DESNUTRICAO EXPERIMENTAL:
RESULTADOS ANATOMO-PATOLOGICOS E BIOQUIMICOS DA
ADMINISTRACAO DE DIETAS HIPOPROTEICAS A
RATOS ALBINOS JOVENS!
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SUMARIO: Na tentativa de reproduzir experimentalmente os achados morfologicos e eletroforéticos (proteinas do
soro) observados na desnutri¢do infantil, dois grupos de experiéncias foram realizados em ratos albinos jovens,
submetendo-os a uma dieta pobre em proteinas (2%) por periodos de 41 a 88 dias.

O modelo experimental reproduz em linhas gerais os principais danos estruturais vistos na patologia humana,
ficando num meio termo entre kwashiorkor e marasmo.

Alteracdes atroficas tegumentares foram assinaladas como achado tardio. O achado mais conspicuo foi
metamorfose gordurosa hepatica do tipo perilobular. A regeneracio hepatocelular foi abortiva, aparecendo nos
estagios finais das experiéncias ao lado dos fendmenos regressivos.

Foi possivel estabelecer uma seqiiéncia lesional nas alteracoes estruturais do pancreas, desde modificacoes da
quantidade de granulos de zimogénio nos estagios iniciais até a atrofia acinosa acentuada, subvertendo a arquitetura
do oOrgdo, nos estagios finais.

As alteragdes intestinais que culminaram com o quadro de atrofia, ndo comparavel em intensidade com a
patologia humana, correspondem a diminuicdo da altura do epitélio mucoso, hipocelularidade da limina propria,
criptas pequenas, pobreza em mitoses, que encurtam as vilosidades, assemelhando-se ao padrio mucoso dos
chamados animais “germ-free”. Além disso, os autores chamam a aten¢do para a intensa diminui¢io das células
muco-secretoras ao nivel do epitélio do intestino delgado e grosso.

No modelo surpreende-se também uma deple¢do linfo-histiocitiria, representada por atrofia das placas de
Peyer, diminuig¢ao das células de Kupffer, atrofia do timo e deplec¢ao linfoide ganglionar e esplénica.

O estudo bioquimico do soro revelou baixa das protefnas totais e do colesterol. A eletroforese de proteinas
demonstrou acentuada baixa da fracao albumina, com inversio A/G. Entre as globulinas, as fracGes alfa; e alfa,
estao aumentadas no grupo desnutrido.

Estes achados podem ser atribuidos a caréncia protéica, porquanto os controles utilizados, mesmo aqueles
com restri¢do calorica, ndo apresentaram alteragdes histoldgicas ou hipoalouminemia.

Areprodugio experimental das alteragOes ve- Alguns trabalhos dizem reproduzir o Kwashior-

rificadas na desnutri¢do infantil iniciou-se kor (25 26, 90) outros s3o mais especificos e
na tentativa de obter as lesGes hepiticas, usando falam em deficiéncia protéica (21> 38. 58, 60, 64,
dietas a base de farinhas ou amido (33, 71, 72), 73, 83, 84, 87) A maioria desses trabalhos ou se
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preocupou com a esteatose hepatica ou nao re-
latava achados importantes como as lesGes de
pele ou de pancreas, julgadas por DAVIES como
a principal lesio de Kwashiorkor (18 26> 27),
Um dos relatos mais antigos sobre a atrofia pan-
creitica é de FRIEDMAN e FRIEDMAN (39),
que usando dieta hipoprotéica (10%) e hiper-
graxa (25%) produziram em ratos quadro histo-
16gico semelhante a0 encontrado na desnutri¢ao
infantil. No entanto, esta dieta ndo é semelhan-
te a infantil que é obviamente hipograxa.

Os trabalhos iniciais do grupo hindu, em
ratos (6> 66) descrevem somente o figado,
explorando o problema dos carboidratos e seu
papel associado a deficiéncia protéica, sugerin-
do que a restricao caldrica “protege” o figado,
evitando a degenera¢ao gordurosa. Posterior-
mente, em macacos, 0§ mesmos autores efetua-
ram magnificos trabalhos (14 19 20, 21) dedi-
cados principalmente as lesOes intestinais e a
musculatura cardiaca e esquelética. VOLK e
LAZARUS (°%) e LAZARUS e VOLK (°9) re-
produziram alteragdes pancredticas em coelhos
com dieta deficiente em proteinas, encontrando
porém matamorfose gordurosa hepatica centro-
lobular e eventualmente cirrose. Além disso, seu
material mostra necrose pancreatica, fato rara-
mente observado em outras experiéncias ou na
patologia humana. Fazem entretanto estudo im-
portante com relacado a microscopia eletronica
das lesOes atroficas de pancreas.

Mas é o trabalho de SIDRANSKY com pro-
teinas vegetais (73) ou com deficiéncias especi-
ficas de certos aminoicidos (74) que abre ca-
minho a um modelo de desnutri¢ao simples e
realizdvel em tempo significantemente curto,
usando a alimentagdo forgada, isto é, por sonda
(“forced-feeding’), e produzindo lesdes em 4 a
7 dias. Seus animais apresentaram degenera-
¢dao gorda hepitica periportal, atrofia do pan-
creas, de glindulas salivares, gastrintestinal e
de algumas glindulas endé6crinas. STEAD e
BROCK (8!) criticaram esse método por ser
excessivamente artificial e, usando animais des-
mamados precocemente e¢ submetidos a dieta
hipoprotéica, relatam altera¢cdes das proteinas
séricas compativeis com deplecao protéica, nao
descrevendo entretanto alteragbes microscod-
picas. PLATT e col. (°% 69) conseguiram resul-
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tados semelhantes, afirmando, no entanto, que
a alimentac¢ao por tubagem nao consegue dar ao
animal a quantidade de alimentos requerida
pelo mesmo quando em regime livre. Esse grupo
de investigadores tem tido maior sucesso em
experiéncias com porcos (°°) e tem usado a adi-
¢ao progressiva de acucar a dieta hipoprotéica
com a inten¢do de imitar as dietas humanas,
apressando ou mesmo provocando desnutrigao
semelhante ao kwashiorkor (38). HILL e col. (#9)
e PROSPER e cols. (63) relataram recentemen-
te, pelo método da alimentagdo for¢cada em
ratos, alteracOes intestinais que, até 1967,
tinham sido descritas somente em suinos €
macacos. Com relagao ao edema caracteristico
de Kwashiorkor, poucos relatos existem.
KOHMAN (48) produziu edema em ratos com
dieta hipoprotéica a base de cenoura dessecada
suplementada com vitaminas e sais minerais.
Nao ha infelizmente relato anatomo-patologico
nesse trabalho. EDOZIEN (?%) em ratos de
110-130 g conseguiu reproduzir um quadro
clinico e laboratornial de desnutrigio com
edema, apOs quatro meses Ge dieta hipopro-
téica. Este autor também apresenta alguns
dados bioquimicos compativeis com marasmo &
kwashiorkor mas nao descreve achados histo-
patologicos.

Neste trabalho descrevemos modelo experi-
mental de deficiéncia protéica em ratos jovens,
por meio da tubagem esofdgica associada a dieta
ad libitum, processo instituido em 2 grupos
(um por 41 dias e outro por 88 dias), obten-
do-se em ambos resuliados que ficam num meio
termo entre marasmo e kwashiorkor. (*)

MATERIAL E METODOS

Este relato compreende dois grupos de experimen-
tos, um com 80 ratos (Exp. 1) outro com 66 (Exp. 2).
Ambos com animais dos dois sexos, com aproximada-
mente 30 dias de idade pesando em torno de 55-68 g.

(*) O primeiro grupo corresponde a tese apresentada
em 1970 (54), pertencendo a ela a documentagio
histologica aqui apresentada. Como os achados his-
tologicos foram idénticos na segunda experiéncia,
nao foram feitas outras microfotografias.
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No Exp. 1, realizado por “"Walter Rood Army Institute
of Research’, a cepa usada foi a Carworth Farm Wistar
e no Exp. 2, realizado no Departamento de Patologia
da U.F.R.J. a cepa foi a Wistar do Inst. Oswaldo Cruz.

Apds um dia de adaptacdo ao laboratdrio, os ani-
mais foram submetidos a tubagem esofagica sem ali-
mento, trés vezes ao dia, com agulha calibre 15, prote-
gida por ponta em forma de baqueta de tambor. O
animal € segurado pela pele do dorso do pesco¢o, com
0 polegar e o indicador tracionando a cabeca para tras
com o fim de retificar a boca do esofago. A ponta da
sonda deve deslizar pela faringe e dai alcancgar o eso-
fago, evitando-se facilmente a traquéia. Este procedi-
mento tem por objetivo acostumar o animal a tubagem
e a manipulacido; foi praticado durante 10 dias nos
quais se forneceu a racao comercial, biscoitos P ou
MF, ad libitum (Quadro II). No meio deste periodo de
adaptacao, isto €, no 5.9 dia, os animais foram coloca-
dos em gaiolas individuais com fundo de tela, intensifi-
cando o investigador o contato manual com os mes-
mos (conservando cada rato entre as maos em concha,
delicadamente, por um minuto apos a tubagem). A
temperatura das salas de experiéncias permaneceu
entre 20-25°C; a pesagem dos animais foi feita sema-
nalmente.

No fim deste periodo, quando o peso médio dos
animais era de 102 g (Exp. 1) e 95 g (Exp. 2), foram
distribuidos em grupos, iniciando-se a administragdo
das dietas especiais (Quadros I, II e II1). As dietas D1 e
D2 tém no maximo 2% de proteina. A separac¢ido dos
animais foi feita ao acaso e de modo a que os grupos
tivessern o mesmo namero de machos e fémeas:

EXPERIMENTO 1

Grupo D-1 — 32 animais com a dieta D-1 alimen-
tados trés vezes ao dia por tubagem esofagica, receben-
do apoOs a ultima (23 horas) os biscoitos D-1 e S.

Grupo N-1 — 16 animais com dieta N-1 (normo-
calorica), alimentados por tubagem esofagica, trés
vézes ao dia, recebendo a noite os biscoitos N-1 e S.

