Voltar todos os botões para a posição inicial. (PD, botão “meter” em mV e 

recarregar o botão “set clamp” para 50. 

e) Fazer essa ação em todas as 8 câmaras. 

f) O intervalo de leitura é de 5 min. 

10. Aos dez minutos de leitura, 200 µL de solução de manutenção devem ser retirados 

do lado esquerdo das colunas e colocados em seguida 200 µL de solução de Teofilina 

(serosa). 

11. Aos dez minutos de leitura, 200 µL de solução de manutenção devem ser retirados 

do lado direito das colunas e colocados em seguida 200 µL de solução de Glicose 

(mucosa). 

12. As leituras são realizadas até 30 minutos quando então podem ser iniciar os testes 

farmacológicos ou fisiológicos. 

10. VERIFICAÇÃO DOS DADOS: 
Os dados deverão ser verificados periodicamente pelo responsável pela técnica 
praticada e por seu orientador. 
11. NOTAS: 
Caso necessário qualquer alteração, os dados poderão ser atualizados ou 
modificados com prévia aprovação do orientador responsável.  
REDIGIDO POR: 
 

REVISADO POR: APROVADO POR: 

DATA DA REDAÇÃO: 
 

DATA DA REVISÃO: DATA DA APROVAÇÃO: 
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ANEXO I – FINALIZAÇAO E LIMPEZA DAS CAMARAS DE USSING 

 

 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 

 

FACULDADE DE MEDICINA 
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL 

UNIDADE DE PESQUISAS CLÍNICAS & INSTITUTO DE BIOMEDICINA 
 

Procedimento Operacional Padrão – POP 
 

1. TÍTULO: Finalização e limpeza das Câmaras de Ussing 

2. NOME DA INSTITUIÇÃO: Instituto de Biomedicina 

3. DEPARTAMENTO: Patologia e Medicina Legal 
 
4. OBJETIVO: Finalização e limpeza das Câmaras de Ussing 
5. ALCANCE:  
Setor de Câmaras de Ussing. 

6. RESPONSABILIDADE:  
Professor orientador: Dr. Aldo A. M. Lima 
7. MATERIAIS NECESSÁRIOS: 
 
7.1. Vidraria: 
1. Becker de 500 mL 
 
7.2. Outros materiais 
1. Escova 
2. Swab 
3. Esponja 
4. Seringa com ponta adaptada 
5. Pisseta com água destilada 
6. Manta aquecedora 
7. Sabão neutro 
8. Solução de manutenção de eletrodos 
 
8. PROCEDIMENTO: 
 

1. Ao finalizar todas as leituras em seus devidos tempos, girar o botão de 
“operate” para “stand by”.  
 

2. Desligando o sistema 
a) Desligar EVC-4000 

b) Deixar em zero os botões “compesation” e “set clamp”. 

c) No pré-amplificador deixar os botões “coarse” e “fine” em suas marcações originais 



 
335 

 

d) Desligar a bomba propulsora de água 

e) Desencaixar os conectores entre câmaras e colunas para escoar as soluções 

presentes nas colunas. 

f) Fechar válvula do gás seguindo os seguintes passos: fechar a valvula cinza em 

sentido horário para que haja queda de pressão do ar e, em seguida, fechar a válvula 

verde em sentido anti-horário 

g) Desprender as câmaras e retirá-las para serem higienizadas. 

h) Colocar as membranas em lixo adequado para que possam ser descartadas 

corretamente. 

i) Descartar as soluções em local adequado.  

j) Desligar a bomba de circulação termoestável. 

 

3. Limpeza dos componentes das Câmaras de Ussing 
 

a) Colunas:  

 - Depois de esvaziadas, prender as conexões das colunas com as pinças, preencher 

as colunas com água destilada e um pouco de sabão e esfregue levemente com uma 

escova.  

 - Desprender as pinças, deixar a água escoar (use um becker) e, com a ajuda de 

uma pisseta, enxaguar as colunas abundantemente com água destilada.  

 - Após enxaguar todas as colunas com água destilada, enxaguar então com água 

destilada quente usando uma seringa para auxiliar nessa ação. 

 

b) Câmaras: 

 - Após desmontar as câmaras e descartar a membrana, lavar as câmaras com um 

pouco de sabão em uma esponja macia. 

 - Enxaguar bem até que todo sabão tenha saído. 

 - Colocar as câmaras dentro de um recipiente com água destilada por alguns minutos 

para que saia qualquer resíduo de sabão.  

  

c) Pontes 

 - Desconectar as pontes dos eletrodos. 

 - Com ajuda de uma seringa com a ponta adaptada, enchê-la de ar e pressionar 

contra a ponte até que o Agar saia. A pressão deve ser aplicada no lado contrário 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 possíveis resíduos de Agar. 

 - Colocar os eletrodos em solução de manutenção de eletrodos (KCl/NaCl) pH=7,4 

 - Colocar os eletrodos, só a parte metálica, em hipoclorito de sódio a 10% e deixar 

overnight. Após isso, tirar o excesso de hipoclorito com swab macio e água destilada. 

9. VERIFICAÇÃO DOS DADOS: 
Os dados deverão ser verificados periodicamente pelo responsável pela técnica 
praticada e por seu orientador. 
10. NOTAS: 
Caso necessário qualquer alteração, os dados poderão ser atualizados ou 
modificados com prévia aprovação do orientador responsável.  
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