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RESUMO 

Microbiota é o conjunto de microrganismos comensais que estabelecem uma relação 

simbiótica com o hospedeiro em pele e mucosas. Uma causa maior de alteração da 

microbiota (disbiose) é a desnutrição, principal causa de morte no mundo de crianças 

abaixo de 5 anos de idade. O presente estudo buscou caracterizar o impacto da desnutrição 

infantil e do uso profilático de cotrimoxazol (SXT) na composição e na funcionalidade da 

microbiota intestinal de camundongos C57BL/6 (Capítulo I) através do sequenciamento do 

gene 16S rRNA. Animais submetidos a desnutrição (UND) apresentaram aumento de 

Bacteroidetes e redução de Firmicutes, além de aumento de vias metabólicas relacionadas 

com síndromes metabólicas na vida adulta. O uso profilático de SXT associado à 

desnutrição (UND+SXT) resultou na indução de um perfil de disbiose da microbiota 

intestinal distinto dos perfis observados em animais UND e SXT, com redução da família 

Clostridiaceae e da via do ciclo da ureia. O capítulo II caracterizou perfis de microbiota e 

de suas funções metabólicas após a recuperação alimentar em curto e longo prazo, e 

relacionar sua relação com o sistema imune. A recuperação alimentar não reestabeleceu um 

perfil normal de microbiota nem de seu metabolismo, mas levou à redução de 

Proteobacteria e aumento de Bacteroidetes além de alterações de vias metabólicas 

associadas a síndromes do duplo fardo da desnutrição. Já 20 semanas após a recuperação 

alimentar (longo prazo), observou-se uma maior homogeneidade nas microbiotas de 

animais CON e UND. Entretanto, o metabolismo dos animais UND ainda apresentou 

características associadas com doenças metabólicas, inflamação intestinal e permeabilidade 

do epitélio. A caracterização da resposta imune se deu em relação ao perfil de células B a 

médio prazo após a desnutrição. Populações de linfócitos B maduros, de memória, 

percussores de memória e foliculares se encontraram elevadas em animais que sofreram 

desnutrição na infância. Animais UND que recebem imunização com vacina via atenuada 

anti-varicela zoster, apresentaram microbiotas funcionalmente distintas à longo prazo. O 

estudo demonstrou que a desnutrição provoca disbiose da microbiota intestinal com 

consequências nas suas funções metabólicas e no sistema imune em longo prazo.   

Palavras-chave: microbiota intestinal, desnutrição, metabolismo, cotrimoxazol, sistema 

imune, varicela-zoster. 



 
 

ABSTRACT 

Microbiota is the group of commensal microorganisms that establish a symbiotic 

relationship with the host in skin and mucosal membranes. A major cause of microbiota 

alteration (dysbiosis) is undernutrition, which is the leading cause of death in children 

under 5 years of age worldwide. The present study aimed to characterize the impact of 

childhood undernutrition and the prophylactic use of cotrimoxazole (SXT) on the 

composition and functionality of the intestinal microbiota of C57BL/6 mice (Chapter I) 

sequencing of 16S rRNA gene. Undernourished animals (UND) showed increase in 

Bacteroidetes and reduction in Firmicutes, as well as increase in metabolic pathways 

related to metabolic syndromes in adulthood. The prophylactic use of SXT in association 

with undernutrition (UND+SXT) resulted in the induction of dysbiosis profile of the gut 

microbiota distinct from the profiles observed in UND and SXT animals, with reduction in 

the Clostridiaceae family and the urea cycle pathway. Chapter II of the study aimed to 

characterize the microbiota profiles and their metabolic functions after short- and long-term 

of nutritional recovery, and to associate these observations to the immune system. The 

nutritional recovery did not re-establish a normal gut microbiota composition and 

metabolism. Nonetheless, it led to a reduction in Proteobacteria and increase in 

Bacteroidetes, in addition to changes in metabolic pathways associated with double-burden 

undernutrition syndromes. On the contrary, 20 weeks after nutritional recovery (long-term), 

a greater homogeneity in the microbiota of CON and UND animals was observed. However, 

the microbiota metabolism of UND animals still showed characteristics associated with 

metabolic diseases, intestinal inflammation, and epithelial permeability. The 

characterization of the immune response focused in the B-cell compartment at medium 

term after malnutrition. Populations of mature, memory, memory precursors and follicular 

B lymphocytes were found to be elevated in animals that were undernourished in childhood. 

Moreover, UND animals that received immunization with anti-varicella-zoster live-

attenuated vaccine, presented functionally distinct microbiota at long-term evaluation. This 

study demonstrated that undernutrition causes dysbiosis in the intestinal microbiota with 

consequences on its metabolic functions and the immune system at long-term. 

Keywords: gut microbiota, undernutrition, metabolism, cotrimoxazole, immune system, 

varicella-zoster. 
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1 INTRODUÇÃO  

1.1 MICROBIOMA 

A microbiota é descrita como a comunidade de microrganismos que estabelece 

uma relação simbiôntica com o seu hospedeiro. No caso da microbiota intestinal são o 

conjunto de microrganismos comensais que residem o intestino (AL-RASHIDI, 2021). O 

termo microbioma é utilizado tanto para descrever o complexo ecossistema que habita a 

pele ou a mucosa do hospedeiro através do estabelecimento de uma relação simbiôntica, 

quanto para descrever o conjunto genômico de todos os microrganismos, simbiontes e 

patogênicos, vivendo nas superfícies e nas cavidades de todos os vertebrados (PAN; 

CHEN, 2020; TANEJA, 2017). O microbioma intestinal é então composto pela coleção de 

genomas de microrganismos que habitam o intestino, entre eles estão as bactérias, as 

archaeas, os vírus e os fungos (TANEJA, 2017). O intestino humano é colonizado por mais 

de 1014 microrganismos, os quais se distribuem entre 12 principais filos com cerca de 2000 

espécies distintas, apresentando assim cerca de 150 a 500 vezes a mais o número de genes 

que o genoma humano (AL-RASHIDI, 2021; LAZAR et al., 2018). 

De acordo com alguns autores, a colonização microbiana do intestino humano teria 

início já desde o período gestacional, apresentando uma composição variável entre os 

indivíduos e sendo capaz de sofrer mudanças parciais ao longo da vida de um mesmo 

indivíduo (GUZMAN et al., 2020; ROBERTSON et al., 2019; VENTURA et al., 2012).  A 

coevolução da microbiota intestinal e do trato gastrointestinal humano levou ao 

estabelecimento de uma relação simbiótica, na qual a microbiota exerce influência sobre 

processos fisiológicos do hospedeiro enquanto o hospedeiro fornece um ambiente 

favorável à sobrevivência dessas comunidades (VALDEZ; BROWN; FINLAY, 2014; 

VENTURA et al., 2012). 

A microbiota intestinal vem recebendo grande atenção pelo papel que desempenha 

em diversos processos vitais do hospedeiro entre os quais se destacam os movimentos 

peristálticos, a aquisição de nutrientes, a produção de vitaminas e outros nutrientes, a 

manutenção do pH intestinal, a proliferação e diferenciação celular intestinal, a modulação  

do sistema imune geral e a regulação de neurotransmissores (DING et al., 2019; 
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FERREIRA; ANTUNES; FINLAY, 2010; KIMURA et al., 2020; VENTURA et al., 2012). 

Um exemplo dessa interação é a produção de ácidos graxos de cadeia curta (short chain 

fatty acids - SCFA). Esses ácidos graxos são produzidos por microrganismos entéricos 

através da fermentação de fibras provenientes da dieta e possuem a capacidade de acidificar 

o microambiente gastrointestinal local, tornando-o menos habitável para a colonização ou 

supercrescimento de espécies patogênicas como a Escherichia coli e Salmonella spp. 

(CHERRINGTON et al., 1991; FUJIMURA; LYNCH, 2015).  

O primeiro ano de vida da criança é marcado pela maturação da microbiota 

intestinal neonatal com características mais simples para uma microbiota mais complexa 

com representantes tipicamente encontrados na microbiota do trato gastrointestinal adulto, 

apresentando enriquecimento principalmente de Bacteroidetes e Firmicutes (BÄCKHED et 

al., 2015; IHEKWEAZU; VERSALOVIC, 2018; TANAKA; NAKAYAMA, 2017). É 

durante esse primeiro ano de vida que a microbiota infantil passa a apresentar 

funcionalidade similar ao metagenoma materno, com redução da variação entre indivíduos 

(BÄCKHED et al., 2015). Além disso, a maturação da microbiota infantil durante esse 

primeiro ano é responsável também pelo aumento no número de genes bacterianos com 

importância para o metabolismo de polissacarídeos provenientes de plantas, fato que ocorre 

mesmo antes da introdução de alimentos sólidos (KOENIG et al., 2011). A introdução de 

alimentação sólida é capaz sustentar as mudanças ocorridas na microbiota intestinal, além 

de resultar em mudanças no metabolismo do indivíduo, como a expressão de genes 

relevantes para o metabolismo de carboidratos, a biossíntese de vitaminas e a degradação 

xenobiótica.  

A disponibilidade de nutrientes possui um impacto direto na composição e na 

abundância dos microrganismos comensais, resultando em alterações no metabolismo 

nutricional e, por consequência, modificando as interações entre hospedeiro e 

microrganismo (KAU et al., 2011; KOENIG et al., 2011). Estudos demonstram que a 

composição da microbiota intestinal de crianças desnutridas é diferente da observada em 

crianças saudáveis, sugerindo, portanto, alterações no metabolismo e, consequentemente, 

no sistema imune (GHOSH et al., 2014; GUPTA et al., 2011; MONIRA et al., 2011; POP 

et al., 2014; SUBRAMANIAN et al., 2014; ZHUANG et al., 2019).  



18 
 

Camundongos são comumente utilizados como modelos experimentais em estudos 

de microbiota intestinal, geralmente mimetizando desordens humanas, como por exemplo, 

obesidade e diabetes. Poucos estudos buscam a correlação entre a microbiota intestinal 

humana e a murina (KRYCH et al., 2013). Krych et al. (2013) demonstraram que a 

microbiota intestinal de linhagens de camundongos NOD, BALB/c e B6.V-Lepob/J modelos 

para diabetes apresentam características quantitativas (abundância relativa) distintas da 

microbiota intestinal humana. Porém, ambas microbiotas intestinais apresentam 

representantes em comum dos filos e dos gêneros presentes, resultando em uma 

composição similar entre as microbiotas e validando o uso de camundongos como modelos 

experimentais para estudos de microbiota intestinal com ênfase em desordens humanas. 

1.2 MICROBIOMA E SISTEMA IMUNE 

A resistência ou a susceptibilidade a um número substancial de doenças estão 

sendo associadas com a interação que ocorre entre a microbiota intestinal e o sistema imune 

(FERREIRA; ANTUNES; FINLAY, 2010; VALDEZ; BROWN; FINLAY, 2014). Essas 

interações ocorrem a partir do contato direto com determinados microrganismos 

constituintes da microbiota, ou do contato com determinados componentes moleculares 

derivados dos microrganismos ou a partir da identificação de metabolitos produzidos pelo 

microbioma. 

Estudos recentes vêm identificando a presença de diversos microrganismos 

constituintes da microbiota intestinal com capacidades imunomodulatórias específicas 

capazes de regular por rotas diversas o desenvolvimento de células do sistema imune 

(IVANOV; HONDA, 2012; MAGWIRA; TAYLOR, 2018). Essas interações influenciam 

no comportamento tanto do sistema imune quanto da própria microbiota, fator que pode ser 

ilustrado no trato gastrointestinal de camundongos germ-free (GF) (FERREIRA; 

ANTUNES; FINLAY, 2010; SMITH; MCCOY; MACPHERSON, 2007).  

Camundongos GF exibem organização e função inapropriadas dos tecidos da 

imunidade de mucosa (SMITH; MCCOY; MACPHERSON, 2007; VALDEZ; BROWN; 

FINLAY, 2014). Folículos linfoides isolados do intestino delgado não se desenvolvem em 

camundongos GF, além de serem deficientes em IgA secretora e linfócitos intraepiteliais 
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CD8αβ (HOOPER; LITTMAN; MACPHERSON, 2012). Entretanto, quando camundongos 

GF são colonizados com a microbiota de camundongos convencionais, muitas das 

deficiências apresentadas são restauradas a condições normais (HANSEN et al., 2012; 

VALDEZ; BROWN; FINLAY, 2014).  

Tornou-se evidente que determinados perfis de espécies comensais influenciam no 

arranjo dos subtipos de linfócitos T presentes na lâmina própria (HOOPER; LITTMAN; 

MACPHERSON, 2012). Os trabalhos de Gaboriau-Routhiau et al. (2009) e de Ivanov et al. 

(2009) demonstraram em camundongos gnotobióticos que bactérias filamentosas 

segmentadas (SFB) presentes na microbiota intestinal são capazes de induzir a maturação 

das funções de células T adaptativas intestinais, resultando na acumulação de células Th17. 

Acredita-se que as SFB são capazes de penetrar na camada de muco que recobre as células 

epiteliais do íleo terminal, interagindo diretamente com as mesmas e induzindo a 

polimerização de actina no sítio de interação, esses eventos de sinalização vão resultar na 

polarização para células Th17 (GABORIAU-ROUTHIAU et al., 2009; IVANOV et al., 

2009).  

Bacteroides fragilis, pertencente ao filo Bacteroidetes, modula a homeostase de 

células T na mucosa através da promoção do desenvolvimento de células Th1 e da função 

de células T regulatórias (MAGWIRA; TAYLOR, 2018). Foi demonstrado que o 

polissacarídeo A de superfície (PSA), produzido por B. fragilis durante a fase inicial da sua 

colonização no intestino, promove a maturação celular e física do sistema imune em 

desenvolvimento. Camundongos GF possuem suas funções imunomodulatórias restauradas 

quando colonizados com B. fragilis produtor de PSA, sendo possível observar a reversão 

das deficiências imunológicas apresentadas pela ausência de microbiota, como deficiência 

em células T sistêmicas e desbalanço entre Th1/Th2, além de atuar também no 

direcionamento da organogênese linfoide (MAZMANIAN et al., 2005). O PSA é capaz de 

ativar células T CD4+ e estimular a produção de citocinas quando apresentado por células 

dendríticas intestinais. A capacidade do PSA de ser antígeno dependente de células T se 

deve principalmente pela sua estrutura zwitteriônica (dipolar), apresentando unidades 

poliméricas repetitivas com cargas positivas e negativas, que media a proliferação de 
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células T CD4+ in vitro (BRUBAKER et al., 1999; MAZMANIAN et al., 2005; 

TZIANABOS, 2002). 

Além de atuar como fonte de energia, os SCFAs exercem efeitos diretos no 

sistema imunológico. Um exemplo é o butirato, proveniente de fermentação bacteriana de 

carboidratos, capaz de modificar o perfil de produção de citocinas de células T auxiliares 

(Th – T helper) e promover a integridade do epitélio intestinal, limitando a exposição do 

sistema imune de mucosa aos microrganismos presentes no lúmen intestinal e prevenindo 

resposta inflamatórias exacerbadas através da indução de células T regulatórias (BIRD et 

al., 1998; FURUSAWA et al., 2013; PENG et al., 2007).  

De fato, nosso grupo participou de um estudo que recentemente demonstrou a 

importância dos SCFA produzidos pela microbiota intestinal, a partir de fibras da dieta, na 

resposta imune durante a infecção pulmonar contra o vírus sincicial respiratório (RSV) 

(ANTUNES et al., 2019). No trabalho foi demonstrado que a produção de acetato pela 

microbiota intestinal é responsável por conferir proteção contra o RSV em camundongos 

que fazem consumo de dietas ricas em fibras. Esse mecanismo mediado por acetato resulta 

no aumento da expressão de genes relacionados com a produção de IFN-β (Interferon β) 

que é importante para resposta anti-RSV nos pulmões. 

Diversos estudos comprovaram que o uso de antibióticos apresenta um grande 

impacto na composição e na funcionalidade da microbiota intestinal, resultando na 

depleção de microrganismos essenciais para sinalizações através de receptores Toll-like 

(TLR) e para a produção de moléculas mediadoras do sistema imune, o que altera a 

resposta em todos os braços do sistema imune (BECATTINI; TAUR; PAMER, 2016; 

RAKOFF-NAHOUM et al., 2004). Estudo com voluntários saudáveis que receberam com 

antibiótico clindamicina por uma semana ou menos apresentaram efeitos na microbiota 

intestinal, os quais persistiam por 6 meses a 2 anos após o tratamento. Esses efeitos 

incluíam uma redução da diversidade microbiana (principalmente de espécies do gênero 

Bacteroides), surgimento de cepas resistentes a antibióticos e um maior nível de expressão 

de genes de resistência a antibióticos (JERNBERG et al., 2007).  
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Os efeitos de longa duração dos antibióticos podem resultar em alterações 

significativas e imprevisíveis na microbiota intestinal de indivíduos mais susceptíveis como, 

por exemplo, os recém-nascidos. Cerca de 40% dos recém-nascidos são expostos 

indiretamente a antibióticos através da administração dos mesmos na gestante no momento 

intraparto. Já foi observado que o efeito dessa administração intraparto é capaz de levar a 

mudanças na composição da microbiota infantil, as quais podem persistir por um período 

de pelo menos três meses (AZAD et al., 2013). 

Em camundongos tratados com vancomicina, neomicina e metronidazol por curto 

período, foi observado uma diminuição da expressão de RegIII-γ (lectina do tipo C com 

propriedade bactericida) pelas células intestinais epiteliais e pelas células de Paneth. Essa 

alteração possibilitou a infecção dos camundongos por Enterococcus sp. resistentes à 

vancomicina. A administração oral de LPS foi capaz de reverter o quadro de infecção, já 

que LPS derivados da microbiota são os responsáveis por estimular receptores TLR-4 e re-

induzir a expressão dos níveis basais de RegIII-γ no intestino, reestabelecendo a resposta 

imune inata contra o patógeno (BRANDL et al., 2008). 

Entretanto, em trabalho recente desenvolvido pelo nosso grupo foi demonstrado 

que o uso de trimetoprim/sulfametoxazol (cotrimoxazol), associado ou não a desnutrição 

em camundongos C57BL/6 machos e fêmeas, não apresentou alterações em relação a 

contagem diferencial de leucócitos quando comparados com camundongos controle 

(GUBERT, 2020). Porém, a manutenção da quantidade de células não necessariamente 

indica manutenção da funcionalidade das mesmas (CORWARE et al., 2014). 

Células apresentadoras de antígenos também dependem da microbiota para 

orquestrar o sistema imune. Ichinohe et al. (2011) demonstraram que camundongos 

tratados com antibióticos (combinação de vancomicina, neomicina, metronidazol e 

ampicilina) e infectados pelo vírus influenza apresentavam uma redução na migração de 

células dendríticas e na produção de IL-1β e IL-18. Os autores mostraram que os níveis de 

imunoglobulinas, o número de células T e a produção de IFN-γ eram consequentemente 

afetados, resultando em um aumento dos títulos virais. Entretanto, a administração local ou 

distal de ligantes de receptores TLR foi capaz de restaurar as alterações observadas nos 
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camundongos tratados com a combinação de antibióticos, levando a indução de uma 

resposta imune apropriada nos pulmões desses animais (ICHINOHE et al., 2011).     

Por todas as características apresentadas, é considera-se que a microbiota 

comensal exerce influência sobre as respostas imunes, tanto locais quanto sistêmicas, 

estimuladas por antígenos vacinais (ELOE-FADROSH et al., 2013; FERREIRA; 

ANTUNES; FINLAY, 2010; VALDEZ; BROWN; FINLAY, 2014). Grassly et al. (2015) 

estimaram que, de aproximadamente 113 milhões de crianças vacinadas mundialmente 

contra infecções infantis, cerca de 4 a 19 milhões de crianças permanecem desprotegidas 

devido a uma eficácia limitada das vacinas (GRASSLY, 2015). A interação entre a 

microbiota comensal e o sistema imune, em conjunto com outros fatores ambientais e 

genéticos, pode contribuir para explicar as diferenças observadas na eficácia de vacinas em 

diferentes populações (FERREIRA; ANTUNES; FINLAY, 2010; VALDEZ; BROWN; 

FINLAY, 2014). Indivíduos com uma microbiota disbiótica, com inflamação crônica e com 

uma constante penetração no epitélio intestinal pelos microrganismos comensais, podem 

apresentar um aumento na exposição à antígenos, a qual pode levar uma a maior tolerância 

a vacinação e uma baixa eficácia em promover uma resposta imune apropriada (VALDEZ; 

BROWN; FINLAY, 2014). A disbiose é descrita como alterações na composição e na 

funcionalidade da microbiota (LEVY et al., 2017). Disbiose é geralmente caracterizada por 

uma ou mais condições, que podem incluir a explosão da colonização por patobiontes e a 

perda da diversidade (RIBEIRO et al., 2020b). 

Lagos et al. (1999) demonstraram que o crescimento excessivo de bactérias no 

intestino delgado de crianças de países menos desenvolvidos pode ser um fator contribuinte 

para uma baixa resposta de anticorpos a vacina oral viva contra cólera CVD 103-HgR 

(LAGOS et al., 1999).   

Eloe-Fadrosh et al. (2013) foram os primeiros a correlacionar microrganismos 

específicos da microbiota intestinal humana com a resposta imunológica contra uma vacina 

oral. Esse estudo foi capaz de correlacionar indivíduos que exibiam uma resposta 

imunológica multifásica ao antígeno tifoide, Ty21a, e uma maior riqueza e diversidade nas 

comunidades comensais quando comparados com indivíduos que exibiam apenas respostas 

imunes tardias. 
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Oh et al. (2014) demonstraram, em camundongos, o papel da microbiota de 

induzir a produção de IgG e IgM utilizando a via mediada por TLR-5 em resposta a vacina 

TIV (influenza trivalente inativada) e outras vacinas não adjuvadas. Nesse estudo, 

camundongos tratados com antibióticos e camundongos deficientes em TLR5 (Tlr5-/-) 

exibiram produção deficiente de anticorpos contra a vacina TIV. A administração de 

flagelina, antagonista do TLR-5, em camundongos tratados com antibióticos, foi capaz de 

reverter a resposta humoral contra a vacina.  

Lynn et al. (2018) demonstraram que a administração de antibióticos (ampicilina e 

neomicina) em camundongos fêmeas durante o final da gestação e o período de 

amamentação levou a um perfil de disbióse tanto nas fêmeas quanto na ninhada. Mesmo 

recuperando a carga bacteriana uma semana após a interrupção do tratamento, os 

camundongos jovens demonstraram mudanças significativas na composição da microbiota 

e, também, uma perda significativa da diversidade. Além disso, essas alterações 

permaneceram significantes por um período de até 13 semanas pós-tratamento com 

antibiótico. Outro ponto observado no estudo foi a influência da microbiota na resposta 

imune a vacinas, para isso foram analisadas vacinas comumente administradas nos 

primeiros meses de vida de crianças, as quais eram a vacina Bacillus Calmette-Guerin 

(BCG), a vacina meningocócica sorogrupo B, a vacina meningocócica sorogrupo C, a 

vacina pneumocócica, a vacina hexavelente (contendo antígenos da hepatite B, difteria, 

tétano, pertussis acelular, Haemophilus influenzae tipo b e o vírus da poliomielite 

inativado). Os camundongos jovens que foram expostos ao tratamento com antibióticos 

apresentaram resposta IgG antígeno-específica significativamente reduzida. 

As vacinas são extremamente importantes no combate a doenças infecciosas, 

perdendo apenas para a disponibilidade de água potável (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2021). É estimado que a vacinação previne cerca de 6 milhões de 

mortes por ano no mundo (LYNN; PULENDRAN, 2017). Para garantir uma proteção 

eficaz, as vacinas precisam estimular diversos agentes do sistema imune. Entretanto, como 

demonstrado acima, o sistema imune é susceptível a uma gama de fatores, entre eles a 

microbiota intestinal. Trabalhos que correlacionem as alterações do sistema imune com o 
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perfil de microbiota intestinal se fazem necessários para possibilitar o desenvolvimento de 

estratégias a fim de garantir a proteção contra doenças infecciosas. 

1.3 MICROBIOMA E DESNUTRIÇÃO INFANTIL 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) define como desnutrição o desbalanço 

entre a ingestão de nutrientes e energia e as necessidades do organismo para manter a 

homeostase, as funções específicas e, no caso de crianças, o crescimento 

(DEVELOPMENT INITIATIVES, 2020). Mehta et al. (2013) sugere uma nova 

classificação de desnutrição, caracterizada pela correlação ou não com doença: desnutrição 

como resposta secundária a patologias, a cirurgias ou a traumas; e desnutrição como 

resposta secundária a fatores ambientais. Black et al. (2013) estimaram que, em 2010, 

mundialmente mais de 925 milhões de pessoas apresentaram um quadro de desnutrição e 

que o acesso a uma nutrição adequada seria capaz de eliminar um terço das doenças globais. 

A desnutrição infantil é a causa de 45% das mortes de crianças abaixo de 5 anos de idade 

(BLACK et al., 2013; PEKMEZ; DRAGSTED; BRAHE, 2019). Além do elevado número 

de óbitos, a desnutrição está associada a diversas sequelas na vida adulta, sendo que 

sobreviventes da desnutrição infantil apresentam um maior risco de desenvolverem 

alterações no desenvolvimento cognitivo e motor, obesidade e doenças não-comunicáveis 

(BLACK et al., 2013; KAU et al., 2011). 

A OMS estabeleceu um protocolo de caracterização da desnutrição infantil em 1977 

com base em dados antropométricos de peso e altura em relação a idade, visando facilitar a 

documentação de dados de diversos países, mesmo em regiões com escassez de recursos, e 

reduzir os erros através da uniformização das características apresentadas por indivíduos de 

diferentes populações. Portanto, estabelece-se o conceito estatístico de score z, o qual 

indica o desvio padrão em relação a uma curva padronizada referente ao crescimento 

infantil para determinada população, levando em consideração as diferenças de gênero 

(WATERLOW et al., 1977).  

A desnutrição infantil pode ser classificada em diferentes categorias de acordo com 

as características apresentadas pelo indivíduo. Geralmente, classifica-se como desnutrição 

infantil proteica-energética (protein-energy malnutrition - PEM) os casos que resultam de 
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deficiência de proteína e calorias na dieta, geralmente acompanhados de deficiência em 

micronutrientes como zinco e ferro (IBRAHIM et al., 2017). Dentro da PEM, ainda é 

realizada uma subdivisão da desnutrição infantil em: abaixo do peso (baixo peso para altura 

< -2 desvios padrão), wasting (baixo peso para idade < -2 desvios padrão) e stunting (baixa 

estatura para idade < -2 desvios padrões). Geralmente, a classificação de abaixo do peso 

está relacionada com uma desnutrição aguda e/ou crônica, marasmo (wasting) com 

desnutrição aguda e stunting com desnutrição crônica (MILLION; DIALLO; RAOULT, 

2017; PEKMEZ; DRAGSTED; BRAHE, 2019). A desnutrição clínica denominada de 

desnutrição severa aguda (severe acute malnutrition - SAM) se manifesta em duas 

síndromes maiores: marasmo, o qual é definido pelo valor do peso por altura abaixo de 3 

desvios padrões da média para a idade e sexo do indivíduo e caracterizado pela perda de 

peso e atrofia muscular sem edema; e kwashiorkor, a qual apresenta a mesma definição de 

peso por altura do marasmo, mas é caracterizada pela presença de edema, esteatose 

hepática, erupções e ulcerações cutâneas e anorexia (IBRAHIM et al., 2017; SMITH et al., 

2013). As classificações da desnutrição se encontram da Tabela 1. 

Tabela 1. Classificações gerais da desnutrição. 

Classificação Descrição Critério 

Abaixo do peso Alterações no crescimento linear 

(baixa altura para idade), no ganho de 

peso (baixo peso para idade), ou uma 

combinação de ambos. (IBRAHIM et 

al., 2017) 

Peso por idade (P/I) abaixo 

da média. Leve (grau 1): 

75-90% P/I. Moderado 

(grau 2): 60-74% P/I. 

Severo (grau 3): <60% P/I. 

Deficiência em 

micronutrientes  

Deficiência em vitaminas essenciais e 

minerais necessários para o 

desenvolvimento e crescimento 

saudáveis do indivíduo, além da 

correta funcionalidade fisiológicas. 

Podem apresentar sinais clínicos ou 

Baseia-se em testes 

bioquímicos com 

comparações a valores de 

referência derivados de 

populações normais. 
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sintomas quando crônicas ou severas. 

(IBRAHIM et al., 2017; WELLS et 

al., 2020) 

PEM Descrição geral para desnutrição 

aguda resultante da ingestão 

insuficiente de proteína e energia 

(calorias). Consiste em um espectro 

de manifestações clínicas, porém é 

geralmente classificada em marasmo 

ou kwashiorkor. (GROVER; EE, 

2009) 

Sem critério definido, 

exceto pelas classificações 

de marasmo ou 

kwashiorkor.  

Desnutrição aguda Desnutrição resultante da ingestão 

insuficiente de alimentos, levando a 

perda aguda de massa corporal, mas 

sem alterações na altura pela idade. 

Pode ser classificada em MAM 

(desnutrição aguda moderada) ou 

SAM (desnutrição aguda severa). 

Quadro reversível com reabilitação 

nutricional adequada. (IBRAHIM et 

al., 2017) 

A OMS caracteriza a 

desnutrição aguda com base 

no score z de peso por 

altura e na medida da 

circunferência do meio da 

parte superior do braço 

(MUAC – mid-upper-arm 

circumference). Leve: score 

z entre -1 e -2. Moderado: 

score z entre -2 e -3 ou 

MUAC entre 125 mm e 115 

mm. Severo: score z < -3 

ou MUAC < 115 mm.  

SAM 

(wasting/marasmo) 

Desnutrição aguda que resulta na 

perda de tecido adiposo e massa 

muscular. A criança com marasmo é 

magra para sua altura, mas não reflete 

necessariamente no comprimento da 

Quadro severo: score z < -3 

ou MUAC < 115 mm. 
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mesma. A face possui pele enrugada, 

bochechas fundas e olhos 

sobressalentes. A perda de tecido 

adiposo resulta em características de 

aparência idosa. O abdômen pode se 

encontrar inchado, com flacidez nas 

pernas e nádegas. São crianças 

geralmente irritadas e com grande 

apetite. (BRIEND; KHARA; 

DOLAN, 2015; GROVER; EE, 2009; 

IBRAHIM et al., 2017) 

SAM 

(kwashiorkor) 

Desnutrição aguda severa que resulta 

de uma dieta pobre provavelmente 

associada a fatores ambientais. 

Crianças com kwashiorkor 

apresentam edema em ambos os pés e 

extremidades inferiores, podendo 

apresentar edema total (anasarca) em 

casos graves. Outro sintoma comum é 

a esteatose hepática. Presença de 

feridas na pele e nos cantos da boca. 

Pele pálida e com dermatose. São 

crianças apáticas e com pouco apetite. 

(GROVER; EE, 2009; IBRAHIM et 

al., 2017) 

O diagnóstico de 

kwashiorkor não leve em 

considerações medidas 

antropométricas, mas sim a 

presença de edema bilateral 

nas extremidades inferiores.  

Desnutrição 

crônica (stunting) 

Desnutrição resultante do consumo 

inadequado crônico ou recorrente, 

geralmente com a presença de 

inflamação sistêmica crônica. 

Stunting resulta em alterações no 

A OMS caracteriza a 

desnutrição crônica com 

base no score z de altura 

por idade. Leve: score z 

entre -1 e -2. Moderado: 
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crescimento relacionadas com a baixa 

altura para idade, comprometimento 

neurocognitivo e alterações 

metabólicas associadas com doenças 

crônicas em adultos como, por 

exemplo, diabetes mellitus e 

hipertensão. Os efeitos da desnutrição 

crônica são irreversíveis após os 24 

meses de idade. (BRIEND; KHARA; 

DOLAN, 2015; IBRAHIM et al., 

2017) 

score z entre -2 e -3. 

Severo: score z < -3. 

O relatório de nutrição global de 2020 apontou uma redução nos números de 

stunting em crianças com idade menor que 5 anos (DEVELOPMENT INITIATIVES, 

2020). Os casos de stunting passaram de 165,8 milhões em 2012 para 149 milhões em 2018. 

Já os casos de wasting atingiram cerca de 49,5 milhões de crianças em 2018. Foi estimado 

também que cerca de 20.5 milhões de recém-nascidos apresentavam baixo peso ao nascer 

(DEVELOPMENT INITIATIVES, 2020).  Porém, mesmo com a redução em grande parte 

dos índices avaliados no relatório, foi demonstrado que as metas globais de nutrição até 

2025 se encontram fora de curso, ou seja, com os atuais números não será possível alcançar 

o valor alvo estipulado para anemia em mulheres com idade reprodutiva e stunting, wasting 

e obesidade em crianças. No Brasil, em 2021, cerca de 2,6% e 1,4% das crianças abaixo de 

5 anos atendidas pelo Sistema Único de Saúde (SUS) apresentavam peso baixo para a idade 

e peso muito baixo para a idade, respectivamente (SISVAN, 2021). Além disso, 2,9% e 

2,06% das crianças abaixo de 5 anos apresentavam magreza (baixo peso por altura) e 

magreza acentuada (peso muito baixo por altura). Os mesmos dados do Sistema de 

vigilância Alimentar e Nutricional (SISVAN) demonstram que cerca de 5,79% das crianças 

abaixo de 5 anos apresentam baixo índice de massa corporal por idade.  