Grupo Isob-1 — 16 animais com a dieta P, ragao
comercial Purina, oferecida em quantidade reduzida, 4
a 6 g, variando ligeiramente de modo a manter este
grupo com peso paralelo (isobarico) ao do grupo D-1.

Grupo Ad Lib-1 — 16 animais com a dieta P ad
libitum.

EXPERIMENTO 2

Grupo D-2 — 36 animais aos quais foi administra-
da a dieta D-2 por tubagem esofagica. Além disso ofe-
receramrelhes biscoitos Q a vontade.

Grupo Isoc-2 — 20 animais alimentados por tuba-
gem esofagica com dieta N-2 (isocalorica em relacdo ao
grupo D-2). Oferecida quantidade de biscoitos MF se-
melhante a ingerida pelo grupo D-2 (“pair-feeding”).
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Grupo Ad Lib-2 — 10 animais com ragao comer-
cial MF a vontade.

Os grupos ad limitum nao sofreram intubacao; a
agua foi oferecida a todos os grupos a vontade.

A quantidade de alimentos administrada por sonda
foi calculada para corresponder 2 proporgao de 1,1 g
de dieta solida (incluido o oOleo) para cada 10 g de
peso corporal. A diluicdo com agua foi feita de modo
que cada ml da mistura tivesse inicialmente 0,60 g de
dieta. No Exp. 1, os grupos D-1 ¢ N-1 receberam ini-
cialmente a mesma quantidade (3 ml de mistura tres
vezes ao dia), mas conforme aumentava o peso de N-1
(dieta normal em proteina), aumentou-se¢ também sua
alimentacio, isto &, esses dois grupos nao sdo isocalo-
ricos, pelo contrario, o N-1 é normocalorico. O grupo
[sob-1 recebeu 1/3 ou mais de ragdo normal requerida,
sendo essa quantidade visivelmente hipocaldrica. No
Exp. 2 houve pequena modificacdo, combinando-se
ra¢do solida com a tubagem, razio pela qual, da quan-
tidade exigida somente foram injetados 2/3, isto é,
foram feitas duas tubagens ao invés de trés. A quanti-
dade inicial injetada foi de 3 ml por tubagem nos dois
experimentos. No Exp. 1, trés tubagens diarias foi o
normal; no Exp. 2, houve uma tubagem, depois duas
ao dia, voltando a uma, e por vezes interrompendo.
Esta irregularidade ao nimero de tubagens se deveu a
disturbios do aparelho digestivo (fezes pastosas ou
diarréia), conseqiientes ao acréscimo de aguicar. Na pri-
meira experiéncia tais acidentes foram mais freqiien-
tes, observando-se tambeém hiperglicemia. Este acrés-
cimo foi feito a partir do quinto dia no Exp. 1 e do
vigésimo-quinto dia no Exp. 2, iniciando-se com cerca
de 5-10% da dieta solida e chegando a 20%.

No que concerne ao termo isocalorico do Exp. 2,
cabe aqui uma ressalva: nio € exatamente o que foi
instituido pois a ragao solida (biscoito MF), apesar de
oferecida na mesma quantidade que os animais do
grupo D-2 (“pair feeding’’), modifica a equivaléncia da
quantidade intubada. A combinacdo da dieta liquida
(“forced-feeding’), com a solida, tem a fun¢io tanto
de completar a quantidade intubada, insuficiente (69),
quanto de testar a “fome” dos animais (os D recusam
a dieta solida apds certo tempo, sem contudo recusar
os biscoitos normais, se oferecidos), assim como de
manter sua atividade roedora e de adicionar fibras para
melhor digestibilidade, evitando constipacgdo intestinal,
provavelmente causada pelo “‘stress’ e pelo amido. No
Exp. 1, somente a noite, era oferecida pequena quanti-
dade de biscoitos S corn essa finalidade. No Exp. 2, os
biscoitos foram oferecidos a vontade devido ao nu-
mero pequeno de tubagem diarias.

A dieta basica (Quadro I) para os grupos D-1 ¢ D-2
é predominantemente constituida de amido, baseada
em SIDRANSKY (73). A dieta N-2 é modificacdo da
N-1, substituindo-se na composigdo, a caseina por leite
desnatado (Molico). Isto foi feito pela extrema dificul-
dade na dilui¢do da caseina (formacdo de grumos),
razio pela qual a N-1 tem 10% de acucar também para



156

Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 73 (3), 1975

QUADRO 1

EXPERIMENTO 1 (*)

EXPERIMENTO 2

Dieta (D-1) Dieta (N-1) Dieta (D-2) Dieta (N-2)

Amido de milho

Amido de arroz

Amido de mandioca

Case{na

Molico (**)

Mistura de Vitaminas em sacarose (Quadro III)
Mistura de sais (Quadro III)

Oleo vegetal (Mazola)

Celulose

Sacarose (***)

(*) RagGes fornecidas pela General Biochemicals, Chagrin Falls, Ohio, USA, 44022. Biscoitos de compo -
sicio semelhante, confeccionados pela mesma firma (biscoitos D-1 e N-1), poucos usados no Exp. 1.

(**) Molico, leite desnatado da Nestlé: Gordura = 1
Agua = 3,0 g%.

g%; Proteinas = 36,0 g%; Lactose = 52,0 g%; Sais % 8,0 g%;

(***) A quantidade de agucar de D-1 e D-2 era progiessiva a partir de 5% ate 20%, variando conforme o evoluir do
experimento. Nao foi adicionada a N-2, permanecendo em N-1 tanto para facilitar a dilui¢ao da caseina como

para suporte calorico.

Obs.: 100 g da dieta geralmente necessitam de mais 80 ml de agua para diluigao satisfatoria, ficando a mistura com

cerca de 0,60 g de dieta por mililitro.

facilitar a dissolug¢do. A mistura vitaminica também foi
modificada adicionando-se vitamina E; a de sais foi a
Hegsted 1V (Quadro III)." A dieta do grupo ad libitum
fo1 a racao comercial (P e MF).

O processo de desnutricao foi levado a termo por
41 dias no Exp. 1 sacrificando-se os animais aos 12,
23, 34 e 41 dias. No Exp. 2, o tempo de desnutrigio
foi prolongado para 88 dias, sendo os ratos sacrifica-
dos em 3 tempos iniciais (aos 34, 54 ¢ 88 dias) pou-
pando-se um altimo grupo que foi submetido a reali-
mentagao normal com a finalidade de verificar altera-
¢des para o lado do desenvolvimento. Este grupo foi
sacrificado 136 dias apos o inicio.

Os animais foram anestesiados com fluotano
(Exp. 1) e éter (Exp. 2) depois de um jejum de 13 a 14
horas para os grupos D, N ¢ ISQO, e de 8 horas para os
ad libitum.

- Os animais foram decapitados para colher o sangue.
Foi efetuada necropsia completa em todos. Os Orgios
foram fixados imediatamente apos a morte em solugao

de formol a 10%. O intestino foi fixado de maneira
especial, sendo retirado do animal cortando-se o mesen-

tério em toda a sua inser¢do e aberto na solug¢io fixa-
dora. Apos isso, foi estendido e fixado por alfinetes em
cuba com fundo de parafina, com o fito de evitar as
habituais distor¢oes das vilosidades intestinais. Em
metade dos casos, o intestino era delicadamente inje-
tado in situ com fixador, logo retirado, procedendo-se
como acima. Os seguintes segmentos foram examina-
dos: duodeno, jejuno (a 20 cm do piloro), jejunoileo,
ileo terminal, ceco, e colon transverso. No Exp. 1,
pequenas porcdes de figado, pancreas e intestino
foram retiradas no segundo e ultimo dia de sacrificio e
preservadas a —160°C (com nitrogénio liquido e pré-
vio banho em isopentano) para cortes em criostato,
com a finalidade de submeté-las ao método de Oil Red
O para gorduras. O material fixado em formalina foi
incluido em parafina e submetido aos seguintes méto-
dos de coloragao: hematoxilina-eosina, Giemsa, Verde
de Metila-Pironina, PAS e PAS-Alcian Blue.

" Do soro obtido foram realizadas as seguintes dosa-
gens bioquimicas: proteinas totais pelo método do biu-
18t0 (23); eletroforese das proteinas feitas em acetato
de celulose (Cellogel) em solu¢cao tampao de veronal
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QUADRO II

BISCOITOS COMERCIAIS BISCOITOS CONFECCIONADOS
(Composicao Fornecida pelo Fabricante) NO LABORATORIO

P (*) Exp. 1 MF (**) Exp. 2 S (***) Exp. 1 Q (****) Exp. 2
% % %
Proteina 23,0 Unidade (max.) 14,0 Serragem de pinho 200 g | Quirera de milho 40.0
Gordura 4,5 Proteina bruta Amido 450 g | Amido 40.0
(min.) 21.8
Fibras 6,0 Extr. etéreo Agucar, Sol. sat. gs Agucar 20.0
(min.) 3,5
Residuo Matéria fibrosa
(carboidratos) 50,58 (max.) §,§
Matéria mineral
(max.) 7,5

Calcio (max.) 1,7

Fosforo  (min.) 0,8

(*) Purina Lab Chow, Ralston Purina Co., St. Louis, Mo., USA.
(**) Ragdo Comercial, Testevita, Moinho Fluminense, Rio, Est. R.J.

(***) A serragem de pinho foi aquecida na solu¢do saturada de sacarose e, ainda morna, misturada ao amido. A
massa resultante levada a estufa a 50°C por 12 horas.

(¥**¥) Os trés ingredientes sdo amassados e levados a estufa por 24 horas a 60°C.

