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RESUMO: Foram estudadas mitoc6ndrias isoladas de figados e rins de
sagilils (Callitrix penicillata) infestados pela inoculagio de 200 cercérias e
entre 80 e 100 dias de infeccdio, nos aspectos relativos as suas atividades
respiratérias endégenas, bem como frente ao succinato e ao « ceto glutarato
de s6dic. Cada experiéncia foi acompanhada de controle, usando-se mito-
condrias isoladas de figados e rins de animais néo infectados. As medidas
das atividades respiratérias foram efetuadas polarograficamente e expressas
em microlitros de oxigénio consumidos por miligrama de proteinas totais
por minuto. Os resultados mostraram gque as respiragdes endbégenas das
mitocéndrias isoladas dos animais infectados foram sempre maijores do que
aquelas observadas nos controles. Detectou-se um estimulo para o figado
de 217% e para o rim de 84%. O succinato de sédio estimulou em 85% a
respiracio das mitccondrias dos figados dos animais controles, enquanto a
inibiu de 399% nos infectados. Com referéncia aos rins, este mesmo substrato
estimulou a referida respiragéio tanto nos controles quanto nos infectados,
em 899% e 949, respectivamente. O o ceto glutarato estimulou as mitocon-
drias hepAticas isoladas dos controles em 489 e as renais em 84%. Nos
animais esquistossométicos ou ele nféo modificou a capacidade respiratéria
mitocondrial como se observou para o rim, ou a inibiu de 589, no caso do
figado. Os dados obtidos sugerem que o figado sofre muito mais, em termos
bioguimicos, com a esquistossomose mansénica do que os rins, pelo menos
em nossas condigbes experimentais. As atividades do sistema enzimético
succinato desidrogenase e do complexo ¢ ceto glutarato desidrogenase per-
mitiram identificar bioquimicamente, em nossos animais esquistossométicos,
varios graus de lesfio celular, principalmente hepédticos, que v&o desde os
mais simples, decorrentes de modificagdes da fisico-quimica dos sistemas de
membranas, até os mais graves, tipo necrose.

UNITERMOS: Esquistossomose mansénica. Sagiii (Callitrix peniciliata).
Mitocondria, figado. Mitocéndria, rins.
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INTRODUGAO

Um dos pardmetros mais importantes para
a avaliacdo de lesdo celular, do ponto de
vista bioquimico, é sem didvida, a medida
da atividade respiratéria de suas mitocdn-
drias.

Essas organelas, especializadas no me-
tabolismo oxidativo, se constituem na prin-
cipal fonte de energia imediata ou acumu-
lada sob forma de ATP, disponivel para a
quase totalidade dos processos vitais da
célula. Constituidas de dois sistemas de
membranas e de uma matriz, onde se en~
contram dissolvidas varias enzinas do ciclo
de Krebs e da lipidolise de Lynen, tém, em
sua membrana interna, os complexos enzima-
ticos responsdveis pela cadeia de transporte
eletronico, da fosforilagido oxidativa do ADP,
da oxidagdo do succinato, além de outros
especializados no transporte de varios me-
tabdlitos 3.

Tais particulas sdo extremamente sucep-
tiveis as minimas varia¢des da fisiologia
celular. Modificagdes do pH, da osmola-~
ridade, da oxigenac¢do, do aporte das mais
diferentes substancias para o citoplasma,
podem ser acompanhadas de alterag¢Ges do
metabolismo respiratério mitocondrial.

Ja estd bem estabelecido que as lesdes
hepaticas e renais observadas na esquistos-
somose mansdnica humana, apdés o octa-
gésimo dia de infecg¢éo, variam enormemente
de acordo com relagdes hospedeiro-parasita,
além dos efeitos que os préprios vermes
e/ou ovos vivos ou mortos, sdo capazes de
induzir, quimica, mecdnica e imunologica-~
mente, no hospedeiro. Segundo Raso e Bo-
gliolo @ (1970), na forma mais comum da
esquistossomose mansdnica hepato-esplénica,
conhecida como forma de Symmers, as lesGes
fundamentais do figado sdo quase exclu-
sivas dos ramos da veia porta, da rede
periductal e do conjuntivo que a circunda.
Os hepatécitos, as células de Kupffer, os
sinuséides e os lobulos em geral nfo sdo
atingidos pelo processo. No entanto, sofrem

