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BIOQUIMICA DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA:
ENVOLVIMENTO DOS SIDEROSSOMOS NOS
PROCESSOS INFLAMATORIOS HEPATICOS

Luiz Erlon Aratjo Rodrigues e Pierre Galle

Os processos inflamatérios que se desenvolvem durante as etapas avangadas da
esquistossomose mansonica hepdtica foram relacionados, com o aciimulo de sideros-
somos, a capacidade dos ions ferrosos/férricos de desencadearem a formacdo de
radicais livres e a peroxidagao de lipidios membrandceos, assim como a diminui¢ao da
estabilidade das membranas dos diversos componentes do compartimento lisossomico
hepatico. Os lisossomos isolados de figados de camundongos infectados por 100
cercdrias, com 80 e 100 dias de infecgdo, foram respectivamente, 2,5 e quase 4 vezes
mais frigeis que os controles, isolados de figados de camundongos néo infectados. A
presenca de siderossomos em grande quantidade foi demonstrada por espectrometria

aos raios-X.
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Entre as diversas causas que podem desenca-
dear ou manter os diferentes graus de lesdes inflamato-
rias observadas na hepatopatia esquistossomotica, se
destacam: a obliteragdo de ramos do sistema porta
intra-hepaticos por vermes e/ou ovos do S. mansoni 2,
o aumento da labilidade das membranas dos diversos
componentes do compartimento lisossdomico das cé-
lulas hepaticas envolvidas24 e, finalmente, os efeitos
de superoxidos e outros radicais livres decorrentes da
lise de hemacias comprometidas com as lesdes vascu-
lares obstrutivas19.

Os esquistossdmulos do Schistosoma mansoni
vivem em intimo contacto com células sangiiineas
humanas, principalmente as hemacias, desde o tercei-
ro ou quarto dia apos a infecgol4. A superficie desses
parasitas é coberta por duas memibranas. A externa,
rica em lisofosfatilcolina tem a capacidade de aderir a
neutréfilos, eosinofilos, macréfagos e hemacias e lisar
as membranas plasmaticas dessas células, com a
conseqilente saida dos seus conteudos citoplasmati-
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cos, permanecendo suas membranas aderidas a super-
ficie dos parasitas’. E a membrana interna, muito
semelhante & membrana plasmatica das demais célu-
las de mamiferos8.

Rodrigues ¢ Costa24 demonstraram que os
diversos componentes do compartimento lisossdmico
isolados das células hepaticas de camundongos infec-
tados por 100 cercarias eram significantemente mais
frageis que os controles nao infectados. A diminui¢cao
da estabilidade das membranas desses organulos
favorece a saida de hidrolases acidas, proteinas catio-
nicas e hidrolases neutras capazes de desencadear
e/ou manter o processo inflamatorio23,

Radicais livres, principalmente aqueles deri-
vados do oxigénio, como o superdxido (O7), a hidro-
xila (HO™) e o0 anion hipoclorito (ClO™), sdo produzi-
dos duranté a reagdo inflamatoéria, especialmente
pelos leucocitos polimorfonucleares e macrofagos3.

Diante do exposto, resolvemos estudar, através
do emprego de técnicas bioquimicas que avaliam as
condigdes fisico-quimicas das membranas lisossomi-
cas, de microscopia eletronica e de microanalises por
espectrometria aos raios-X (sonda de elétrons), o
envolvimento do compartimento lisossomico das cé-
lulas hepaticas com o metabolismo do ferro, relacio-
nando os achados experimentais que se observam na
fase avangada da esquistossomose mansdnica, em
camundongos.

MATERIAL E METODOS

Camundongos albinos, jovens, pesando em mé-
dia 18 gramas, de ambos os sexos, normalmente
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alimentados, foram infectados por 100 carcarias,
segundo técnica descrita por Standen29 e controlados
por exames de fezes apos 60 dias do inicio da citada
infecgdo.

Vinte animais com 80 e outros vinte com 100
dias de infecgio, além de mais vinte ndo infectados,
foram sacrificados por traumatismo craniano, sem
anestesia. Seus figados imediatamente retirados e
colocados, separadamente, em solugao tamponada de
manitol 25 X 10~2M, contendo TRIS (hidroximetil)
aminometano 10—2M, etileno diaminatztraacetato
dissodico (EDTA-sodico) 2 X 10~4M, cloreto de
potassio 10—2M, fosfato monopotassico 5 X 10—3M e
fosfato dissodico 5 X 10—3M, pH 7.4 e entre 2° 2 4°C.
De cada um deles foi retirado um fragmento do 16bulo
maior para os estudos microanaliticos e de microsco-
pia eletronica. O restante, depois de separado da
vesicula biliar, foi reduzido a pequenos fragmentos e
lavado na mesma solugdo tamponada até a retirada,
a0 maximo possivel, do sangue. Em seguida, os
fragmentos foram homogeneizados em aparelho de
Potter-Elvejhem, a 250 rpm, no tempo maximo de 2
minutos, em banho de gelo fundente.

