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Histochemical Changes of Intestine Epithelium Cells of a Rat during
Hipervitaminosis A

Hiperwitaminoza A powoduje toksyczne zmiany u zwierzat i ludzi (2),
prowadzi do degeneracji tluszczowej watroby i nerek, moze powodowaé
zwapnienia naczyn i serca (17) oraz zwyrodnienia nablonkéw (10). Fell
i wsp. (3) podaja, ze nadmiar witaminy A wplywa na réznicowanie sig
komoérek nablonka, moze wytwarza¢ metaplazje oraz prowadzi¢ do kera-
tynizacji nablonka (6, 12). Rahalkar i wsp. (13) wskazujg na zwiek-
szong aktywnos$¢ fosfatazy zasadowej przy hiperwitaminozie A w watro-
bie, nerce i jelicie cienkim, a Hsu i Tappel (7), stosujac metody
biochemiczne, stwierdzili zmniejszenie poziomu f-glukuronidazy.

Transport witaminy A przez Sciane jelita zwigzany jest z dostarcza-
niem energii, jest on gléwnie przyspieszany przez nadmiar glikozy i ATP
(18). Duze znaczenie w transporcie i metabolizmie witaminy A posiadaja
lipoproteidy (5), jednakze funkcja witaminy A w zachowaniu struktural-
nej integracji lipoproteidow komorek nablonka i innych tkanek nie zo-
stala calkowicie wyjasniona. Zagadnienie wplywu witaminy A na komoérki
nablonka jelitowego jest nadal aktualne ze wzgledu na jego funkcje w pro-
cesach absorpcyjnych i w zwigzku z tym wydaje si¢ nam celowe prze-
$ledzenie zmian w odczynach histochemicznych podczas hiperwitami-
nozy A.
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MATERIAL I METODY BADAN

Do$wiadczenie przeprowadzono na 24 szczurach biatych, obu pici, ktére otrzy-
mywatly diete standardowsg. Podzielono je na 3 grupy doswiadczalne i 1 grupe kon-
trolng. Szczurom do$wiadczalnym podawans podskérnie witamine A (Vitaminum A
produkeji ,,Polfa” — Poznan, nr serii 10177). Zwierzeta grupy I doswiadczalnej
otrzymywaly 1 raz dziennje 10000 jm. (33333 jm./kg ciezaru ciata) witaminy A
przez okres 7 dni. Szczury grupy II otrzymywaly 2 razy dziennie po 10000 j.m.
(66 666 j.m./kg ciezaru ciala) przez 7 dni. Szczury grupy III otrzymywaly witamine
A w tych samych dawkach i w ten sam sposdb jak w grupie II, a nastepnie pozo-
stawiono je na okres 3 tygodni nie podajgc preparatu. Szczury kontrolne otrzymy-
waly s6l fizjologiczng w iloSci 2 ml przez 7 dni. Podawanie witaminy A odbywato
sie zawsze o tej samej porze dnia.

Po 24 godz. od ostatniej iniekcji zwierzeta grup I, II i kontrolnej, a po 3 ty-
godniach grupy IIT dekapitowano i pobierano wycinki jelita cienkiego. Wykonywano
nastepujace odczyny histochemiczne: 1) -oznaczano kwasy nukleinowe wg Bracheta,
2) mukopolisacharydy stosujac reakcje wg McManusa, 3) lipidy barwiono sudanem,
4) fosfataze kwasng wg Gomoriego, 5) fosfataze zasadowg wg Gomoriego, 6) dehy-
drogenaze bursztynianowg wg Nachlas i wsp.,, 7) dehydrogenaze mleczanowa wg
Pearse’a i 8) dehydrogenaze glikozo-6-fosforanowg wg Pearse’a.

Wycinki jelita przeznaczone do oznaczen na kwasy nukleinowe i polisacharydy
utrwalano w plynie Carnoya, zatapiano w parafinie. Do oznaczen tluszczé6w oraz
fosfatazy kwasnej i zasadowej wycinki utrwalano w plynie Bakera i nastepnie cieto
skrawki na mikrotomie mrozeniowym. Enzymy oddechowe, tj. dehydrogenazy: bur-
sztynianowa, mleczanowsg i glikozo-6-fosforanowg oznaczano histochemicznie na
skrawkach nie utrwalonych, cietych w kriostacie Pearse’a. Inkubacje dla fosfatazy
kwaénej i zasadowej przeprowadzano przez 1 godz. w §rodowisku podanym przez
Gomoriego w temp. 37°C, natomiast dla dehydrogenaz — przez 30 min. w plynach
inkubacyjnych podanych przez Nachlas i wsp. oraz Pearse’a w temp. 37°C. W tych
ostatnich jako donatora elektronéw stosowano nitro BT. Dla reakcji enzymatycz-
nych wykonywano préby kontrolne, przeprowadzajgc inkubacje w Srodowisku bez-
substratowym w tych samych warunkach,