QUADRO III
MISTURA DE VITAMINAS EM SACAROSE MISTURA DE SAIS - HEGSTED IV
Sidransky, 1960 (21) (Hegsted, D. M. et al.,
o/% J. Biol. Chem., 138:459, 1941) - g/%

Tiamina HCI 0,005 Carbonato de Calcio 29,974
Riboflavina 0,01 Fosfato Dibasico de CA 7,493
Piridoxina HC1 0,005 Sulfato de Cobre ‘ 0,029
Pantotenato de Ca 0,04 Citrato de Ferro 2,747
Nicotinamida 0,02 Sulfato de Magnésio 10,191
Cloreto de Colina 2,0 Sulfato de Manganés 0,499
Biofina 0,0002 Iodeto de Potassio 0,079
Acido Félico 0,002 Fosfato Dibasico de K 32,222
Inositol 0,2 Cloreto de Sodio 16,735
Vitamina K 0,002
Vitamina B12 (1% — triturada em manitol) 0,2
Oleo de Figado de Bacalhau (850/A; 85/D/g) 0,002
Acetato de Vitamina E (seco: 250 Ulg) 0,9691

Sacarose 96,5446
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sodico (0,04 M pH 8,4 (8,24 g/1), tempo de corrida de
90 minutos e voltagem fixa de 200 volts. Os graficos e
leituras das fragdes foram feitos em aparetho Cello-
matic (39). A dosagem de colesterol foi feita pelo
método de RAPPAPORT (88). No Exp.1 somente
sete animais tiveram dosagens de proteinas séricas.

RESULTADOS

A alteragao mais visivel foi o estacionamento da
curva ponderal (Figs. 1 e 2). Como estas esperiéncias
comegaram com a 1dade de 40 dias, as diferengas com
relagao ao comprimento dos animais sio menores que
as vistas nos seus pesos.

Com relagao ao comportamento, ha alteragdes pri-
meiro decorrentes do isolamento individual; os ratos
Isob-1 ¢ Isoc-2 sao obviamente vorazes, mas nio mos-
tram agressividade em relacdo ao investigador, nem
rebeldia a tubagem; nos primeiros dias de tubagem, e
quando ha ferimento do orofaringe, a oposi¢do a mes-
ma € evidente; posteriormente hi nitido condiciona-
mento — e mesmo, aceitagdio — a tubagem. A rebeldia
a manipulacdo pode produzir complica¢des decorren-
tes de regurgitacio.

Inicialmente os animais do grupo D sdo agitados e
instaveis, estabilizando-se com o correr da experiéncia
e, apos 2 a 3 semanas, tornam-se apaticos. Esta apatia
existe também nos outros grupos porém menos acen-
tuada. E muito bem verificada ao oferecimento da
racao normal: apos 30 a 40 dias os D recusam-na, con-
figurando-se, pois, verdadeira anorexia, o que nao
acontece com 0s controles.
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As alteracGes dos pélos ocorrem apos 30 dias. 1ni-
cialmente a pelagem € ericada; posteriormente ha per-
da de pelos na regido mentoniana e perineo, areas em
continuo atrito com o chdo da gaiola ou em contato
com a urina e saliva (sialorréia ¢ freqiiente).

Estas alteracdes nao foram observadas nos grupos
controles (Isob, Isoc, Ad libitum). Rinite cronica, pro-
vavelmente relacionada com a tubagem, € um achado
freqiiente. Palidez € vista nos D apds 2 a 3 semanas de
dieta especial.

As alteragOes digestivas iniciam-se por constipagao
(primeiro decorrente do stress e do amido, depois por
causa do amido e ou por falta de fibras) havendo fezes
secas, deformadas e negras. Posteriormente, a ingestdo
de fibras (biscoitos S e Q) e a adi¢do de agiicar modi-
ficam a consisténcia fecal.

Apos 3Q dias, mesmo sem adicionar mais do que
10% de agucar, as fezes tornam-se pastosas. A diarréia
franca sO surge com maior quantidade de sacarose na
dieta (nunca mais de 25% da dieta sem agua). A diar-
réia melhora com a ragdo normal ou com a introdugao
de proteinas (dieta N-1 ou N-2),

A distensdo gastrica pela tubagem deve ser um im-
portante fator de “‘stress’” podendo ser percebida no
momento da tubagem. Esta é a razio de ndo ter sido
administrada quantidade maior que 4 ml a animais
com menos de 100 g. |

As alteragGes macroscopicas dos animais desnutri-
dos, além da diminui¢do de tamanho, se resumem em
esteatose hepatica (Fig. 3) e diminui¢do de paniculo
adiposo.

Em relagdo ao volume visceral, baco e timo mos-
tram importante diminui¢ao; no infcio da experiéncia
ha pequena redugio do volume desses orgaos também
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Fig. 1 — Curvas de peso do Exp. 1. Vé-se que os animais desnutridos, D-1, tém o peso estacionirio aumentando
ligeiramente, apos os 30 dias, com o acréscimo de agucar; com pequenas variagoes o0 grupo isobarico imita
seu tracado. O normocaldrico tem uma curva ligeiramente menor que o ad libitum; este apresenta uma
depressio em torno dos 15 dias por ter sido manipulado para estudo de transito intestinal.
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—_ADLIBITUM (Ad Lib-2)
EXP . »  =mnnns ISOCALORICO (Inoc -2)
............ DESNUTRIDO (D-2)

N
5

O
)

Péso em gromas
I

. 2« 9 :
- INICIO X X INTERRUPCAO

B DA DIETA DA DIETA

30— | -1 | | ] - |
| {9 34 49 54 79 s {08 {36 Dias de dieta

Fig. 2 — Curvas de peso do Exp. 2. Os tragcados sao semelhantes a primeira experi€ncia, com a diferenca de que o
“isocalorico” ganha mais peso que o Isob-1 e menos que o N-1. Apos a realimentacio o grupo D-2 e Isoc-2
aumentam de peso, mas ate 48 dias apos ainda mantem significativa diferenca com o grupo Ad Lib-2.

nos controles intubados, razao pela qual o ‘“‘stress’ nao
deve deixar de ser incriminado. Posteriormente o
“stress” deve ser cimplice da deprivacdo protéica.

Pode-se resumir o aspecto histologico dizendo que
o denominador comum na desnutricio ¢ uma atrofia
celular universal: massa citoplasmatica reduzida, nu-
cleo inicialmente tumefeito, posteriormente diminui-
do e hipercromatico.

Este achado foi observado em todos os orgios em
maior ou menor intensidade. Os epitélios de revesti-
mento, entretanto, sao que exibem mais nitidamente
tal atrofia. Na pele, além da atrofia dermo-epidérmica,
ha redu¢do ou mesmo auséncia de anexos (Fig. 4). No
pulmio a impressdo € de que os septos alveolares sdo
mais finos; nos controles as células sao maiores, de
citoplasma facilmente visualizavel e ntcleo de contor-
no regular e com substancia cromatica mais nitida.
Observa-se pobreza de pneumocitos. O epitélio bron-
quico e bronquiolar mostram atrofia, chegando ‘?a's'
vezes a perder a regularidade na polarizagio nuclear
(Fig. 5). Os glomérulos renais exibem, da mesma for-
ma, dificuldade na identificagdo de citoplasma, hiper-
cromatismo nuclear, dando a impressdo de os nucleos

estarem muito juntos uns dos outros.
Ao nivel do sistema muscular cardiaco e esquelé-

Fig. 3 — A esquerda, rato do grupo D-1, com 103 tico, as alteragoes também sao a diminui¢do do volume
gramas, mostrando esteatose hepatica, dila- das fibras sem alteracOes qualitativas. No sistema ner-
tacao gastrica (pela dieta) e dilatagdo intes- voso central, predominam a vacuoliza¢ao difusa da
tinal. A direita, rato controle, com 218 gra- substancia branca e tumefacdo astrocitiria além do
mas, observar a colorag¢do mais escura do achado, sem predilecao topografica, de neurdnios com

figado. citoplasma denso e homogéneo, nucleos reduzidos e
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Fig. 4 — Em A e C, segmento de pele da regidao cervical de animal controle; em B e D, acentuada atrofia dermo-
epidérmica e rarefacdo das estruturas anexiais. HE, 90 X e 180 X.
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Fig. S — Em A, epitélio bronquico do animal controle, verificando-se células altas e a pseudo-estratificacao bem
representadas. Em B, pulmdo de rato desnutrido do grupo D-1, fim dos 41 dias, notando-se intensa atrofia
do epitélio bronquico com despolariza¢io nuclear e escassez citoplasmatica. HE: 460 X.
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Fig. 6 — Em A, placa de Peyer ileal de rato controle; comparar com a atrofia folicular em animal do grupo D-1 (B);
em C, timo de animal controle e em D, timo de rato do grupo D-1, exibindo atrofia; em E, bago de rato
controle ¢, em F, baco de animal desnutrido, apresentando deplecio linfoide, ao lado da diminuigao de

células hemopoéticas. HE; 45 x..
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Fig. 7 — Em A e C, figado de rato controle; em B, distribui¢@o periportal da metamorfose gordurosa; em D e E,
aspectos de vacuoliza¢do citoplasmatica dos hepatdocitos e hipertrofia nucleolar, com redugdo do diametro
nuclear. HE e Oil Red O. 70 X e 1620 X.
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Fig. 8 — Em A, pancreas de rato controle; no ingulo inferior direito, detalhe da estrutura acinar. Em B, pancreas de
rato sacrificado apos os 30 dias de dieta D-1, exibindo moderada atrofia, cujos detalhes estao assinalados
no angulo inferior direito. Em C, etapa posterior (41 dias) caracterizada por atrofia com desarranjo da
arquitetura acinar e figuras de cariorrexe e picnose. HE; 180 X e 460 X.
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Fig. 9 — Em A, aspecto pormenorizado da estrutura acinosa de pancreas de rato controle; em B, C e D, varios
aspectos regressivos da célula acinosa: degeneragio vacuolar, proeminéncia nucleolar, hipercromasia
nuclear, atrofia celular com picnose. HE; 1620 X.
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Fig. 10 — Em A, segmento jejunal de rato controle; em B, jejuno de rato com 30 dias de dieta D-1,diminuigao da
altura do epitélio e criptas; em C, jejuno de rato sacrificado apos 41 dias dessa mesma dieta, com
alteracGes mais acentuadas, incluindo a diminui¢do da altura da propria vilosidade. HE; 70 X.
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Fig. 12 — Em ileo de rato controle; em B e C, ratos do grupo D-1, no fim dos 41 dias de dieta, observando-se
flagrante diminuicdo do numero de células da 1imina propria, da altura do epitélio (C). A musculatura
em B e C esta reduzida em mais da metade de sua espessura habitual. HE; 180 X.
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Fig. 13 — Em A, detalhe da estrutura da vilosidade ileal de rato controle;em B, vilosidade ileal de animal D-1 morto
aos 41 dias, mostrando paucicelularidade da lamina propria, diminui¢do da altura do epitélio e intensa
vacuoliza¢ao epitelial (ndo confundir com célula muco-secretora). Em C, 0 emprego de coloragio especial
revela a natureza lipidica da vacuolizagio epitelial. Em D, fleo de rato controle mostrando a exuberincia
de células muco-secretoras; em E, ileo de rato do grupo D-1 mostrando, no fim dos 41 dias, acentuada

diminuic¢io de células muco-secretoras. HE; Qil 0; Alcian Blue-Pas. 460 X e 180 X.
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Alcian Blue-Pas. 180 C.

