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INTRODUCAO:

A desnutricao, seja por excesso ou deficiéncia nutricional, permanece um grave problema de salde global.
Dados da OMS revelam que em 2024 cerca de 50 milhdes de criangas apresentavam baixo peso enquanto 150
milh6es apresentavam baixa estatura para a idade. Nesse mesmo ano a desnutricio foi associada com 45% das
causas de morte em crian¢cas menores de 5 anos. A pandemia de COVID-19 agravou esse cenario, estima-se que
entre 690 e 783 milhdes de pessoas no mundo passaram fome em 2022, h4 projecdo de que a subnutricdo tenha
aumento em até 14,3% apos a pandemia (Fore et al., 2020; WHO, 2024).

A proteina € um nutriente essencial, sua eficacia no metabolismo é relacionada tanto a quantidade quanto
a qualidade. Fontes proteicas completas como alimentos de origem animal, sdo menos acessiveis a populagdes
de baixa renda, exacerbando a subnutricdo (Thompson et al., 2021). Estudos em humanos e roedores demonstram
gue a restricdo proteica durante o desenvolvimento estd relacionada a adaptacdes metabdlicas prejudiciais,
especialmente no trato gastrointestinal (TGI), afetando digestéo, absor¢éo e funcdo imunolégica (Marroqui et al.,
2012; Soriano et al., 2010). O intestino delgado (ID) é responsavel por 80% da absor¢éo de nutrientes e funciona
como uma barreira protetora fisica e quimica as substancias e agentes possivelmente patogénicos, além de atuar
na coordenacdo da resposta imune tanto em humanos quanto em camundongos. Prejuizos no ID em decorréncia
da subnutricio podem estar correlacionados com a resisténcia do retardo no crescimento as intervencdes
dietéticas devido aos prejuizos sobre a disponibilidade, absor¢céo e utilizacdo de nutrientes necessarios para um
crescimento saudavel (Dickson, 2020).

Outro componente do TGI € a gordura mesentérica (GM), responséavel pela sustentacéo e vascularizacéo
desse trato, entretanto essa estrutura tem um papel pouco explorado. Sabe-se que além de sua funcao estrutural,
a GM também se associa com a permeabilidade intestinal, a translocacao bacteriana e, principalmente, na
secrecao de mediadores inflamatdrios (Zhang et al., 2022). Dados prévios da literatura demonstram que a
subnutricdo durante a doenca de Chron pode induzir hipertrofia e fibrose dos adip6citos da GM, piorando o quadro

de creeping fat, caracterizado pelo enovelamento e espessamento da GM e aumento da fibrose (Alvarenga et al.,
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2017). E, portanto, evidenciado uma correlacéo entre subnutricdo proteica e a modulacido da GM. Essa inter-
relagcdo ainda néo foi explorada na auséncia de doencas inflamatérias. Ha, ainda, auséncia de investigagdes sobre
as possiveis funcdes metabdlicas da GM durante a subnutrigdo proteica. Este estudo teve como objetivo investigar
0s impactos da restri¢cdo proteica pds-desmame na morfofungép do ID e da GM em camundongos submetidos a
restricdo proteica pds-desmame.

METODOLOGIA:

Camundongos machos C57BL/6 do Biotério Central da UNICAMP (CEMIB) foram mantidos no Biotério
setorial do Grupo de Péncreas Enddcrino e Metabolismo, Instituto de Biologia, sob condi¢cées controladas de
umidade, temperatura (21 + 2°C) e ciclo claro/escuro (luzes acesas das 7h as 19h). Aos 30 dias de vida os
camundongos foram divididos em grupo Controle (C), submetido a uma dieta normoproteica de 14% de proteina,
e 0 grupo Restrito (R), submetido a dieta hipoproteica de 6% de proteina durante 90 dias. Foi realizada a avaliagao
semanal de peso, consumo de agua e rac¢do. Aos 120 dias de vida, os animais foram eutanasiados e fragmentos
do ID e da GM foram coletados para analise morfologica.

Para experimentagdo do banho de 6rgéos, foi utilizado o duodeno imediatamente pds eutanéasia. Os tecidos
foram equilibrados por 45 minutos sob tenséo basal de 1g. A tenséo isométrica foi registrada utilizando um sistema
PowerLab (ADInstruments, Sydney, Australia). Em seguida, 80 mM de KCI foram adicionados para avaliar a
viabilidade e a contragdo maxima dos tecidos. Apés trés lavagens e um periodo de 45 minutos, avaliou-se a
contracdo ou relaxamento induzido por agonistas (Gomes et al., 2023).

