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C OM PA RTIM ENTO LISOSSÔM lCO H EPÁ TIC O  RELACION A D AS AO TEM PO 

DE IN FEC Ç Ã O

Luiz Erlon Rodrigues e Maria de Fátima Dias Costa

O Schistosoma mansoni e/ou seus ovos causam uma hepatopatia muito impor­
tante e com aspectos anátomo-clínicos bem característicos. Uma vez carregados pela 
corrente circulatória, os vermes podem ocluir ramos dicotômicos de maior calibre do 
sistema portal e, quando mortos produzem lesões às vezes extensas, primeiro necróticas, 
depois inflamatórias e, posteriormente cicatriciais, sempre circunscritas e não siste­
matizadas. Os ovos, além de penetrarem no‘s ramúsculos não dicotômicos da rede pe­
riductal, alcançam os ramos de distribuição ou até mesmo as vênulas aferentes, ocluin- 
do muitas delas e, como conseqüência, formam os granulomas intravasculares que 
podem levar a uma interrupção da corrente sangüínea portal a esse nível e alterações da 
circulação intralobular. A diminuição da taxa de oxigênio disponível e conseqüente­
mente o decréscimo do pH  intra e extracelular são potentes labilizadores das membra­
nas dos diversos componentes do compartimento lisossômico. A saída de hidrolases áci­
das, proteínas catiônicas e hidrolases neutras, a partir desses orgãnulos, acarreta agres­
sões tissulares muito importantes, com o desencadeamento e/ou manutenção dos pro­
cessos inflamatórios típicos desta parasitose. Neste trabalho estudou-se as atividades 
lisossômicas ligadas às diversas fases da esquistossomose mansônica hepática. Os 
resultados indicaram que a integridade funcional dos complexos membranosos do com­
partimento lisossômico fo i significativamente alterada, já  a partir do segundo mês da 
infecção e que parece haver um estreito relacionamento entre o agravamento das lesões 
inflamatórias hepáticas com uma maior labilidade lisossômica.

Palavras chaves: Esquistossomose mansônica. Compartimento lisossômico hepá­
tico. Atividade lisossômica. Lisossomos.

A esquistossomose mansônica causa uma hepa­
topatia que, microscopicamente, exibe vários graus de 
lesões inflamatórias destrutivas e obstrutivas dos 
ramos do sistema porta intra-hepático, além de gra­
nulomas em tomo de restos dos vermes e/ou ovos do 
Schistosoma mansoni3 4 8 12 21 31 Esses granulomas 
intravasculares podem levar a uma interrupção da cor­
rente sangüínea portal e a alterações da circulação intra­
lobular. Apesar disso, os hepatócitos, as células de 
Küpffer, os sinusóides e os lóbulos em geral não são 
atingidos diretamente pelo processo, porém sofrem 
suas conseqüências, decorrentes dos distúrbios da 
circulação portal21.

Freqüentemente, ao lado das lesões venosas, 
observa-se uma hipertrofia da artéria hepática, espe­
cialmente ao nível do plexo peribiliar20. Para Andrade 
e Cheever5, essa arteriolização se acompanha de uma 
maior susceptibilidade do parênquima à queda da 
pressão sistêmica, podendo levar à necrose focal 
isquêmica e à diminuição do gradiente de oxigênio 
entre a artéria hepática e a veia porta23.
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A infiltração crônica por células mononuclea- 
res, que sempre se observa, parece estar ligada 
principalmente a causas imunológicas2 6 10 15 24 32.

Das células polimorfonucleares, na fase aguda, 
e das mononucleares, na fase crônica da inflamação, 
foram isoladas várias substâncias e fatores flogogêni- 
cos, diretamente ligados aos lisossomos34. Dentre 
eles, destacam-se os mediadores vasoativos e ativa- 
dores desse sistema, os agentes quimiotáxicos, alguns 
dos quais são capazes de quebrar diversas frações dos 
complementos séricos, numerosos agentes enzimá- 
ticos com a capacidade de destruir a parede dos vasos e 
o tecido conjuntivo subjacente, além de ativadores da 
coagulação e da fíbrinólise.

