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RESUMO

Seis coelhos com cerca de trés meses, de amhos 0s sexos, receberam via sonda gastrica, extrato aquoso de Solanum malacoxylon
equivalante a 100 mg de folhas dessecadas por kg de peso vivo. Dois animais nao receberam o extrato e serviram como testemu-
nhas, sendo sacrificados ao final do experimento. Entre 48, 72 e 120 horas ap0s o inicio do experimento, todos os outros coelhos
foram sacrificados e fragmentos do miocardio foram processados para microscopia Optica e eletronica. As alteragoes macroscopicas
mais importantes foram estrias esbranquicadas no miocardio, particularmente no atrio esquerdo. Em microscopia Optica, grupos de
células musculares mostravam sarcoplasma tumefeito, com perda das estriagGes, discreta basofilia e eventualmente vacuolizacdes
do sarcoplasma. Estas células geralmente estavam rodeadas por macrofagos, células me,s,ent}wmms e alguns polimorfonucleares
neutrofilos de i)ermem com material necrotico. No intersticio foi evidenciado material basofilico inamente granular. A reagdo de von
Kossa nestes locais revelou depositos de calcio no sarcoplasma dos midcitos, no intersticio e, eventualmente, ao redor de células
musculares aparentemente néo lesadas. Os vasos coronarios exibiam mlnerahzla?éo da media. Na ultra-estrutura foram observadas:
ativagdo dos cardiomiocitos e das células intersticiais, deposicdo do calcio no intersticio e no sarcoplasma das células musculares
cardiacas e no citoplasma de células intersticiais. Em fases mais avancadas observou-se nécrosé dos cardiomiocitos, com mineralizagdo
das células e lise celular. Alguns polimorfonucleares neutrdfilos e macrofagos fagocitando material necrotico mineralizado séo tam-
bém vistos nestes locais. O aspecto morfologico do miocardio surgere que as lesdes de necrosé e calcificagdo sdo o resultado da
acdo direta do 1,25(0OH)D3 contido na planta sobre as células do miocardio. Os animais testemunhas ndo exibiram alteragdes no

miocardio.
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INTRODUCAO

de calcinose em animais domésticos em diversos pai-

ses89i2i3i8283 s calcjnoses sdo enfermidades de carater
crénico débilitante, que se caracterizam pela mineralizagdo dos
tecidos moles, principalmente do sistema cardiovascular. A
morbilidade e mortalidade sdo bastante variaveis, mas as perdas
econdmicas sdo consideraveis72.

No Brasil, pelo menos duas plantas demonstraram-se causa-
doras de calcinoses espontaneas em bovinos e ovinos: Solanum
malacoxylon € Nierembergia veitchiixiX.

A acdo txica de s. malacoxylonDe N. veitchiP*, assim como
de outras plantas calcinogénicasZ, deve-se a presenca do 1,25-
dihidroxicolecalciferol, metahdlito ativo da vitamina D,. Como essa
substancia ocorre pré-formada, em grandes quantidades, nos tecidos
dessas plantas calcinogénicas, o sistema retroalimentar que controla
fisiologicamente a sintese do 1,25(0H),D, no rim € ultrapassado.
Dessa forma, 0s niveis do 1,25(0H) D no soro elevam-se e desen-

Plantas calcinogénicas tém sido associadas a surtos graves

’ Trabalho parcialmente financiado pelo Conselho Nacional do Desenvolvimento Cientificoc Tecnolégico (CNPq)

s Racdo Sarai para coelhos, SIGMA Industrial, Rua General Marcondes Salgado. 298, 2e
andar, 04094*020, Sédo Paulo. SP

cadeiam o processo de calcificagdo por sensibilizacdo de diferentes
células-alvo e por aumento da  absor¢éo do calcio no intestino.