suas conseqiiéncias de modo secundario.
Ovos vivos ou mortos podem penetrar nos
pequenos ramos da rede periductal, ocluindo
muitos deles e desencadeando a formacgéo
de granulomas intravasculares, com a con-
seqiiente interrupgéo do fluxo portal a esse
nivel e alteragdio da circulagdo intralobular.
Todo esse processo é sempre acompanhado
de uma inflamacéo crdnica granulomatosa 2.
Os vermes carregados pela corrente embo-
lizam e ocluem ramos de maior calibre e,
quando mortos, produzem lesdes, algumas
vezes extensas, inicialmente necréticas, de-
pois inflamatdérias e por fim cicatriciais .
Devido a trombose portal e ao disturbio da
circulagdo, os hepatdcitos dos lobulos cir-
cundantes podem entrar em atrofia, de
acordo com as observagdes de Raso e Bo-
gliolo 1@ (1970).

Quanto as alteragfes renais, Lima® des-
creveu um quadro de nefrite intersticial
focal, com espessamentos focais da mem-
brana basal dos glomérulos e fendmenos
degenerativos do epitélio tubular em porta-
dores da forma hepato-esplénica da esquis-
tossomose mansdnica. Fica justificado,
diante do exposto, o estudo do metabolismo
respiratério mitocondrial como um dos
pardmetros bioquimicos de grande valia na
determinagdo do grau de comprometimento
celular, nesta parasitose.

O complexo enzimatico, 2 oxoglutarato:
lipoato oxido redutase (decarboxilante)
1.2.4.2 — alfaceto glutarato desidrogenase
e a succinato: aceptor o6xido redutase
1.3.99.1 — succinato desidrogenase foram
usados na avaliacdo da fisio-bioquimica das
mitocondrias. A escolha desses dois sistemas
enzimdticos se justificou por serem ambos
marcadores mitocondriais e por estarem
intimamente relacionados com o ciclo de
Krebs — Johnson — Szent Gydrgyi e, por
seu intermédio, com o metabolismo respira-
torio e de fosforilagdo oxidativa mitocon-
drial 2,
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Finalmente, a condi¢do de primata foi de-
terminante na escolha do sagiii (Callifrix
penicillata) como animal de experimentagdo.
Segundo Neves 8, a reproducdo experimental
das formas cronicas da esquistossomose
mansodnica, observadas no homem, principal-
mente as formas hépato-esplénica (fibrose
tipo Symmers), intestinal (hiperpldsica) e
a cardio-pulmonar, em animais de labora-
torio, € dificil e problematica, principalmente
devido as relagdes hospedeiro-parasita, de
carater imunoldgico. Contudo Lichtenberg e
Sadun 4, conseguiram reproduzir experimen-

talmente no chimpanzé, lesdes semelhantes
aquelas da forma de Symmers.

MATERIAL E METODOS

Foram efetuadas 40 medidas da atividade
respiratdria mitocondrial usando-se sagiiis,
adultos ad libitum, pesando entre 160g e
172 g, infectados pela inoculagio de 200
cercarias por animal, na tela subcutinea da
coxa entre 80 e 100 dias de infecgdo. Dez
experiéntias controles foram efetuadas
usando-se animais idénticos porém ndo
infectados. Esses animais foram sacrificados
por traumatismo cervical, sem o emprego