Curvas concentragdo-resposta cumulativas foram realizadas para carbacol (CCh; 1nM-100uM) e
isoproterenol (1pM-10uM). As curvas foram analisadas utilizando um modelo sigmoidal para determinagédo da
PECso e da resposta maxima (Emax). Os dados foram analisados pelo teste de Shapiro-Wilk, seguido pelo teste t de
Student ou teste U de Mann-Whitney (P<0,05), conforme aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
UNICAMP (CEUA n° 5564-1/2020).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A figura 1 apresenta a mensuragéo plasmética de albumina e proteinas totais em camundongos C e R
apos 90 dias de tratamento. Como esperado, a ingestéo de dieta hipoproteica induziu hipoalbuminemia e reducao
da concentragéo plasmética de proteinas totais em camundongos R quando comparados aos camundongos C (P
< 0,05; Fig. 1A e B) respectivamente). A restricdo proteica também reduziu em 15% o peso corporal final do grupo
R, em relagdo ao C (P < 0,0001; Fig. 1C). Os camundongos R apresentaram menor comprimento nasoanal (CNA)
e indice de Lee, quando comparados aos C (P < 0,05; Fig. 1 D e E, respectivamente). Além disso, camundongos

R apresentaram reducdo de 25% no peso da GM, em relac¢édo ao grupo C (P < 0,01; Fig. 1G e D).
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Figura 1: Parametros bioquimicos plasmaticos e biométricos em camundongos C e R alimentados com dieta normoproteica ou hipoproteica durante
90 dias. Média + EPM dos valores plasmaticos de (A) albumina, (B) proteinas, (C) Peso corporal final, (D) CNA, (E) Indice de Lee e (F) estoque de GM. * Indica
diferencas estatisticas em camundogos C (n = 12) e R (n = 12; teste t de Student; P < 0,05).
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A avaliagdo morfolégica do ileo demonstrou que a subnutricdo proteica ndo alterou a espessura das
camadas muscular e submucosa entre os camundongos R em comparacdo aos camundongos C (Fig. 2AB). Por
outro lado, a analise da superficie absortiva epitelial demonstrou que a subnutrigdo proteica induziu redugéo na
espessura enquanto aumentou a altura (P < 0,05; Fig. 2C e D, respectivamente) das vilosidades sem alterar o
namero das células caliciformes nessas estruturas no grupo R em relacdo ao grupo C (P < 0,05; Fig. 2H). A analise
das criptas intestinais, por outro lado, demonstrou que a restricdo proteica reduziu em aproximadamente 24% a
profundidade, em 10% o didametro enquanto aumentou em 30% a distancia dessas estruturas no grupo R em
relacdo ao grupo C (P < 0,05; Fig.1E, F e G, respectivamente). Portanto, até o momento nossos dados indicam
que a restricdo proteica apos o desmame induziu diminuicao nos estoques de GM, hipotrofia das criptas intestinais

e afinamento das vilosidades no ileo.
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Figura 2: Anélise morfolégica do ileo em camundongos C e R alimentados com dieta normoproteica ou hipoproteica durante 90 dias. Média + EPM dos valores da
espessura das camadas (A) muscular, (B) submucosa, (C) vilosidades, (D) altura das vilosidades, (E) profundidade das criptas, (F) distancia entre criptas e (G) diametro das
criptas. * Indica diferengas estatisticas em camundogos C (n = 5) e R (n = 5; Mann Whitney; P < 0,05).