Os sinais clinicos e as lesGes macro e microscépicas produ-
zidas por essas plantas estéo fartamente documentados48911131417
A58 Estudos ultra-estruturais ja foram feitos nas artériasse no
estbmago de coelhos experimentalmente intoxicados com 5.
malacox)lon. N0 entanto, pouco se conhece sobre as alteraces
ultra-estruturais no miocardio em que as observacdes em
microscopia Optica tém colocado em evidéncia alteracGes impor-
tantes nas calcinoses espontaneas4li-2de nas intoxicagdes expe-
rimentais por s. malacoxylon7%4 Neste trabalho sdo estudadas as
alteragBes ultra-estruturais do miocardio em coelhos experimen-
talmente intoxicados com s. malacoxylon.

MATERIAL E METODOS

Animais de experimentacdo

Foram utilizados 8 coelhos da raga Nova Zelandia com trés
meses de idade, de ambos os sexos. Os animais foram alojados
em gaiolas metélicas individuais e receberam ragdo comercial
granulada para coelhos* e dgua ad libitum.

Seis coelhos receberam diariamente, via sonda gastrica,
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extrato de 5. malacoxylon correspondente a 100 mg de folhas
secas por kg de peso corporal. Dois coelhos ndo receberam o
extrato e serviram como testemunhas. Quatro animais foram
sacrificados in extremis por exanguinagdo, prévia narcose por éter,
entre 48 e 72 horas ap06s o inicio do experimento, e dois animais
foram sacrificados da mesma forma apos cinco dias, juntamente
com os testemunhas.

Todos os animais foram necropsiados logo apds o sacrifi-
cio e os coragdes foram fixados em formol a 10% tamponado.
Fragmentos dos atrios e dos ventriculos foram incluidos em para-
fina e os cortes de 5 um de espessura, cortados pela hematoxilina
e eosina e pelo método de von Kossa. De dois animais sacrifica-
dos entre 48 e 72 horas, de um sacrificado aos 5 dias e de um
testemunha foram coletados, imediatamente ap6s o sacrificio,
pequenos fragmentos do miocardio, fixados em glutaraldeido a
2,5% em tampdo de cacodilato de sédio a 4aC por duas horas,
pos-fixados em tetroxido de 6smio a 1% em tampao de cacodilato
de sédio por duas horas, desidratados em solugdes crescentes de
etanol e incluidos em Epon.

Os cortes semifinos foram corados pelo azul de metileno e
os cortes ultrafinos foram recolhidos em telas de cobre e contras-
tados com citrato de chumbo e acetato de uranila e examinados
em microscopio eletronico de transmissao.

Extrato da planta

O extrato foi preparado colocando-se 5 g de folhas de S.
malacoxylon, dessecadas a sombra e pulverizadas, em 100 ml de
agua destilada, por 24 horas em refrigerador. Apos, o extrato foi
tamizado em gaze e estocado em refrigerador até o momento do
uso. Desta forma, cada ml do extrato correspondia a 50 mg da
planta seca.

RESULTADOS

Alteracdes macroscoépicas

As alteragBes macroscdpicas no miocardio dos seis animais va-
riaram consideravelmente em intensidade e distribuicdo. O musculo
cardiaco mostrou manchas e estrias esbranquicadas distribuidas tanto
nos atrios como nos ventriculos. Alteragdes similares foram também
detectadas nos septos interventriculares. Os vasos coronarios
subepicardicos apareciam com nitidez e de coloragdo esbranquicada.
Né&o forarn observadas alteragdes macroscépicas no endocardio e no
pericardio.

Microscopia 6ptica

Na microscopia Optica, grupos de células musculares apareci-
am tumefeitas, com sarcoplasma homogéneo, perda das estriagdes e
discreta basofilia. Outros miécitos exibiam vacuolizacédo e lise do
sarcoplasma. Essas células estavam gealmente rodeadas por
macro6fagos, fibroblastos e por raros polimorfonucleares neutrdfilos.
Nesses locais, frequentemente, eram encontrados restos de material
necratico. No intersticio foi identificado material basofilico pulverulento
ou grosseiramente granular. A reacdo de von Kossa revelou, nesse
locais, depositos de calcio no sarcoplasma dos midcitos, no intersticio
e, ocasionalmente, ao redor de células musculares aparentemente ndo
lesadas. Essas lesdes ocorriam com distribuicdo focal, geralmente de
localizacéo subepicéardica e subendocéardica e, freqiientemente, proxi-
mas a vasos sanguineos. Os ramos da artéria coronaria exibiam areas
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de mineralizagdo da média, distribuidas de forma irregular. Nos ani-
mais sacrificados aos 5 dias foi observado um aumento da fibrose nos
focos de necrose e mineralizaco.

