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Toxicological, clinic-pathological and ultrastructural aspects of iatrogenic and
experimental subcutaneous poisoning in rabbits by vitamin D are described. Clinically the
animals showed signs of cardiovascular insufficiency, as ascite and lung edema, hyporexia,
anorexia, mucous diarrhoea, loss of weight and apathy. The classical alterations of minera-
lization and, occasionally, ossification of the cardiovascular system, as well the lesions of
kidneys, lungs, stomach, among other organs, were reproduced by the subcutaneous

administration of an oily solution of cholecalciferol (non-activated vitamin D3).
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RESUMO.- Sao descritos aspectos toxicoldgicos, clini-
co-patoldgicos e ultraestruturais de coelhos intoxicados
iatrogénica e experimentalmente por vitamina D por via
subcutanea. Clinicamente, os animais evidenciaram si-
nais de insuficiéncia cardiovascular como ascite e edema
pulmonar, hiporexia, anorexia, diarréia mucosa, emagre-
cimento e apatia. As classicas alteragdes de mineraliza-
cao e, por vezes, osseificacdo, do sistema cardiovascu-
lar, bem como as alteragdes de rins, pulmoes, estbmago,
entre outros 6rgaos, foram reproduzidas com administra-
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¢cbes subcutaneas de solucao oleosa de colecalciferol (vi-
tamina D3 nao-ativada).

TERMOS DE INDEXAGAO: Colecalciferol, hipervitaminose D,
patologia, coelhos.

INTRODUCAO

Por mais contraditério que possa parecer, a vitamina D é
uma das substancias mais toxicas que se conhecem. Uma
pessoa adulta, com fungéo da paratiredide e sensibilida-
de a vitamina D normais, pode se intoxicar com a ingestéao
diaria de aproximadamente 1,25mg de vitamina D (Marcus
1996). As calcinoses, enfermidades caracterizadas por
extensa mineralizagéo de tecidos moles, representam a
principal manifestagéo clinico-patoldgica do envenena-
mento direto ou indireto por vitamina D.

As intoxicagdes por plantas que contém substancias
calcinogénicas sdao bem conhecidas em todo o mundo e
ocorrem em diversas espécies animais (Mello & Habermehl
1995). Essas enfermidades naturais - também denomi-
nadas calcinoses - mimetizam o envenenamento por vi-
tamina D em quase todos os aspectos.

A andlise dos livros classicos de Patologia Humana e
Veterindria revela que essa intoxicagao nao parece estar
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convenientemente estudada e esclarecida. Em parte, tal
se deve as complexas e, por vezes, obscuras relagbes que
envolvem o metabolismo de célcio, fésforo, vitamina D,
paratormonio (PTH), calcitonina e de outros horménios. Em
relacdo a intoxicagéo por vitamina D, sabe-se que 0s coe-
Ihos constituem excelente modelo para estudos experimen-
tais (Barros et al. 1981). Uma das altera¢des patoldgicas
mais importantes que se observam nos animais com
hipervitaminose D é o comprometimento do sistema cardi-
ovascular, sobretudo pela mineralizagéao das artérias.

O presente trabalho objetiva descrever aspectos
toxicoldgico e clinico-patoldgico observados em coelhos
intoxicados iatrogenicamente por vitamina D, em funcéo
da inadvertida administracdo dessa substancia, por via
subcuténea. Adicionalmente, em relagcdo aos mesmos
aspectos, sdao apresentados os resultados referentes a
intoxicagcao experimental por vitamina D, obtidos median-
te administracédo de solucao oleosa de colecalciferol em
coelhos, também por via subcuténea.

MATERIAL E METODOS

Intoxicacao iatrogénica

Dois coelhos (51 e 52) intoxicados iatrogenicamente por
vitamina D, oriundos do municipio de Seropédica, RJ, foram
encaminhados ao Biotério do Setor de Anatomia Patoldgica do
Projeto Sanidade Animal do Convénio UFRRJ/Embrapa com
histérico de suplementagdo com composto vitaminico (vitaminas
A, D e E) por via subcutanea, uma vez que houve suspeita de
que os animais estariam com deficiéncia vitaminica. Nao foram
fornecidos dados sobre a dose administrada a cada um desses
dois coelhos.

Procedimento experimental

Para o Experimento 1 foram utilizados nove coelhos com
cerca de 140 dias de idade e pesos variando entre 2,7 e 3,7kg
e, no Experimento 2, seis coelhos com cerca de 90 dias de
idade e pesos variando entre 1,85 e 2,1kg. Todos os coelhos
eram da raca Nova Zelandia e de ambos os sexos.
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Nos Experimentos 1 e 2, os coelhos, previamente
adaptados ao local (por 30 e 7 dias, respectivamente),
receberam ragao comercial® para coelhos e dgua a vontade.