WYNIKI BADAN

Grupa I doswiadczalna

U zwierzat grupy I stwierdzono zmiany w wygladzie zewnetrznym.
Zmiany te wyrazaly sie zzélknieciem, nastroszeniem i plackowatym wy-
padaniem siersci. Sluzowki oczu wskazywaly ma stan zapalny. Zauwazono
brak laknienia, a zwierzeta stawatly sie ospate.

Przeprowadzone odczyny histochemiczne wskazujg na zmiany w ko-
morkach nablonka jelitowego i gruczolow. Reakcja na RNA w cytoplaz-
mie jest slabsza w poréwnaniu z obserwowanag na preparatach kontrol-
nych. Mukopolisacharydy dajgce reakcje PAS dodatnie wykazujg stabsze
odczyny w mukocytach. Substancje tluszczowe barwiace sie sudanem czar-
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nym dajg wzrost odczynéw w cytoplazmie enterocytéw. Intensywnsy su-
danofilno$¢ wykazano roéwniez w zrebie lgcznotkankowym kosmkéw je-
litowych (ryc. 1).

Produkt reakcji enzymatycznej na aktywnos¢ fosfatazy kwasnej wska-
zZuje na obecnoé¢ znacznej ilosci lizosoméw w enterocytach nablonka jeli-
towego. Mukocyty pozostajg jasne, nie dajg odczynu na fosfataze kwas-
ng. Oslabienie odczynu na aktywnosé fosfatazy zasadowej wystapilo w rab-
ku oskérkowym komoérek walcowatych nablonka jelitowego.

Odczyn na dehydrogenaze bursztynianows byl bardziej intensywny
niz w grupie kontrolnej. Niebieskie ziarna dwuformazanu wypelnialy cy-
toplazme enterocytéw. Nie wykazano istotnych zmian w odczynach na
dehydrogenaze mleczanowa, odczyny byly podobne do tych, ktére obser-
wowano w kontroli. Zauwazono natomiast nieznaczne oslabienie reakcji
na dehydrogenaze glikozo-6-fosforanowas.

Grupa Il doswiadczalna

Opisane poprzednio zmiany w wygladzie zewnetrznym zwierzat jeszcze
bardziej poglebialy sie. Zwierzeta byly ospate z nastroszona sierscig i du-
zymi plackowatymi lysieniami, zwlaszcza na brzusznej stronie. Niektdre
z nich kulaly, Przyjmowaly znacznie mniejsze ilosci pokarmu.

Przeprowadzone reakcje histochemiczne wskazujg na wieksze réznice
w odczynach histochemicznych w poréownaniu z kontrolg. Nastepuje osla-
bienie pironinochlonnosci cytoplazmy enterocytéw wskazujgce na zmniej-
szenie RNA w komorce (ryc. 2). Reakcje PAS dodatnie w nablonku nie
réznig sie od uzyskanych w grupie I, sg jednak slabsze niz w kontroli
(ryc. 3). Sudanofilno$¢ komoérek nie ulega zmianie, zauwazono jej wzrost
w tkance lgcznej, stanowigcej zrgb kosmkow jelitowych. Wykazano row-
niez znaczne dlosci lizosoméw w enterocytach, éwiadczace o degeneracji
tych komoérek. Odczyny na enzymy oddechowe, tj. dehydrogenazy bur-
sztynianowg i glikozo-6-fosforanows, podobne sg do grupy I, natomiast
zauwazono obnizenie intensywnoéci reakeji na dehydrogenaze mleczano-
wg (ryc. 4).

Grupa IIl doswiadczalna

Zwierzeta tej grupy po 2-krotnym dziennym podaniu witaminy A
przez okres 7 dni (jak w grupie II) pozostawiono na okres 3 tygodni i co-
piero woéweczas pobierano material do badan. Wyglad zewnetrzny zwierzat
poprawil sie, przyjmowaly wiecej pokarmu, pozostaly jednak ospalos¢,
zapalenie spojowek i plackowate wylysienia.
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Zmiany w reakcjach histochemicznych w poréwnaniu z grupa II byly
niewielkie. Zauwazono jednak, ze pironinochlonnosé cytoplazmy entero-
cytéw wzrosla, ale nie doréwnywala tej, jakg obserwowano w kontroli.
Reakcja PAS dodatnia wystepowata przede wszystkim w mukocytach,
enterocyty wykazywaly bardzo slabe odczyny. Réwniez sudanofilnosé¢ ko-
moérek nablonka nie rdznila sie od wystepujacej w grupie II. Stwierdzono
znaczne nagromadzenie lizosoméw w komoérkach nablonka jelitowego
(ryc. 5), natomiast aktywnos§¢ fosfatazy zasadowej nie ulegla zmianie.
Zmniejszala sie takze aktywnosé dehydrogenazy bursztynianowej (ryc. 6)
i mleczanowej, natomiast nie zauwazono zmian w odczynach na dehydro-
genaze glikozo-6-fosforanows.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN I WNIOSKI