?

emB e D, ceco de rato do grupo D-1, exibindo redugdo de todas as suas

4

tinicas, e deplecdo de células muco-secretoras. HE

Fig. 14 — Em A e C, ceco de rato controle
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hipercromaticos. Todos estes achados foram verifica-
dos sem estudo quantitativo e sem tratamento espe-
cial. Foram porém, mais ou menos constantes em todos
os animais dos grupos D, apos o primeiro mes de dieta,
e ausentes nos controles.

Histologicamente o sistema linféide mostra peque-
na deplecdo no inicio da experiencia em todos os gru-
pos intubados e nitida despopulagdo linfocitaria so-
mente nos do grupo D apos 20 a 30 dias de dieta. Os
foliculos linfoides sao mal definidos no bago, placas de
Peyer e nos linfonodos mesentéricos, sendo o limite
corticomedular timico dificil de visualizar; a figura 6
mostra bem essas alteracoes. |

A esteatose hepatica é do tipo perilobular, as vezes
ocupando quase todo o lobulo (Fig. 7). O Exp. 1 pare-
ce ter deixado evidente que a intensidade da degenera-
cao gordurosa depende da maior quantidade de agicar
na dieta, tendo tal lesdo sido demonstrada também no
pancreas e intestino delgado (33). Nio raro a gordura
pode destruir as células e apresentar os chamados
cistos de HARTROFT (36; 37), Os hepatocitos mos-
tram também alteracdes nucleares; no inicio s3o mais
palidos e tumefeitos; os nucléolos, as vezes inicos, sao
avolumados; posteriormente ha hipercromatismo, mas
ainda se podem ver grandes e palidos nucléolos

“(Fig. 7).

O pancreas de rato normal é abundante em granu-
los de zimogénio. No desnutrido ha enorme deplegdo
destes granulos, além de desarranjo acinar ou mesmo
alteracdes degenerativas como vacuolizagdo citoplas-
matica (gordura) (53) ou mesmo de morte celular
(Figs. 8 ¢ 9). Estas alteracdes s3o tanto mais intensas
quanto maior é o tempo de desnutri¢do e a adigao de
acucar. Ndao foram observadas alteragGes das ilhotas de
Langerhans que difiram da diminui¢ao do volume cito-
plasmatico e pequena hipercromasia nuclear. Nos gru-
pos Isob e Isoc, foi verificada discreta deple¢ao zimo-
génica focal em alguns animais.

Com relacdo aos intestinos além da diminuig3o do
comprimento da vilosidade e da atrofia epitelial, veri-
fica-se grande diminui¢do das células da lamina, me-
lhor vista no ileo, conferindo ao animal desnutrido um

intestino semelhante ao dos animais ‘“‘germ-free” (1)

(Figs. 10, 11, 12 ¢ 13).

As alteracGes do epitélio — aqui é onde melhor se
nota a atrofia citoplasmatica — s3o a diminuigao da
altura celular, citoplasma as vezes denso, nicleo que
de alongado passa a ovoide ou arredondado, com con-
tornos irregulares e hipercromatismo (Fig. 11). No
PAS nota-se diminui¢ao de espessura € irregularidade
da bordadura estriada. As vezes as células do topo vilo-
sitirio sio francamente cuboides; nao raramente no-
tamrse mitoses quase a essa altura. Saliente-se que as
alteracdes atroficas ndo se restringem ao epitélio, e sim,
que toda a parede sofre semelhante processo, muito
bem visto pela delgadeza das capas musculares. No ileo
terminal e intestino grosso observa-se acentuada dimi-
nui¢io em namero e tamanho das células muciparas

Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 73 (3), 1975

tanto na superficie como ao nivel das criptas (Figs. 13
e 14). O muco que cobre a mucosa ao nivel da luz ¢
igualmente reduzido.

Os controles (Isob, Isoc e Ad libitum) assim como
os D sacrificados aos 136 dias, apos 48 dias, apos 48
dias em realimenta¢io normal, ndo apresentam altera-
¢oes histologicas. Este ultimo grupo somente mostra
atraso estado ponderal (Fig. 2).

O estudo bioquimico de sete animais do Exp. 1, fo1
confirmado pelo maior nimero de animais estudados
no Exp. 2. Neste, o soro de 12 desnutridos e 20 con-
troles (Isoc e Ad libitum) foi examinado. Encontrou-se
uma proteina total média baixa para os D
(4,88 £ 0,44 g%) e nos niveis normais (6,82 £ 0,50 g%)
para os controles (Quadros IV e V, Fig. 15).

O perfil eletroforético dos dois grupos revela uma
acentuada diminui¢do da percentagem de albumina

‘entre os desnutridos, 28,5 £ 6,5%, para uma percenta-

gem de 50,2 * 8,5% nos controles. As globulinas
acham-se aumentadas no grupo D-2. Foram obtidas
pela eletroforese cinco fragdes, embora alguns autores
citam somente quatro (67).

No numero de amostras ensaiadas, embora peque-
no, aplicando-se o teste de STUDENT (79) a gamaglo-
bulina foi a fracdo que apresentou diferenca menor
entre os dois grupos. Quando aplicado aos valores
absolutos das fragdes, ndo so a gama, mas também a
betaglobulina ndo apresenta diferengas significativas
(p > 0,05), enquanto que as proteinas totais, albumina
e globulinas alfa, e alfa;, mostram-se significativamen-
te diferentes (p <0,05).

A relacio Albumina/Globulina apresentou-se alte-
rada nos ensaios realizados, havendo inversao entre os
desnutridos (A/G = 0,39).

O colesterol foi menor entre os D (p <0,05). En-
controu-se um colesterol médio de 68,0 £18,5 mg%
para estes, enquanto que para os controles, um valor

médio de 99,5 ¥ 20,4 mg% (3%) (Quadro V e Fig. 15).

DISCUSSAO

Combinando duas formas de dieta hipopro-
téica, uma lfquida, intubada, e outra s6lida, ten-
tou-se reproduzir em ratos jovens as lesGes e
algumas altera¢Bes bioquimicas encontradas na
desnutri¢do infantil.

As curvas de peso verificadas, sdo flagrantes
em mostrar 0 estacionamento ponderal. Quanto
ao tamanho dos mesmos, nao houve diferengas
tdo exageradas como em relagdo ao peso, prova-
velmente porque os animais ji tinham alcan-
cado, com 100 gramas, um comprimento que
dai em diante nao aumentaria tanto se compa-
rado com o que acontece nos primeiros trinta
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Fig. 15 — Graficos demonstrando baixa das proteinas totais do soro, prmapalmente as custas da fracao albumina e
pequenas variagdes nas Fglobulinas. A dosagem do colesterol sérico também mostra baixa nos desnutridos.

dias de vida. O atraso no desenvolvimento pode,
no entanto, ser comprovado indiretamente pelo
peso (3).

O emprego da dieta por intubac¢io esofégica
tem por fun¢do contornar os problemas relati-
vos a0 ““apetite” do roedor. Em trabalhos preli-
minares, usando-se o modelo cldssico de desnu-
tricao experimental, isto é, oferecendo-se a
ragdo ad libitum, empregando-se controles
“isocaloricos (“pair feeding™), poucas lesdes
foram encontradas, sendo as vezes inexistentes,
resumindo-se em altera¢gGes de tamanho, discre-
tas, ou emagrecimento. Os relatos da literatura
usando esse processo, também sio pobres em
dados morfologicos (81> 84). Nesse tipo de
experiéncia os animais recusam a dieta colocada
na gaiola e morrem precocemente, raramente
apresentando lesOes pancreaticas ou intestinais
atribuiveis a deficiéncia protéica.

SPECTOR (78), citando MITCHELL, diz: se
um animal em equilibrio alimentar (um animal
bem nutrido) é submetido a um “‘stress’’ nutri-
cional, como o suprimento inadequado ou

excessivo de um ou mais nutrientes essenciais,
este animal reagira de modo a minimizar, até
onde puder, ou a desfazer inteiramente os efei-
tos desse “‘stress” nutricional. E, uma das pri-
meiras € mais comuns adaptagdes de que o ani-
mal lan¢a mao, n3o importando qual o tipo de
deficiéncia, é reduzir a ingestdo. Experiéncias,
acentua SPECTOR, com a pretensao de estudar
o efeito especifico e o papel de um determi-
nado nutriente, devem evitar as complica¢des
inerentes a redugdo total de nutrientes, que sé
ira acontecer quando o animal recusar a rag¢io.
O uso do “forced feeding” bloqueia esse meca-
nismo de adapta¢3o e evita a inani¢do. STEAD
e BROCK (81) tentaram evitar esse mecanismo
de adaptagdo utilizando animais numa fase em
que 0 mesmo ainda nao se formou.

Ao nos basearmos no trabalho de SIDRANS-
KY (73), que usou uma dieta muito semelhante
a das criangas com kwashiorkor, mas suplemen-
tada com sais minerais, vitaminas e gordura,
alargamos o perfodo de experimentagdo para
20, 40 e depois para 88 dias. Sidransky descreve
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deficiéncia aguda de proteinas: a desnutri¢ao
infantil é de carater cronico, por mais que a
sindrome de kwashiorkor possa aparecer em
prazo relativamente curto, provocada por infec-
¢do ou diarréia (3 12).