No Experimento 1, os coelhos receberam, no 1° dia, 52,42
a 52,68mg/kg de vitamina D3 (solucdo oleosa - azeite de oliva
- de colecalciferol), na concentragao de 86,2mg/ml (3.448.400
Ul/ml). A 22 dose de vitamina D3 (mesma dosagem anterior) foi
administrada no 4° dia, 83 horas apds a 12 dose. Todos os
animais, antes e durante o experimento, foram avaliados
diariamente quanto ao estado geral, comportamento, ingestéo
de ragéo e aspecto das fezes. As necropsias foram realizadas
apods a morte espontanea dos coelhos, com excegéo do Coelho
7, que se recuperou. (Quadro 1)

No Experimento 2, os coelhos foram separados em trés
grupos (G1, G2 e G3) e receberam, no 1° dia, 50,81-52,66mg/
kg de vitamina D3 (solugédo oleosa de colecalciferol), na
concentracao de 86,21mg/ml (3.448.400 Ul/ml). Os coelhos dos
grupos G1 (A e B) e G2 (C e D) foram eutanasiados e
necropsiados 40 e 88 horas depois da administracéo de vitamina
D3, respectivamente. Os coelhos do grupo G3 (E e F) receberam
a 22 dose de vitamina D3 (mesma dose anterior) apds 85 horas
e foram eutanasiados e necropsiados 136 horas apds a 12
aplicagao de vitamina D3 para estudo das les6es. (Quadro 2)

Durante a necropsia, fragmentos de diversos 6rgaos
destinados ao estudo histopatoldgico foram coletados de todos
os coelhos intoxicados natural e experimentalmente, fixados
em formol a 10%, processados como de rotina e corados com
HE.

Pequenos fragmentos de aorta e mucosa gastrica, dos
animais submetidos a intoxicagdo experimental, foram coletados
imediatamente ap0s o 6bito, fixados em solugéo de glutaraldeido
a 2% em tampao cacodilato de sodio (0,3M e pH 7,4) e enviados
ao Setor de Patologia da Universidade Federal de Pelotas.
Posteriormente, houve a pds-fixagdo em tetréxido de dsmio e
embebicdo em resina Epon. Cortes semifinos foram corados
com azul de metileno e ultrafinos com acetato de uranila e citrato
de chumbo e observados em microscopio eletrénico de
transmissao.

6 Ragao da Purina para coelhos.

Quadro 1. Hipervitaminose D em coelhos (Exp.1). Delineamento experimental, evolucao e desfecho

Coelho Peso

12 Aplicagao de

22 Aplicagao de

Inicio dos sintomas

Evolucédo

Desfecho, tempo apos
12 dose de vitamina D

vitamina D vitamina D clinicosapds 12 dose
de vitamina D
1 3,25kg 52,52mg/kg 52,52mg/kg 3diase 10 h
(18.5.2000, 7:00 h)  (21.5.2000, 18:00 h)
2  2,90kg 52,61mg/kg 52,61mg/kg 4diaselh
(18.5.2000, 7:00 h)  (21.5.2000, 18:00 h)
3 2,70 kg 52,68mg/kg 52,68mg/kg 2diase 14 h
(18.5.2000, 7:00 h)  (21.5.2000, 18:00 h)
4 2,85kg 52,63mg/kg 52,63mg/kg 2 diase 14 h
(18.5.2000, 7:00 h) ~ (21.5.2000, 18:00h)
5 2,90 kg 52,62mg/kg 52,62mg/kg 3diase 10 h
(18.5.2000, 7:00 h)  (21.5.2000, 18:00 h)
6 3,35kg 52,50mg/kg 52,50mg/kg 4diaset1h
(18.5.2000, 7:00 h)  (21.5.2000, 18:00 h)
7 3,15kg 52,55mg/kg 52,55mg/kg 5diase7h
(18.5.2000, 7:00 h)  (21.5.2000, 18:00 h)
8 3,65kg 52,43mg/kg 52,43mg/kg 2diase 14 h
(18.5.2000, 7:00 h)  (21.5.2000, 18:00 h)
9 3,70 kg 52,42mg/kg 52,42mg/kg 2diase 14 h

(18.5.2000, 7:00 h)

(21.5.2000, 18:00 h)
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6 dias, 11 h, 10min
6 dias, 14 h, 50min
6 dias, 10 h, 45min
10 dias, 2 h, 45min
7 dias, 7 h, 25min
2 dias, 1 h, 30min

21 dias, 19 h, 30min

11 dias, 8 h

8 dias, 12 h, 15min

Morte espontanea9 dias, 21 h, 50min
Morte espontanea10 dias, 15 h, 50min
Morte espontanea(saindo do rigor mortis)
9 dias, 45min

Morte espontaneai2 dias, 16 h, 45min
Morte espontanea10 dias, 17 h, 25min
Morte espontanea (encontrado emrigor
mortis)6 dias, 2 h, 30min
Eutanasiado27 dias, 2 h, 30min

Morte espontaneal3 dias, 22 h

Morte espontaneali dias, 2 h,15min
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Quadro 2. Hipervitaminose D em coelhos (Exp.2). Delineamento
experimental, evolucao e desfecho
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Coelho Peso 12 Aplicacao de 22 Aplicagao de Desfecho, tempo apds
vitamina D vitamina D 12 dose de vitamina D
A 2,05 kg 52,57mg/kg - Eutanasiado
(23.9.2000, 18:00 h) 1 dia, 16 h (40 h)
B 1,90 kg 52,63mg/kg - Eutanasiado
(23.9.2000, 18:00 h) 1 dia, 16 h (40 h)
C 2,10 kg 52,55mg/kg - Eutanasiado
(23.9.2000, 18:00 h) 3 dias, 16 h (88 h)
D 1,85 kg 52,66mg/kg - Eutanasiado
(23.9.2000, 18:00 h) 3 dias, 16 h (88 h)
E 1,95 kg 51,75mg/kg 51,75mg/kg Eutanasiado
(23.9.2000, 18:00 h)  (27.9.2000, 7:00) 5 dias, 16 h (136 h)
F 1,90 kg 50,81mg/kg 50,81mg/kg Eutanasiado

