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1. INTRODUÇÃO

A desnutrição é um problema de saúde pública 

mundial que aflige tanto os países desenvolvidos como 

os subdesenvolvidos, sendo, obviamente, mais crucial 

nestes (Oellife, 1968). Nas doenças em geral o prognó_s 

tico e bem pior em indivíduos desnutridos que em indiv_í 

duos bem nutridos (Leevy et al., 1965; Bollet & 

Owens, 1973; Bistrian et al., 1974; 1976; Prevost & 

Butteruorth, 1974; Hill et al., 1977; Yates et al., 

1977; Blackburn, 1979; Ueinsier et al., 1979). Mesmo 

em países desenvolvidos, como a Inglaterra e os Estados 

Unidos da América do Norte (U.S.A.), cerca de 44 a 48% 

dos pacientes internados em hospitais gerais são desnjj 

tridos (Bistrian et al., 1976; Ueinsier et al., 1979). 

A desnutrição humana é, quase sempre, multicarencial e 

se manifesta com deficiência de proteínas, de carboidr£ 

tos, de lipídios, de vitaminas e de sais minerais. No 

tocante às carências vitamínicas, no homem estas são g_e 

ralmente múltiplas e raramente específicas. Em relação 

às diversas deficiências vitamínicas é importante saber 

que a deficiência de tiamina acomete cerca de 30% dos 

pacientes internados em hospitais gerais (Leevy et al., 

1965). 0 efeito da carência específica de vitamina B^ é 

difícil de ser pesquisado pois a mesma vem, em regra, £ 

companhada de outras deficiências; logo, torna-se impo_r 

tante o seu estudo em animais de experimentação.



6

A tiamina, vitamina ou aneurina, e conhecí 

da desde 1927 (jansen & Donath). Sua estrutura química 

foi determinada em 1936 (Uilliams) e, a partir desta d_a 

ta, a sua função bioquímica e o seu papel na nutrição 

foram pesquisados por muitos autores. í absorvida pelo 

tubo digestivo e fosforilada no epitélio intestinal pro 

duzindo-se a tiamina pirofosfato (TPP) ou cocarboxilase 

(Goldsmith, 1964) que participa no metabolismo celular, 

como coenzima, em cerca de 24 sistemas enzimaticos 

(Sauberlich, 1967) existentes em mamíferos e em micror 

ganismo (Nakada & Sund, 1958; Goldberg & Racker, 1962).

Nos mamíferos as enzimas que possuem a tiamina 

pirofosfato (ou pirofosfato de tiamina) como coenzima 

são a transcetolase (E.C. 2.2.1.1.), a piruvato d e s i d ro 

genase (E.C. 4.1.1.1.) e a alfacetoglutarato desidrog_e 

nase (E.C, 1.2.4.2.). A transcetolase age na fase não £ 

xidativa da via das pentoses cuja importância metabóli. 

ca está na síntese de pentoses e de nicotinamida adeni 

na dinucleotídeo fosfato reduzido (NADPH) necessárias 

para a síntese do DNA da célula. A piruvato desidrogena 

se age na descarboxilação do ácido pirúvico em acetil- 

CoA, na glicólise. A alfacetoglutarato desidrogenase a_ 

ge no ciclo de Krebs descarboxilando o ácido alface to 

glutárico em succinil-CoA. Estas duas reações de descar 

boxilação auxiliam na formação da nicotinamida adenina 

dinucleotídeo reduzido (NADH) que é importante na form£ 

ção de ATP na cadeia da fosforilação oxidativa. Conse 
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quentemente pode-se supor que a deficiência aguda de ti_a 

mina (como acontece experimentalmente na ingestão de uma 

dieta sem vitamina B^ e/ou no uso de antagonistas desta 

vitamina) levaria a importantes alterações metabolicas e 

consequentemente a distúrbios funcionais e morfológicos 

no organismo animal principalmente no sistema nervoso, 

no coração, no fígado e no tubo gastrointestinal. Ani 

mais alimentados com dieta sem tiamina apresentam anore 

xia e consequente perda de peso corporal que se da 

do 125 ao 145 dia (Gubler, 1968; Bai et al., 1971).

A desnutrição, de uma maneira geral, altera o e 

pitélio do intestino delgado induzindo diminuição da a_b 

sorção de nutrientes e de medicamentos, o que fatalmente 

aumenta a morbidade de pacientes internados (Uillard et 

al., 1980). í no jejuno proximal que quase todos os ele 

mentos nutritivos e drogas ingeridos são' absorvidos 

(Truelove & Reynell, 1972), além de ser esta a região iri 

testinal mais estudada no ser humano (Shiner, 1957; 

Rubin & Dobbins, 1965; Stanfield et al., 1965; Cook & 

Lee, 1966). A carência de tiamina afeta de modo re.levaji 

te vários tecidos e, naqueles em que a renovação celular 

é muito rápida, o efeito lesivo de tal deficiência deve 

ser também muito importante. 0 epitélio de revestimento 

da mucosa do intestino delgado apresenta uma das maiores 

taxas de renovação celular do organismo (Bertalanffy, 

196D).

Ao se analisar o epitélio do intestino delgado
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reconhecem-se quatro compartimentos: um compartimento 

proliferativo, que corresponde a porção da cripta onde 

as células são produzidas; um compartimento funcional, 

que é a própria vilosidade, onde o enterocito desem 

penha suas funções digestivas; um compartimento de matu 

ração, localizado entre os compartimentos proliferativo 

e funcional, onde o enterocito se diferencia; e um com 

partimento de células indiferenciadas e de células de 

Paneth, no fundo da cripta (figura 1).

Figura 1: Compartimentos do epitélio do intes­
tino delgado.
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As células são continuamente produzidas nas 

criptas e, a seguir, migram ao longo das vilosidades 

(Leblond & Stevens, 1948; Bertalanffy, 1968; Lipkin, 

1973; Uright, 1984). As criptas de Lieberkiihn têm a fun 

ção primordial de manter a renovação e a diferenciação 

de células para a vilosidade que desempenha as funções 

de absorção, digestão e secreção. A taxa de produção ce 

lular da cripta representa um dos mais importantes para, 

metros para os estudos de proliferação celular intestjL 

nal (Uright, 1980).

A proliferação, a migração, a diferenciação e a 

perda de células que ocorrem em tecidos normais ou patjj 

lógicos, podem ser avaliadas pelos estudos de cinética 

celular. A análise cinética das populações celulares têm 

colaborado muito para uma melhor compreensão do mecanis 

mo patogenético de diversas doenças. A história do es tu 

do da proliferação celular é recente (Leblond & Stevens, 

1948). Inicialmente, a cinética celular era avaliada ba 

seando-se no encontro de figuras mitóticas na população 

de células em proliferação ou, mesmo, quantificando as 

figuras de mitose em suas fases (prófase, metáfase, aná 

fase e telófase) .