Z badan Fell i Thomasa (4) wynika, ze witamina A moze wply-
waé¢ na aktywno$¢ hydrolityczng enzymoéw komoérkowych. Potwierdzaja
to nasze badania, wskazujgce na wzrost aktywnosci fosfatazy kwasnej
i spadek fosfatazy zasadowej w komoérkach nablonka jelitowego zwierzat
wszystkich grup do$wiadczalnych. Obnizenie aktywnosci fosfatazy zasado-
wej zwigzane jest ze zmiang przepuszezalnosci bton komérkowych. Po-
twierdzajg to Brown 1 wsp. (1) uwazajac, ze toksyczne dawki wita-
miny A powodujg zmiany przepuszczalnosci blon wskutek spadku sulfo-
nacji mukopolisacharydéw zwigzanych z lipoproteinami komérkowymi.

Odczyny na RNA wskazujg na obnizenie pironinochlonnosei w cyto-
plazmie komoérek nablonka jelitowego. Natomiast w tych samych komoér-
kach obserwowano wzrost sudanofilno$ci. Nalezy zatem sadzi¢, Ze hiper-
witaminoza A powoduje obnizenie RNA i wzrost substancji ttuszczowych
w nablonku jelitowym.

Podczas hiperwitaminozy A wystepuja zmiany aktywnosci enzymoéow
oddechowych zwigzanych z blonami mitochondrialnymi. Wskazuje na to
wzrost aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej w grupach I i II oraz
obniZenie aktywno$ci dehydrogenazy mleczanowej i glikozo-6-fosforano-
wej w grupie II nabtonka jelitowego. Podobne zmiany obserwowano w ak-
tywnosci dehydrogenaz komoérek watrobowych przy hiperwitaminozie A
(8). Badania Modisa i wsp. (11) wskazujg na uszkodzenie blon mito-
chondrialnych. Witamina A dziala bezpo$rednio na cytomembrany, a en-
zymy zwigzane z tymi blonami okreslajg nie tylko strukture molekular-
na, lecz takze stan fizykochemiczny i stopienn reaktywnosci. Natomiast
Lucy i wsp. (9) stwierdzajg, ze nadmiar witaminy A powoduje pecz-
nienie mitochondriéw, a Ray i Sadhu (15) uwazaja, ze hiperwita-
minoza A hamuje oddychanie komérek watrcbowych przez wplyw na
aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej. Rowniez Seward i wsp.
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(16) podaja, ze wysokie dawki witaminy A wplywajg na zmiany w od-
dychaniu komérkowym oraz na spadek bialek komérkowych (14).

Reakcje PAS dodatnie na mukopolisacharydy wskazujg na obniZenie
ich zawarto$ci w mukocytach nablonka jelitowego. Nie obserwowano
zmian odczynéw PAS dodatnich w enterocytach. Modis i1 wsp. (11)
stwierdzili zwyrodnienie $luzowe oraz hipersekrecje mucyn podczas hiper-
witaminozy A, a wolniejsze wydzielanie przy hipowitaminozie. Autorzy
sugerujg, ze witamina A jest czynnikiem wplywajacym na wzrost syntezy
mukopolisacharydéw i mucyn oraz powoduje wzrost wydzielania, ktéremu
towarzyszy metaplazja nabtonkow.

Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna sadzi¢, ze duze dawki wi-
taminy A powodujg:

1. Obnizenie RNA i wzrost substancji ttuszczowych w nablonku jeli-
towym.

2. Wzrost aktywnosci fosfatazy kwasnej przy jednoczesnym obniZe-
niu aktywnosci fosfatazy zasadowej.

3. Zmiany w aktywnosci enzyméw oddechowych: wzrost aktywnosci
dehydrogenazy bursztynianowej i obnizenie aktywnosci dehydrogenazy
mleczanowej i glikozo-6-fosforanowe].