(23.9.2000, 18:00 h)  (27.9.2000, 7:00) 5 dias, 16 h (136 h)

Fig.1. Intoxicagéo iatrogénica por vitamina D em coelhos. (A) Acentuada distensédo abdomi-
nal por liquido ascitico decorrente da insuficiéncia cardiaca crénica por mineralizagao
cardiovascular (Coelho 51). (B) Acentuada dilatagéo atrio-ventricular esquerda; valva mitral
espessada, com formagéao de placas de mineralizagéo (Coelho 51). (C) Intoxicagao expe-
rimental por vitamina D em coelhos. Aorta com superficie irregular e formacgéao de placas
mineralizadas.
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RESULTADOS
Intoxicacao iatrogénica

Histdrico e sinais clinicos

Os coelhos receberam a administragao do composto
vitaminico (ADE) no dia 1.4.1998 e foram encaminhados
ao Setor de Anatomia Patolégica PSA Embrapa/UFRRJ
no dia 22.4.1998, com histérico de emagrecimento pro-
gressivo. O Coelho 52 ja chegou morto e o coelho 51,
ainda vivo, apresentava diarréia, abdémen com acentua-
da distensé@o decorrente de ascite (Fig.1A) e dispnéia
moderada; durante o0 acompanhamento clinico, até o dia
seguinte, quando foi a dbito, foram observadas fezes com
sibalas pequenas e hiporexia.

Achados de necropsia

Coelho 51. No coracao havia leve hidropericardio,
marcada dilatacdo de camaras, presenca de placas es-
branquicadas (mineralizagao), na superficie do endocar-
dio do atrio esquerdo e nas valvas mitral (Fig.1B) e
tricuspide. As artérias aorta, carétidas, femorais e renais
estavam mais rigidas, com a superficie intimal irregular e
formacao de placas irregulares e esbranquicadas, mais
evidentes na aorta. Havia também acentuada ascite com
flocos de fibrina, discreto edema em mesentério e mode-
rado edema retroperitoneal. O figado estava moderada-
mente aumentado de volume, com coloragéo vermelho-
escura, com lobulagéo evidente e areas com aspecto de
noz-moscada, principalmente ao corte. Os rins mostra-
vam-se pouco aumentados de volume e com superficie
subcapsular discretamente irregular. Havia leve a mode-
rada congestao esplénica.

Coelho 52. Leve edema subepicardico e mineraliza-
¢cao sob a forma de placas esbranquicadas no endocar-
dio do coracao esquerdo (&trio, cordas tendineas e valva
mitral) foram os principais achados. As artérias aorta (por-
cOes toracica e abdominal), cardtidas, subclavias, femo-
rais, renais e mesentéricas apresentavam intensa mine-
ralizacdo e rigidez. Observaram-se também moderado
hidrotérax e edema subpleural, além de acentuada ascite
com flocos de fibrina e edema subperitoneal. O figado
estava aumentado de volume, congesto, com aspecto de
noz-moscada na superficie de corte. No estdbmago havia
edema e hemorragia subserosos nas proximidades do
cardia; algumas areas de hemorragia por diapedese fo-
ram observadas no intestino delgado. Nos rins observa-
ram-se edema perirrenal, superficie finamente irregular,
com pontilhado vermelho sob a capsula e moderada con-
gestdo. O bago estava leve a moderadamente congesto.

Intoxicacao experimental
Achados clinicos (Exp.1)

Os sintomas tiveram inicio entre 62h a 127h apds a 12
aplicacao de vitamina D3 e caracterizavam-se por hiporexia,
emagrecimento, redu¢éo do volume fecal com sibalas de
tamanho reduzido, enegrecidas e, por vezes, Umidas e
amolecidas ou ressecadas; alguns coelhos apresentaram,
eventualmente, diarréia mucosa. A evolucao do quadro cli-
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nico oscilou de 49h e 30min (Coelho 6) a quase 22 dias
(Coelho 7). Os sintomas evoluiram para anorexia e apatia/
depressao; alguns coelhos também apresentaram ranger
de dentes, incoordenacao, dificuldade respiratéria (respi-
racdo profunda e lenta), exsudag¢ao nasal mucosa e para-
da respiratéria. A reducéo de peso foi de 14 a 27%. Oito
dos nove coelhos tiveram morte espontéanea, ja o coelho 7
foi eutanasiado no 282 dia de experimentacao.

No Experimento 2, os animais nao apresentaram sin-
tomas.