O potencial de mediadores da inflamação libe­
rado a partir do complexo lisossômico, principalmente 
dos neutrófilos e de outras células envolvidas com os 
processos inflamatórios, inclusive plaquetas, é consti­
tuído, essencialmente, de hidrolases ácidas, proteínas 
catiônicas e hidrolases neutras19.

Todo esse conteúdo intralisossômico está pre­
servado, em estado latente, por um complexo mem- 
branáceo cuja integridade físico-química é de extrema 
importância para a fisiologia celular.

De acordo com Fox e cols11, Kangilaski14 e 
Rodrigues e Galle27, vários agentes, dentre eles, a
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diminuição do pH intracelular, a diminuição da taxa 
de oxigênio disponível para os tecidos, certos cristais, 
exotoxinas, endotoxinas e complexos imunes, podem 
modificá-lo físico-quimicamente ou mesmo rompê-lo, 
permitindo a saída de componentes do conteúdo 
lisossômico e contribuindo para o desenvolvimento 
e/ou manutenção dos processos inflamatórios.

Diante do exposto, resolvemos estudar o envol­
vimento do compartimento lisossômico no desenvol­
vimento da lesão esquistossomótica, sobretudo no que 
diz respeito à físico-química de suas membranas e 
tentar relacionar as possíveis alterações das atividades 
lisossômicas com as diferentes fases evolutivas da 
esquistossomose mansônica hepática.

MATERIAL E MÉTODO

Foram utilizados dois grupos de camundongos 
albinos, de ambos os sexos, normalmente alimentados 
e constituídos de 20 animais para o controle e de 80, 
para o grupo dos infectados. Os animais foram manti­
dos em gaiolas com no máximo 10 deles, sob condi­
ções semelhantes de umidade, temperatura, ilumina­
ção e ingestão hídrica.

A infecção dos camundongos, ainda jovens, 
pesando em média 18 gramas, foi feita com 100 
cercárias, segundo a técnica descrita por Standen30 e 
efetuada no Centro de Pesquisas Gonçalo Muniz 
(FIOCRUZ -  Salvador). O principal controle da 
infecção foi realizado através de exames de fezes 
efetuados em todos os animais após 60 dias do início 
da mesma.

Todos os camundongos constituintes do grupo 
controle e do infectado, em diferentes períodos da 
infecção, com 45,68, 82 e 100 dias, foram mortos por 
traumatismo craniano sem o emprego de anestesia. 
Seus fígados foram imediatamente retirados e coloca­
dos separadamente em solução tamponada de sacarose 
25 x 1 0 10 M, pH 7,4 e entre 2o a 4°C. De cada um 
deles foi retirado um fragmento do lóbulo maior para a 
avaliação histológica do grau de infecção e, no caso 
dos fígados controles, para a segurança de que os 
mesmos não estavam sujeitos a qualquer outro quadro 
nosológico.

Cada órgão, depois de separado da vesícula 
biliar, foi picotado na mesma solução e lavado diversas 
vezes para a retirada, ao máximo possível, do sangue. 
Em seguida, os fragmentos foram separadamente, 
ressuspensos na proporção de 1/ 10, em nova solução 
tamponada a 7,4 e a 2°C, especialmente adaptadas 
para a separação de orgânulos celulares por Voss e 
cols33 e homogeneizados em aparelho de Potter- 
Elvejhem, a 250 rpm, num tempo máximo de 2 
minutos, em banho de gelo fundente.

A fração rica em lisossomos e partículas corre­
latas, correspondente a cada fígado, foi isolada por 
centrifugação fracionada e refrigerada a 2°C, no

sedimento de 32.000 g, durante 20 minutos, segundo a 
técnica proposta por Rodrigues e cols28. Este sedimen­
to que concentra a maioria dos diversos componentes 
do compartimento lisossômico hepático, como por 
exemplo, vacúolos autofágicos, heterofágicos, autofa- 
golisossomos, heterofagolisossomos, grânulos de se­
creção, lisossomos primários e corpúsculos residuais, 
foi utilizado como fonte das observações experimen­
tais. Ele foi ressuspenso com a solução tampão 
especial para um volume igual àquele do homogenei­
zado inicial e incubado durante 20 minutos em banho 
de gelo. Após esse tempo, foi submetido a uma nova 
centrifugação a 32.000 g, durante 20 minutos, para a 
separação, num novo sedimento dos lisossomos in­
tactos e das membranas daqueles que foram lisadas 
durante o tempo de incubação.