A frag@o rica em lisossomos e particulas corre-
latas, correspondente a cada figado, foi isolada no
sedimento de 32.000g, por centrifugagio fracionada e
refrigerada a 2°C, durante 20 minutos, segundo
técnica descrita por Rodrigues e cols23. Este sedimen-
to que concentra a maioria dos componentes do
compartimento lisossdomico hepatico, a saber, vacio-
los autofagicos e heterofagicos, autofagolisossomos,
granulos de secre¢@o, lisossomos primarios, lisosso-
mos secundarios e corpusculos residuais, foi utilizado
como fonte das observagdes experimentais. Ele foi
ressuspenso para um volume igual ao do homogenei-
zado inicial, usando a solugdo tamponada de manitol
antes descrita e incubado em banho de gelo fundente
durante 20 minutos. Apos esse tempo, foi submetido a
nova centrifugag@o a 32.000g durante 20 minutos ¢ a
2°C, para a separagdo, num novo sedimento, dos
diversos componentes do compartimento lisossdmico
ainda intactos. A determinagao da atividade fosfatasi-
ca 4acida (ortofosforico-monoéster-fosfohidrolase,
3.1.3.2) neste ultimo sobrenadante permite a avalia-
¢ao das condigdes fisico-quimicas relacionadas com a
estabilidade das membranas lisossdmicas. A atividade
enzimatica foi medida segundo a técnica proposta por
Roy e cols27. As dosagens das proteinas totais foram
efetuadas segundo a técnica de Lowry e cols, modifi-
cada por Rodrigues e cols26.

As observagdes por microscopia eletronica e as
microanalises do compartimento lisossdmico foram
efetuadas a partir de pequenos fragmentos do tecido
hepatico, previamente identificados e colocados em
solugéo tamponada de fosfato 1071M, pH 7.2, em
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banho de gelo fundente. Esses fragmentos foram
tratados separadamente, por solugdo tamponada de
glutaraldeido a 1,5% v/v em fosfatos 10~ M, pH 7.2.
Neste processo de fixagdo com o agente redutor, eles
permaneceram durante 1h a 4°C. Findo esse tempo,
foram lavados duas vezes com a solugao tamponada
de fosfatos 10~1M, pH 7.2 e transferidos para serem
pos-fixados em solugao de acido 6smico em cacodilato
de sodio 10~ 1M, por 1h a4°C. Depois desse tempo de
fixagdo os fragmentos foram lavados duas vezes
usando-se solugao tamponada de cacodilato de sodio
10-3M, pH 7.2 e, em seguida, desidratados em
solugdes alcoodlicas de concentragdes crescentes, se-
gundo técnica descrita por Junqueira e colsl7. Depois
de pos-fixados foram embebidos em resina epdxi e
submetidos a 60°C durante 1 hora para a polimeriza-
¢do do plastico, Fatias ultrafinas foram depositadas
em grades de cobre para a microscopia eletronica
(microscopio de transmissdo Philips, modelo EM-
300) e de titanio para as microanalises (sonda de
elétrons CAMECA modelo MBX). Uma vez escolhi-
do o lisossomo secundario (siderossomo) e/ou o
corpusculo residual a ser analisado, ele foi ativado por
um feixe de elétrons de 50nm de diametro, intensidade
de 150nA e submetido a um potencial de ativagio de
45KV. A detecgdo dos espectros de raios-X emitidos
apartir das raias K-alfa 1 dos atomos de ferro e enxofre
foi efetnada por filtro microanalisador de raios-X,
constituido de fluoreto de litio, segundo técnica descri-
ta por Gallel3.

Os resultados bioquimicos que avaliam a esta-
bilidade das membranas dos diversos componentes do
compartimento lisossomico isolados dos figados de
animais-controles ¢ daqueles em fase adiantada de
esquistossomose mansonica, foram expressos em mi-
liunidades de atividade fosfatasica acida por mili-
grama de proteinas totais. Eles foram comparados
entre si através do teste “t” de StudentS e considerados
significtivos os valores de p < 0,05.

As condigoes experimentais de isolamento dos
lisossomos foram controladas pela prova de digitoni-
na, 2s;:gundo metodologia descrita por Rodrigues e
cols=>.