Esse método, por outro lado, traz alguns
inconvenientes: a boca, os dentes, as glandulas
salivares ficam marginalizados; o rato é fre-
quentemente surpreendido roendo o arame das
gaiolas; a dieta tem que ser em residuos ou
grumos para escoar pela agulha ou sonda, que
deve ser muito fina para os ratos jovens; e,
principalmente, é introduzido na experiéncia o
“stress” produzido pela tubagem. As vezes ao
chegar a hora da tubagem, com a entrada do
investigador na sala, os animais agitam-se e
salivam com abundancia. As glandulas salivares
nao sao aqui apresentadas, por julgarmos que
foram influenciadas pelo desuso. Provavelmente
a quantidade de alimento intubado nao se
equipara a racao normal ingerida pelo rato ad
libitum. O fato de os animais roerem O arame
da gaiola deveria ser interpretado também como
fome. Por esta razdo introduziu-se no modelo o
oferecimento de biscoitos com a mesma cons-
tituicdo da dieta intubada (biscoitos D-1 e N-1).
No entanto oOs animais recusavam-nos, por
serem deficientes ou ndo apropriados ao seu
“paladar”. Os biscoitos de serragem ou quirera
de milho com amido e agicar em parte sana-
ram esse defeito do método, pois enquanto a
atitude do animal era de recusa, sua ingestao
era satisfatoria nos primeiros 10-15 dias,
havendo rejeicao dos m.smos apOs esse perio-
do — aceitando, entrefa..to, os biscoitos nor-
mais (N-1, P ou MF). Posteriormente (em torno
de 30 dias), quando : instalava verdadeira
anorexia, até estes ultimos eram parcialmente
recusados.

Outra razao que nos levou a cor:teccionar
com serragem ou milho tais biscoitos, foi a
constipacido cronica que os animais de nossas
experiéncias prévias costumavam apresentar.
Inicialmente, a constipagao intestinal parece
estar ligada ao “‘stress” e a dieta (34) mas, pos-
teriormente, com a adaptagdo, é quase que
somente a dieta a responsavel. Rica em amido ¢
pobre em residuos, é obviamente uma comida

obstipante.
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Com os biscoitos S e Q as fezes aumentam
de tamanho, s20 mais regulares em forma e
nimero, de menor consisténcia e ligeiramente
umidas, isto é, cibalos normais (com pequena
diferenca para o grupo D, que n3o apresenta
revestimento dos cibalos por muco). No 13.°
dia do Exp. 1, com jejum prévio, efetuamos o
estudo de transito gastrintestinal por meio de
um corante dado por intuba¢3o pela manha. Os
resultados nao foram conclusivos, pois foi usada
uma soluc¢io diferente da dieta, tendo o grupo
Ad Lib-1 de ser intubado, ocasionando-se-lhe
assim, um “‘stress’ a que nao estava submetido.
Apesar deste teste estar prejudicado, houve evi-
déncia de atraso do transito intestinal em todos
os grupos. A osmolaridade das solug¢Oes das
dietas D e N foi medida e estava ligeiramente
maior que a do plasma, isto €, facilmente ajus-
tavel pelo intestino.

Com relacao aos controles, algumas diferen-
cas entre’ o Exp. 1 e o Exp. 2 devem ser escla-
recidas. No Exp.1 foi utilizado o controle
isobarico (Isob-1) para substituir o classico
isocalorico, pois com o oferecimento da ragao
sOlida a noite, torna-se dificil medir a quanti-
dade de alimento ingerido. No Exp. 1, além
deste grupo, foi usado um controle normocalé-
rico (N-1) com a intenc¢3o de verificar os efeitos
produzidos pelo “stress’” da tubagem, controle
este abandonado no Exp. 2. Neste, o Isoc-2
corresponde aos animais intubados com dieta
normal em proteina e suplementada com ra¢ao
comercial (MF) em quantidade semelhante a
ingerida pelos D-2. Na Fig. 1, vé-se que o grupo
N-1 tem um peso ligeiramente menor que o
grupo ad libitum e, na Fig. 2, verifica-se que
apesar de caloricamente deficientes, os Isoc-2,
tém peso maior que os D-2.

Em nossa experiéncia os controles isobarico
e ““isocalérico”’ tém funcionado a contento, sao
relativamente resistentes e ndo apresentam
lesdes semelhantes 3s dos animais desnutridos.

O contato manual sistemdatico apds a tuba-
gem foi usado para ‘“‘acalmar” o rato apoOs a
mesma. Este processo parece surtir resultado.
Com base em prévias experiéncias, conseguimos
que os animais desnutridos se tornassem menos
sensiveis a dilatagdo gaistrica, demonstrando
menor agitacdao apos a tubagem.
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O acréscimo gradativo da sacarose ao longo
da experiéncia teve a finalidade de utilizar um
dos mecanismos conhecidos como desencadean-
tes de kwashiorkor, isto é, uma dieta pobre em
proteinas mas relativamente alta em hidratos de
carbono (38 41, 52, 60, 70, 92, 93) " Hj referén-
cias de que as criangas com kwashiorkor tém
certa intolerancia aos agucares, relacionada com
deficiéncias das dissacaridases, provavelmente
conseqientes as alteracOes do epitélio intes-
tinal (3> 13> 62), Qutros autores (°3: 63), em
experimentac¢ao animal, ndo encontraram altera-
¢oes das dissacaridases em ratos desnutridos.
Contudo, o padrao lesional da mucosa obtido
nesses trabalhos é muito discreto quando com-
parado ao encontrado em patologia humana.

O aparecimento do kwashiorkor esta ligado a
eventos importantes como a diarréia, que pode
muito bem relacionar-se com a intolerancia aos
acucares, bem como a infec¢Oes intestinais. Ape-
sar de os trabalhos experimentais em ratos nao
evidenciarem deficiéncia das dissacaridases, o
exagero de agidcar na dieta leva os animais a
diarréia. Nas experiéncias apresentadas aqui hou-
ve discretos episodios diarréicos, curados com
diminui¢do de agucar e dos biscoitos S ou Q, ou
com a administracao de dieta normoprotéica.

A dieta usada teve a inten¢do de ser exclu-
sivamente deficiente em proteinas, contendo
sais minerais e vitaminas em quantidades ade-
quadas assim como Oleo vegetal, diferindo um
pouco das dietas das criangas desnutridas que
s30 também hipograxas. Além disso tais crian-
¢as apresentam deficiéncias vitaminicas asso-
ciadas, mas que n3ao desejamos acrescentar ao
modelo, restringindo-nos a deficiéncia protéica.
Tivemos em vista os problemas que poderiam
advir das alteragdes de equilibrio osmotico, da
motilidade gastrintestinal e de sua flora (°!)
consequentes a uma dieta anormal, assim como
nao desconhecemos certas inter-relacOes exis-
tentes entre o metabolismo protéico e o aprovel-
tamento ou sintese de certas vitaminas (11> 63).
Nas experiéncias aqui apresentadas nao cons-
tatamos sinais de deficiéncias vitaminicas, em-
bora ndo fossem dosados os niveis de vitaminas
no soro.

Ao compararmos nossos resultados com o
que a literatura refere de danos estruturais na
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desnutri¢do protéica (> & 7> 16, 17,18, 28, 31, 57,
70, 85, 89, 91, 92, 95) ' mesmo despretenciosamen-
te poderiamos apontar achados coincidentes.
Assim, em linhas gerais, sem nos atermos a deta-
lhes de patogenia, apontariamos as alterac¢Oes
de pele e faneros, a metamorfose gordurosa de
tigado, a atrotia pancreatica, as modifica¢oes da
mucosa intestinal e a atrofia linféide, como
pontos basicos de aproximacdo entre os acha-
dos experimentais e a patologia humana.

As altera¢des cutaneas na desnutricao pro-
téica tém sido vinculadas as deficiéncias associa-
tivas, particularmente as vitaminicas ou a defi-
ciéncia de magnésio e outros minerais (79> 39).
Os trabalhos de SULLIVAN e cols. (32), asso-
ciando deficiéncias vitaminicas e minerais, nao
esclarecem o mecanismo das lesGes dérmicas
encontradas na desnutricao protéica; por outro
lado, a reproduc¢ao de lesoes de pele em expe-
riéncias com deficiéncia de proteina é pobre em
relatos (%6 27). Por esta razdo, achamos que
nosso modelo contribui com mais uma altera-
¢30, pelo menos nesta espécie animal, na tenta-
tiva de aproxima¢ao com a doen¢a humana.

Como seria de esperar, ao lado da atrofia
dérmica foi encontrada, de maneira conspicua,
escassez de paniculo adiposo e do volume mus-
cular, configurando a atrofia de fibra descrita
em macacos (14).

As lesdes encontradas ao nivel do figado
foram progressivas, proporcionais ao tempo de
experiéncia, isto é, a intensidade da caréncia e
provavelmente ao.aumento de carboidrato na
dieta. Isto se explica pela constatagao de estea-
tose perilobular no grupo sacrificado aos doze
dias no Exp. 1 e pelo comportamento total do
I6bulo visto apds 1 més ou mais de tratamento.
Em nossas experiéncias prévias, quando sacri-
ficamos animais com dois a trés dias de dieta
especial, a altera¢@o inicial era tumefagao dos
hepatécitos da perifenia lobular, com redugao
do componente basofilico citoplasmatico
(RNA). Posteriormente, pequenas goticulas de
gordura aparecem, progredindo para vacdolos
maiores constituindo, em alguns casos, cistos de
Hartroft. Grande quantidade de glicogénio pode
ser demonstrada pelo PAS nas células onde a
gordura ainda ndo ocupou completamente o
citoplasma, ou em dreas do l6bulo hepatico
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ainda relativamente preservadas. A par dos
fenOmenos degenerativos assinalados, cons-
tituem um achado importante as alteragdes
morfotintoriais dos hepatocitos representadas
pela exuberancia nucleolar, sobretudo nos
estagios iniciais, sugerindo alteracbOes da sin-
tese protéica, como esbogo de regeneracao,
muito embora as figuras de mitose fossem em
menor numero, ao compararmos com OS
controles. N3ao nos preocupamos nestes traba-
lhos, em determinar o indice mitotico; entre-
tanto, a literatura refere um atraso na divisao
celular em deficiéncia protéica (20); UMANA
defende a idéia de que a deficiéncia protéica
produz um aumento na propor¢ao de poli-
ploidia nuclear no figado, como um reflexo
do aumento do conteitdo médio de DNA por
nucleo. A polipoidia precoce parece representar
parte de um mecanismo na adaptagao, € nao
apenas um efeito secundario da deficiéncia de
aminoacidos (87).

