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ULTRA-ESTRUTURA DAS ALTERACOES OSSEAS NA
INTOXICACAO EXPERIMENTAL POR Solanum malacoxylon
EM COELHOS!

Severo Sales de Barros?, Denise Russowski® e Silvia M. Grando?

ABSTRACT. - Barros S.S., Russowski D. & Grando S.M. 1996. [Ultrastructural alterations
of bone cells in the experimental Solanum malacoxylon poisoning in rabbits.]
Ultra-estrutura das alteragdes dsseas na intoxicag¢ao experimental por Solanum malacoxylon
em coelhos. Pesquisa Veterindria Brasileira 16(2/3):81-86. Departamento de Patologia,
Universidade Federal de Santa Maria, 97119-900 Santa Maria, RS, Brazil.

The ultrastructure of bone cells of mid-diaphysis of the humerus of young rabbits that
received by gastric tube a water estract of Solanum malacoxylon corresponding to 100
mg/kg of body weight is described. Atrophic, degenerated and necrotic osteocytes and
mineralization of perilacunar osteoid were the main lesions. Osteoblasts were atrophic
with diminution of synthetic organels.

Osteoclasts exhibited a ruffle border in close contact with the non eroded mineralized
matrix, poorly developed vesicular region and absent clear zone. Macrophages in fusion
forming multinucleated giant cells were seen in some resorption cavities. It is suggested
that the 1,25(OH),D, present in the plant is responsible for the cell changes, inhibition of
osteoclastic and osteocytic resorption and osteopetrosis.

INDEX TERMS: Bone pathology, osteocyte, osteoblast, osteoclast, ultrastructure, Solanum malacoxylon,

calcitriol, rabbit.

SINOPSE .- E descrita a ultra-estrutura das células 6sseas da
cortical da didfise do imero de coelhos jovens que rece-
beram, diariamente, via sonda gistrica, um extrato aquoso
de Solanum malacoxyloncorrespondente a 100mg da plan-
ta seca por quilograma de peso corporal e foram sacrifica-
dos 96 horas ap6és o inicio do experimento. Ostedcitos
mostravam diversos graus de atrofia e necrose. Lacunas
osteociticas com restos celulares ou vazias foram vistas com
frequéncia. Mineraliza¢io do tecido ostedide perilacunar
foi constantemente observada. Os osteoblastos mostravam
atrofia, diminuic¢io das organelas de sintese e, em algumas
oportunidades, exibiam nudcleos picnéticos e estavam li-
vres nos canais de Havers. Os osteoclastos mostravam borda
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pregueada em intimo contato com a matriz mineralizada
nio erodida, regido vesicular pouco desenvolvida e au-
séncia da zona clara na periferia da borda pregueada. Em
alguns canais de Havers, foram identificados macréfagos
em processo de fusio para formarem células gigantes. Su-
gere-se que a osteopetrose descrita na intoxica¢ao por S.
malacoxylon seja decorrente de inibi¢ido das atividades de
reabsorc¢io osteocitica e osteoblastica, por efeito direto da
agio de 1,25(0H),D,.

TERMOS DE INDEXACAO: Patologia 6ssea, ostedcito, osteoblasto,
osteoclasto, ultra-estrutura, Solanum malacoxylon, calcitriol, co-
elho.

INTRODUCAO

As alteragdes dsseas no curso das calcinoses expontineas
e experimentais, induzidas por plantas calcinogénicas, tém
sido amplamente relatadas: existem opinides conflitantes
sobre os efeitos dessas plantas no tecido 6sseo, e os resul-
tados sdo discrepantes quanto 4 patogenia, havendo, no
entanto corcondancia em que o principio ativo dessas plan-
tas, o 1,25(OH),D;, € o fator determinante.
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Nos relatos das alteracdes dos ossos nas calcinoses es-
pontineas e experimentais é descrita osteopetrose, com
aumento da massa 6ssea bem mineralizada. Essa alteragio
é atribuida ora a maior aposi¢io 6ssea (Carrillo 1973,
Diammrich et al. 1970, 1995, Norrdin et al. 1975), ora a
inibicio da reabsor¢do osteocitica (Krook et al. 1975a,b,
Santos et al. 1976, Gimeno 1980, Riet-Correa et al. 1987).
Frequentemente tém sido descritas degenerac¢io e necrose
dos ostedcitos, sugerindo que o principio ativo de Solanum
malacoxylon (SM), o 1,25-diidroxicolecalciferol, pelo me-
nos nas concentracdes utilizadas, seria toxico para essas
células, resultando em diminuicio da reabsor¢io dssea
acompanhada de osteopetrose e finalmente osteonecrose
(Krook et al. 1975 a,b, Santos, et al. 1976, Gimeno 1980).
Atrofia e necrose de ostedcitos foram também relatadas na
intoxicacio pela vitamina D em suinos (Haschek et al. 1977).

