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Microcistina-LR

Dias et al, 2009

Alverca et al, 2009

Apoptose 

Necrose
Doses altas de MCLR

Células Vero
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Doses baixas de MCLR

Mecanismo celular de resposta à toxina?

Ocorre em hepatócitos?

Autofagia

?

RE e lisossomas



Objectivos

Determinação do limiar de citotoxicidade 

Teste do Vermelho Neutro

Teste do MTT

1.

Citotoxicidade e alterações citopatológicas induzidas pela MCLR em em células Vero e HepG2

Determinação dos efeitos da MCLR na morfologia e ultrastrutura celular

Imunofluorescência e marcação específica:

α-LC3B – Autofagossomas

α-GRP94 – Retículo Endoplasmático
Laranja de Acridine (AO) – Lisossomas

Rodamina-123 - Mitocôndrias

Microscopia electrónica de transmissão

2.



Viabilidade Celular
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A diminuição da viabilidade celular é dependente da [MCLR].
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Mitocôndrias (Rh-123)

CN 50µg.ml-1

Vero

12µg.ml-1 25µg.ml-1
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CN 50µg.ml-1

HepG2

CN 50µg.ml-1

Ruptura mitocondrial

12µg.ml-1

12µg.ml-1

25µg.ml-1

25µg.ml-1



Lisossomas (AO)

CN 50µg.ml-1

Vero

12µg.ml-1 25µg.ml-1
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HepG2

CN 12µg.ml-1 25µg.ml-1

Aumento do tamanho dos lisossomas

Diminuição do número de lisossomas
Ruptura lisossomal

50µg.ml-1



Autofagossomas (LC3B)

Vero
CN 25µg.ml-1 50µg.ml-16µg.ml-1 12µg.ml-1

HepG2
Estimulação da autofagia
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CN 6µg.ml-1 12µg.ml-1 25µg.ml-1 50µg.ml-1



Redistribuição de GRP94: padrão 

disperso para perinuclear

Retículo Endoplasmático (GRP94)

Vero

6µg.ml-1 12µg.ml-1 25µg.ml-1 50µg. ml-1CN

RE

N

Alverca et al, 2009

Diminuição da expressão da proteína GRP94

disperso para perinuclear
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HepG2

CN 6µg.ml-1 12µg.ml-1 25µg.ml-1 50µg. ml-1

Alverca et al, 2009



Ultrastrutura de células Vero
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N

Aspecto de células Vero não expostas à toxina



Autofagia 

6µg.ml-1 12µg.ml-1 25µg.ml-1

Ultrastrutura de células Vero

Apoptose
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6µg.ml-1 12µg.ml-1 25µg.ml-1

50µg.ml-1 100µg.ml-150µg.ml-1



Ultrastrutura de células HepG2

N
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M

RE

Aspecto de células HepG2 não expostas à toxina



ApoptoseAutofagia

6µg.ml-1 12µg.ml-1 25µg.ml-1 25µg.ml-1

Ultrastrutura de células HepG2

Apoptose Apoptose
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100µg.ml-1100µg.ml-1

Necrose

50µg.ml-1 50µg.ml-1



Conclusões

� A MCLR induz a perda da viabilidade celular em ambas as linhas celulares

� A MCLR afecta vários organelos intracelulares

� A autofagia é comum a ambas as linhas celulares (a doses mais baixas de 

toxina)
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toxina)

Efeito diferencial da MCLR na proteína anti-apoptótica GRP94: 

↓ Expressão da GRP94 

em células HepG2 
↑ Apoptose > Sensibilidade das 

células hepáticas  ?  
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