Devido à alta prevalência de casos de desnutrição infantil, calcula-se um custo de 

cerca de US$3,5 trilhões por ano para a sociedade, aproximadamente US$ 500 por 

indivíduo. Em contrapartida, a obesidade custa cerca de US$500 bilhões por ano (PANEL., 
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2016). Mesmo com esforços e investimentos para reverter os casos de desnutrição infantil, 

diversos estudos clínicos têm demonstrado que as alternativas atualmente aplicadas como, 

por exemplo, a administração de alimentação terapêutica, não se mostram suficientes para 

restaurar completamente a saúde e a microbiota intestinal de indivíduos que apresentaram 

desnutrição durante a infância (DEWEY; ADU-AFARWUAH, 2008; SMITH et al., 2013; 

SUBRAMANIAN et al., 2014; YATSUNENKO et al., 2012).  

A etiologia da desnutrição deve-se a uma série de elementos inter-relacionados, não 

sendo levado em consideração apenas ao consumo insuficiente de macro e micronutrientes. 

Fatores como, por exemplo, alimentos contaminados ou impróprios ao consumo, absorção 

deficiente devido a infecções recorrentes, funções imunes reduzidas, genótipo do indivíduo 

e alterações na microbiota intestinal, também se mostram capazes de levar a um quadro de 

desnutrição (BHUTTA et al., 2008; KAU et al., 2011; ROBERTSON et al., 2019).  

Bhutta et al. (2008) sugeriram que, mesmo atuando nos 36 países que possuem 

cerca de 90% dos casos de crianças com crescimento linear reduzido e empregando todas as 

intervenções recomentadas atualmente pela OMS em 99% dessas crianças, as reduções nas 

taxas de desnutrição e de mortalidade cairiam para apenas 36% e 25%, respectivamente. 

Isso indica que ainda existe uma grande necessidade de conhecer a totalidade da etiologia 

da doença e desenvolver novo protocolos, como a manipulação da microbiota intestinal, 

como mecanismos de tratar e de prevenir a desnutrição. 

A disponibilidade de nutrientes possui um impacto direto na composição e na 

abundância de taxa microbiana intestinal, resultando em alterações no metabolismo 

nutricional e, por consequência, modificando as interações imunológicas entre hospedeiro e 

microrganismo (KAU et al., 2011; KOENIG et al., 2011). Estudos demonstram que a 

composição da microbiota intestinal de crianças desnutridas é diferente da observada em 

crianças saudáveis, sugerindo, portanto, alterações no metabolismo e, consequentemente, 

no sistema imune (GHOSH et al., 2014; GUPTA et al., 2011; MONIRA et al., 2011; POP 

et al., 2014; SUBRAMANIAN et al., 2014; ZHUANG et al., 2019).  

Gupta et al. (2011) observaram a microbiota intestinal de crianças residentes em 

zonas urbanas de baixa renda de Kolkata, Índia, que apresentavam ou não desnutrição. Foi 
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demonstrado uma prevalência das famílias Campylobacteraceae e Helicobacteraceae nos 

indivíduos desnutridos, o que sugere uma possível infecção do epitélio intestinal por 

patógenos pertencentes a essas famílias. Os autores sugerem um ciclo vicioso, no qual a 

infecção por esses patógenos resultaria em uma má absorção dos nutrientes, levando a um 

quadro de desnutrição, a qual, por sua vez, proporcionaria um ambiente imunologicamente 

deprimido que favoreceria a infecção por patógenos. A família Bacteroidaceae, que tem 

sido correlacionado com a redução de peso corporal, também foi observada com maior 

frequência nas crianças desnutridas. Os indivíduos desnutridos apresentavam um aumento 

em cerca de 2 vezes na família Porphyromonadaceae, a qual só havia sido descrita na 

microbiota intestinal de pacientes com doença de Crohn, uma doença intestinal inflamatória 

(MANICHANH et al., 2006). 

A influência da desnutrição aguda severa (kwashiorkor) na microbiota intestinal 

infantil foi estudada em 317 gêmeos do Malawi durante os primeiros 3 anos de vida 

(SMITH et al., 2013). A causa de kwashiorkor ainda não se encontra bem estabelecida, 

sugere-se que a microbiota intestinal participa de funções metabólicas essenciais para o 

crescimento saudável da criança, portanto um quadro de disbiose com infecções recorrentes 

por patógenos associados a desnutrição resultariam no quadro de kwashiorkor. No estudo, 

do total dos indivíduos analisados, cerca de 43% se mostraram discordantes no diagnóstico 

para desnutrição, 7% se mostraram concordantes para desnutrição e 50% concordantes para 

saudáveis. No caso dos gêmeos discordantes para kwashiorkor, ambos receberem 

tratamento com alimentação terapêutica pronta para o uso (ready-to-use therapeutic food – 

RUTF) a base de amendoim. Esse estudo também demonstrou que a administração da 

RUTF resulta em uma maturação transiente da microbiota intestinal, principalmente das 

funções metabólicas relacionadas aos microrganismos constituintes, porém, quando a 

alimentação terapêutica era interrompida, a microbiota regressava a apresentar 

características de imaturidade funcional.  

Além disso, para esclarecer se a microbiota intestinal alterada era causa ou 

consequência do diagnóstico de kwashiorkor, Smith et al. (2013) realizaram o transplante 

da microbiota fecal dos pares de gêmeos discordantes em kwashiorkor para camundongos 

germ free. Foi possível observar que a combinação entre dieta típica do Malawi e a 
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microbiota kwashiorkor resultava em acentuada perda de peso no camundongo recipiente, 

além de alterações no metabolismo intermediário, de aminoácidos e de carboidratos. Os 

microrganismos que apresentaram um aumento significativo nos animais que receberam 

essa combinação foram o Bilophila wadsworthia, um microrganismo consumidor de 

hidrogênio e redutor de sulfito que possui relação com doenças inflamatórias intestinais e 

induz uma resposta proinflamatória Th1 em camundongos modelo para essas doenças, e o 

Clostridium innocuum, um simbionte do intestino que age como oportunista em indivíduos 

imunocomprometidos. Essas alterações foram, novamente, restauradas apenas durante o 

período de administração da alimentação terapêutica pronta para o uso (RUTF) composta 

por pasta de amendoim, açúcar, óleo vegetal e leite fortificado com vitaminas e minerais. A 

introdução de RUTF resultou no aumento de Bifidobacterium sp., Lactobacillus sp. 

responsáveis pela produção de bacteriocinas e pelo estímulo do sistema imune inato contra 

enteropatógenos (FERNANDEZ; BORIS; BARBES, 2003; ITOH et al., 1995; KATO-

MORI et al., 2010), e Ruminococcus sp. que apresentavam características anti-inflamatórias 

em modelos murinos para colites e cuja ausência está associada ao aumento do risco para 

doença de Crohn (SOKOL et al., 2008). Outro ponto importante observado foi a redução 

significativa em Actinobacteria após a introdução de RUTF nas amostras dos indivíduos 

com kwashiorkor quando comparados com seus gêmeos saudáveis. Dessa forma, Smith et 

al. (2013) relacionam o fenótipo de kwashiorkor com a disbiose dos indivíduos, 

demonstrando uma influência além do status nutricional. 

Subramanian et al. (2014) acompanhou crianças provenientes de zonas urbanas de 

baixa renda de Daca, Bangladesh, durante um período de dois anos e comparou a 

microbiota intestinal de crianças desnutridas com crianças saudáveis. Nesse estudo, 

Subramanian et al. (2014) determinaram o índice de maturidade relativa da microbiota e o 

score Z da microbiota por idade (MAZ). Crianças com desnutrição aguda moderada 

(moderate acute malnutrition - MAM) e desnutrição aguda severa (SAM) apresentaram 

uma baixa maturidade relativa da microbiota e um baixo índice Shannon de diversidade (α-

diversidade) quando comparados com controles saudáveis. O mesmo estudo ainda 

identificou que indivíduos com SAM apresentavam uma depleção de diversos 

microrganismos relacionados com a maturidade relativa da microbiota. O consumo de 

RUTF e de tratamento para desnutrição produzido localmente a base de arroz e lentilha não 
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foi capaz de reverter as diferenças em MAZ e em maturidade de microbiota. Esses efeitos 

foram observados durante o tratamento para desnutrição e no acompanhamento médico três 

meses pós-tratamento. A imaturidade da microbiota intestinal também foi observada em 

crianças que apresentavam diagnósticos menos severos de desnutrição (SMITH et al., 2013; 

SUBRAMANIAN et al., 2014). 

Além dessas diferenças em MAZ e maturidade da microbiota, outros estudos 

associam a desnutrição com uma microbiota menos diversa, com um baixo número de 

OTUs (unidade taxonômica operacional – operational taxonomic unit), alta presença de 

Proteobacterias e baixa presença de Bacteroidetes. Klebsiella sp. e Escherichia sp. foram os 

gêneros encontrados em maior abundância na microbiota de crianças desnutridas (GHOSH 

et al., 2014; MONIRA et al., 2011; TIDJANI ALOU et al., 2017).  

Outro estudo de corte com crianças desnutridas do Malawi e de Bangladesh mostrou 

uma correlação entre uma maior abundância de Acidaminococcus sp. e uma futura 

deficiência no score z da estatura por idade (HAZ) (GOUGH et al., 2016). 

Acidaminococcus sp. é capaz de utilizar o glutamato como sua única fonte de carbono e 

energia. A presença abundante de genes codificando as duas primeiras enzimas da via de 

fermentação do glutamato também foi associada com uma redução futura no HAZ. Os 

autores sugerem que esse efeito no crescimento linear da criança causado pelo crescimento 

exacerbado de Acidaminococcus sp. se deve ao fato do glutamato ser importante no 

metabolismo de amino ácidos, no balanço de nitrogênio e nas funções de barreira do 

sistema imune.   

Ghosh et al. (2014) sugerem que o status nutricional de crianças da zona rural da 

Índia está relacionado, não só com a abundância de microrganismos patogênicos na 

microbiota intestinal, mas também com a redução de diversos gêneros comensais 

relacionados com uma influência positiva no status nutricional da criança como, Roseburia 

sp., Faecalibacterium sp., Butyrivibrio sp., Eubacterium sp. e Phascolarctobacterium sp.. 

Os gêneros Roseburia sp. e Butyrivibrio sp. são conhecidos por produzirem SCFA, a qual é 

um fator importante para o aumento da captação de carboidratos (GHOSH et al., 2014; 

TURNBAUGH et al., 2009a). Já os gêneros Roseburia sp., Faecalibacterium sp. e 

Eubacterium sp. demonstraram propriedades anti-inflamatórias, sugerindo que a redução 
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dessas populações estaria ligada ao estabelecimento de inflamação e a fase inicial de 

doenças inflamatórias intestinais (BAJAJ et al., 2012; GHOSH et al., 2014; HAKANSSON; 

MOLIN, 2011).  

Com relação a microbiota associada à desnutrição clínica kwashiorkor em crianças 

do Senegal e da Nigéria, foram observados uma baixa diversidade β, uma baixa diversidade 

anaeróbica com depleção em Methanobrevibacter smithii e aumento em potenciais 

patógenos como Proteobacteria, Fusobacteria e Streptococcus gallolyticus (TIDJANI 

ALOU et al., 2017).  

Charbonneau et al. (2016) analisou a presença de oligossacarídeos no leite materno 

de mães da região do Malawi, associando com o status nutricional do filho. Os 

oligossacarídeos não são absorvidos no intestino proximal (ENGFER et al., 2000), mas 

atuam como probióticos para diversas cepas bacterianas (CHARBONNEAU et al., 2016; 

GERMAN et al., 2008; HUDA et al., 2014). Foi possível observar que mães de crianças 

diagnosticadas com desnutrição severa apresentavam significativamente menos 

oligossacarídeos no leite. Para correlacionar o quadro de desnutrição severa com o 

consumo reduzido de oligossacarídeos, os autores colonizaram camundongos GF e suínos 

gnotobióticos com um cultivo microbiano proveniente da microbiota fecal de crianças 

desnutridas e administraram uma dieta típica do Malawi com ou sem oligossacarídeos 

sialilados de leite bovino. O consumo dos oligossacarídeos foi associado com alterações na 

resposta metabólica da microbiota que resultaram em aumento do ganho de massa corpórea 

magra, alterações na morfologia óssea e alterações no metabolismo do fígado, músculos e 

cérebro, aumentando a capacidade de utilizar nutrientes para o anabolismo.  

1.4 IMPACTO NA MICROBIOTA INTESTINAL DO USO PROFILÁTICO DE 

ANTIBIÓTICO PARA CASOS DE DESNUTRIÇÃO 

O uso de subdoses de antimicrobianos é amplamente difundido na indústria pecuária 

desde a década de 40, visando o ganho de peso rápido e o aumento da taxa de crescimento 

de animais destinados ao consumo humano, além da redução da mortalidade e da incidência 

de infecções (BENGTSSON; GREKO, 2014; HARNED et al., 1948; MOORE et al., 1946; 

STOKSTAD; JUKES, 1950). A administração de antibióticos de amplo espectro em 
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fazendas de animais resulta em até 73% de aumento no ganho de peso médio diário 

(DRITZ et al., 2002; GIANNAKOPOULOS et al., 2001; GOUGH et al., 2014; 

HIRSCHHORN, 1971; KYRIAKIS et al., 1992; SBIRAKI et al., 2003). Diversos 

mecanismos de ação dos antibióticos são propostos para justificar essas alterações em 

ganho de peso em animais, entre eles podemos destacar: a inibição de infecções 

patogênicas; a redução da carga microbiana e, consequentemente, a utilização de nutrientes 

pela microbiota; a melhoria na capacidade de absorção de nutrientes e calorias pelo epitélio; 

e, finalmente, a redução na produção de antimetabólitos (substância com estrutura química 

similar aos metabólitos que compete pelos mesmos sítios de interação) pela microbiota 

intestinal (MU; ZHU, 2019). 

A primeira intervenção no tratamento de crianças desnutridas visando o aumento de 

peso consiste na administração de suplemento nutricional e na prevenção de diarreia 

(GOUGH et al., 2014). Porém, os impactos dessa intervenção na restauração do 

crescimento é modesta, tornando a restauração do crescimento linear um desafio durante os 

dois primeiros anos de vida e resultando numa taxa de não recuperação de 10 a 15% 

(BLACK et al., 2013; GOUGH et al., 2014, 2016; VICTORA et al., 2008). Além disso, 

diversos estudos já demonstraram que crianças desnutridas são mais propensas a infecções, 

as quais podem estar presentes mesmo sem a existência de sinais clínicos (BABIREKERE-

IRISO; MUSOKE; KEKITIINWA, 2006; BERKLEY et al., 2005; FRIEDLAND, 1992; 

JONES; BERKLEY, 2014; WALSON; BERKLEY, 2018). Com os efeitos benéficos 

associados ao uso profilático de antibióticos no crescimento e na sobrevivência de animais, 

a comunidade científica buscou aplicar esses conhecimentos no tratamento da desnutrição 

infantil. Estudos demonstram que a administração de antibióticos em crianças de países de 

baixa e média renda resulta em aumento de cerca de 0,04 cm/mês na altura e entre 13 a 50% 

de ganho no peso ao mês (GUPTA; URRUTIA, 1982; PRENDERGAST; KELLY, 2012; 

TAHAN et al., 2007). A administração em massa de azitromicina em regiões onde a 

desnutrição infantil é prevalente também contribuiu para a redução na mortalidade infantil 

(KEENAN et al., 2018). 

A partir dessas observações, a OMS determinou o tratamento profilático para 

desnutrição severa com cotrimoxazol, antibiótico de amplo espectro composto por 25 



35 
 

mg/kg sulfametoxazol e 5 mg/kg trimetoprim (ORGANIZATION, 1999; WILLIAMS; 

BERKLEY, 2016). O tratamento com cotrimoxazol é controverso, diversos estudos 

demonstram a eficácia do antibiótico no combate a infecções, na redução da mortalidade e 

na readmissão em hospitais para crianças portadoras de HIV ou em casos de desnutrição 

associada ao HIV (BOURKE et al., 2019; BWAKURA-DANGAREMBIZI et al., 2014; 

CHINTU et al., 2004; GEBRU; MEKONEN; KIROS, 2020), porém outros relatos 

demonstram que não há alterações no quadro clínico de crianças desnutridas (ALCOBA et 

al., 2013; BERKLEY et al., 2016). Um estudo multicêntrico, randomizado e placebo 

controlado em 4 hospitais no Kenya com crianças entre 60 dias e 5 anos de idade 

diagnosticadas com SAM não mostrou a eficácia do tratamento com cotrimoxazol por um 

período de 6 meses na prevenção de mortalidade e morbidade (BERKLEY et al., 2016).  

Além disso, o uso de antibióticos pode levar a disbiose da microbiota intestinal, 

resultando em diferenças nas funções metabólicas dessa comunidade, no aumento da 

susceptibilidade a colonização e na indução de resistência a antibióticos (RAMIREZ et al., 

2020). O perfil da microbiota fecal de crianças tratadas com antibióticos demonstra uma 

redução na densidade bacteriana total e alterações na composição da população (PALMER 

et al., 2007). Entretanto, as alterações observadas na microbiota intestinal após o uso de 

antibióticos estão associadas principalmente com a classe do antibiótico, a dosagem, a via 

de administração e a duração (IANIRO; TILG; GASBARRINI, 2016). Em adultos, a 

administração da combinação de meropenem, gentamicina e vancomicina resulta no 

aumento da abundância de Enterobacteriaceae e outros patobiontes, além da redução de 

Bifidobacterium e outras espécies produtoras de butirato (PALLEJA et al., 2018). Mesmo 

sendo alterações geralmente temporárias, com duração em torno de 2 meses, flutuações na 

população microbiana de longo prazo já foram relatadas em adultos saudáveis após o uso 

de antibióticos (DE LA COCHETIÈRE et al., 2008). A administração oral de 

ciprofloxacina por um período de 5 dias é capaz de depredar Bacteroides dorei, 

Akkermansia muciniphila e Roseburia spp., as quais não retornaram a abundância original 

mesmo após 6 meses da finalização do tratamento (DETHLEFSEN et al., 2008; 

VONAESCH et al., 2018). Já a administração de vancomicina por 2 semanas foi capaz de 

aumentar as abundâncias de bactérias patogênicas dos gêneros Klebsiella e 

Escherichia/Shigella, sendo que, mesmo após a recuperação dos índices basais de 
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abundância, cerca de 90% dos microrganismos originais da microbiota desses indivíduos 

não estavam presentes no novo perfil microbiano (ISAAC et al., 2017). Entretanto, o uso de 

antibiótico é capaz de levar a um aumento na carga bacteriana logo após a sua 

administração (PANDA et al., 2014). Panda et al. (2014) demonstraram que o uso de β- 

lactâmicos durante um período de 7 dias leva ao aumento em até 2 vezes da carga 

microbiana em amostras fecais, incluindo um aumento na razão de Bacteroidetes e 

Firmicutes.  

O uso de cotrimoxazol é amplamente estudado em crianças expostas ou positivas 

para o HIV, podendo essas apresentarem ou não desnutrição (BOURKE et al., 2019; 

D’SOUZA et al., 2020). Entretanto, até o momento não há relatos da associação entre 

desnutrição, profilaxia com cotrimoxazol e microbiota intestinal. Bourke et al. (2019) 

demonstraram que o tratamento com cotrimoxazol em conjunto com a terapia 

antirretroviral em crianças da África subsaariana reduz a inflamação sistêmica através de 

alterações na microbiota intestinal e na atuação direta em leucócitos e em células epiteliais 

do intestino. Esse estudo apontou redução na abundância de Streptococcus do grupo 

viridans em crianças que fizeram o uso de antibiótico. Streptococcus do grupo viridans já 

foram identificados em grande abundância na microbiota intestinal de crianças com 

stunting da África subsaariana (VONAESCH et al., 2018).  

As grandes diferenças observadas na composição da microbiota intestinal após o 

uso de antibióticos podem também resultar em importantes diferenças funcionais no 

metaboloma do hospedeiro, sendo que diversas alterações induzidas por antibióticos na 

microbiota comensal são correlacionadas com doenças como diabetes, obesidade, doenças 

cardiovasculares, esteatose hepática, doenças inflamatórias intestinais, entre outras (MU; 

ZHU, 2019; RIBEIRO et al., 2020a). Um exemplo é a depleção de bactérias Gram-

positivas pelo uso de vancomicina, reduzindo a fermentação de carboidratos em 

camundongos e levando ao aumento de oligossacarídeos não fermentados nas fezes e a 

redução de SCFA, incluindo acetato, butirato, propionato e lactato (YAP et al., 2008). Em 

camundongos C57BL/6J jovens, a administração de baixas doses de antibióticos resultou 

em aumento da adiposidade e de hormônios relacionados com os metabolismos de 

carboidratos, lipídeos e colesterol (CHO et al., 2012). Além disso, o uso de vancomicina-
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imipenem em camundongos C57BL/6 fêmeas foi associado com o aumento de arabinitol e 

de açúcar nas fezes, principalmente como consequência da redução de Lachnospiraceae e 

Ruminococcaceae que são responsáveis pela conversão de arabinitol em açúcares pentose 

(CHOO et al., 2017). Choo et al. (2017) também observaram uma redução nos níveis de 

arginina, precursor de diversos componentes imunomodulatórios. Mesmo o metaboloma 

apresentando grande importância para o correto funcionamento do organismo, estudos 

sobre a influência do uso de antibióticos em relação ao metabolismo da microbiota 

intestinal ainda são escassos na literatura.   

1.5 MUDANÇAS DA RESPOSTA IMUNE INATA E ADAPTATIVA COMO 

CONSEQUÊNCIAS DA DISBIOSE E ALTERAÇÕES NUTRICIONAIS 

A pré-disposição de contrair infecções vista em indivíduos com deficiência em 

nutrientes está sendo diretamente relacionada com as alterações observadas na fisiologia e 

nas funções dos órgãos e das células do sistema imune. Essas alterações geralmente podem 

resultar em defeitos na resposta imune inata e adaptativa, danos na barreira epitelial e perda 

de função das células-tronco epiteliais intestinais (FISCHER et al., 2017; HUGHES et al., 

2009; IYER et al., 2012; RYTTER et al., 2014; STEEVELS et al., 2010).  

Com relação a mucosa gastrointestinal, observa-se, em indivíduos desnutridos, um 

comprometimento da sua integridade física agindo em conjunto com redução da secreção 

de ácido gástrico, características que promovem aumento da susceptibilidade a patógenos 

(MARTINSEN; BERGH; WALDUM, 2005). Dietas deficientes em proteínas, zinco, 

vitaminas e/ou folato resultam em alterações diretas sobre as células do epitélio intestinal, 

uma vez que essas necessitam de uma alta disponibilidade de nutrientes devido sua alta taxa 

de proliferação celular e replicação do DNA (PRENDERGAST; KELLY, 2012). Além 

disso, a presença marcante de doenças como, por exemplo, a disfunção entérica ambiental e 

a enteropatia ambiental, em regiões de condições sanitárias precárias também vem sendo 

relacionada com a quebra da barreira gastrointestinal devido à presença constante de 

patógenos e/ou a disbiose da microbiota, o que resulta na atrofia das vilosidades, 

hiperplasia moderada ou severa das criptas intestinais, infiltração crônica de células 

inflamatórias, aumento da permeabilidade do epitélio e perda do tecido linfoide associado 

ao intestino (gut associated lymphoid tissue - GALT) (IBRAHIM et al., 2017; MAJO et al., 
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2013). A quebra da barreira epitelial do intestino ainda resulta na translocação microbiana 

(exemplo, CD14 solúvel no soro utilizado como marcador de ativação de monócitos e 

macrófagos em resposta ao estímulo por lipopolissacarídeo) e no aumento de marcadores 

de inflamação (exemplo, calprotectina fecal, neopterina e mieloperoxidase) (MONDAL et 

al., 2012; PANEL., 2016; PRENDERGAST et al., 2014). 

Além das alterações fisiológicas observadas no GALT, crianças com desnutrição 

também apresentam reduções no número de células positivas para IgA (imunoglobulina A) 

na mucosa do intestino e nos níveis de IgA secretora nos fluidos intestinais, na saliva, nas 

secreções nasais e nas secreções lacrimais (GREEN; HEYWORTH, 1980; REDDY; 

RAGHURAMULU; BHASKARAM, 1976). Entretanto, essa redução não é observada nos 

demais subtipos de imunoglobulinas (GREEN; HEYWORTH, 1980).  

Brown et al. (2015) constataram que apenas a redução de proteínas e gorduras da 

dieta de camundongos não é capaz de causar alterações na estrutura da mucosa do intestino 

delgado, sendo necessária a associação da deficiência nutricional com alterações na 

microbiota, como foi demonstrado com a gavagem de espécies de Bacteroidales e de E. 

coli nesses animais. Além disso, foi observado um aumento no número de linfócitos 

intraepiteliais (IEL), principalmente de células T γδ CD8+, no duodeno de camundongos 

desnutridos expostos ou não a Bacteroidales e E. coli. Os IEL coletados do duodeno desses 

camundongos apresentavam níveis elevados do fator de necrose tumoral α (tumor necrosis 

factor α – TNF-α) e do interferon γ (IFN-γ).  

Um estudo realizado em Gambia com crianças desnutridas que apresentavam 

enteropatia e baixo crescimento também corrobora com os dados encontrados por Brown et 

al. (2015) (CAMPBELL et al., 2003). No estudo de Campbell et al. (2003) foi demonstrado 

uma redução na população de células B e um aumento no número de células T, novamente 

as células T γδ CD8+ apresentaram um aumento elevado em crianças desnutridas quando 

comparadas com o grupo controle de crianças saudáveis do Reino Unido. O padrão de 

produção de citocinas observado nessas crianças desnutridas também foi alterado, tendendo 

a uma resposta pró-inflamatória (com aumento de TNF-α e IFN-γ), com uma redução 

progressiva da expressão do fator de crescimento transformante β (transforming growth 

factor-β – TGF-β) conforme o status nutricional do indivíduo. Os autores sugerem que, em 
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crianças com marasmo de Gambia, se estabeleça um círculo vicioso, no qual os patógenos 

quebram as barreiras de defesa da mucosa, levando a uma dominância de IFN-γ sobre TGF-

β e, consequentemente, a manutenção da ruptura epitelial e da internalização de antígenos 

sensibilizantes. 

Fló et al. (1996) demonstraram que a desnutrição de ratos durante o período de 

aleitamento leva a uma redução tanto na porcentagem de precursores de células B na 

medula óssea quando na de células B maduras na periferia. O estudo mostrou que a 

desnutrição durante o aleitamento não foi capaz de alterar a proporção de células T 

CD4+CD8+ no GALT, o que indica que não houve liberação de timócitos corticais. Essa 

retenção de timócitos no timo também pode ser explicada pela redução de células T 

CD4+Thy-1+ no desmame dos animais desnutridos. A concentração do antígeno Thy1 é 

elevada em progenitores de células B, pró-timócitos e timócitos ratos. Além disso, ratos 

adultos apresentam uma população reduzida de linfócitos T Thy-1+ periféricos, sendo que 

essa população é considerada como ou células recém migradas do timo ou descendentes 

diretos dessas células. Portanto, a redução ainda maior de células T CD4+Thy-1+ nas placas 

de Peyer e nos linfonodos mesentéricos de ratos desnutridos durante o aleitamento, sugere 

que o timo desses animais está liberando um número reduzido de células T CD4+ quando 

comparados com os animais controle saudáveis. Quando os animais foram imunizados com 

toxina colérica pela via mucosa intraplacas de Peyer uma semana após o reestabelecimento 

de uma dieta apropriada, houve uma diminuição de células formadoras de anticorpos IgG, 

IgA e IgM específicos contra o antígeno nas placas de Peyer, nos linfonodos mesentéricos e 

no baço. Esses animais também apresentavam baixos níveis de anticorpos específicos no 

soro e nas fluidos intestinais. Os níveis de anticorpos desses animais desnutridos só se 

mostraram equivalentes aos dos animais controles quando foi permitido um período de três 

semanas de reintrodução alimentar antes da administração da vacina (FLÓ et al., 1996).  

Mello et al. (2014) demonstraram que camundongos submetidos a dieta deficiente 

em proteínas não apresentavam alterações na produção de IFN-γ e IL-5 (interleucina 5), 

porém houve redução na produção de citocinas IL-2, aumento de IL-10, aumento da 

expressão de STAT-3 e, concomitantemente, redução na expressão de STAT-1. Ambos são 

importantes fatores de transcrição envolvidos na resposta imune e nas vias inflamatórias. 
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STAT-1 é essencial para a sinalização intracelular induzida por resposta ao estímulo de 

IFN-γ, fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento derivado de plaquetas 

(PDGF) ou IL-6, sua função está associada com a modulação da expressão de MHC de 

classe II (complexo principal de histocompatibilidade de classe II - major 

histocompatibility complex) e B7-2 e com a produção de oxido nítrico (NO) (BARIS et al., 

2016; MELLO et al., 2014). Já o STAT-3, que também é ativado a partir do estímulo 

produzido por membros da família do IFN (IL-10, IFN-γ e IFN-α), IL-2 e pela interação 

ligante-receptor de vários receptores tirosina quinase, tem como função a mediação da 

interação de genes relacionados com o processo de crescimento celular e apoptose, 

apresenta papel fundamental na diferenciação para células Th17 e tem sua atuação também 

relacionada com infecções virais, nas quais sugere-se uma participação na geração de 

células Th foliculares (MATSUDA et al., 1999; YANG et al., 2007; YUAN et al., 2004). 

Sabendo da importância desses fatores de transcrição para a resposta imune, é possível 

supor que crianças desnutridas vão apresentar alterações na maneira como o sistema imune 

monta uma resposta e na intensidade dessa resposta frente a um quadro de infecção 

(IBRAHIM et al., 2017; MELLO et al., 2014). 

Hughes et al. (2009) avaliaram a função das células dendríticas em crianças com 

idade entre 1 e 5 anos e que apresentavam desnutrição severa no Zâmbia. O estudo foi o 

primeiro a demonstrar uma redução no número de DC em crianças com desnutrição, além 

da recuperação dessa deficiência com a aplicação de tratamento recomendado pela OMS, o 

qual inclui a administração de vitamina A, antibióticos (penicilina e gentamicina), 

medicação antimalárica e anti-helmíntica, e fórmula alimentícia F75 (75 quilogramas por 

100 ml de leite), aumentando o consumo de calorias conforme o quadro clínico fosse 

estabilizado. Além disso, foi observado, em cerca de 17% dos pacientes em estudo, uma 

falha na maturação de DC, na qual há a redução nos níveis de expressão de HLA-DR e alta 

produção de IL-10. Essas DCs anérgicas não são capazes de oferecer suporte a proliferação 

das células T.  

Camundongos em estado de inanição também demonstram uma redução 

significativa no número total de DCs derivadas de órgãos linfáticos (baço) e não linfáticos 

(fígado), além de alterações na capacidade proliferativa dessa população celular (ABE et al., 
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2003). DCs encontradas no fígado desses animais em inanição não promovem a 

proliferação de linfócitos de memória antígeno-específicos contra o antígeno de superfície 

da hepatite B (HBsAg), não induzem a produção de IFN-γ após estímulo com HBsAg e 

apresentam uma redução significativa na produção de IL-2, sendo essa última essencial 

para a defesa do indivíduo contra infecções intracelulares através da estimulação tanto do 

sistema imune inato quanto das células efetoras do sistema imune adaptativo (ABE et al., 

2003; SCOTT, 1993). Entretanto, a inanição não afetou a capacidade fagocítica das DCs e 

não alterou a expressão de moléculas do MHC de classe II e de CD86, responsável pelo 

sinal coestimulatório para ativação e sobrevivência de células T (ABE et al., 2003). 

Niiya et al. (2007) avaliaram a resposta imune antígeno-específica em camundongos 

com PEM através da análise da funcionalidade de DCs em resposta a vacina contra hepatite 

B contendo o HBsAg (NIIYA et al., 2007). Os animais com PEM demonstraram uma baixa 

resposta a imunização contra a hepatite B, ao contrário do que foi demonstrado nos animais 

controle que apresentavam tanto anticorpos no soro contra o HBsAg quanto linfócitos 

HBsAg-específicos no baço. Mesmo não tendo sido encontradas diferenças na proliferação 

de linfócitos em resposta a estímulos com mitógenos policlonais nos animais com 

restrições de dieta, a contagem total de linfócitos nesses animais era de cerca de 25% do 

valor encontrado nos animais controle. Com relação a população de DCs, essas células 

demonstraram uma deficiência na estimulação de linfócitos de memória HBsAg-específicos 

e uma redução na produção de IL-12p70 e IFN-γ, corroborando assim com os dados 

encontrados por Abe et al. (2003). 