Homogeneizado

de anestesia e deles foram retirados os
figados e os rins. Apos uma rapida veri-
ficagdo macroscopica desses oOrgdos, eles
foram seccionados separadamente em peque-
nas porcdes e entdo lavadas em solugdo
tamponada a pH 7.4, de sacarose 25 x 10-2
M. Uma dessas porgdes foi utilizada para o
controle histoldgico dos graus de lesdes
hepaticas ou renais. Os fragmentos restantes
foram ressuspensos na propor¢io de uma
grama para dez mililitros, de uma solugdo
tamponada a pH 7.4 e refrigerada a 2°C,
apropriada para a preservagdo das mito-
cdndrias, durante um periodo de até seis
horas 7. Esta solugdo é constituida de D-
-manitol 25 x 10-2 M, fosfato dissédico 5
x 10-3 M, fosfato monopotédssico 5 x 10-3
M, TRIS (hidroximetil) aminometano — TRIS
5 x 10-2 M, cloreto de potassio 5 x 10-2
M, e etilenodiamina tetra e acetato de sédio-
-EDTA 2 x 10+ M. Ainda nessa solugio,
as porgdes de figado ou rim foram homo-
geneizadas em aparelho de Potter-Elvehjem
com émbolo de teflon, a uma velocidade de
250 rpm, por um maximo de 2minil, O
homogeneizado assim obtido, foi submetido
ao seguinte esquema de centrifugacio refri-
gerada a 2°C, para a separacdo da fragido
rica em mitocondrias.

1500 g - 10 min.

Sedimento I, constitui

do principalmente de

células intactas, fi
bras, nicleos, mem
branas, restos celula
res - Desprezado.

co em mitocondrias
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Sedimento II, ri

Sobrenadante I

9000 g - 20 min.

Sobrenadante II
Desprezado
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O sedimento II, constituido especialmente
de mitocOndrias, foi ressuspenso na mesma
solugdo tamponada para um volume idéntico
ao do homogeneizado inicial e usado para
as avalia¢des das atividades mitocondriais.

As medidas de consumo de oxigénio,
foram efetuadas polarograficamente, se-
gundo uma modificacdo da técnica des-
crita por Rodrigues e col13  (1980).
Foram colocadas na cubeta de reagdo do
polarégrafo, 2,8 ml da suspensdo de mitocon-
drias, e, sob agitacdo constante, esperou-se
o equilibrio da temperatura em 37°C, apds
o que grafou-se por um periodo de 3 a
5 min. o consumo endoégeno, isto é: a respi-
racdo mitocondrial, na auséncia de subs-
trato adicionado. No fim desse tempo, foram
adicionados 0,2 ml do substrato, succinato
ou a ceto glutarato de sédio, ambos a 3,3
x 10-3 M, para a observagdo de seus efeitos.
As determinacdes das proteinas totais de
cada amostra, que permitiram os célculos
das atividades respiratérias  relativas,
expressas em microlitros de oxigénio con-
sumidos por miligrama de proteinas por
minuto de experiéncia, foram efetuadas pela
técnica descrita por Lowry e col.lr (1961).

Fragmentos de figados e rins separados
para o estudo histopatolégico foram fixados
em formalina a 109, incluidos em parafina,
reduzidos a cortes de 5 micrometros e co-
rados pela hematoxilina-eosina.

RESULTADOS

A Fig. 1 expressa as atividades respira-
torias endbégenas das mitocdndrias isoladas
dos figados de sagiiis normais e esquis-
tossomoticos, assim como frente ao
succinato e ao a ceto glutarato de sédio.
Dados semelhantes para os rins sdo repre-
sentados na Fig. 2.

Comparando-se os valores das respiragdes
endégenas, em cada 6rgdo separadamente,
notamos que este tipo de respira¢do, na
auséncia de substrato adicionado, é sempre
maior nas mitocdndrias isoladas dos animais

totais por minuto x 107!

.

ul de oxigénio consumidos por mg de
proteinas

o o m m

D Normais % Infectados

Fig. 1 — Efeito do succinato e do « ceto gluta-
rato sobre a atividade mitocondrial em
figados de sagiiis normais e infectados
pelo 8. mansoni. I — Respiracdo na
ausénsia de substrato adicionado. II
Na presenga de succinato de sédio, III
— na presenga de , ceto glutarato de
sédio.
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Fig. 2 — Efeito do succinato e do 4 ceto gluta-
rato sobre a atividade mitocondrial em
rins de sagilis normais e infectados
pelo 8. mansoni. I — Respiragdo na
auséncia de substrato adicionado. II
— Na presenca de succinato de sédio.
III — Na presenga de 4 ceto glutarato
de sodio.