A degenerac¢do gordurosa do figado tem sido
atribuida, no kwashiorkor, a deficiéncia pro-
téica, embora nao se saiba o ‘“‘quantum’ de
lesio hepatica que pode ser atribuido a essa
deficiéncia isoladamente, admitindo-se que
certas vitaminas e fatores lipotrépicos também
ficariam sem efeito com a baixa protéica, isto é,
ndo seriam aproveitados (®>). Trabalhos mais
recentes indicam que o acumulo de trigliceri-
dios no figado seria conseqiiente a falta de
proteina de transporte (1% 49), constatando-se
baixa de trigliceridios, fosfolipidios e colesterol
séricos. Em nossos animais somente foi dosado
o0 colesterol, sempre baixo nos desnutrnidos.
Talvez o glicogenio observado em excesso ao
nivel do figado, ndo seja mobilizado pela dimi-
nuicio de glicose-6-fosfatase (22> 353, 64, 76)
sendo transformado em gordura.

Em linhas gerais, em que pese a observancia
dos fendmenos degenerativos caracterizados pri-
mordialmente pela esteatose, o quadro regene-
rativo foi sempre abortivo, e estd em conso-
ndncia com os trabalhos de SIDRANSKY e
FARBER (7). A preferéncia topogrifica da
metamorfose gordurosa pelas porgOes penpor-
tais tem sido referida na deficiéncia protéica
global e em deficiéncias isoladas de determi-
nados aminodcidos (% 73, 74),
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Os demais participantes da arquitetura hepa-
tica nd3o exibem alteracOes dignas de nota, exce-
¢do teita a diminui¢do do numero de células de
Kupfter.

Nas lesOes pancreaticas, o padrao progressivo
dos fenomenos degenerativos assumiu uma
teicao peculiar, permitindo a andlise de sua evo-
lu¢do. Nos estdgios iniciais observou-se uma
degranulacdo dos 4cinos; posteriormente se
fizeram presentes, em variavel espectro, as alte-
ra¢Oes caracteristicas do processo degenerativo,
isto é, a vacuoliza¢do citoplasmatica fina (posi-
tiva para gordura), a cariorrexe e picnose. Em
torno de 30-40 dias nao foram incomuns os
achados de retracao e desnutricao acinar. No
pancreas, tal como no figado, as células nobres
exibiram nos estagios iniciais, nucleos vesiculo-
sos, de maior diametro, e nucléolos proeminen-
tes. As altera¢Oes pancreaticas tem sido conside-
radas como essenciais no quadro geral da des-
nutricdo (1%), mesmo porque é um 6rgao onde
a avaliacao da deple¢ao protéica é tlagrante: os
granulos de zimogénio constituem estruturas
primordialmente protéicas. A atrofia pancrea-
tica, ao lado das altera¢Oes hepaticas, constitui
O mais importante critéri0 na caracterizagio
histoloégica de um modelo experimental de defi-
ciéncia protéica.

Nosso interesse centralizou-se ao nivel do
trato intestinal, sobretudo pela escassez de
referéncias bibliograficas em relacao a espécie

~animal aqui utilizada. As cita¢des de que temos

conhecimento referem as alteragOes intestinais
isoladamente, ndo relatando modificacdes he-
patopancredticas (?%) ou, como TAKANO (%4),
descrevendo experiéncias sem lesdo ao nivel do
figado e pancreas, e graves lesOes intestinais que
interpretamos como enterite aguda consequente
a inanicao.

O quadro anatomico intestinal, quer no
kwashiorkor, quer no marasmo, tem sido descri-
to como de padrdo espruiforme (°: 7> 16, 80)
As tentativas de reproducdo experimental de
tais lesdes conseguem graus discretos de atrofia,
que nao chegam a configurar a gravidade do
quadro infantil (1% 20, 40). Em nossas experién-
cias, tivemos a oportunidade nao s6 de reprodu-
zir esses graus discretos de atrofia intestinal,
como também de realcar a deplecao celular da
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lamina prépria e do tecido linféide, somente
referida em patologia humana em 1951 por
GILLMAN e GILLMAN (32).

Apés um meés de dieta, as alteracbes intesti-
nais sao mais acentuadas, constatando-se dimi-
nui¢ao da altura do epitélio, com cuboidiza¢do
moderada; despovoamento da lamina propria,
encurtamento das criptas — alteragOes estas que
propiciam um quadro de atrofia discreta das
vilosidades. Esta atrofia vilositiria nao é a mes-
ma encontrada nas criangas com kwashiorkor e
marasmo, uma vez que nao altera seriamente a
relagao cripta/vilosidade e, como referimos
acima, a lamina propria dos ratos desnutridos
apresenta-se extremamente pobre de células. Os
autores indianos (17 20 64) tém estudado-exce-
lentemente as lesGes intestinais em macacos,
asseverando que na patologia intestinal do kwa-
shiorkor experimental hi atrofia de todos os
planos histologicos, sem, contudo, configurar o
quadro usualmente descrito na malabsor¢do
intestinal. |

Em relagao a bordadura estriada, como j4 foi
dito, hd redugdo e irregularidade, alteracdes
estas também verificadas por um dos autores ao
nivel da microscopia eletronica (34).

Outra alteragao importante em nosso mate-
rial, observado tanto no intestino delgado como
no grosso, foi a conspicua deplecdo de células
muco-secretoras. Este fato ndo tem sido valori-
zado em patologia humana (55), sobretudo
quando se recorda o papel protetor do muco e
suas implica¢des no metabolismo dos micror-
ganismos intestinais. Foi observada também,
mas nao de modo constante, nos casos mais
severos, vacuoliza¢do do epitélio do ileo (posi-
tiva para gordura), constituindo esse achado,
nao referido na literatura humana e experimen-
tal, motivo de especula¢do futura (Fig. 13).

Ao nivel das placas de PEYER, que foram
examinadas sistematicamente em todos os
casos, importante grau de atrofia folicular foi
detectada. A depleciao linféide encontrada no
intestino, acrescida da diminui¢io de células de
KUPFFER, da atrofia timica, da deple¢do lin-
foide ganglionar e esplénica, configura um
quadro geral de deficiéncia linfo-histiocitdria
que pode estar ligada ou a hipoproteinemia ou
ao ‘“‘stress’” conseqiiente ao método usado.
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Experiéncias outras (#3) demonstraram quadro
semelhante em ratos, inclusive com defeito na
formag¢do de anticorpos, embora os achados na
patologia humana sejam contraditorios.

Com relagdo as altera¢Ges bioquimicas, nos-
sos achados confirmam tanto os indices conhe-
cidos em criangas (1% 15, 56, 70, 85, 94) ¢~omg
em animais (% 25 60, 81, 94) j5t0 ¢ a grande
baixa de albumina sérica indicando deficiéncia
protéica. Quanto as globulinas — alfa, e alfa,
aumentadas, com beta e gama sem variag¢oes sig-
nificativas — as interpretagdes ficam prejudica-
das por nio termos examinado o soro dos ani-
mais em diversas fases do processo deprivativo.
A taxa globulinica normal ou ligeiramente
aumentada em nossos animais desnutridos «ao
lado da deplecdo linf6ide, sugere que as altera-
¢oes imunologicas do desnutrido estejam ligadas
mais ao setor celular que ao humoral, conforme
os achados de SMYTHE e cols. (7%) em crian-
cas (10, 42),

Esse achado histologico também foi confir-
mado por nds em criangas falecidas por desnu-
tricio e doencgas infecciosas (°>). Estas, entre-
tanto, mascaram frequentemente o quadro mor-
bido, dificultando uma avaliacdo mais acurada
das modificag¢Oes no sistema linfoide.

Em verdade, as alteragGes vistas nos outros
Orgaos e sistemas, também sofrem as conse-
quéncias de associa¢cbes moéOrbidas, uma vez que
a desnutricdo constitui um complexo de defi-
ciéncia alimentar, infec¢do e miséria.

SUMMARY

Using a low protein diet (aproximately 2%),
two experiments were performed trying to
reproduce the morphologic and electrophoretic
(serum proteins) findings known to ocurr in
infantile malnutrition. The model shows in
young albino rats the major lesions seen in
humans, standing between kwashiorkor and
marasmus.

The consequence of the diet is well seen by
the stationary body weight. Atrophic dermal
lesions were seen after 30 days. The most
striking lesion was a perilobular fatty liver.
Hepatocellular regeneration was abortive
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appearing in the final stages with regressive
changes.

It was possible to stablish a gradation of pan-
creatic changes, from small zimogenic degranu-
lation in the begining to severe acinar atrophy
after 30 days of diet, with subversion of its
normal frame.

The intestinal changes which ended in atro-
phy not comparable with that of humans, cor-
respond to reduction in height of the mucous
epithelium, hipocellularity of the lamina
propria, small crypts, decreased number of
mitoses, shortening of the villi giving them a
resemblance of the “germ free” animals
mucosal pattern. Besides this, the authors call
attention for the important decrease in size and
number of the goblet cells in the ileum and in
the large bowel.

The model also shows a lympho-histiocitic
depletion, seen by the atrophy of Peyer’s
patches, decrease of Kuppfer cells, thymic,
lymph node and spleen lymphoid depletion.

The biochemical study of the serum, has
revealed a low total protein and cholesterol.
The electrophoretic study has shown a decrease
of albumin, with A/G inversion. Alfa, and
Alfa, globulins were increased in the deprived
animals, while Beta and Gama did not show
significant difference.

These findings may be atributed to protein
deficiency because the control groups, even
those with caloric restriction, have not
presented lesions or changes of the serun

proteins.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 — ABRAMS, G. D.; BAUER, H. & SPRINZ, H.,
1963, Influence of the normal Flora on mu-
cosal morphology and cellular renewal on the

lleum. A comparison of germ-free and conven-
tional mice. Lab Invest., 12: 355-364.

