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Resumo
Microcistinas (MC) s&o toxinas conhecidas por induzir principalmente hepatotoxicidade,

através da inibicdo das proteinas fosfatases PP1 e PP2A e geracdo de estresse oxidativo. Neste
trabalho testamos os efeitos in vitro e in vivo de diferentes concentragdes de MC-LR sobre a
atividade da AChE em cérebro de zebrafish. Os ensaios in vitro ndo revelaram alteracdo da AChE.
J& 0s ensaios in vivo mostraram um aumento de 27% quando zebrafish foram expostos a toxina
dissolvida na &gua, mas ndo causou alteracdo significativa quando injetada por via intraperitoneal.
Além disso, a analise de RT-PCR semi-quantitativa demonstrou um aumento nos niveis de mRNA
de ache no cérebro de zebrafish.
Introducéo

Cianobactérias sdo produtoras de uma grande variedade de toxinas que sdo hepatotoxinas
frequentemente detectadas em agua doce dentre estas a MC-LR (uma das formas mais comuns em
floracBes de cianobactérias). Microcistinas podem acumular em diferentes tecidos de espécies de
peixes, regulam a atividade das quinases por inibicdo direta das fosfatases PP1 e PP2A e induzem
estresse oxidativo e apoptose. Além disso, mudancas no comportamento locomotor de zebrafish
(Danio rerio) e Leucaspius delineatus depois da exposi¢do a MC-LR, e a inducdo de peroxidacéao
lipidica no cérebro de Corydoras paleatus apds exposicdo a MC-RR indicam efeitos neurotdxicos
das MCs.

O Zebrafish é considerado um modelo ideal devido ao seu pequeno tamanho, sensibilidade as
drogas e por absorver rapidamente produtos quimicos da dgua e acumula-los em diversos tecidos.

Na neurotransmissdo colinérgica, colina acetiltransferase € responsavel pela sintese de
acetilcolina (ACh) no neur6nio pré-sinaptico. Apos sua liberacdo na fenda sinéptica, colinesterases
rapidamente decompde ACh em colina e acetato. Existem dois tipos de colinesterases:
acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE). Tem sido demonstrado que BUChE néo é
codificada em zebrafish, entretanto AChE é codificada por um Gnico gene (ache) que ja foi clonado,
sequenciado e funcionalmente detectado em cérebro de zebrafish. Do mesmo modo, sua atividade

tem sido amplamente utilizada como bioindicador de exposi¢cdo ambiental. Por exemplo, a inibicao
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da AChE como biomarcador para avaliagdo da exposicdo de organismos aos inseticidas
organofosforados e carbamatos é bem conhecida, inclusive em peixes.

A inibicdo da AChE cerebral em zebrafish por substancias toxicas como o metanol e metais
pesados como mercurio e chumbo também tem sido bem estabelecida. Por outro lado, a ativagédo da
AChE tem sido demonstrada como consequéncia da exposi¢do a compostos neurotoxicos como
aluminio e etanol. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos in vivo e in vitro de concentracdes
de MC-LR na atividade da AChE em cérebro de zebrafish e; determinar o nivel de expressdo do
gene ache quando identificadas alteracdes cinéticas.

Metodologia

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados zebrafish adultos. Nos experimentos in vivo
o0s animais foram expostos a concentracdes de MC-LR (50 e 100 pg/L) dissolvida em agua e entdo
foram sacrificados ap6s 24 horas. Nos ensaios in vitro MC-LR em concentrac@es finais de 10, 25,
50, 100, 500, 1000 e 5000 pg/L foi adicionado ao meio antes da pré-incubagdo com a enzima
contendo homogenato de cérebro de zebrafish e mantida durante os ensaios enzimaticos. As
injecOes intraperitoneais seguiram o protocolo estabelecido por Phelps et al. (2009). Para determinar
a atividade da AChE e dosar proteina foram utilizados os métodos de Ellman (1961) e Bradford
(1976) respectivamente. Posteriormente foram feitas anélises de RT-PCR semi-quantitativas, a
partir de cérebros das exposi¢des in vivo, para obter a expressao do gene ache.