Achados de necropsia (Exp.1)

No coracgao havia pontilhado esbranquigcado na base
da mitral, com espessamento da mesma (Coelho 9) e no
endocardio do atrio esquerdo (Coelhos 7 e 9) sob forma
de areas difusamente esbranquicadas. Discreta a mode-
rada hipertrofia de ventriculo esquerdo e discreta a mo-
derada dilatagé@o de ventriculo direito também foram ob-
servadas, além de discreto derrame pericardico (Coelho
5). A aorta exibia diversos graus de mineralizacéo; exter-
namente percebia-se, em alguns casos, aspecto mais
rugoso e consistente; ao corte, a parede, muitas vezes,
apresentava-se espessada e irregular, com superficie
intimal rugosa e formagéo de placas branco-amareladas
elevadas, de tamanhos variados, as quais se estendiam
por toda a superficie ou ficavam intercaladas com areas
de superficie intimal macroscopicamente normais (Fig.1C).
Tais alteragbes, em geral, eram mais pronunciadas na
porcao toracica. As artérias cardétidas, renais e da parede
do estdmago também estavam mineralizadas em varios
coelhos. Na por¢éo inicial do tronco pulmonar foram ob-
servadas placas, semelhantes as encontradas na aorta,
recobrindo a superficie interna. As veias cava, jugulares,
renais e pulmonares estavam dilatadas. Areas esbran-
quicadas de mineralizagao na superficie peritoneal foram
notadas nos Coelhos 5, 8 e 9.

A pleura parietal, na maioria dos coelhos, exibia areas
de mineralizacdo, sob forma de estrias esbranquicadas,
por sobre a musculatura intercostal e costelas. Havia con-
teldo espumoso de coloragédo résea ou esbranquicada,
na traquéia e bronquios de quatro coelhos, bem como lo-
bos pulmonares mais pesados, brilhantes e avermelha-
dos em muitos casos; enfisema foi verificado em quatro
coelhos; o coelho 5 apresentou superficie pulmonar dis-
cretamente aspera.

No estébmago, geralmente, as paredes estavam espes-
sadas em decorréncia do evidente edema subseroso,
muitas vezes, proximo a regiéo do cardia. Sob a serosa,
foram evidenciadas areas de mineralizagéo (estrias ou
pequenas placas esbranquicadas, com extenséo e locali-
zacao variadas) em todos os coelhos. A mucosa gastrica
geralmente apresentava areas avermelhadas e elevadas.
Havia, em geral, conteudo liquido mucoso de coloracao
amarelo-esverdeada nas porgdes iniciais e conteudo pas-
toso de coloragéo verde-escura nas porgoes finais do in-
testino delgado. Grande quantidade de conteudo verde-
escuro intenso no ceco, cdlon com muco e reto com
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sibalas recobertas de muco eram achados comuns; no
coelho 4 foram encontradas areas avermelhadas (hemor-
ragias) na serosa do ceco. O figado apresentou lobulagéo
um pouco mais evidente em muitos casos.

O achado mais comum no rim foi presenca de discreta
linha esbranquicada na medula margeando a jungao
cértico-medular, além de congestao; o coelho 1 apresen-
tou pontos esbranquicados proximos a pelve e o Coelho
9 a juncao cértico-medular mais esbranquicada.
Mosqueado marrom-claro foi visto externamente nos rins
do Coelho 7.

Havia aumento da glandula tiredide, por vezes unila-
teral, em alguns coelhos.

Achados de necropsia (Exp.2)

Havia dilatacao de ventriculo direito em dois coelhos
(G2=C, G3=F), além de discreta irregularidade na intima
da aorta, no limite da visao a olho nu, em 3 coelhos (G1=A
e B, G2=C); nos coelhos do G3 (E e F) foram vistas dis-
cretas placas de mineralizacéo, branco-amareladas e ele-
vadas, na superficie intimal. A veia cava estava levemen-
te dilatada no Coelho D (G2). Na pleura foram observa-
das estrias esbranquigcadas nos coelhos do G1 e G3 (A,
B, E, F), bem como na superficie peritoneal do Coelho E
(G3).

Fig.2. Intoxicagcao experimental por vitamina D em coelhos. (A)
Aorta: areas de mineralizacdo da camada muscular e da
parede da intima; degeneracdao e metaplasia condroide
incipiente da camada muscular (Coelho 1, SAP 29244). HE,
obj.10x. (B) Aorta: mineralizacéo e osseificagao da camada
média com presenca de osteoclastos (Coelho 51, SAP

28508). HE, 0bj.10x.

Sob a serosa do estbmago dos coelhos do G2 e G3
foram observados mineralizacdo sob forma de estrias
esbranquicadas, edema (Coelhos C e F) e mucosa com
areas avermelhadas (Coelhos A, B, C, E, F). Os rins es-
tavam umidos ao corte (G1=A, G2=C, G3=F), mosqueados
e com coloragéo pardo-amarelada (Coelho C e F), abran-
gendo do cértex até a jung¢ao cortico-medular. No Coelho
C (G2) foram observados pontos brancos submiliares sob
a capsula e finas estrias brancas perpendiculares (pali-
cada) no cértex.

Achados histopatologicos

Os achados histopatoldgicos (Quadros 3 e 4) foram
similares entre os coelhos das intoxicagdes iatrogénica e
experimental, contudo eram mais marcados na intoxica-
cao iatrogénica.