Apesar das excelentes descricdes histoldgicas e his-
toquimicas dessas alteragdes dsseas, nao ha relato de uma
andlise ultra-estrutural das modifica¢gdes das células Ssseas
no curso das calcinoses induzidas por plantas calcinogéni-
cas. Este experimento foi programado para estudar as alte-
rac¢des ultra-estruturais dos ostedcitos, osteoblastos e osteo-
clastos na intoxicagiao experimental por SM em coelhos.

MATERIAL E METODOS

Quatro coelhos da raca Nova Zeliandia, com aproximadamente
dois meses, foram alojados em gaiolas metilicas e alimentados
com ragio comercialt e dgua ad libitum. Trés deles receberam
diariamente, via sonda géstrica, extrato aquoso de Solanum
malcoxylon (SM), correspondente a 100mg da planta por
quilograma de peso. Um animal ndo recebeu o extrato e serviu
como controle.

O extrato da planta foi preparado colocando-se 20g de folhas
secas e moidas em 400 ml de 4dgua destilada por 24 horas no
refrigerador a 4°C. Apds, a suspensio foi tamisada em gaze e
estocada em refrigerador.

Os trés animais que receberam o extrato foram sacrificados
por sangria, com prévia narcose por eter, 96 horas apés receberem
a primeira dose e, na mesma oportunidade, foi também sacrificado
o coelho controle. Pequenos fragmentos da cortical da diafise do
timero de todos os animais foram fixados imediatamente apés o
sacrificio, em solu¢io de glutaraldeido 2%, paraformaldeido 2%
em tampao cacodilato de sédio, pés-fixados em tetréxido de ésmio
a 1% no mesmo tampio e incluidos em Epon. Os blocos foram
cortados com navalha de diamante e os cortes foram duplamente
contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo e
observados ao microscépio eletrénico de transmissio.

RESULTADOS

Os ostedcitos exibiam diversos graus de atrofia e dege-
nera¢do e muito deles encontravam-se necrdticos. A alte-
ra¢io mais precoce observada foi uma dilatagao do reticulo
endoplasmitico e de forma muito acentuada da cisterna
perinuclear. As mitocdndrias apareciam em pequeno ni-
mero e o sistema de Golgi, na maior parte das células, era
pouco evidente. Os nucleos estavam diminuidos de tama-
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nho, com contornos irregulares e cromatina condensada.
O citoplasma exibia notivel diminui¢iao de volume, adqui-
rindo formas bizarras e liberando fragmentos recobertos
por membrana os quais sofriam mineralizacdo e foram in-
terpretados como vesiculas matriciais (Fig. 1 e 2). As alte-
racdes atréficas e degenerativas dos ostedcitos foram vis-
tas na maioria das células, incluindo ostedcitos jovens pré-
ximos aos canais de Havers (Fig.3). As lacunas osteociticas
geralmente mostravam acentuada diminui¢do do tecido
ostedide perilacunar substituido por osteoplasia caracteri-
zada por mineraliza¢cdes do ostedide na borda da lacuna.
Esses depésitos minerais apareciam sob a forma granular
ou cristalina, esta tltima de aspecto acicular ou como um
emaranhado fibrilar (Janela na Fig.1). As lacunas com
ostedcitos atréficos ou degenerados eram preenchidas por
material de aspecto finalmente flocular (Fig. 2). Algumas
lacunas exibiam restos celulares em meio a material flocular,
ou estavam vazias (Fig.4), com discreta quantidade de te-
cido ostedide perilacunar parcial ou totalmente
mineralizado.

Os osteoblastos, particularmente aqueles nos canais de
Havers, mostravam-se achatados, atréficos, com escassas
cisternas do reticulo endoplasmatico, as quais geralmente
estavam dilatadas. O sistema de Golgi era pouco evidente.
O citoplasma exibia prolongamentos e projegdes irregula-
res, e, em grande parte, as células perdiam o contato umas
com as outras, e algumas se encontravam livres no espago
dos canais.

Em cavidades de reabsor¢do, puderam ser vistos
osteoclastos aparentemente inativos, com borda preguea-
da em intimo contato com a matriz 6ssea mineralizada a
qual nio exibia sinais de erosio (Fig.6). A zona clara, na
periferia da borda pregueada, nio foi observada. As
mitocdndrias na regido basal estavam dilatadas com matriz
eletrolucida e cristas rompidas. A regido vesicular estava
pouco desenvolvida e constituida por pequenos vactolos
medindo entre 150nm e 1,4um.

O sistema de Golgi era pouco proeminente e nem sem-
pre observado em todas as células. No sistema de Havers,
foram identificados macréfagos em processo de fusio para
constituirem células gigantes multinucleadas em intimo
contato com a matriz 6ssea mineralizada, exibindo reticulo
endoplasmitico pouco desenvolvido, o sistema de Golgi
nio evidente, numerosas mitocdndrias e alguns pequenos
vacuolos (Fig.8).