A GM ¢é formada por células uniloculares e multiloculares. Nesse estoque de tecido adiposo foi realizada
uma andlise qualitativa do didmetro e da &rea total de células multiloculares a fim de avaliar possiveis alteracdes
metabdlicas presentes nesse tecido. A GM associada ao jejuno apresentou incremento no nimero de adipécitos
uniloculares na faixa dos 40 a 60 ym de didmetro no grupo R em comparacgéo ao grupo C, que obteve esse aumento
em 65 pym de diametro (Fig. 3B). Ainda, a frequéncia relativa da area dos adipdcitos multiloculares de camundongos
R aumenta em relacdo ao grupo C (Fig. 3C) nesse estoque de tecido adiposo. Por fim, o percentual total de
adipécitos multiloculares da GM jejunal aumenta duas vezes em camundongos R em comparacdo aos
camundongos C (Fig. 3D). A frequéncia relativa das células uniloculares da GM ileal aumentou no grupo R na faixa
dos 45 a 55 ym de diametro quando comparados ao grupo C, que aumentou em 60 a 65 pym (Fig. 4B). Da mesma
forma, a frequéncia relativa e a area dos adip6citos multiloculares aumentaram em camundongos R em relacéo
aos camundongos C (Fig. 4C). Adicionalmente, o grupo R apresentou aumento de trés vezes no percentual total
de adipdcitos multiloculares quando comparado ao grupo C (Fig. 4D).
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Figura 3. Analise morfolégica da GM do jejuno em camundongos C e R alimentados com dieta normoproteica ou hipoproteica durante 90 dias. (A) Imagens
representativas da morfologia da GM do jejuno. Média + EPM da (B) Frequéncia relativa do diametro dos adipécitos uniloculares da GM, (C) Frequéncia relativa da area dos
adipdcitos multiloculares da GM e (D) Porcentagem de adipécitos uniloculares e multiloculares por grupo da GM
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Figura 4. Andlise morfolégica da GM do ileo em camundongos C e R alimentados com dieta normoproteica ou hipoproteica durante 90 dias. (A) Imagens
representativas da morfologia da GM do ileo. Média + EPM (B) Frequéncia relativa do diametro dos adipécitos uniloculares da GM, (C) Frequéncia relativa da area dos
adipdcitos multiloculares da GM e (D) Porcentagem de adipdcitos uniloculares e multiloculares por grupo da GM

A fim de avaliar a motilidade intestinal, foi realizado a experimentacdo no banho de 6rgaos com o duodeno.
Contracdes induzidas por carbacol ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos R e C, tanto em relacdo ao

pECso (Fig. 5A) quanto Emax (Fig. 5B), conforme demonstrado pela sobreposigdo das curvas logaritmicas de resposta (Fig.
5C).

Por outro lado, a analise dos relaxamentos induzidos por isoproterenol revelou um padrao distinto, o pECso (Fig.
6A) permaneceu inalterado entre os grupos, porem o Emax (Fig. 6B) foi aproximadamente 2,65 vezes maior no grupo R (31,8
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* 6,9%) em comparagédo ao grupo C (11,99 + 2,74%). Além disso, as curvas de relaxamento demonstraram que o grupo R
apresentou uma resposta maxima 3 vezes maior a do grupo C (Fig. 6C), indicando maior sensibilidade ao estimulo B-
adrenérgico, sem altera¢des na poténcia do agonista.
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Figura 5. Andlise da motilidade intestinal em camundongos C e R alimentados com dieta normoproteica ou hipoproteica durante 90 dias. (A). Média + EPM do
duodeno (A) pECsode carbacol em grupo C e R, (B) Emax (%) de carbacol em grupo C e R, (C) Curva logaritmica grupo de carbacol C e R (Student's t-test; P < 0.05).
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Figura 6. Anéalise da motilidade intestinal em camundongos C e R alimentados com dieta normoproteica ou hipoproteica durante 90 dias Média + EPM do duodeno
(A) pECsode isoproterenol em grupo C e R, (B) Emax (%) de isoproterenol em grupo C e R, (C) Curva logaritmica de isoproterenol grupo C e R (Student's t-test; P < 0.05).

CONCLUSOES:

No ID, a restricao proteica causou alteragfes estruturais no ileo. Especificamente, houve uma hipotrofia
das criptas intestinais, acompanhada por um alongamento das vilosidades. A avaliagdo funcional do intestino
revelou que enquanto as contrac¢des induzidas por carbacol se mantiveram inalteradas, os relaxamentos mediados
por receptores B-adrenérgicos foram significativamente potencializados. Simultaneamente, a GM também
respondeu a restricdo proteica com hipertrofia dos adipdcitos uni e multiloculares. Além disso, houve aumento
expressivo na propor¢do de adipdcitos multiloculares. Essas modificacdes sugerem uma reorganizacao metabdlica
coordenada em resposta a restricdo proteica. A potencializacdo do relaxamento intestinal induzida via (-
adrenérgica pode estar associada as alteracdes na GM, ja que a ativacdo desses receptores se associa ao
metabolismo energético. Essa correlacdo provavelmente indica um possivel mecanismo adaptativo para otimizar
a digest&o e o uso de energia em um cenério de baixa disponibilidade proteica.
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