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_Introdugéo

Algumas das toxinas mais comuns presentes na agua doce sao
produzidas por cianobactérias, em particular as microcistinas (MC)
Estas toxinas s&o conhecidas por causar hepatotoxicidade aguda
em humanos e animais e por atuarem como promotores tumorais
sendo reconhecidas pela International Agency for Research on
Cancer (IARC), como agentes potencialmente carcinogénicos para
o ser humano (1), Em células de mamiferos, 0 mecanismo de to-
xicidade das microcistinas ¢ atribuida a um processo que envol-
ve varias vias, um deles relacionado com a inibicao das fosfatases
proteicas PP1/ PP2A e a producéo de espécies reativas de oxigé-
nio (ROS) (2). Porém, a informagao toxicoldgica e epidemiolégica
disponivel ndo permite ainda estabelecer inequivocamente uma re-
lagdo causa-efeito entre a exposicdo humana as MC e efeitos ad-
versos na saude.

Neste trabalho pretendeu-se usar a levedura Saccharomyces ce-
revisiae como modelo para compreender melhor 0s mecanismos
de toxicidade induzidos pela microcistina-LR. Este é 0 organismo
eucariotico mais simples e estudado que tem sido amplamente
utilizado como modelo no estudo de mecanismos de toxicidade,
devido a facilidade de acesso a informacéo sobre o seu genoma
(totalmente sequenciado e anotado), proteoma e processos bio-
quimicos correspondentes. Acresce que cerca de 31% das protei-
nas codificadas no genoma da levedura tém um ortélogo humano
e aproximadamente 50% dos genes de doencas humanas tém um
ortélogo na levedura. Existe ainda uma elevada conservagao das
estruturas celulares e enzimaticas e resposta ao stress oxidativo

como nos eucariotas superiores (3.

_Objetivos

Neste estudo pretendeu-se avaliar 0s efeitos de varias concentra-
coes de microcistina-LR (MCLR) no crescimento, niveis de ROS,
resposta do sistema antioxidante e indugao de apoptose na leve-
dura Saccharomyces cerevisiae.

_Metodologia

Nafigura 1 esta representada a abordagem metodoldgica empre-
gue para avaliar os efeitos da MCLR nas células da levedura
comercial Saccharomyces cerevisiae VL3 (Zymaflore).

Figura 1: 1 Abordagem metodolégica empregue para avaliar os
efeitos da MCLR nas células da levedura comercial
Saccharomyces cerevisiae VL3 (Zymaflore).
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_Resultados e discusséo

Verificou-se que o crescimento microbiano no foi inibido na presen-
ca das varias concentragdes de toxina testadas (1 nM, 10 nM, 1 uM,
10 pM e 100 pM), relativamente ao controlo.

Contudo, apds coloragao das células com fluorocromos, verificou-se
que a exposicao das células a toxina induziu um aumento dos niveis
intracelulares dos ROS totais, como se pode verificar no grafico 1. A
presenga de 1 nM de MCLR provocou um aumento de 11% enquanto
a concentracdo de 1 yM de MCLR levou a um aumento de 14% dos
niveis de fluorescéncia. A presenga de H,0, foi usada como contro-
lo positivo, em que a concentragdo de 3 mM causou um aumento de

11% vs. 57% de aumento induzido pela presenca de 25 mM de H,O5.

Gréafico 1: [ Fluorescéncia mediana (x desvio padrdo) das
células coradas com Dihidrorodamina 123 (DHR123)
para avaliar os niveis intracelulares globais de ROS
(n=200).
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* Diferengas significativas entre as células tratadas e as células controlo (p < 0,05).

Este aumento provocou uma ativagdo do sistema antioxidante, es-
pecialmente na resposta da catalase, em que se observou o dobro
da atividade relativa com 1 nM de MCLR e um aumento de 60%
com 1 pM de MCLR. Além disso, observou-se uma inibicdo da
SOD1,com uma diminuigao de 40% com 1 nM de MCLR e menos
20% com 1 uM MCLR. Este resultado, em conjunto com o0s tipos
de ROS possivelmente presentes, sugere que a espécie reativa de
oxigénio maioritariamente induzida seja o peroxido de hidrogénio
(Hy0,) (4.

Podemos supor que 0 aumento da atividade relativa da catalase

foi a forma das células superarem o aumento dos niveis de ROS,
levando a eliminacdo dos mesmos, o que pode explicar a auséncia
de impacto da presencga da toxina no crescimento da levedura.

Observaram-se ainda sinais de apoptose apo6s coloragao das célu-
las in vivo com DAPI e também apds avaliagao das células coradas
com um kit de Anexina V-FITC / iodeto de propideo por citometria
de fluxo (gréfico 2).

Gréfico 2: 1 Percentagem de células (média + o) em inicio
de apoptose (azul), apoptose tardia (amarelo) e
necrose (laranja) apds exposi¢do a MCLR (n = 3).
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_Conclusdes

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a levedura
Saccharomyces cerevisiae VL3 apresenta alguns dos principais
efeitos tdxicos induzidos pela microcistina-LR em eucariotas su-
periores. Esta levedura, comprovou assim ser um simples e bom
modelo eucariodtico para futuramente estudar em mais detalhe os
mecanismos moleculares de toxicidade induzidos pela microcis-
tina-LR.
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