RESULTADOS

A integridade funcional das membranas dos
diversos componentes do compartimento lisossdomico,
isolados no sedimento de 32.000g, pode ser avaliada
indiretamente, através da medida da atividade fosfa-
tasica acida no sobrenadante, resultante da ultima
centrifugacdo. A saida de enzimas marcadoras dos
lisossomos para o meio externo a essas particulas, tem
sido empregada como um método bioquimico indica-
dor, dos mais seguros, no que se refere a estabilidade
desses corpusculos?.
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Deste modo, pode-se notar na Figura 1 que a
atividade fosfatasica acida correspondente aos 80 dias
de infeccdo (25,7 + 5,5 mU/mg) foi 2,5 vezes maior
que nos controles nao infectados, (10,5 £ 2,7 mU/mg)
e que com 100 dias, (39,8 £ 7,2 mU/mg), esta mesma
atividade foi quase 4 vezes maior. Estes dados foram
bastante significativos quando comparados com os
controles, p < 0,02 e entre si, p < 0,05. Eles
confirmaram resultados anteriormente obtidos onde
lisossomos isolados das células hepaticas de animais
parasitados pelo S. mansoni, nas fases adiantadas de
infec¢éio, sao bem mais labeis que os controles24.

Os testes que usaram a digitonina, substancia
que quebra todos os corpusculos lisossémicos, mos-
traram que a atividade enzimatica total é quase 7 vezes
maior que aquela encontrada nos controles. Este dado
permite extrapolar que mais da metade dos lisossomos
hepaticos nos animais com 100 dias de infecgfo estéio
labilizados e, por tanto, bem mais frageis, mais
susceptiveis a lise e extravasamento dos seus contéu-
dos hidroliticos.
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1 - Controles, 20 animais.
11 — Com 80 dias de infecgao, 20 animais.
11 - Com 100 dias de infeccao, 20 animais.
IV — Controles lisados pela digitonina— 10 mM, 20 animais.

Figura 1 - Variagbes das atividades lisossémicas em
figados de camundongos-controles e infectados por 100
cercdrias do Schistosoma mansoni.

Os figados-controles estao representados pela
Figura 2. A Figura 3 representa os 80 dias de infec¢do
e pode-se notar a grande quantidade de componentes do
compartimento lisossdmico, com membranas bem deli-
mitadas, cheias de material, provavelmente lipoprotéico
eletrodenso, alguns em fase de fuso e outros ja trans-
formados em corpusculos residuais, bem mais eletro-

densos. Microanalises efetuadas nesses organulos in-
dicaram a presenga de grandes concentragdes de ferro
e enxofre. Pode-se considera-los como siderossomos
em diversas fases de formagéo.

Figura 2 — Fotomicrografia de hepatocito normal. Nota-se o
niicleo (N) com cromatina frouxa e nucléolo evidente, além
do reticulo endoplasmatico rugoso (RE) bem desenvolvido,
muitas mitocondrias (M) e alguns lisossomos (L). No
quadrante inferior direito da foto, observa-se canaliculo
biliar entre dois hepatocitos.

Figura 3 — Fotomicrografia de figado de camundongo
infectado por 100 cercarias e com 80 dias de infecgdo. Parte
de célula, provavelmente fagocitaria, em franco processo de
desorganiza¢do, mostrando vdrios lisossomos secunddrios
(LS), cheios de material eletrodenso, muitos deles em
processo de fusdo. Sdo vistos também, além de mitocondrias
(M) e do MNicleo (N), alguns fagolisossomos e muitos
corpusculos residuais (CR) ou siderossomos. Os espectros
de raios-X. situados na parte superior direita da foto,
indicam as presengas de ferro e enxofre.

A Figura 4 que representa os 100 dias de
infecgdo mostra uma célula provavelmente fagocita-
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ria, extremamente rica em corpusculos residuais bas-
tante eletrodensos, praticamente sem membranas e
compostos quase exclusivamente de ferro e enxofre,
portanto, siderossomos ja bem definidos.

e

Figura 4 — Fotomicrografia de figado de camundongo
infectado por 100 cercarias e com 100 dias de infecgdo.
Célula, provavelmente fagocitaria, mostrando em seu cito-
plasma grande quantidade de corpisculos residuais (CR),
alguns bastante eletrodensos ou siderossomos, outros de
aspecto lamelar. Nota-se, além do niicleo (N) apresentando
finas inclusées eletrodensas, algumas mirocéndrias (M) com
alteracées de cristas e pequenas inclusées. Os espectros de
raios-X, situados na parte superior direita da foto, indicam
as presengas de ferro e enxofre.

DISCUSSAO

A saida de enzimas lisossdmicas para o cito-
plasma pode iniciar alteracdes degenerativas e até
mesmo a lise das células, levando ao desencadeamen-
to do processo inflamatorio. Este fendmeno tem sido
exaustivamente comprovado experimentalmente des-
de a descoberta dos lisossomos por Duve e colslO em
1955, até atualmente20,

Entre inumeros fatores que causam a lesao das
membranas dos diversos componentes do comparti-
mento lisossdmico, podem ser destacados trés deles,
intimamente relacionados e, seguramente presentes na
fase adiantada da esquistossomose mansonica hepa-
tica: a diminuicao da oxigenagao i# situ 11, 0 acumulo
de ferritina ¢ hemossiderina nos componentes lisos-
somicos?! e a produgio de radicais livres, além do
peroxido de hidrogéniol 9.