A determinação da atividade lisossômica neste 
último sobrenadante permite a avaliação das condi­
ções físico-químicas relacionadas com uma maior ou 
menor estabilidade das membranas lisossômicas, 
ligadas às diversas fases evolutivas da esquistosso­
mose mansônica hepática.

Esta atividade foi avaliada através da ortofos- 
fórico mono ester fosfohidrolase, 3.1.3.2. (fosfatase 
ácida), segundo a técnica proposta por Andersh e 
Szcypinski1, usando o p-nitro fenilfosfato como subs­
trato. As dosagens das proteínas totais foram efetua­
das através a técnica de Lowry e cols16.

Sendo os lisossomos e partículas correlatas, 
orgânulos muito frágeis, podem apresentar modifica­
ções físico-químicas algumas vezes severas, chegando 
mesmo à lise de suas membranas, com a conseqüente 
liberação dos seus conteúdos enzimáticos, quando 
submetidos às variadas condições experimentais. 
Portanto, cada experiência controle foi processada em 
dobro, usando-se numa delas, a digitonina 10 mM. As 
próprias condições de isolamento e de experimentação 
podem contribuir para a lise lisossômica. Somente 
aquelas experiências, onde o efeito lisante, causado 
pela digitonina, alcançou cinco vezes a atividade do 
controle, foram consideradas ideais26.

RESULTADOS

A integridade funcional das membranas dos 
diversos componentes do compartimento lisossômico 
pode ser avaliada através da medida da atividade da 
enzima fosfatase ácida, sempre presente no interior 
dessas partículas. A saída dessa hidrolase para o meio 
externo é um indicador bioquímico, dos mais seguros, 
no que tange à estabilidade das membranas lisossô­
micas.

A atividade controle, obtida de lisossomos 
isolados de fígado de animais não submetidos a 
infecção esquistossomótica, foi de 11,6 ± 2 ,5  mUI 
por miligrama de proteínas totais, em termos de 
fosfatase ácida.
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Os animais infectados mostraram atividades 
sempre maiores quando comparadas com os controles. 
Da observação da Figura 1, depreende-se que os 
aumentos das atividades lisossômicas hepáticas, 
observados nos diferentes períodos examinados dá 
infecção esquistossomótica, se fazem de maneira 
marcadamente ligada ao estágio da lesão hepática 
examinada.

EFEITO LÍTICO DA DIGITONINA SO­
BRE A ATIVIDADE USOSSOM1CA EM 
FÍGADOS DE CAMUNDONGOS CON­
TROLES.

A atividade fosfatásica ácida, representativa do 
compartimento lisossômico isolado de fígados de ca­
mundongos infectados com 45 dias, foram de 
13,3 ±  3,8 mUI/mg. Comparada com aquela obtida 
dos controles, este aumento não apresentou, contudo 
significância estatística. No entanto, todos os outros 
resultados obtidos a partir dos 68 dias foram esta­
tisticamente significantes, p <  0,05 para 68 dias, e 
p <  0,01 para 82 e 100 dias.

A atividade enzimática observada no período de 
68 dias, 17,2 ±  3,3 mUI/mg, foi 48% maior que a dos 
controles. As correspondentes aos 82.° e 100? dias foi 
de 24,2 ±  5,4 e 38,4 ±  8,4 mUI/mg, portanto 109 e

231% respectivamente maiores que aquela encontra­
da no compartimento lisossômico, isolado de fígados 
de animais não infectados.

No sentido de avaliar os métodos de isolamento 
e de experimentação empregados e relacionados com o 
compartimento lisossômico foi efetuada a prova da 
digitonina sobre as experiências controles.

