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1. RESUMO GERAL

As cianobactérias do género Microcystis produzem uma diversidade de
cianotoxinas que causam efeitos adversos em animais, sendo a microcistina-
LR (MC-LR) uma hepatotoxina muito estudada. Existe uma relagdo entre a
exposicao a MC-LR e a promocgao tumoral, através da alteragao na transcrigéo
de proto-oncogenes que levam a alteragdes no crescimento e proliferagdo
celular. Peixes foram expostos a 25 e 250 ppm de extrato de Microcystis
aeruginosa, contendo 3.5 e 54.6 ug.L' da variante [D-Leu'] MC-LR,
respectivamente, com a finalidade de avaliar a regulagao transcricional dos
proto-oncogenes fosab, junba e myca e de genes envolvidos na supressao
tumoral, como baxa, gadd45a e p53. De acordo com a analise da expressao
génica, tanto os proto-oncogenes, quanto os genes supressores de tumor
sofreram uma repressdo em sua expressao. Essa alteragao transcricional foi
tempo-dependente, uma vez que pb3 ja apresentou repressao em 6h e seus
genes alvo, baxa e gadd45a foram reprimidos a partir de 24h. Em 96h, também
se observou a supressao desses genes, porém no periodo mais longo (16 dias)
nao foi verificada esta alteracéo, pelo contrario, p53 apresentou uma inducao
na menor dose testada. Ja os proto-oncogenes, de uma forma geral, néo
tiveram alteracdes a nivel de expressao relativa nos tempos mais curtos, mas
em 96h todos os genes sofreram uma queda em seus transcritos dos grupos
tratados em relagdo ao grupo controle. Esta supressdo transcricional
permaneceu apos 16 dias de exposi¢do, com excecao de junba. Dependendo
do tempo e vias de exposigao, assim como as doses utilizadas, os organismos
fazem uso de diferentes mecanismos de defesa, porém nem sempre sao
suficientes para manter a homeostase celular, levando as células a economizar
energia e apenas sobreviver ao estresse, inativando algumas fungdes, como

por exemplo, a expressao génica.

Palavras-chave: cianobactérias; expressao génica; carcinogénese;

microcistina.



2. INTRODUGAO GERAL

21 O problema ambiental das cianotoxinas: A producao de
microcistinas

O desenvolvimento industrial, o crescimento dos centros urbanos e a
expansao de areas agriculturaveis levam ao aumento de nutrientes essenciais
para o fitoplancton, principalmente fosforo, nitrogénio, carbono e ferro. Este
processo € denominado eutrofizagdo e possui diversas consequéncias ao
ecossistema aquatico. Entre elas, o favorecimento ao aumento da biomassa de
algas, cianobactérias e plantas (Calijuri et al., 2006), diminuigdo da diversidade
de espécies em todos os niveis tréficos e aumento da turbidez e numero de
particulas em suspensao, diminuindo a qualidade da agua (Codd, 2000).

As cianobactérias sdo organismos procariontes, pertencentes ao Reino
Monera e com capacidade fotoautotréfica, encontradas em ecossistemas
aquaticos continentais, estuarinos e marinhos, fazendo parte do fitoplancton
(Calijuri et al., 2006). A proliferagdo de cianobactérias ndo sé é prejudicial a
qualidade da agua, como também preocupa pela capacidade de produzir
toxinas, as quais aumentam os riscos a saude de animais e seres humanos.

Ao longo das ultimas décadas, a frequéncia e distribuicdo global de
floracbes de cianobactérias produtoras de cianotoxinas em corpos d’agua
eutrofizados apresentaram um aumento significativo e tornaram-se uma
preocupagao mundial (Yan et al., 2012), tanto para organismos aquaticos,
quanto seres humanos (Minillo et al., 2000; Ballot et al., 2005; Kotak e Zurawell,
2007; Amado, 2009), representando um importante grupo do ponto de vista da

quimica toxicoldogica ambiental e ecotoxicologia (Blaha et al., 2009). A



contaminagdo dos corpos d’agua por cianotoxinas traz sérias consequéncias
econbmicas, ecologicas e de saude publica (Wiengand e Pflumacher, 2005;
Amado, 2009).

