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ULTRA-ESTRUTURA DAS ALTERAÇÕES ÓSSEAS NA 
INTOXICAÇÃO EXPERIMENTAL POR Solanum malacoxylon 

EM COELHOS1 

Severo Sales de Barros2, Denise Russowski3 e Sílvia M. Grando3 

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 alterações ósseas na intoxicação experimental por Solanum malacoxylon 
em coelhos. Pesquisa Veterinária 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 anel 
mineralization of perilacunar osteoiel were the main lesions. Osteoblasts were atrophic 
with diminution of synthetic organels. 

Osteoclasts exhibited a ruffle border in dose contact with the non eroded mineralized 
matrix, poorly developecl vesicular region and absent clear zone. Macrophages in fusion 
forming multinucleated giant cells wcre seen in some resorption cavities. It is suggested 
that the 1,25(OH)p3 present in the plant is responsible for the cell changes, inhibition of 
osteoclastic and osteocytic resorption anel osteopetrosis. 

INDEX TERMS: Bane pathology, osteocyte, osteoblast, osteoclast, ult:rast:ructure, Solanum malacoxylon, 
calcitriol, rabbit. 

SINOPSE.- É descrita a ultra-estrutura elas células ósseas ela 
cortical ela diáfise elo úmero de coelhos jovens que rece­
beram, diariamente, via sonda gástrica, um extrato aquoso 
de Solanum malacoxyloncorrespondente a 100mg ela plan­
ta seca por quilograma ele peso corporal e foram sacrifica­
dos 96 horas após o início do experimento. Osteócitos 
mostravam diversos graus de atrofia e necrose. Lacunas 
osteocíticas com restos celulares ou vazias foram vistas com 
frequência. Mineralização do tecido osteóide perilacunar 
foi constantemente observada. Os osteoblastos mostravam 
atrofia, diminuição das organelas de síntese e, em algumas 
oportunidades, exibiam núcleos picnóticos e estavam li­
vres nos canais ele Havers. Os osteoclastos mostravam borda 
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pregueada em íntimo contato com a matriz mineralizada 
não erodida, região vesicular pouco desenvolvida e au­
sência da zona clara na periferia da borda pregueada. Em 
alguns canais de Havers, foram identificados macrófagos 
em processo de fusão para formarem células gigantes. Su­
gere-se que a osteopetrose descrita na intoxicação por S. 
malacoxylon seja decorrente ele inibição elas atividades ele 
reabsorção osteocítica e osteoblástica, por efeito direto da 
ação ele 1,25(OH)p3. 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Patologia óssea, osteócito, osteoblasto, 
osteoclasto, ultra-estrutura, Solanum malacoxylon, calcitriol, co­
elho. 

INTRODUÇÃO 

As alterações ósseas no curso elas calcinoses expontâneas 
e experimentais, induzidas por plantas calcinogênicas, têm 
sido amplamente relatadas: existem opiniões conflitantes 
sobre os efeitos dessas plantas no tecido ósseo, e os resul­
tados são discrepantes quanto á patogenia, havendo, no 
entanto corcondância em que o princípio ativo dessas plan­
tas, o 1,25(OH)2D3 é o fator determinante. 
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Nos relatos das alterações dos ossos nas calcinoses es­
pontâneas e experimentais é descrita osteopetrose, com 
aumento da massa óssea bem mineralizada. Essa alteração 
é atribuída ora a maior aposição óssea (Carrillo 1973, 
Dammrich et al. 1970, 1995, Norrdin et ai. 1975), ora a 
inibição da reabsorção osteocítica (Krook et ai. 1975a,b, 
Santos et al. 1976, Gimeno 1980, Riet-Correa et al. 1987). 
Frequentemente têm sido descritas degeneração e necrose 
dos osteócitos, sugerindo que o princípio ativo de Solanum 
malacox_ylon (SM), o 1,25-diidroxicolecalciferol, pelo me­
nos nas concentrações utilizadas, seria tóxico para essas 
células, resultando em diminuição da reabsorção óssea 
acompanhada de osteopetrose e finalmente osteonecrose 
(Krook et ai. 1975 a,b, Santos, et al. 1976, Gimeno 1980). 
Atrofia e necrose de osteócitos foram também relatadas na 
intoxicação pela vitamina D em suínos (Haschek et ai. 1977). 