0 ciclo celular de uma célula em proliferação 

começa numa fase e termina na mesma fase do ciclo subse 

quente (Aherne et al., 1977; Baserga, 1981). Antes de 

1952, os pesquisadores achavam que o ciclo celular com 

preendia duas fases: a mitose e a interfase. Ualker & 
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Yates (1952) medindo a intensidade da reação de Feulgen 

em células proliferativas de tecido de galinha, demons 

traram que a síntese de DNA (ácido çiesoxiribonucléico) 

se faz completamente na interfase. Outros pesquisadores 

reforçaram tal achado, utilizando-se de elementos radia^ 

tivos, que se incorporam ao DNA da célula em prolifera 

ção, e verificaram que a incorporação acontece durante 

a interfase (Houard & Pele, 1953; Lajtha et al., 1954).

Houard à Pele (1953), baseando-se em seus achados, propu 

seram uma divisão do ciclo celular em quatro • fases:

a) mitose; b) fase G1 ou de pré-síntese de DNA; c) fase 

S ou de síntese de DNA; d) fase G2 ou de pós-síntese de 

DNA (figura 2).

Figura 2: Fases do ciclo celular



11

a) Mitose - í o processo de separação física 

dos cromossomos em duas novas células. As diferentes f a. 

ses da mitose podem ser reconhecidas por algumas caracte 

rísticas morfológicas: a prófase é caracterizada pelo 

condensamento da cromatina nuclear e pelo desaparecimen­

to da membrana nuclear; a metáfase é marcada pela forma 

çao dos cromossomos e pelo seu arranjo no plano equa to 

rial da célula; na anéfase há separação das cromátides e 

se inicia o movimento das mesmas para os pólos da céljj 

la; na telófase há o reaparecimento da membrana nuclear; 

a mitose se completa com a citocinese, surgindo, então, 

duas células filhas.

b) Fase G1 - Seguindo-se à fase mitótica, a f_a 

se G1 também é chamada de fase de pré-síntese do UNA. 

Seu tempo de duração é extremamente variável sendo a fa 

se mais sensível às alterações ambientais (Quastler & 

Sherman, 1959; Cameron & Greulich, 1963). A atividade 

bioquímica essencial dessa fase é marcada pelo início da 

síntese de ONA, RNA (ácido ribonucléico) e proteínas 

(Baserga, 1968). A fase G1 pode ser considerada como a 

de controle do ciclo celular a partir da qual a célula 

entra em período de latência ou continua a replicação. 

Em algumas células o controle do ciclo pode-se fazer na 

fase G2 (Gelfant, 1962; 1963).

c) Fase S - í a fase de síntese do ONA, durante 

a qual os cromossomos duplicam o seu conteúdo. í na fase 

de síntese que ocorre a incorporação de isótopos radiati 
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vos (e.g. a timidina marcada) quando estes entram na sín 

tese do DNA. Este fenômeno de incorporação é extremamen­

te importante nas estimativas dos diversos tempos das fa 

ses do ciclo celular. Esta fase demora de 6 a 8 horas 

nas células dos mamíferos (Trasher & Greulich, 1965 a; 

1965 b). Um fato referido durante esta fase é que a sín 

tese de proteínas pelas células é um pré-requisito impor, 

tante para a síntese do DNA. Bloqueando-se a síntese pro 

téica há parada da síntese de DNA (Baserga, 1968; Pres- 

cott, 1968) .

d) Fase G2 - í também chamada de fase de pós- 

síntese do DNA e se segue à fase S. Os eventos bioquími. 

cos nesta fase são pouco conhecidos; todavia sabe-se que 

as sínteses de RNA e de proteínas são essenciais para a 

mitose. Ha evidencias de que algumas células do organijs 

mo entram em repouso proliferativo na fase G2 , indicando 

a existência de um ponto transicional específico nesta 

fase. Outros investigadores são adeptos da hipótese das 

calonas, controladoras do crescimento celular, que atuei 

riam nesse período do ciclo celular (Bullough, 1965).

Para a análise do ciclo celular é muito impo£ 

tante conhecer o tipo da fase de distribuição de uma p£ 

pulação de células vivas, visto que, em cada distribui, 

ção usam-se modelos matemáticos diferentes para expres 

sá-la. Em geral, dois tipos de distribuição são uteis pa_ 

ra o entendimento da proliferação celular: a distribui 

ção em equilíbrio dinâmico e a distribuição exponen- 
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ciai. Na primeira, a taxa de células perdidas por migrja 

ção ou por morte é igual a taxa de células produzidas 

num determinado compartimento; sob essas condiçoes, o 

número de células numa fase é proporcional à duração da 

mesma, formando um diagrama de distribuição retangular. 

Na distribuição exponencial o número total de células 

na população aumenta de forma exponencial, sendo neces 

sério que todas as células estejam proliferando ao me_s 

mo tempo e que não haja célula perdida na população. Co. 

mo cada célula produz duas células filhas, após mitose, 

haverá mais células rta fase G1, isto é, mais células na 

população. 0 crescimento exponencial acontece nas pr_i 

meiras fases do desenvolvimento embrionário, nas celjj 

las em cultura e no início do crescimento tumoral. Ha 

divergências de opiniões com respeito à implicação de.s 

tes tipos de distribuição na cripta do intestino delga. 

do. Cairnie et al., (1965 b) relataram que as células 

da porção inferior da cripta têm crescimento populacio­

nal exponencial; Schultze et al. (1972) concluiram 

que há um estado de equilíbrio dinâmico na cripta como 

um todo (figura 3).

Numa população pro1ifera tiva há sempre uma pro 

porção de células que deixa o ciclo celular. A maneira 

e o ponto em que as células na população param as suas 

atividades proliferativas tem sido objeto de muitos es 

tudos, inclusive com a formulação de hipóteses de meca 

nismos de controle dos tamanhos dos compartimentos pro
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Figura 3: Tipos de distribuição do ciclo celu­
lar; condição do estado de equilíbrio dinâmico (acima), 

comparado com a condição exponencial (abaixo).
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liferativos. As células saem do ciclo em dois pontos: na 

fase G1 e na fase G2. Na cripta de Lieberkühn elas se di 

ferenciam a partir da fase G1 e caminham para a vilosida 

de, onde desenvolvem suas funções (absorçao, digestão e 

secreção) e são, finalmente, desprendidas no pico da me_s 

ma (figura 4).

Figura 4: Controle da proliferação celular na 

cripta do epitélio do intestino delgado.
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A morte celular, no epitélio do intestino delgja 

do, acontece na zona de extrusão e não na cripta (Cai£ 

nie et al., 1965 b). Das fases G1 e G2 a célula pode en­

trar em fase de repouso ou fase gê zero (G0) (Lajtha, 

1963). Nesta fase as células mantêm as suas potencialida, 

des e podem, sob condições apropriadas, voltar ao ciclo 

proliferativo como acontece com os tecidos da próstata e 

da vesícula seminal dos animais castrados e estimulados 

com testosterona (Plorley et al., 1973; Appleton et al., 

1973). Na porção basa.l da cripta de Lieberkühn há célu­

las que deixam o ciclo celular a partir da fase G1 (Qua_s 

tler & Sherman, 1959; Cairnie et al., 1965 a; 1965 b; 

Uright, et al., 1972 a) e/ou da fase G2 (Clarke, 1973) e 

entram em GO.
A

Os estudos sobre o efeito da deficiência aguda 

de vitamina B^ no tubo digestivo, citados pela literatu­

ra, abordam, basicamente, aspectos bioquímicos e/ou fi­

siológicos (Harper, 1942; Althausen et al., 1946; Hauk & 

Hundley, 1951; Grana, 1958; Veen, 1963; Gubler, 1968; 