2 — ADAMSTONE, F. B. & SPECTOR, H., 1950,
Tryptophan deficiency in the rat: histologic
changes induced by forced feeding of an acid-
hydrolysed casein diet. Arch. Path. 49: 173,
184.

3 — ALMEIDA, M. O. & MADI, K., 1970, Estudos
dos efeitos de uma dieta hipoprotéica em varios

10 -

11 —

12 —

13 —

14 —

15 —

Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 73 (3), 1975

parametros de crescimento na tibia de ratos jo-
vens. ‘‘Trabalhos dos Laboratorios de Anatomia
Patologica e Patologia Geral da Faculdade de
Medicina do Porto”. Ed. Centro de Estudos de
Alta Cultura XXVII: 31-41.

A. ASEHKENASY, 1965, Changements quanti-
tatifs des fractions eletrophoretiques des protei-
nes sériques apres privation de proteines alimen-
taires ou de certains acides aminés chez de le
Rat male. J. Physiol. Paris, 57: 540-541.

BARBEZAT, G. O.; BOWIE, M. D.; KASCHU-
LA, R. O. C. & HANSEN, D. L., 1967, Studies
on the small intestine mucosa of children with
protein calone malnutrition. S. Afr. Med. J. 41:
1031-1036.

BARBEZAT, G. O.,, 1967, The exocrine pan-
creas and protein caloric malnutrition. S. Afr.
Med. J. 41: 84.

BARROS COELHO, R.; COUTINHO-ABATH,
E.; BARBQOSA, A. V.; LIRA, V. J. P. R.;: MA-
GALHAES F.0, A.; MONTENEGRO, D.; BAR-
BOSA, J. M.; MELO, S. A. & VALENCA, T.,
1963, Aspectos etiopatogenicos ¢ morfologicos
da sindrome pluricarencial da infincia no Re-
cife, Brasil. Rev. Bras. Malar. Doencas Trop. 185.
67, 129.

BHATTACHARYYA, A. K.; MANDAL, J. N. &
SANYAL, S. N., 1964, Diarrhoea in Kwaskior-
kor and marasmus. Bull. Calcutta Sch. Trop.

Med. 12: 94-96.

BOWIE, M. D.; BRINKMAN, G. L. & HAN-
SEN, J. D. L., 1963, Diarrhoea in protein ca-
loric malnutrition. Lancet, 2: 550, 551.

BROWN, R. E. & KATZ, M., 1966, Failure of
antibody production to yellow fever vaccine in

children with kwaskiorkor. Trop. Georgr.
Med., 18: 125, 128.

CAMPBELL, J. A., 1964, Dietary factors
affecting vitamin requirements. Proc. Nutr.
Soc., 23: 31, 38.

CARVALHO, J. M., 1967, Correlacao proteino-
lipidica na desnutricdo infantil. O Hospital 72:
991, 1009.

CARVALHO, J. M., 1967, As dissacaridases ¢ a
intolerancia congénita adquirida aos agucares. J.
Pediatr. Rio, 32: 61, 85.

CHAUHAN, S.; NAYAK, N.C. & RAMALIN-
GASWAMI, V., 1965, The heart and skeletal
muscle in experimental protein malnutrition in

Rhesusmonkeys. J. Path. Bact., 90: 301, 309.

COHEN, S. & HANSENJ. D. L., 1962, Meta-
bolism of albumin and gama globuline in
Kwashiorkor. Clin. Sci., 23: 351, 359.



Madi & Campos:

16 —

17 —

18 —

19 —

20 —

21 —

22 —

23 —

24 —

28 —

29 -

30 -

Desnutricao Expenimental

COOK, G.C. & LEE,F. D., 1966, The jejunum
in kwashiorkor. Lancet, 2: 1263, 1267.

DAVIES, J. N. P., Kwashiorkor. In: **Liver inju-
ry”’. Memoria da IX Conferéncia celebrada na
cidade de Nova York, abril, 27-28, 1950.
pag. 151, sob os auspicios da Fundacdo Josiah
Macy Jr.

DAVIES, J. N. P., 1948, The essential patholo-
gy of Kwashiorkor. Lancet, 1: 317, 320.

DEO, M. G. & RAMALINGASWAMI, V,, 1974,

Absorption of Co 58 labeled Cyanocobalamin
iIn protein deficiency. Gastroenterology 46:
167, 174.

DEO, M. G. & RAMALINGASWAMI, V., 1965,
Reaction of the small intestine to induced pro-
tein malnutrition in Rhesus monkeys: a study

of cell population kinetics in the jejunum. Gas-
troenterology, 49: 150, 157.

DEO, M. G.; SOOD, S. K. & RAMALINGAS-
WAMI, V., 1965, Experimental protein defi-
ciency. Arch. Path., 80: 14, 23,

DURBIN, P. A. J.; HEARD, C. R. C. & PLATT,
B. S., 1960, Glycogen and G-6-Pase in the liver

of normal and protein deficient pigs. Proc.
Nutr. Soc., 19: XXXV.

DITTENBRANDT, M., 1948, Application of
the Weichselbaum biuret reaction to the deter-

mination of protein. Amer. J. Clin. Path., 18:
439, 441.

EDOZIEN, J.C., 1968, Experimental Kwa-
shiorkor and marasmus. Nature 220: 917-919.

ENWONWU C. O. & SREEBNY, L. M., 1970,
Experimental protein-caloric malnutrition in
rats. Exp. Mol Path., 12: 332, 353.

FOLLIS, R. A. JR., 1957, A kwashiorkor-like
syndrome observed in monkeys. Proc. Soc. Ep.
Biol. Med., 96: 523, 528.

FOLLIS, R. A. JR., 1958, Studies on a syndro-
me resembling kwashiorkor occurring in mon-
keys fed corn. Tr. A. Am. Physicians, 71:110,
118.

FOLLIS, R. A. JR., 1958, Deficiency Diseases.
C. C. Thomas, Springfield, [llinois.

FOLLIS, R. A.JR., 1966, Starvation and
calorie-protein malnutrition In “‘Principles of
Internal Medicine’’, Sa Ed. T. R. Harrinson et
als. pag. 358-362. McGraw Hill, Inc.

FRIEDMAN, S. M. & FRIEDMAN, C. L., 1946,
The effects of low protein diet on the structure
of the pancreas. Can. M. A. J., §5: 15, 16.

31 —

32 —

33 —

34 —

36 —

37 -

40 —

41 —

42

43 —

179

GILLMAN, J. & GILLMAN, T., 1945, Struc-
ture of the liver in pellagra. Arch. Path. 40:
239, 263.

GILLMAN, J. & GILLMAN, T.., 1951, Perspec-
tives in Human Nutrition. Grune & Stratton. N.
York.

GILLMAN, J.: GILLMAN, T.; MANDELSTAM,
J. & GILBERT, C., 1945, The production
of severe hepatic injury in rata by the pro-
longed feeding of maize-meal porridge (mealie-
paps) and sour milk. Brit. J. Exp. Path. 26: 67,
81.

HAASE, H. B., 1963, Tempo de transito gastrin-
testinal em ratos. Padronizagdo de um método.
O Hospital, 64: 1737, 756.

HANSEN D. L.; LORENZEN, A.J.; MORRIS,
A.; AHRENS, R. & WILSON, J., 1967, Effects
of fat intake and exercise on serum cholesterol
and body composition of rats. Amer. Journal of

Phy. 0.0 2 Vol. 213: 347, 351.

HARTROFT, W.S. & RIDOUT, J. H.,, 1951,
Pathogenesis of the cirrhosis produced by cho-
line deficiency. Escape of lipid from fatty he-

patic cysts into the biliary and vascular systems.
Am. J. Path., 27:951, 968.

HARTROFT, W. S. & SELLERS, E. A., 1952,
The dissolution of fatty cysts in precirrhotic and
cirrhotic livers of choline deficient rats treatd
with lipotropic factors. Am. J. Path. 28: 387,

399.

HEARD, C. R. C.; PLATT, B. S. & STEWART,
R. J. C., 1958, The effects on pigs of a low pro-

tein diet with and without additional carbo-
hydrate. Proc. Nutr. Soc., 17: XLI, XLIL.

HEER E. E. & MARGUI A. R., 1971, Electro e
immunoeletroforesis. Manual de Laboratorio e
interpretaciones fundamentales. Gumersindo
I'. Fernandez, Argentina.

HILL, R. B. JR; PROSPER, J.; HIRSHFIELD,
J. S. & KERN, F. JR., 1968, Protein starvation
and the small intestine. 1. The growth and mor-

phology of the small intestine in weanling rats.
Exp. Molec. Path. 8: 66, 74.

JELLIFE, D. B.; BRAS. G. & STUART, K. L.,
1954, Kwashiorkor and marasmus in Jamaican
infants. West Indian Med. J., 3: 43.

KEET, M. P. & THOM. H., 1969, Serum immu-
nologlobulins in kwashiorkor Arch. Dis. Child.
44: 600, 603.

KENNEY, M. A.; RODERUCK, C. E.; ARN-
RICH, L. & PIEDAD, F., 1968, Effect of pro-

tein deficiency on the spleen and antibody for-
mation in rats. J. Nutrition, 95: 173, 178.



180

44 —

45 —

46 —

47 —

48 —

49 -

50 —

51 —

52 —

53 -

54 —

5§ —

56 —

57 —

KENNEY M. A., MAGEE J. L., PIEDAD, P. F.,
1970, Dietary Amino Acids and Immune Res-
ponse in Rats. J. Nutr., 100: 1063, 1072.

KIRSCH, R. E.; BROCK, J. F. & SAUNDERS,
S. J., 1968, Experimental protein-calorie mal-
nutrition. Am. J. Clin. Nutr., 21: 820-826.

KIRSCH, RE; SAUNDERS S.J. & BROCK
J.F., 1968, Animal models and human pro-
tein-calorie malnutrition. Am. J. Clin. Nutr. 21:

1225, 1228.

KIRSCH, R. E.; SAUNDERS, S. ]. & BROCK,
J. F., 1968, Amino-Acids transport in experi-
mental protein-calorie malnutrition. Am. J.

Clin. Nurr., 21: 1302, 1305.

