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Alvos intracelulares da MCLR

Hepatotoxina
Entrada através de transportadores de acidos biliares (OATPS)
Actua através da inibicdo das fosfatases proteicas 1 e 2A
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Objectivos

MDCK_ CaCo2

S

Rim Intestino

2° Congresso Ibérico de Cianotoxinas
Efeitos de microcistina-LR em células HepG2, Vero, MDCK e CaCo2

Determinacéo dos limiares de citotoxicidade e
» da relacdo dose-resposta para cada linha celular

» Teste de viabilidade do Vermelho Neutro
» Exposi¢cdo: MCLR pura, MCLR do extracto LMECYA 110 e
extracto nao-toxigénico LMECYA 127, 24h, 1-100 yM MCLR

2 Identificar os alvos intracelulares da MCLR

» Microscopia Electronica de Transmissao
» Microscopia de Fluorescéncia e confocal

3 Comparar os efeitos da MCLR em cada linha celular
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Células HepG2

Teste do Vermelho Neutro

Biomassa (mg.ml?)
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Células HepG2

Teste do Vermelho Neutro

Biomassa (mg.ml?)
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Células Vero

Teste do Vermelho Neutro

Biomassa (mg.ml?)
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Limiares de citotoxicidade;

LMECYA 110 - 50 uM
MCLR Pura—-50 uM

Efeitos em organelos:

6 UM - Vacuolizacdo do RE

12 uM - Vacuolizacéo do citoplasma

25, 50 uM - Alteracdes nas mitocondrias
50 uM - Fragmentacéo do RE

50, 100 uM - Apoptose
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Células MDCK

Teste do Vermelho Neutro

Biomassa (mg.ml?)
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Limiares de citotoxicidade:

LMECYA 110 - 100 uM
MCLR Pura — 100 pM

Efeitos em organelos:

12, 25 uM - Vacuolizacdo do Golgi

50 uM - Vacuoliza¢do de mitocondrias
100 uM — Apoptose e fragmentacéo do RE
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Células Caco-2

Teste do Vermelho Neutro

Biomassa (mg.ml?)
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Limiares de citotoxicidade;

LMECYA 110 - 100 pM
MCLR Pura - 100 uM

Efeitos em organelos:
25 uM) Vacuolizacgao do Golgi
50 uM) Destruturacdo das mitocondrias
100 uM) Apoptose
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Conclusoes

1) Efeito da MCLR: a MCLR semi-purificada e pura produzem um efeito citotéxico
dependente da concentracéao

2) Sensibilidade:

Vero  MDCK-

Rim Rim Intestino
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Situacap in vivo
v

Variacao inter-espécies
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Conclusoes

1) Efeito da MCLR: a MCLR semi-purificada e pura produzem um efeito citotéxico
dependente da concentracéao

2) Sensibilidade: Células HepG2 > Vero > MDCK > CaCo-2

3) Apoptose: Mecanismo comum a todas as linhas celulares

4) Organelos: Lisossomas — alvos precoces da MCLR em celulas HepG2 e Vero
Reticulo Endoplasmatico — organelo alvo em HepG2 e Vero
Complexo de Golgi — organelo alvo em MDCK e CaCo-2
Mitocondrias — afectadas a concentracdes altas de MCLR

5) Autofagia: despoletada a concentragdes sub-citotdxicas — mecanismo sobrevivéncia
de células HepG2 e Vero?

=
e




(’ nstiuto_Nacional de Satide _ - 20, Congresso Ibérico de Cianotoxinas
LA Efeitos de microcistina-LR em células HepG2, Vero, MDCK e CaCo2

Agradecimentos

Ana Amorim
Elsa Alverca
Elsa Dias
Filomena Sam-Bento
Paulo Pereira
Sergio Paulino
Albertina Amaral

Catarina Churro

Maria Jodo Silva HABCOL-PROJECTO N°
PDCT/MAR/60086/2004

Paulo Matos
Sonia Moniz



