A doenga de Chagas, p: da pelo ario T

cruzi (T. cruzi), foi descoberta em 1909 pelo
médico brasileiro Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas ¢ permanece sem cura, vacina ou tratamento eficaz. Esta
acomete cerca de 20 milhdes de pessoas, sendo que 90 milhdes vivem em dreas de risco. principalmente nas Américas
Central ¢ do Sul. O

grau de I ifico do parasita ¢ um grande obsticulo para o

desenvolvimento de terapias mais efetivas.
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Figura 1 - Ciclo de vida do T. cruzi

A mitocondria exerce papel na do parasita 1 pela p do de ATP,
lagdo da a de calcio, ter ¢ controle da apoptose, além de ser a principal fonte
geradora de espécies reativas de oxigénio. Uma melhor p d0 da bi g i drial em

cepas podera levar a identificagdo de novos alvos para o desenvolvimento de uma terapia mais especifica.

Analisar comparativamente o consumo de oxigénio, p de it ial ¢ a do de

peroxido de hidrogénio (H,0,) e anion superéxido (0,) pela mitocondria ao longo da curva de proliferagdo de duas

cepas de 7. cruzi: Tulahuen2 e Y d d
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Figura 2: Avaliagiio do consumo basal de oxigénio nas cepas Tulahuen 2 (A) ¢
Y (B) a0 longo da curva de proliferagao. 1 x 10° célsml, foram incubadas
conforme descrito no item 5. Andlise estatistica (i-test): p (1, 2. 3, 4,5, 6,7, 8, 9e
10) <0,05.

Figura 3: Avaliagio do controle respiratrio nas cepas Tulahuen 2 (A) e Y
(B) a0 longo da curva de proliferagio. As condigoes experimentais foram as
mesmas da figura 2, adicionando-se 400uM ADP (estado 3) ¢ lpg/mL
Oligomicina (estado 4). Andlise estatistica (i-test): p (1, 2.3, 4, 5,6, 7.8, 9, 10 e
11)<0,05.
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Figura 4: Avaliagao da respiragio mixima nas cepas Tulahuen 2 (A) ¢ Y (B) a0 longo da curva de proliferagao. As condigdes experimentais foram as
mesmas da figura 2, adicionando-se 1uM CCCP. Andlise estatistica (-test): p (1, 2, 3, 4, 5 ¢ 6) < 0.05.

1) Cultura de células:

Células de 7. cruzi (cpimastigota) foram inoculadas em meio de cultura ¢ apds 3 (fase log). 5 (incicio de fase

aria) ¢ 7 (fase aria) dias de prol as células foram coletadas por centrifugacdo. lavadas e
p em meio para cada ol A das células foi feita em camara de Newbauer.
2) Determinagiio do y ial de i ial:

1 x 10° células/mL foram incubadas em PBS na presenga de Dioc, (3) (0.3nM) por 40 min e na presenga de CCCP

(1pM) por mais 30 min. Apds esse periodo o p de

ial foi determinado por citometria de
fluxo.

3) Determinagiio da produgio de dnion superéxido:

1 x 10° células/mL foram incubadas em PBS com 1 mM de MgCl, na presenga de DHE (2uM) por 40 min ¢ na
presenca de antimicina A (1pg/mL) e TTFA (500uM) por mais 30 min. Apos esse periodo a geragdo de o, foi
determinada por citometria de fluxo.

4) Determinagiio da produgio de peréxido de hidrogénio:

1 x 108 células/mL foram incubadas em PBS/ lmM MgCl, na presenca de digitonina (40pM), HRP (1 U/mL), ¢ da
sonda Amplex Red (50uM) e dos substratos para o complexo I (SmM de malato e SmM de piruvato) ou substratos para

o complexo I + inibidor do complexo II (5 mM de malato ¢ 5 mM de piruvato + ) ou sub para o
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Figura 5: Avaliagio da produgio de dnion superéxido nas cepas Tulahuen
2/(A) e Y (B) a0 longo da curva de proliferagaio. As condiges experimentais
estao descritas em material e métodos. Andlise estatistica (-fest): p (1, 2, 3, 4,
567,809 10,11 12, 13, 14,15, 16, 17 ¢ 18) < 0.05.

complexo IT (5 mM de succinato). A produgdo de H,O, foi determinada em fluorimetro nos cumprimentos de 563 nm

de excitagdo e 587 nm de emissdo.
5) Determinagiio do consumo de oxigénio:

1 x 10% ¢é foram ibad

descrito no item 4 ¢ o consumo de oxigénio foi determinado em
oxigrafo Hansantech.
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Figura 6: Avaliagio da produgio de H,0, na cepa Y a0 longo da curva de
proliferagio. As condigdes experimentais estio descritas em material e métodos.
Anilise estatistica (i-test): p (1, 2, 3, 4,5, 6, 7,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 ¢ 16) =
0.05. Através desta metodologia ndo foi possivel detectar o H,0, na outra cepa.
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Figura 7: Avaliagio do potencial de membrana mitocondrial nas cepas Y e
Tulahuen 2 a0 longo da curva de proliferagio. As condigdes i i

estio descritas em material e métodos. A relagio F/F ., representa o potencial de
membrana mitocondrial. Analise estatistica (f-fesf): p > 0,05 para todos os dados
analisados.

Consi cada cepa isolad:; ndo observou-se uma di

substratos utilizados. Diferengas foram observadas ao longo da curva de

heterogeneidade da populagdo de 7. cruzi. Diante dos resultados, uma provavel ional do

no de oxigénio nos dias de proliferacio com os

na ial ¢ p

1 da cadeia

de EROs o que reforca a

oria de 7. cruzi foi

observada; neste sentido. experimentos estdo em andamento com intuito de comprovar esta possibilidade.