Observa-se, na Figura 2 que os lisossomos 
isolados de fígado de animais não infectados, tratados 
pela digitonina 10 mM, apresentaram uma atividade 
específica igual a 58,4 +  7,4 mUI/mg. Isto corres­
ponde a cinco vezes a atividade encontrada nos 
lisossomos não tratados por esta substância.

N a concentração final empregada de 10 mM a 
digitonina é capaz, segundo Rodrigues e cols26, de 
lisar integralmente os lisossomos e partículas a eles 
correlacionadas, durante o tempo de 20 minutos usado 
na incubação. Este dado é muito importante porque 
permite calcular a atividade lisossômica total em
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determinadas condições de experimentação. Diante 
do exposto, todas as experiências cujos controles apre­
sentaram atividade fosfatásica ácida superior a 20% 
em relação àquela obtida pela lise total provocada 
pela digitonina, não foram aproveitadas. Consideram- 
se como normais as condições de experimentação 
que instabilizam em menos de 20% as membranas dos 
componentes do compartimento lisossômico.

A comparação entre as atividades lisossômicas, 
obtidas para as diversas fases estudadas, da esquis­
tossomose mansônica hepática, com aquela relativa à 
lise total dos lisossomosos, 58,4 ±  7,4 mUI/mg, 
mostra que, com 45 dias, as condições utilizadas no 
isolamento e manipulação dessas partículas são ca­
pazes de lisar 23% das mesmas. Com 68 dias, este ín­
dice de lise aumenta para 29%. Aos 82 e 100 dias, ele 
atinge, respectivamente, 41 e 66%. Isto demonstra 
claramente que, dentro dos limites das condições de 
experimentação empregados, as membranas dos di­
versos componentes do compartimento lisossômico são 
tomadas mais frágeis, à medida que evoluem as 
manifestações hepáticas na esquistossomose mansô- 
nica.

DISCUSSÃO

O grupo de animais com 45 dias de infecção foi 
incluído nas observações experimentais, baseado em 
dois fatos determinantes. Primeiramente Brener9 
observou a presença, nas veias mesentéricas do ca­
mundongo infectado pelo S. mansoni, de vermes 
adultos e acasalados, prontos para a postura de ovos, 
após o trigésimo quarto dia. Secundariamente, Ro­
drigues e cols28 demonstraram que o comportamento 
bioquímico de fígado de camundongos, infectados com 
100 cercarias e com até 30 dias de infecção, apesar de 
ainda não ter sido neles detectada a presença de 
granulomas, causados por vermes ou ovos do parasito 
nos animais usados nas suas experimentações, se 
caracterizava, em termos de atividades respiratórias 
mitocondriais, bastante estimulado, quando compa­
rado com as observações controles. Este grupo de 
camundongos, infectados por 100 cercárias e com 45 
dias de infecção representa, portanto, o início do 
envolvimento hepático na esquistossomose mansônica 
experimental, nesses animais e, se constituiu, no único 
grupo onde o controle da infecção não foi realizado 
através do exame de fezes, feito após o 60.° dia. Este 
controle foi, contudo, efetuado através do estudo 
histológico de fragmentos hepáticos.

A atividade lisossômica medida em termos de 
fosfatase ácida e que representa, de modo indireto, 
mas bastante preciso, as condições físico-químicas de 
estabilidade da membrana desses orgânulos, apre- 
sentou-se significantemente aumentada no fígado dos 
animais infectados pelo S. mansoni. Este aumento foi 
cada vez maior, à medida que as análises eram feitas

nos diferentes grupos de animais infectados. Pode-se 
concluir, baseado nos resultados da parte experimen­
tal que, bem provavelmente, a membrana dos lisosso- 
mos, assim como a das outras partículas a eles 
relacionadas, tomava-se mais lábil na dependência da 
infecção esquistossomótica. O aumento da atividade 
fosfatásica ácida talvez não se deva, como demonstra­
ram Rodrigues e Soares29, ao aumento do número de 
lisossomos decorrentes da infiltração inflamatória 
estabelecida. Isto porque os resultados que exprimem 
as atividades lisossômicas são expressos em valores 
específicos, por sua vez obtidos a partir daqueles que 
expressam as atividades absolutas, relacionados com 
as proteínas de cada amostra.