Levando em consideração o sistema imune adaptativo de indivíduos com 

desnutrição, mesmo não sendo observadas alterações nos números de células T CD4+ e 

CD8+ periféricas (NAJERA et al., 2004), podemos destacar uma redução nos números de 

células T de memória CD8+ CD45RO+ (NÁJERA et al., 2001), além da redução nas 

populações de células T efetoras CD4+ CD62L- e CD8+ CD28- (NÁJERA et al., 2007). Os 

fenótipos CD62L- e CD28- estão associados com as funções citolíticas das células T, 

possuindo um papel importante durante o controle de infecções (GONDOIS-REY et al., 

2006; NÁJERA et al., 2007; SCHILBACH, 2005). A redução dessas populações indica 
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uma possível inefetividade do sistema de células T ativadas por antígenos em crianças 

desnutridas (NÁJERA et al., 2007).  

Com relação a capacidade de produção de citocinas por células T CD4+ e CD8+ do 

sangue periférico em crianças desnutridas, Rodríguez et al. (2005) demonstraram que essas 

populações apresentavam um aumento na produção de IL-4 e IL-10 e redução na produção 

de IL-2 e IFN-γ. Outros trabalhos relacionaram a redução de células produtoras de IL-2 

principalmente com o declínio na proporção de células CD45RO+ produtoras de IL-2 

(BRICHARD et al., 2001; CHALMERS et al., 1998). Portanto, os autores sugerem uma 

possível redução na população de células CD45RO+ produtoras de IL-2 durante um quadro 

de desnutrição, já que o próprio grupo havia demonstrado no trabalho de Nájera et al. (2001) 

que crianças desnutridas apresentam redução na população de células CD45RO+. Além 

disso, quando avaliados marcadores de ativação, CD69 e CD25, foi observado que essas 

populações apresentavam um redução nos seus níveis, sugerindo uma capacidade de 

ativação alterada (RODRIGUEZ et al., 2005).   

Badr et al. (2011) analisaram células T de crianças egípcias desnutridas, levando em 

consideração as moléculas funcionais, a produção de citocinas e a apoptose dessas células. 

Nessas crianças foram observados tanto uma redução nos níveis de IL-2 e IL-7 circulantes 

quanto um aumento nos níveis de IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α. Alterações nos níveis de 

citocinas podem contribuir para o agravamento do quadro de desnutrição desses indivíduos, 

um exemplo disso é o aumento de TNF-α, o qual é capaz de induzir a anorexia e a caquexia 

em animais e humanos (TISDALE, 2001). Além disso, houve uma redução na população de 

células T CD3+ e um aumento de células T em apoptose (BADR et al., 2011). Esse 

aumento na apoptose pode estar relacionado com a redução tanto de IL-7 circulante quanto 

de CD127 (IL-7 receptor α – IL-7Rα) nas células T. A ligação de IL-7 com o receptor IL-

7Rα resulta no aumento de moléculas anti-apoptóticas, como o Bcl-2, e no aprimoramento 

da sinalização mediada por receptor de células T (T cell receptor – TCR). O IL-7Rα é 

suprimido da parede celular de células T ativadas por IL-7 (PARK et al., 2004), porém é 

logo reestabelecido pela síntese de novo de proteínas (SASSON et al., 2006). Entretanto, a 

síntese proteica de novo é deficiente em crianças desnutridas, o que resulta nos baixos 

níveis de CD127, na redução de moléculas anti-apoptóticas e, consequentemente, no 
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aumento da apoptose (BADR et al., 2011). O estudo ainda demonstrou que os linfócitos T 

de crianças desnutridas apresentavam baixos níveis dos receptores CXCR4 e CCR7 de 

quimiocinas inflamatórias, sendo correlacionados com uma redução significativa na 

capacidade migratória dessas células. 

Para avaliar a resposta imune frente a vacinas de DNA durante um quadro de 

desnutrição, Sakai et al. (2006) imunizaram, através da técnica de biobalística, 

camundongos em dieta restrita de caseína com plasmídeo expressando ovalbumina (OVA). 

Nesses animais, a porcentagem de células T CD8+ OVA-específicas se mostrou reduzida 

quando comparada com o grupo controle. Além disso, células T CD4+ apresentaram uma 

baixa produção de IL-2. Entretanto, a resposta de anticorpos OVA-específicos não sofreu 

alterações. Os dados sugerem que a resposta a vacinas de DNA em um indivíduo 

desnutrido leva a alterações na resposta de células T, mas não na resposta de célula B.  

Steevels et al. (2010) avaliaram a polarização no perfil de citocinas de células T de 

memória e efetoras, utilizando IFN-γ para avaliar um perfil Th1 e IL-4 para um perfil Th2, 

comparando diferentes tipos de dieta em camundongos recém-desmamados: dieta completa, 

dieta isocalórica baixa em proteínas e restrição na ingestão de alimentos por 14 dias. O 

grupo com restrição alimentar apresentou redução na produção de IFN-γ e aumento na 

produção de IL-4 durante estimulação in vitro com anti-CD3. Já, após desafio com anti-

CD3 in vivo, esse mesmo grupo demonstrou o aumento em IFN-γ, porém os níveis de IL-4 

permaneceram estáveis. O grupo que recebeu dieta com redução em proteína não 

apresentou alterações nos níveis de IFN-γ de IL-4. Esse perfil só foi alterado quando 

restrição alimentar passou de 14 dias para 26 dias, apresentando uma redução nos níveis de 

IFN-γ no soro após o desafio com anti-CD3.  

Com relação a resposta de células B, estudos apontam que sua funcionalidade geral 

permanece inalterada durando um diagnóstico de PEM, sendo que algumas alterações 

podem ser observadas na resposta imune mediada por anticorpos (IBRAHIM et al., 2017; 

SAKAI et al., 2006). Camundongos desnutridos apresentam aumento nos níveis de 

imunoglobulinas IgG1 e IgE (perfil Th2) no soro, porém os níveis de IgG2a e IgG3 (perfil 

Th1) não sofre alteração (NEYESTANI; WOODWARD, 2005). Essas informações 

sugerem uma polarização para uma resposta imune do tipo Th2, já que citocinas com um 
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perfil Th1 são responsáveis por induzir a produção de imunoglobulinas que fazem 

opsonização e que fazem a ligação as moléculas do complemento e citocinas com um perfil 

Th2 estimulam a produção de imunoglobulinas relacionadas com a proteção de ambientes 

extracelulares (NEYESTANI; WOODWARD, 2005; SZABO et al., 2003). Reddy et al. 

(1976) demonstraram que crianças com marasmo e kwashiorkor apresentam uma redução 

significante nos níveis de IgA em fluidos do duodeno, na saliva, nas secreções nasais e nas 

secreções lacrimais. A redução no número de células plasmáticas IgA+ na lâmina própria do 

íleo de ratos com deficiência em vitamina A foi demonstrada por Bjersing et al. (2002). 

Além disso, foram observadas reduções nos números de células CD4+ nas regiões 

parafoliculares das placas de Peyer e nos números de linfócitos positivos para a cadeia alfa 

do receptor de IL-2 (BJERSING et al., 2002).  

Essas alterações descritas na barreira da mucosa gastrointestinal e nas funções do 

sistema imune sugerem que, quando crianças desnutridas recebessem as vacinas 

obrigatórias, as mesmas apresentariam uma eficácia comprometida e, consequentemente, a 

geração de uma resposta imune inadequada para assegurar a proteção desses indivíduos, o 

que é visto com vacinas para a poliomielite, o rotavírus e a cólera (ARMAH et al., 2010; 

GENTON; CANI; SCHRENZEL, 2015; IBRAHIM et al., 2017; LEVINE, 2010; PEREZ‐

SCHAEL et al., 2007; VLASOVA et al., 2019; ZAMAN et al., 2010).  

Além da influência direta no sistema imune, a desnutrição pode resultar em 

alterações no microbioma intestinal de indivíduos acometidos, o que, por sua vez, pode 

resultar no agravamento de imunodeficiências. Como citado anteriormente, o intestino 

abriga trilhões de microrganismos sob uma condição de simbiose que exerce um papel vital 

na saúde e doença do indivíduo, sendo que essa comunidade microbiana sofre grandes 

influências por fatores como a idade, o gênero, a dieta e os estímulos ambientais 

(FERREIRA; ANTUNES; FINLAY, 2010; IBRAHIM et al., 2017; IHEKWEAZU; 

VERSALOVIC, 2018; VENTURA et al., 2012). A microbiota desempenha uma função 

essencial na manutenção da homeostase de mamíferos, com participação na disponibilidade 

de nutrientes essenciais, na metabolização de fibras da dieta em SCFAs e no correto 

desenvolvimento do sistema imune (IHEKWEAZU; VERSALOVIC, 2018; ROUND; 

MAZMANIAN, 2009).  
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Levando em consideração os dados apresentados anteriormente mostrando a relação 

entre a microbiota e o sistema imune e entre a microbiota e a desnutrição infantil, podemos 

supor que o quadro de disbiose observado durante a desnutrição promove alterações nas 

funções do sistema imune, resultando em um maior risco a infecções e uma redução na 

eficácia de vacinas. Entretanto, até o momento poucos trabalhos se propuseram a avaliar a 

interação entre desnutrição, microbiota e sistema imune (GALDEANO et al., 2011; 

MIYAZAKI et al., 2018; NÚÑEZ et al., 2013). Além disso, exerce funções de restrição ou 

mesmo de eliminação de microrganismos patogênicos, função conhecida como 

“colonization resistance” (IGNACIO et al., 2019). 

Trabalhos que visam estabelecer a relação entre a desnutrição, a microbiota e o 

sistema imune, são geralmente voltados para a avaliação de probióticos, limitando a 

correlação dessa complexa rede apenas com microrganismos específicos. Galdeano et al. 

(2011) buscaram elucidar os efeitos de um leite fermentado com potencial probiótico 

contendo Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus e 

Lactobacillus casei, como complemento para as terapias alimentares durante a desnutrição, 

avaliando a barreira intestinal e as funções do sistema imune de mucosa e sistêmico em 

modelos murinos para a desnutrição proteica-energética não severa. A suplementação com 

o leite fermentado probiótico mostrou-se eficaz em estimular o sistema imune dos animais 

desnutridos, levando a um aumento do número de células IgA+, macrófagos e DC. A 

produção de citocinas (IFN-γ, TNF-α e IL-2) e a atividade fagocítica dessas células no 

peritônio e no baço encontrava-se elevada nos animais que receberam a suplementação com 

leite fermentado. Além disso, frente a imunização com OVA, os animais suplementados 

foram capazes de estimular uma resposta sistêmica contra o antígeno. Já analisando a 

capacidade de responder contra uma infecção por Salmonella enterica sorovar 

Typhimurium, observou-se uma melhora na resposta do hospedeiro contra a infecção, 

resultando em uma menor expansão da bactéria para o fígado e o baço. 

Núñez et al. (2013) avaliaram o efeito da mesma formulação de leite fermentado 

probiótico citada anteriormente no timo de camundongos com desnutrição proteica-

energética não severa. Novamente, a suplementação alimentar com o leite fermentado 

apresentou melhorias na histologia do timo, redução na apoptose e aumento na 
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porcentagem de timócitos positivos únicos para CD4+/CD8-. Nos camundongos controles 

desnutridos que não receberam suplementação alimentar, observou-se um aumento de 

timócitos duplo-positivos imaturos. Nesse estudo não foram observadas diferenças nos 

números de macrófagos e DC no timo entre os grupos desnutridos e saudáveis. Com 

relação a produção de citocinas, IFN-γ e IL-2 apresentaram níveis mais elevados no grupo 

que recebeu a suplementação. Entretanto, só o fator desnutrição já foi responsável pelo 

aumento nos níveis de IFN-γ.  

As vacinas orais contra o rotavírus, o poliovírus, a cólera e a shigelose apresentam 

uma menor eficácia em crianças provenientes de regiões com média e baixa renda do que 

crianças de regiões de maior status socioeconômico (GILMARTIN; PETRI, 2015b; 

TWITCHELL et al., 2016). A eficácia das duas vacinas comercias contra o rotavírus  

(RotaTeq® e Rotarix®) se encontra na faixa de 50% a 60% em países de renda baixa e 

média enquanto, em países de alta renda, a eficácia se encontra entre 80% a 90% 

(GILMARTIN; PETRI, 2015a). Uma das possíveis causas dessa baixa eficácia observada é 

a disfunção entérica ambiental que consiste em uma desordem estrutural e funcional do 

intestino delgado frequentemente observada em crianças de países de baixa renda (ALI; 

IQBAL; SADIQ, 2016).  

Twitchell et al. (2016) criaram um suíno gnotobiótico modelo para disbiose entérica 

humana para avaliar o efeito da microbiota intestinal humana na resposta imune contra uma 

vacina rotavírus humana atenuada. Os animais receberam transplante de matéria fecal de 

uma criança da Nicarágua com evidência de inflamação e permeabilidade intestinal e sem 

soroconversão após vacinação contra o rotavírus. Suínos transplantados com microbiota 

saudável apresentaram um maior número de células T CD8+ produtoras de IFN-γ 

específicas contra o rotavírus no íleo, baço e sangue do que em suínos transplantados com 

matéria fecal não saudável. Os animais saudáveis também apresentaram sinais clínicos 

menos severos e uma redução na eliminação de rotavírus nas fezes, quando comparados 

com os animais não saudáveis. Com relação a microbiota, após a vacinação e o desafio, 

foram observadas reduções na diversidade α dos animais saudáveis, demonstrando que a 

própria presença do vírus foi capaz de levar a um desequilíbrio. Durante o estudo, foi 

observada a correlação positiva entre a presença de Collinsella sp. e o aumento de células T 
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CD8+ no sangue e no íleo e células T CD4+ no sangue. Além disso, uma correlação 

negativa foi estabelecida entre a presença de Clostridium sp. e Anaerococcus sp. e a 

frequência de células T CD4+ e CD8+ no íleo. 

Fischer et al. (2017) estabeleceram um modelo suíno gnotobiótico transplantado 

com microbiota intestinal infantil humana saudável para elucidar o papel da desnutrição, da 

microbiota e do sistema imune durante a infecção e na proteção contra o rotavírus humano. 

Nos suínos desnutridos houve uma redução nos títulos de anticorpos específicos contra o 

rotavírus e na concentração de IgA total, além de redução nas frequências sistêmicas de 

linfócitos Th e T citotóxicos e nos níveis séricos de triptofano e de enzima 2 conversora de 

angiotensina 1 (angiotensin I-converting enzyme 2 – ACE2). Outro estudo em camundongo 

knockout para a ACE2 havia demonstrado que esses animais apresentavam susceptibilidade 

a inflamação intestinal e colites, redução nos níveis de triptofano sérico e alteração na 

microbiota intestinal, sendo que a suplementação com triptofano foi capaz de reduzir a 

inflamação, aumentar a produção de peptídeos antimicrobianos pelo epitélio intestinal e 

ecologia microbiana do intestino (HASHIMOTO et al., 2012). No estudo de Fischer et al. 

(2017), a suplementação de triptofano foi capaz de aumentar as frequências de células T 

regulatórias em animais tanto desnutridos quanto saudáveis. 

Miyazaki et al. (2018) analisaram a eficácia da vacina oral atenuada para rotavírus 

em suínos GF que apresentavam ou não deficiência proteica, além de avaliar a eficácia da 

vacina na microbiota intestinal infantil humana saudável, através da transferência de 

microbiota fecal (MIYAZAKI et al., 2018). Nesse estudo foi possível observar que, em 

suínos com deficiência proteica, a taxa de proteção contra diarreia foi reduzida após o 

desafio com rotavírus humano virulento, além de uma maior disseminação do vírus pelas 

fezes desses animais. Essa baixa eficácia observada foi associada com a alteração dos 

níveis séricos de IFN-α, TNF-α, IL-12 e IFN-γ em resposta a vacinação, além da supressão 

do sistema imune inato e células T produtoras de IFN-γ. Além disso, nos animais 

deficientes em proteínas que receberam transplante de matéria fecal, foram observadas 

reduções na função citotóxica das células NK, nos números de células mononucleares no 

baço e nos números de DC plasmocitoides no baço, no íleo e no duodeno desses animais 

após o desafio.     
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A eficácia a vacinação vem se mostrando alterada, principalmente quando 

comparada a eficácia em países desenvolvidos com países em desenvolvimento (VALDEZ; 

BROWN; FINLAY, 2014). Portanto, a compreensão entre a relação nutrição, microbiota 

intestinal e sistema imune pode favorecer a redução da prevalência de doenças infecciosas 

em regiões menos favorecidas economicamente, reduzindo custos com medidas paliativas. 

1.6 A VACINA CONTRA O VÍRUS VARICELA-ZOSTER COMO MODELO 

BIOLÓGICO PARA ANALISAR A INTERAÇÃO MICROBIOMA, 

DESNUTRIÇÃO E SISTEMA IMUNE 

O vírus varicela-zoster (varicella-zoster virus - VZV), também conhecido como 

herpesvírus humano tipo 3, é um vírus de fita dupla de DNA e pertence a mesma família 

dos oito herpesvírus humano, classificado na subfamília Alphaherpervirinae gênero 

Varicellovirus, é o agente causador da catapora, principalmente na infância e adolescência, 

e do herpes zoster, visto principalmente em adultos e idosos (ARVIN, 2001; CHIU; LAU, 

2005; HABERTHUR; MESSAOUDI, 2013). O VZV é um vírus neurotrópico, ou seja, 

apresenta tropismo pelo sistema nervoso, estabelecendo uma infecção latente nos gânglios 

sensoriais (HABERTHUR; MESSAOUDI, 2013). Além dos gânglios sensoriais, o VZV 

também exibe tropismo pelos linfócitos T, nos quais causa viremia, e por células da pele 

(ARVIN, 2001). Sua estrutura é similar aos demais herpesvírus, apresentando núcleo, 

nucleocapsídeo, tegumento e envelope. O núcleo é caracterizado pela presença de uma 

estrutura formada por fibras soltas envolvendo uma região densa cilíndrica de DNA, sendo 

que toda essa estrutura é envolta pelo nucleocapsídeo (HABERTHUR; MESSAOUDI, 

2013; PUVION-DUTILLEUL et al., 1987). O tegumento é a camada proteica sem estrutura 

definida que envolve o nucleocapsídeo, o separando do envelope, além disso, essa região 

reúne uma variedade de proteínas virais que podem estar relacionadas com a modulação do 

ambiente no hospedeiro a fim de favorecer as necessidades do vírus (HABERTHUR; 

MESSAOUDI, 2013). O envelope é derivado de fragmentos de membranas celulares 

alteradas, contendo diversas glicoproteínas (COOK; STEVENS, 1970). O genoma do VZV 

é o menor entre os herpesvírus humanos, com aproximadamente 125 kb, que codifica para 

71 regiões de leitura aberta (open reading frames – ORFs) únicas (DUNCAN; 

HAMBLETON, 2015; SCOTT; DAVISON, 1986).  
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A varicela raramente induz complicações em crianças imunocompetentes, sendo que 

os casos de morte infantil se encontram dentro da faixa de 0,1 mortes a cada 100.000 casos 

mundialmente segundo dados de 2010 da OMS (CHIU; LAU, 2005; PREBLUD, 1986; 

WHO, 2014). As infecções bacterianas secundárias por Staphylococcus aureus e 

Streptococcus do grupo A e as alterações neurológicas, como a encefalite e ataxia cerebelar, 

são as complicações mais importantes observadas na infecção por varicela (CHIU; LAU, 

2005). Segundo o Ministério da Saúde, o Brasil apresentou 602.136 casos de varicela 

durante o período de 2012 a 2017, sendo que 33% dos casos foram notificados na região sul 

do país, seguido pela região sudeste com 31,4%. Além disso, as crianças com idade entre 1 

a 4 anos apresentaram o maior número de casos (37,7%) e o menor número registrado foi 

entre pessoas com idade superior a 50 anos (0,68%) (BRASIL. MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2017; SAÚDE, 2009). Entretanto, o número de internações hospitalares decorrente a 

varicela foi maior nos idosos do em relação as outras faixas etárias, compreendendo cerca 

de 24,1% das 38.612 internações registradas. O número de óbitos decorrente a varicela, 

com e sem complicações secundárias, foi de 649 casos, registro extremamente superior ao 

esperado para a doença (BRASIL. MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017; SAÚDE, 2009). 

A vacina atenuada viva foi introduzida com o intuito de prevenir a infecção primária 

por VZV, sendo gerada através de passagens seriais em fibroblastos embrionários de 

cobaias e em células diploides humanas de um isolado clinico proveniente do Japão, a cepa 

Oka (CHIU; LAU, 2005; ZERBONI et al., 2005). Varilrix é a vacina VZV atenuada 

constituída pela cepa Oka e utilizada na prevenção da varicela em crianças e adultos 

saudáveis ou imunocomprometidos (CHIU; LAU, 2005).  

A infecção por VZV ainda não está totalmente elucidada, acredita-se que ela ocorra 

através da inalação de gotículas respiratórias carregadas de vírus, virions transportados pelo 

ar provenientes de lesões cutâneas de varicela ou pelo contato com fluídos infectados 

(HABERTHUR; MESSAOUDI, 2013; SUZUKI et al., 2004). O modelo de infecção do 

VZV é proposto com uma infecção inicial das células dendríticas presentes no epitélio da 

mucosa, as quais transportam o vírus para os linfonodos ou as amígdalas, possibilitando a 

transferência do VZV para as células T (ABENDROTH et al., 2001; KU et al., 2005b; 

MORROW et al., 2003). Essa viremia inicial ocorre durante os primeiros 4-6 dias de 
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infecção na região dos linfonodos e amígdalas (CHIU; LAU, 2005). O vírus é então 

replicado no fígado e no baço, possivelmente em outros órgãos também, levando a segunda 

viremia entre os dias 10-14 de infecção e as erupções vesiculares na pele características da 

doença. Após a primeira infecção, o vírus migra para os gânglios sensoriais, onde 

permanece latente durante a vida do indivíduo (CHIU; LAU, 2005). Durante quadros de 

baixa imunidade celular ou de imunossupressão ao decorrer da vida, o vírus é reativado e 

causa a doença conhecida como herpes zoster, caracterizada por erupções dolorosas na pele 

(CHIU; LAU, 2005). 

A inoculação de VZV em animais de pequeno porte, como coelhos, cobaia, 

camundongos e ratos, levam a soroconversão sem a presença de sinais clínicos, sendo que o 

DNA viral é detectado nos neurônios ganglionares e em células não neuronais (ARVIN; 

GERSHON, 1996; MYERS; DUER; HAUSLER, 1980; WROBLEWSKA et al., 1993; 

ZERBONI et al., 2005). A geração de um modelo experimental murino humanizado com 

imunodeficiência combinada severa (SCID-hu) permitiu uma maior compreensão da 

patogênese do VZV, nesses animais foi realizada ou a introdução de um implante conjunto 

de tecido de fígado e timo fetal humano abaixo da capsula do rim do animal ou a 

introdução de um enxerto de pele humana na região subcutânea do animal (KU et al., 2005).  

A resposta imune frente a infecção primária de VZV é caracterizada por um 

aumento de interferon do tipo 1 circulante (IFN-α/β), consequência do influxo de células 

dendríticas plasmocitóides para as regiões de lesão na pele (ARVIN et al., 1986a; HUCH et 

al., 2010; KU et al., 2004). Além da resposta de IFN-α/β, linfócitos NK são recrutados 

como resposta inicial a infecção. O VZV é capaz de reduzir a expressão de MHC de classe 

I e II das células infectados, moléculas necessárias para o reconhecimento por células T 

CD4 e CD8, entretanto, esse mecanismo torna a célula infectada em um alvo para as células 

NK presentes no sangue periférico (COHEN, 1998; DUNCAN; HAMBLETON, 2015; KU 

et al., 2005). A detecção de células T CD4+ e CD8+ VZV-específicas, principalmente as 

células T TCRαβ+, coincidem com o final da formação das erupções cutâneas, sendo que 

crianças com baixos números de células T CD4+ ou com deficiência genética em células T 

TCRαβ+ tardam a controlar a infecção primária de VZV (ARVIN et al., 1986b; JURA et al., 

1989; MORGAN et al., 2011). Com relação as células B, não é observada nenhuma 
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alteração na susceptibilidade ao VZV em casos nos quais há uma depleção dessa população 

celular (HABERTHUR et al., 2011), além de não ter sido observadas correlações entre a 

presença de IgG VZV-específica e a severidade da doença (ARVIN et al., 1986b). A 

resposta de células T CD4+ está relacionada com a prevenção da reativação do vírus ao 

longo da vida, sendo que as células de memória T CD4+ VZV-específica apresentam tanto 

um fenótipo de memória central e efetora e um perfil de citocinas polifuncional, capaz de 

estimular diversas citocinas como IFN-γ, IL-2 e TNFα (DUNCAN; HAMBLETON, 2015; 

MALAVIGE et al., 2008; SCHUB et al., 2015). Durante a reativação do VZV, as células T 

CD4+ passam a apresentar um perfil pouco diverso na secreção de citocinas, geralmente 

secretando apenas IFN-γ, e a expressar marcadores consistentes com anergia (SCHUB et al., 

2015). 

Levando em consideração a alta mortalidade apresentada nos últimos anos no Brasil, 

podemos supor que a vacinação contra o vírus da varicela-zoster não está induzindo uma 

proteção satisfatória a população do país. Portanto, faz-se necessário o esclarecimento dos 

possíveis fatores que estão contribuindo para essa baixa proteção e alta mortalidade, entre 

eles, devido ao cenário econômico e político do país, destacam-se o status nutricional e o 

perfil da microbiota intestinal da população brasileira. 
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2 HIPÓTESE E OBJETIVOS 

2.1 HIPÓTESE 

A desnutrição sofrida na infância altera tanto o perfil da microbiota intestinal 

quanto suas funções metabólicas e, mesmo tendo recuperação nutricional, tais alterações 

podem persistir até a vida adulta e terem implicações na funcionalidade do sistema imune 

de camundongos C57BL/6. 

 

2.2 OBJETIVO GERAL 

Determinar o efeito da desnutrição sobre o componente bacteriano da microbiota 

comensal de camundongos C57BL/6 em termos de composição taxonômica e 

funcionalidade metabólica. 

 

2.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Objetivo específico 1: Avaliar as mudanças de composição do componente bacteriano da 

microbiota comensal em animais submetidos a desnutrição durante a infância em curto, 

médio e longo prazo. 

Objetivo específico 2: Inferir as funções metabólicas associadas aos perfis de composição 

da microbiota comensal ao longo do modelo proposto. 

Objetivo específico 3: Determinar os efeitos do cotrimoxazol na funcionalidade metabólica 

da microbiota intestinal de camundongos submetidos a desnutrição na infância. 

Objetivo específico 4: Determinar a existência ou não de repercussões funcionais na vida 

adulta, relacionadas à composição da microbiota ou de parâmetros imunológicos, de 

animais que sofreram desnutrição na infância.  
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3 METODOLOGIA 

A tese será apresentada no formato de artigo científico, divididos em dois 

capítulos conforme descrito abaixo: 

CAPÍTULO I: Artigo científico intitulado “Prophylactic Treatment of Undernourished 

Mice with Cotrimoxazole Induces a Different Profile of Dysbiosis with Functional 

Metabolic Alterations” 

 Artigo depositado no repositório bioRxiv, em 02 de novembro de 2021. DOI: 

10.1101/2021.11.01.466808   

  

CAPÍTULO II: Avaliação dos efeitos a curto e a longo prazo na composição da 

microbiota intestinal e sua repercussão funcional em modelo murino de desnutrição infantil 

energético-proteica. 
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4 RESULTADOS 

CAPÍTULO I 

 O primeiro capítulo da tese descreve os esforços em reproduzir o quadro de 

desnutrição infantil em camundongos C57BL/6 de forma mais próximo do caso observado 

em humanos, sendo realizado em conjunto com a então mestranda, Gabriela F. Gubert, 

como citado na introdução. A OMS recomenda no tratamento da desnutrição infantil a 

administração profilática de cotrimoxazol, além da suplementação alimentar. Entretanto, 

considerando os efeitos bem conhecidos dos antibióticos em geral, de serem as principais 

drogas de indução de disbiose, e que pouco se sabe dos efeitos do cotrimoxazol na 

composição e funcionalidade da microbiota intestinal de crianças desnutridas, o presente 

capítulo buscou elucidar esses efeitos do uso de cotrimoxazol em camundongos C57BL/6.  
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4.1. Abstract 

Childhood malnutrition affects physiology and development. It increases infection rates 

which may not present clinical signs in severe cases. The World Health Organization 

recommends prophylactic treatment with Cotrimoxazole (SXT) and nutritional recovery to 

overcome this issue. This treatment is controversial since evidence of a reduction in 

morbidity and mortality is not a consensus and could induce the development of antibiotic-

resistant bacteria. Moreover, the impact of using this wide-spectrum antibiotic on gut 

microbiota in a critical period of development and weakness is unknown. To understand 

how SXT prophylaxis could affect gut microbiota in undernutrition, we induced protein-

energy undernutrition in weaning C57BL/6 mice for three weeks and treated animals with 

SXT for two weeks. Using 16S rRNA gene sequencing, we compared the taxonomic 

composition and metabolic pathways of control mice, animals submitted to undernutrition 

(UND), treated with SXT, or undernourished and SXT treated (UND+SXT). The 

undernutrition protocol was responsible for increasing Bacteroidetes and decreasing the 

abundance of Firmicutes. We identified that UND mice had a significant increase in 

predicted pathways related to metabolic syndromes later in life. The prophylactic SXT 

treatment alone resulted in a significant loss in community richness and beta diversity. 

Furthermore, we identified the reduction of six families in SXT treated mice, including the 

butyrate producers Lachnospiraceae and Ruminococcaceae. The double challenge 

(UND+SXT) resulted in a reduction in Clostridiaceae family and the urea cycle pathway, 

both related to the fermentation of amino acids, intestinal epithelial permeability, and a 

healthy gut environment. Our results show that SXT prophylaxis of young mice during an 

undernourishment period did not re-establish the undernourished microbiota community 

composition similar to healthy controls but induced a distinct dysbiotic profile with 

functional metabolic consequences. 

Keywords: microbiome 1; undernutrition 2; dysbiosis 3; cotrimoxazole 4; metabolism 5. 
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4.2. Introduction 

Undernutrition still affects approximately 200 million children every year. It is 

considered one of the leading underlying causes of morbidity and mortality, according to 

the World Health Organization (WHO) [1]. Undernutrition is defined as the imbalance 

between the nutrients and/or energy ingestion and the individual's basic needs to sustain the 

body's homeostasis and its specific functions and, in the case of infants, adequate growth 

[1]. Additionally, the acute form of malnutrition during childhood affects several organs 

and functions, from bones to neuronal development, metabolism, immunity, and even the 

gut microbiota [2–4]. 

In recent years, the microbiota has emerged as one of the major contributors to 

maintaining the individual's health status, performing a range of functions from nutrients' 

metabolism, development and modulation of the immune system, direct protection against 

infections, and even influencing behavior and cognition [5]. Several factors can greatly 

modulate the early gut microbiota during neonatal life, including mode of delivery, 

breastfeeding, use of antibiotics, environmental exposure, and nutritional status. 

Understanding how nutrition and the gut microbiota of an individual interact with each 

other is essential to better comprehend the pathogenesis of undernutrition and develop 

better prevention measures and more effective treatments [6]. 

Children suffering from malnutrition are more prone to infection, but they may not 

show signs of clinical infection [7]. As a result, the WHO recommends a course of 

Cotrimoxazole as a prophylactic treatment, a broad-spectrum antibiotic, in severely 

malnourished children [8]. The treatment is controversial, being classified by the WHO 

based on weak evidence [9]. Researchers found no increase in survival in a multicenter, 

double-blind, randomized controlled trial [10]. There is also the issue of global concern in 

increasing microbial resistance [11] and the potentiality of disruption of gut microbiota, 

resulting in broad-spectrum antibiotics-induced dysbiosis [12]. Nonetheless, there is also 

the opinion that the use of cotrimoxazole during undernutrition treatment could preserve the 

structure of the microbiome or even be beneficial for it since it would avoid the invasion of 

pathogens during a period of particular vulnerability [13]. 
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In this study, we reproduced human infant undernutrition and its treatment in mice. 

The aim was to define the effects of undernutrition, cotrimoxazole, or their association on 

microbiome composition and functionality. Our results show that each situation results in a 

different type of dysbiosis and that WHO's malnutrition preconized treatment might not 

lead to the re-establishment of a healthy gut microbiome. 

