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BIOQUIMICA DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA. VIl — ALTERACOES
LIPIDICAS DAS MEMBRANAS LISOSSOMICAS DURANTE A FASE INICIAL
DA AGRESSAO HEPATICA

LUIZ ERLON ARAUJO RODRIGUES

Departamento de Biofuncdo, Sctor de Bioguimica, Instituto de (Ciéncias da Saude, Universidade Federal da
Bahia, 40140 Salvador, BA, Brasil

Biochemistry of schistosomiasis mansoni. VII — Changes of the lipidic composition of lysoso-
mal membranes at the initial phase of liver injury — Aiming at investigating the changes on the
lipidic constitution of hepatic lysosomal membranes at the initial phase of schisfosomotic damage,
mice have been infected with 30 cercarias and employed for essais in the 30th day of infection.
The triacylglycerois decreased from 220 + 48 ug/mg of total proteins in the control mice, to
165 + 22 ug/mg in the infected ones. Similarily, the free cholesterol, also decreased from 559 + 80
to 396 + 54 ug/mg, the cholesterol esters from 270 + 35 to 216 + 36 ug/mg and the phosphatidy!-
cholines from 44 £ 5,7 to 31 £ 4,9 ug/mg. The phosphatidylserines the phosphatidylethanolamines
and the sphingomyelines increased, respectively from 58 * 9,7 to 60 * 8,5, from 72 = 7.8 10
111 £15,7 and from 36 +4,9 to 63 + 7,1 ug/mg. The free fatty acids showed no statistical signifi-
cance on their variations. They varied from 1,7 * 0,25 uEq/g in the controls to 1,8 + 0,39 uEq/g
in the infected animals. These results indicated that in the initial phase of hepatic schistosomiasis,
before the formation of granulomas, important changes on the lipidic constitution of lysosomal
membranes can be detected. It seems that they are provoked by the catabolic excreted by imma-
ture or adult worms of Schistosoma mansoni present in the portal vein system.

Key words: schistosomiasis mansoni — lysosomal membranes — lipidic composition of lysosomes —
pre-egging phasc

Na fase pré-postural da infeccdo esquistos-
somotica, podem ser detectados focos inflama-
torios no figado, disseminados, com infiltrado
celular predominantemente eosinofilico, intra-
lobular e periportal. Algumas vezes, esta reagio
inflamatodria é acompanhada de fenomenos re-
gressivos graves dos hepatocitos, até mesmo
com focos de necrose, com ou sem relagdo com

a presenca de esquistossomulo (Raso & Bo-
bliolo, 1970).

Desde 1968, Rodrigues ¢t al., demonstraram
que O comportamento bioquimico em camun-
dongos infectados por cem cercdrias e com 45
dias de infeccdo era estatisticamente diferente
dos controles, devido principalmente ao estimu-
lo da biossintese protéica e ao aumento do con-
sumo de oxigénio por mitocondrias isoladas.

O complexo lisossdomico estd, segundo Wil-
loughby (1978), ligado aos mais diversos fend-
menos de defesa celular, destacando-se os de
origens inflamatorias e imunologicas.
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Baxter & Suelter (1983), demonstraram que
o conteudo enzimdtico destas particulas era ca-
paz de hidrolisar, virtualmente, todas as macro-
moléculas biossintetizadas, e que estava preser-
vado por um complexo membranoso da estru-
tura lipoproteica.

Kangilaski (1981) e Rodrigues & Galle
(1985) descreveram vdrios agentes capazes de
modificar fisicoquimicamente, ou mesmo rom-
per essas membranas, permitindo a saida dos
componentes intralisossdmicos e, contribuindo
para o desenvolvimento ou manutengdo dos
processos inflamatorios.

