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Microcistina-LR

Hepatotoxina Inibicao das fosfatases proteicas 1 e 2A:

LIVER AFTER TOXINS ACT

(Carmichael, 1994)
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Microcistina-LR

Dias et al, 2009
Alverca et al, 2009
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Mecanismo celular de resposta a toxina?

Ocorre em hepatdcitos?
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Objectivos

1 . Determinacao do limiar de citotoxicidade

Teste do Vermelho Neutro
Teste do MTT

2 . Determinacéao dos efeitos da MCLR na morfologia e ultrastrutura celular

Imunofluorescéncia e marcacao especifica:

a-LC3B — Autofagossomas

a-GRP94 — Reticulo Endoplasmatico
Laranja de Acridine (AO) — Lisossomas

Rodamina-123 - Mitocondrias

Microscopia electrénica de transmissao
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Viabilidade Celular
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A diminuicdo da viabilidade celular é dependente da [MCLR].
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Mitocondrias (Rh-123)

50pg.ml-" -

Ruptura mitocondrial

CN - 12pg.ml-! 25ug.ml-
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Lisossomas (AO)

/

12pg.-mi-! 25ug.ml- 50ug.ml-

Diminuicdo do numero de lisossomas :
Ruptura lisossomal
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Aumento do tamanho dos lisossomas
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Autofagossomas (LC3B)

Estimulacao da autofagia

6pg.ml-1 12pug.-mi-! 25pg.ml?
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Reticulo Endoplasmatico (GRP94)

25ug.mi-! 50ug. ml-

Redistribuicdo de GRP94: padrao
disperso para perinuclear

HepG2

6pug.ml-

12ug.ml-1

25ug.ml-

Diminuicdo da expressao da proteina GRP94
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Ultrastrutura de células Vero
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Aspecto de células Vero nao expostas a toxina

Citotoxicidade e alteracdes citopatoldgicas induzidas pela MCLR em em células Vero e HepG2




Ultrastrutura de células Vero

Apoptose
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Ultrastrutura de células HepG2

Aspecto de celulas HepG2 nao expostas a toxina
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Ultrastrutura de células HepG2

Autofagia Apoptose

Apoptose
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Conclusoes

» AMCLR induz a perda da viabilidade celular em ambas as linhas celulares

= AMCLR afecta varios organelos intracelulares

= A autofagia é comum a ambas as linhas celulares (a doses mais baixas de
toxina)

Efeito diferencial da MCLR na proteina anti-apoptética GRP94:

| Expressao da GRP94 + Apoptose > Sensibilidade das ?
em ceélulas HepG2 células hepaticas .
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