Bitter et al., 1969; Bai et al., 1971). A deficiência de 

» Per_ se, acarreta depressão da atividade de três en­

zimas (transcetolase, piruvato desidrogenase e alfa-cetjj 

glutarato desidrogenase) que necessitam da tiamina (pir£ 

fosfato de tiamina - TPP) como coenzima. A diminuição da 

atividade da transcetolase induz decréscimo das sínteses 

de pentoses e de NADPH, essenciais para a produção de 

DNA (Henderson et al., 1973). A diminuição da atividade 
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da piruvato desidrogenase e da alfa-cetoglutarato desi- 

drogenase causam uma queda da produção de ATP pelo ente- 

rócito, Como vimos, a síntese de DNA e a produção de e- 

nergia estão intimamente relacionadas com a manutenção 

do ciclo reprodutivo celular. Consequentemente podemos 

esperar que neste tipo de deficiência hajam alterações 

morfológicas da mucosa intestinal; porém não se encon 

tram estudos morfométrico e cinético do epitélio intesti_ 

nal de animais alimentados com dieta sem tiamina.

Objetivo do presente trabalho; os experimentos 

do presente trabalho foram realizados para se estudar o 

efeito da deficiência aguda de tiamina, per se, no epité 

lio jejunal proximal de ratos, na fase de início de per­

da de peso corporal, através das análises da morfometria 

e da proliferação (cinética) celular.
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2. MATERIAIS E MÉTODOS

2.1. Animal

Foram utilizados 30 ratos da linhagem Uistar, 

machos, recém-desmamados, pesando cerca de 50 g cada, 

oriundos da colônia mantida no Biotério Central da F_a 

culdade de Medicina de Ribeirão Preto - U.S.P..

2.2. Gaiolas

Os animais foram mantidos individualmente em 

gaiolas semi-metabólicas, de polipropileno, com fundo 

suspenso de arame, para impedir que o animal ingerisse 

suas próprias fezes. 0 comedouro, retirável, de metal 

inoxidável, externo à gaiola, conecta-se a esta atra­

vés de tubo de mesma estrutura metálica e se comunica 

com este por meio de um orifício de 2,9 cm de diâme­

tro; o tubo, fixo à gaiola, se comunica com esta por 

intermédio de uma abertura circular de 5,3 cm de diârne 

tro; tal sistema dificulta o desperdício de alimento e 

impossibilita o animal de urinar e avacuar no comedou 
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ro. A água foi oferecida em tubos graduados de Richter.

2.3. Dieta

Foram usados dois tipos de dieta: uma controle, 

contendo todos os nutrientes e outra sem tiamina (Hor- 

uitz, 1965); água de -torneira foi fornecida a todos os 

animais.

A composição da dieta está apresentada na tab_e

la 1.

Tabela 1 - Composição da dieta

Componentes %(d)

Hidratos de carbono 65,8

Caseína livre de vitaminas 20,0

íleo vegetal 8,0

Mistura salina 5,0

Mistura de vitaminas 1,0

Colina 0,2
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A composição da mistura de vitaminas (Nutritio 

nal Biochemical Corporation, Cleveland, U.S.A.) é mos­

trada na tabela 2.

Tabela 2 - Composição da mistura de vitaminas

Componentes Quantidades

Vitamina A 900.DOO U.I

Vitamina E 100.000 U. I

Ácido ascórbico 45,00 g

Alfacetocoferol 5,00 g

Ácido paraminobenzóico 5,00 g

Inositol 5,00 g

Nicotinamida 4,50 g

Pantetonato de cálcio 3,00 g

Menadiona 2,25 g

Piridoxina 1,00 g

Riboflavina 1,00 g

Tiamina 1,00 g

Ácido fólico 90,00 mg

Biotina 20,00 mg

Vitamina B^ 1,35 mg

Dextrose q.s.p. 1.000,00 g
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A composição da mistura salina (Nutritional Bio 

chemical Corporation, Cleveland, U.S.A.) é vista na tabe 

la 3.

Tabela 3 - Composição da mistura salina

Componentes (9)

Fosfato monobásico de potássio (Kf^PO^) 389,00

Carbonato de cálcio (CaCO^) 381,40

Cloreto de sádio (NaCl) 139,45

Sulfato de magnésio (FlgSO^ . 7H20) 57,30

Sulfato ferroso (FeSO^ . 7H20) 27,00

Sulfato de manganês (MnSO^ . 7H20) 4,01

Iodetó de potássio (Kl) 0,79

Sulfato de zinco (ZnSO^ . 7H20) 0,55

Sulfato de cobre (CuSO^ . 5H20) 0,48

Cloreto de cobalto (CoCl2 . 6H20) 0,02

2.4. Delineamento experimental

Os animais foram divididos em 3 grupos de 10, 

assim distribuídos: grupo DT - animais alimentados com 

dieta sem tiamina e água, ad libitum; grupo CP - animais 

controle pareados com o grupo DT (cada animal deste gru 

po ingeriu dieta controle e água em quantidades iguais à 

quelas ingeridas pelos seus respectivos pares do grupo 

DT); grupo AL - animais alimentados com dieta controle e
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água, ad libi tum.

De dois em dois dias, os animais foram pesados 

e as quantidades de ingestão de dieta e de água foram a 

notadas.

No 19S dia de experimento, quando houve, pela 

segunda vez consecutiva, diferença de peso corporal e_s 

tatisticamente significante entre os grupos DT e CP, to 

dos os animais foram sacrificados após terem sido inj_e 

tados, intraperitonealmente, com sulfato de vincristina 

para estudo da proliferação celular (ver item 2.7).

Para as análises do ganho ponderai, da inge_s 

tão sólida e da ingestão hídrica (dados clínicos) foi 

necessária a avaliação dos três grupos (DT, CP e flL) já 

que o'grupo flL servia de controle tanto de DT como de 

CP. No entanto, como o objetivo deste trabalho foi pes­

quisar □ efeito da deficiência aguda de tiamina per se, 

na morfologia e na cinética do epitélio jejunal, os e_s 

tudos morfométrico e de proliferação celular foram fei­

tos apenas nos grupos DT e CP.

Os animais foram sacrificados por deslocamento 

da coluna cervical e, em seguida, fragmentos de jejuno 

proximal, medindo cerca de 1 cm de comprimento, foram 

retirados logo abaixo do ângulo de Treitz. Os fragmeri 

tos destinados à inclusão em parafina foram fixados em 

fluido de Carnoy (60% de álcool absoluto, 30% de cloro­

fórmio e 10% de ácido acético glacial) durante 5 horas 

e, depois, estocados em álcool a 70%. Os espécimes pa­
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ra a microdissecção foram fixados em solução de Clarke 

(75% de álcool absoluto e 25% de ácido acático glacial) 

por 24 horas e, a seguir, estocados em álcool a 70%.