Aorta: a mineralizagéo predominava na camada mus-
cular e na intima e, por vezes, era acompanhada por
metaplasias éssea e condréide (Fig.2A,B). Um animal
apresentou acentuada tumefacéo das fibras musculares.
Coracao: mineralizagéo, caracterizada por depésitos gra-

Fig.3. Intoxicacdo experimental por vitamina D em coelhos.
Coracgéao: mineralizagbes do endocardio, miocardio, artéri-
as coronarias e colageno do intersticio pericoronariano (Co-
elho 7, SAP 29253). HE, obj.4x.

nulares ou pequenas placas basofilicas (Fig.3), foi verifi-
cada no endocardio e nas artérias, por vezes acompa-
nhada por metaplasia condréide e/ou éssea (Fig.4A,B)
no miocardio pericoronariano e também em artérias coro-
narias. Essa lesao, via de regra, intersticial, determinava
atrofia e desaparecimento de fibras cardiacas. As valvas
atrio-ventriculares encontravam-se espessadas por subs-
tancia fundamental levemente basofilica, homogénea,
associada, em apenas um caso, a mineralizacao. Prolife-
racao de células mononucleares com aspecto de macré-
fagos foi observada com freqiéncia no intersticio. Pul-
mao: variavel grau de mineralizacao foi observado nas
paredes alveolares e nas diversas camadas de brénqui-
0s e bronquiolos, inclusive epitélio. Havia, também, es-
pessamento e mineralizagao de artérias e arteriolas, con-
gestédo e enfisema alveolar. No intersticio foi verificada

Pesq. Vet. Bras. 30(3):277-288, marco 2010
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Fig.4. Intoxicagéo |atrogen|ca por vitamina D em coelhos. (A)
Coracao: metaplasia condrdide e 6ssea do miocardio na base
da valva atrio-ventricular (Coelho 51, SAP 28508). HE, obj.4x.
(B) Coracgao: metaplasia condrdide na insergao da valva a-
trio-ventricular esquerda (Coelho 2, SAP 29117). HE, obj.25x.

F|g 5 Intoxicacgao iatrogénica por vitamina D em coelhos. Pul-
mao: mineralizacao intersticial, proliferacao de células mo-
nonucleares e metaplasia dssea incipiente com presencga
de osteoclastos (Coelho 51, SAP 28508). HE, obj.16x.

metaplasia osteo-condroide, com presenca de osteoclas-
tos (Fig.5) e proliferacdo de células mononucleares. Um
animal, adicionalmente, apresentou peribronquiolite, trom-
bose, leucocitoestase e pneumonia intersticial. Traquéia:
mineralizagdo e osseificacdo da cartilagem e de vasos da
submucosa. Estdmago: a mineralizacdo era mais acen-
tuada na camada muscular (Fig.6A), embora depdsitos
de mineral também estivessem presentes nas células
epiteliais da mucosa e nas células parietais, e entre elas,
no intersticio da submucosa, na serosa e nos vasos das
diversas camadas (Fig.6B). Adicionalmente foram obser-
vados congestédo e edema da mucosa e da submucosa,
assim como proliferagéo intersticial de células mononu-
cleares semelhantes a macrofagos e atrofia das fibras da
camada muscular adjacente as areas mineralizadas. Rins:
no cortex, evidente mineralizagéo foi verificada nas cap-
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F|g 6. Intoxmagao experimental por V|tam|na D em coelhos. (A)
Estébmago: areas de mineralizagéo da camada muscular (Co-
elho 1, SAP 29244). HE, obj.10x. (B) Estbmago: mineraliza-
¢ao de arteriola da mucosa e do intersticio (Coelho 51, SAP
28508). HE, obj.25x.

Fig.7. Intoxicagdo iatrogénica por V|tam|na D em coelhos. (A)
Rim: mineralizagado da capsula de Bowmann, do intersticio
e dos tubulos uriniferos; edema e fibrose intersticial (Coe-
Iho 51, SAP 28508). HE, obj.10x. (B) Mineralizagéo e
osseificacdo incipiente da capsula de Bowmann (Coelho 51,
SAP 28508). HE, obj.25x.

sulas de Bowmann, na membrana basal e no epitélio dos
tubulos (Fig.7A,B); eventualmente, em artérias e no in-
tersticio, a mineralizacdo ocorria associada a edema e a
fibrose intersticial. Havia ainda congestéo, dilata¢cdo dos
espagos de Bowmann e de tubulos uriniferos com aumento
do filtrado glomerular. Em um animal aparentemente ha-
via osseificagéo incipiente da cépsula de Bowmann. In-
testinos: foram observadas lesdes similares as do est6-
mago, porém bem menos marcadas. Figado: grandes
focos de vacuolizacao de hepatdcitos e proliferacéo de
células das vias biliares, congestdao com degeneragédo
hepatocelular secundaria e evolugao para lise. Observa-
ram-se ainda edema, mineralizagdo e osseificacdo das
artérias da vesicula biliar; mineralizacdo e osseificagao
vascular na lingua; mineralizagao de vasos da glandula
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Fig.8. Intoxicagé@o experimental por vitamina D em coelhos. (A) Aorta. Célula muscular |

