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Sumario

Neste trabalho pretendia-se caracterizar os efeitos genotoxicos e citotoxicos de uma toxina
(Microcistina-LR) que ¢ produzida por cianobactérias, utilizando como organismo eucariota modelo a
levedura Saccharomyces cerevisiae.

As cianobactérias sdo bactérias fotossintéticas existentes frequentemente em ambientes
aquaticos, inclusive em agua doce. Podem sobreviver em locais com niveis de pH e amplitudes térmicas
distintas. Atualmente, sdo usadas para diversos propositos, incluindo producdo de comida animal,
fertilizantes, entre outras. Quando as condigdes ambientais sdo propicias (p.e. concentracdo de
nutrientes, temperatura, pH...), as cianobactérias podem crescer massivamente, um fendmeno
conhecido por blooms, que pode estar associado a producdo de toxinas por parte das cianobactérias,
prejudiciais a diversas espécies, incluindo o ser humano, tornando-se uma questdo de preocupagdo
ambiental e de saude publica.

As microcistinas (MC) sdo hepatotoxinas, o que significa que o 6rgdo alvo principal de atuagao
¢ o figado, produzidas por cianobactérias. A sua formula quimica ¢ C49H74N 0012, tendo no entanto dois
residuos variaveis, que sdo responsaveis pelas cerca de 80 variedades da toxina. A MC utilizada neste
trabalho tem um residuo de Leucina e Arginina, sendo assim designada por MC-LR. De entre as MCs,
a microcistina-LR (MC-LR), produzida por varias espécies, em particular pela espécie Microcystis
aeruginosa, ¢ a mais abundante, a mais toxica e também a que se encontra mais bem estudada. Estas
foram algumas das razdes pelas quais esta toxina foi escolhida. As MCs sdo péptidos ciclicos que tém
uma elevada afinidade para as fosfatases proteicas de Serina/Treonina (PPs), nomeadamente a PP1 e
PP2A, agindo assim como inibidores das mesmas especialmente da wltima. E a partir destas interagdes
que ocorrem uma série de eventos responsaveis pelos efeitos citotoxicos ¢ genotoxicos das MC em
células animais. Para além de afetar o figado, sabe-se que as MC induzem o aumento de espécies reativas
de oxigénio (ROS), no entanto ainda ndo se conseguiu uma caracterizagdo completa dos efeitos destas
toxinas.

A exposi¢do Humana ¢ um risco atual sendo que as pessoas podem ter contacto com a toxina,
especialmente quando praticam desportos aquaticos, como nadar ou praticar surf em aguas balneares
contaminada, ou ingerir aguas contaminadas que ndo foram devidamente tratadas para consumo
humano. Se houver contacto com elevadas doses da toxina, podem ocorrem sintomas como nauseas,
vomitos e danos no figado, no entanto se o contacto com MCs for cronico e em doses baixas nao ocorrem
sintomas fisicos, mas ha danos cumulativos no figado ao longo do tempo. Devido a estas caracteristicas
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estabeleceu um valor maximo para a toxina em aguas para
consumo, sendo este de 1 ug/L, que se encontra também na Legislacdo Nacional aplicavel.

Desde que a OMS estabeleceu um valor maximo para microcistinas em aguas para consumo, o
contacto Humano com concentra¢des elevadas desta toxina tem sido raro. No entanto, a exposi¢ao
prolongada a doses baixas pode vir a ser problematica, pois € assintomatica.

Este projeto pretendeu esclarecer alguns dos mecanismos moleculares de toxicidade da MC-LR
em células animais usando Saccharomyces cerevisiae como organismo eucariota modelo. Tentou-se
caracterizar os efeitos genotoxicos e citotoxicos da exposi¢cdo a doses relevantes do ponto de vista
ambiental de MC-LR em §. cerevisiae.
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Para avaliar os efeitos citotoxicos da MC-LR, foi utilizado um ensaio de viabilidade celular que
determina a capacidade funcional das mitocondrias, o ensaio de MTT, apds exposicao das leveduras a
diferentes concentragdes de MC-LR durante 4 horas. Como controlo positivo utilizou-se o SDS (Dodecil
Sulfato de Sodio) e H,O» (Peroxido de Hidrogénio) onde se observou uma relacao significativa na dose-
resposta, sendo que quanto maior a percentagem de SDS e H>O; usada, maior foi o decréscimo de
viabilidade celular. Quando se utilizaram diferentes concentragdes de MC-LR observou-se um aumento
da absorvancia quanto maior fosse a concentra¢cdo usada, um efeito inverso ao esperado.

Por outro lado, tentou-se ainda adaptar o ensaio de eletroforese de célula tnica em gel (ensaio
do cometa), convencionalmente realizado em células de mamifero, as células de Saccharomyces
cerevisiae, a fim de quantificar quebras induzidas no DNA. Comegou-se por adotar o protocolo de
Oliveira et al. (2012) e expor as células a diferentes concentragdes do controlo positivo, H>O,. Durante
a otimizagao do processo, alterou-se principalmente a composi¢do dos varios componentes do ensaio, o
tampao de eletroforese, a solucao de lise, a concentracao do gel, a duragdo da eletroforese e a voltagem
da mesma. Em alguns ensaios conseguiu-se expor o DNA das células, confirmando que a liticase
funcionava pois houve digestdo da parede celular, mas ndo houve migracdo do mesmo, o que significa
que o protocolo ainda ndo esta totalmente otimizado.