4.3. Materials and Methods 

Animal and study design 

C57BL/6 mice with the age of 3-4 weeks were randomly housed in groups of three 

animals per microisolator cage (Alesco, Campinas, Brazil) on sterilized wood chip bedding 

under controlled temperature (21 ± 1 °C) and humidity (50 ± 20%) with a 12 h light/dark 

cycle. All animals were acclimated for four days to recover from transport stress before 

beginning the experimental protocol. The mice had ad libitum access to sterilized distilled 

water and an irradiated diet during the acclimation period.  

After acclimation, mice weighing 10.9 ± 1.52 g (mean ± SD) were randomly 

grouped into ad libitum control group or undernourished group. The control group and the 

undernourished group were divided into two sub-groups to study the effect of antibiotic 

therapy on food intake and gut microbiota: no additional treatment and cotrimoxazole-

treatment. Thus, the experiment was carried out in four groups: control group (CON) (n = 

6), cotrimoxazole-treated group (SXT) (n = 6), undernourished group (UND) (n = 6), and 

undernourished and cotrimoxazole-treated group (UND+SXT) (n = 6). The 

undernourishment model protocol was adapted from Mittal and Woodward [14]. 

Undernourished groups (UND and UND+SXT) were fed with diets containing only 60% of 

the total food consumed by CON and SXT groups, consisting of 1.4 g of food per animal 

consumed daily by the undernourished groups. Feeding was performed in the afternoon to 

respect the mice's circadian rhythms. The food restriction protocol was sustained for three 

weeks.   

The SXT protocol was carried out for two weeks before the end of the food 

restriction period. Mice of the SXT and UND+SXT groups were treated daily with SXT (a 
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combination of 25 mg/kg of sulfamethoxazole + 5 mg/kg of trimethoprim) for two weeks 

as recommended by the WHO [8] for cases of severe malnutrition without apparent 

infection. SXT was purchased in a veterinary pharmacy with banana flavoring for greater 

palatability to the animals. The drug application volume was adjusted to 50 μL, containing 

10 μL of cotrimoxazole and 40 μL of ultrapure water (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). 

Finally, the drug was administered orally through a cannula and syringe system.  

All procedures were performed following the Health Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals from the Brazilian College of Animal Experimentation and were 

approved by the Institution's Ethics Committee under protocol number 5560250219. All 

efforts were made to minimize animal suffering and reduce the number of animals used in 

the experiments. 

Fecal sampling and DNA extraction 

Fecal samples were collected individually from the mice at day 0 (before the food 

restriction protocol) and at day 21 (end of the food restriction protocol). Samples were 

collected from each mouse independently by performing a tail-lift and aseptically collecting 

the fecal content directly from the anus into sterile tubes. The fecal samples were 

immediately transferred to liquid nitrogen and subsequently stored at -80 °C until 

processing.  

According to the manufacturer's recommendation, DNA extraction was performed 

on weighted fecal samples using a FastDNA™ SPIN Kit (MP Biomedicals, Santa Ana, 

USA). 

16S rRNA gene sequence and analysis 

The DNA extracts were quantified with Qubit dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen™, 

Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA) and amplified using primers 341F (5’-

CCTAYGGGRBGCASCAG-3') and 806R (5’-GGACTACNNGGGTATCTAAT-3') for 

the V3-V4 hypervariable region of the 16S rRNA gene associated with a barcode sequence, 

as described by Yu et al. [15]. Polymerase chain reactions were performed with 15 μL 

Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix (New England Biolabs, Ipswich, USA), 0.2 μM 



60 
 

of forwarding primer, 0.2 μM of reverse primer, and 10 ng of template DNA. Amplification 

conditions consisted in an initial denaturation at 98 °C for 1 min, followed by 30 cycles of 

denaturation at 98 °C for 10 s, annealing at 50 °C for 10 s, and extension 72 °C for 60 s, 

with a final extension of 72 °C for 5 min. Amplification was confirmed through 

electrophoresis in agarose gel, resulting in amplicons with approximately 400-450 bp. 

Amplicons were purified with Qiagen Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany) and 

prepared using TruSeq® DNA PCR-Free Sample Preparation Kit (Illumina, San Diego, 

USA) following the manufacturer's instruction. Finally, the library was sequenced on an 

Illumina HiSeq 2500 (Illumina, San Diego, USA), resulting in 250 bp paired-end reads. 

16S rRNA gene sequence was performed by GenOne Biotech (Rio de Janeiro, Brazil).  

According to sequence size and Phred score, paired-end 16S rRNA gene sequences 

with low quality were filtered with Trimmomatic v0.36 [16]. Nucleotides with a Phred 

score under 33 at the beginning and end of each sequence and sequences shorter than 200 

nucleotides were considered low quality and removed. Barcode and primer sequence were 

also removed. Paired-end sequences were merged using DADA2 [17], available with the 

Quantitative Insights Into Microbial Ecology 2 (QIIME 2) software [18]. Chimera removal, 

singletons filtering, amplicon sequence variant generation (ASV), and rare ASV removal 

were also assessed using DADA2 pipeline. Taxonomy was assigned according to 

VSEARCH using the Greengenes v13.8 database [19][20]. PICRUSt2 was used to predict 

metagenomic functions based on the normalized ASV tables [21]. 

Statistical analysis of 16S rRNA sequencing data 

All statistical analyses for 16S rRNA sequence data were performed in R v4.1.0 

[22]. Alpha diversity measure of bacterial richness (observed species and Chao1) and 

diversity (Shannon and Simpson) were analyzed using the phyloseq R package [23]. 

Student's t-test or ANOVA followed by Tukey post hoc test was applied for parametric data, 

and Mann-Whitney U test or Kruskal-Wallis followed by Dunn's test of multiple 

comparisons for non-parametric data to test the statistical significance of alpha diversity. 

Bray-Curtis distance metrics were used to access beta diversity through the phyloseq R 

package [23] and vegan R package [24]. Multivariate permutation analysis of variance 

(ADONIS) was conducted with 10000 permutations [25] to access beta diversity statistical 
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significance. Principal Coordinates Analysis (PCoA) of Bray-Curtis distance was 

performed using the vegan R package [24]. Differences in bacterial taxa abundance 

between experimental groups were evaluated using the Kruskal-Wallis test and LEfSe 

analysis (linear discriminant analysis-LDA coupled with effect size measurements) [26]. 

The LEfSe analysis was performed under the following conditions: the α value for the 

factorial Kruskal–Wallis test and pairwise Wilcoxon test among classes was < 0.05, and the 

threshold on the logarithmic LDA score for discriminative features was > 2.0. Prediction 

metagenomic functions were analyzed through LEfSe analysis, and Kruskal-Wallis test 

with Benjamini–Hochberg False Discovery Rate (FDR) adjust-ed p-value. Data with p < 

0.05 were considered to be significant. 

4.4. Results 

4.4.1. Changes in body weight and daily weight gain in C57BL/6 mice during 

undernourishment induction 

C57BL/6 mice aged 3-4 weeks were randomly assigned to CON or UND groups 

(Day –3). The mice from the CON group were offered food ad libitum. The 

undernourishment protocol consisted of a reduction of 40% of the daily food consumption 

for three weeks (from experimental day 0 to day 21) [14] (Figure 1A).  

The undernourishment protocol resulted in a significant body weight loss com-pared 

to same-age healthy C57BL/6 mice (Figure 1B). The lowest body weight was observed at 

the end of the food restriction protocol with undernourished mice weighing 10.99 g (± 1.18) 

and control mice weighing 19.62 g (± 1.28) (p < 0.0001). As expected, the daily weight 

gain in undernourished mice (0.088 g ± 0.080) was significantly lower compared to the 

daily weight gain in control mice (0.449 g ± 0.078) (p < 0.0001) during the establishment 

of the food restriction protocol (Figure 1C). At experimental day 21, the end of food 

restriction, undernourished mice had a significantly lower body mass index (BMI) (0.088 

kg/m2 ± 0.009) compared to control mice (0.129 kg/m2 ± 0.008) (p < 0.0001). 



62 
 

 

Figure 1. Changes in body weight during undernourishment induction through food 

restriction. (a) Experimental design, C57BL/6 mice with 3-4 weeks old were submitted to 

40% food restriction for 21 experimental days (exp. day 21). (b) Body weight (g) changes 

in male C57BL/6 mice during the experimental protocol. (c) Daily weight gain (g) for the 3 

weeks food restriction period. (d) BMI at the 21st experimental day. n = 5 animals per 

group. Experiments were repeated at least three times. Data for one typical experiment are 

shown. Statistical significances were assessed by Mann-Whitney U test. Data expressed as 

mean ± SD. **** p < 0.0001.   

4.4.2. Effects of undernourishment on the microbiota composition and function 

The gut microbiota was analyzed through 16S rRNA gene sequencing of fecal 

samples to study the effects of undernourishment on the microbiota composition and 

function. After data processing and quality check, there were 2,879,810 reads with an 
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average of 115,192 reads per sample. Sequences were clustered into ASVs, resulting in 

11,126 ASVs with an average of 445 ASVs per sample. We analyzed the fecal microbiota 

composition between CON and UND mice at the end of the food restriction period. 

Regarding the microbiota composition, 17 main phyla were found in which Bacteroidetes, 

Firmicutes, and Proteobacteria were the most abundant (Figure 2A). Alpha diversity 

analysis showed no difference in community richness (Observed ASV and Chao1) and 

diversity indices (Shannon and Simpson) between CON and UND mice (Supplemental 

figure S1). PCoA was performed using Bray-Curtis distances to illustrate the intra-group 

microbial community's differences after the undernourishment protocol, revealing distinct 

findings (Figure 2B). UND microbiota was significantly different in community 

composition when compared to CON microbiota (ADONIS with 10000 permutations, p = 

0.004) 

LEfSe analysis was used to compare the gut microbiota taxa that were significantly 

different between the CON and UND groups (Figure 2C). When comparing taxa at the 

phylum level, UND mice showed an increase in Bacteroidetes and a decrease in Firmicutes 

and Deferribacteres. Additionally, UND mice presented an increase in the Coprococcus 

genus (0.0056 ± 0.002 vs. 0.002 ± 0.0003) and a decrease in Mucispirillum (0.0009 ± 

0.0008 vs. 0.007 ± 0.012), Helicobacter (0.0062 ± 0.002 vs. 0.0168 ± 0.011), 

Ruminococcus, Oscillospira (0.0299 ± 0.005 vs. 0.0440 ± 0.011), and Sphingomonas 

(0.0001 ± 0.0001 vs. 0.0005 ± 0.0001) genera. Figure 2D shows the differences in the 

abundance of taxonomic clades of the LDA score > 2.0 between CON and UND mice. 

Metabolic pathways were accessed using PICRUSt2 to determine whether the 

observed taxonomic differences between groups played a role in function. LEfSe analysis 

compared metabolic changes in the gut microbiota in each group (Figures 2E). All 

displayed pathways presented an LDA score > 2.0. The UND group changes were mainly 

related to cellular growth. Pathways related to the biosynthesis of sugar nucleotides [O-

antigen building blocks biosynthesis (0.066 ± 0.004 vs. 0.073 ± 0.005), UDP-N-acetyl-D-

glucosamine biosynthesis I (0.052 ± 0.006 vs. 0.062 ± 0.007)], amino acids [L-lysine 

biosynthesis I (0.074 ± 0.006 vs. 0.083 ± 0.006), L-arginine biosynthesis II (0.081 ± 0.009 

vs. 0.092 ± 0.006)], cell membrane lipids [phosphatidylglycerol biosynthesis I (0.0921 ± 
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0.003 vs. 0.099 ± 0.006), phosphatidylglycerol biosynthesis II (0.0921 ± 0.003 vs. 0.099 ± 

0.006)] were less present compared to the CON group. Moreover, with the compromising 

of growth-related metabolic pathways, UND presented increases in cell component 

degradation pathways, such as carbohydrates [pentose phosphate pathway (0.073 ± 0.008 

vs. 0.062 ± 0.005)], polysaccharides [mannan degradation (0.047 ± 0.007 vs. 0.038 ± 

0.005)], purine nucleotides [urate biosynthesis/inosine 5'-phosphate degradation (0.112 ± 

0.005 vs. 0.101 ± 0.008)], and cellular wall [chitin derivatives degradation (0.00011 ± 

0.00022 vs. 0 ± 0)]. There was also an increase in vitamin biosynthesis-related pathways of 

preQ0 biosynthesis (0.067 ± 0.007 vs. 0.05 ± 0.006), 6-hydroxymethyl-dihydropterin 

diphosphate biosynthesis III (0.097 ± 0.005 vs. 0.088 ± 0.007), and 6-hydroxymethyl-

dihydropterin diphosphate biosynthesis I (0.096 ± 0.005 vs. 0.087 ± 0.007). 
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Figure 2. The gut microbiota composition and inferred functional content of gut microbiota 

between of control (CON) and undernourished (UND) C57BL/6 mice. (a) Relative 

abundance at the phylum level for groups of CON (n = 6) and UND (n = 7) C57BL/6 mice; 

(b) Principal coordinate analysis (PCoA) of Bray Curtis distances among groups of CON (n 

= 6) and UND (n = 7) C57BL/6 mice. Each point corresponds to a community from a 



66 
 

single mouse. Colors indicate group identity. Ellipses show the 95% confidence intervals. 

Intra-group differences were evaluated using ADONIS test (p < 0.05); (c) LEfSe linear 

discriminant analysis (LDA) scores showing differentially abundant taxonomic clades with 

an LDA score > 2.0 in the gut microbiota of CON (n = 6) and UND (n = 7) C57BL/6 mice; 

(d) Cladogram of LEfSe LDA scores for significantly different taxonomic clades for the gut 

microbiota of CON (n = 6) and UND (n = 7) C57BL/6 mice; (e) LEfSe LDA scores 

showing significant pathway differences between CON (n = 6) and UND (n = 7) C57BL/6 

mice. Significant differences between groups were tested with Kruskal-Wallis test (p < 

0.05). 

4.4.3. Effects of Cotrimoxazole (SXT) on the gut microbiome 

We analyzed the fecal microbiota composition between the mice from the CON and 

SXT groups at the end of the antibiotic treatment to study the effect of the SXT treatment 

on the microbiota composition and function. Regarding the microbiota composition, the 

same 17 main phyla found in UND were present in SXT (Figure 3A). Alpha diversity 

analysis showed a significant difference in community richness (Ob-served, p = 0.0397; 

and Chao1, p = 0.04061) between CON and SXT mice (Figure 3B). In contrast, there was 

no difference in diversity indices (Shannon and Simpson) between both groups (Figure 3B). 

PCoA was performed using Bray-Curtis distances to illustrate microbial community 

changes after the antibiotic treatment (Figure 3C). SXT microbiota was significantly 

different regarding community composition following the antibiotic treatment compared to 

the CON microbiota (ADONIS, p = 0.02). 

LEfSe analysis showed the presence of 14 taxa in the CON microbiome compared 

to the SXT microbiome (Figure 3D). We identified no significant taxa in the SXT micro-

biome. Differences did not appear at a phylum level, but six families were impacted by the 

antibiotic treatment, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Streptococcaceae, 

Sphingomonadaceae, Dehalobacteriaceae, and Entereobacteriaceae (Figure 3D). Figure 3E 

shows differences in the abundance of taxonomic clades of LDA score > 2.0 between CON 

and SXT mice. 
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Figure 3F showed the LEfSe analysis comparing metabolic changes in the gut 

microbiota of CON and SXT mice. SXT increased pathways related to nucleotide synthesis 

[5-aminoimidazole ribonucleotide biosynthesis I (0.113 ± 0.003 vs. 0.1104 ± 0.003); 

adenosine deoxyribonucleotides de novo biosynthesis II (0.09398 ± 0.002 vs. 0.093 79 ± 

0.002); guanosine deoxyribonucleotides de novo biosynthesis II (0.09398 ± 0.002 vs. 0.093 

79 ± 0.002); superpathway of GDP-mannose-derived O-antigen building blocks 

biosynthesis (0.072 ± 0.003 vs. 0.068 ± 0.003); CMP-3-deoxy-D-manno-octulosonate 

biosynthesis I (0.0627 ± 0.003 vs. 0.0553 ± 0.005)], vitamin synthesis [thiazole 

biosynthesis I (0.0501 ± 0.003 vs. 0.0457 ± 0.004); superpathway of thiamin diphosphate 

biosynthesis I (0.0803 ± 0.003 vs. 0.0743 ± 0.004)], lipid metabolism [fatty acid elongation 

(0.098 ± 0.001 vs. 0.095 ± 0.002)], and alcohols [polyisoprenoid biosynthesis (0.083 ± 

0.001 vs. 0.08 ± 0.001)]. In contrast, SXT decreased carbohydrate and amine degradation 

[sucrose degradation III (0.055 ± 0.006 vs. 0.0724 ± 0.012); superpathway of N-

acetylglucosamine, N-acetylmannosamine and N-acetylneuraminate degradation (0.0403 ± 

0.003 vs. 0.0536 ± 0.008)], fermentation of pyruvate or short-chain fatty acids [acetylene 

degradation (0.0244 ± 0.004 vs. 0.031 ± 0.004)], and formation of cell wall [teichoic acid 

biosynthesis (0.006 ± 0.001 vs. 0.009 ± 0.001)] compared to CON mice. 
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Figure 3. The gut microbiota composition and inferred functional content of gut microbiota 

between of control (CON) and cotrimoxazole (SXT) C57BL/6 mice. (a) Relative 

abundance at the phylum level for groups of CON (n = 6) and SXT (n = 6) C57BL/6 mice; 

(b) Richness (Observed and Chao1) and diversity (Shannon and Simpson) indexes for 
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groups of CON (n = 6) and SXT (n = 6) C57BL/6 mice; (c) PCoA of Bray Curtis distances 

among groups of CON (n = 6) and SXT (n = 6) C57BL/6 mice. Each point corresponds to a 

community from a single mouse. Colors indicate group identity. Ellipses show the 95% 

confidence intervals. Intra-group differences were evaluated using ADONIS test (p < 0.05); 

(d) LEfSe LDA scores showing differentially abundant taxonomic clades with an LDA 

score > 2.0 in the gut microbiota of CON (n = 6) and SXT (n = 6) C57BL/6 mice; (e) 

Cladogram of LEfSe LDA scores for significantly different taxonomic clades for the gut 

microbiota of CON (n = 6) and SXT (n = 6) C57BL/6 mice; (f) LEfSe LDA scores showing 

significant pathway differences between CON (n = 6) and SXT (n = 6) C57BL/6 mice of 

PICRUSt predicted the relative MetaCyc pathways abundances. Significant differences 

between groups were tested with Kruskal-Wallis test (p < 0.05). 

4.4.4. Impact of the combination of undernourishment and the use of cotrimoxazole 

(UND+SXT) on microbiota composition and function 

The analysis of the microbiota composition showed the same 17 main phyla in CON 

and UND-SXT (Figure 4A). The undernutrition treated with a prophylactic course of 

antibiotics did not alter alpha diversity (data not showed). However, UND+SXT microbiota 

is significantly different in community composition compared to CON microbiota 

(ADONIS, p = 0.0003) (Figure 4B).  

LEfSe analysis showed a significant reduction in UND+SXT microbiome compared 

to CON (Figure 4C). The double treatment significantly impacted the Clostridiaceae, 

Enterobacteriaceae, and Porphyromonadaceae families, while Rikenellaceae increased. 

Additionally, four genera are significantly lower in UND+SXT compared to CON, 

Parabacteroidetes (0.0407 ± 0.009 vs. 0.0584 ± 0.0119), Candidatus arthromitus (0.00033 ± 

0.00019 vs. 0.00119 ± 0.00065), Sutterella (0.00028 ± 0.00009 vs. 0.00083 ± 0.0004), and 

Adlercreutzia (0.000116 ± 0.00007 vs. 0.00022 ± 0.00006). Figure 4D shows the 

differences in the abundance of taxonomic clades of LDA score > 2.0 between CON and 

UND+SXT mice.  

The LEfSe analysis comparing metabolic changes in the gut microbiota exposed 

changes in the double treatment, is presented in Figure 4E. The microbiota of UND+SXT 
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mice presented a reduction in pathways related to enzymes cofactor synthesis 

[adenosylcobalamin salvage from cobinamide I (0.336 ± 0.037 vs. 0.364 ± 0.041)], sulfur 

and nitrogen compounds metabolism [superpathway of sulfur oxidation (0.052 ± 0.005 vs. 

0.068 ± 0.014); and urea cycle (0.217 ± 0.02 vs. 0.253 ± 0.018)] compared to the CON 

group, a unique pathway increase in amino acids synthesis [L-methionine biosynthesis III 

(0.392 ± 0.035 vs. 0.313 ± 0.034)]. 
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Figure 4. The gut microbiota composition and inferred functional content of gut microbiota 

between of control (CON) and cotrimoxazole-treated undernourished (UND-SXT) 

C57BL/6 mice. (a) Relative abundance at the phylum level for groups of CON (n = 6) and 

UND+SXT (n = 6) C57BL/6 mice; (b) PCoA of Bray Curtis distances among groups of 

CON (n = 6) and UND+SXT (n = 6) C57BL/6 mice. Each point corresponds to a 

community from a single mouse. Colors indicate group identity. Ellipses show the 95% 

confidence intervals. Intra-group differences were evaluated using ADONIS test (p < 0.05); 

(c) LEfSe LDA scores showing differentially abundant taxonomic clades with an LDA 

score > 2.0 in the gut microbiota of CON (n = 6) and UND+SXT (n = 6) C57BL/6 mice; (d) 

Cladogram of LEfSe LDA scores for significantly different taxonomic clades for the gut 

microbiota of CON (n = 6) and UND+SXT (n = 6) C57BL/6 mice; (e) LEfSe LDA scores 

showing significant pathway differences between CON (n = 6) and UND+SXT (n = 6) 

C57BL/6 mice of PICRUSt predicted the relative MetaCyc pathways abundances. 

Significant differences between groups were tested with Kruskal-Wallis test (p < 0.05). 

4.4.5. The use of cotrimoxazole during undernourishment in infant mice does not 

revert undernutrition effects on microbiota, but results in a distinct profile of 

dysbiosis 

The microbiota composition shows the same 17 main phyla in all other treatment 

groups (Figure 5A). The undernutrition treated with a prophylactic course of cotrimoxazole 

did not alter alpha diversity compared to UND and CON (Supplemental figure S1). 

However, CON, UND, and UND+SXT microbiota profiles are significantly different in 

community composition compared to each other (ADONIS, p = 0.00029) (Figure 5B).  

LEfSe analysis showed that both CON and UND had significant differences in the 

microbiome composition when the three groups were considered (Figure 5C). However, 

UND+SXT microbiota showed no differences in specific taxa compared to both other 

groups. The taxa identified as differentially present in the other two groups by LEfSe 

analysis indicate that these taxa are less abundant in UND+SXT mice. Although 

Bacteroidetes phylum was significantly increased in UND mice compared to CON and 

UND+SXT mice, we observed a significant increase in members of Firmicutes 

(Clostridium and Coprococcus) and Actinobacteria (Adlercreutzia) phyla. Besides that, 
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CON mice presented a significant increase in Firmicutes phylum. We also observed an 

increase in Helicobacter, Sutterella, and Sphingomonas genera, members of the 

Proteobacteria phylum. Figure 5D shows differences in the abundance of taxonomic clades 

of LDA score > 2.0 between CON, UND, and UND+SXT mice. 

The LEfSe analysis comparing metabolic changes in the gut microbiota of control 

mice, undernourished mice, and double treatment mice are presented in Figure 5E. The 

microbiota of UND+SXT mice presented a reduction in pathways related to energy 

production from organic substrates [methylaspartate cycle (0.00001 ± 0.00001 vs. 0.00006 

± 0.00006 vs. 0.00009 ± 0.00005 for UND+SXT, UND, and CON, respectively)] and 

inorganic nutrient metabolism [superpathway of sulfur oxidation (0.02 ± 0.002 vs. 0.034 ± 

0.012 vs. 0.027 ± 0.0064 for UND+SXT, UND, and CON, respectively)] when compared 

to CON and UND mice. UND+SXT microbiota also presented an increase in pathways 

related to sugar nucleotide biosynthesis [dTDP-N-acetylthomosamine biosynthesis (0.071 ± 

0.008 vs. 0.052 ± 0.011 vs. 0.065 ± 0.017 for UND+SXT, UND, and CON, respectively)] 

and short-chain fatty acids fermentation [pyruvate fermentation to acetate and lactate II 

(0.332 ± 0.005 vs. 0.329 ± 0.012 vs. 0.325 ± 0.009 for UND+SXT, UND, and CON, 

respectively)]. Also, UND microbiota presented an increase in the generation of precursor 

metabolites and energy pathway [pentose phosphate pathway (0.155 ± 0.024 vs. 0.187 ± 

0.027 vs. 0.152 ± 0.018 for UND+SXT, UND, and CON, respectively)]. Furthermore, CON 

microbiota presented an increase in pathways related to amino acid biosynthesis [L-lysine 

biosynthesis I (0.196 ± 0.009 vs. 0.189 ± 0.011 vs. 0.202 ± 0.012 for UND+SXT, UND, 

and CON, respectively) and L-arginine biosynthesis II (0.225 ± 0.014 vs. 0.207 ± 0.017 vs. 

0.227 ± 0.013 for UND+SXT, UND, and CON, respectively)]. 



73 
 

   

Figure 5. The gut microbiota composition and inferred functional content of gut microbiota 

between of control (CON), undernourished (UND), and cotrimoxazole-treated 

undernourished (UND-SXT) C57BL/6 mice. (a) Relative abundance at the phylum level for 

groups of CON (n = 6), UND (n = 7), and UND+SXT (n = 6) C57BL/6 mice; (b) PCoA of 

Bray Curtis distances among groups of CON (n = 6), UND (n = 7), and SXT (n = 6) 

C57BL/6 mice. Each point corresponds to a community from a single mouse. Colors 

indicate group identity. Ellipses show the 95% confidence intervals. Intra-group differences 

were evaluated using ADONIS test (p < 0.05); (c) LEfSe LDA scores showing 
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differentially abundant taxonomic clades with an LDA score > 2.0 in the gut microbiota of 

CON (n = 6), UND (n = 7), and UND+SXT (n = 6) C57BL/6 mice; (d) Cladogram of 

LEfSe LDA scores for significantly different taxonomic clades for the gut microbiota of 

CON (n = 6), UND (n = 7), and UND+SXT (n = 6) C57BL/6 mice; (e) LEfSe LDA scores 

showing significant pathway differences between CON (n = 6), UND (n = 7), and 

UND+SXT (n = 6) C57BL/6 mice of PICRUSt predicted the relative MetaCyc pathways 

abundances. Significant differences between groups were tested with Kruskal-Wallis test (p 

< 0.05). 

4.5. Discussion 

In the present study, we characterized the gut microbiota profile of undernourished 

(UND), cotrimoxazole-treated (SXT), and undernourished cotrimoxazole-treated 

(UND+SXT) C57BL/6 mice after three weeks of protein-energy undernourishment and 

compared them to healthy control mice (CON). Our experimental protocol was carried out 

in animals just after weaning, intended to resemble undernutrition in children. Moreover, 

the main objective of our study was to establish the effects of SXT on the microbiota of 

undernourished mice, a wide-spectrum antibiotic therapy recommended by WHO and 

routinely used in undernourished children. 

First, our results showed that C57BL/6 mice who underwent three weeks of protein-

energy undernourishment presented no significant differences in fecal microbiota richness 

compared to healthy controls. However, they did present a significant change in beta 

diversity analysis. These are following the results of [27]. We observed major phylum-level 

alterations in UND mice compared to CON mice, including a depletion in obligate 

anaerobic bacteria, such as Firmicutes (Ruminococcaceae and Oscillospiraceae) and 

Deferribacteres (Deferribacteraceae). These findings support clinical studies where the 

infants' malnutrition was associated with reducing anaerobic bacteria [28–30]. Other studies 

have associated the presence of Oscillospiraceae with leanness and a lower body mass 

index (BMI) in children, adults, and germ-free mice colonized with human fecal samples 

[31,32]. However, Oscillospiraceae decreases in abundance during the onset of 

inflammatory diseases, such as inflammatory bowel disease (IBD) [33], and the under-

nourished state in early life has been associated with increased inflammation markers 
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[34,35]. The microbiota immaturity caused by poor nutrition might increase 

enteropathogenic species and the gut barrier dysfunction, factors associated with 

inflammation in early life [36]. Thus, considering these studies and our findings concerning 

the decrease in Oscillospiraceae in UND mice, we speculate that our undernourished model 

might also compromise the gut barrier, leading to an inflammatory state and the further 

alteration in the gut microbiota. In addition, we observed that Bacteroidetes, mostly from 

the Muribaculaceae family, were significantly increased in UND mice compared to healthy 

controls. These findings contradict other studies in which a decrease in Bacteroidetes was 

observed in undernourished children and undernourished neonatal mice [30,37], although in 

the last case, the authors used outbred CD1 mice and not C57BL/6 isogenic mice, as was 

used here. Previous studies demonstrated that Muribaculaceae was correlated with the inner 

mucus layer formation and function in the colon and with the production of propionate, a 

short-chain fatty acid (SCFA) [38,39]. Thus, additional histological analysis is needed to 

understand the effects of malnutrition on the intestinal tissue of this model. 

We also observed differences in metabolic pathways between CON and UND mice. 

In UND mice, the pathways involved in the biosynthesis and/or the degradation of 

carbohydrates, polysaccharides, purine nucleotides, and cellular wall were increased. The 

double burden of malnutrition (DBM) is characterized by the coexistence of undernutrition 

in early life and overweight, obesity, and non-communicable diseases related to diet in later 

life [40]. Several studies have associated undernutrition at a young age with diseases later 

in life, such as diabetes, hypertension, and metabolic syndrome [40,41]. Furthermore, 

metabolic syndromes are also correlated with hyperuricemia, a pathological condition 

characterized by the overproduction and/or decreased excretion of uric acid [42]. Although 

not yet fully elucidated, evidence indicates that gut bacteria directly affect host urate 

degradation [43]. Our study identifies an increase in the purine nucleotides degradation 

pathway, which leads to the urate biosynthesis, suggesting a possible onset of 

hyperuricemia, and probably leading to metabolic dysfunctions later in life. We also 

observed that UND mice increased the pentose phosphate pathway, a metabolic pathway 

involved in glucose oxidation. The pentose phosphate pathway is increased in the gut 

microbiome after depleting body glycogen stores during periods of insufficient 

carbohydrate consumption [44]. We may speculate that the pentose phosphate pathway was 
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favored in our UND mice in response to carbohydrate consumption limitation during the 

food restriction protocol. Furthermore, UND mice might increase the metabolic pathways 

leading to folate (vitamin B9) biosynthesis. Folate is essential for the maintenance of Treg 

cells [45], and deficiencies in vitamin B9 lead to the development of intestinal 

inflammation [46]. It may be the case that the higher abundance of folate pathways in UND 

mice microbiota compared to CON mice regulates the inflammatory environment in 

consequence of malnutrition. The lysine biosynthesis reduction could also be related to the 

inflammatory environment, as its levels decrease in metabolic syndrome patients and 

correlate negatively with cardiometabolic features and inflammatory biomarkers [47]. Our 

findings further suggest that malnutrition during infancy in mice might lead to metabolic 

alterations later in life.               

Despite the efforts to achieve better clinical outcomes, 10 to 15% of undernourished 

children cannot recover even after controlled treatment [48]. Several studies have reported 

a higher prevalence of clinically significant infections among children who have been 

hospitalized for severe malnutrition [49,50]. However, diagnosing severe infection is 

difficult during undernutrition since affected children might not present clinical signs of 

infection [49], hence the WHO recommendation for the SXT prophylactic treatment along 

with the ready-to-use therapeutic food (RUTF). Adding to the debate regarding WHO 

guidelines, the SXT mice had a significant loss in com-munity richness (Observed and 

Chao1) but no changes in diversity indices (Shannon and Simpson). In the case of HIV-

exposed infants SXT therapy did not change the microbiome taxonomic composition or 

functional metabolic pathways [51, 52]. Other studies with HIV and hematological patients 

found no significant difference in α-diversity in the gut microbiome after SXT prophylaxis 

[52,53]. Nonetheless, according to beta diversity analysis, SXT treatment resulted in a 

microbiota community pro-file distinct from healthy control animals, with six bacterial 

families depleted and three genera reduced. Reduction in the Lachnospiraceae family has a 

highly profound short-term effect on the human gut microbiome after administration of 

commonly used antibiotics, such as β-lactams and fluoroquinolones [54]. Lachnospiraceae 

and Ruminococcaceae family members are important butyrate producers, which is an 

important gut mucosal immune regulator derived from the microbiota and one of the best 

functional markers for a healthy mature gut microbiota [55]. Regarding the de-crease in 
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Dehalobacterium, models for autism spectrum disorder also found this reduction, and 

associated it with altered behavior, an increase of TNF-α expression, the onset of a colon 

proinflammatory state in female mice, and increased gut permeability in male mice [56]. As 

mentioned, we also observed a reduction in Sphingomonas, a major environmental 

microorganism that is not found in high abundance in the gut microbiota [57]. However, its 

presence has been shown to stimulate iNKT cells [57,58]. Additionally, the decrease in the 

Enterobacteriaceae family in SXT treated mice seems positive since several pathogenic 

species responsible for major economic loss and health-related impacts are part of this 

family [59]. Furthermore, a high abundance of Enterobacteriaceae family members was 

correlated with neutrophilia and lower oral vaccine responses in a Bangladeshi infant 

cohort with a 4-8% prevalence of moderate wasting malnutrition and a 10-12% prevalence 

of moderate stunting [60]. The use of antibiotic therapy usually results in the depletion of 

butyrate-producing bacteria, which reduces the expression of the receptor mediating 

butyrate oxidation [61,62]. This alteration is followed by lower epithelial oxygen use and 

increased gut oxygen availability, which promotes the expansion of aerobic bacteria, 

including Enterobacteriaceae members [62]. Even though we detected a reduction in taxa 

related to butyrate production, we did not detect an increase in Enterobacteriaceae 

colonization after SXT prophylaxis. In a remarkable study, Kau et al. [6] demonstrated a 

link between weight loss associated phenotype, disruption of the gut barrier function, and 

the development of an abnormal mucosal immunity to the presence of Enterobacteriaceae 

family members and related enteropathogenic microorganisms in gnotobiotic mice after 

colonization with fecal microbiota from Malawian twins discordant for kwashiorkor. 