4. Zmniejszenie mukopolisacharydow w mukocytach zwigzane jest
z hipersekrecja mucyn podczas hiperwitaminozy A.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Sudanofilno§¢ w kosmkach jelitowych szczura grupy I do§wiadczalnej.
Barwienie sudanem czarnym. Pow. ok. 150 X.

Ryc. 2. Reakcja na RNA w komérkach nablonka jelitowego szczura grupy II
do$wiadczalnej. Metoda wg Bracheta. Pow. ok. 250X.

Ryc. 3. Reakcja PAS dodatnia w mukocytach nabtonka jelitowego szczura gru-
py II do$wiadczalnej. Metoda PAS wg McManusa. Pow. ok. 300X,

Ryc. 4. Reakcja na aktywno§é dehydrogenazy glikozo-6-fosforanowej w nablon-
ku i gruczolach jelitowych grupy II do$wiadczalnej. Metoda wg Pearse’a. Pow.
ok. 250X,

Ryc. 5. Reakcja na aktywnos$é fosfatazy kwasnej w komoérkach nablonka jeli-
towego szczura grupy III do$wiadczalnej, Metoda wg Gomoriego. Pow. ok. 400X,

Ryec. 6. Reakcja na aktywno§é dehydrogenazy bursztynianowej w nablonku jeli-
towym szczura grupy III do$wiadczalnej. Metoda Nachlas i wsp. Pow. ok. 250X,

PE3IOME

UccnenoBano BAMAHME TUIIEPBUTAMMHO3a A HA TMCTOXMMHUYECKME peakuuu HY-
KJEMHOBOJM KMCJIOTBI, MYKOIOJMUCAXapUOOB, JUIOUAOB M HEKOTOPLIX 3H3UMOB TaKUX
KaK: Kucnoi docdarassl, ocHOBHOM doccara3sl u SHTAPHOM, JAKTATHOM M TJHKO30-
~-6-cdbocdarHoit germuporeHassl B TOHKOM Kuinke 6esioii KpbIChl BO BpeMs TUIEPBU-
TaMyHO3a A. Pe3ynbTaTsl MCCIeNOBaHMIT IIOKA3LIBAIOT, WTO TMIIEPBUTAMMHO3 A BbI-
3bIBA€T NOHMIKEHMe KoamdyectBa RNA ¥ DPOCT XKMPHBIX BEIUECTB B KUIUEYHON 9SMU-
Tennome. IToka3aHo, 4YTO pocTy aKTUMBHOCTM KMUCIOHN doccaTa3bl CONYTCTBYET OJHO-
BpeMEHHOe IIOHMIKeHMe aKTMBHOCTH OCHOBHOI ¢pocdaraspl. OGHApyKEHO U3MEeHEHUA
B aKTMBHOCTM IbIXaTeJbHBLIX 9H3MMOB, a TaK¥Xe IOHMIKEHME IIOJIOKUTEJLHOM peax-
i PAS B MyKOUMTaX IPM IUIIEPBUTAMMHO3E A.

SUMMARY

The influence of hipervitaminosis A on the histochemical reactions of nucleic
acid, mucopolysaccharides, lipids and some enzymes such as: acid phosphatase, al-
kaline phosphatase and succinic, lactic and glucose-6-phosphate dehydrogenase in
the small intestine of white rats has been studied.

It was found that at hipervitaminosis A a decrease in RNA and an increase in
the lipid substances in the small intestine epithelium occurred. An increase in the
acid phosphatase and a decrease in the alkaline phosphatase activities has been
demonstrated. At hipervitaminosis A changes in the oxydative enzymes activity and
a decrease in the PAS positive reaction in mucous cells of the small intestine has
been observed.
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EXPLANATION OF FIGURES

Fig. 1. Sudanophilic substance of villus of the jejunum of a rat in the I ex-
perimental group. Sudan black reaction. Magn. ca 150 X.

Fig. 2. Reaction to RNA of intestinal ephitelium cells of II experimental group.
Method of Brachet. Magn. ca 250X.

Fig. 3. PAS positive reaction of intestine epithelium of mucous cells in II ex-
perimental group. PAS method by McManus. Magn. ca 300X.

Fig. 4. Glucose-6-phosphate dehydrogenase activity of epithelial and glandular
cells of jejunum in II experimental group. Method of Pearse. Magn. ca 250X.

Fig. 5. Acid phosphatase activity of intestine epithelium cells of rat IIT ex-
perimental group. Method of Gomori. Magn. ca 400X.

Fig. 6. Succinic dehydrogenase activity in intestine epithelium of rat of III ex-
perimental group. Method of Nachlas at al. Magn. ca 250 X.