KOHMAN, E. A,, 1920, The experimental pro-
duction of edema as related to protein defi-
ciency. Am. J. Physiol.,, 51: 378, 405.

KUMAR, V.; DEO, M. G. & RAMALINGAS-
WAMI, V., 1972, Mechanism of fatty liver in
protein deficiency. An Experimental study in
rhesus monkey. Gastroenterology 62: 445-451.

LAZARUS, S. & VOLK, B. W., 1964, Efectron
microscopy and histochemistry of rabbit pan-

creas in protein malnutrition (experimental
kwashiorkor). Am. J. Path, 44;: 95, 103.

MC CANCE, R. A. & WIDDOWSON, E. M.,

1966, Protein Deficiencies and calorie defi-
ciencies. Lancet, 11: 158-159.°

MAcCDONALD, 1., 1959, Some evidence that a
relative dietary excess of carbohydrate is an
important aetiological factor in kwashiorkor.

Proc. Nutr. Soc., 19: VII.

MADI K.; JERVIS, H.; ANDERSON, P.R. &
ZIMMERMAN, M. R., 1970, A protein defi-

cient diet: effect on liver, pancreas, stomach
and small intestine of the rat. Arch. Path. 89:

38, 52.

MADI, K., 1970, Contribuicdo a confecgio de
um modelo experimental de deficiencia pro-
téica. Tese, UFRJ. Rio de Janeiro.

MADI, K., 1973, A guisa de errata: “Morfologia
da Desnutricao’ Bol Inst. Puer. Ped. M. Ges-
téira, 29: 69, 71.

MARCONDES, E., 1971, Desidrata¢ao e Desnu-
tricao em Pediatria. Ed. Sarvier, S. Paulo.

NICOLAEFF, L., 1923, Influence de L’inani-
tion sur la morphologie des organes infantiles.
Press Med., 31: 1007, 10069.

58 — PLATT, B. S., 1958, Protein malnutrition — a

note on nomenclature. Proc. Nutr. Soc. 17: XL,
XLL

59 —

60 —

61 —

62 —

63 —

65 —

66 —

68 —

69 —

70 —

Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 73 (3), 1975

PLATT, B.S.; HALDER, K & DOELL, B. H.,
1962, Pathology of acute experimental protein

malnutrition in the force fed rat. Proc. Nutr.
Soc., 21: VI, VIL

PLATT, B. S.; HEARD, C. R. C. & STEWART,
R.J.C., 1964, Experimental protein calorie

deficiency. In "“‘Mammalian Protein Metabo-
lism™, vol. 11, pag. 445-521, Ed. A. N. Munro e
J. B. Allison, Academic Press, New York.

PORTER, J. R. & RETTGER, F., 1940, Influ-
ence of diet on the distribution of bacteria in
stomach, small intestine and cecum of the

white rat. J. Infect. Dis., 66: 104, 110.

PRINSLOQO, J. G.; WITTMANN, W.; PRETO-
RIUS, P. S.; KRUGER, H. & FELLINGHANS,
S., 1969, Effects of different sugars on diar-
rhoea of acute kwashiorkor. Arch. Dis. Child.,
44: 593, 599.

PROSPER, J.; MURRAY, R.L. & KERN,
F. JR., 1968, Protein atarvation and the small
intestine. Il. Disaccharidase activities, Gastro-

enteroloy, S: 223, 228.

RAMALINGASWAMI, V., 1964, Perspectives
in protein malnutrition. Nature (London) 201:

546, 551.

RAMALINGASWAMI, V.; SRIRAMACHARI,
S. & PATWARDHAN, V. N., 1954, Liver injury
in protein malnutrition. Indian J. Med. Sci. 8:
433, 441.

RAMALINGASWAMI, V.; SRIRAMACHARI,
S. & PATWARDHAN, V. N,, 1958, The effect
of calorie restrition on the liver injury in pro-
tein and choline deficiencies in the rat. Indian.

J. Path Bact., 1: 104, 112.

RIBEIRO, L. P., MITIDIERI E. & AFFONSO
O. R., 1958, Eletroforese em papel ¢ métodos
relacionados. Servico Grdfico do IBGE, Rio de:

Janeiro, pg. 108S.

RICHTER, C. P. & BARELARE, B. JR., 1939,
Further observation on the carbohydrate, fat
and protein appetite of vitamin B deficient rats.

Am. J. Physiol., 127:199, 210.

RICHTER, C.P. & CAMPBELL, KH., 1940,
laste thresholds and taste preferences of rats for
five common sugars. J. Nutr., 20: 31-46.

SCRIMSHAW, N. S.; BEHAR, M.; ARROY-
AVE, G.; VITERIL F. & TEJADA, C., 1956,
Characteristics of kwashiorkor (sindrome pluri-
carencial de 1.4 infancia). Fed. Proc., 15:. 977,

985.



Madi & Campos:

71 —

72 —

73 —

74 —

75 —

76 —

77 —

18 —

79 —

80 —

8l —

82 —

Desnutricdo Experimental

SHILS, M. E.; FRIDLAND, I. & STEWART,
W. B,, 1954, Rapid development of portal liver
in rats consuming various plant materials. Proc.

Soc. Exp. Biol. Med., 87:473, 476.

SHILS, M. E. & STEWART, W. B., 1954, Devel-
opment of portal fatty liver in rats on coron

diets; response to lipotropic agents Proc. Soc.
Exp. Biol Med., 85: 298, 303.

SIDRANSKY, H., 1960, Chemical pathology of
nutritional deficiency induced by plant pro-
teins. J. Nutr., 71: 387, 395.

SIDRANSKY, H. & FARBER, E., 1958, Che-
mical pathology of acute aminoacid dificien-
cies. I. Morphologic changes in immature rats

fed threonine or histidine-devoid diets. Arch.
Path., 66: 119, 134,

SMYTHE, P. M. BERETON - STILES, G.G.
GRACE., H.J.; MAFOYAUE, A. SCHON-
LAND, M. COOVADIA, H. M.: LOENING. W.
E., PARENT, M. A. & VOS. G. H.,, 1971,
Thymolymphatic deficiency and Depression
of cellmediated immunity in Protein-Calorie
malnutrition. Lancet, 2: 939-43, oct.

SRIRAMACHARI, S.& RAMALINGASWAMI,
V., 1953, Liver changes in kwashiorkor. Indian
J. Pediatrics, 20: 1.

SOLIMANO, G.; BURGESS, E. A. & LEVIN,
B., 1957, Protein-Calorie malnutrition: effect

of deficient diets on enzyme levels of jejunal
mucosa of rats. Brit. J. Nutr., 21: 55, 68.

SPECTOR, H., 1948, The metabolic interrela-
tionship between tryptophan, pyridoxine and

nicotinic acidi; forced-feeding studies in rats. J.
Biol. Chem., 173: 659, 676.

SPIEGEL, R. M., 1972, — Estatistica — Colecao
Schaum — Ed. Mc. Graw Hill do Brasil Ltda.
pg. 310.

STANFIELD, J. P.; HUTT, M. S. R. & TUN-
NICLIFFE, R., 1965, The intestinal biopsy in
kwashiorkor. Lancet, 2: 519, 523.

STEAD, R. H. & BROCK, J. F., 1972, Experi-
mental Protein-Calorie malnutrition: Rapid

Induction of Protein Depletion signs in early-
weaned rats. J. Nutr., 102: 1357-1366.

SULLIVAN, M. & EVANS, V. J., 1945, Nutri-
tional dermatoses in rats; vitamin A deficiency
supenimposed on vitamin B complex deficiency.
Arch. Dermat. & Syph., 51 11, 285.

83 —

84 —

85 —

86 —

87 —

88 —

89 —

90 -

91 —

92 —

94

95 —

181

SVOBODA, D.; GRADY, H. & HIGGINSON,
J., 1966, The effects of chronic protein defi-
ciency in rats. IIl. Biochemical and ultrastruc-
tural changes. Lab. Invest., 15: 731, 749.

TAKANQO, J., 1964, Intestinal changes in pro-
tein deficient rats. Exp. Molec. Path. 3: 224,
231.

TROWELL, H. C.; DAVIES, J. N. P. & DEAN,
R. F. A,, 1954, Kwashiorkor. Edward Arnold
(Publishers) Ltd. London.

UMANA, R. & TEJADA, C., 1965, Reprodu-
cion en la rata blanca de algunas caracteristicas

de la desnutricion proteino-calorica humana.
Arch. Venez. Nutr., 16: 33, 51.

UMANA, R., 1967, The effect of protein defi-
ciency on the distribution of nuclear volumes in
preparations of rat liver nuclei. Canad. J.

Byochem, 45: 118§, 1189.

VINCENT, D., Dosage rapide direct de la cho-
lestérolemie — La Presse Medicale pg. 2085 —
Dec. 1960.

VITERI, F.; BEHAR, M. & ARROYAVE, G.,
1964, Clinical aspects of protein malnutrition.
In ‘““Mammalian Protein Metabolism”. Ed.
A.N. Mumro e J. B. Allison, Acad. Pres. New
York, Cap. 22, pp. 523-568.

VOLK, B. W. e LAZARUS, S. S., 1960, Rabbit

pancreas in protein malnutrition (experimental
kwashiorkor) and after cortisone administra-
tion. Am. J. Path., 37: 121, 135.

WATERLOW, J. C., 1948, Fatty liver Disease in
infants in the Britisch West Indies. Med. Res.
Council, Spec. Rep. Series n.O 263. London,
Her Magesty’s Stationery Office.

WATERLOW, J. C., BRAS. G. & DE PASS, E.,
1957, Further observations on the liver, pan-
creas and kidney in malnourished infants and

children. 1I. The gross composition of the liver.
J. Trop. Pediat., 2: 189-198.

WATERLOW, J. C., 1959, Protein nutrition
and Enzyme changes in man Fed. Proc. 18:
1143, 1153.

WATERLOW, J. C.; CRAVIETTO, ). & STE-
PHEN J. M. L., 1960, Protein malnutrition in
man. Adv. Prot. Chem. Academic Press Inc.

(London) Ltd., pg. 131-238.

WILLIAMS, C., 1933, A nutritional disease of
childhood associated with maixe diet. Arch.
Dis. Child., 8:423-433.