Together, our results suggest that SXT prophylaxis favors a gut microenvironment with 

fewer taxa responsible for immune system stimulation in addition to impairing the 

colonization of opportunistic pathogens.  

We also observed that the purine nucleotide biosynthesis pathway increased in SXT 

mice. Commensal bacteria are responsible for the constitutive development of intestinal 

Th17 cell differentiation, partly due to purinergic receptor signaling [63]. On the other hand, 

immunosuppressive and anti-inflammatory effects can also be mediated by purinergic 

signaling. The purine nucleotide biosynthesis pathway 5-aminoimidazole ribonucleotide 

biosynthesis and its variants were identified in lower abundance in IBD and colorectal 
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cancer, suggesting that the downregulation of this purinergic signaling could contribute to 

gut inflammation [63,64]. 

The superpathway of GDP-mannose-derived O-antigen building blocks biosynthesis 

was elevated in the microbiome of SXT mice. O-antigen is part of the bacteria's outer 

lipopolysaccharide membrane [65], indicating elevated LPS levels in the gut. Another 

molecule that constitutes the LPS is Lipid A [65]. The super pathway of (Kdo)2-lipid A 

biosynthesis was elevated in SXT mice, supporting the idea of Gram-negative bacteria 

increase in STX-treated mice. LPS produced by healthy gut microbiota has an important 

role in the immunotolerance of the microbial community and was reduced in SXT mice 

[66]. Additionally, we also observed a reduction in the super pathway of N-

acetylglucosamine, N-acetylmannosamine, and N-acetylneuraminate degradation. When 

deprived of dietary fiber, the gut microbiota uses the mucus glycoproteins as a nutrient 

source, resulting in the degradation of the mucus layer and in the access of gut epithelial to 

lumen pathogens [67]. Thus, the SXT therapy might mitigate the erosion of the colonic 

mucus barrier in undernourished individuals by reducing the superpathway of N-

acetylglucosamine, N-acetylmannosamine, and N-acetylneuraminate degradation. 

Long-term cotrimoxazole prophylaxis is well recognized as having clinical benefits 

in HIV infection, including reducing morbidity and mortality of HIV-positive children and 

adults in areas with serious infectious threats [52,68]. Bourke et al. [52] showed that 

Cotrimoxazole reduces systemic inflammation in HIV-positive children by changing the 

microbiota and reducing immune and epithelial cell activation. Although gut microbiota 

modifications related to cotrimoxazole therapy are available in the literature, its effects in 

the undernourished gut microbiota and metabolic functions are still lacking. In our model, 

UND+SXT mice had a significant decrease in the abundance of Sutterella and 

Adlercreutzia. Sutterella has been associated with proinflammatory cytokines in digestive 

disorders [69]. In contrast, the presence of Adlercreutzia is usually associated with the 

restoration of health benefits in the microbiota due to its role in SCFA production and 

antioxidants metabolism [70]. Compared to CON, fecal microbiota of UND+SXT 

presented a reduction in the super pathway of sulfur oxidation. Altering this metabolic 

pathway has both beneficial and harmful effects for the host [71,72]. Accumulating 
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hydrogen sulfide (H2S) has been linked with colonic inflammation and conditions such as 

colorectal cancer [73], inflammatory bowel disease (IBD), and ulcerative colitis (UC) [71]. 

At the same time, mice who had inhibition of H2S synthesis presented mucosal injury and 

inflammation in the small intestine and colon [72], suggesting the importance of the 

presence of H2S at appropriate levels. The possible H2S accumulation could result from 

reducing a sulfur oxidation super pathway, which could explain the increase in the L-

methionine biosynthesis III pathway observed in the same animals [74].  

The UND+SXT mice also showed a reduction in the urea cycle, which intermediate 

metabolites could also impair intestinal epithelial barrier function [75]. The urea cycle is 

responsible for converting metabolic wastes from amino acid catabolism into ammonia and, 

subsequently, urea, and when reduced can impair intestinal epithelial barrier function [75, 

76]. The Clostridiaceae family (including Clostridium) is the primary responsible for both 

the fermentation of amino acids into urea and the hydrolysis of urea into ammonia. The 

products of amino acids fermentation will act later as further support for Clostridiaceae 

enrichment in a healthy gut [77]. The ammonia is then used in amino acid biosynthesis 

while its excess is eliminated in the feces. All these pathways' synergy helps mammals to 

remove urea and promote homeostasis [76]. Our results showed a reduced presence of the 

Clostridiaceae family in UND+SXT animals, suggesting a healthy gut environment change 

in these animals.     

Compared to healthy controls, the reduction of the amino acids’ biosynthesis 

pathway in both UND and UND+SXT animals probably reflects the lack of food intake, 

which impacts cell growth. However, this lack of amino-acid synthesis could impact host 

physiology as up to 20% of circulating plasma lysine, body protein lysine, and urinary 

lysine are derived from microbial sources [78]. Besides being a precursor for protein 

biosynthesis [79], lysine regulates other amino acid synthesis pathways, such as arginine 

[80], which was also downregulated. Both lysine and arginine have been found reduced in 

stunted children [81]. At the same time, UND microbiota increases the pentose phosphate 

pathway, which could suggest a strategy to address oxidative stress using NADPH 

generation for detoxification [82]. When undernourished animals received SXT, the dTDP-

N-acetylthomosamine biosynthesis increased, which is the pathway responsible for 
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producing a glycolipid common to all members of the Enterobacteriaceae [83]. 

Malnourished children in nutritional recovery have been reported to increase the number of 

antibiotic-resistant Enterobacteriaceae after amoxicillin therapy [84]. The same 

phenomenon could be happening in our model. 

Our study is the first to evaluate the effects of SXT prophylaxis in the 

undernourished gut microbiota of young animals. Nonetheless, it was not exempt from 

important limitations. These include the evaluation of local and systemic inflammatory 

markers, their correlation to several observations made on the microbiome modulation of 

our experimental groups and the lack of experimental confirmation of the functional 

predictions obtained here. Additionally, a longer time of evaluation would inform the 

duration of the dysbiosis observed in each protocol.  

4.6. Conclusions 

Altogether our results present the impact of the prophylactic cotrimoxazole 

treatment on gut microbiota and possible consequences in host physiology in a murine 

model of childhood undernutrition. The controversial treatment alters gut microbiota 

differently from undernutrition or SXT alone, creating a third dysbiotic profile that alters 

metabolic pathways related to amino acid synthesis and energy production. Additional 

studies are necessary to determine if the functional predictions presented here affect 

enterocyte metabolism, intestine permeability, or taxonomic changes related to the host 

immune system. 
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CAPÍTULO II 

 O segundo capítulo da tese buscou acompanhar a longo prazo o quadro de 

desnutrição em camundongos C57BL/6. Quadros de desnutrição durante a infância estão 

correlacionados com doenças metabólicas na vida adulta. Além disso, alterações no sistema 

imune são relatadas em casos de desnutrição e como consequências do uso de antibióticos. 

Entretanto, poucos estudos demonstram a correlação da composição e da funcionalidade da 

microbiota intestinal de crianças desnutridas com efeitos na vida adulta. O presente capítulo 

buscou elucidar os efeitos a longo prazo da desnutrição em camundongos C57BL/6.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



91 
 

Avaliação dos efeitos a curto e a longo prazo na composição da microbiota intestinal e 

sua repercussão funcional em modelo murino de desnutrição infantil energético-

proteica. 

5.1 INTRODUÇÃO 

A vacinação está entre uma das medidas de maior impacto na saúde pública, sendo 

capaz de prevenir milhões de novas infecções e mortes anualmente (FISCHINGER et al., 

2019). Desde 1980, a vacinação é responsável pela erradicação de diversas doenças 

associadas a infecções por vírus e por bactérias como, por exemplo, a varíola, o vírus da 

poliomielite e a Haemophilus influenzae tipo b (RÉMY; ZÖLLNER; HECKMANN, 2015). 

A proteção seguida da vacinação depende de uma resposta coordenada por diversos 

componentes do sistema imune (FISCHINGER et al., 2019). A resposta imune inata e os 

perfis de células T CD4 estão associados com a estimulação de uma proteção duradoura e a 

erradicação de patógenos, enquanto a estimulação de anticorpos representa a primeira 

resposta clínica de proteção e atua em sinergia com os demais componentes imunológicos 

(PLOTKIN, 2010). Entretanto, a reposta imune a vacinação pode variar substancialmente 

entre indivíduos (ZIMMERMANN; CURTIS, 2018). A resposta sorológica para algumas 

vacinas, como a vacina da hepatite B por exemplo, pode variar cerca de 100 vezes em 

crianças de até 7 meses, sendo que algumas crianças podem não apresentar anticorpos 

detectáveis (JUNQUEIRA et al., 2010). O uso de vacinas orais em países de baixa renda 

geralmente está associado com grandes variações na estimulação da resposta imune, 

resultando em baixa eficácia na imunização (LOPMAN et al., 2012; MAGWIRA; 

TAYLOR, 2018; PARKER et al., 2018). Vacina oral contra o rotavírus apresenta 90% de 

eficácia em populações de países desenvolvidos, enquanto esse índice cai para 30-40% em 

países em desenvolvimento (LOPMAN et al., 2012). A eficácia da vacinação oral está 

intimamente correlacionada com uma imunidade de mucosa intestinal insuficiente, o que 

pode resultar em aumento da susceptibilidade a doenças infecciosas no intestino e a morte 

(RHO et al., 2017). Diversos fatores já foram associados como contribuintes para essas 

oscilações na resposta imunológica, entre eles se destacam: idade, sexo, genética, 

localização geográfica, status nutricional, microbiota, entre outros (KLEIN; FLANAGAN, 
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2016; LYNN; PULENDRAN, 2017; MAGWIRA; TAYLOR, 2018; MARTINS et al., 2014; 

PARK et al., 2014; POSTERARO et al., 2014). 

Nos últimos anos, a microbiota intestinal vem ganhando destaque devido ao seu 

papel fundamental no desenvolvimento e na modulação do sistema imune (ZEEVI; 

KOREM; SEGAL, 2016). A abundância de determinadas taxa presentes na microbiota 

intestinal já foram correlacionadas com uma série de alterações na saúde humana como, por 

exemplo, a sepse neonatal, doenças inflamatórias do intestino, diabetes mellitus, alergias, 

entre outras (KNIP; SILJANDER, 2016; MADAN et al., 2012; MANICHANH et al., 2006; 

ZIMMERMANN et al., 2019). Além de influenciar diretamente o sistema imune através do 

reconhecimento de padrões moleculares presentes na microbiota, essa comunidade pode 

alterar a resposta imune por meio de mudanças nas vias metabólicas ativas e, 

consequentemente, nos metabólitos produzidos (LYNN; PULENDRAN, 2017). Diversos 

metabólitos presentam propriedades imunomodulatórias, capazes de influenciar respostas 

de macrófagos, células dendríticas, células T e células B (DORRESTEIN; MAZMANIAN; 

KNIGHT, 2014). 

Entretanto, uma série de fatores é capaz de influenciar na composição da 

microbiota intestinal, sendo uma delas a desnutrição. A desnutrição proteico-energética é 

definida como a deficiência energética como resultado do consumo inadequado de 

nutrientes (PREIDIS et al., 2015). A desnutrição continua sendo considerada um dos 

maiores problemas de saúde em países de baixa renda e é caracterizada como a causa mais 

comum de imunodeficiência secundária (RHO et al., 2017). Crianças com nutrição 

insuficiente ou inadequada são mais susceptíveis a infecções e a doenças endêmicas 

(TAYLOR et al., 2013). Os efeitos a longo prazo da desnutrição durante a infância incluem 

a deficiência no crescimento linear, na eficácia de vacinas, nas habilidades cognitivas e 

produtividade econômica, além de aumento no rico de obesidade, diabetes e doenças 

cardiovasculares (DEWEY; BEGUM, 2011).  

Nesse estudo, nós reproduzimos a desnutrição infantil e o protocolo de 

recuperação alimentar em modelos murinos com a finalidade de avaliar os efeitos da 

desnutrição na composição e funcionalidade da microbiota intestinal a longo prazo. Além 

disso, buscamos identificar o comportamento do sistema imune após a desnutrição e 
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associar a microbiota intestinal com possíveis alterações na imunidade. Nossos resultados 

demonstram que os efeitos da desnutrição se repercutem até na vida adulta, alterando o 

metabolismo dos animais e a resposta imune. 

5.2 METODOLOGIA  

5.2.1 EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 Os experimentos foram realizados em camundongos de acordo com as normas 

internacionais e em consonância com os princípios éticos de experimentação animal do 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e do Comitê de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). O projeto obteve 

parecer favorável pelo CEUA da UFSC e está cadastrado sob o número 5560250219. A 

Figura 6 resume o delineamento experimental descrito abaixo. 

Camundongos C57BL/6 machos e fêmeas, com idade superior a 3-4 semanas, foram 

mantidos na área de experimentação do Biotério Setorial do MIP (BS-MIP), onde foram 

distribuídos em microisoladores com no máximo 3 animais por caixa, maravalha 

esterilizada e controle de condições ambientais, com temperatura de 21 ºC (± 1 °C), ciclos 

de luz de 12 h e umidade controlada (50 ± 20%). Antes do início dos experimentos, todos 

animais passaram por período de aclimatação de 4 dias para recuperação do estresse do 

transporte. Durante o período de aclimatação, os animais tiveram acesso ad libitum a água 

destilada esterilizada e a alimentação irradiada. 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente em 4 grupos experimentais: grupo 

controle (CON) com 6 animais, grupo que recebeu apenas a vacina (VZV) com 6 animais, 

grupo desnutrido e recuperado (UND) com 6 animais, grupo desnutrido e recuperado que 

recebeu a vacina (UND+VZV) com 6 animais. Além disso, foi realizada uma subdivisão 

entre gêneros, sendo que cada grupo experimental com n de 6 foi composto por 3 

camundongos machos e 3 camundongos fêmeas.  

O modelo de desnutrição empregado foi adaptado do modelo descrito por Mittal e 

Woodward (1985), sendo que camundongos dos grupos desnutridos UND e UND+VZV 

receberam dietas com redução de 40% da ração total consumida pelos grupos CON e VZV, 
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ou seja, esses animais consumiram diariamente apenas 60% do total consumido por um 

animal controle. As quantidades de alimentação recebida por esses animais, foi 

previamente estabelecida de forma diária através do acompanhamento do desenvolvimento 

de animais saudáveis cujos pesos, assim como o peso da ração consumida diariamente, foi 

auferida previamente e estão descritos em Gubert (2020). Além disso, a ração disponível 

para consumo dos animais desnutridos UND e VZV foi adequada de acordo com o gênero, 

dessa forma os camundongos machos consumiam diariamente 1,7 g de ração por animal e 

as fêmeas consumiam 1,4 g de ração por animal. O período de desnutrição para esses 

grupos foi mantido durante três semanas. Com relação a disponibilidade de alimento para 

os animais dos grupos controle CON e VZV, essa foi realizada ad libitum.  

 Após o período de desnutrição, quando os animais apresentavam cerca de 6-7 

semanas de idade, foi realizado um período de recuperação e reestabelecimento da 

alimentação para os grupos desnutridos UND e UND+VZV. Esse período de recuperação 

ocorreu ao longo de duas semanas, nas quais foi reintroduzido progressivamente o aumento 

na alimentação disponível. Camundongos machos receberam, a cada dois dias, um aumento 

de cerca de 0,5 g na alimentação, já as fêmeas receberam um aumento de 0,4 g na 

alimentação a cada dois dias. Ao final das duas semanas de recuperação, a alimentação foi 

disponibilizada de modo ad libitum. 

A vacinação dos animais dos grupos VZV e UND+VZV foi realizada no final do 

período de recuperação. Cada grupo vacinado recebeu uma dose intramuscular (I.M.) da 

vacina comercial liofilizada do vírus da varicela-zoster cepa Oka vivo atenuado, Varilrix® 

(GlaxoSmithKline), cada dose contém no mínimo 2000 unidades formadoras de placa 

(UFP). Cada camundongo dos grupos vacinados recebeu cerca de 334 partículas virais em 

100 µL de solução salina 0,9% via I.M.  

Para análise da microbiota, foram coletadas amostras de fezes em pontos específicos 

do experimento, os quais são: dia 0, condizendo com o início do experimento (T1); dia 21, 

final da desnutrição (T2); dia 35, final da recuperação e administração da vacina (T3); dia 

189, final do experimento (T4). A coleta de fezes foi realizada de maneira espontânea 

através da aproximação de tubos estéreis de 1,5 mL do ânus dos animais. Após a coleta, o 

material foi armazenado a -80 ºC para posterior extração de DNA. 
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Ao final da experimentação, os animais foram anestesiados com solução contendo 25 

µL/g de cetamina e 17 µL/g de xilazina por via intraperitoneal (I.P.), sendo realizada a 

medição do comprimento do corpo e da cauda desses animais. Posteriormente, os animais 

passaram pelo procedimento de eutanásia por deslocamento cervical para coleta e medição 

de órgão internos. As medidas anotadas foram do tamanho, em centímetros, do intestino 

grosso e delgado e do fêmur e o peso, em gramas, do coração, rim e fígado. O baço dos 

animais foi coletado em procedimento asséptico para posterior cultivo celular. Além disso, 

os linfonodos mesentéricos e inguinais e o intestino grosso e delgado foram coletados e 

fixados em paraformaldeído 4% tamponado (pH 7,2) durante 24 h. Logo após a fixação, os 

órgãos foram lavados 3 vezes em tampão fosfato de sódio 0,1M (pH 7,2) e armazenados em 

solução salina 0,9% para posterior análise histológica.  

Figura 6. Representação do delineamento experimental do capítulo 2. 

 

Fonte: Eslabão (2021) 

Legenda. Delineamento experimental destacando os pontos principais na experimentação, 

como a desnutrição, a recuperação, a vacinação e o final do experimento, em relação a 
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idade (semanas) dos animais e o tempo experimental. Ênfase para as coletas e para as 

medidas analisadas durante a experimentação.  

5.2.2 EXTRAÇÃO DE DNA TOTAL DAS FEZES 

 A extração de DNA total das fezes dos animais foi realizada com o FastDNA™ 

SPIN Kit (MP Biomedicals™, Thermo Fisher Scientific) de acordo com as especificações 

do fabricante. Brevemente, as amostras de fezes foram pesadas e adicionadas no tubo 

Lysing Matrix A fornecido no kit. Logo após, foi adicionado 1 mL de solução de lise celular 

para bactérias, homogeneizado por vortex e centrifugado a 14000 x g por 10 min. Cerca de 

700 µL de sobrenadante foi coletado, transferido para um tubo 2 mL contento um volume 

igual de Binding Matrix e incubado por 5 min em temperatura ambiente sob leve agitação. 

A suspenção foi transferida para um filtro SPIN™ e centrifugada a 14000 x g por 1 min. 

Em seguida, o pellet retido no filtro foi suspendido com a adição de 500 µL da solução 

SEWS-M e centrifugado a 14000 x g por 1 min. Para remover totalmente a solução SEWS-

M, uma nova etapa de centrifugação a 14000 x g por 2 min foi realizada. Por último, o 

DNA foi eluido pela adição de 100 µL de solução DES suspendendo a Binding Matrix 

retida no filtro e centrifugando as amostras a 14000 x g por 1 min.  

O DNA foi quantificado através de fluorometria com o Qubit™ (Thermo Fisher 

Scientific) utilizando o Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen™, Thermo Fisher 

Scientific). Para a quantificação foi preparada uma solução de trabalho com o Qubit™ 

dsDNA BR Reagent diluído 1:200 em Qubit™ dsDNA BR Buffer. O volume final para 

análise de cada amostra e cada padrão foi de 200 µL, sendo 190 µL de solução de trabalho 

e 10 µL de amostra ou padrão. As amostras foram homogeneizadas por vortex e incubadas 

por 2 min em temperatura ambiente. Logo em seguida foi realizada a leitura das curvas 

padrões e das amostras, estabelecendo a concentração de DNA contido em cada uma. As 

amostras foram então armazenadas a -20 ºC. 

5.2.3 SEQUENCIAMENTO DO rRNA 16S 

5.2.3.1 SEQUENCIAMENTO  
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O sequenciamento do gene rRNA 16S foi realizado pela empresa GenOne Biotech 

(Rio de Janeiro, Brazil). Para a geração do amplicon representativo das regiões V3-V4 do 

gene 16S rRNA foram utilizados primers 341F (5’-CCTAYGGGRBGCASCAG-3’) e 806R 

(5’-GGACTACNNGGGTATCTAAT-3’) associados a sequências barcode conforme 

descrito por Yu et al. (2005). A amplificação por PCR foi realizada utilizando 15 μL de 

Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix (New England Biolabs), 0,2 μM de primers 

foward e reverse, e cerca de 10 ng de DNA template. As condições da amplificação foram 

98°C por 1 min para desnaturação inicial, seguido de 30 ciclos de desnaturação a 98°C por 

10 s, anelamento a 50°C por 30s e extensão a 72°C por 60s, além de um passo de extensão 

final a 72°C por 5 min. 

A quantificação e análise de qualidade da amplificação por PCR foi realizada em 

por eletroforese em gel de agarose à 2%, no qual o produto proveniente do PCR foi 

misturado em volumes iguais de loading buffer contendo SYB green. Apenas as amostras 

que apresentaram bandas intensas entre 400 e 450 pb foram selecionadas. Os produtos 

provenientes do PCR foram misturados em razões de equidensidade. Por fim, os produtos 

foram purificados com Qiagen Gel Extraction Kit (Qiagen) de acordo com as instruções do 

fabricante. As bibliotecas para o sequenciamento foram geradas utilizando o TruSeq® 

DNA PCR-Free Sample Preparation Kit (Illumina), seguindo as recomendações do 

fabricante, e adicionando os adaptadores. A qualidade da biblioteca foi acessada através de 

fluorometria com o Qubit™ 2.0 (Thermo Fisher Scientific) e por eletroforese através do 

sistema 2100 Bionalyzer (Agilent). O sequenciamento foi realizado na plataforma Illumina 

HiSeq 2500 (Illumina, Inc.), resultando na geração de paired-end reads de 250 pb. 

5.2.3.2 ANÁLISE METAGENÔMICA  

Para as análises de metagenômica foram selecionadas as sequências previamente 

trimadas pela empresa Genone Biotechnologies, das quais foram removidas das sequências 

finais referentes aos adaptadores. A análise de qualidade das sequências foi realizada 

utilizando FastQC. Sequências de baixa qualidade com tamanho inferior a 200 e com valor 

de phred score menor que 33 foram filtradas e retiradas da análise através da ferramenta 

Trimmomatic versão 0.36 (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014).  
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O pareamento das sequências paired-end foi realizado pela metodologia de 

denoising com auxílio do DADA2 (CALLAHAN et al., 2016), fornecido pelo QIIME 2 

(Quantitative Insights Into Microbial Ecology 2) (BOLYEN et al., 2019). Além do 

alinhamento das sequências, o DADA2 é responsável pela identificação de quimeras, 

filtragem de singletons e geração de amplicon sequence variant (AVS). Após a etapa de 

denoising, foi realizada uma nova filtragem para remoção de AVS raras, utilizando um 

ponto de corte para variantes com frequência mínima de 2%. A identificação taxonômica 

foi realizada a partir da base de dados do Greengenes versão 13.8 (DESANTIS et al., 2006), 

com classificadores disponibilizados pelo QIIME 2 para a região V3/V4 do gene rRNA 16S 

e a metodologia de classificação consenso do VSEARCH (ROGNES et al., 2016). 

PICRUSt2 foi utilizado para predição das funções metagenômica baseadas na normalização 

das tabelas de AVSs (DOUGLAS et al., 2020). 

5.2.3.3 ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

 Todas as análises estatísticas foram realizadas com o software R versão 4.1.0 (R 

CORE TEAM, [s.d.]). Para avaliação das alterações na microbiota intestinal em relação a 

abundância total e a abundância relativa, levando em consideração os diferentes grupos 

experimentais, foi utilizado o pacote phyloseq (MCMURDIE; HOLMES, 2013).  

 Para as análises de alpha-diversidade, foram calculados os índices de espécies 

observadas, o índice de riqueza Chao1 e os índices de diversidade Shannon e Simpson, 

através do pacote phyloseq (MCMURDIE; HOLMES, 2013). Após o cálculo dos índices, 

análise de distribuição de frequências e o teste de Shapiro-Wilk foram aplicados para 

acessar a normalidade das amostras. Para amostras paramétricas foram aplicados os testes 

de Student’s t ou ANOVA seguido de teste de comparações múltiplas de Tukey, de acordo 

com as variáveis analisadas. Já para amostras não paramétricas, foram empregados os testes 

de Mann-Whitney-Wilcoxon ou Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparações múltiplas 

de Dunn.   

 A beta-diversidade também foi acessada utilizando o pacote phyloseq 

(MCMURDIE; HOLMES, 2013) e o pacote vegan (OKSANEN et al., 2019). Os dados de 

ordenação foram computados utilizando as metodologias de análise de coordenadas 
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principais (PCoA) e de escalonamento multidimensional não métrico (nMDS), ambas 

baseadas no índice de dissimilaridade de Bray-Curtis. Para determinar as diferenças 

estatísticas entre os grupos, foi realizado a análise de variância de permutação multivariada 

(teste de ADONIS com 10000 permutações) (ANDERSON; WALSH, 2013).  

 Para a acessar as diferenças na abundância de táxons da microbiota intestinal entre 

os grupos experimentais, foi utilizado o pacote DESeq2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014), 

que realiza a análise diferencial baseada em um modelo de distribuição binominal negativa. 

A correlação entre as diferenças de táxons e os grupos experimentais foi determinada pela 

metodologia de análise linear discriminante (LDA) do tamanho do efeito (LEfSe) seguindo 

as condições: o valor de α para o teste fatorial de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney-

Wilcoxon entre as classes foi de < 0.05 e o limiar de corte para o score logarítmico LDA 

para características discriminantes foi de > 2.0 (SEGATA et al., 2011). As predições das 

funções metabólicas foram analisadas através de LEfSe e do teste de Kruskal-Wallis com o 

valor de p ajustado pela taxa de falsas descobertas de Benjamini–Hochberg (FDR). Dados 

com valor de p < 0.05 foram considerados significativos. 

5.2.4 CITOMETRIA DE FLUXO DO CULTIVO DE ESPLENÓCITOS 

 O baço dos animais em experimentação (CON, SXT, UND e UND+SXT) foi 

coletado assepticamente ao final do período de recuperação alimentar. Para o cultivo dos 

esplenócitos, o baço foi adicionado a uma placa de Petri com 5 mL de meio Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco, Thermo Fisher Scientific) com 10% de soro 

fetal bovino (FBS) (Gibco, Thermo Fisher Scientific) e dissociados com auxílio de seringas 

até completo rompimento da estrutura do órgão. A suspensão foi filtrada e, logo após, 

centrifugada a 400 x g por 4 min. Uma etapa de lavagem com solução salina fosfatada 

(PBS) 1x e centrifugação a 400 x g por 4 min foi realizada. Para lise dos eritrócitos, foi 

adicionado 5 mL de tampão de lise cloreto de amônio-potássio (pH 7,2) e incubado por 5 

min a temperatura ambiente. A reação foi parada com a adição de 10 mL de PBS 1x. As 

células foram centrifugadas a 400 x g por 4 min. O pellet foi suspendido em 1 mL de meio 

DMEM com 10% de FBS e o total de células foi determinado corando as células com azul 

de tripano 0,2% filtrado e utilizando a câmara de Neubauer. Para o cultivo, a concentração 

celular foi ajustada para 3 x 106 células por mL. As amostras foram aplicadas em triplicada 
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de 100 µL por poço em placas de 96 poços de cultivo celular LCP096 (Lavie) e incubadas 

por 72 h a 37 ºC com 5% CO2 em uma incubadora CO2 Steri-Cycle modelo 371 (Thermo 

Fisher Scientific). 

Após o período de incubação com os estímulos, os cultivos passaram por uma etapa 

de centrifugação a 400 x g por 4 min, uma etapa de lavagem com PBS 1x e outra etapa de 

centrifugação. Em seguida, foram adicionados os 50 µL de mix de anticorpos anti-

marcadores extracelulares diluídos em tampão FACS (PBS 1x, BSA 3% e azida sódica 

0,01%) por amostra e incubados por 30 min a 4 ºC no escuro. Os painéis de anticorpos 

utilizados para imunofenotipagem estão descritos na Tabela 2.  Foram adquiridos todos os 

eventos com o citômetro de fluxo BD FACSCanto™ (BD Biosciences) disponível no 

Laboratório de Imunologia da Célula B (LABI). Além disso, amostras de células com 

marcação única para cada anticorpo foram adquiridas com a finalidade de compensar a 

fluorescência da análise. Os dados obtidos foram analisados no software FlowJo versão 10. 

Tabela 2. Descrição dos painéis de anticorpos utilizados para imunofenotipagem dos 

linfócitos isolados do baço dos camundongos ao final do experimento. 

Marcadores Fluoróforo 

B220 APC-Cy7 

CD3 FITC 

Gr-1 FITC 

CD23 PE-Cy7 

GL7 PerCP-Cy5.5 

CD38 APC 

CD138 PE 
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F4/80 FITC 

5.2.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

Todas as análises estatísticas não referentes ao sequenciamento da microbiota 

foram realizadas no software GraphPad Prism versão 7. A normalidade das amostras foi 

determinada pela análise de curtose e assimetria, além do teste de normalidade de Shapiro-

Wilk. Para a comparação entre dois grupos com distribuição paramétrica foi utilizado o 

teste t bicaudal. Já para comparação entre dois grupos não-paramétricos foi utilizado o teste 

U de Mann-Whitney. O teste de análise de variância de uma via (one-way ANOVA) 

seguido do teste de comparação múltipla de Tukey foi utilizado para comparação entre 

grupos com distribuição paramétrica. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de 

comparação múltipla de Dunn foi realizado em comparações entre grupos não-paramétricos. 

Foram considerados estatisticamente significantes os dados que apresentavam valor de p 

menores que 0,05 (p < 0,05). Todos os dados foram expressos como média ± desvio padrão. 

 

5.3 RESULTADOS 

5.3.1 Avaliação do peso de camundongos submetidos a protocolo de desnutrição 

energético-proteica durante a infância, de recuperação nutricional e de posterior 

acompanhamento a curto e a longo prazo.  

Os camundongos C57BL/6 foram aleatoriamente distribuídos entre os grupos 

experimentais controle (CON) e desnutrido (UND) após o desmane, quando os 

camundongos apresentavam idade entre 3 e 4 semanas. Os animais alocados no grupo UND 

receberam dieta que consistia em apenas 60% do total consumido pelo grupo CON como 

modo de induzir a desnutrição proteica-energética. Os animais do grupo UND apresentaram 

redução significativa no peso (Figura 3). Os camundongos C57BL/6 machos do grupo 

UND iniciaram o experimento com pesos similares e, durante a desnutrição, divergiram nos 

dados, apresentando um peso significativamente reduzido (p < 0,01) a partir do dia 7 do 

experimento (Figura 7A). Essa tendência se manteve durante todo o período de desnutrição, 



102 
 

até o dia 21, no qual os animais dos grupos UND mantiveram o peso constante em torno de 

10 g, enquanto os animais CON apresentavam um ganho de peso diário, chegando ao dia 

21 do experimento com cerca de 18,9 g (± 1,97) contra 10,5 g (± 0,48) dos animais UND (p 

< 0,01). A recuperação com retomada gradual da administração de alimento foi marcada 

com o ganho de peso dos animais UND, porém os mesmos ainda apresentavam peso 

significativamente menor aos dos grupos CON (p < 0,01). Após o período de recuperação e 

a administração da vacina, ambos os grupos se igualaram em peso, demonstrando que a 

vacinação não influenciou no peso dos animais. Entretanto, no período final da 

experimentação, os animais UND demonstravam um peso significativamente maior que os 

animais CON, cerca de 28,28 g (± 1,84) dos grupos UND contra 25,5 g (± 0,94) dos CON 

(p < 0,01).  

