AVALIACAO DO EFEITO DE EXTRATOS ETANOLICO E
HEXANICO DE ALTERNANTHERA MARITIMA SOBRE A | Eiiiuais
BIOENERGETICA MITOCONDRIAL DE TRYPANOSOMA CRUZ|

'Fabretti, D. C., 'Silva, T. M., “Salvador, M. J. & *Gadelha, F. R. -\‘
UNICAMD IDepartamento de Bioquimica, 2Departamento de Fisiologia Vegetal, Instituto de Biologia, UNICAMP (‘
Agéncias financiadoras: Capes, SAE/Unicamp

Palavras-chave: Trypanonosoma cruzi — Alternanthera maritima — mitocondria
debora fabretti@yahoo.com.br

Introducao Resultados e discussao

Instituto de Biologia

A Dbusca por novas terapias tcana doegp de Chagas se faz neéess devidoa sua alta Tabela 1: valores de IC,, para epimastigotas de T. cruzi. .
prevaléncia na Aémica Latina & falta de um tratamento eficaA grande diversidade da flor Extrato 1Cso (Mg/mL) 10-
AMRH 1,67 o
brasileira pode fornecer compostos bioativos para o desenvolvimento de novos fitoterapicos. AMRE 10.34 o
6 ADP
Alternanthera maritimapertence a familia Amaranthaceae, que possuilgumas esgcies com AMPAR 3,42 ]
AMPAE 0,83 "
Importancia medicinal. Extratos pertencentes a essa familia ja demonstraram promissores efeitos contra ] o
= ] CCTCP
bactérias e fungos @& gemonstrou atividade na viabdhde celular dd.eishmania amazonensise : — , , 0-
- c - 1.0 - 0 I 4(|)O I 8(|)0 I 12IOO A
formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. - Tempo (seg)
o AMRH 12 -
0.5 - _
g 10 W
O bJ et I VO o0 Estado 2 Estado 3 Estado 4 - 8__ Olg
99 ADP l
1.5 - 4
Analisar os efeitos de extrat@ brutos etandlico e hexanico provenientes @ raizes e partes &reas : - C 44 l
de A. maritima sobre a bioenergética mitocondrial de T. cruzi. , 10 | 1
£ AMPAH N T
05 - : : : : Icccp : B
0 400 800 1200
- é Tempo (seq)
etodologia : + + + S
Estado 2 Estado 3 Estado 4
10 -
1) Obtencao dos extratos brutos de A. maritima: L5 — . o
-WW"’W‘J'JM‘M‘M"N
I 1 6 —
Os extratos brutos foram od#idde 1zes (extratos hexanico e etmp, AMRH e AMRE, . =7 , , ALEAE - g
= 4 -
- / A = Iy - = T ] ADP
respectivamente) e partes &reas (extratos hexanico e etardlico, AMPAH e AMPAE, respectiamente) de 05 | T ‘ gy o |
A. maritima, como descrito anteriormente (SOUZA et al., Z. Natuforsch. (2007) 62c: 339-347). §0_0 ‘ | | | | 0- *
Estado 2 Estado 3 Estado 4 0 ' 400 ' 800 — 1200 c
| de células: Figura 1: Taxas de consumo deoxigénio de T. cruzi na presenca dos Tempo (seg)
2) Cultura de células: extratos. 5x107 céls/mL foram  incubadas como  descritosa Figura 2: Potencial de membran mitocondrial deT. cruzi
Metodologia e o consumo de oxjénio foi medido em élulas controle 5x107 céls/mL foram incubadas com descrito en Metodologia na
: : : : : . (barras pretas) e étulas tratadas (barras colorad). As taxas foram presenca ((A) AMRH, (B) AMPAH ou (BMPAE) ou néo
Epimastigotas de T. cruzi (cepa Y) foram cultivados em meio LIT na presenca ou nao (controle) de determinadas na presega de: succinato (Estado 2), 80uM de ADP (células controle, linhas pretas) dos extratos. ADP (400uM), Olg
_ _ ’ _ : : (Estado 3) e 2ug/mL de oligomicina (Estado 4) Analise estatistica (- (2 ng.mL?1) e CCCP (M) foram adicionados nos Iacai
concentracoes subletais dos extratos. &p 4 dias de crescimento, eadasc foram coletadas pgr test): p> 0,05, para os grupos indicados. indicados.
centrifugacao, lavadas com PBS e ressuspadidas em meio de regao padrao (125 mM sacarose, 6 mM 3 ;-
de KCI, 2 mM de KHPO,, 0,5 mM de MgCl 10 mM de HEPES, pH 7,2, 1 mMe EGTA e 0,1% de e , ,
5 - 8 1o
BSA). . T . c T
. = 05
3) Determinacao dos valores de 1Cso: é
0.0 ‘
; Ctrl | AMRH | AMPAH | AMPAE | g Setado2 AMRH
1x107 céls/mL foram cultivadas em meio LIT anpreserca de concentrgdes crescentes de AMPAE, ! 8
e : 2 : : ‘ Figura 3: Efeito dos extratosno controle respiratorio de T. cruzi. As Figura 4: Efeito da adicdo direta de AMRH no consumo de oxigénio
AMPAH, AMRE e AMRH (utilizege DMSO nas @ulas controle). Aps 4 dias de crescimento (fas SO eIES e TS (BT 28 EsiiEs ok g il. Bxril HEsel de epimastigotas deT. cruzi As condides experimentais foram as
7 . . . o : A 4: consumo de oxigénio na presica de 40uM de ADP (Estado 3) / mesmas na Figura 1. Analise estatistica (t-test): p<0,05.
log) o mmero de elulas fol determinado utilizamo-se camara de Neubauer. Os vakes de IG, foram consumo de oxigénio na presenca de 2ug/mL de oligomicina (estado 4)
calculados utilizando-se o software Origin 6.0 Analise estatistica: p>0,05 para 0s grupos indicados.
12 —
4) Consumo de Oxigénio: o
- - ~ ~ - - A= 8
5x107 céls/mL foram incubadas em meio dedorepadrdo e 0 consumo denimxidéi
6 —
determinado em um igrako Clark-type (Hansatech® Systems, Norfolk, Eng.) com temperatura
4 — AMRH
controlada na presenca de 5 mM de succinato e 40 uM de digitonina. E , |
5) Potencial de membrana mitocondrial (AW): T 20 a0 e sbo | 1000 | 1200
Tempo (seg)
O ¥ foi determinado nas condicGes do item 2 utilizando-se um fluorimetro (F-4500, Hitachi Ltd., Figura 50 Efeito da eab direta de AMRH no potenciee

membrana mitocondrial AY) de epimastigotas dd. cruzi. As

Tokyo, Japan) na presemga de safranina (5 mM), 5mM succinato e 40 uM de digitonina operando nos condigoes experimentals foram as mesmas na Figura 2.

comprimentos de onda de excitagao e emissao de 495 e 586 nm, respectivamente. CO n C I USéO

6) Analise estatistica Os efeitos dos extratos brutosde A. maritima na bioenergética mitocondrial de T. cruzi foram evidentes, tanto no

1 : ~ : : : : consumo de oxigénio como MY¥Y. O extrato AMRH fol o quemestrou mais efetivoExperimentos estao em
Dados representam médias + desvio padrao de pelo menos cinco experimentos diferentes feitos em

: " : " , .. andamento para desvendar o mecanismo de acao destes compostos.
duplicata. Aralises foram feitas utilizandee o Student’s t-test, atraves do software Origin 6.0p<€0,05 ¥ : ¥

foram considerados significativamente diferentes).