A ferritina desempenha importante papel no
metabolismo do ferro, nos tecidos animais, porque se
constitui na primeira proteina de estoque deste mate-
rial principalmente no figado, bago e medula Ossea30,
Ela é constituida de um nicleo contendo 6xido férrico
hidratado e alguns residuos de fosfato, circundado por
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uma camada protéica. Chega a ser o maior componente
de metabolismo de ferro n&o heminico, possui até
4,500 atomos de ferro trivalentes ligados a cada
molécula de apoferritina e chega a constituir 25% de
ferro total do organismo?.

Segundo Weir e cols31, quando a presenga
citoplasmatica de ferritina alcanga uma concentracdo
maxima que varia com o tipo de célula, ela é autofago-
citada pelos lisossomos que a concentram em forma de
agregados protéicos, insoliveis em agua, bem mais
ricos em ferro e conhecidos como hemossiderinas.

A captagao do ferro extracelular se faz princi-
palmente sob a forma de transferrina por endocitose,
diretamente ligada aos microtiibulos e ao comparti-
mento lisossdmico. Esta captacio pode ser inibida por
grupamentos tiolicos livres e por 2,4 dinitrofenol28.

Os siderossomos que s&o lisossomos carregados
de ferritina e hemossiderina, se apresentaram muito
numerosos e localizados predominantemente nos he-
patocitos e macrofagos, em areas de fibrose ou granu-
lomatosa. Concordantes com os achados de Anderson
e Raol, os siderossomos estavam em menor nimero
nas células de Kupffer e raros nas células epiteliais dos
ductos biliares.

Tem sido amplamente demonstrado que o ferro
e/ou qualquer de suas formas de reserva aumentam em
muito a toxicidade e a sintese dos radicais livres
derivados do oxigénio, nos tecidos inflamados3 16 19,
Entre os diversos efeitos nocivos destes radicais
destaca-se a peroxidagao dos lipidios, dos diversos
sistemas membranaceos celulares, principalmente dos
lisossomos, levando a desestabiliza¢ao de suas mem-
branas com a conseqiiente saida de enzimas hidroli-
ticas para o citoplasma?l,

De acordo com Brunk e Cadenas3, a produgéo
de superoxido, peroxido de hidrogénio, além de outros
componentes toxicos para os lisossomos, fabricados
durante a fagocitose, sdo considerados de grande
importancia para os mecanismos de defesa do hospe-
deiro durante o processo inflamatorio.

Até pouco tempo, os ions hidroxilas eram
considerados como os mais importantes agentes oxi-
dantes dos lipidios insaturados, componentes das
membranas. Bem recentemente foi demonstrado que a
relagéio Fe21/Fe3* est4 muito implicada nessa pero-
xidacaot. Além da formagdo dos radicais livres cita-
dos, Halliwell e Guteridge!3 demonstraram que inte-
ragdes do radical superoxido (O7) com o peroxido de
hidrogénio (H,0>) e o ferro sdo capazes de formar os
radicais ferril e perferril, ambos de alta reatividade
quimica.

Finalmente o ferro-ionizado, originado de im-
portantes fontes celulares, a exemplo dos depositos
lisossdmicos de ferritina e hemossiderinal2 21 além da
isquemial8, provocada pela obliteragdo dos ramos
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intra-hepaticos do sistema porta pelos ovos e/ou
- vermes S. mansoni, talvez possa ser incluido como um
dos responsaveis pela reagdo inflamatoria caracteris-
tica desta parasitose.

SUMMARY

The inflammatory processes that develop du-
ring the advanced stages of hepatic schistosomiasis
mansoni have been related in this study to: (a)
accumulation of siderosomes; (b) capacity of the
Jerrous/ferric ions to unleash the formation of free
radicals; (c) peroxidation of membranaceous lipids
and; (d) reduction of stability of the membranes of
several components of the hepatic lysosomal com-
partment. The lysosomes isolated from the livers of
infecied mice by 100 cercariae, with 80 and 100 days
of infection, were respectively 2.5 and almost 4 times
weaker than the control ones isolated from livers of
non-infected mice. The presence of a great quantity of
siderosomes has been demonstrated by transmission
electronic microscopy and X-ray spectrometry mi-
croanalysis.

Key-words: Schistosomiasis mansoni. Iron
metabolism. Inflammatory process. Superoxide.
Free radicals.
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