2.5. Material incluído em parafina

2.5.1. Procedimentos técnicos

Após inclusão em parafina, cortes de quatro mi_ 

crometros (4 um), longitudinais e perpendiculares a se 

rosa, foram obtidos e corados com hematoxilina e eosina 

(H-E). Para as medidas morfométricas foram escolhidas _a 

penas aquelas vilosidades e criptas cortadas longitudi­

nalmente sendo as primeiras seccionadas das bases aos a 

pices e as segundas, das bases às suas aberturas na luz 

intestinal. Assim, foram avaliados os seguintes dados: 

altura do enterócito da vilosidade, altura da vilosida- 

de, número de células (população) da vilosidade, profu_n 

didade da cripta, número de células da cripta, número 

de mitoses por cripta e índice mitótico da cripta. As 

alturas das vilosidades e dos enterócitos, assim como 

as profundidades das criptas foram determinadas com ocjj 

lar micrometrada de dez aumentos (10 X) Zeiss KpL em m_i 

croscopio Zeiss standard. Para a calibração da ocular li 

sou-se uma lâmina micrometrada, calculando-se a distân 

cia, em micrômetros, entre dois traços consecutivos na 

ocular (M), pela fórmula seguinte:

i ? '' :t ' 1 -11 ‘‘ ■>« w ® y £ £ ü 4 ;
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M a x c
n = ______ , onde

b

a = número de traços consecutivos e coincidentes na lâ­

mina micrometrada com os traços da ocular micrometrada; 

b = número de traços consecutivos e coincidentes na ocu 

lar micrometrada com os traços da lâmina micrometrada; 

c = constante = 10 um (Roulet, 1948; Zucoloto, 1977).

A altura da cripta foi obtida desde o seu pon­

to mais inferior até a zona de separação entre cripta e 

vilosidade; a altura da vilosidade foi obtida deste po_n 

to até seu ápice ou zona de extrusão celular; os enteró 

citos medidos foram aqueles situados no terço médio da 

vilosidade, região em que estas células têm adquirido 

seu maior grau de maturidade funcional (Zucoloto, 

1982). Com exceção da altura do enterócito, cuja medida 

foi feita com objetiva de sessenta e três aumentos 

(63 X) , as demais mensurações e conta-gens foram executa 

das com objetiva de 16 X.

Foram analisados 30 enterócitos, 30 vilosida- 

des e 30 criptas por rato, após cálculos das médias cu­

mulativas para quantidades estatísticas adequadas (Uil- 

liams, 1981).

2.5.2. Constante de Tannock

Tannock, em 1967, chamou a atenção para um im­

portante fator geométrico, que deveria ser considerado 
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nos estudos sobre cinética celular da cripta intestinal 

(em material incluído em parafina) e que os pesquisado­

res vinham negligenciando até então. Na cripta, os nú­

cleos em mitose se movem, por razoes ainda nao explica­

das, da posição colunar periférica e justaposta à mem­

brana basal, para lugares mais próximos do eixo (figura 

5).

Figura 5: Ilustração diagramática do princípio

da constante de Tannock.
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Se uma cripta cilíndrica é cortada ao longo da 

seu eixo, um núcleo em metáfase, de diâmetro d e a uma 

distância radial r* do eixo, tem uma probabilidade 

maior de ser contada, pelo cálculo de d/2Trr’ em um da­

do número n de cortes axiais da cripta, do que um nú­

cleo em interfase, de diâmetro também d e a uma distân­

cia r do mesmo eixo, pelo cálculo de d/2qTr em um mes­

mo número n de cortes axiais da mesma cripta. Portanto 

o índice mitútico estará superestimado por r/r’; o ín­

dice mitótico deverá.ser, então, multiplicado por um fja 

tor r'/r para corrigir a referida superestima na conta­

gem.

2.6. Microdissecção

Fragmentos de cerca de 1 cm de comprimento fo­

ram retirados do jejuno proximal e, após terem sido a 

bertos ao nível da implantação do mesentério, foram es­

tendidos em papel de filtro e fixados por imersão em l_í 

quido de Clarke, durante 24 horas. Seguindo-se à fixa­

ção, os fragmentos foram estocados em etanol a 70% 

(v/v) até o momento de serem analisados. Para a micro­

dissecção seguiu-se o método de Clarke (1970), modific^ 

do por llright (1980). Para tanto, os fragmentos foram, 

inicialmente, imersos em álcool a 50^ (v/v) durante uma 

hora, hidrolisados em solução de ácido clorídrico IN, a 

60 ec, por 6 minutos, e corados com reativo de Schiff

■ h
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por 60 minutos. Durante todo o período de microdissecção 

os fragmentos foram mantidos numa solução de ácido acéti 

co a 45/í. Os espécimes foram processados tanto mais rap_i 

damente quanto possível, nao se gastando mais do que 6 

horas para isso, pois os mesmos descoram e se tornam mu_i 

to friáveis em tempos maiores. Com auxílio de lupa, pe­

quenas facas (ou bisturis) e finos estiletes foram obti­

dos conjuntos de vilosidades com suas criptas e criptas 

isoladas.

Para a contagem das células das criptas, estas 

foram isoladas na lupa, colocadas uma de cada vez entre 

lâmina e lamínula e, com leve pressão na lamínula, promo 

veu-se a esparramação das células, conseguindo-se no mi­

croscópio fácil identificação dos enterocitos, esparsa 

mente isolados (Figura 6); para a contagem das células 

da cripta, isolada pela microdissecção, usou-se retículo 

com quadrículos (100 x 1 mm ) adaptado a ocular Zeiss 

standard; desse modo foram obtidos o número de células 

da cripta, o número de siitoses por cripta e o índice mi- 

tótico da cripta.

Ocular de dez aumentos (10 X) foi usada para to_ 

das as medidas e contagens; para as medidas de comprimen 

to usou-se ocular micrometrada Zeiss KpL0

A altura da vilosidade foi medida com objetiva 

6,3 x; a determinação do número de criptas por vilosida­

de, a medição da profundidade da cripta e a contagem das 

células da cripta foram feitas com objetiva 16 Xo
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à
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Figura 6: Esparramação celular obtida através 
da técnica da microdissecção: (a) células em mitose; 

(b) células em interfase. (Aumentos: 474x).

A altura média da vilosidade e a profundidade m_é 

dia da cripta, de cada animal, foram conseguidas através 

da contagem de 30 vilosidades e de 30 criptas; para a de­

terminação do número médio de criptas por vilosidade, fo 

ram contadas, aproximadamente, 30 vilosidades com suas 

criptas, por animal.

0 número médio de células da cripta, o número m_é 

dio de mitoses por cripta e o índice mitótico médio da 

cripta foram obtidos do isolamento e esparramação de 10 

criptas por animal (Uright, 1982).
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2.7. Estudo da proliferação celular

2.7.1. Uso do bloqueador de mitoses

Todos os ratos foram injetados intraperitoneal- 

mente com 1 mg de sulfato de vincristina (Oncovin - Lab£ 

ratório Eli Lilly) por quilo de peso corporal. Após tri_n 

ta minutos da injeção de vincristina, foi iniciado o sa­

crifício dos animais, dois de cada vez (um do grupo DT e 

um do grupo CP), e a seguir, a cada 15 minutos, durante 

2 h 45 min, tempo em que há boa correlação entre o acúmjj 

lo de mitoses e o tempo de açao da vincristina (Uright 

et al., 1972 b; Uright, 1980).