E] Infectados.
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infectados que nos controles. Houve um
aumento de 217% para os figados e de 84%
para os rins. O succinato de sdédio adiciona-
do as mitocondrias hepaticas e renais dos
animais controles estimulou suas respirag¢des
em 85 e 2169%, respectivamente. J& o & ceto
glutarato foi responsavel por um estimulo
bem menor, de 48% para os mitocOndrias
dos figados e de 849, para aquelas dos
rins. Quando essas organelas intracelulares
foram isoladas de figados e rins de animais
esquistossomoticos, nas condi¢cdes de nossas
experimentagdes, e estimulados pelo succi-
nato e pelo « ceto glutarato, mostraram
um comportamento bem diferente daquele
observado nos controles. Assim, o succinato
inibiu de 399 a respiracdo mitocondrial
hepatica, enquanto estimulou de somente
94%, a renal. O a ceto glutarato, ao con-
trario, ndo mostrou nenhum efeito sobre a
respiracdo de mitocdndrias isoladas de rins
de sagiiis infectados enquanto que inibiu
de 589 as hepaticas, nesses mesmos animais.

Voltando as atividades respiratérias, na
auséncia de substratos adicionados, notamos
que os enddgenos, tanto para os animais
controles "quanto para aqueles infectados
experimentalmente pelo S. mansoni, nas
nossas condi¢des, sdo maiores para as mito-
cdndrias renais que para as hepéticas. Nos
controles, o enddégeno renal é 1,45 vezes
maior que o hepético. Nos sagiiis esquistos-
somoticos este fendmeno persiste, no entanto
é de menor intensidade, isto é, 0,42 vezes
maior.

As avaliagbes histologicas foram tomadas
como padrdes de medida da lesdo hepatica
e renal nos animais infectados. A Fig. 3
mostra fotomicrografias tipicas de lesdes
hepaticas encontradas nesses animais.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos confirmaram as
observagdes de Rodrigues e col.™, em 1968
e por Rodrigues e¢ Gaudenzi2, em 1969.
Esses investigadores, trabalhando com
figados de camundongos normais e infec-
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Fig. 3 — Cortes de figado de Callitrix penicillata
infectado pelo 8. mansoni (x 80). a)
Presenca de verme em ramo da veia
porta. b) Desenvolvimento de granu-
loma em torno de dois ovos do referido
verme. Notar esteatose dos hepatécitos
dispostos ao redor do granuloma.

tados pelo S. mansoni, notaram um aumento
do metabolismo respiratorio, frente a di-
versos substrados do ciclo de Krebs —
Johnson — Szent Gyorgyi, com referéncia
& homogeneizados livres de células hepa-
ticas, oriundas de animais infectados.

As observacoes atuais, feitas com mito-
condrias isoladas de sagiiis normais e es-
quistossométicos, usando-se uma técnica
polarogréafica adaptada, bem mais sensivel,
mostraram que o estimulo ocorrido nos
animais infectados foi maior no endogeno
hepdtico, do que no renal. Tal estimulo
pode ser explicado, em parte, pela maior
populacdo de células inflamatérias que
acompanha a lesdo esquistossomodtica. A
constatacdo de que o enddgeno mitocondrial
do rim é quase uma vez e meia maior que
o hepatico, talvez se prenda ao fato de
que, anatomicamente, o rim ¢ mais irrigado
por sangue arterial do que o figado, onde
grande parte do sangue afluente vem pela
veia porta. Ainda neste orgéo, segundo Jun-
queira e col2, a artéria hepdtica se ramifica
continuadamente formando as arteriolas
interlobulares. Algumas irrigam as estrutu-
ras dos espag¢os portais e outras terminam
diretamente nos sinuso6ides onde promovem
misturas do sangue arterial, com o venoso do
sistema porta. Apesar de aceitaveis, essas
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explicagbes ndo sdo por si sO isentas de
criticas. A sugestdo de um fator estimulador
de respiragdo presente nas mitocondrias
isoladas dos figados e dos rins dos animais
infectados cresce de importancia quando se
sabe que, sendo os resultados expressos em
atividade relativa, isto ¢, microlitros de
oxigénio consumidos por miligrama de pro-
teinas totais por minuto, uma maior popu-
lagdo levaria a um aumento da taxa protidica
e a uma conseqiiente compensagdo da
atividade relativa. A escolha dos substratos,
succinato e o ceto glutarato de sédio deveu-
-se ao fato de que os sistemas enzimdticos,
responsaveis por seus metabolismos oxida-
tivos, sdo exclusivos das mitocondrias e,
portanto, mapeadores dessas organelas. A
succinato desidrogenase é uma flavoproteina
de peso molecular em torno de 200.0C0
daltons, intimamente ligada a ubiquinona e
ao citocromo b. Participa da constitui¢io da
membrana interna e representa uma das
entradas mais ativas da cadeia respiratéria
mitocondrial. Por fazer parte do sistema
membranal, serve como um sensivel indicador
das minimas alteragbes da fisico-quimica das
mitocéndrias e, por extensfo, da propria
fisiologia celular.