Apesar das excelentes descrições histológicas e his­
toquímicas dessas alterações ósseas, não há relato de uma 
análise ultra-estrutural das modificações das células ósseas 
no curso das calcinoses induzidas por plantas calcinogêni­
cas. Este experimento foi programado para estudar as alte­
rações ultra-estruturais dos osteócitos, osteoblastos e osteo­
clastos na intoxicação experimental por SM em coelhos. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Quatro coelhos da raça Nova Zelândia, com aproximadamente 
dois meses, foram alojados em gaiolas metálicas e alimentados 
com ração comercial4 e água ad libitum. Três deles receberam 
diariamente, via sonda gástrica, extrato aquoso de Solanum 
malcoxylon (SM), correspondente a 100mg da planta por 
quilograma ele peso. Um animal não recebeu o extrato e serviu 
como controle. 

O extrato da planta foi preparado colocando-se 20g de folhas 
secas e moídas em 400 mi de água destilada por 24 horas no 
refrigerador a 4ºC. Após, a suspensão foi tamisada em gaze e 
estocada em refrigerador. 

Os três animais que receberam o extrato foram sacrificados 
por sangria, com prévia narcose por eter, 96 horas após receberem 
a primeira dose e, na mesma oportunidade, foi também sacrificado 
o coelho controle. Pequenos fragmentos da cortical da diáfise do 
úmero de todos os animais foram fixados imediatamente após o 
sacrifício, em solução de glutaraldeído 2%, paraformaldeído 2% 
em tampão cacodilato de sódio, pós-fixados em tetróxido de ósmio 
a 1 % no mesmo tampão 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 microscópio eletrônico de transmissão. 

RESULTADOS 

Os osteócitos exibiam diversos graus de atrofia e dege­
neração e muito deles encontravam-se necróticos. A alte­
ração mais precoce observada foi uma dilatação do retículo 
endoplasmático e de forma muito acentuada da cisterna 
perinuclear. As mitocôndrias apareciam em pequeno nú­
mero e o sistema de Golgi, na maior parte das células, era 
pouco evidente. Os núcleos estavam diminuídos de tama-
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nho, com contornos irregulares e cromatina condensada. 
O citoplasma exibia notável diminuição de volume, adqui­
rindo formas bizarras e liberando fragmentos recobertos 
por membrana os quais sofriam mineralização e foram in­
terpretados como vesículas matriciais (Fig. 1 e 2). As alte­
rações atróficas e degenerativas dos osteócitos foram vis­
tas na maioria das células, incluindo osteócitos jovens pró­
ximos aos canais de Havers (Fig.3). As lacunas osteocíticas 
geralmente mostravam acentuada diminuição do tecido 
osteóide perilacunar substituído por osteoplasia caracteri­
zada por mineralizações do osteóide na borda da lacuna. 
Esses depósitos minerais apareciam sob a forma granular 
ou cristalina, esta última de aspecto acicular ou como um 
emaranhado fibrilar Qanela na Fig.1). As lacunas com 
osteócitos atróficos 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 osteóide perilacunar parcial ou totalmente 
mineralizado. 

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

Em cavidades de reabsorção, puderam ser vistos 
osteoclastos aparentemente inativos, com borda preguea­
da em íntimo contato com a matriz óssea mineralizada a 
qual não exibia sinais de erosão (Fig.6). A zona clara, na 
periferia da borda pregueada, não foi observada. As 
mitocôndrias na região basal estavam dilatadas com matriz 
eletrolucida e cristas rompidas. A região vesicular estava 
pouco desenvolvida e constituída por pequenos vacúolos 
medindo entre 150nm e 1,4µ111. 

O sistema de Golgi era pouco proeminente e nem sem­
pre obse1vado em todas as células. No sistema de Havers, 
foram identificados macrófagos em processo de fusão para 
constituírem células gigantes multinucleadas em íntimo 
contato com a matriz óssea mineralizada, exibindo retículo 
endoplasmático pouco desenvolvido, o sistema de Golgi 
não evidente, numerosas mitocôndrias e alguns pequenos 
vacúolos (Fig.8). 

No coelho controle não foram encontradas alterações 
ultra-estruturais nas células ósseas. 

DISCUSSÃO 

As alterações ultra-estruturais dos osteócitos estão de acor­
do com as observações em microscopia ótica que relatam 
degeneração e necrose dessas células nas calcinoses es­
pontâneas e experimentais induzidas por plantas 
calcinogênicas (Krook et al. 1975a,b, Santos et ai. 1976, 
Gimeno 1980, Riet-Correa et ai. 1987) e na intoxicação por 
vitamina D3 (Haschek et al. 1977). 
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Fig. 1. O;;teóc iLO ex ibind o retraçã o ci o c ito plasma , po ucos 
li sossomos (pon ta ele seta ), raras cisternas cio retículo 
endoplasmático e discreta d ilatação ela cisterna perinuclear. 
No esp::iço lacun::i r observa m-se numerosos fragmentos 
c itoplasmáticos recobertos por membrana e interpretadas 
como vesículas matriciais (sera). A borda ela lacuna apre­
senta conto rn o irregular e mi nerali zação do osteóiclc 
perilacunar sob :1 fo rma ele agulhas ou ele um emaranha­
do fi b rilar. 56.000x. 