Microscopia eletronica

A alteracdo ultra-estrutural mais precoce observada foi a distensdo
das miofibrilas, acompanhada de aumento do espaco interfibrilar, dila-
tacdo do reticulo sarcoplasmico e cisterna perinuclear. Eventualmente,
foram encontradas figuras de mielina nesses espacos dilatados e mas-
sas esféricas eletrodensas, algumas exibindo uma estriagdo concéntri-
ca constituida por faixas eletrodensas e eletrolicidas (Fig. 1).
Ribossomos livres e gotas lipidicas foram também vistos com fre-
quéncia. As mitocondrias estavam inalteradas ou tumefeitas, com de-
sorganizacdo das cristas, matriz flocular e vacuoliza¢des contendo fi-
guras mielinicas. As alteragdes degenerativas dos mi6citos eram acom-
panhadas por acentuada diminuicdo dos granulos de glicogénio. Em
células necréticas, as mitocondrias mostravam depoésitos de material
eletrodenso sob a forma de massas circulares com centro eletrollcido
(Fig. 2). Em estagios mais avancados, os elementos contrateis sofre-
ram desintegracdo e transformaram-se em massa amorfa eletrodensa,
sobre a qual foram observados depdésitos minerais de forma cristalina
ou amorfa. Algumas dessas células necréticas estavam em intimo con-
tato com células que apresentavam estruturas bem conservadas (Fig.
2). Mineralizagdo de mitocondrias s6 foi observada em células
necréticas. Em fases mais avangadas, o sarcolema rompia-se e 0 mate-
rial necrético era liberado no intersticio (Fig. 3).

No espaco extracelular foram vistas, além de restos de material
necrético sobre os quais se depositava calcio, numerosas formacoes
mineralizadas, geralmente de forma circular, constituidas por faixas
eletrodensas e eletrollcidas. Freqlientemente, estas formagoes sofrem
coalescéncia tanto no intersticio quanto no interior dos midcitos.
Macréfagos, fagocitando material necroético e estruturas mineralizadas,
foram vistos com freqténcia (Fig. 3). Estas células foram também
vistas em midcitos ndo necraticos.

Figura 1

Corte longitudinal de cardlomiécito exlbinao acentuada dilatagao do
reticulo sarcoplasmico. Algumas cisternas mostram depdsitos de célcio
sob a forma de estruturas concéntricas de faixas eletrodensas e
eletrolicidas (seta). Estruturas semelhantes sao vistas no intersticio (pon-
ta ae seta). Notar desaparecimento dos granulos de glicogénio. Algu-
mas mitocondrias mostram matriz flocular, desorganizagéo e destrui-
¢édo das cristas. Barra 1um.
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Nas proximidades dos miécitos alterados foram encontradas cé-
lulas mesenquimais, que se caracterizavam por nicleos alongados com
nlcleolo bem evidente, reticulo endosplasmatico rugoso bem desen-
volvido, geralmente dilatado, numerosos polirribossomos, algumas
gotas lipidicas e, ocasionalmente, depdsitos de calcio geralmente em
meio a abundante colageno (Fig. 4). Polimorfonucleares neutréfilos
foram eventualmente encontrados nesses locais. Os animais testemu-
nhas ndo mostraram lesdes no miocardio.

Figura 2
Cardiomiécito necrético mostrando homogeneizag¢édo das miofibrilas.
Depoésitos minerais sob a forma de pequenos cristais distribuidos
difusamente séo vistos pelo sarcoplasma. Notar deposi¢des de célcio
nas mitocondrias, sob a forma circular ou ovéide com centro eletroltcido.
Na porcao superior esquerda, vé-se célula aparentemente nao lesada
separada da célula necrética por disco intercalar. No canto inferior  es-
querdo, observa-se cardiomidcito exibindo dilatagdo do reticulo
sarcoplasmico e presenga de minerais no seu interior (seta). Barra lum.