SRt
isa modifica-

da com caracteristicas de célula do tipo sintético, exibindo acentuada proliferacédo do aparelho
de Golgi e do reticulo endoplasmatico rugoso. Algumas vesiculas de pinocitose e elementos
contrateis podem ser observados na periferia da célula. LAminas elasticas parcialmente calcificadas
podem ser vistas no canto inferior direito (seta). 12.600x (ME0703). (B) Aorta. Célula muscular
lisa do tipo sintético junto a laminas eldsticas parcialmente calcificadas. 12.600x (ME0705). (C)
Aorta. Lamina elastica em maior aumento, evidenciando delicados cristais de calcio na periferia
(seta). 21.600x (ME0704). (D) Mucosa do estdbmago. Grande cristal de calcio de aspecto laminar
concéntrico (seta) junto a macréfago (M) na lamina prépria. Célula glandular (CG) com granulos
de secrec¢ao vistos no canto inferior direito. 7.900x (ME0708). (E) Mucosa do estdmago. Cristais
de calcio na lamina propria exibindo formagdes de aspecto concéntrico (seta) junto a macréfagos
(M). A seta mostra uma dessas formagdes aparentemente dentro do citoplasma, mas na verdade
trata-se de incidéncia de corte. 7.900x (ME0686). (ME = numero de registro da microscopia

eletronica)

salivar; artérias do utero com mineralizagdo na muscu-
lar, edema na intima e redugéo do lumen, além de edema
difuso na parede uterina; moderada quantidade de he-
mossiderina, mineralizacdo de artéria centro-folicular e
congestao do baco; em um caso, grande cisto na tiredi-
de e, em um caso, foco de hiperplasia do cortex da adrenal.

Achados ultraestruturais

Na aorta e na parede do estdbmago, as alteragdes
ultramicroscoépicas caracterizaram-se pela transformacgao
das células musculares lisas, do tipo contratil, em células

do tipo sintético, representada por incremento do reticulo
endoplasmatico rugoso e do sistema de Golgi (Fig.8A),
acentuada diminuicdo dos elementos contrateis, perda
parcial ou total da membrana basal e presenca de
vesiculas pinociticas. As laminas elasticas exibiam deli-
cados cristais na periferia ou apresentavam-se parcial-
mente calcificadas (Fig.8B,C). Particularmente notavel era
0 aparecimento de extensas areas de mineralizagéo in-
tersticial, com formacao de estruturas concéntricas
(Fig.8D,E), tanto nas artérias como na muscular e muco-
sa do estdmago. Macréfagos ativados foram frequente-
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Quadro 4. Intoxicacao experimental (Exp.2). Alteracoes histoldgicas de coelhos submetidos a elevadas doses
de vitamina D

Protocolo

Experimento 2

Coelho A CoelhoB Coelho C

29536

29537

29538

Coelho D
29539

Coelho E
28540

Coelho F
29541

Coragao

Aorta e
gdes vasos

Mineralizagédo do endocardio
Mineralizagdo do miocardio
Mineralizagéo de vasos
Espessamento valvular
Infiltrado mononuclear
Atrofia secundaria
Mineralizagao da muscular
Mineralizagéo da intima
Metaplasia condrdide

Sistemas Circulatério e Respiratério

Material
nao
examinado

(+) incip, esp
++
++

esp
(+)

+(+)

++ c/heter.

+(+)

(+) incip,esp

+ met cond

+(+)

Material
nao
examinado

Metaplasia 6ssea -

Mineralizac¢ao alveolar -

Mineralizagdo de bronquiolos -

Mineralizagédo de brénquios -

Mineralizagdo de vasos -

Espessamento arterial -

Proliferacao de células mononucleares  +

Congestao ++
Edema alveolar secundario -

Enfisema alveolar -

Sistema Urinario

Mineralizagao de capsula de Bowmann -

Mineralizagdo de intersticio -

Mineralizagao tubular / intratubular -

Mineralizagdo vascular -

Degeneragéo “em gotas hialinas” +
Dilatacao de capsula de Bowmann -

Dilatacao tubular -

Proteinas na luz tubular -

Congestao ++

Pulmao

Rim

Estdbmago  Mineralizacdo da muscular -
Mineralizagdo da mucosa -
Mineralizagdo da submucosa -
Mineralizagdo da serosa -
Mineralizagéo vascular -
Infiltrado mononuclear -
Necrose da muscular -
Congestao
Edema

Mineralizagéo da muscular -
Mineralizagdo da serosa -
Mineralizagéo vascular -
Mineralizagdo da muscular -
Mineralizacao da mucosa -
Mineralizagdo da submucosa -
Mineralizagdo da serosa -
Mineralizagéo vascular -
Atrofia secundaria da muscular -
Infiltrado mononuclear -
Congestao -

Intestino
delgado

Intestino
grosso

calicif = em células caliciformes; c/ céls gig. = com células gigantes;

- (+) incip - - -
++sm -
- (+) incip - -
++ ++ +(+) ++ ¢/ esp -
- (+) incip, esp  ++ ¢/ céls gig. +(+) ++
++ - - - -

- T+ - - -
- (+) incip - - -

- + f/ + dif -

- (+)f - - -

/(+; incip

- + - - -
- + - +(+) (+)
Sistema Digestdrio
- + mf
- + dif ++ dif / -
(+) incip
+ mf

- ++ calicif + calicif -

- + mm -
- 4+ -

c/heter = com heterdfilos; dif = difusa; esp = espessamento; f =

focal; incip = incipiente; m = mucosa; mf = multifocal; mm = camada muscular; met cond = metaplasia condréide; sm= submucosa.

mente vistos nas areas préximas aos focos de minerali-
zacao (Fig.8D,E).