Os ecossistemas de agua doce sao os ambientes mais propicios para o
desenvolvimento de cianobactérias, pois a maioria das espécies apresenta
melhor crescimento em aguas neutroalcalinas com pH de 6 a 9, temperaturas
entre 15°C e 30°C, com alta concentracdo de nutrientes, principalmente
nitrogénio e fosforo (Calijuri et al., 2006).

Varios episédios com floragbes de cianobactérias ja ocorreram no
estuario da Laguna dos Patos (Figura 1), coincidente com ventos fracos ou
ausentes, juntamente com temperatura da agua acima de 20°C, pH em torno
de 8, concentragbes de nutrientes nitrogenados e de fésforo nao-limitantes

(Yunes et al., 1996; Matthiensen et al., 1999).

FIGURA 1: Ocorréncia de floragdes de cianobactérias na Laguna dos Patos, Pelotas, RS —

Brasil. Fonte: http://www.onlinecomunicacoes.com.br/tapes/quais-as-razoes-para-as-aguas-da-

lagoa-estarem-esverdeadas.html

Cianobactérias podem produzir uma variedade de cianotoxinas com

potencial téxico (Cui et al., 2011), as quais podem ser classificadas tanto por


http://www.onlinecomunicacoes.com.br/tapes/quais-as-razoes-para-as-aguas-da-lagoa-estarem-esverdeadas.html
http://www.onlinecomunicacoes.com.br/tapes/quais-as-razoes-para-as-aguas-da-lagoa-estarem-esverdeadas.html

sua estrutura quimica, podendo ser alcaloides, peptideos ciclicos ou
lipopolissacarideos (LPS), quanto pela sua agao farmacolégica, atuando como
neurotoxinas, hepatotoxinas ou dermatotoxinas (Calijuri et al., 2006).

Dentre as diversas cianotoxinas produzidas, as microcistinas (MC)
representam um potente grupo de hepatotoxinas, com aproximadamente 90
isoformas identificadas (Liu et al., 2016). Muitas hepatotoxinas nédo tem
nenhuma atragéo especial pelo tecido hepatico, mas como o figado concentra
toxinas na tentativa de degrada-las, elas acabam atuando mais nesse 6rgéao
(Calijuri et al., 2006). Além disso, as MCs sao incapazes de atravessar
membranas celulares por difusdo passiva, dependendo de transportadores
polipeptidios de anions orgéanicos (Oatps) que sédo capazes de mediar sua
absorcdo e muitos membros dessa familia das Oatps sdo exclusivamente
expressos no tecido hepatico (Fischer et al., 2005; Niedermeyer et al., 2014).

Os aspectos ecoldgicos relacionados as microcistinas estdo associados
ao acumulo na cadeia tréfica, podendo chegar até os seres humanos. Também
ocorrem mudancgas na composi¢ao do fito e zooplancton, pois em experimentos
feitos em tanques de piscicultura, a populacédo zooplancténica reduziu-se apés
o aparecimento de floragdes de Microcystis sp., possivelmente devido a funcéo
protetora desempenhada pelas cianotoxinas contra espécies que sdo seus
predadores primarios ou que estdo competindo por recursos (Ribeiro et al.,
1997, Calijuri et al., 2006).

As MC sao heptapeptidios ciclicos produzidos como metabdlitos
secundarios (Ding et al., 2000) por espécies de cianobactérias, como dos
géneros Microcystis (M. aeruginosa, M. wesenbergii, M. viridis), Oscillatoria (O.

agardhii, O. rubescens, O. tenuis), Anabaena, Haphalosiphon, Aphanocapsa,



Cyanobium, Arthrospira, Limnothrix, Phormidium, Hapalosiphon, Nostoc,
Anabaenopsis e Synechocystis (Zegura et al., 2011). Cada género pode
compor dezenas ou centenas de espécies, toxicas ou ndo, devido as
substancias quimicas secretadas (Chorus e Bartram, 1999). As toxinas séo
sintetizadas durante a fase de crescimento das cianobactérias e grandes
quantidades de MCs sao liberadas para a agua durante o colapso de uma
floracdo, ou seja, apos lise celular ou de crescimento ativo de populagdes de
cianobactérias (Azevedo et al., 2002; Malbrouck e Kestemont, 2006).