Fig. 3. Osteócito jovem próx imo a cana l ele Havers mostrando 
retraç:io cio núcleo, retícu lo endoplasmáti co pouco cle­
senvo lvic.lo e c.li lataç;:10 cb cisterna perin uclear. A borda ela 
lacuna apa rece lisa . LC1men cio ca pila r (L) no ca n::d ele 
Havers. Note a ausência ele osteobla ' tos junto 11 borda cio 
canal. 10.080x. 

Altera ções cios osteócitos e depos ição ele minerais nas 
margens ela parede lacunar foram descritas após uma inje­
ç:10 de ca lc ito nina (Talrnage et ai. 1975, Bauc.l & Bo iv in 
1978) . Dessa forma, a curto prazo, a ca lcito nina causa um 
decréscimo no tamanho e.l a lacuna peri osteocíti ca. A ac.1-

2 

4 

Fig. 2. Osteócito atrófico, núcleo picnó tico, d ilatação acen tuada 
ela cisterna perinu clear e presença ele poucos lisossomos. 
Espaço perinuclea r ::iumentaclo mostrando matriz finamente 
ílocular, vesículas matriciais. O osteó icle perilacunar exibe 
minera l iz::içào, a lacu na está climinuicla e a borda é irregu­
lar. 9. 500x. 

Fig. 4. La cuna osteocítica com restos necróticos mergulhados cm 
matri z finamente nocu lar. 9. 500x. 

ministra ç~i o de calcito nina diminu i o m'.1rn e r o d e 
osteoclastos e os transforma em um estág io ele inativ idade 
(Lu chr 1980) como o observado no nosso trabalho. O 
h i pe rca 1c i to n i n i sm o fo i co n s id e ra e.lo :i ca u sa c.l e 
os te o i, e trose e m ca va los in tox i c,1cl os p e l:1 planta 

l'esq . \fel. llrJs. 16(2/ 3) :81-8(,, abr./set. 1996 
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Fig. 5. Osteoblastos atrófi cos em canal ele Havers, ex ibindo retícu lo 
endop lasmáti co pouco desenvolv ido e di latado (ponta ele 
seta). Algumas células estão li vres no espaço cio ca nal. 
Capil ar (L). 6.930x. 

Fig . 7 . Macró fagos (seta) em fusão para formar cé lula g iga nte 
multinucl eacla em cavidade ele reabsorção. 2.880x. 

ca lc inogênica Cestrum diur num (Krook et ai. 1975). Esse 
mecanismo p oderi a estar envo lv ido na osteoplas ia obser­
vada nos nossos casos, mas Sa ntos et ai. 0976) não en­
contraram hiperca lcemia em coe lhos que receberam altas 
d oses el e SM , o que p arece indi ca r q ue n:to h o uve 
hip rcalcito ninism o . Haschek et ai. (1978), estuc.l anclo o 
efeito tóxico e.l a v itamina D em suínos, sugerem que o 
efeito nega ti vo inicial sobre os osteócitos, conclróc itos e 
osteoblastos e.leve ser atri b uído ao efe ito tóx ico d ireto ele 
um excesso ele v ita mina D:l alimentar, po is o h iperca l­
cito ninismo que ocorre secunda ri amente ~l hiperca lce mia 
não seri a suficiente para o rfipido aparec imento deste efe i­
to, nem é conhecido como causa de mo rte osteoc itária. 

l'esq. Vet. llras. J 6(2/ 3):81-86, ,iiJr./sel. 1996 
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Fig . 6. Osteoclasto em cav iclaclc de rea bsorçi:10 mostrando borda 
pregueada (BP) em íntimo conraco com matri z óssea 
minera lizada não erod ida . Região vesicu lar ( RV) pouco 
clesenvolvicb e vesículas pequenas. Núcleo ( N). 8.500x. 

Fig. 8. Célula giga nte mu ltin uclcacla no sis1em:1 de I favers. No 
canto in feri o r d ireito , lacuna ostcocít ic.1 com p rocessos 
citoplasmáticos ele um osteócito alrófico. Ca pi lar(C). 6.S00x. 

Por outro lado, não foi ve ri ficada a ativ idade de nucleaçào 
ele cristais de apatita nas m itocôndrias dos osteócitos, como 
as descritas po r Z ichner 0970) em ra tos em crescimento 
submetidos a injeções repetidas ele c il c ito nina. 