Neste trabalho sdo estudadas as altera¢des na
constituicdo lipidica das membranas dos diver-
sos componentes do comportimento lisossomi-
co hepidtico, durante a fase pré-postural da in-
feccdo esquistossomética, com o intuito de se
contribuir para um melhor entendimento do
significado desta fase.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados dots grupoes de 25 camun-
dongos albinos, de ambos os sexos, normatmen-
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te alimentados e mantidos sob condi¢des seme-
lhantes de umidade, temperatura, iluminaco e
ingestdo hidrica. Um dos grupos foi usado co-
mo controle e o outro, infectado com 30 cerca-
rias do Schistosoma mansoni, segundo a técnica
descrita por Standen (1949). Esta infeccdo, efe-
tuada nos camundongos ainda jovens, pesando

em média 18 g, foi executada no Centro de Pes-
quisa Gongalo Muniz (FIOCRUZ — Salvador).

Todos os animais constituintes do grupo
controle e do infectado, com 30 dias de infec-
¢do, foram mortos por traumatismo craniano,
sem emprego de anestesia. Seus figados foram
imediatamente retirados e colocados, separada-
mente, em solu¢do tamponada de sacarose
25 x 107 M, pH 7.4 e entre 2 a2 49C. De cada
um deles foi retirada uma pequena por¢do para
a avaliacdo histologica de que ndo estavam su-
jeitos a qualquer outra doenga hepdtica.

Cada 6rgdo, depois de separado da vesicula
biliar, foi picotado na mesma solucdo e lavado
diversas vezes para a retirada, no maximo pos-
sivel, do sangue. Em seguida os fragmentos fo-
ram separadamente ressuspensos na propor¢ao
de 1/10, em nova solu¢io tamponada a pH 7.4
e a 29C, especialmente adaptada para a separa-
¢do de orginulos celulares por Voss et al
(1963), e homogeneizados em aparelhos de
Potter Elvejhem a 250 rpm, num tempo maxi-
mo de 2 min, em banho de gelo fundente.

A fragdo rica em lisossomos e particulas cor-
relatas, correspondente a cada figado, foi isola-
da por centrifuga¢do fracionada e refrigerada a
20C, no sedimento de 32.000 x g, durante
20 min, segundo a técnica proposta por Rodri-
gues et al. (1968).

Os fragmentos de membrantas dos diversos
componentes do compartimento lisossdmico fo-
ram isolados por nova centrifugacdoa 32.000x g
durante 20 min, a partir do lisado lisossémico,
efetuado pela suspensdo em dgua destilada, do
sedimento rico nessas particulas, congelado a
— 209C e descongelado por duas vezes sucessi-
vas. Segundo de Duve et al. (1961), estes dois
fatores fisicos, representados pelos choques
hipo-osmotico e térmico, sdo capazes de desin-
tegrar a totalidade dos lisossomos, sem modifi-
cacdes de sua constituicdo bloquimica. Apoés
duas lavagens consecutivas com dgua destilada.
os fragmentos membranosos obtidos foram usa-
dos para a extracdo e dosagem dos seus compo-
nentes lipidicos estruturais. Utilizou-se a técni-
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ca descrita por Bligh & Byer (1970), ligeiramen-
te adaptada, onde cada amostra de membranas
foi ressuspensa em dgua destilada, para 0 mes-
mo volume do homogeneizado inicial, e transfe-
rida para um homogencizador, tipo “waring
blendor™, acrescida de volume 1déntico ao seu,
de clorof6érmio € metanol e, em seguida, homo-
geneizada em duas sessdes de 30 segundos. Lo-
go em seguida 4 homogeneiza¢do, todo o con-
teddo foi transferido para um funil de separa-
¢do de 250 ml. A transferéncia de todo o mate-
rial foi assegurada pela lavagem da cdmara de
homogeneizagdo com um volume de aicool
metilico, igual ao antes utilizado. Depois de
submeter o conjunto de extracdo, a agitacao
por 5 min, 0 mesmo foi colocado em repouso
para a separagdo das fases cloroférmicas e meta-
nol-aquosa. Esta dltima contém os componen-
tes hidrossoliveis, representados em sua maijoria
pelas proteinas constitutivas das membranas,
enquanto que a cloroférmica contém, segundo
Blich & Byer (1970), praticamente todos oS
lipidios. Cada fase cloroférmica foi transferida
para um frasco de boca larga, identificado com
as caracteristicas do animal de onde resultou e
levado para uma estufa com aeracdo forgada,
onde todo o cloroférmio foi evaporado, sob
uma temperatura mantida em 609C, ligeiramen-
te inferior aquela do seu ponto de ebuligdo.
Este procedimento evitou que os lipidios fos-
sem hidrolisados ou sofressem altera¢des fisico-
quimica detectaveis.