DISCUSSAO

Aspectos toxicoldgicos
A ocorréncia de intoxicacgao iatrogénica com vitamina
D, por via subcutanea, até onde sabemos, nao havia sido

relatada em qualquer espécie; experimentalmente, porém,
a via subcutanea ja foi utilizada para se demonstrar o efeito
teratogénico em coelhos do calcipotriol, um derivado da
vitamina D utilizado no tratamento da psoriase (Uchiyama
et al. 1996). Demonstra-se, desta forma, o potencial des-
ta via de administracéo para intoxicar coelhos, visto que
quadros clinico-patoldgicos semelhantes foram encontra-
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dos em coelhos intoxicados com vitamina D, ou com plan-
tas que a contenham, por via oral (Stevenson et al. 1976,
Barros et al. 1981, 1996, Rambeck et al. 1981, Riet-Correa
et al. 1981, Toda et al. 1983, Besch-Williford et al. 1985,
Barros 1989, Zimmerman et al. 1990, Morana et al. 1994,
Barros & Rosa 1999, Gomar et al. 2000, Matias et al. 2008),
por via endovenosa (Morafna et al. 1994) e por via intra-
muscular (Hass et al. 1960, Friedman & Roberts 1966,
Stehbens 1988, Jiang et al. 1990, 1991).

Quanto a sensibilidade dos coelhos a intoxicacao pela
via subcutanea, uma analise comparativa com os outros
relatos é dificil pelas diferencas nas doses e tempo de
experimentacao descritos e, principalmente, pelo fato de
que diferentes compostos com atividade de vitamina D
(metabdlitos ativados ou ndo-ativados e substancias ana-
logas) possuem graus variados de toxidez e muitos tra-
balhos nao especificam a substancia utilizada.

Uma vez que a hidroxilagcao do colecalciferol no figa-
do néo é rigorosamente regulada (Dawson-Hughes 1997)
€ que também pode ocorrer em menor escala nos rins e
intestinos (Granner 1998), o fato dos coelhos deste estu-
do terem sido intoxicados com colecalciferol (vitamina D3
nao-ativada) possibilita sugerir-se que a regulagao
homeostatica na agéo da 1a-hidroxilase (22 hidroxilagao)
pode ser suprimida por niveis elevados de 25(0OH) cole-
calciferol, conforme descreve Dawson-Hughes (1997), ou
que o proéprio 25(0OH)colecalciferol poderia ser responsa-
vel pela intoxicagao, assim como sugere Toda et al. (1983),
ao observarem marcado aumento desse metabdlito (30
vezes) no sangue de coelhos intoxicados com colecalci-
ferol por via oral.

Este estudo e todos os demais relatos de intoxicacao
por vitamina D, em diversas espécies, demonstram a ele-
vada toxidez desta vitamina independentemente da via
de administracdo e o risco a saude de seres humanos e
animais que erros na sua suplementacao representam.

Aspectos clinicos

Hiporexia e anorexia, emagrecimento, diarréia mucosa
e presenca de fezes com sibalas pequenas, enegrecidas e
ressecadas foram as altera¢des mais freqiientes nos coe-
Ihos deste estudo. Essas alteragcdes também foram total
ou parcialmente descritas em coelhos intoxicados com
Solanum malacoxylon (Moraha et al. 1994), por Nierem-
bergia veitchii (Riet-Correa et al. 1981) - importantes plan-
tas calcinogénicas, por ra¢cdes com niveis elevados de vi-
tamina D (Stevenson et al. 1976, Rambeck et al. 1981,
Besch-Williford et al. 1985, Zimmerman et al. 1990), em
caes intoxicados com vitamina D2 (Spangler et al. 1979),
em ratos intoxicados com vitamina D2 (Okawa et al. 1980)
e vitamina D3 (Buffenstein et al. 1995), em cabras intoxica-
das com colecalciferol (Singh & Prasad 1989 e 1990), em
ovinos intoxicados com Nierembergia veitchii (Barros et al.
1992) e em bovinos intoxicados com Solanum malacoxylon
(Dobereiner et al. 1971, Tokarnia & Débereiner 1974).

Apatia também foi um sintoma bastante comum ob-
servado em coelhos do nosso estudo intoxicados
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iatrogénica e experimentalmente e talvez seja decorrente
da insuficiéncia do coragao. Este sintoma foi descrito em
coelhos intoxicados com Solanum malacoxylon (Morafa
et al. 1994), em caprinos intoxicados com colecalciferol
por via intramuscular (Singh & Prasad 1989 e 1990), em
caes intoxicados com vitamina D2 (Spangler et al. 1979)
e por vitamina D em rodenticida (Cumming 1991), em um
gato intoxicado por vitamina D em rodenticida (Peterson
et al. 1991) e em ratos intoxicados com vitamina D3
(Buffenstein et al. 1995).