G irneno 0980), estuclanclo ossos de ratos ca rentes el e 
v itamina D e intox icados por SM , encontrou um efeito 
poss iti vo inicial na ativiclacle osteocitúria, segu ida , após e.luas 
semanas, ele necrose da grande maio ri a dessas célul as e 
decréscimo na osteólise osteocítica. Nos nossos casos, as 
alterações ci os osteócitos, apa rentem ente indu zidas pelo 
l ,25(0H )2D

3 
contido na p lanta, assoc iadas ~l liberaç:io de 

vesícu las matriciais e à ini b ição e.la reabsorção osteocíti ca, 
como tem sido frequentemente sugerido (K rook et ai. 1975a, 
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Santos et al. 1976, Haschek et al. 1978, Riet-Correa et al. 
1987), são responsáveis pela mineralização do osteóide 
perilacunar. Embora a ação osteolítica dos osteócitos não 
tenha aceitação geral (Cormack 1991), existem evidências 
de que osteócitos maduros são capazes de reabsorver subs­
tância mineral (Baylink et al. 1973) assim como matriz or­
gânica de suas áreas 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 diminuição da sua 
atividade sintética, traduzida por células atróficas, achata­
das, citoplasma relativamente escasso e retículo 
endoplasmático pouco desenvolvido parcialmente dilata­
do. Essa inatividade osteoblástica já foi mencionada na 
intoxicação experimental em coelhos por plantas 
calcinogênicas (Santos et ai. 1976) e na intoxicaçào de su­
ínos por vitamina D (Haschek et ai. 1978). 

Os osteoclastos mostravam borda pregueada em inti­
mo contato com matriz óssea mineralizada não erodida, 
região vesicular exibindo vesículas pequenas e região basal 
com mitocôndrias tumefeitas, cristas rompidas e raras cis­
ternas do retículo endoplasmático rugoso. O complexo de 
Golgi, tão abundante na região perinuclear de osteoclastos 
ativos, nào foi um achado constante, e a zona clara que 
normalmente é encontrada na periferia da borda preguea­
da, não foi observada. 

Células gigantes multinucleadas inativas, sem borda 
pregueada e sem zona vesicular foram vistas no sistema 
de Havers. Essa aparente inatividade osteoclástica não está 
de acordo com as observações de que o 1,25(OH)2Dc, é 
capaz de aumentar a reabsorção óssea osteoclástica tanto 
pelo incremento no número de células como de sua ativi­
dade (Grise et ai. 1990). Essa discrepância poderia ser 
consequência das diferentes doses utilizadas. Nos nossos 
casos, embora não tenha sido dosado o nível de calcitriol 
em SM, ele certamente foi muito maior que o utilizado por 
Grise et ai. (1990), pois SM na dosagem de 100 mg/kg de 
peso por dia é muito tóxica para coelhos (Santos et al. 
1976, Barros et al. 1981, Morafía et al. 1994), e o 
1,25(OH)2Dv na quantidade de planta administrada, deve 
estar várias vezes acima dos níveis fisiológicos. 

O achado de macrófagos em fusão para formar células 
gigantes sugere que esse processo é resultante da ação do 
1,25(OH)2Dv como já foi demonstrado in vitro em 
macrófagos alveolares de camundongos (Abe et ai. 1984) 
e em células mielóides (Roodman et ai. 1985). É importan­
te lembrar que o efeito de 1,25(OH)2Dc, pode diferir de um 
osso para o outro e até mesmo entre osso compacto e 
osso trabecular; assim Bikle et ai. (1990) demonstraram 
que o osso trabecular e o osso cortical apresentam respos­
tas diferentes à infusão de 1,25(OH)2D3" Das nossas obser­
vações, pode-se concluir que o extrato de SM, na dose 
administrada a coelhos jovens, inibe a ação dos osteócitos, 
osteoblastos e osteoclastos no osso compacto, com acen­
tuada citotoxicidade sobre os osteócitos, conduzindo à 
atrofia e necrose destas células. A inibição das atividades 
de reabsorção osteocítica e osteoclástica aparentemente é 

a responsável pela osteopetrose descrita na intoxicação 
por SM. Deve ser levada em conta, no entanto, a possibili­
dade de acentuadas variações na resposta à administração 
de SM, na dependência da quantidade da planta adminis­
trada, duração do experimento, sensibilidade das diferen­
tes espécies animais frente à ação das plantas calcinogênicas 
assim como da resposta dos diferentes ossos e das diferen­
tes partes de ossos examinados. 
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