As amostras resultantes foram suspensas em
5 ml de cloroférmio e usadas para as avaliagles
bioquimicas dos lipidios totais (Muldner et al.,
1962), trigliceridios (Rice, 1970), dcidos graxos
livres (Dole, 1976), colesterol total (Delsal,
1954), ésteres do colesterol (Faure, 1954) ¢ dos
fosfolipidios totais (Ellefson & Caraway, 1976).
Os etanolaminafosfatidios, serinatosfatidios,
colinafosfatidios e esfingofosfatidios, tostolipi-
dios mais expressivos qualitativa e quantitativa-
mente em outros complexos membranosos a
exemplo das membranas plasmaticas, mitocon-
driais, nucleares, do aparelho de Golgi e reticu-
lo endoplasmadtico, foram dosados por cromato-
grafia de camada fina em suporte de silica gel
H, de acordo com a técnica descrita por Skipski
et al. (1970). A avaliagdo quantitativa dos fos-
folipidios foi feita através da planimetria de ca-
da mancha isoladamente e os resultados relacio-
nados as proteinas totais, contidas no sedimen-
to original das membranas do comportamento
lisossomico, dosadas pela técnica proposta por
Lowry et al. (1951).
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RESULTADOS

A Tabela resume os resultados, estatistica-
mente tratados e correspondentes aos figados
dos animais controles e com 30 dias de infec¢do
pelo S. mansoni Todos eles foram expressos em
microgramas do lipidio em questdo, por miligra-
ma de proteinas totais, presentes em cada amos-
tra de membranas lisossdmicas analisada. No ca-
so especifico dos acidos graxos livres eles foram
expressos em normalidade, correlacionada com
as proteinas totais (uEg/mg).

Os trigliceridios variaram de 220 + 48 ug/mg
nos controles para 165 * 22 ug/mg nos infecta-
dos, com 35 dias de durag3o da infeccdo. Essa
diminuicdo do teor de trigliceridios presentes
nas membranas dos diversos componentes do
compartimento lisossdmico, na fase inicial da
infec¢do foi estatisticamente significante (p <
0,05) e corresponde em termos médios, a um
valor 25% menor que o encontrado nos contro-
les.

No que se refere aos teores de colesterol e
dos colesterolesteridios, os resultados obtidos
para o grupo dos infectados mostraram uma di-
minui¢do estatisticamente significante (p <
0,05), tanto do colesterol total quanto dos seus
ésteres e, por extensdo, também do colesterol
livre, quando comparados com o dos controles.

O colesterol total passou de 539 * 80 upg/mg
nos controles, para 396 £ 54 ug/mg nos intecta-
dos. Isto corresponde a um decréscimo de 27%.
Os ésteres do colesterol apresentaram 20% de
decréscimo. Passaram de 270 * 35 ug/mg nos
controles, para 216 1 36 ug/mg. O indice de es-
terificacdo, nos dois grupos, permaneceu, prati-
camente inalterado, em tomo de 50%.

As pequenas variaches observadas entre os
grupos controle e infectado, relativas as concen-
tracGes de acidos graxos livres, expressas em
microequivalentes-grama por miligrama de pro-
teinas totais, ndo foram significativas.

Os valores achados para os lipidios totais,
dosados nas membranas lisossomicas isoladas de
figados dos animais controles, 700 £ 156 pg/mg,
ndo foram estatisticamente diferentes daqueles
encontrados para os animais com 30 dias de 1n-
feccdo esquistossomética, 645 £ 122 ug/mg.