A MC-LR é uma das variantes mais estudadas e comumente
encontradas em agua doce, sua por¢cao Adda, presente em todas, é
considerada a responsavel pela atividade das MCs (Pinho et al., 2003; Campos
e Vasconcelos, 2010) (Figura 2). As diferentes isoformas de MC s&o formadas
principalmente devido as variagdes dos aminoacidos encontrados apenas nas
posicoes 2 e 4, por exemplo, a MC-LR (Figura 2), MC-RR e MC-YR, com
variadas combinagdes de leucina (L), arginina (R) ou tirosina (Y) (Kotak e

Zurawell, 2007; Liu e Sun, 2015).
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FIGURA 2: Estrutura da MC-LR. Isoforma caracterizada pelos aminoacidos leucina (L) e

arginina (R) nas posigbes 2 e 4, respectivamente. (Adaptado de Antoniou et al., 2008)
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Portanto, a nomenclatura das diferentes isoformas s&o referentes aos
aminoacidos presentes nas posicoes 2 e 4, enquanto que na posi¢ao 1, o
aminoacido alanina, € relativamente conservado (Sivonen e Jones, 1999;
Ramos et al., 2015). No entanto, ainda podem ocorrer outras variantes de MC-
LR, como a [D-Leu'] MC-LR, que contém D-Leucina na posigdo 1, ao invés de
alanina (Figura 3), mas sua toxicidade se da pelo mesmo mecanismo de agéo
da MC-LR. Nos episodios de floragbes de cianobactérias ocorrentes na Laguna
dos Patos, a toxina [D-Leu1] MC-LR foi detectada em células isoladas de M.

aeruginosa (Ramos et al., 2015).

MC-LR [D-Leu!] MC-LR

FIGURA 3: Diferenga na estrutura quimica entre as variantes MC-LR e [D—Leu1] MC-
LR. Ocorre a troca do aminoacido alanina pelo aminoacido leucina na posi¢ao 1.(seta

vermelha). (Adaptado de Ramos et al., 2015)

2.2 Acao hepatotoxica das microcistinas: A promogao tumoral e
mecanismos de defesa celular

A inibicao de proteinas fosfatases PP1 e PP2A é considerada um dos
principais mecanismos de toxicidade a nivel bioquimico das MCs (Zegura et al.,

2004), com o consequente aumento da fosforilagcdo proteica, geracdo de
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estresse oxidativo e carcinogénese (Ding e Ong, 2003), assim como efeitos
sobre a osmorregulacdo em peixes e outros organismos aquaticos (Yunes,
2009). Esta hiperfosforilagdo tem como efeito estrutural mais pronunciado a
desorganizagdo do citoesqueleto e perda de forma celular (Nishiwaki-
Matsushima et al., 1992; Falconer e Yeung, 1992; Nishiwaki- Matsushima et al.,
1994), tendo como consequéncia a desintegragao da estrutura dos hepatécitos,
associada a diminuicdo do volume intracelular e do contato intercelular, o
choque hipovolémico e até morte do individuo afetado (Carmichael, 1994).

A fosforilagdo reversivel de proteinas € um importante mecanismo
regulador das atividades intracelulares nas vias de transdugédo de sinal que
controlam processos biologicos diversos (Figura 4), como o metabolismo
intermediario e de substancias de reserva, a dindmica do citoesqueleto, a
quimiotaxia, a diferenciagdo e o crescimento celular (Reinhart et ai., 1991;
Calijuri, 2006). Variagdes no estado de fosforilagdo proteico sédo resultados do
balanco das atividades entre proteinas quinases e fosfatases, responsaveis

pela fosforilagdo e desfosforilagédo, respectivamente (Cohen, 1992).