Já os camundongos C57BL/6 fêmeas também iniciaram o experimento com pesos 

similares e, durante a desnutrição, divergiram nos dados (Figura 7B). Durante a desnutrição, 

as fêmeas dos grupos UND apresentaram uma redução no peso, tendo iniciado o período de 

desnutrição, dia 0, com 13,27 g (± 1,216) e finalizado com 9,683 g (± 0,95), dia 21. 

Enquanto os animais CON apresentavam um ganho de peso diário, partindo de 13,03 g (± 

0,75) e chegando ao dia 21 do experimento com 16,97 g (± 0,35). Durante os primeiros 21 

dias de experimento, as fêmeas dos grupos UND apresentavam peso significativamente 

menor que as pertencentes aos grupos CON (p < 0,01). A recuperação também foi marcada 

com o ganho de peso dos animais UND, porém as fêmeas ainda apresentavam peso 

significativamente menor as dos grupos CON (p < 0,01). Após a recuperação e a 

administração da vacina, o peso dos animais se igualou e se manteve constante até o final 

do experimento. 

Figura 7. A desnutrição durante a infância resulta em redução drástica de peso, que é 

revertida com a reposição alimentar. 
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Fonte: Eslabão (2021) 
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Legenda. Cinética do peso dos camundongos C57BL/6 em experimentação, demonstrando 

que a administração de uma dieta com redução proteica resulta em falha no ganho de peso 

de camundongos após o desmame, sendo revertida com a recuperação gradual da 

disponibilidade de alimento. Animais pertencentes aos grupos controles não-desnutridos 

estão representados pelos círculos em branco, já os animais pertencentes aos grupos que 

passaram pelo período de desnutrição estão representados pelos quadrados em preto. A) 

Cinética do peso dos camundongos C57BL/6 machos (n = 11), sendo n = 5 pertencentes 

aos grupos controles e n = 6 pertencentes aos grupos desnutridos. B) Cinética do peso dos 

camundongos C57BL/6 fêmeas (n = 12), sendo n = 6 pertencentes aos grupos controles e n 

= 6 pertencentes aos grupos desnutridos. A comparação entre os grupos controles e os 

grupos desnutridos por dia do experimento foi realizada pelo teste U de Mann-Whitney. 

Dados apresentados como média ± desvio padrão. * p < 0,05; ** p < 0,01. 

Além da cinética de peso dos animais ao longo do experimento, o ganho de peso 

em gramas adquirido por dia durante o protocolo de desnutrição se mostrou 

significantemente reduzido em animais UND quando comparados com os animais CON 

(Figura 8). Os machos UND apresentaram um ganho de peso negativo -0,027 g (±0,046) 

quando comparados com os machos CON 0,256 g (±0,042) (p < 0,0001) (Figura 8A). Com 

relação as fêmeas, os animais desnutridos também apresentaram um ganho de peso 

negativo -0.17 g (±0,033) enquanto os animais CON apresentaram um ganho de 0,187 g 

(±0,038) (p < 0,0001) (Figura 8B). Entretanto, o ganho de peso em gramas adquirido por 

dia se mostrou significativamente elevado em camundongos dos grupos UND quando 

comparados aos grupos CON durante o período que compreende o protocolo de 

recuperação (Figura 8). Os animais machos UND apresentaram um ganho diário de 0,602 g 

(±0,058) comparados com um ganho de 0,165 g (±0,048) dos grupos CON (p < 0,0001) 

(Figura 8A). Já as fêmeas dos grupos UND apresentaram um ganho diário de 0,442 g 

(±0,05) comparados com um ganho de 0,109 g (±0,01) dos grupos CON (p < 0,0001) 

(Figura 8B). 

Figura 8. Animais que foram submetidos à desnutrição infantil apresentam um maior 

ganho de peso por dia após a reintrodução alimentar. 
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Fonte: Eslabão (2021) 
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Legenda. Ganho de peso em gramas por dia dos camundongos C57BL/6 em 

experimentação durante o período que compreende o protocolo de desnutrição e o 

protocolo de recuperação. Os círculos brancos representam os animais pertencentes aos 

grupos controles e quadrados pretos representam os animais dos grupos desnutridos e 

recuperados. O total de camundongos C57BL/6 machos avaliados foi 11 (n = 11), sendo n 

= 5 pertencentes aos grupos controles e n = 6 pertencentes aos grupos desnutridos e 

recuperados. O total de camundongos C57BL/6 fêmeas avaliadas foi 12 (n = 12), sendo n = 

6 pertencentes aos grupos controles e n = 6 pertencentes aos grupos desnutridos. A 

comparação entre os grupos controles e os grupos desnutridos por gênero foi realizada pelo 

teste U de Mann-Whitney. Dados apresentados como média ± desvio padrão. **** p < 

0,0001.  

 

5.3.2 Alterações no tamanho de órgãos de camundongos C57BL/6 adultos, submetidos 

a desnutrição durante a infância.  

Para determinar o efeito da desnutrição no crescimento e na fisiologia dos órgãos 

de camundongos C57BL/6, os animais tiveram suas medidas avaliadas levando em 

consideração o comprimento do corpo e os tamanhos de cauda, de intestino grosso, de 

intestino delgado e de fêmur, além do peso do coração, do fígado e dos rins.  

As alterações foram observadas principalmente nos camundongos machos, os 

quais apresentaram diferenças no tamanho do intestino delgado e no peso do coração 

(Figura 9). Os animais machos C57BL/6 UND apresentaram um aumento no tamanho 

médio do intestino delgado (41,8 cm ± 3,114) em relação aos grupos CON (36,6 cm ± 

2,302) (p < 0,05) (Figura 9A). Esse aumento não foi observado nas fêmeas (Figura 9A). O 

coração foi outro órgão que apresentou alterações em relação ao peso (Figura 9B). 

Entretendo, seus dados não se mostraram congruentes entre os gêneros. Enquanto os 

machos C57BL/6 UND apresentaram um aumento no peso médio do coração (0,232 g ± 

0,046) em relação aos animais CON (0,1698 g ± 0,01698) (p < 0,05), as fêmeas C57BL/6 

UND mostraram uma redução no peso médio do coração (0,1377 g ± 0,0222) em relação 

aos CON (0,1712 g ± 0,0255) (p < 0,05). As outras medidas analisadas como o 
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comprimento do corpo e os tamanhos de cauda, de intestino grosso e de fêmur, além do 

peso do fígado e dos rins, estão detalhadas na Tabela 3. 

Figura 9. Desnutrição durante a infância resultou em alterações no tamanho do intestino 

delgado e no peso do coração. 
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Fonte: Eslabão (2021) 

Legenda. Determinação do efeito da desnutrição proteico-energética no tamanho em 

centímetros do intestino delgado (A) e no peso em gramas do coração (B) de camundongos 

C57BL/6. Os círculos brancos representam os animais pertencentes aos grupos controles e 

os quadrados pretos representam os animais dos grupos desnutrição. O total de 
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camundongos C57BL/6 machos avaliados foi 10 (n = 10), sendo n = 5 pertencentes aos 

grupos controles e n = 5 pertencentes aos grupos desnutrição. O total de camundongos 

C57BL/6 fêmeas avaliadas foi 12 (n = 12), sendo n = 6 pertencentes aos grupos controles e 

n = 6 pertencentes aos grupos desnutridos. A comparação entre os grupos controles e os 

grupos desnutridos por gênero foi realizada pelo teste U de Mann-Whitney. Dados 

apresentados como média ± desvio padrão. * p < 0,05. 

Tabela 3. Descrição das medidas analisadas como o comprimento do corpo e os tamanhos 

de cauda, de intestino grosso e de fêmur, além do peso do fígado e dos rins, em 

camundongos C57BL/6. 

 

Machos Fêmeas 

Controle Desnutrição p Controle Desnutrição p 

Corpo 

(cm) 
8,74 (± 0,1673) 9,25 (± 0,3697) 0,087 8,65 (± 0,2429) 8,467 (± 0,2338) 0,292 

Cauda 

(cm) 
8,68 (± 0,1304) 8,84 (± 0,1517) 0,095 8,417 (± 0,2927) 8,033 (± 0,3327) 0,056 

Fêmur 

(cm) 
1,6 (± 0,1155) 1,74 (± 0,05477) 0,158 1,7 (± 0) 1,7 (± 0) >0,999 

Intestino 

Grosso 

(cm) 

6,22 (± 0,6723) 7,16 (± 1,199) 0,341 7,25 (± 0,6892) 7,367 (± 1,108) >0,999 
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Rim (g) 
0,2446 (± 0,01885) 0,2458 (± 0,03125) 0,888 

0,1765 (± 

0,01783) 
0,1658 (± 0,02994) 0,588 

Fígado 

(g) 
1,558 (± 0,1183) 1,893 (± 0,2696) 0,095 1,253 (± 0,1781) 1,243 (± 0,1857) >0,999 

Legenda. Para dados paramétricos (intestino grosso e rim) foram aplicados teste t bicaudal; 

para dados não-paramétricos (corpo, cauda, fêmur e fígado) foram aplicados teste U de 

Mann-Whitney; dados apresentados como média ± desvio padrão. 

 

5.3.3 Desnutrição durante a infância resulta alterações em famílias e gêneros 

específicos na composição da microbiota intestinal de camundongos C57BL/6.  

A avaliação da composição da microbiota intestinal foi realizada através do 

sequenciamento por síntese do RNA ribossomal 16S, utilizando a plataforma Illumina 

HiSeq 2500 (Illumina, Inc.), de DNA extraído de amostras de fezes de camundongos 

C57BL/6. O sequenciamento gerou aproximadamente 3.3 milhões de leituras (reads), com 

uma média de 119.571 leituras por amostra. As sequências foram classificadas em AVS, 

resultando em uma média de 504.000 AVSs por amostra. A análise da cobertura em relação 

a riqueza de espécies identificadas no sequenciamento foi realizada através da construção 

de uma curva de rarefação, demonstrando que todas as amostras atingiram o platô antes do 

número máximo de sequências geradas para cada amostra assegurando que a reação de 

sequenciamento foi capaz de identificar todas as espécies presentes em cada amostra e que 

não houve discrepâncias nos dados obtidos a partir das amostras (Figura 10).  

Figura 10. Curva de rarefação do sequenciamento 
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Fonte: Eslabão (2021) 

Legenda. Curva de rarefação de todas as amostras do sequenciamento. Número de espécies 

identificadas pelo número de sequências. Cada linha do gráfico corresponde a curva de 

rarefação de uma amostra sequenciada. O retângulo no final de cada linha corresponde a 

nomenclatura designada para cada amostra. 

A identificação taxonômica das AVSs geradas foi realizada através do alinhamento 

com o banco de dados Greengenes versão 13.8 (DESANTIS et al., 2006). Caracterizou-se a 

composição e funcionalidade da microbiota intestinal de camundongos C57BL/6 no 

período referente ao final do protocolo de desnutrição e recuperação alimentar (Figuras 11 

e 12).  
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A avaliação do perfil da microbiota intestinal se deu, primeiramente, pela análise da 

abundância relativa dos principais filos presentes na amostra (Figura 11A). Observa-se uma 

redução significativa na abundância relativa de Proteobacteria (0,053 ± 0,02 CON vs. 0,027 

± 0,01 UND, p < 0,05) e um aumento significativo de Bacteroidetes (0,59 ± 0,08 CON vs. 

0,73 ± 0,08 UND, p < 0,05) e Verrucomicrobia (0 ± 0 CON vs. 0,00011 ± 0,00008 UND, p 

< 0,05) nos animais UND. Além disso, para comparação de riqueza, número de espécies 

presentes nas amostras, foram utilizados os índices Observed (número de OTUs presentes 

na amostra) e Chao1 (estimativa do possível número de OTUs presentes na amostra com 

base na avaliação de OTUs raras) (Figura 11B). Já para comparações da diversidade 

apresentada pela microbiota nos diferentes tempos experimentais foram utilizados dois 

índices distintos: Shannon, índice que assume que todas as espécies estão representadas em 

uma determinada amostra, resultando em um maior peso estatístico para a riqueza da 

amostra; e Simpson, índice que assume maior peso estatístico para a uniformidade da 

amostra e para as espécies mais comuns e/ou dominantes, o que resulta na não influência de 

espécies raras na diversidade da amostra (Figura 11B). Não foram observadas diferenças 

para os índices Observed (481 CON vs. 458 UND), Chao1 (481 CON vs. 458 UND), 

Shannon (4,88 CON vs. 4,66 UND) e Simpson (0,983 CON vs. 0,98 UND) analisados. 

Entretanto, todos os índices sugerem uma maior variação intragrupo nos animais do grupo 

UND comparados aos animais do grupo CON. 

Para acessar a diferença que cada amostra apresenta em relação as demais amostras 

levando em consideração os grupos CON e UND, foram realizadas análises de beta 

diversidade tendo como base o índice de diversidade de Bray-Curtis, que emprega a 

abundância das OTUs em sua métrica, e representados através de gráficos de análises de 

coordenadas principais (PCoA) (Figura 11C). A análise de adonis (análise de variância por 

permutação usando distância de matrizes) foi utilizada para identificar se os animais CON e 

UND apresentavam diferenças na posição dos seus centroides. O resultado demonstrou que 

os grupos apresentam diferentes localizações de centroides (p ajustado < 0.0303). A análise 

de PCoA demonstra que as amostras grupo UND tendem a se distanciar do grupo CON. 

Além disso, a análise de dispersão beta comprovou que não existem diferenças 

significativas na dispersão das amostras quando os grupos são comparados, ou seja, ambos 
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os grupos possuem variações similares da dispersão de suas amostras em relação aos 

centroides. 

 

Figura 11. A microbiota de camundongos C57BL/6 UND não apresenta o mesmo perfil da 

microbiota de camundongos C57BL/6 CON após o final do período de recuperação 

alimentar.  



114 
 

 

Fonte: Eslabão (2021) 

Legenda. Riqueza e diversidade de amostras de fezes de camundongos C57BL/6 CON 

(n=6) e UND (n=6) ao final do protocolo de recuperação. A) Análise da abundância relativa 
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dos filos presentes nas amostras. B) Diagrama de caixa representando medidas de 

diversidade alfa (índices: Observed, Chao1, Shannon, Simpson) nos grupos CON (verde) e 

UND (vermelho). C) Análise de coordenadas principais dos índices de diversidade de Bray-

Curtis para os grupos CON (vermelho) e UND (verde). A comparação dos animais CON e 

UND foi realizada por teste t para dados paramétricos e teste U de Mann-Whitney para 

dados não-paramétricos. 

A identificação das taxa que demonstraram diferenças significativas entre os grupos 

CON e UND foi realizada pela análise discriminante linear (LDA) com base no efeito do 

tamanho (LEfSe), o qual consiste em um algoritmo para identificação de biomarcadores 

levando em consideração as características genômicas (genes, vias metabólicas e/ou taxa) e 

condições biológicas (SEGATA et al., 2011) (Figura 12A). O algoritmo LEfSe utiliza o 

teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis para primeiramente detectar diferenças nas 

abundâncias dos táxons, seguido do teste U de Mann-Whitney para identificar as 

significâncias biológicas das condições delimitadas. Os camundongos UND apresentaram 

alterações significativas em 13 taxa comparadas com o grupo CON (p < 0,05). Quando 

comparados ao grupo CON, observa-se que os animais UND apresentam um aumento do 

significativo do filo Verrucomicrobia e, consequentemente, da família Verrucumicrobiales 

e do gênero Akkermansia (0 ± 0 CON vs. 0,00011 ± 0,00007 UND). Já o grupo CON 

apresenta aumento significativo nos gêneros Dorea (0,004 ± 0,005 CON vs. 0,0005 ± 

0,0003 UND), Ruminococcus família Lachnospiraceae (0,006 ± 0,001 CON vs. 0,0038 ± 

0,001 UND), Coprococcus, Ruminococcus família Ruminococcaceae (0,007 CON ± 0,001 

vs. 0,0047 ± 0,001 UND), AF12 (0,003 ± 0,001 CON vs. 0,0008 ± 0,0003 UND) e 

Adlercreutzia (0,0004 ± 0,0001 CON vs. 0,0002 ± 0,0001 UND) em relação ao grupo UND. 

A Figura 12B mostra a representação em cladograma das alterações observadas na 

microbiota intestinal pela técnica de LEfSe.  

A análise da funcionalidade da microbiota por LEfSe demonstrou um alterações em 

36 vias metabólicas (Figura 12C), sendo que o grupo CON teve maior presença 

principalmente em vias metabólicas relacionadas com a degradação de açucares [sucrose 

degradation IV (0,0063 ± 0,002 CON vs. 0,0033 ± 0,002 UND); fucose degradation (0,008 

± 0,0009 CON vs. 0,006 ± 0,001 UND)] e biossíntese de amino ácidos [arginine, ornithine 
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and proline interconversion (0,006 ± 0,001 CON vs. 0,004 ± 0,0007 UND); L-methionine 

biosynthesis I (0,015 ± 0,004 CON vs. 0,008 ± 0,003 UND); superpathway of L-methionine 

biosynthesis (0,027 ± 0,007 CON vs. 0,017 ± 0,006 UND); superpathway of S-adenosyl-L-

methionine biosynthesis (0,027 ± 0,007 CON vs. 0,012 ± 0,005 UND)]. Entretanto, em 

camundongos UND observa-se uma maior presença sobretudo das vias metabólicas 

responsáveis pelo metabolismo de componentes inorgânicos [urea cycle (0,015 ± 0,003 

CON vs. 0,021 ± 0,004 UND)], pela degradação de açúcares [L-rhamnose degradation I 

(0,017 ± 0,0015 CON vs. 0,02 ± 0,002 UND)], pela biossíntese de vitaminas [preQ0 

biosynthesis (0,031 ± 0,004 CON vs. 0,037 ± 0,004 UND)], pela biossíntese de parede 

celular [peptidoglycan maturation (0,034 ± 0,002 CON vs. 0,038 ± 0,003 UND)], pela 

geração de metabolitos e energia [pentose phosphate pathway (0,034 ± 0,003 CON vs. 

0,041 ± 0,004 UND)] e pela biossíntese de açúcar nucleotídeo [O-antigen building blocks 

biosynthesis (0,044 ± 0,004 CON vs. 0,05 ± 0,005 UND)]. 

  

Figura 12. Camundongos C57BL/6 UND apresentam alterações na composição e 

funcionalidade da microbiota intestinal mesmo após recuperação alimentar. 



117 
 

 

Fonte: Eslabão (2021) 

Legenda. Clados taxonômicos e vias metabólicas alterados significativamente em amostras 

de fezes de camundongos C57BL/6 CON (n=6) e UND (n=6) ao final do protocolo de 
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recuperação alimentar. A) Análise discriminante linear (LDA) com base no tamanho do 

efeito (LEfSe) para composição da microbiota de camundongos C57BL/6 CON (n=6) e 

UND (n=6). B) Cladograma da análise discriminante linear (LDA) com base no tamanho 

do efeito (LEfSe) para composição da microbiota de camundongos C57BL/6 CON (n=6) e 

UND (n=6). C) Análise discriminante linear (LDA) com base no tamanho do efeito (LEfSe) 

para funcionalidade metabólica da microbiota de camundongos C57BL/6 CON (n=6) e 

UND (n=6). Dados apresentados em score LDA (log10) dos táxons aumentados 

significativamente (p < 0,05). O algoritmo LEfSe utiliza o teste não-paramétrico de 

Kruskal-Wallis para detectar diferenças nas abundâncias dos táxons, seguido do teste U de 

Mann-Whitney para identificar as significâncias biológicas das condições delimitadas.  

Ao final do período experimental, cerca 20 semanas após o final do protocolo de 

recuperação, a composição da microbiota intestinal foi analisada novamente para os grupos 

de camundongos C57BL/6 CON e UND. Observa-se uma tendência a maior abundância 

relativa do filo Proteobacteria (0,13 ± 0,09 CON vs. 0,07 ± 0,04 UND) em camundongos 

CON quando comparados com os camundongos UND (Figura 13A). Além disso, foi 

possível notar que o grupo UND apresentou uma maior abundância relativa do filo 

Tenericutes (0,0057 ± 0,04 CON vs. 0,0085 ± 0,011 UND) quando comparado com o grupo 

CON. Com relação a alpha diversidade (Figura 13B), não foram observadas diferenças para 

os índices Observed (540 vs. 529, CON e UND respectivamente), Chao1 (541 vs. 529, 

CON e UND respectivamente), Shannon (4,85 vs. 4,89, CON e UND respectivamente) e 

Simpson (0,979 vs. 0,981, CON e UND respectivamente). Podemos notar que o grupo 

UND possui tendência de redução nos índices de riqueza (Observed e Chao1) e de aumento 

nos índices de diversidade (Shannon e Simpson). Já a análise de PCoA demonstra que os 

centroides dos grupos analisados se localizam nas mesmas coordenadas (Figura 13C). Além 

disso, a análise de dispersão beta comprovou que não existem diferenças significativas na 

dispersão das amostras quando os grupos são comparados. 
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Figura 13. Os efeitos da desnutrição durante a infância na alpha e beta diversidade da 

microbiota intestinal são amenizados a longo prazo. 

 

Fonte: Eslabão (2021) 



120 
 

Legenda. Riqueza e diversidade de amostras de fezes de camundongos C57BL/6 CON 

(n=6) e UND (n=6) ao final do período experimental. A) Análise da abundância relativa 

dos filos presentes nas amostras. B) Diagrama de caixa representando medidas de 

diversidade alfa (índices: Observed, Chao1, Shannon, Simpson) nos grupos CON (verde) e 

UND (vermelho). C) Análise de coordenadas principais dos índices de diversidade de Bray-

Curtis para os grupos CON (vermelho) e UND (verde). A comparação dos animais CON e 

UND foi realizada por teste t para dados paramétricos e teste U de Mann-Whitney para 

dados não-paramétricos. 

A análise de LEfSe para identificação de taxa significativas demonstrou diferenças 

de 7 taxa quando levado em consideração os grupos CON e UND no período 

aproximadamente 20 semanas após o final do protocolo de recuperação (Figura 14A). O 

grupo CON apresentou um aumento significativo na família Staphylococcaceae (0,0001 ± 

0,0001 CON vs. 0 ± 0 UND) e do gênero Sutterella (0,0017 ± 0,0008 CON vs. 0,0006 ± 

0,0003 UND), enquanto o grupo UND demonstrou aumento significativo da ordem RF39 

(filo Tenericutes) (0,00002 ± 0,00003 CON vs. 0,00004 ± 0,0006 UND). A Figura 14B 

mostra a representação em cladograma das alterações observadas na microbiota intestinal 

pela técnica de LEfSe. 

A análise da funcionalidade da microbiota por LEfSe demonstrou alterações em 25 

vias metabólicas distribuídas entre os grupos CON e UND (Figura 14C). O grupo CON 

apresentou alterações em vias metabólicas relacionadas com biossíntese de aminoácidos 

[superpathway of L-tryptophan biosynthesis (0,003 ± 0,002 CON vs. 0,0001 ± 0,0001 

UND), L-methionine biosynthesis I (0,021 ± 0,007 CON vs. 0,012 ± 0,004 UND), S-

adenosyl L-methionine biosynthesis (0,03 ± 0,008 CON vs. 0,017 ± 0,005 UND)]. Já o 

grupo UND apresentou alteração principalmente nas vias de degradação de nucleotídeos 

[purine nucleotides degradation II (0,022 ± 0,001 CON vs. 0,024 ± 0,0009 UND), 

guanosine nucleotides degradation III (0,025 ± 0,001 CON vs. 0,028 ± 0,002 UND)], de 

degradação de polissacarídeos [starch degradation V (0,05 ± 0,003 CON vs. 0,053 ± 0,001 

UND), glycogen degradation I (0,051 ± 0,003 CON vs. 0,054 ± 0,001 UND)], da 

biossíntese de folato [N10-formyl-tetrahydrofolate biosynthesis (0,045 ± 0,002 CON vs. 

0,047 ± 0,001 UND)], da fermentação de SCFA [L-lysine fermentation to acetate and 
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butanoate (0,003 ± 0,0007 CON vs. 0,004 ± 0,001 UND)], de utilização e assimilação de 

C1 [formaldehyde assimilation II - RuMP Cycle (0,0058 ± 0,001 CON vs. 0,0074 ± 0,001 

UND)], de biossíntese de nucleotídeos [guanosine deoxyribonucleotides de novo 

biosynthesis II (0,056 ± 0,001 CON vs. 0,056 ± 0,002 UND), adenosine 

deoxyribonucleotides de novo biosynthesis II (0,056 ± 0,001 CON vs. 0,056 ± 0,002 UND), 

superpathway of pyrimidine nucleobases salvage (0,06 ± 0,0005 CON vs. 0,061 ± 0,002 

UND)] e de aminoácido biossíntese [L-lysine biosynthesis VI  (0,058 ± 0,001 CON vs. 0,06 

± 0,002 UND), L-lysine biosynthesis III  (0,059 ± 0,001 CON vs. 0,061 ± 0,002 UND)]. 
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Figura 14. Os efeitos da desnutrição na composição e funcionalidade da microbiota ainda 

são marcantes mesmo 20 semanas após o final do protocolo de recuperação.   

 

Fonte: Eslabão (2021) 
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Legenda. Clados taxonômicos e vias metabólicas alterados significativamente em amostras 

de fezes de camundongos C57BL/6 CON (n=6) e UND (n=6) ao final do experimento. A) 

Análise discriminante linear (LDA) com base no tamanho do efeito (LEfSe) para 

composição da microbiota de camundongos C57BL/6 CON (n=6) e UND (n=6). B) 

Cladograma da análise discriminante linear (LDA) com base no tamanho do efeito (LEfSe) 

para composição da microbiota de camundongos C57BL/6 CON (n=6) e UND (n=6). C) 

Análise discriminante linear (LDA) com base no tamanho do efeito (LEfSe) para 

funcionalidade metabólica da microbiota de camundongos C57BL/6 CON (n=6) e UND 

(n=6). Dados apresentados em score LDA (log10) dos táxons aumentados 

significativamente (p < 0,05). O algoritmo LEfSe utiliza o teste não-paramétrico de 

Kruskal-Wallis para detectar diferenças nas abundâncias dos táxons, seguido do teste U de 

Mann-Whitney para identificar as significâncias biológicas das condições delimitadas. 

5.3.4 Avaliação funcional em camundongos adultos dos efeitos decorrentes da 

desnutrição energético-proteica durante a infância. 

Os resultados até aqui obtidos mostraram que existe alteração da microbiota 

intestinal tanto em composição quanto na sua funcionalidade metabólica presente em 

animais adultos que sofreram desnutrição na infância. Considerando isso, foi levantada a 

possibilidade de testar se esses efeitos poderiam ter efeito prático na resposta dos animais a 

estímulos diversos.  Assim, como forma de testar essa possibilidade, animais que passaram 

pelo mesmo protocolo de indução de desnutrição e recuperação alimentar, foram então 

imunizados com a vacina anti-varicela-zoster. Dessa forma, após o final do período de 

recuperação alimentar, foi realizada a inoculação da vacina comercial do vírus da varicela-

zoster cepa Oka vivo atenuado, Varilrix® (GlaxoSmithKline). Ao final do período 

experimental, cerca de 20 semanas após o protocolo de recuperação, a composição da 

microbiota intestinal dos quatro grupos de camundongos C57BL/6 (CON, VZV, UND e 

UND+VZV) foi analisada. Observa-se uma maior abundância relativa do filo 

Proteobacteria em camundongos CON quando comparados com os demais grupos (Figura 

15A). Além disso, podemos notar que a razão entre Bacteroidetes e Firmicutes se mantém 

relativamente similar entre os grupos, sendo que a única grande alteração na razão é 

observada em apenas um animal do grupo VZV. O grupo UND apresenta uma maior 
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abundância relativa do filo Tenericutes quando comparado com os demais grupos. Com 

relação a alpha diversidade (Figura 15B), não foram observadas diferenças para os índices 

Observed, Chao1, Shannon e Simpson. Já a análise de PCoA demonstra que os centroides 

de todos os grupos analisados se localizam nas mesmas coordenadas (Figura 15C). A 

análise de dispersão beta comprovou que não existem diferenças significativas na dispersão 

das amostras quando todos os grupos são comparados. 

 

Figura 15. O perfil da microbiota intestinal de camundongos desnutridos e vacinados 

(UND e UND+VZV) apresenta características similares aos grupos controles (CON e VZV) 

após 20 semanas de reestabelecimento alimentar. 
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Fonte: Eslabão (2021) 

Legenda. Riqueza e diversidade de amostras de fezes de camundongos C57BL/6 CON 

(n=6), VZV (n=6), UND (n=6) e UND+VZV (n=6) ao final do período experimental. A) 
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Análise da abundância relativa dos filos presentes nas amostras. B) Diagrama de caixa 

representando medidas de diversidade alfa (índices: Observed, Chao1, Shannon, Simpson) 

nos grupos CON (verde escuro), VZV (verde claro), UND (vermelho) e UND+VZV 

(laranja). C) Análise de coordenadas principais dos índices de diversidade de Bray-Curtis 

para os grupos CON (verde escuro), VZV (verde claro), UND (vermelho) e UND+VZV 

(laranja). As comparações dos animais CON, VZV, UND e UND+VZV foram realizadas 

pelos testes de ANOVA seguido do teste de Tukey para dados paramétricos e teste Kruskal-

Wallis seguido do teste de Dunn para dados não-paramétricos. 

A análise de LEfSe para identificação de taxa significativas demonstrou diferenças 

em apenas dois taxa quando levado em consideração os 4 grupos experimentais (Figura 

16A). O grupo CON apresentou um aumento significativo na família Staphylococcaceae, 

enquanto o grupo UND demonstrou aumento significativo da ordem RF39 (filo 

Tenericutes). Os grupos VZV e UND+VZV não demonstraram presença significativa de 

nenhum táxon em relação aos demais grupos. A Figura 16B mostra a representação em 

cladograma das alterações observadas na microbiota intestinal pela técnica de LEfSe. 

A análise da funcionalidade da microbiota por LEfSe demonstrou alterações em 11 

vias metabólicas distribuídas entre os grupos CON, VZV, UND e UND+VZV (Figura 16B). 

O grupo VZV apresentou alterações em vias metabólicas relacionadas com a degradação de 

carboxilato e com a degradação de nucleotídeos de purinas. Já o grupo UND apresentou 

alteração apenas na via de biossíntese de folato [N10-formyl-tetrahydrofolate biosynthesis 

(0,103 ± 0,002 CON vs. 0,103 ± 0,002 VZV vs. 0,104 ± 0,001 UND vs. 0,102 ± 0,001 

UND+VZV)]. Finalmente o grupo UND+VZV demonstrou alterações em vias metabólicas 

de geração de precursores de metabolitos e energia, de metabolitos secundários, de 

biossíntese de nucleotídeos pirimidina e de biossíntese de aminoácidos, além da 

participação em vias de degradação de carboidratos [glycogen degradation I (0,117 ± 0,003 

CON vs. 0,120 ± 0,005 VZV vs. 0,120 ± 0,002 UND vs. 0,122 ± 0,002 UND+VZV); starch 

degradation V (0,114 ± 0,005 CON vs. 0,119 ± 0,007 VZV vs. 0,117 ± 0,002 UND vs. 

0,120 ± 0,002 UND+VZV)] e biossíntese de nucleotídeos purina [adenine and adenosine 

salvage III (0,107 ± 0,006 CON vs. 0,109 ± 0,0008 VZV vs. 0,111 ± 0,001 UND vs. 0,111 

± 0,002 UND+VZV)]. 
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Figura 16. A composição e funcionalidade da microbiota intestinal de camundongos 

desnutridos e vacinados (UND e UND+VZV) apresenta características similares aos grupos 

saudáveis (CON e VZV) após 20 semanas de reestabelecimento alimentar. 