A Figura expressa os resultados encontrados
para os fosfolipidios analisados e referentes aos
grupos controle ¢ infectado. Nos animais con-
troles, os etanolaminafosfatidios contribuem
para a constituicdo desses complexos de mem-
branas, com teores 24% maiores que os serina-
fosfatidios e 61% maiores que os colinafosfati-
dios. Essas diferencas foram todas dignificantes.

TABELA

Variacdes dos teores lipidicos nas membranas dos lisossomos isolados de figados de camundongos
controles e com 30 dias de infec¢fo pelo Schistosoma mansoni

Resultados expressos em ug/mg de proteinas totais

Tipos de lipidios

na amostra analisada

Controles Infectados
Trigliceridos 220 £48 165 £ 722
p < 0,05
Colesterol total 539 £ 80 396 * 54
p <0,05
Esteres do colesterol 270 + 35 216 £ 36
p < 0,05
Lipidios totais 700 £ 156 645 122
N. S.
Acidos graxos livres em uEq/mg 1,7 £0.35 1.8 0,39
N. S,

N. 8. = Nio significante estatisticamente.
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As membranas lisossdmicas dos animais con-
troles possuem 32% mais serinatosfatidios do
que colinafosfatidios. Somando-se os valores
encontrados para os trés tipos de glicerofosta-
tidios, correspondentes ainda aos animais con-
troles, chegou-se a conclusdo que as membranas
lisossOmicas, isoladas de figado desses animais,
possuem 3.8 vezes mais de substancias perten-
centes a este grupo que de esfingofosfatidios.

As membranas dos diversos componentes do
compartimento lisossdmico, isoladas de figados
de animais com 30 dias de infec¢do, mostraram
uma concentracdo 54% maior em etanolamina-
fosfatidios do que aquelas isoladas dos contro-
les. Este aumento foi significante e da ordem de
p < 0,05. O aumento de 75% verificados com
esfingofosfolipidios foi altamente significante,
p < 0,01. Enquanto os serinafosfatidios, estatis-
ticamente, ndo variaram, os colinafostatidios
diminuiram de 30%. Esta diminui¢do, sempre
relacionada com os controles, foi estatistica-
mente significante, p < 0,05.
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Variactes dos teores de fosfolipidios nas membranas
dos lisossomos isclados de figados de camundongos
controles e com 30 dias de infecgdo pelo Schistosoma
mansoni,

DISCUSSAQ

Rodrigues (1984), demonstrou que a integri-
dade funcional dos complexos de membranas
dos diversos componentes do comportimento
lisossémico, em figados de camundongos infec-
tados por 100 cercdrias do S. mansoni, estava
bastante alterada apés os primeiros 45 dias apos
exposi¢do cercariana ¢ que esta alteragdo estava,
por sua vez, relacionada ao aumento da labilida-
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de das membranas lisossOmicas ¢ diretamente
ligada ao tempo de infecc¢do.

Aquele achado experimental € bastante su-
gestivo e parece indicar que a maior fragilidade
dos lisossomos em animais infectados pelo
S. mansoni, pode estar correlacionada com mo-
dificagdes na constitui¢do lipidica das membra-
nas desses orginulos. Os resultados atuais mos-
traram que os triacilglicerois, por exemplo, tive-
ram seus teores diminuidos durante os pri-
meiros 30 dias de infec¢do. Esta vanacao, para
menos, parece concordante com o aumento do
consumno de oxigénio verificado em mitocdn-
drias isoladas de figado de animais nessa fase da
infec¢do esquistossomotica (Rodrigues et al.,
1968). Possivelmente, este tipo de lipidioc de
reserva ¢ utilizado bioenergicamente durante
esta fase de estimulo respiratorio ¢ de biossinte-
se protéica, contribuindo para uma diminuigdo
dos seus teores nas membranas lisossOmmcas
decorrente do ‘“‘turnover” de que estas partici-
pam, principalmente, com o citopiasma.

O aumento da labilidade da membrana dos
componentes do complexo lisossémico, no caso
especifico da esquistossomose mansonica, pare-
ce ligado 4 presenga de substdncias catabolicas
liberadas pelos vermes imaturos e/ou ovos, ou
ainda, pelo menor aporte de oxigénio dissolvi-
do, decorrente do infiltrado inflamatoério que se
estabelece como também, possivelmente, por al-
teracBes nos sinuséides hepaticos.