Aspectos macroscopicos

Os achados de necropsia encontrados neste estudo,
correspondem, em sua maioria, aos encontrados em co-
elhos e em outras espécies intoxicadas por vitamina D.
As placas de mineralizagdo esbranquicadas e de tama-
nhos variados no tronco das artérias pulmonares até cer-
ca de 1,5cm apods a saida do ventriculo direito, foram ob-
servadas em alguns coelhos do experimento 01 desse
estudo. Este achado é pouco comum e foi descrito em
coelhos (Stehbens 1988) e em caes (Spangler et al. 1979).
Mineralizacao de valvas cardiacas, encontrada em coe-
Ihos desse estudo, também foi descrita em caprinos into-
xicados com colecalciferol (Singh & Prasad 1990), em
bovinos intoxicados com Solanum malacoxylon (Déberei-
ner etal. 1971, Tokarnia & Débereiner 1974) e em ovinos
intoxicados com Nierembergia veitchii (Riet-Correa et al.
1993).

As alteracdes encontradas no estdbmago foram, em sua
maioria, idénticas as descritas por Morafa et al. (1994)
em coelhos intoxicados experimentalmente com extrato
de Solanum malacoxylon, entretanto, esse autor descre-
ve edema entre a mucosa e as camadas musculares,
enquanto que, em alguns coelhos dos experimentos 01 e
02, o edema ocorreu tanto na submucosa quanto entre a
serosa e a camada muscular. Morafa et al. (1994) suge-
re que o principio toxico da Solanum malacoxylon —
1,25(OH)2colecalciferol - age diretamente afetando a per-
meabilidade vascular ou através da liberagao de media-
dores a partir das células lesadas.

Figado cardiaco e a acentuada ascite encontrada no
coelho 51, decorrente da insuficiéncia cardiovascular, até
onde sabemos, nao foi descrita em coelhos intoxicados
por vitamina D, mas foi descrita em ovinos intoxicados
com Nierembergia veitchii, os quais apresentaram, adici-
onalmente, hidrotérax e hidropericardio (Barros et al.
1992).

Aspectos histopatologicos

Em nosso estudo, as alteragdes histolégicas nao dife-
rem substancialmente do que vem sendo descrito nos ca-
sos de intoxicacao por vitamina D em coelhos ou de intoxi-
cacao por plantas que a contenham (Friedman & Roberts
1966, Stevenson et al. 1976, Barros 1981, Riet-Correa et
al. 1981, Rambeck et al. 1981, Toda et al. 1983, Besch-
Williford et al. 1985, Zimmerman et al. 1990, Morana et al.
1994, Barros & Rosa 1999, Matias et al. 2008) e também
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correspondem, em grande medida, as observadas nas in-
toxicagbes por plantas calcinogénicas em ovinos (Barros
etal. 1992, Riet-Correa et al. 1993) e em bovinos (D&berei-
ner et al. 1971, Tokarnia & Débereiner 1974).

As metaplasias 6ssea e condroide verificadas em ar-
térias e na musculatura do estbmago e do corac¢éo, a nosso
ver, confirmam a teoria da acédo da vitamina D em recep-
tores nas células-alvo, a qual determina a sintese protéica
ao nivel celular por meio da ativagdo de sequéncias ge-
néticas particulares e controla os processos metabdlicos
celulares e, em especial, a diferenciagdo celular como
sustentam Barros (1989 e 1999), Morafa et al. (1994) e
Barros & Gimeno (2000). A mineralizagdo da capsula de
Bowmann também foi descrita em caprinos intoxicados
com colecalciferol (Singh & Prasad 1990), em coelhos que
recebiam ragéo rica em vitamina D e célcio (Matias et al.
2008) e em gatos intoxicados por vitamina D em rodenti-
cida (Peterson et al. 1991) e em ratos intoxicados com
vitamina D2 (Okawa et al. 1980). E possivel que eventu-
almente haja receptores para essa vitamina em células
da capsula de Bowmann, nas células parietais do esto-
mago e nas células epiteliais de brénquios e bronquiolos
ja que se verificaram depositos de mineral nessas estru-
turas.

E provavel que a trombose pulmonar observada em
um coelho esteja associada a lesdes da intima determi-
nadas pela estase decorrente da insuficiéncia do cora-
¢ao; lesao direta pelo principio ativo, porém, nao pode
ser descartada. Ja a congestao hepatica verificada em
alguns animais esta claramente associada a insuficiéncia
cardiovascular.

Aspectos ultraestruturais

As alteracdes ultraestruturais sdo coincidentes com
aquelas ja descritas em outras oportunidades e confir-
mam verificagdes anteriores de que a vitamina D tem acao
direta sobre as células-alvo induzindo modificagbes mor-
folégicas e funcionais que no caso das intoxicacdes, cul-
minam com mineraliza¢des ectdpicas (Barros et al. 1981,
Barros et al. 2000, Barros et al. 2006) particularmente das
artérias, valvulas cardiacas, pulmoes, alteracbes 6sseas,
disturbios gastrintestinais e metabdlicos.

A Figura 8C mostra uma tipica célula muscular lisa
modificada (diferenciada) junto a laminas elasticas parci-
almente calcificadas, que confirma que o principio ativo
deve provocar uma alteracéo celular local, antes da
calcificagao do tecido elastico (Barros et al. 1981).
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