Fosforilacao
> Transducdo
_— ]
“ de sinal

Desfosforilagdo

-

Acido ocadaico, microcistina-LR, nodularina

A

FIGURA 4: llustragao esquematica do mecanismo de fosforilagao e desfosforilacdo proteica na

presenga de cianotoxinas (Adaptado de Fujiki e Suganuma, 2011).
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A exposicao de células a sinais extracelulares pode requerer mudancas
na expressdo génica para que sejam promovidas respostas fisiologicas
apropriadas. Esses sinais ativam multiplas vias de sinalizacao intracelular que
estdo integradas, por exemplo, a genes promotores e fatores alvos de
transcricdo (Whitmarsh, 2007). A fosforilagdo e desfosforilagdo de reguladores
transcricionais mediados por proteinas quinases especificas e proteinas
fosfatases € um mecanismo comum de controlar expressdo génica (Hill e
Treisman, 1995; Whitmarsh e Davis, 2000; Whitmarsh, 2007). Sendo assim, as
vias de sinalizagdo do grupo MAPK (proteinas quinases ativadas por
mitdogenos) sdo importantes mediadoras de respostas transcricionais a esses
sinais, que incluem fatores de crescimento, hormdnios, citocinas e estresses
ambientais (Whitmarsh e Davis, 2000; Yang et al., 2003; Whitmarsh, 2007 ).

A MAPK é uma subfamilia de proteinas quinases especificas de
serina/treonina, conservada entre os eucariotos ao longo da evolugéao bioldgica,
que respondem a estimulos extracelulares (mitdgenos) e regulam varias
atividades celulares, como expressdo génica, mitose, diferenciagao,
sobrevivéncia celular e apoptose, a partir de uma cascata de sinais que levam
a sua ativagao por dupla fosforilacdo em seus residuos de serina e treonina
(Whitmarsh e Davis, 1996; Yang et al., 2003; Whitmarsh, 2007). Uma vez
ativada, a MAPK move-se para o nucleo e ativa varios fatores de transcricéo,
0s quais estimulam a transcri¢do de genes que atuam em parte do ciclo celular
(Pierce, 2011).

A proliferagcdo celular é regulada por sinais extracelulares conhecidos
como fatores de crescimento, e esses fatores medeiam seu efeito proliferativo

através da ligagdo ou ativagdo de receptores ligados a membranas. Esses
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receptores transmitem sua informacao para GTPases e entdo a quinases que
fosforilam e ativam fatores de transcricdo. Fatores de transcrigdo regulam a
expressdo de genes especificos que produzem a indugdo de respostas
bioldégicas, como por exemplo, proliferagao celular (Smart et al., 2008). Sendo
assim, além dos efeitos agudos, existem algumas evidéncias que sugerem que
a inibicao das fosfatases PP1 e PP2A, decorrente de uma exposicéo crénica a
microcistina, pode resultar numa proliferacdo celular descontrolada,
potencializando o desenvolvimento de tumores in vitro (Nishiwaki-Matsushima
et al., 1992; Ding et al., 1999).

O amplo alcance destas vias de regulagdo celular emergiu com a
descoberta de candidatos a substratos da MAPK, como proteinas multi-alvo de
transducédo de sinal e numerosas proteinas reguladoras de transcricdo, entre
as quais estdo incluidos os proto-oncogenes fosab, junba e myca (Avruch,
2007; Zegura et al.,, 2011). Os proto-oncogenes séo seletivamente ativos
apenas quando sinais de regulagédo apropriados permitem que sejam ativados,
comumente por alguma interacdo alostérica (Griffiths, 1996). A fosforilagéo
efetuada pelas MAPKs da inicio a transcricdo de genes necessarios para o
crescimento, diferenciagéo e proliferagdo celular (Figura 5) (Gehringer, 2004;
Zegura et al., 2008; Li et al., 2009; Wang et al., 2013, Li et al., 2014). Logo, em
estudos sobre carcinogénese, a inducado da expressao de proto-oncogenes tem
sido relacionada com a promogédo da atividade tumoral (De Felipe e Hunt,
1994; Hayashi et al., 2000; Li et al., 2009).