O complexo « ceto glutarato desidrogenase
é bem mais complicado. Com um peso
molecular em torno de 6 milhdes de daltons,
é representado por uma estrutura protéica
do tipo pentendrio, composta de 48 cadeias
polipeptidicas, divididas igualmente entre as

trés enzimas fundamentais que o compde.
Encontra-se dissolvidlo na matriz mito-
condrial e se constitui num excelente indi-
cador bioquimico de lesGes mais drasticas
da célula, do tipo necrose, onde as mito-
cdndrias se desorganizam ao ponto de rom-
perem suas membranas, com a conseqiiente
saida das enzimas contidas em seu interior.

CONCLUSAO

Diante do exposto, somos levados a con-
cluir que o figado sofre muito mais em
termos bioquimicos com a esquistossomose
mansdnica que o rim, pelo menos em nossas
condi¢hes experimentais. A observagdo dos
efeitos concernentes ao succinato e ao a ceto
glutarato em ambos os Orgéos, leva a essa
Enquanto que nos rins dos
succinato

concluséo.
animais  esquistossométicos o
continuou ativando o metabolismo respira-
tério mitocondrial e o « ceto glutarato, néo
estimulou, nem inibiu, no figado, ambos
substratos inibiram bastante a respira¢io
endégena mitocondrial correspondente aos
animais infectados. Tais dados estdo de
acordo com os diversos graus de lesdo
celular que se observam na fase hépato-
-esplénica da esquistossomose mansonica.
Estdo presentes, nesse quadro nosolégico,
desde as minimas lesGes celulares, caracte-
rizadas por alteragbes fisico-quimicas dos

sistemas de membranas, até as mais graves,
tipo necrose.
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ABSTRACT: Mitochondria isolated from livers and kidneys of marmosets
(Callitrix penicillata) wich were infected with 200 cercariae were studied, not
less than 80 but not more than 100 days after infection, with regard to their
endogenous respiratory activities. Sodium succinate and o keto glutarate
were used as substrates. Each experiment was compared with a control
specimen, using isolated mitochondria of livers and kidneys from non infec-
ted animals. The measurement of the respiratory activity was made polaro-
graphically and expressed in microliters of oxygen consumed per milligram
of total protein per minute. The results showed that the endogenous res-
piration of mitochondria isolated from infected animals was always greater
than those observed in the control specimens. A stimulus of 2179% to the
liver and of 849% to the Kkidney were observed. The sodium succinate
activated the respiration of the control livers approximately 859% and provo-
ked an inhibition of 399 in the infected marmoset. Concerning the kidneys
this same substrate stimulated both, about 849 and 94¢;, respectively. The
a keto glutarate stimulated the hepatic mitochondrial respiration approxi-
mately 48¢ and the renal respiration about 84¢,. In reference to the
schistosomotic animals, the o keto glutarate did not modify the mitochon-
drial respiratory capacity of the kidney but did inhibit that of the liver by
58¢%. The data obtained from our experimental conditions suggest that the
liver suffers, much more, in biochemical terms, from mansonic schistoso-
miasis, than do the kidneys. The activities of the succinate dehydrogenase
system and of the , keto glutarate complex, permitted the biochemical
identification of the different degrees of cellular lesions, mainly in the liver,
in our schistosomotic marmosets. These lesions varied from the simplest
ones, caused by physical-chemical modifications of the membrane systems,
to the most sezrious ones, such as necrosis.

UNITERMS: Schistosomiasis. Callithricidae. Mitochondria, iiver. Mito-
chondria, kidneys.
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