No coelho controle nio foram encontradas alteragcdes
ultra-estruturais nas células ésseas.

DISCUSSAO

As alteragdes ultra-estruturais dos ostedcitos estio de acor-
do com as observagdes em microscopia otica que relatam
degeneragido e necrose dessas células nas calcinoses es-
pontineas e experimentais induzidas por plantas
calcinogénicas (Krook et al. 1975a,b, Santos et al. 1976,
Gimeno 1980, Riet-Correa et al. 1987) e na intoxicagio por
vitamina D, (Haschek et al. 1977).
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Fig. 1.

Ostedceito exibindo retragao do citoplasma, poucos
lisossomos (ponta de seta), raras cisternas do reticulo
endoplasmatico e discreta dilatacao da cisterna perinuclear.
No espaco lacunar observam-se numerosos fragmentos
citoplasmaticos recobertos por membrana e interpretadas
como vesiculas matriciais (seta). A borda da lacuna apre-
senta contorno irregular ¢ mineralizacao do osteoide
perilacunar sob a forma de agulhas ou de um emaranha-
do fibrilar. 56.000x.

Fig. 3. Ostedcito jovem proximo a canal de Havers mostrando
retracao do nucleo, reticulo endoplasmatico pouco de-
senvolvido e dilatagao da cisterna perinuclear. A borda da
lacuna aparece lisa. Limen do capilar (L) no canal de
Havers. Note a auséncia de osteoblastos junto a borda do
canal. 10.080x.

Alteracoes dos osteocitos e deposicao de minerais nas
margens da parede lacunar foram descritas apos uma inje-
cao de calcitonina (Talmage et al. 1975, Baud & Boivin
1978). Dessa forma, a curto prazo, a calcitonina causa um
decréscimo no tamanho da lacuna periosteocitica. A ad-

Fig. 2. Ostedcito atrofico, nucleo picnético, dilatagao acentuada
da cisterna perinuclear e presenca de poucos lisossomos.
Espaco perinuclear aumentado mostrando matriz finamente
flocular, vesiculas matriciais. O ostedide perilacunar exibe
mineralizacao, a lacuna estd diminuida e a borda é irregu-
lar. 9.500x.

Fig. 4. Lacuna osteocitica com restos necroticos mergulhados em
matriz finamente flocular. 9.500x.

ministracao de calcitonina diminui o numero de
osteoclastos e os transforma em um estagio de inatividade
(Lucht 1980) como o observado no nosso trabalho. O
hipercalcitoninismo foi considerado a causa de
osteopetrose em cavalos intoxicados pela planta

Pesq. Vet. Bras. 16(2/3):81-80, abr./sct. 1996
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Fig. 5. Osteoblastos atroficos em canal de Havers, exibindo reticulo
endoplasmatico pouco desenvolvido e dilatado (ponta de
seta). Algumas células estao livres no espaco do canal.
Capilar (L). 6.930x.

Fig. 7. Macrofagos (seta) em fusao para formar célula gigante
multinucleada em cavidade de reabsor¢ao. 2.880x.

calcinogénica Cestrum diurnum (Krook et al. 1975). Esse
mecanismo poderia estar envolvido na osteoplasia obser-
vada nos nossos casos, mas Santos et al. (1976) nao en-
contraram hipercalcemia em coelhos que receberam altas
doses de SM, o que parece indicar que nio houve
hipercalcitoninismo. Haschek et al. (1978), estudando o
efeito toxico da vitamina D em suinos, sugerem que o
efeito negativo inicial sobre os osteocitos, condrocitos e
osteoblastos deve ser atribuido ao efeito toxico direto de
um excesso de vitamina D, alimentar, pois o hipercal-
citoninismo que ocorre secundariamente 2 hipercalcemia
ndo seria suficiente para o rapido aparecimento deste efei-
to, nem ¢ conhecido como causa de morte osteocitaria.

Pesq. Vet. Bras. 16(2/3):81-806, abr./set. 1996

Fig. 6. Osteoclasto em cavidade de reabsor¢ao mostrando borda
pregueada (BP) em intimo contato com matriz ossea
mineralizada nao erodida. Regiao vesicular (RV) pouco
desenvolvida e vesiculas pequenas. Nucleo (N). 8.500x.

Fig. 8. Célula gigante multinucleada no sistema de Havers. No
canto inferior direito, lacuna osteocitica com Processos
citoplasmaticos de um osteocito atréfico. Capilar(C). 6.500x.

Por outro lado, nao foi verificada a atividade de nucleacao
de cristais de apatita nas mitocondrias dos ostedcitos, como
as descritas por Zichner (1970) em ratos em crescimento
submetidos a injecoes repetidas de calcitonina.