 

Fonte: Eslabão (2021) 

Legenda. Clados taxonômicos e vias metabólicas alterados significativamente em amostras 

de fezes de camundongos C57BL/6 CON (n=6), VZV (n=6), UND (n=6) e UND+VZV 

(n=6) ao final do experimento. A) Análise discriminante linear (LDA) com base no 

tamanho do efeito (LEfSe) para composição da microbiota de camundongos C57BL/6 CON 

(n=6), VZV (n=6), UND (n=6) e UND+VZV (n=6). B) Cladograma da análise 

discriminante linear (LDA) com base no tamanho do efeito (LEfSe) para composição da 

microbiota de camundongos C57BL/6 CON (n=6), VZV (n=6), UND (n=6) e UND+VZV 
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(n=6). C) Análise discriminante linear (LDA) com base no tamanho do efeito (LEfSe) para 

funcionalidade metabólica da microbiota de camundongos C57BL/6 CON (n=6), VZV 

(n=6), UND (n=6) e UND+VZV (n=6). Dados apresentados em score LDA (log10) dos 

táxons aumentados significativamente (p < 0,05). O algoritmo LEfSe utiliza o teste não-

paramétrico de Kruskal-Wallis para detectar diferenças nas abundâncias dos táxons, 

seguido do teste U de Mann-Whitney para identificar as significâncias biológicas das 

condições delimitadas. 

Em síntese, considerando que o grupo UND+VZV apresentou o maior número de 

rotas metabólicas alteradas em comparação a os outros grupos experimentais, poderia 

indicar que as alterações da microbiota intestinal induzidas pela desnutrição na infância 

poderiam implicar na alteração funcional dos camundongos em resposta à imunização com 

VZV. 

 

5.3.5 Desnutrição durante a infância resulta em alterações no compartimento de 

células B em camundongos C57BL/6 adultos.  

O efeito a curto prazo da desnutrição na resposta imune de camundongos C57BL/6 

foi avaliado através da imunofenotipagem do compartimento de células B por citometria de 

fluxo de esplenócitos. O ensaio avaliou as populações de linfócitos B maduros, de memória, 

percussoras de memória, de centro germinativo e foliculares. A estratégia de análise de 

populações (gates) está apresentada na figura 17. 

 

Figura 17. Estratégia de gates utilizada para as análises de citometria de fluxo da resposta 

imune de células B em camundongos C57BL/6.  
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Fonte: Eslabão (2021) 

Legenda. Gates identificando as populações de linfócitos B (B220, CD23, GL7 e CD38). 

Primeiramente, foram comparadas as respostas imunológicas com relação a indução 

de células B maduras nos camundongos C57BL/6 pertencentes aos grupos controle e 

desnutrição (Figura 18). Os camundongos dos grupos desnutrição tendem a apresentar um 

aumento na frequência em porcentagem de células B maduras em relação ao total de 

eventos analisados quando comparados aos camundongos controle (5,13 CON vs. 23,6 

UND; p = 0,1143). Já quando analisamos o total de células B maduras, o grupo desnutrição 

apresenta um aumento significativo dessa população em relação ao grupo controle (1539 

CON vs. 6369 UND; p = 0,0286). 

Figura 18. A desnutrição apresenta efeito na resposta imune a curto prazo, alterando a 

presença de células B maduras em relação ao número total.  
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Fonte: Eslabão (2021) 

Legenda. Análises da população de células B220+ presentes no cultivo de esplenócitos de 

camundongos C57BL/6 de animais controle (n = 4) e desnutridos (n = 4). A) Frequência 

em porcentagem de células B220+ em relação ao total de eventos analisados. B) Número de 

células B220+. A comparação entre os grupos por estímulo específico foi realizada pelo 

teste U de Mann-Whitney. Dados apresentados como média. ns - sem significância 

estatística; * p < 0,05. 

As respostas imunológicas com relação a indução de células B foliculares foram 

avaliadas nos camundongos C57BL/6 pertencentes aos grupos CON e UND (Figura 19). Os 

camundongos dos grupos UND apresentam uma tendência de aumento na frequência em 

porcentagem de células B foliculares em relação ao total de eventos analisados quando 

comparados aos camundongos controle (4,965 CON vs. 23,30 UND; p = 0,1143). Com 

relação ao total de células B foliculares, o grupo desnutrição apresenta um aumento 

significativo dessa população em relação ao grupo CON (1475 CON vs. 6309 UND; p = 

0,0286). 
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Figura 19. A desnutrição apresenta efeito na resposta imune a curto prazo, alterando a 

presença de células B foliculares. 

 

Fonte: Eslabão (2021) 

Legenda Análises da população de células B foliculares (B220+ CD23+) presentes no 

cultivo de esplenócitos de camundongos C57BL/6 de animais CON (n = 4) e UND (n = 4). 

A) Frequência em porcentagem de células B foliculares em relação ao total de eventos 

analisados. B) Número de células B foliculares. A comparação entre os grupos por estímulo 

específico foi realizada pelo teste U de Mann-Whitney. Dados apresentados como média. 

ns - sem significância estatística; * p < 0,05. 

 

As respostas imunológicas com relação a indução de células B de memória foram 

avaliadas nos camundongos C57BL/6 pertencentes aos grupos CON e UND (Figura 20). Os 

camundongos dos grupos UND apresentam um aumento significativo na frequência em 

porcentagem de células B de memória em relação ao total de eventos analisados quando 

comparados aos camundongos CON (0,901 CON vs. 5,315 UND; p = 0,0286). Já quando 
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analisamos o total de células B de memória, o grupo UND apresenta um aumento 

significativo dessa população em relação ao grupo CON (250 CON vs. 1519 UND; p = 

0,0286). 

Figura 20. A desnutrição apresenta efeito na resposta imune a curto prazo, alterando a 

presença de células B de memória tanto em relação a frequência quanto ao número total. 

  

Fonte: Eslabão (2021) 

Legenda. Análises da população de células B de memória (B220+ CD23+ GL7- CD38+) 

presentes no cultivo de esplenócitos de camundongos C57BL/6 de animais CON (n = 4) e 

UND (n = 4). A) Frequência em porcentagem de células B de memória em relação ao total 

de eventos analisados. B) Número de células B de memória. A comparação entre os grupos 

por estímulo específico foi realizada pelo teste U de Mann-Whitney. Dados apresentados 

como média. * p < 0,05. 

As respostas imunológicas com relação a indução de células B precursoras de 

memória foram avaliadas nos camundongos C57BL/6 pertencentes aos grupos CON e 
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UND (Figura 21). Os camundongos dos grupos desnutrição apresentam uma tendência de 

aumento na frequência em porcentagem de células B precursoras de memória em relação ao 

total de eventos analisados quando comparados aos camundongos CON (3,367 CON vs. 

17,15 UND; p = 0,0571). Com relação ao total de células B precursoras de memória, o 

grupo UND apresenta um aumento significativo dessa população em relação ao grupo CON 

(962,5 CON vs. 4560 UND; p = 0,0286). 

Figura 21.  A desnutrição apresenta efeito na resposta imune a curto prazo, alterando a 

presença de células B precursoras de memória. 

 

Fonte: Eslabão (2021) 

Legenda. Análises da população de células B precursoras de memória (B220+ CD23+ 

GL7+ CD38+) presentes no cultivo de esplenócitos de camundongos C57BL/6 de animais 

CON (n = 4) e UND (n = 4). A) Frequência em porcentagem de células B precursoras de 

memória em relação ao total de eventos analisados. B) Número de células B precursoras de 

memória. A comparação entre os grupos por estímulo específico foi realizada pelo teste U 

de Mann-Whitney. Dados apresentados como média. ns - sem significância estatística; * p 

< 0,05. 
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Finalmente, as respostas imunológicas com relação a indução de células B de centro 

germinativo foram avaliadas nos camundongos C57BL/6 pertencentes aos grupos CON e 

UND (Figura 22). Os camundongos dos grupos UND apresentam uma tendência de 

redução na frequência em porcentagem de células B de centro germinativo em relação ao 

total de eventos analisados quando comparados aos camundongos CON (0,613 CON vs. 

0,574 UND; p = 0,685). Com relação ao total de células B de centro germinativo, o grupo 

UND também apresenta uma tendência de redução dessa população em relação ao grupo 

CON (254,5 CON vs. 155 UND; p = 0,342). Entretanto, não encontramos diferenças 

estatísticas entre os grupos para a população analisada. 

Figura 22. A desnutrição não influencia a resposta imune a curto prazo com relação as 

células B centro germinativo. 

 

Fonte: Eslabão (2021) 

Legenda. Análises da população de células B de centro germinativo (B220+ CD23+ GL7+ 

CD38-) presentes no cultivo de esplenócitos de camundongos C57BL/6 de animais CON (n 

= 4) e UND (n = 4). A) Frequência em porcentagem de células B de centro germinativo em 

relação ao total de eventos analisados. B) Número de células B de centro germinativo. A 
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comparação entre os grupos por estímulo específico foi realizada pelo teste U de Mann-

Whitney. Dados apresentados como média. ns - sem significância estatística. 
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6 DISCUSSÃO  

A desnutrição é a responsável por grande parte dos casos de morte infantil com 

cerca de 1 a 6 milhões de mortes em crianças com idade abaixo de 5 anos todo ano, 

fazendo-se necessária uma maior compreensão do estabelecimento e das repercussões dessa 

condição (MILLION; DIALLO; RAOULT, 2017). Nesse trabalho, analisamos as 

consequências da desnutrição proteico-energética durante a infância de camundongos 

C57BL/6 machos e fêmeas quanto às alterações de alguns parâmetros morfométricos, assim 

como em relação as alterações na composição e funcionalidade da microbiota intestinal e 

suas possíveis repercussões no sistema imune. 

Primeiramente, consolidamos o modelo experimental murino para desnutrição 

proteico-energética infantil desenvolvido pelo nosso grupo no trabalho de Gubert (2020), a 

partir da adaptação de um modelo já estabelecido por Mittal e Woodward (1985) no estudo 

dos efeitos da desnutrição severa nas células epiteliais do timo de camundongos. No 

presente trabalho, fomos capazes de reafirmar os parâmetros observados anteriormente pelo 

nosso grupo, entre eles destacamos o comportamento na variação do peso durante a indução 

da desnutrição e posteriormente durante a recuperação alimentar dos camundongos como 

indicativo do desenvolvimento desses animais. Gubert (2020) padronizou o protocolo de 

desnutrição com base nas curvas de consumo diário de ração e no ganho de peso diário, 

levando em consideração o dimorfismo sexual de tamanho e de consumo de alimento dos 

camundongos C57BL/6. Além disso, Gubert caracterizou o padrão dos parâmetros 

bioquímicos de animais machos desnutridos e controle. O modelo de desnutrição 

apresentou redução nos parâmetros proteínas totais e globulinas, além do aumento na 

relação albumina/globulina. 

Como esperado, os animais que passaram pelo protocolo de desnutrição 

demonstraram uma redução significativa no peso durante a restrição alimentar, não 

acompanhando a curva de ganho de peso observada nos animais controle. O período de 

aplicação do protocolo de desnutrição, entre a 3ª semana e a 6ª de vida do animal, consiste 

no período caracterizado pelo maior ganho de peso nos animais saudáveis. Ou seja, esse 

período de 3 semanas é compatível com a infância desses animais, caracterizado pelo 

rápido crescimento com aumento exponencial no peso e no comprimento dos indivíduos. 



137 
 

Esses animais vão atingir a vida adulta, maturidade sexual, a partir da 7ª semana de vida 

(KEMPERMANN; KUHN; GAGE, 1997).  

O hormônio do crescimento (growth hormone - GH) é o responsável pelo controle 

do crescimento pós-natal, regulando a produção do fator de crescimento semelhante a 

insulina tipo 1 (insulin-like growth fator-1 – IGF-1) pelo fígado e tecidos periféricos 

(KAPLAN; COHEN, 2007; SCHWARZER et al., 2016). Durante a desnutrição crônica, 

um estado de resistência ao GH é instaurado levando a características de stunting, já 

durante a desnutrição aguda, a mediação da perda de peso é causada em parte pela 

microbiota o que resulta em um decréscimo severo no peso do indivíduo (SCHWARZER et 

al., 2016; SMITH et al., 2013). Schwarzer et al. (2016) demosntraram que a ausência de 

microbiota em camundongos fêmeas resulta em redução significativa do peso e na redução 

da produção de IGF-1, mesmo recebendo uma dieta idêntica à administrada aos 

camundongos controle selvagens. Entretanto, após a monocolonização com Lactobacillus 

plantarum, as irregularidades no crescimento e na resposta hormonal desses animais eram 

amenizadas. Esses dados sugerem que a microbiota possui um papel importante no 

crescimento durante a infância, sendo capaz de influênciar a atividade do eixo 

somatotrófico.  

Durante o período compreendido pelo protocolo de desnutrição, ocorre o maior 

ganho de peso diário para os animais alocados no grupo CON, por outro lado, os animais 

alocados no grupo UND não conseguem ganhar peso, resultando em perda de peso em 

alguns casos. Os machos CON apresentam um ganho de peso diário cerca de 3 vezes maior 

que o grupo de machos UND, enquanto as fêmeas CON apresentam um ganho de peso 

diário cerca de 4 vezes maior que o grupo de fêmeas UND. No ponto máximo da diferença 

de peso, que coincide com o final do período de restrição alimentar, o peso dos animais 

CON é cerca de 0,53 vezes mais que do UND. 

Entretanto, o quadro observado durante o protocolo de desnutrição é revertido após 

a introdução do protocolo de recuperação alimentar. Os animais pertencentes aos grupos 

UND dobraram de peso em um curto período de apenas duas semanas, igualando seus 

pesos com o peso dos animais CON. Sendo que o ganho de peso diário para os animais 
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machos UND se mostrou cerca de 3 vezes maior quando comparados com os machos CON, 

e 2 vezes maior para as fêmeas UND quando comparados com as fêmeas CON.  

Além dos resultados obtidos em relação ao peso dos animais, a desnutrição também 

resultou em redução do tamanho dos animais durante a aplicação do protocolo, enquanto o 

protocolo de recuperação reestabeleceu o comprimento dos animais. Entretanto, não foi 

possível obter esses dados ao longo do experimento pela dificuldade de contenção dos 

animais. Optamos por não utilizar anestésico para obter esses dados morfométricos, pois 

tentamos ao minimizar manipulações, estímulos e tratamentos que pudesem interferir com a 

avaliação à curto e longo prazo da microbiota comensal. Como alternativa, buscamos 

avaliar o tamanho de cauda dos animais ao final do experimento, o qual é utilizado como 

um marcador para acessar o comprimento do camundongo, sendo que camundongos 

desnutridos apresentam uma redução no tamanho da mesma (BROWN et al., 2015). 

Entretanto, nossos dados não demonstraram diferenças significativas entre o tamanho da 

cauda dos animais em experimentação. 

Nossos dados também demonstraram algumas alterações nas características dos 

órgãos dos animais em experimentação que podem estar relacionados tanto com a redução 

na ingestão de nutrientes quanto com a composição da microbiota durante a infância. 

Analisando os dados de alguns órgãos, é possível observar uma tendência dos animais 

machos UND a possuírem um maior peso e um maior tamanho de órgão do que os animais 

CON (Figura  e Tabela). Enquanto, as fêmeas UND tendêm a apresentar uma redução no 

peso e no tamanho dos órgãos analisados quando comparadas com as fêmeas CON. 

Entretanto, diferenças significativas foram identificadas apenas no aumento do 

comprimento intestino delgado de camundongos machos UND e nas medidas do coração de 

camundongos machos UND e fêmeas UND ao final do período experimental, 

correspondendo a  20 semanas após o término da recuperação alimentar.  

Nosso estudo demonstrou redução de peso significativa apenas no coração das 

fêmeas UND, enquanto os machos UND apresentaram um aumento no peso desse órgão 

(Figura 5). Nossos dados corroboram com os descritos por Ferguson et al. (2019), os quais 

demonstraram que a indução de desnutrição durante os primeiros 21 dias de vida em 

camundongos fêmeas resultou na redução desproporcional do peso do coração e da 
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capacidade de realizar exercícios, além de limitações na função diastólica cardíaca e 

resposta da frequência cardíaca à estimulação adrenérgica. Entretando, essas e outras 

alterações analisadas no estudo não foram observadas em camundongos machos 

submetidos a mesma restrição alimentar (FERGUSON et al., 2019).  

Visker e Ferguson (2018) demonstraram que a indução de desnutrição pós-natal 

em camundongos através do controle da dieta materna, com administração de uma dieta 

com 8% de proteína, resultou em redução no peso do coração dos filhotes cerca de 80 dias 

após o nascimento. Vale ressaltar que os autores analisaram a indução da desnutrição em 

três diferentes tempos, durante os primeiros 21 dias de vida, durante os 10 primeiros dias de 

vida e entre os 10 primeiros dias e o dia 21, sendo que todos os grupos demonstraram 

redução no peso do coração (VISKER; FERGUSON, 2018). As primeiras semanas de vida 

de um camundongo é caracterizado pela fase proliferativa dos cardiomiócitos e pela 

maturação do sistema de condução elétrica (BOTTING et al., 2012; VISKER; FERGUSON, 

2018). No final desse período, os cardiomiócitos passam por divisão nuclear, mas não 

celular, o que resulta em cardiomiócitos binucleados. A partir desse período dá-se início ao 

período de hipertrofia do cardiomiócitos, caracterizado pelo aumento da área transversal 

visando a elevação da força contráctil (BOTTING et al., 2012). Portanto, qualquer alteração 

na disponibilidade de nutrientes durante esse período de desenvolvimento pós-natal do 

coração pode resultar em alterações na estrutura e função desse órgão durante a vida de um 

indíviduo (VISKER; FERGUSON, 2018).  

A microbiota intestinal é capaz de influenciar o desenvolvimento do indivíduo 

como um todo, atuando até em órgãos distantes que não possuem contato direto com seus 

componentes ou metabólitos. Gubert (2020) demonstrou redução no tamanho do intestino 

grosso de camundongos machos desnutridos, além de redução no peso do baço tanto em 

machos desnutridos quanto em fêmeas. Schwarze et al. (2016) demonstraram redução no 

tamanho do baço, fígado, coração e rim em camundongos fêmeas GF, alterações que foram 

revertidas pela monocolonização por Lactobacillus plantarum.  

Essas variações observadas na literatura e nos nossos dados referentes ao tamanho 

e ao peso de órgãos podem ser decorrentes da redundância de funções exercida por 

diferentes microrganismos constituintes da microbiota. Animais GF apresentam as 
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alterações mais marcantes no tamanho, no peso e nas funções dos órgãos. Enquanto isso, 

tratamentos e patologias que resultam em alterações mais sutis ou transientes na 

composição da microbiota resultam em alterações em órgãos distintos, dependendo dos 

microrganismos reduzidos ou favorecidos sobre essas determinadas pressões ambientais, 

além da presença de outros constituintes do microbioma que sejam capazes de suprir ou 

reprimir as funções exercidas pelas alterações desse microrganismo específico. 

Assim, validamos o protocolo de desnutrição proteico-energética infantil 

desenvolvido anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa (Gubert, 2020). Demonstramos 

que o período de 3 semanas de restrição alimentar iniciado logo após o desmame é capaz de 

resultar em animais com metade do peso apresentado por animais saudáveis. Além disso, 

demonstramos que o período de recuperação alimentar foi suficiente para reestabelecer o 

crescimento dos animais que foram submetidos a desnutrição. Todavia, algumas alterações 

no tamanho e no peso de órgãos ainda são observadas durante a vida adulta desses animais.  

Na caracterização do perfil de microbiota intestinal de camundongos C57BL/6 

submetidos ao protocolo de desnutrição durante a infância foi empegado o sequenciamento 

por síntese com base na identificação de regiões variáveis V3 e V4 do gene 16S rRNA.  

No Capítulo I dessa tese demonstramos que a desnutrição durante a infância 

resulta em diversas alterações na composição e na funcionalidade da microbiota intestinal, 

com alterações principalmente na abundância de Bacteroidetes e Firmicutes, além de 

diferenças significativas nas análises intragrupos. Entretanto, a OMS preconiza o uso 

profilático de SXT durante casos de desnutrição mesmo sem infecção aparente, diretriz que 

nos levou a avaliar o tratamento com SXT durante a desnutrição, pois resulta em um 

paradoxo desde o ponto de vista da microbiota já que é bem sabido que os antibióticos são 

as principais drogas indutoras de disbiose, a qual poderia dificultar a recuperação plena do 

indivíduo desnutrido. Primeiramente, buscamos estabelecer o impacto do SXT em 

camundongos saudáveis. Demonstramos alterações na riqueza da comunidade da 

microbiota intestinal e da composição dessa comunidade em comparações intragrupos. 

Além disso, demonstramos que o SXT resulta em redução de 15 taxa e alteração de vias 

metabólicas associadas a esses microrganismos. Portanto, demonstramos que o uso 

profilático em camundongos saudáveis resulta em disbiose da microbiota intestinal. Após o 
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estabelecimento dos efeitos do SXT, finalmente avaliamos a influência do tratamento com 

SXT em animais desnutridos. Demonstramos que a associação da desnutrição e do uso de 

antibióticos resulta em um terceiro perfil de microbiota intestinal, com redução de 18 taxa, 

alteração na composição da comunidade nas análises intragrupos e alteração no perfil 

metabólico desses animais.  

Esses resultados nos levaram a questionar sobre o impacto a curto prazo da 

desnutrição, ou seja, se um período curto de duas semanas de recuperação alimentar de 

forma gradual seria capaz de alterar a disbiose observada após a desnutrição. Para isso, 

buscamos identificar a composição e funcionalidade da microbiota intestinal de 

camundongos C57BL/6 que passaram pela desnutrição na infância após administração do 

protocolo de recuperação alimentar. 

A composição da microbiota intestinal após o protocolo de recuperação alimentar 

demonstrou alterações significativas tanto a nível de filo quanto de gênero bacteriano. O 

filo Proteobacteria se mostra em maior abundância em animais CON quando comparados 

com animais UND. Esse filo está presente principalmente na microbiota intestinal de 

crianças obesas, enquanto o filo Firmicutes tem maior representação em crianças 

desnutridas. Esse fato se deve ao elevado consumo de gordura, resultando em um aumento 

exarcebado de Proteobacteria (MÉNDEZ-SALAZAR et al., 2018). Entretanto, em 

populações de crianças denutridas em Bangladesh, o filo Proteobacteria corresponde cerca 

de 46% da abundância total, enquanto crianças saudáveis apresentam cerca de 5% da 

microbiota total. Essa alta presença de Proteobacteria foi associada com um possível 

aumento na abundância de microrganismos patogênicos (MONIRA et al., 2011). Assim, 

poderia-se sugerir que o aumento de Proteobacterias nos animais CON pode estar 

relacionado então com a disposição ad libitum de alimentos e favorecimento do ganho de 

peso principalmente durante período de rápido crescimento como a infância.  

Já o filo Bacteroidetes foi observado em maior abundância nos animais UND 

quando comparados com os animais CON. Turnbaugh et al. (2009) demonstraram que tanto 

a presença de Bacteroidetes quanto a presença de genes relacionados com o metabolismo 

de carboidratos se encontravam em maiores abundâncias em indivíduos com o fenótipo 

magro, enquanto indivíduos obesos apresentavam aumento nas abundâncias de Firmicutes e 
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de genes de transporte de nutrientes. Os pesquisadores identificaram 42% dos genes 

associados ao fenótipo magro pertencendo ao filo Bacteroidetes (TURNBAUGH et al., 

2009a, 2009b). Outro estudo comparando a microbiota intestinal de crianças de regiões 

rurais da África com crianças italianas demonstrou um aumento de Bacteroidetes nas 

crianças africanas, provavelmente devido ao consumo de dietas a base de plantas 

originarias da África que resulta em seleção de microrganismos melhor adaptados para 

extrair energia de fontes vegetais (KRAJMALNIK-BROWN et al., 2012). Entretanto, o 

quadro clínico de marasmo foi associado com um perfil de microbiota intestinal 

caracterizado pela redução de Bacteroidetes, enquanto o quadro de kwashiorkor é associado 

com o aumento de Proteobacteria (PHAM et al., 2019). 

Os gêneros Dorea, Ruminococcus e Coprococcus também foram encontrados em 

maior abundância em camundongos CON quando comparados com o grupo UND. Estudos 

desmonstraram que esses gêneros se encontram reduzidos durante o processo de 

desnutrição (MILLION; DIALLO; RAOULT, 2017; SUBRAMANIAN et al., 2014). A 

presença do gênero Dorea já foi relacionada com a redução na inflamação sistêmica em 

pacientes com cirrose e encefalopatia hepática (BAJAJ et al., 2012). Esses dados sugerem 

que, mesmo após o reestabelicimento alimentar, os camundongos UND ainda não 

apresentam uma microbiota capaz de modular processos inflamatórios, tornando-os 

susceptíveis a respostas imunes errôneas tanto após estímulos ambientais e contato com 

patógenos quanto após a vacinação. Além disso, estudo com camundongos colonizados 

com a microbiota intestinal de crianças desnutridas do Malawi demonstrou que a 

administração de Ruminococcus gnavus nesses camundongos foi capaz de amenizar os 

efeitos da desnutrição no crescimento e nas alterações metabólicas observadas (BLANTON 

et al., 2016). Pode-se supor assim, que a redução de representantes de Ruminococcus 

demonstrada pelo protocolo de desnutrição nos animais UND contribui com as alterações 

observadas no peso e no metabolismo (Capítulo I, Figura 2), sendo que os níveis de 

abundância dessa comunidade não retomam ao níveis correspondentes observados nos 

animais CON nem mesmo após a recuperação alimentar (Figura 12). 

Entretanto, também observamos um aumento nos animais UND do gênero 

Akkermansia, representante do filo Verrucomicrobia, o qual foi identificado como um dos 
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responsáveis por manter um estado anti-inflamatório, melhorar a sensibilidade a insulina, 

melhorar o metabolismo de glicose, manter as funções da barreira epitelial e auxiliar no 

controle da obesidade através da dieta (AHMAD et al., 2019; EVERARD et al., 2013; 

FUJIO-VEJAR et al., 2017).  

Portanto, nossos dados de composição da microbiota do após o período de 

recuperação alimentar sugerem a manutenção no grupo UND de microrganismos 

correlacionados com a desnutrição e o fenótipo magro, além da redução de microrganismos 

capazes de modular a resposta imune. Porém, identificamos ainda a presença de 

Akkermansia, o que pode sugerir um reestabelecimento gradual da homeostase intestinal. 

Diferenças também foram observadas nas vias metabólicas de camundongos CON 

e UND ao final do período de recuperação alimentar. Vias envolvidas na degradação de 

açúcares e biossíntese de amino ácidos encontravam-se mais presentes em camundongos 

CON do que no grupo contraparte. A degradação de açúcares exerce uma pressão seletiva 

forte na comunidade microbiana presente no intestino (MILANI et al., 2015; YU et al., 

2021). A presença de Bifidobacterium foi associada com a fermentação de açúcares comuns 

(MILANI et al., 2015). No nosso estudo, observamos uma tendência do grupo CON em 

apresentar aumento no número de representantes do filo Actinobacteria, o que pode refletir 

no aumento da via de degradação de açúcares. Além disso, a via de degradação de fucose 

também foi encontrada em maior presença em camundongos CON. No intestino de crianças, 

a fucose é utilizada por Bifidobacteria como substrato para a produção de 1,2-propanediol, 

o qual é fermentado por outras bactérias comensais para a produção de propionato 

(SCHWAB et al., 2017). O propionato é um SCFA de importante papel na manutenção da 

homeostase intestinal devido sua capacidade de interação com as células do epitélio 

intestinal e influenciar as respostas imunes (REICHARDT et al., 2014). A presença de 

fucose livre no lúmen intestinal está correlacionada com a presença de atividade patogênica 

e bactérias exógenas e quebra da barreira mucosa (DE REPENTIGNY et al., 2000; 

MACFARLANE; HAY; GIBSON, 1989). O aumento de fucose livre resulta em um quadro 

inflamatório no intestino possivelmente através da via de receptores TLR-2, além de 

induzir a expressão de genes de citocinas responsáveis pelo estímulo da proliferação celular 

(CHOW; LEE, 2008). A presença de vias metabólicas de degradação de fucose em 
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camundongos CON pode indicar um intestino saudável com bactérias comensais capazes 

de modular processos inflamatórios. A baixa abundância de vias metabólicas de degradação 

de açúcares está relacionada com o quadro de obesidade, sugerindo alterações no balanço 

sacarose/glicogênio (ANGELAKIS et al., 2015). Demonstramos que as vias de degradação 

de sacarose e fucose se encontram em abundâncias reduzidas em camundongos UND 

quando comparados aos CON mesmo após o período de recuperação alimentar, dado pode 

estar relacionado com os primeiros sintomas do duplo fardo da desnutrição (double burden 

of malnutrition - DBM). O DBM é caracterizado pela coexistência de desnutrição durante a 

infância e doenças metabólicas e não-comunicáveis associadas a alimentação na vida adulta 

(SHI et al., 2018; WANG et al., 2020b). De fato, observamos que camundongos 

desnutridos machos já apresentam peso significativamente maior que os controles no final 

do período experimental analisado. 

Nosso trabalho também demonstrou que, após a recuperação alimentar, 

camundongos CON apresentam uma maior abundância da via metabólica de interconversão 

de arginina, ornitina e prolina quando comparados com o grupo UND. Diferentemente do 

mecanismo de adultos, a síntese de arginina ocorre primariamente no intestino delgado em 

crianças, sendo altamente dependente do processo de interconversão de ornitina e de 

prolina pela microbiota local (BERTOLO et al., 2003). Arginina é um aminoácido 

precursor vital para a síntese não só de proteínas, prolina e ornitina, mas também de óxido 

nítrico, glutamato, citrulina, creatina e agmatina (WU; MORRIS, 1998). Ela está 

relacionada direta ou indiretamente através de seus produtos com a reparação tecidual, a 

cicatrização de feridas, modulação do fluxo sanguíneo, respiração mitocondrial e 

detoxificação de amônia (WU, 2009). Estudos com crianças desnutridas do Malawi e de 

Bangladesh demonstram reduções nos níveis plasmáticos de arginina quando comparados 

com crianças suecas saudáveis (KUMAR et al., 2018; SMITH et al., 2013; 

SUBRAMANIAN et al., 2014). Kumar et al. (2018) observaram que crianças desnutridas 

apresentam redução significante dos níveis plasmáticos de aminoácidos essenciais (lisina, 

histidina, treonina, metionina, triptofano, isoleucina, leucina, fenilalanina e valina) e de 

aminoácidos não-essenciais quando comparados com crianças saudáveis. Nossos dados 

demonstram que, mesmo após o reestabelecimento alimentar, camundongos UND não 

possuem níveis equivalentes aos animais CON de vias metabólicas associadas com a 
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biossíntese de lisina, metionina, treonina, arginina, ornitina e prolina. Estudo analisando a 

doença granulomatosa crônica, imunodeficiência primária caracterizada pela falha na 

explosão oxidativa de fagócitos geralmente associada a colite e anemia, demonstrou que a 

presença de vias metabólicas responsáveis pela biossíntese de metionina na microbiota 

intestinal está correlacionada negativamente com marcadores inflamatórios, sugerindo uma 

mediação da inflamação sistêmica (DAVRANDI et al., 2021). Levando em consideração os 

resultados apresentados no Capítulo I (Figura 2), podemos observar que animais UND 

apresentavam alterações apenas nas vias metabólicas de lisina e de arginina quando 

comparados aos animais CON. Esses dados indicam que a recuperação alimentar em 

camundongos UND não foi capaz de contornar o déficit de vias metabólicas de aminoácido, 

mas sim agravou a disparidade entre os grupos.  

Além disso, os animais UND apresentaram um aumento no ciclo da ureia, 

responsável pela degradação de aminoácidos, o que pode resultar em uma maior redução na 

disponibilidade de aminoácidos (SNELSON et al., 2021). O aumento no ciclo da ureia 

também resulta em aumento de amônia e de ureia no organismo, o que pode contribuir para 

um quadro de uremia e desintegração da barreira epitelial no intestino (VAZIRI et al., 

2012). Entretanto, no Capítulo I (Figura 3) demonstramos que o uso profilático de SXT 

durante o quadro de desnutrição é responsável pela redução dos níveis do ciclo da ureia, o 

que pode remediar essas alterações observadas durante a desnutrição. Devemos expandir 

nossas investigações do uso profilático de antibióticos na desnutrição para podermos 

confirmar essa hipótese.  

A via de degradação de L-ramnose também se encontra aumentada em 

camundongos UND após o período de recuperação alimentar. A síntese de L-ramnose é 

relacionada com a redução dos níveis séricos de triacilglicerol e na prevenção de obesidade, 

atuando na manutenção do peso corporal (DRISSI et al., 2014; VOGT et al., 2006). Nosso 

estudo demonstrou o aumento na degradação dessa molécula, o que pode significar que a 

microbiota dos camundongos UND tenta estimular o ganho de peso através do 

favorecimento de vias de degradação de L-ramnose. 

Também observamos nos camundongos UND um aumento da via de biossíntese 

de preQ0, a qual está relacionada com a biossíntese de folato (vitamina B9). O folato tem 
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papel importante na manutenção de células Treg, sendo que a deficiência em vitamina B9 

resulta em inflamação intestinal (HIRATA; KUNISAWA, 2017; KUNISAWA et al., 2012). 