Os resultados enzimaticos foram avaliados pela analise de varidancia de uma via (one-way
ANOVA), e pos teste de Tukey. Dados moleculares foram analisados pelo teste t de Student.
Resultados

A andlise in vivo demonstrou que os peixes tratados com concentracao de 100 pg/L por 24 horas
apresentaram um aumento de 27% na atividade da AChE. Os resultados do RT-PCR de ache
demonstraram que os niveis relativos de mMRNA foram 17% maiores apds a exposicdo a 100 pg/L
MC-LR. No entanto, nos experimentos com injecao intraperitoneal e in vitro, MC-LR n&o provocou
alteracdo na atividade da AChE.

Discusséo

AChE tem sido bem estudada gragas a sua funcdo terminadora da neurotransmissdo em sinapses
colinérgicas e jungbes neuromusculares (Taylor and Radic, 1994) e mais recentemente foi
redefinida como um importante regulador de apoptose, pois pode ser induzida por uma variedade de
estimulos apoptdticos (a alta expressdo da AChE é capaz de inibir a proliferacao celular e promover

a apoptose - Jin et al., 2004). A ativacdo da AChE cerebral também tem sido demonstrada como
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consequéncia da exposi¢do a compostos neurotoxicos. Além disso, um aumento significativo na
atividade da AChE foi estabelecido ap0s a exposicao aguda de etanol (Rico et al., 2007).

A atividade da AChE aumentou na concentracdo 100 pg/L de MC-LR dissolvida em agua. Os
niveis de mMRNA de ache aumentaram significativamente apds a exposi¢cdo de MC-LR, sugerindo
que, MC-LR também pode modular a expressdo do gene ache. Os resultados também mostraram
gue nos ensaios in vitro ndo houve alteracdo da AChE sugerindo que a MC-LR n&o age diretamente
sobre a enzima. Esses resultados fornecem mais evidéncias de efeitos toxicos causados pela
exposicdo de MCs no cérebro de zebrafish.

Existem muitas evidéncias na literatura associando mudangas nos padrées de comportamento
com efeitos neurotdxicos da exposicdo aos poluentes. Neste sentido, embora os efeitos da MCs no
comportamento de peixes sdo pouco conhecidos alguns aspectos ja foram abordados como, por
exemplo, mudancas no comportamento locomotor. A hepatotoxicidade da MC depende da via de
absorcéo, portanto, uma rota alternativa de exposicdo foi posteriormente testada para determinar se
esta também pode levar a uma mudancga na AChE cerebral, como ocorreu quando zebrafish foram
expostos a toxina dissolvida em &gua. Curiosamente, quando MC-LR foi injetada por via
intraperitoneal ndo houve alteracdo na atividade da AChE sugerindo que os aumentos observados
na AChE cerebral dependem, pelo menos parcialmente, da absor¢do branquial ou ingestdo. Estas
descobertas parecem ser particularmente relevantes para melhor compreensdo dos mecanismos
moleculares da toxicidade da MC no cérebro.

Concluséo

Os resultados apresentados neste trabalho fornecem evidéncias experimentais de que AChE
cerebral é outro alvo potencial de MCs, e que os aumentos observados na atividade da AChE,
juntamente com os niveis de transcricdo do gene ache depois da exposi¢cdo de MC-LR dependem,
pelo menos parcialmente, da absorcdo branquial ou ingestdo. Também pode ser especulado que a
neurotoxicidade resultante da exposicdo a MC-LR é mediada por apoptose. Apoptose induzida por
microcistina em uma variedade de tipos de células ndo cerebrais de mamiferos ja foi demonstrado
(McDermott et al., 1998). Mais estudos devem ser realizados a fim de reforgar essas constatagoes.
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