2.7.2. Taxa de produção celular da cripta

A taxa de produção celular da cripta foi calcu­

lada tanto a partir do acúmulo de mitoses por cripta, 

por hora, como a partir do índice mitótico acumulado por 

cripta, por hora, pelas técnicas de inclusão em parafina 

e de microdissecção.

Para o cálculo do acúmulo de mitoses/cripta/ho- 

ra foi necessário conhecer o valor de B que é a declivi- 

dade dalinha de regressão; esta é obtida colocando-se a 

relação mitoses/cripta em ordenadas e o tempo de ação da 

vincristina em abcissa. Multiplicando-se o valor de 8 
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par 60 minutos, calculou-se a taxa de acumulo de mito- 

ses/cripta/hora.

Para o cálculo do índice mitotico acumulado por 

hora, fez-se necessário o cálculo de B* que e a declivi- 

dade obtida na análise da linha de regressão, colocando- 

se o índice mitotico em ordenada e o tempo de ação da 

vincristina em abcissa.

2.8. Análise estatística

Foram usados, neste trabalho, testes paramétri- 

cos com nível de significância de cinco por cento 

(a = 0,05).

Na avaliação dos dados do ganho ponderai foi 

feita a análise de variancia; quando necessário, esta a- 

nálise foi complementada com o teste de Neuman Keuls pa­

ra três amostras (grupos DT x CP x AL).

Como os animais dos grupos DT e CP ingeriram as 

mesmas quantidades de dieta e de água, eles foram consi­

derados como um grupo único (DT/CP) quando comparados 

com o grupo AL (DT/CP x AL), no tocante aos dados da in­

gestão.

Para análise dos dados das ingestões sólida e 

hídrica (DT/CP x AL) e dos dados morfomátricos (DT x CP) 

obtidos da inclusão em parafina e da microdissecção, _u 

sou-se o teste t de Student.

A taxa de produção celular, tanto do material 
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incluído em parafina como do da microdissecção, foi ca_l 

culada através de comparações entre linhas de regressão 

dos grupos DT e CP (Brounlee, 1960; Snedecor & Cochran, 

1973).
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3. RESULTADOS

3.1. Dados Clínicos

3.1.1. Ingestão hídrica

A tabela 4 e a figura 7 mostram que, já no 139 

dia de experimento, o grupo DT/CP ingeria, significante­
mente, menor quantidade de água do que o grupo AL; tal 
diferença persistiu e se acentuou até o final da experi­

ência.

NS - não significante

CRUPO\

T empo de experimento (dias)

x 3 5 7 9 11 13 15 ■ 17 19

DT/CP 9,30 10,20 10,50 ■ 11,00 10,20 10,20 9,70 8,50 7,10

+ 0,37 + 0,55 ♦ 0,45 + 0,62 + 0,65 + 0,55 ♦ 0,96 +1,22 + 0,66

AL 8,70 10,10 8,60 10,50 12,10 13,10 15,30 14,30 12,50

+ 0,42 ♦ 0,53 + 0r45 + 0,48 + 0,57 + 0,93 ♦0,76 +0,62 +0,67

p NS NS NS NS NS < 0,025 <0,001 < 0,001 < 0,001

flédia + Brro padrão da média

Tabela 4: Efeito da deficiência aguda de tiami­
na na ingestão hídrica média (em mililitros) em ratos: 
grupos DT/CP e AL.

Figura 7: Evolução da ingestão hídrica: grupos 
DT/CP e AL.
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3.1.2. Ingestão da dieta solida

Nota-se na tabela 5 e na figura 8 que, a partir 

do 15S dia. de observação, o grupo DT/CP passou a ingerir 

menor quantidade de dieta do que o grupo AL; esta dife­
rença continuou aumentando até o 19S dia do experimento.

NS - não significante

GRUPO'

Tempo de experimento (dias)

\ 3 5 7 9 11 13 15 ' 17 19

DT/CP 7,70 7,30 9,50 9,50 9,80 9,40 7,80 8,10 5,90

♦ 0,26 +0,37 + 0,34 + 0,56 + 0,55 ♦ 0,64 +0,47 +0,53 +0,38

AL 7,60 6,95 8,60 9,45 10,05 10,20 10,85 11,40 11,35
♦ 0,25 +0,74 + 0,61 + 0,61 + 0,47- + 0,50 +0,47 +0,69 +0,55

P NS NS NS NS NS NS <0,001 < 0,005 <0,001

Plédia + erro padrão da média

Tabela 5; Efeito da deficiência aguda de tiami­
na na ingestão media de dieta solida (em gramas) em ra­
tos: grupos DT/CP e AL.

.Figura 8: Evolução da ingestão da dieta solida: 
grupos DT/CP e AL.
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3.1.3. Ganho ponderai

No 150 dia de experimento houve diferença de ga 

nho ponderai, estatisticamente significante, entre os 
grupos DT e AL (DT<AL); no 170 dia houve diferença po_n 
deral, com significância estatística, entre os três gru 

pos, (DT<CP<AL) e esta diferença se repetiu e se acen­

tuou no 190 dia, quando os animais foram sacrificados 
(tabela 6 e figura 9).

(OT X AL)* (DT x AL)»

(CP X AL)» (CP X AL)*

CRUPt\

Tempo de experimento (dias)

3 5 7 9 11 13 15 17 19

OT 5,40 12,80 18,90 26,20 31,90 33,10 32,40* 30,60* 27,90*
♦ 0,70 ♦ 1,11 ♦ 1,29 + 1,45 + 2,00 +2,12 ♦ 2,16 ♦ 3,03 ♦ 2,74

CP 5,10 11,70 15,10 24,10 28,30 34,00 39,20 42,20* 44,10*
♦ 0,43 + 0,70 ♦ 0,89 + 1,60 + 2,22 ♦ 2,89 +3,51 ♦ 3,14 + 2,57

■

AL 5,40 12,20 16,40 24,90 32,50 38,20 46,40* 54,70* 60,70*
♦0,73 ♦ 1,04 + 1,56 + 2,11 ♦ 2,60 + 2,76 ♦3,69 + 3,21 ♦ 3,68

Redia + erro padrão da media

150 dia - (0T x AL)* 170 dia - (0T x CP)* 190 dia - (DT X CP)*

♦ Significante

Tabela 6: Efeito da deficiência aguda de tiami­
na no ganho ponderai medio cumulativo (em gramas) em ra­
tos: grupos DT, CP e AL.

CP e AL
Figura 9: Evolução do ganho ponderai; grupos DT,
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3.2. florf ometria

3.2.1. flaterial incluído em parafina

Todos os dados morfométricos obtidos do mate­
rial incluído em parafina (altura do enterócito do ter­
ço médio da vilosidade, altura da vilosidade, número de 
células da vilosidade, profundidade da cripta e popula­
ção da cripta) mostraram diferença estatisticamente sig 
nificante entre os grupos DT e CP com DT <CP (tabela 7 
e figura 10).