Virios mecanismos tentam explicar as vana-
¢oes de estabilidade por que passam as diversas
membranas do compartimento lisossdémico,
quando submetidos aos mais diferentes estimu-
los fisicos, quimicos e biolégicos. Raz & Gold-
man (1976), sugeriram que o aumento na per-
meabilidade das membranas estaria ligado a fe-
ndmenos osmobticos 0s quais promoveriam d €n-
trada de substidncias de baixo peso molecular
para o interior lisossdmico. Isto talvez ajudasse
a explicar o aumento da pinocitose de lipidios
de baixo peso molecular, principalmente os aci-
dos graxos livres e trigliceridios, pelos lisos-
somos, nos periodos iniciais do envolvimento
hepdtico na esquistossomose mansonica.

Finalmente, parece vélido supor que o dese-
quilibrio bioquimico que se estabelece entre os
diferentes lipidios que contribuem para a cons-
titui¢do das membranas dos diversos componen-
tes do compartimento lisossdmico, pode expli-
car, em parte, a participa¢do desses organulos,



ALTERACOES LISOSSOMICAS NO FIGADO ESQUISTOSSOMOTICO 51

mesmo na fase inicial da esquistossomose man-
sonica hepdtica. O aumento na fragilidade de
suas membranas ¢ sempre acompanhado da
saida de parte do seu conteudo e, conseqliente-
mente, do estabelecimento e/ou manutencéo
do processo inflamatério.

Os resultados experimentais obtidos permi-
tem, portanto, conjeturar sobre o emprego tera-
péutico de drogas com propriedades estabiliza-
doras das membranas do compartimento lisos-
somico, a exemplo dos corticosteroides e outras
{Rodrigues, 1986}, desde a fase inicial da infec-
¢do esquistossomética, contribuindo talvez,
para uma resposta inflamatoria menos intensa
ao nivel do figado.

RESUMO

Bioquimica da esquistossomose mansonica.
V11 — alteracdes lipfdicas das membranas lisos-
somicas durante a fase inicial da agressdo hepa-
tica — Com o intuito de se estudarem as altera-
¢Oes nos teores lipidicos, constituintes das
membranas lisossomicas, em figados, durante a
fase inicial da agressdo esquistossomotica, fo-
ram utilizados camundongos infectados com
30 cercdrias e 30 dias de infeccdo. Os triagliceri-
dios passaram de 220 * 48 ug/mg de proteinas
totais nos controles, para 165 + 22 ug/mg, nos
infectados. Na mesma ordem também dimi-
nuiram o colesterol livie de 539 = 80, para
396 + 54 ug/mg; os ésteres do colesterol de
270 = 35, para 216 + 36 ug/mg e os colinafos-
fatidios de 44 £ 5,7 para 31 £49 ug/mg. Os
serinafosfatidios, os etanolaminafosfatidios e os
esfingofosfatidios aumentaram, respectivamen-
te de 58 + 9.7 para 60 + 8,5, de 72 + 7.8 para
111 15,7 e de 36 £+ 49 para 63 = 7,1 ug/mg.
Os dcidos graxos livres nd3o se alteram significa-
tivamente, passaram de 1,7 * 0,35 uEq/g, nos
controles, para 1,8 * 0,29 uEq/g nos animais
infectados. Esses resultados parecem indicar
que na fase inicial de esquistossomose mansoni-
ca hepdtica, antes da forma¢ao dos granulomas,
sdo detectadas alteracdes importantes na cons-
tituigdo lipidica das membranas do comparti-
mento lisossdomico. Elas, talvez, sejam devidas a
produtos catabdlicos, excretados por vermes
imaturos ou adultos, presentes em vasos do sis-
tema portal.

Palavras-chave: esquistossomose mansonica —
membranas lisossomicas — composi¢do lipidica dos
lisossomos — fase pré-postural
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