O aumento da labilidade da membrana dos 
componentes do complexo lisossômico pode ser mo­
tivado por vários fatores que, no caso específico da 
esquistossomose mansônica, parecem ligados à pre­
sença de substâncias catabólicas liberadas pelo verme 
e/ou pelo ovo do parasita, ou ainda pelo menor aporte 
de oxigênio dissolvido, decorrente do infiltrado infla­
matório que se estabelece como também, possivel­
mente, pela obliteração dos sinusóides hepáticos pelo 
parasitismo.

Vários mecanismos tentam explicar as varia­
ções de estabilidade por que passam as diversas mem­
branas do compartimento lisossômico, quando subme­
tidas aos mais diferentes estímulos físicos, químicos e 
biológicos. Obviamente, nenhum dos mecanismos 
propostos explica, integralmente, os fenômenos de 
estabilização por que passam as membranas lisos­
sômicas. Na realidade, muitas são as causas que 
determinam as variações de estabilidade. Raz e 
Goldman22 sugeriram que o aumento na per­
meabilidade das membranas do compartimento li­
sossômico envolve fenômenos osmóticos os quais 
promovem a entrada de substâncias de baixo peso 
molecular para o interior dessas partículas. Isto expli­
caria o aumento da pinocitose de lipídios de baixo peso 
molecular, especialmente ácidos gordurosos não este- 
rificados e triglicerídios, pelos lisossomos, nos perío­
dos iniciais do envolvimento hepático na esquistosso­
mose mansônica.

Muitas das substâncias que atuam modificando 
a estabilidade das membranas interagem com os 
fosfolipídios constitutivos. Segundo Blohm7, apesar 
dessas substâncias pertencerem a tipos farmacológi­
cos extremamente diversos, elas têm natureza química 
comum que as fazem capazes de reagir com os 
fosfolipídios. Todas são bases fracas que se ionizam 
por protonação, possuem grupos hidrofóbicos e, 
usualmente, tem um ou mais núcleos aromáticos. 
Estes compostos são descritos como anfifílicos ou 
anfipáticos, mais especificamente catoanfifílicos, jus­
tamente porque se protonizam. As moléculas anfifí- 
licas aniônicas não apresentam a propriedade de 
interagirem com os fosfolipídios constituintes das
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membranas. Os termos anflfílico e anfipático se re 
ferem à dupla afinidade que essas moléculas possuem; 
todas têm um polo hidrofílico, caracterizada pelo 
grupamento básico ionizado e outro lipofílico, repre­
sentado pela porção de hidrocarboneto apoiar.

Lullmann e cols17 propuseram que tais molé­
culas anfifílicas, no estado de grupamento básico não 
ionizado podem facilmente passar através das mem­
branas biológicas e formarem pares iônicos com­
plexos, com fosfolipídios. Estes complexos formados 
pela interação entre determinadas drogas e os fos­
folipídios constituintes das membranas podem oca- 
cionalmente tomá-las resistentes à degradação normal 
pelas enzimas lisossômicas. Isto explicaria o acúmulo 
e a concentração de certas substâncias pelos lisosso- 
mos, notadamente os metais pesados.

A cloroquina se constitui num dos modelos de 
substâncias lisossomotrópicas mais estudadas, porque 
se trata de um exemplo de base fraca suficientemente 
lipofílica para penetrar através a membrana plasmá- 
tica até o citossol, onde é captada por protonação 
dentro dos lisossomos. Ela e outras drogas anti- 
maláricas são portanto concentradas pelos lisossomos 
de animais superiores tanto “in vivo” quanto “in 
vitro” como demonstraram Mego e Chung18. Além 
deste fato, essa droga tem sido usada como excelente 
inibidor da catepsina B, a mais importante protease 
lisossômica. Compreende-se, então, porque a cloro­
quina é capaz de ser concentrada pelos eritrócitos 
parasitados pelos diferentes plasmódios, a níveis 
muitas vezes maiores que os encontrados no plasma.