Os efeitos genotoxicos foram avaliados através da andlise da alteracdo dos niveis de expressao
dos genes Rad27, Apnl, Apn2, Ntgl e Ntg2 do sistema de reparagao de DNA de S.cerevisiae, BER e do
gene Cdc535, que codifica a proteina fosfatase PP2A, através da técnica de Real-Time PCR. Utilizaram-
se os genes Alg9 e Tafl0 como referéncia, para normalizar os niveis de expressdo. S. cerevisiae foi
exposta a quatro concentragdes de MC-LR; 1 nM, 10 nM, 100 nM e 1 uM, e os resultados obtidos foram
comparados com a situagdo controlo (sem toxina). O gene Apn/ mostrou uma tendéncia para ser
subexpresso quando as células foram expostas a concentragcdes mais baixas de MC-LR e sobrexpresso
para concentracdes mais elevadas. O gene Apn2 mostrou uma tendéncia para ser subexpresso em
qualquer uma das concentragdes de MC-LR testadas. O gene Rad27 mostrou uma relacdo de dose-
resposta onde existe uma tendéncia para quanto maior for a concentragdo de MC-LR maior € a expressao
do gene. O gene Ntg/ tem tendéncia a ser subexpesso em todas as concentragdes de MC-LR. O gene
Ntg2 mostra uma relagdo dose-resposta clara, onde quanto maior for a concentragdo de microcistina
menor ¢ a expressao génica. O gene Cdc55 sofre uma repressdo génica quando exposto a qualquer
concentracao de microcistina. Apesar dos resultados obtidos serem para ja tendéncias, demonstram ser
interessantes e estio relativamente de acordo com o espectavel.

Como conclusdes finais a retirar deste trabalho, pelos resultados obtidos com o MTT,
aparentemente a microcistina ndo parece ser citotoxica para S.cerevisiae, contudo apesar de se ter
verificado que o MTT ¢ um método que funciona muito bem em S. cerevisiae, podera ndo ter sido o
método mais adequado para analisar a toxicidade de MC-LR, pelo que ¢ necessaria uma confirmagao
dos resultados obtidos através de outras técnicas que avaliam a viabilidade celular. Em relagdo ao ensaio
Cometa, os resultados nao foram conclusivos, possivelmente devido a dificuldade em otimizar o método
para leveduras, nomeadamente na migracdo do DNA no campo elétrico. No entanto, o método € bastante
intuitivo e seria bastante interessante que futuramente viesse a ser otimizado para leveduras. Verificou-
se que S. cerevisiae aparenta ser suscetivel a MC-LR, confirmado pelos efeitos genotoxicos. Em relagdo
ao método de RT-qPCR conseguiu-se obter tendéncias na expressdo génica, quando comparadas com a
situacdo controlo. Este método permitiu ver que a microcistina parece afetar ambas as vias do sistema
de reparacao de DNA BER, mas de forma diferente. No entanto é necessario realizar mais ensaios com



maior numero de réplicas bioldgicas para que se possa proceder ao tratamento estatistico ¢ obter
resultados mais consistentes.

Apesar da dificuldade em reproduzir alguns métodos em leveduras, tudo indica que a
microcistina-LR pode desempenhar um papel critico na toxicidade de células eucariotas. Este trabalho

permitiu contribuir um pouco mais um campo de estudo ainda pouco conhecido, utilizando S.cerevisiae
como organismo modelo eucariota.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae, microcistina, genotoxicidade, citotoxicidade
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Abstract

Microcystins (MC) are hepatotoxins produced by cyanobacteria. Among the MCs, the
microcystin-LR (MC-LR), produced by several cyanobacterial species, especially by the species
Microcystis aeruginosa, is the most abundant and also the most well studied cyanotoxin. MCs are cyclic
peptides which have high affinity for protein phosphatases Serine/Threonine (PPs), namely PP1 and
PP2A, thus acting as their inhibitors, especially of the last one. It is from these interactions that a series
of events occur which are responsible for the MCs cytotoxic and genotoxic effects on animal cells. It is
also known that MCs induce oxidative stress in cells due to the production of reactive oxygen species
(ROS), however a complete characterization of the effects of these toxins has not yet been obtained.

This project intends to clarify some of the molecular mechanisms of MC-LR toxicity in animal
cells using Saccharomyces cerevisiae as an eukaryotic organism model.

To evaluate the cytotoxic effects of MC-LR, a cell viability assay was used to determine the
functional capacity of the mitochondria, the MTT assay, after exposing the yeasts to different
concentrations of MC-LR for 4 hours. Genotoxic effects were evaluated by gene expression studies for
genes Rad27, Apnl, Apn2, Ntgl and Ntg2 (from the BER DNA repair system) and Cdc55 gene which
encodes the PP2A phosphatase protein, using the Real-Time qPCR technique. The reference genes used
for expression normalization were Alg9 and Taf10. Furthermore, it was attempted to adapt the single
cell gel electrophoresis assay (comet assay), conventionally performed on mammalian cells, to
Saccharomyces cerevisiae cells, in order to quantify induced DNA breaks.

MTT was optimized and successfully used in S. cerevisiae. Apparently, MC-LR is not cytotoxic
for Saccharomyces cerevisiae, although these results should be confirmed with other methods that
accessed cell viability. Regarding the Comet assay, the results were not conclusive, possibly due to the
difficulty in optimizing the method when applied to yeast cells, particularly in the DNA migration on
the electric field. However, the first two steps of the YCA protocol were optimized. Concerning the RT-
gPCR method it was possible to obtain tendencies in the gene expression levels, when compared with
the control situation, thus revealing that MC-LR affects differently both BER pathways.

Despite the difficulty of reproducing some methods in yeast cells, it appears that microcystin-
LR plays a critical role in the toxicity of eukaryotic cells. This work allowed us to contribute with a little
more information to a still relative unknown study field.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, microcystin, genotoxicity, cytotoxicity
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