Figura 3

Cardiomidcito no canto superior direito mostrando desorganizacao dos
feixes de miofibrilas, deposicdo de calcio sob forma finamente granular
e dilatacéo do reticulo sarcoplasmico. Notar macréfago (M) fagocitando
material necrético parcialmente mineralizado e célula mesenquimal
(CM) com abundante reticulo endoplasmatico rugoso e numerosos
polirribossomos. Fragmento celular com depdsito de calcio sob a for-
ma de agulhas (seta) e estruturas mineralizadas de forma concéntrica,
algumas em coalescéncia (ponta de seta), séo vistos no intersticio. Barra
2.um.

Figura 4

Células mesenquimais ativadas, exibindo abundante reticulo
endoplasmaético rugoso dilatado, algumas gotas lipidicas, humerosos
polirribossomos e estruturas mineralizadas sob a forma acicular no
citoplasma (ponta de seta). No intersticio observam-se mineraliza¢bes
sob a forma concéntrica, restos de material necrético parcialmente
mineralizados, abundantes fibras colagenas (C) e polimorfonuclear
neutréfilo (N). Barra 4 um.

DISCUSSAO

O miocardio dos coelhos desse experimento mostrou
necrose multifocal distribuida nas auriculas e nos ventriculos.
Esses focos necrdticos consistiam em coagulacdo ou lise nos
miocitos, geralmente acompanhados de infiltrado de células
mononucleares e alguns poucos polimorfonucleares neutrofilos.
Esses focos de necrose geralmente ocorriam préximos a vasos
sanguineos, mas, em algumas oportunidades, também foram
encontrados distantes dos mesmos. Essas alteracdes sdo basica-
mente as mesmas descritas na hipervitaminose D experimental
entre ratos12

As mineralizac8es do miocardio observadas nesse experi-
mento foram sempre de menor intensidade que as descritas nas
calcinoses espontaneasl4” 17192150, provavelmente porque nas
enfermidades esponténeas a acéo das plantas calcinogénicas ocorre
num tempo bem maior do que nos casos experimentais do
presente estudo.

Necrose de coagulacdo e cardiomiocit6lise sdo caracteris-
ticas de diferentes estagios do infarto3 Neste trabalho, ndo foi
possivel associar as lesdes encontradas a infarto, pois ndo foram
encontradas lesdes vasculares que justificassem essa etiologia. A
coexisténcia proxima de células necréticas e células viaveis, as
vezes separadas somente pelo disco intercalar (Fig. 2), também
corrobora a idéia de que os focos necroticos ndo resultam de
isquemia do miocardio.

Na deficiéncia de magnésio experimental em ratos5b foi
verificado que a calcificacdo e necrose do miocardio se inicia
com tumefagdo das mitocéndrias, desorganizacdo das cristas e
deposi¢do de material eletrodenso, provavelmente calcio, na
matriz, eventualmente ocupando toda a mitocéndria. Neste tra-
balho e na intoxicacdo por vitamina D2 ndo foram encontradas
deposigOes de calcio nas mitocdndrias de células viaveis.

Os macrdfagos ocorriam em grande nimero préximos as
areas de necrose e, em muitos deles, pode ser observada intensa
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atividade fagocitéria de restos celulares necréticos parcialmente
mineralizados. Foram as células predominantes nesses locais e
apareceram muito precocemente, ocorrendo mesmo estre
cardiomidcitos ndo necroticos.