Apesar dos fosfolipídios serem extremamente 
importantes na manutenção da função e da estabilida­
de dos complexos de membranas, os outros compo­
nentes lipídicos, a exemplo do colesterol, seus ésteres, 
ácidos graxos livres e triacilglicerois, podem também 
contribuir de maneira decisiva para estas finalidades.

A digitonina, glicosídio extremamente utilizada 
experimentalmente como lisante de membrana lisos­
sômica, tem este efeito explicado porque se combina 
com o colesterol livre das mesmas, formando um 
complexo que não permite a interação fisiológica entre 
esta substância e os fosfolipídios, resultando daí uma 
desestabilização brusca das membranas, terminando 
sempre na lise das mesmas.

O envolvimento do retículo endoplasmático dos 
hepatócitos em animais portadores da esquistossomo­
se mansônica, salientado recentemente por Ro­
drigues25, pode contribuir para o aumento geral de 
lipídios, não só citoplasmáticos como também dos 
lisossomos. Os intercâmbios que se verificam entre 
essas diversas substâncias, componentes das mem­
branas lisossômicas, de um lado, e os altos teores das 
mesmas presentes no citoplasma ou no interior da­
queles orgânulos, do outro, podem contribuir para 
desestabilização desses complexos de membranas. O 
aumento da labilidade das membranas lisossômicas

pode ser acompanhado pela liberação de enzimas 
hidrolíticas e, conseqüentemente, de ataque de com­
ponentes importantes para a fisiologia celular. A 
própria membrana plasmática pode ser lisada por 
essas enzimas o que acarretará a morte celular, com o 
extravasamento dessas mesmas hidrolases para o meio 
externo, iniciando ou mantendo, desse modo, o pro­
cesso inflamatório característico dessa parasitose.

Finalmente, a liberação do conteúdo dos diver­
sos componentes do compartimento lisossômico, a 
partir, principalmente, das células do infiltrado infla­
matório, pelos mecanismos de regurgitação durante a 
fagocitose e de endocitose reversa, descritos por 
Honing e cols13, possivelmente desempenham papel 
muito importante no desencadeamento e/ou manu­
tenção das lesões inflamatórias, ligadas aos com­
plexos imunes na esquistossomose mansônica.

SUMMARY

Schistosoma mansoni and/or its eggs cause 
important hepatic pathology distinguished by very 
characteristic anatomo-clinicalfeatures. I f  carried by 
the blood stream, the worms are able to occlude 
dichotomic branches o f larger diameter o f the portal 
system. These worms, when dead, produce lesions 
that are sometimes extensive, initially necrotic, then 
inflammatory and finally cicatricial. These lesions 
are always circumscribed and not systematized. Besi­
des penetrating into the tiny non-dichotomic branches 
o f the periductal net, the eggs reach the branches o f 
distribution or even the afferent venulae, occluding 
some o f them. Consequently intravascular granu­
lomas are formed which can lead to an interruption o f  
the portal blood stream at this level and to changes in 
the intralobular circulation. The decrease o f the rate 
of available oxygen and consequent decrease in the 
intra and extracellular pH  are potent labilisers of 
membranes o f several components o f the lysosomal 
compartment. The exit o f acid hydrolases, cationic 
proteins and neutral hydrolases from these organelles 
brings about major tissular aggression, represented 
by the formation and maintenance o f the typical 
inflammatory processes o f this parasitism. In this 
work lysosomal activity related to hepatic schisto­
somiasis mansoni has been studied. The results 
indicated that the functional integrity o f the lysosomal 
membrane complexe had been significantly chan­
ged. These changes have been observed from 
the second month o f infection and there seems to be a 
close relationship between the severity o f the liver 
inflammatory lesions and a greater lysosomal la­
bility.

Key words: Schistosomiasis mansoni. Hepatic 
lysosomal compartment. Lysosomal activity.
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