Essas alterações também foram observadas nos camundongos UND após o período de 

desnutrição (Capítulo I, Figura 2). Esses dados nos fazem supor a ação de um mecanismo 

de regulação de um possível quadro de inflamação intestinal decorrente da desnutrição 

através do estímulo de vias metabólicas pela microbiota intestinal. Notamos também que a 

via de pentose fosfato segue as mesmas características que a via de preQ0, camundongos 

UND apresentam aumento da via de pentose fosfato ao final do protocolo de desnutrição 

(Capítulo I, Figura 2) e ao final do protocolo de recuperação. A via de pentose fosfato está 

envolvida com a oxidação de glicose e se mostra aumentada em casos de redução nas 

reservas de glicogênio do corpo durante períodos de consumo insuficiente de carboidratos 

(ZHAO et al., 2018). Supomos que a presença dessa via em camundongos UND se deva a 

limitação de carboidratos na dieta dos animais, não sendo revertida com a restauração 

alimentar de curto prazo.  

Já a biossíntese de peptidoglicanos pela microbiota intestinal está sendo 

relacionada com doenças metabólicas, entre elas a resistência à insulina em indivíduos 

obesos, inflamação metabólica e esteatose hepática (JIN et al., 2020; YUAN et al., 2021). A 

administração de peptidoglicanos em camundongos com dietas saudáveis resultou no 

estímulo da lipogênese hepática, com aumento dos níveis hepáticos de triglicerídeos, 

inflamação e fibrose, além do aumento sérico de triglicerídeos, colesterol, insulina e 

citocinas inflamatórias (JIN et al., 2020). Nosso estudo observou um aumento da via de 

maturação de peptidoglicanos, novamente sugerindo alterações na funcionalidade da 

microbiota intestinal que podem resultar em síndromes metabólicas na vida adulta. 

Finalmente, destacamos também o aumento da biossíntese de antígeno O nos 

animais UND após a recuperação alimentar. O antígeno O compõem os lipopolissacarídeos 

(LPS) de membrana externa de bactérias. O aumento da via de biossíntese de antígeno O 

sugere um aumento de LPS no intestino. Estudos relacionaram a presença de LPS com 

quadros de translocação microbiana, autoimunidade e perfis pró-inflamatórios (CHEN et al., 

2021; OGUNRINDE et al., 2019; VATANEN et al., 2016). Espécies de Bacteroides na 

microbiota de crianças foram correlacionadas com a produção de LPS com propriedades 
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imunoinibitórias, podendo dar origem a uma resposta autoimune e contribuir com o 

desenvolvimento de diabetes do tipo I (VATANEN et al., 2016). Também demonstramos 

no Capítulo I que o uso de SXT em camundongos resulta em aumento da biossíntese de 

antígeno O.  

Nossos dados sugerem que o processo de desnutrição infantil altera a microbiota 

intestinal de tal modo que a recuperação alimentar a curto prazo não é capaz de contornar 

seus efeitos. Portanto, a disbiose causada pela desnutrição não é reparada apenas com um 

curto prazo de recuperação alimentar. Esses resultados nos levaram a questionar se seria 

possível reestabelecer um perfil de microbiota saudável apenas com uma correta nutrição 

ao longo da vida. Então, buscamos identificar a composição e a funcionalidade da 

microbiota intestinal de camundongos C57BL/6 que passaram pela desnutrição na infância 

após um período de aproximadamente 20 semanas imediatamente ao final do protocolo de 

recuperação. 

Quando analisamos o efeito da desnutrição infantil na composição da microbiota 

intestinal no período aproximadamente 20 semanas após o final do protocolo de 

recuperação, identificamos 7 taxa com diferenças entre os grupos UND e CON. A família 

Staphylococcaceae foi identificada em maior abundância em animais do grupo CON. Gupta 

et al. (2011) demonstrou que essa família se encontra em maior abundância em crianças 

saudáveis quando comparadas a crianças desnutridas, porém os dados obtidos não foram 

suficientes para inferir a família Staphylococcaceae como um marcador de perfil de 

microbiota saudável (GUPTA et al., 2011). Além disso, crianças com quadro de 

kwashiorkor também demonstraram redução na família  Staphylococcaceae (TIDJANI 

ALOU et al., 2017). O gênero Sutterella também foi encontrado em maior abundância em 

camundongos CON quando comparados com os camundongos UND. Sutterella é 

usualmente associada a doenças como a obesidade, o autismo, a síndrome de Down e as 

doenças inflamatórias intestinais (BEZAWADA et al., 2020; BIAGI et al., 2014; 

LAVELLE et al., 2015; WANG et al., 2020a; WILLIAMS et al., 2012). Porém, Hiippala et 

al. (2016) demonstraram que esse gênero é amplamente prevalente em adultos saudáveis, 

além de possuir atividade pró-inflamatória moderada, não contribuindo para alterações na 

homeostase intestinal e não resulta em disbiose (HIIPPALA et al., 2016).  
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A ordem RF39, representante do filo Tenericutes, foi o único táxon presente no 

grupo UND com abundância significativamente maior quando comparado com o grupo 

CON. Lippert et al. (2017) correlacionaram negativamente a presença da ordem RF39 com 

indicadores clínicos de desordens metabólicas em idosos (LIPPERT et al., 2017). A 

presença da ordem RF39 também foi associada com o consumo de dietas de consciência 

saudável (caracterizada pelo alto consumo de verduras, frutas, nozes, fermentados e grãos, 

além da redução de açúcares, carne vermelha, farinha branca, alimentos fritos e 

processados) quando comparadas com dietas ricas em gordura e açúcares em população 

sueca. Consequentemente, indivíduos com hábitos alimentares saudáveis apresentaram 

menor prevalência de casos de pré-diabetes (ERICSON et al., 2020). Vale ressaltar que a 

ordem RF39 não foi o único táxon identificado colaborando para a redução de doenças 

metabólicas, mas sim uma sinergia entre RF39, Lachnospira e Roseburia. Entretanto, a 

abundância elevada da ordem RF39 também foi associada com crianças obesas quando 

comparados com grupos de crianças que apresentavam doença hepática gordurosa não 

alcoólica, esteatose hepática não alcoólica e com crianças saudáveis, sendo que esse último 

apresentou a menor abundância para a ordem RF39 (DEL CHIERICO et al., 2017). Os 

resultados da literatura com relação a ordem RF39 ainda se mostram contraditórios, alguns 

estudos mostram sua relação com dietas saudáveis e redução de desordens metabólicas 

enquanto outros associam a sua presença com distúrbios metabólicos. 

A análise de funcionalidade da microbiota de animais CON e UND após 20 

semanas do protocolo de recuperação alimentar demonstra que os animais UND ainda 

apresentam alterações em diversas vias metabólicas. O grupo CON demonstrou maior 

presença da super via metabólica de biossíntese de L-triptofano quando comparado com o 

grupo UND. Alterações na microbiota intestinal em quadros de inflamação intestinal 

resultam no aumento da degradação e na inibição da biossíntese de L-triptofano (LIN et al., 

2021a). O triptofano é um aminoácido essencial precursor da serotonina (5-

hidroxitriptamina – 5-HT), portanto baixos níveis de triptofano levam a baixos níveis de 

serotonina. Alterações na regulação de 5-HT foi correlacionada com a patogênese da 

inflamação intestinal, apresentando implicações em doenças inflamatórias intestinais e 

colite experimental (NI et al., 2017). Além disso, redução na secreção de 5-HT está 

relacionada tanto ao desenvolvimento do sistema nervoso entérico e a motilidade intestinal, 



149 
 

como também a doenças do espectro autista, depressão e anorexia (KAŁUŻNA-

CZAPLIŃSKA et al., 2019; LIN et al., 2021b). A depressão pode resultar no aumento da 

ingestão de alimentos levando a ganho de peso (MILANESCHI et al., 2019). Nossos dados 

indicam que a via de L-triptofano em animais UND não se encontra em abundância 

compatível com os animais CON, esse dado nos leva a acreditar em alterações nos níveis de 

serotonina em camundongos UND e no desenvolvimento de um quadro parecido com a 

depressão e, consequentemente, no aumento do peso nos animais machos. 

Mesmo após a recuperação alimentar a longo prazo, os animais CON apresentem 

maior abundância de vias metabólicas relacionadas a biossíntese de metionina quando 

comparados com animais UND. Observamos principalmente uma maior abundância na via 

de biossíntese de S-adenosil L-metionina, a qual é negativamente associada com a 

ocorrência de diabetes do tipo 2 devido sua participação das enzimas que compõe a via na 

catalise de diversas reações químicas no organismo (AFOLAYAN et al., 2020; 

LANDGRAF; MCCARTHY; BOOKER, 2016). Entretanto, também observamos aumento 

da super via de biossíntese de L-aspartato e L-asparagina em camundongos UND. A 

presença de L-aspartato é capaz de limitar a progressão de esteatose hepática, enquanto a 

presença de asparagina no plasma é associada com baixo risco para diabetes do tipo 2 

(HORNE et al., 2020; OTTOSSON et al., 2018; YANNI et al., 2010). O aumento da 

abundância da biossíntese de L-aspartato e L-asparagina podem indicar um recurso para 

amenizar as desordens metabólicas causadas pela redução da biossíntese de S-adenosil L-

metionina em camundongos UND. 

Já em camundongos UND, observamos abundância elevada de diversas vias 

relacionadas com a degradação de nucleotídeos quando comparados com camundongos 

CON. As vias de degradação de purina e guanosina resultam na produção de ácido úrico, o 

qual quando presente em altas concentrações está associada com desordem como artrite 

gotosa, doenças cardiovasculares e formação de pedras nos rins além de estar positivamente 

correlacionada com a obesidade (SATO et al., 2021b). A presença de ácido úrico em 

concentrações elevadas é associada com aumento de citocinas pró-inflamatórias e estresse 

oxidativo (DI et al., 2018; SATO et al., 2021a; UCHIDA et al., 2018).  Além disso, 

camundongos UND apresentam aumento na abundância de vias metabólicas relacionadas 
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com a fermentação de SCFAs quando comparados aos camundongos CON. A via de 

fermentação de L-lisina em acetato e butanoato também resulta na produção de amônia, 

contribuindo assim para o estabelecimento do quadro de uremia e possível rompimento da 

barreira epitelial no intestino (KREIMEYER et al., 2007).  

A assimilação de formaldeído pela via RuMP também se encontra em abundância 

elevada em animais UND quando comparados com animais CON. Formaldeído é o mais 

simples dos aldeídos com alto nível de toxicidade, geralmente produzido por bactérias 

metanotróficas e metilotróficas, com exceção para algumas bactérias não-metilotróficas 

como B. subtilis e Burkholderia cepacia, a partir da oxidação de hidrocarbonetos de cadeia 

curta (CHEN et al., 2016; HUYEN et al., 2009). O sistema RuMP é utilizado por essas 

bactérias para identificar e detoxificar o formaldeído presente no lúmen intestinal (CHEN et 

al., 2016). Formaldeído é geralmente produzido por células do hospedeiro durante 

infecções bacterianas, além da liberação indireta pelo sistema imune durante a sua explosão 

respiratória que resulta em inflamação e peroxidação de lipídeos (CHEN et al., 2016). Esses 

dados podem indicar que camundongos UND favorecem a via RuMP de assimilação de 

formaldeído como mecanismo de detoxificação durante um possível estado de inflamação 

intestinal. 

Já a super via de resgate de nucleosídeos de pirimidina pode resultar na presença 

de uridina, um nucleosídeo de pirimidina responsável pela regulação dos metabolismos de 

glicose e lipídeos (LIU et al., 2021). A suplementação alimentar de uridina em 

camundongos saudáveis resulta em indução de intolerância sistêmica a glicose, resultando 

em pré-diabetes, e a acumulação severa de lipídeos no fígado (URASAKI; PIZZORNO; LE, 

2016). Nosso estudo demonstra que camundongos UND apresentam aumento da super via 

de resgate de nucleosídeos de pirimidina quando comparados com camundongos CON. 

Esses dados reforçam a hipótese de um estado metabólico alterado que favorece o 

estabelecimento de síndrome metabólica, resultando em esteatose hepática, diabetes e 

aumento de peso na vida adulta. 

Outras vias alteradas em camundongos UND em relação aos CON foram as vias 

III e VI de biossíntese de L-lisina. Em pacientes com síndrome metabólica, os níveis de 

lisina em conjunto com a metionina se encontram reduzidos (REDDY; LEONG; JIALAL, 
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2018). A presença de lisina também está correlacionada negativamente com características 

cardio-metabólicas e alguns biomarcadores de inflamação, como IL-6 e TLR4 (REDDY; 

LEONG; JIALAL, 2018). Entretanto, a redução nos níveis de lisina parece estar associada 

com aumento de vias de degradação e não na redução da biossíntese, isso devido a presença 

de produtos da degradação como o aminoadipato (IIDA et al., 2016). Entretanto, o aumento 

de lisina pode resultar no favorecimento de vias de acetilação da mesma, trazendo 

implicações para integridade de vias metabólicas e imunológicas, contribuindo para estados 

de resistência à insulina e obesidade (IYER; FAIRLIE; BROWN, 2012; REDDY; LEONG; 

JIALAL, 2018).  

Nossos dados em relação aos efeitos da desnutrição em longo prazo sugerem que o 

quadro de desnutrição sofrido na infância influencia a biossíntese de alguns aminoácidos 

essenciais, a degradação de nucleotídeos e o resgate de nucleosídeos de tal modo que as 

alterações perduram até a vida adulta. Essas alterações estão, em sua maior parte, 

correlacionadas com o surgimento de síndromes metabólicas, resultando em diabetes, 

obesidade e esteatose hepática, embora não tenhamos observado o desenvolvimento de 

obesidade “espontânea” nos animais do grupo UND, mas poderia ser interessante submeter 

os mesmos a dietas indutoras de obesidade (MUJICO et al., 2013) e verificar se eles têm 

uma maior facilidade de desenvolver esse distúrbio. 

O perfil da composição da microbiota intestinal levando em conta todos os quatro 

grupos (CON, VZV, UND, UND+VZV) analisados demonstrou diferenças significativas 

apenas em duas taxa: a ordem RF39 se encontra em maior abundância nos animais UND e 

a família Staphylococcaceae se mostra em maior abundância nos animais CON. Como 

discutido anteriormente, a literatura apresenta relatos antagônicos ao atribuir importância 

para a ordem RF39, a qual é associada tanto com a presença quanto a ausência de distúrbios 

metabólicos (DEL CHIERICO et al., 2017; ERICSON et al., 2020; LIPPERT et al., 2017). 

Além disso, a família Staphylococcaceae se mostra como um integrante comensal em perfis 

de microbiota saudável, sendo reduzido em casos de desnutrição (GUPTA et al., 2011; 

TIDJANI ALOU et al., 2017). 

Assim como na análise entre UND e CON ao final das 20 semanas de experimento, 

os animais UND permanecem com aumento significativo na via de biossíntese de N10-
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formil-tetrahidrofolato (também conhecida por via III de transformação de folato) levando 

os quatro grupos experimentais em consideração. O folato é um componente nutricional de 

extrema importância, envolvido em diversas vias metabólicas como as de replicação, 

reparação e metilação de DNA (O’CONNOR, 2013). Além disso, a síntese de folato está 

relacionada com a presença de gêneros na microbiota intestinal com propriedades 

probióticas, como os Lactobacillus e as Bifidobacterium, e capazes de modular a resposta 

imune (LEBLANC et al., 2013; POMPEI et al., 2007). Novamente notamos o 

favorecimento de vias responsáveis pela modulação do sistema imune como uma possível 

regulação da inflamação intestinal decorrente da desnutrição.  

Já o grupo VZV demonstrou aumento da via II de degradação de nucleotídeos de 

purina quando comparados com os demais grupos. Essa via havia sido destacada 

anteriormente como geradora de ácido úrico no organismo, podendo resultar em síndrome 

metabólica. Com a comparação geral dos grupos, observamos que essa alteração não está 

presente apenas em animais UND, mas também em animais controles. Podemos então 

supor que essa não seja uma alteração a longo prazo da desnutrição, mas sim um 

desequilíbrio associado a idade dos animais. 

Os animais UND+VZV foram os que apresentaram as maiores alterações na 

funcionalidade da microbiota intestinal. Observamos um aumento na abundância da via III 

de resgate de adenina e adenosina quando comparamos o grupo UND+VZV com os demais. 

Diversos microrganismos reciclam os nucleotídeos de adenosina através da via de 

degradação em conjunto com a via de resgate. A reparação de danos no epitélio e na 

camada mucosa intestinal necessita de grande geração de nucleotídeos com a finalidade de 

replicação de DNA e de geração de RNA para transcrição de proteínas (LEE et al., 2020). 

Além disso, a via de recuperação de adenina e adenosina resulta na formação de IMP 

(inosina monofosfato), o qual é utilizado na via de biossíntese de nucleotídeos para gerar 

AMP (adenosina monofosfato) que é consecutivamente fosforilado em ADP (adenosina 

difosfato) e ATP (adenosina trifosfato) (LEE et al., 2018). A regeneração do epitélio 

intestinal necessita de altas concentrações de ATP para sustentar o processo de geração de 

novas células além da produção e secreção de muco pelo retículo endoplasmático (LEE et 

al., 2018, 2020). Portanto, o aumento da via de resgate de adenina e adenosina nos animais 
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UND+VZV pode indicar um epitélio intestinal danificado ou com permissividade superior 

ao normal, o que justificaria a necessidade de maior concentração de nucleotídeos para a 

manutenção desse epitélio.  

A via I de degradação de glicogênio também se encontra elevada em camundongos 

UND+VZV quando comparado com os demais grupos. As vias associadas ao metabolismo 

de glicogênio estão presentes em microrganismos capazes de sobreviver em ambientes 

diversos, proporcionando vantagens competitivas no trato gastrointestinal devido a 

utilização dessa fonte para sustentar uma rápida expansão (MILANI et al., 2015).  

Portanto, nossos dados demonstram que, quando aumentamos o número de grupos 

experimentais, com a inclusão dos grupos VZV e UND+VZV, as diferenças estatísticas 

tanto de composição quando de funcionalidade são “diluídas” entre as amostras. Ainda 

observamos algumas alterações referentes a síntese de vitaminas e nucleotídeos, além da 

degradação de polissacarídeos. Porém, identificamos que algumas vias analisadas 

anteriormente podem ser melhor associadas com a idade do animal do que com a 

desnutrição. Além disso, vale destacar que os animais CON não demonstraram abundância 

significativa em nenhuma das vias metabólicas analisadas. Entretanto, demonstramos que 

tanto os animais UND quando os animais UND+VZV apresentam alterações significativas 

tanto na composição quanto na funcionalidade da microbiota que podem resultar em 

disbiose e, consequentemente, em alteração na indução relação com o sistema imune do 

hospedeiro. 

Após a identificação dos perfis da microbiota intestinal a curto e a longo prazo de 

animais que passaram por período de desnutrição durante a infância, buscamos determinar 

se as alterações observadas na composição e na funcionalidade da microbiota eram capazes 

de influenciar o sistema imune. Para isso, caracterizamos a resposta imune em relação ao 

perfil de células B no período correspondente ao final do protocolo de recuperação, 

concomitantemente ao início da vacinação dos animais. 

Células B são marcadores da intensidade da interação entre a imunidade de 

mucosa e a microbiota (MILLION et al., 2018). Desde o nascimento, a microbiota 

intestinal interage com o sistema imune, impactando a geração, a ativação, a proliferação e 

a funcionalidade das células B (HANSSON et al., 2011). Além disso, aumento no índice de 
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IgA fecal (razão entre bactérias recobertas por IgA e o total de bactérias) é observado em 

casos de doença do intestino irritado associada a disbiose intestinal (PALM et al., 2014). 

Esse aumento no índice de IgA é relacionado com a maior permeabilidade da barreira de 

muco e do epitélio intestinal, o que favorece a interação da microbiota com a células do 

epitélio e com células do sistema imune de mucosas (BUNKER et al., 2015; PELASEYED 

et al., 2014). Mesmo nosso estudo não tendo avaliado a produção de IgA, o aumento 

observado na população de células B maduras (B220+) pode estar associado com o quadro 

de disbiose causado pela desnutrição e um possível quadro inflamatório no trato 

gastrointestinal. Essa teoria está de acordo com o perfil de composição e de funcionalidade 

da microbiota que encontramos ao final do período de recuperação alimentar, no qual o 

grupo UND apresentou tanto redução de gêneros associados com o processo de modulação 

da resposta inflamatória quanto alterações funcionais associadas com a quebra da barreira 

de mucosa, como a redução da via de degradação de fucose e o aumento do ciclo da ureia, e 

a translocação microbiana, como o aumento da biossíntese de antígeno O.  

Nosso estudo também demonstrou que os animais UND apresentam a manutenção 

do número de células B de centro germinativo. Esses dados se correlacionam a outro estudo 

que demonstrou que células B de centros germinativos tendem a ser mais resistentes a 

períodos de desnutrição do que as outras células linfáticas (RHO et al., 2017). Vale notar 

que as células B de centros germinativos necessitam da sinalização de células T CD4+ 

foliculares para diferenciação em células plasmáticas de vida longa (BUNKER et al., 2015). 

Palm et al. (2014) demonstrou que, em modelos murinos de colite, as respostas de células 

B produtoras de IgA eram principalmente dependentes de células T, indicando que a 

presença de disbiose na microbiota intestinal favorece a resposta de células B através da 

indução de respostas T-dependentes após a identificação de componentes comensais. Nosso 

estudo mostra que a desnutrição na infância resulta num aumento nas populações de células 

B maduras, células B precursoras de memória, células B de memória e células B foliculares. 

Ou seja, existiriam alterações de diferentes tipos no compartimento dos linfócitos B. O 

aumento observado nas populações de células B sugere que a desnutrição resultou em um 

quadro de disbiose da microbiota intestinal que por sua vez pode influenciar no 

desenvolvimento de diferentes populações de células. 
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Rho et al. (2017) ainda demonstrou em modelo murino de desnutrição proteico-

energética alterações no status de desenvolvimento de células B na medula óssea, além do 

aumento na frequência de células B secretoras de IgA e do aumento da secreção de IgA por 

células plasmáticas na lâmina própria do intestino delgado. Essas alterações implicaram em 

diminuição da eficácia de proteção para vacina oral de cólera e para vacina atenuada 

recombinante de Salmonella enterica serovar Typhimurium. Já Sakai et al. (2006) 

demonstrou que a desnutrição em camundongos C57BL/6 foi capaz de reduzir as células T 

CD8+ ovalbumina-específicas e a produção de IL-2 por células T CD4+ após imunização 

com vacina de DNA anti-ovalbumina, porém a resposta de anticorpos específicos contra a 

ovalbumina se manteve inalterada, sugerindo a manutenção da resposta de células B após a 

desnutrição (SAKAI et al., 2006). Entretanto, estudo avaliando a desnutrição infantil em 

ratos durante o período de aleitamento demonstrou redução nos precursores das células B, 

entre eles as células B foliculares, na medula óssea e nos linfonodos mesentéricos e redução 

de células B secretoras de IgA (FLÓ et al., 1996).  

Com relação a microbiota intestinal e o imunometabolismo, observamos uma 

redução em vias que resultam na fermentação de SCFA em animais UND ao final do 

período de recuperação alimentar. O metabolismo de SCFA é uma importante fonte de 

energia para as células e é de extrema importância durante processos que exigem grande 

gasto energético, como a diferenciação de células B em células plasmáticas e a produção de 

anticorpos (MICHAUDEL; SOKOL, 2020). Os SCFA são convertidos em acetil-CoA e 

integrados no ciclo do ácido cítrico mitocondrial, resultando em ATP. O acetil-CoA 

derivado de SCFA pode ser utilizado também como substrato na síntese de ácidos graxos, 

os quais estão envolvidos na diferenciação para células plasmáticas e para a produção e 

troca de classe de anticorpos (GUO et al., 2019; KIM et al., 2016; MICHAUDEL; SOKOL, 

2020). Além disso, SCFA é responsável pela estimulação da glicólise em células B através 

da ativação de mTOR (mammalian target of rapamycin – alvo da rapamicina em 

mamíferos) (KIM et al., 2016). Kim et al. (2016) demonstraram que a redução de SCFA em 

camundongos com déficit nutricional apresentam defeitos na homeostase da resposta imune 

e na resposta de anticorpos patógeno-específica, resultando no aumento da susceptibilidade 

a infecções por patógenos.  
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Observa-se também uma maior abundância da via de degradação de glicogênio em 

animais UND ao final do período de recuperação alimentar e nos animais UND+VZV a 

longo prazo. O glicogênio, além de atuar como fonte de reserva de carbono e energia, vem 

sendo relacionado com atividades imunoestimulantes (BESFORD; CAVALIERI; 

CARUSO, 2020b; YASUDA et al., 2013). A presença de glicogênio no lúmen intestinal 

resulta em estímulo da resposta de macrófagos, da resposta antitumoral e da diferenciação 

de células Caco-2, modelo experimental da barreira intestinal  (BESFORD; CAVALIERI; 

CARUSO, 2020a). Devido as diversas propriedades imunoestimulatórias dessa 

nanopartícula natural, o glicogênio vem recebendo grande interesse como possível 

imunomodulador e adjuvante vacinal (KAJIURA et al., 2010; LU et al., 2015). Portanto, o 

aumento da via de degradação de glicogênio pela microbiota de camundongos UND pode 

resultar em redução das concentrações dessa molécula no lúmen intestinal, diminuindo 

assim sua ação no sistema imune e reduzindo atuação como adjuvante durante a 

imunização com a vacina anti-varicela-zoster. Já a redução de glicogênio durante a vida 

adulta de camundongos UND+VZV pode também influenciar na modulação da resposta 

imune contra uma possível infecção por varicela-zoster, uma vez que a eficácia da vacina 

pode ter sido comprometida durante a infância devido as alterações decorrentes da 

desnutrição.  

Além disso, a super via metabólica de biossíntese de L-triptofano foi encontrada 

em maior abundância em animais CON após 20 semanas do protocolo de desnutrição. 

Como descrito anteriormente, o triptofano é um aminoácido essencial precursor da 

serotonina. A presença de butirato é capaz de encaminhar o triptofano para a via da 

serotonina, resultando na produção de ácido 5-hidroxi indol-3-acético (5-HIAA). 5-HIAA 

atua na ativação do receptor aril-hidrocarboneto (AhR), responsável pela indução da 

funcionalidade de células B regulatórias (Bregs) (ROSSER et al., 2020). As células Bregs 

são células B imunossupressoras produtoras de IL-10 e responsáveis pela tolerância à 

microbiota intestinal e pela atenuação da resposta inflamatória intestinal, através da 

inibição de células B de centros germinativos e da diferenciação plasmablastos 

(MICHAUDEL; SOKOL, 2020; SATTLER et al., 2014). As células Bregs estão associadas 

com a manutenção da homeostase da resposta imune, suprimindo diversas patologias 

associadas a imunidade pela produção de citocinas anti-inflamatórias, além de promover a 
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diferenciação de células T regulatórias e a inibição da expansão de células T patogênicas e 

de linfócitos pró-inflamatórios (CARTER et al., 2011; ROSSER et al., 2020). A maior 

abundância da via de biossíntese de L-triptofano nos nossos animais CON nos leva a 

teorizar uma possível manutenção da homeostase intestinal através da ativação das células 

Bregs. Camundongos CON seriam capazes de suprimir um ambiente inflamatório e 

promover um controle da microbiota intestinal por meio de células Bregs, enquanto 

camundongos UND e UND+VZV careceriam dessa regulação, favorecendo o 

estabelecimento de um perfil de disbiose e de inflamação intestinal. 

A partir dos dados relatados na literatura e dos nossos resultados, podemos teorizar 

que a desnutrição gera um quadro de disbiose na microbiota intestinal, resultando na 

redução da camada de mucosa e na quebra da barreira epitelial e permitindo a translocação 

de microrganismos comensais, os quais induzem a geração de uma resposta imune e 

favorecem a expansão de subtipos de células B tanto a nível sistêmico quanto de mucosa 

intestinal. Entretanto, de acordo com a redução na abundância de certas vias metabólicas 

em animais UND, podemos sugerir que, mesmo com a expansão celular, a funcionalidade 

dessas células pode estar comprometida, o que poderia explicar indiretamente o aumento no 

número de células B, como forma de suprir a deficiência funcional. Além disso, alterações 

em vias metabólicas a longo prazo indicam uma possível redução de células regulatórias, o 

que favoreceria ainda mais a disbiose e prováveis processos inflamatórios intestinais.  

Em síntese, nossos resultados demonstraram que: 

A hipótese foi confirmada ao longo da tese, na qual demonstrou-se que a 

desnutrição alterou tanto o perfil da microbiota intestinal quanto das funções metabólicas 

exercidas por essa comunidade microbiana. Além disso, demonstrou-se que as alterações de 

composição da microbiota e de suas funções metabólicas persistiram mesmo após a 

recuperação alimentar a longo prazo, resultando em implicações na vida adulta. 

Como objetivo geral, determinou-se que a desnutrição durante a infância resultou 

na alteração do perfil microbiano em 7 taxa e da funcionalidade metabólica em 25 vias 

durante a vida adulta de camundongos C57BL/6. 
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Em relação ao objetivo específico 1 demonstramos que, no auge da desnutrição, os 

animais UND apresentam diferenças na composição da microbiota intestinal, resultando em 

alterações a nível de filo, nas quais destacamos o aumento de Bacteroidetes e redução de 

Firmicutes e Deferribacteres. Já a análise da recuperação alimentar em curto prazo 

demonstrou que a composição da microbiota intestinal ainda apresenta alterações em 

animais UND, com aumento significativo do filo Verrucomicrobia, com um total de 13 taxa 

com alterações significativas. Entretanto, a recuperação alimentar a longo prazo restaura as 

diferenças na composição da microbiota intestinal dos animais CON e UND, demonstrando 

alterações significativas em apenas 7 taxa. Quando incluímos os grupos VZV e UND+VZV 

na avaliação a microbiota a longo prazo, demonstramos que apenas 2 taxa alteradas. 

Demonstramos também que a profilaxia com SXT associada a desnutrição, como 

recomendado pela OMS, altera a composição da comunidade bacteriana, com alterações na 

presença de 16 taxa.  

Em relação ao objetivo específico 2 comprovamos que, no pico da desnutrição, os 

animais UND apresentaram alterações em 15 vias metabólicas, com aumento de vias 

relacionadas, principalmente, com a biossíntese de vitaminas e a degradação de 

carboidratos, polissacarídeos e nucleotídeos. Já a análise da recuperação alimentar em curto 

prazo apresentou alterações em 36 vias metabólicas, sendo que os animais UND 

demonstraram aumento, principalmente, de vias de metabolismo de componentes 

inorgânicos, geração de metabolitos/energia e biossíntese de açúcar nucleotídeo. Os efeitos 

a longo prazo da desnutrição demonstraram alterações em 25 vias metabólicas, sendo elas 

associadas com a degradação de nucleotídeos e de polissacarídeos, além da fermentação de 

SCFA e da biossíntese de nucleotídeos e aminoácidos. Com a inclusão dos grupos VZV e 

UND+VZV na avaliação a microbiota a longo prazo, demonstramos alterações em 11 vias 

metabólicas. Animais UND+SXT apresentaram alterações em 4 vias metabólicas durante o 

ápice da desnutrição, com aumento da via de síntese de aminoácidos e redução de vias de 

síntese de cofatores enzimáticos e metabolismo de componentes enxofre e nitrogênio.  

Em relação ao objetivo específico 3, demonstramos que o uso do cotrimoxazol no 

modelo empregado, tal qual é preconizado pela OMS no tratamento da desnutrição em 
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crianças, resulta em alterações da microbiota tanto em composição como em funcionalidade 

metabólica, sendo que essa disbiose pode ter implicações futuras para o hospedeiro.   

Em relação ao objetivo específico 4, observamos que a desnutrição resulta em 

disbiose da microbiota intestinal e altera o compartimento de células B a curto prazo, 

elevando as populações de linfócitos B maduros, de memória, percussoras de memória e 

foliculares. 
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7. CONCLUSÕES 

1. Camundongos que sofreram desnutrição na infância apresentam alterações da 

microbiota intestinal em composição e funcionalidade metabólica que podem ser 

observadas a curto, médio e longo prazo. 

2. Camundongos que sofreram desnutrição na infância e se recuperaram 

morfologicamente, apresentam alterações no número e frequência de diversas populações 

de células B entre a 6 e 8 semanas de vida. 

3. A hipótese resultou verdadeira. 

 

8. PERSPECTIVAS 

O presente estudo abriu caminhos para novas questões a serem avaliadas no futuro. 

Pretendemos avaliar a influência da desnutrição e suas repercussões na composição e 

funcionalidade da microbiota intestinal entre e intra gêneros.  

Coletamos amostras que vão nos permitir avaliar a resposta imune especifica anti-

varicela-zoster e correlacionar esses dados com as alterações na microbiota intestinal.  

Além disso, gostaríamos de avaliar o uso profilático de SXT durante a desnutrição 

e correlacionar com a resposta imune.  
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