Vilosidade

Altura do on
Altura(um) NO de células terocito(um)

Cripta

Profund^ Numero
dade(um) de ceiulas

«T 353,4 
♦11,4

146,1 
♦3,7

28,1 
♦0,5

153,6 
♦5,3

64,9 

♦1,3

CP 405,2 160,2 30,1 170,7 73,2
♦8,1 ♦1,» ♦0,4 ♦4,1 ♦ 1,6

P <1 0,005 < 0,005 <0,001 < 0,01 < 0,001

Redis ♦ erro padrão

Tabela 7: Efeito da deficiência aguda de tiami 
na na altura e população da vilosidade, na altura do en 
terocito da vilosidade e na profundidade e população da" 
cripta no jejuno proximal de ratos: grupos DT e CP. (Tec 
nica de inclusão

proximal de ratos: grupos DT 
em parafina).

e C P. (T é_c

Figura 10: (a) Jejuno proximal do rato contro­
le pareado (CP) ; íb) jejuno proximal do rato deficiente 
em tiamina (DT). (Aumento: 86x).

f
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3.2.2. Microdissecção

Com excessão do número de criptas por vilosidade 

(DT = -CP) os demais dados morfométricos (altura da vilosi 

dade, profundidade da cripta e população da cripta) mos 

traram diferença, estatisticamente, entre os grupos DT e 

CP (DT<CP) (ver tabela 8).

Media + erro padrão da média

NS - não significante

Altura da vi- Profundidade N5 de células N2 de criptas
GRUPO losidade (um) da cripta(um) da cripta por vilosidade

DT 491,93 186,49 378,99 9,56
+17,95 + 6,54 . ♦15,42 ♦ 0,74

CP 538,14 194,15 447,65 10,63
♦11,44 +6,41 +10,64 + 0,37

P < 0,025 < 0,025 < 0,001 NS

Tabela 8: Efeito da deficiência aguda de tiami­

na na altura da vilosidade, na profundidade e população 
da cripta e no número de criptas por vilosidade no jeju- 

no proximal de ratos: grupos DT e CP. (Técnica de micr£ 
dissecção).
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3.3. Taxa de produção celular

Não houve diferença, estatisticamente significar! 

te, nas taxas de produção celular, entre os grupos DT e 

CP, expressas em mitose/cripta/hora e em mitose/1.000 cé- 

lulas/hora, tanto pela técnica de inclusão em parafina co 

mo pela técnica de microdissecção (tabela 9 e figuras 11, 

12, 13 e 14).

Taxa de produção celular

Hitoses/cripta/hora Mitoses/l.OOOcéls/hora

INCLUSto EM
PARAFINA

DT 2,56 23,70

CP • 4,99 33,20

MICRODIS
SECÇÍO

DT 11,12 32,00

CP 16,16 38,20

Ta-bela 9; Efeito da deficiência aguda de tiami­

na na taxa de produção celular na cripta do jejuno proxi. 
mal de ratos: grupos DT e CP. (Técnicas de inclusão em 

parafina e de microdissecção).
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>«0^648 + 0.0832 X 
r «0.9625

>•2.0739 + 0.0426 X 
r «0.8644

Figura 11: Nitoses acumuladas por cripta no je- 
juno proximal de ratos: (a) grupo DT; (b) grupo CP; (c) 
grupos DT e CP. (Técnica de inclusão em parafina).
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Figura 12: índice mitotico acumulado na cripta 

do jejuno proximal de ratos: (a) grupo DT; (b) grupo 
CP; (c) grupos DT e CP. (Técnica de inclusão em parafi­
na).
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------------1------------ 1------------ 1------------ 1------------ 1------------ 1------------ 1------------ 1------------ 1—
30 <5 SO 73 90 105 120 135 130 163

»• 18000+0.2693 X 
r»03360

y 1.1279+0.1855 X
r.0.8704

figura 13: Mitoses acumuladas por cripta no je~ 
juno proximal de ratos: (a) grupo DT; (b) grupo CP; (c) 
grupos DT e CP. (Técnica de microdissecção).
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Figura 14: índice mitotico acumulado na cripta 

do Jejuno proximal de ratos: (a) grupo DT; (b) grupo 
CP» (c) grupos DT e CP. (Técnica de microdissecção).
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4. DISCUSSÃO

O homem raramente apresenta um quadro clínico 

de deficiência nutricional específica; esta é quase sem 

pre multicarencial. Na desnutrição proteíco-calórica hu 

mana há carência de glicídios, lipídios, sais minerais 

e vitaminas, estando transtornada de diversos modos a 

digestão dos alimentos (Chaves, 1978). Em relação à tiai 

mina foi verificado, em hospitais gerais, que a sua de­

ficiência á difícil de ser isolada de outros dáficits 

nutricionais (Leevy et al., 19S5). Poucos experimentos 

sobre deficiência de vitamina B^ têm sido realizados no 

ser humano. Brozek (1957), administrando a voluntários 

dieta cujo teor de tiamina estava 50% abaixo das neces­

sidades mínimas notou alterações sensoriais, motoras, 

intelectivas e de personalidade quando os comparou com 

indivíduos controles que ingeriram dieta normal. Toda­

via estudos no homem são difíceis de serem controlados, 

sendo importantes os estudos em animais de laboratório.

No presente trabalho, o rato foi o animal esco 

lhido pela facilidade com que reproduz o quadro clínico 

de deficiência de tiamina, além de ser de fácil manu­

seio e de baixo custo operacional (Kirsch et al., 1968 

a; 1968 b; Edozien, 1968).

Na analise da ingestão de nutrientes e de água 

foi verificado que, no 132 dia do experimento, o grupo
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DT/CP ingeriu menor quantidade de água do que o grupo AL

(p<0,025) e que esta diferença aumentou nos dias subse­

quentes, até a data do sacrificíco dos animais; no 150 

dia observou-se diferença na ingestão de dieta sólida 

entre os mesmos grupos (DT/CP<AL). Assim, a adipsia ap_a 

receu dois dias antes da anorexia nos animais deficien­

tes em vitamina Bj. A adipsia é um sinal clínico muito 

raro no homem, sendo referida em algumas formas de d isp_e 

psia nervosa (Romeiro, 1968); tal alteração da sede não 

tem, ainda, explicação. Nos estudos sobre deficiência de 

vitamina B^ não tem havido preocupação com o controle da 

ingestão hídrica dos animais.

0 mecanismo patogenetico da anorexia e da perda

de peso corporal que acontecem no animal carente de ti_a 

mina ainda permanece sem explicação na literatura. Al 

guns pesquisadores tentaram explicar a anorexia como con 

sequência da atonia gástrica (Grana, 1958), do aumento 

no tempo de esvaziamento gástrico (l/een, 1963), da dimi­

nuição da secreção gástrica (Hauk & Hundley, 1951), de 

alterações metabolicas no intestino delgado (Gubler, 

1968) , da diminuição da atividade da transcetolase na m_u 

cosa intestinal (Bai et al., 1971), do aparecimento da _a 

taxia (Bitter et al., 1969; Brin, 1962; Bai et 

al., 1971).

Durante todo o período de observação e manuseio 

clínicos os animais permaneceram com bom aspecto geral. 