Gimeno (1980), estudando ossos de ratos carentes de
vitamina D e intoxicados por SM, encontrou um efeito
possitivo inicial na atividade osteocitaria, seguida, apds duas
semanas, de necrose da grande maioria dessas células e
decréscimo na osteolise osteocitica. Nos nossos ¢asos, as
alteracoes dos osteocitos, aparentemente induzidas pelo

,25(0OH),D, contido na planta, associadas a liberacao de
vesiculas matriciais e 2 inibicio da reabsorcio osteocitica,
como tem sido frequentemente sugerido (Krook et al. 1975a,
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Santos et al. 1976, Haschek et al. 1978, Riet-Correa et al.
1987), sao responsaveis pela mineraliza¢io do ostedide
perilacunar. Embora a ag¢io osteolitica dos ostedcitos nao
tenha aceitacao geral (Cormack 1991), existem evidéncias
de que ostedcitos maduros sdo capazes de reabsorver subs-
tincia mineral (Baylink et al. 1973) assim como matriz or-
ginica de suas dreas pericelulares e podem também for-
mar novas camadas de matriz calcificada nas paredes de
suas lacunas (Baud 1968, 1978, Jande 1970).

Os osteoblastos exibiam sinais de diminuicio da sua
atividade sintética, traduzida por células atréficas, achata-
das, citoplasma relativamente escasso e reticulo
endoplasmitico pouco desenvolvido parcialmente dilata-
do. Essa inatividade osteoblastica ja foi mencionada na
intoxicacio experimental em coelhos por plantas
calcinogénicas (Santos et al. 1970) e na intoxica¢io de su-
inos por vitamina D (Haschek et al. 1978).

Os osteoclastos mostravam borda pregueada em inti-
mo contato com matriz 6ssea mineralizada nao erodida,
regido vesicular exibindo vesiculas pequenas e regiao basal
com mitocdndrias tumefeitas, cristas rompidas e raras cis-
ternas do reticulo endoplasmatico rugoso. O complexo de
Golgi, tao abundante na regiao perinuclear de osteoclastos
ativos, nao foi um achado constante, e a zona clara que
normalmente é encontrada na periferia da borda preguea-
da, nio foi observada. .

Células gigantes multinucleadas inativas, sem borda
pregueada e sem zona vesicular foram vistas no sistema
de Havers. Essa aparente inatividade osteoclastica nio estd
de acordo com as observagdes de que o 1,25(0H),D, €
capaz de aumentar a reabsor¢do Ossea osteocldstica tanto
pelo incremento no nimero de células como de sua ativi-
dade (Grise et al. 1990). Essa discrepincia poderia ser
consequéncia das diferentes doses utilizadas. Nos nossos
casos, embora nao tenha sido dosado o nivel de calcitriol
em SM, ele certamente foi muito maior que o utilizado por
Grise et al. (1990), pois SM na dosagem de 100 mg/kg de
peso por dia é muito téxica para coelhos (Santos et al.
1976, Barros et al. 1981, Morafia et al. 1994), e o
1,25(0H),D,, na quantidade de planta administrada, deve
estar virias vezes acima dos niveis fisiolégicos.

O achado de macrofagos em fusio para formar células
gigantes sugere que esse processo ¢ resultante da acao do
1,25(0H),D,, como ji foi demonstrado in vitro em

macréfagos alveolares de camundongos (Abe et al. 1984) |

e em células mieléides (Roodman et al. 1985). E importan-
te lembrar que o efeito de 1,25(0OH),D, pode diferir de um
0SSO pard O outro e até mesmo entre 0SSO COMmpacto e
osso trabecular; assim Bikle et al. (1990) demonstraram
que o osso trabecular e o osso cortical apresentam respos-
tas diferentes 2 infusao de 1,25(OH),D,. Das nossas obser-
vagdes, pode-se concluir que o extrato de SM, na dose
administrada a coelhos jovens, inibe a agdo dos ostedcitos,
osteoblastos e osteoclastos no 0sso compacto, com acen-
tuada citotoxicidade sobre os ostedcitos, conduzindo 2a
atrofia e necrose destas células. A inibi¢do das-atividades
de reabsor¢ao osteocitica e osteocldstica aparentemente é

a responsavel pela osteopetrose descrita na intoxica¢io
por SM. Deve ser levada em conta, no entanto, a possibili-
dade de acentuadas varia¢cdes na resposta 2 administracdo
de SM, na dependéncia da quantidade da planta adminis-
trada, duracdo do experimento, sensibilidade das diferen-
tes espécies animais frente a ag¢io das plantas calcinogénicas
assim como da resposta dos diferentes ossos e das diferen-
tes partes de ossos examinados.
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