Foi notavel o incremento no nimero de células
mesenquimais do intersticio, observado tanto na microscopia
optica como na eletrénica. Particularmente nessas células houve
uma ativacdo acentuada do reticulo endoplasmatico e um incre-
mento no ndmero de polirribossomos, indicando um aumento da
atividade sintética, que se traduz por aumento de fibras colagenas
nessas areas. Essa ativacdo das células mesenquimais provavel-
mente esta associada a agdo direta do 1,25(OH)2D3contido na
planta, como ja foi sugerido para as alteracdes das células muscu-
lares lisas da parede da aorta5e da parede do estbmago2na into-
xicacdo experimental por S. malacoxylon. Receptores para o
1,25(0OH)2D, tém sido detectados em numerosas tecidos, até mes-
mo miocardio e fibroblastos2 A acédo de diferenciagéo e prolife-
racdo celulares do 1,25-dihidroxicolecalciferol, em diferentes te-
cidos, tem sido relatada em numerosos trabalhos162232%. Essas
constatacOes reforcam a hipdtese de que as alteragdes observadas
neste trabalho nos cardiomidcitos e nas células intersticiais, e pro-
vavelmente também na intoxicacdo pela vitamina D, sdo mani-
festagOes de uma agéo direta do 1,25(OH),D3sobre essas células.

O mecanismo da deposicdo de calcio, tanto no intersticio

como no sarcoplasma dos cardiomio6citos e das células
mesenquimais ativadas, é ainda objeto de discussdo. O
1,25(0OH)2D3 pode promover o aumento do célcio nas células
musculares cardiacas por uma ativagdo dos canais do calcio nas
membranasé. Tem sido sugerido, por outro lado, que 0o aumento
do célcio intracelular nas células do miocardio, em conseqiiéncia
da hipercalcemia, seria a causa da necrose destas células®, em
oposicao a teoria que considera que os depositos intracelulares
de calcio, no curso de hipervitaminose D, ocorreriam em células
estruturalmente ja lesadas2

Verificou-se que na hipervitaminose D induzida em ratos,
as alteragdes do miocardio aparecem ndo somente como necrose
e calcificagdo, mas também como ativagdo dos midcitos e das
células intersticiais, e que esta estimulacdo da estrutura das célu-
las musculares persistia algum tempo depois da administracdo da
vitamina D3 Isso sugere que deve haver um outro mecanismo
envolvido na génese destes processos, além do aumento da
calcemia exercido pela vitamina D. AlteracBes celulares seme-
lhantes ja foram descritas nas células musculares lisas da parede
e mucosa do estbmago nas intoxicacdes experimentais por 5.
malacoxylon em coelhos2 o que parece indicar que a diferencia-
¢édo celular induzida pelo 1,25(0OH),D3desempenha um papel im-
portante na patogenia do processo de mineralizagdo do miocéardio
observado neste trabalho.

SUMMARY

Six rabbits of both sexes, 3-months old, were given via gastric tube an aqueous extract of the plant Solanum malacoxylon, equivalent
to 100 mg of dried leaves per kg of body weight. Two rabbits (controls) did not receive the extract and were killed at the end of the
experiment. All others rabhits were killed at 48,72 and 120 hours after extract administration. Fragments of myocardium were sampled
and processed for both lightand electron microscopy. Most significant gross changes observed were whitish streaks in the m¥ocarq|um,
especially in the right atrium. On light microscopic examination, groups of muscle cells had swollen sarcoplasms with loss of striations,
slight basophila and eventual sarcoplasmic vacuolizations. These groups of cells were usually surrounded by macrophages,
mesenchymal cells and few neutrophils admixed with necrotic debris. There was a delicate granular basophilic material inthe interstitium.
Von Kossa staining revealed, at these sites, calcium deposits within the sarcoplasm of cardiac myocytes in the interstitium and,
occasionally, around apparently non damaged myocytes. There was mineralization of the medial tunic of coronary arteries. On the EM
examination the following changes were observed: activation of cardiac myocytes and interstitial cells, calcium deposits in the interstitium
and in the sarcosplasm of cardiac myocytes, as well as in the cytoplasm of interstitial cells. In late stages there was necrosis of cardiac
myocytes, with mineralization and cytolisis. Few neutrophils and macrophages, with phagocytized mineral necrotic debris were also
observed at these sites. The morphological aspect of the myocardium suggests that necrosis and calcification result from the direct
action of the 1,25(0H)2D3present in the plant on the myocardial cells. No changes in the myocardium of control rabbits were found.

UNITERMS: Calcification; Myocardium; Poisonous plants; Rabbits; Plant poisoning.
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