No 190 dia de experimento, quando os animais do grupo DT
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corporalapresentaram, definitivamente, menor peso

em relação aos do grupo CP e estando os mesmos

no estágio clínico inicial da deficiência de tia-

mina , todos os animais foram sacrificados. A e vo-

lução ponderai dos animais desta experiência foi

semelhante à relatada na literatura (Bai et al.,

1971; Henderson et al., 1976; Plaitakis et al.,

1982).

Foram utilizados dois métodos para os estudos 

morfométrico e de proliferação do epitélio do jejuno pr£ 

ximal: o método de inclusão em parafina, o mais antigo 

e o mais difundido (Bizzozero, 1888) e o método damicro 

dissecção (Uimber & Lamerton, 1963).

A microdissecçao apresenta uma importante vanta 

gem em relação à inclusão em parafina; nela a cripta é 

"manuseada" como um todo, tridimensionalmente, sendo cori 

tadas todas as suas células (as mitéticas e as em inter­

fase), não havendo, portanto, uma superestima do índice 

mitético que, consequentemente, não precisa ser corrigi­

do pela constante de Tannock (ver item 2.5.2.). Todavia 

os resultados obtidos com ambos os métodos foram concor- 

dantes e complementares entre si. No presente trabalho a 

constante de Tannock foi estimada em 0,56; este valor es 

ta proximo dos relatados na literatura, como 0,57 (Tan 

nock, 1967) e 0,62 (Uright, 1972 b).

0 jejuno proximal foi escolhido para o presente 

estudo desde que quase todos os nutrientes e drogas são 
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absorvidos nesta porção intestinal (Truelove & Reynell, 

1972); além disso é a região intestinal mais estudada no 

homem (Shiner, 1957; Rubin & Dobbins, 1965; Stanfield et 

al., 1965; Cook & Lee, 1966). Os resultados obtidos de­

monstraram graves alterações morfológicas (morfométri. 

cas) do epitélio do jejuno proximal nos animais alimentei 

dos com dieta sem tiamina.

As medidas lineares obtidas da cripta, da vilo- 

sidade, do enterocito do terço médio da vilosidade, como 

também as populações de células destes compartimentos f£ 

ram menores no grupo DT em comparação com seu controle 

pareado CP (p<0,05). Em outras palavras, a deficiência £ 

guda de tiamina induziu marcada hipotro fia do epitélio 

do jejuno proximal quando os animais ainda estavam na f£ 

se inicial de perda de peso corporal. í provável que 

tais alterações epiteliais estejam associadas a uma me­

nor absorção de nutrientes. Vários autores, utilizando 

diferentes modelos experimentais, demontraram essa corre­

lação (Leevy et al., 1965; Bollet & Ouens, 1973; Prevost 

& Butteruorth, 1974; Bistrian et al., 1974; Bistrian et 

al., 1976; Hill et al., 1977; Yates et al., 1977; Uein- 

sier et al., 1979)o Sabe-se que a hipotrofia do epitélio 

do intestino delgado, por si sõ, induz diminuição na ab­

sorção de nutrientes (Douling, 1982). Steuart et al., 

(1967), estudando a esteatorréia idiopática humana, ob­

servaram correlação positiva entre a absorção de vitami­

na 812 e a altura do enterocito do terço médio da vilosi_ 
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dade. Levine (1982) encontrou, também,correlação positi­

va entre a absorção de glicose e de galactose e o tama. 

nho da vilosidade. Além disso, o efeito tóxico 

crônico direto do álcool, induz hipotrofia do epitélio 

do intestino delgado (Zucoloto, 1977; 1982; Zucoloto & 

Rossi 1979; Zucoloto et al., 1979) e altera a absorção 

de diversos nutrientes (Bode, 1980; Rossi et al., 1980). 

Além da hipotrofia do epitélio uma baixa ingestão de á 

gua (adipsia) implicaria numa menor diluição ou numa hi- 

perosmolaridade dos alimentos ingeridos o que promoveria 

uma passagem de água e de eletrólitos para a luz intesti 

nal, provocando uma perda maior desses elementos . (Ka_l 

ser, 1976; Schultz, 1981). Por outro lado, a carência de 

tiamina leva a uma diminuição da motilidade gastrointes­

tinal (Grana, 1958) acarretando, também, diminuição da 

absorção de nutrientes (Levine, 1982) .

A relação número de criptas/vilosidade foi seme 

lhante nos grupos DT e CP; é possível que essa não dife­

rença decorra do fato do experimento ter sido agudo e/ou 

do fato dos animais terem sido sacrificados numa fase 

clinica inicial, nao dando tempo para o eventual apareci 

mento de lesões a esse nível.

Para o estudo da proliferação celular intesti 

nal utilizou-se um eficiente bloqueador metafésico, o 

sulfato de vincristina, com o qual se obtém uma correla­

ção positiva entre o índice mitótico e o tempo de ação 

da droga (Tannock, 1967; Uright, 1980; 1982; 1984). Ou 
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tros bloqueadores mitóticos têm sido usados com o mesmo 

objetivo, como a colchicina (Leblond à Stevens, 1948) e 

o colcemid (Sauicki & Kieler, 1968)*

0 epitélio de revestimento da mucosa do intesti 

no delgado apresenta uma das maiores taxas de renovação 

celular do organismo (Bertalanffy, 1960). As células

sao continuamente produzidas nas criptas e, a seguir,

migram ao longo das vilosidades (Leblond & Stevens

1948; Bertalanffy, 1960; Lipkin, 1973; Uright, 1984). A 

taxa de produção celular da cripta representa um dos 

mais importantes parâmetros para os estudos de prolifera.

ção celular intestinal (Uright, 1980). A partir dos da­

dos obtidos neste trabalho, conclui-se que a taxa de pro. 

dução celular da cripta dos animais do grupo DT nao foi 

estatisticamente diferente da dos animais do grupo CP, a. 

pesar de ter ocorrido hipotrofia do epitélio da vilosid^ 

de no grupo DT. A manutenção da taxa de produção celular 

na cripta dos animais do grupo DT pode ter, basicamente, 

duas explicações que podem ser independentes ou comp1£ 

mentares entre si, a saber: uma, pelo tipo de nutrição 

do enterécito e, outra, pela sua diferenciação. 0 enteró 

cito tem dois tipos de nutrição: um que é igual ao de to 

das as células do organismo, através da corrente sanguí­

nea, via fluido intersticial, e outro que acontece du 

rante a digestão, quando ele recebe considerável supri 

mento alimentar, chamado nutrição luminal (Levin, 1969); 

este ultimo tem grande influência na renovação celular 
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dos enterócitos (Riecken e Menge, 1977; Uilliamson, 1978 

a; 1978 b).

Por outro lado a deficiência de S^, per g > £ 

carreta depressão da atividade de três enzimas - transce 

tolas e, piruvato desi droge nas e e alfa-cetoglutarato des_i 

drogenase - que necessitam de tiamina(pirofosfato de tia 

mina - TPP) como coenzima. A diminuição da atividade da 

transcetolase induz decréscimo das sínteses de pgntoses 

e de NADPH, essenciais para a produção de DNA (Henderson 

et al., 1973), A diminuição das atividades da pi. ruvato 

desidrogenase e da alfa-cetoglutarato desidrogenas e cau 

sam uma queda da produção de ATP pelo enterócito. Estas 

alterações bioquímicas poderiam contribuir para a hip_o 

trofia da vilosidade, nao alterando, no entanto, a taxa 

de produção celular da cripta no grupo DT (figura 15). 0 

efeito lesivo ao enterócito, decorrente do decrésc imo de 

atividade das enzimas citadas, é função do grau e da du 

ração da carência de tiamina (Bai et al., 1971); dirni 

nuição de atividade enzimática acontece em outros ór­

gãos como o coração, o fígado e o rim (Schenker et al», 

1969; Schenker et al., 1971). Embora a atividade d-as su 

pracitadas enzimas não tenha sido medida é lógico se 

pensar que a taxa de produção celular tenha relaçã" o d_i 

reta com a síntese de DNA. Henderson et al. (1976) -veri­

ficaram intensa diminuição na síntese de DNA no cora­

ção, fígado e rim na fase final (em torno do 289 dia) 

de deficiência aguda de tiamina, em ratos. Nesta fase
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HIPOTROFIA 
VILOSIDADE

{ALTURA DA VI LOS IDADE 

{POPULAÇÃO DA VILOS ID.

{PROFUNDIDADE DA CRIPTA

TAXA DE PRODUÇÃO CELUU\R .
»

Figura 15: Conceito diagramático hipotético do 

mecanismo patogenético das alterações do epitélio do j\e 

juno proximal de ratos com deficiência aguda de tiami­

na.
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avançada de deficiência de B-^, a diminuição de DNA pode 

ser secundária à somação de múltiplos fatores decorren­

tes de uma desnutrição multicarencial. No presente tra­

balho, essa anormalidade secundária não deve ter ocor 

rido, pois analisamos os animais deficientes numa fase 

em que começavam a perder peso, ou seja, num estágio 

clínico inicial; á pois provável, que os efeitos, então 

observados (192 dia) sejam devidos à deficiência aguda 

de tiamina, per se. Convém salientar que, na vigência 

de importantes alterações bioquímicas, como as antes re 

feridas, a maturação do enterócito é defeituosa 

(Uright, 1984) e é provável que isto tenha ocorrido nes 

te experimento; no entanto, aqui, não foi feito análise 

da maturação do referido epitélio. Há evidências de que 

mecanismos de retroalimentação atuem na renovação do e- 

pitélio do intestino delgado (Uright & fll-Nafussi, 

1982) e de que a taxa de produção celular do comparti 

mento proliferativo da cripta seja função do número de 

células maduras presentes na vilosidade (Uright, 1984). 

Isto está de acordo com a hipótese segundo a qual sub£ 

tâncias denominadas calonas controlariam a prolifera­

ção celular tecidual (Bullough, 1965), bloqueando a fa­

se de síntese de DNA e/ou a fase mitótica (Thornley & 

Laurence, 1975).

■-» 0 <4 í? zf3
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5. RESUMO E CONCLUSÕES

Trinta ratos albinos Uistar machos, pesando 

em média 50 g, foram divididos em três grupos de 10: 

grupo DT - deficiente em tiamina que recebeu dieta, sem 

vitamina B^, e água ad libitum; grupo CP - controle pa- 

reado que recebeu dieta sólida, com todos os nutrieri 

tes, e água nas mesmas quantidades que o grupo DT; gru 

po AL - controle ad libitum que recebeu dieta sólida, 

com todos os nutrientes, e água à vontade. De dois em 

dois dias os animais foram pesados e as quantidades de 

ingestão de dieta e de água foram anotadas. No 192 dia 

de experimento, quando houve, pela segunda vez consecu­

tiva, diferença de peso corporal estatisticamente signi 

ficante entre os grupos DT e CP, todos os animais foram 

sacrificados após terem sido injetados intraperitoneal- 

mente com sulfato de vincristina para estudo da prolif^ 

ração celular. A altura do enterocito do terço médio da 

vilosidade, a altura da vilosidade, a profundidade da 

cripta e as populações celulares da vilosidade e da 

cripta, foram obtidas.

Os resultados mostraram que:

12) Os animais do grupo DT desenvolveram adipsia a par­

tir do 132 dia e anorexia a partir do 152 dia de experji 

mento;

22) Os animais do grupo DT começaram a ganhar, signifi- 

cantemente, menos peso corporal em relação aos dos 
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grupos CP e AL, a partir do 17e dia de experimento;

3e) Dados morfométricos e de populações celulares das v_i 

losidades e das criptas do grupo DT foram sígnificante— 

mente menores quando comparados com os do.grupo CP;

4s) A relação número de criptas por vilosidade e a taxa 

de produção celular da cripta foram semelhantes entre os 

grupos DT e CP.

Em síntese, os ratos alimentados com dieta sem 

tiamina desenvolveram inicialmente adipsia, em seguida a 

norexia e finalmente perda de peso corporal. A adipsia e 

a hipotrofia do epitélio jejunal dos ratos deficientes 

poderiam ser responsáveis, pelo menos em parte, por um e 

ventual distúrbio da absorção de nutrientes. Apesar da 

hipotrofia epitelial, a taxa de produção celular da crijj 

ta em animais deficientes foi mantida, provavelmente, d_e 

vido à presença de células imaturas na vilosidade, à nu­

trição luminal e à produção adequada de DNA.
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6. SUMMARY AND CONCLUSIONS

Thirty male Uistar rats ueighing an average of 

50 g uere allocated into three groups of 10 animais: 

group DT - thiamine-deficient, uas fed a thiarnine-f ree 

diet and uater ad libitum; group CP - pair-fed control, 

uas pair-fed uith group DT and received a diet uith all 

nutrients and uater; group AL - ad libitum control, uas 

fed a diet uith all nutrients and uater ad libitum. They 

uere ueighed each tu o. days and the consumption diet and 

uater recorded. After 19 days on test (beginning of the 

body ueight loss of group DT) the animais uere 

sacrificed and small pieces of proximal jejunum uere 

removed and prepared to study the epithelium through 

microdissection and parafin inclusion techniques. Before 

sacrifice the animais uere administered vincristina 

sulphate i.p. to evaluate the crypt cell production 

rate. The height of the enterocyte from the middle one- 

third of villi, the depth of crypts, the length of 

villi and the cellular populations of crypts and 

villi uere determined.

The results shoued that:

1. The animais of the DT group shoued adipsia 

from 13th day and anorexia from 15th day of the 

experiment period;

2. The animais of the DT group started

significant body ueight loss from 17th day of the 
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experiment group in comparison to CP and AL;

3. The height of the enterocytes from the 

middle one-third of villi, the depth of crypts, the 

length of villi and the celular populations of 

crypts and villi from DT group uere significantly 

decreased as compared to CP group;

4. The number of crypts/villus and the crypt 

cell production rate uere similar uhen comparing DT 

and CP groups.

In summary, rats fed thiamine free diet 

developed initially adipsia followed by anorexia and 

finally body ueight loss. The adipsia and the epithelial 

atrophy observed in deficient rats could be responsible, 

at least in part, for deficient absorption of nutrients 

commonly observed in thiamine deprivation. Houever, even 

with epithelial atrophy, the crypt cell production rate 

uas maintained in thiamine deficient animais, probably 

due to the presence of immature villus cells, luminal 

nutrition and adequate DNA production,,
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