Alguns trabalhos ja forneceram evidéncias de que a MC-LR induz a
expressao de fos, jun e também myc em culturas primarias de hepatdcitos de

ratos e em peixes-zebra (Sueoka et al., 1997; Wei et al., 2008; Li et al., 2009).
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A proteina c-Jun € um regulador positivo de proliferagcdo e induz outros
reguladores de progressao do ciclo celular (Szremska et al., 2003; Meixner et
al., 2004, Wei et al., 2008) e c-Fos tem atividade oncogénica com frequente
superexpressdo em células tumorais (Verde et al., 2007). Segundo Fan et al.
(2014), c-myc é um proto-oncogene que, ao ter sua expressao alterada,
contribui para o desenvolvimento do tumor, estando frequentemente ativado
em 20% de todos os canceres humanos, mas também ja foi encontrado ativo

em tumores de outras espécies animais (Dang et al., 1999; Dang, 2012).

; [ .
Mitégenos @ Mitégenos

> Transcrigdo
génica

génica

Proliferagdo celular Proliferagdo celular

FIGURA 5: Acéo inibitéria da MC-LR sob a proteina fosfatase PP2A e sua relagdo com a
proliferagéo celular. A inibicdo de PP2A leva a ativagdo de uma cascata de sinaliza¢des da via
MAPK, com ERK1/2 sendo translocado para o nucleo e ativando fatores de transcricdo e genes

relacionados com o processo de proliferagéo celular, como c-jun, c-fos e c-myc. Adaptado de

Menezes et al. (2013)

15



Os genes que participam da formac&o de tumores estdo envolvidos,
principalmente, com o controle do ciclo celular, reparacdo do DNA danificado e
apoptose em células normais, sendo os mais estudados os genes supressores
de tumores e os oncogenes (Junqueira e Carneiro, 2005; Campbell e Farrell,
2007).

De acordo com Junqueira e Carneiro (2005), alguns genes supressores
de tumores codificam proteinas que mantém as células em G-zero, ou seja,
fora do ciclo mitético, enquanto os oncogenes codificam proteinas modificadas
que promovem a multiplicacdo desordenada das células, que se convertem em
malignas, originando os tumores. Ainda segundo os autores, 0os oncogenes sado
denominados proto-oncogenes quando atuam nos momentos certos e de modo
controlado, participando do controle da proliferagdo celular para constituir ou
reconstituir tecidos normais do organismo.

Os proto-oncogenes sdo altamente conservados na evolugédo e sua
expressao é fortemente regulada (Smart et al., 2008), visto que existe uma
similaridade na sequéncia génica dos proto-oncogenes entre os animais. Li et
al. (2014) verificaram mais de 90% de similaridade para fos entre duas
espécies de carpas e para jun foi verificada que a sequéncia de aminoacidos
da carpa é idéntica cerca de 70% da sequéncia de mamiferos, aves e outros
peixes teledsteos, indicando que este gene é comparativamente conservado na
evolucao dos vertebrados.

A alteragdo na expressao destes genes ja vem sendo investigada, pois
visa contribuir para um melhor entendimento dos mecanismos de agao da MC-
LR que provocam toxicidade/genotoxicidade e possuem potencial

carcinogénico (Zegura et al., 2011).
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Ja os genes supressores de tumor frequentemente codificam proteinas
que funcionam como reguladores negativos de proliferagdo celular ou
reguladores positivos de morte celular (Smart et al., 2008). Os seres vivos tem
a capacidade de desenvolver diversos mecanismos de defesa contra
estressores celulares, sendo o pb53 um dos genes mais conhecidos e
estudados pela sua indugdo em resposta ao estresse celular, considerado o
maior sensor de estresse genotoxico via estresse oxidativo, funcionando como
um transativador transcricional no reparo do DNA, apoptose e vias de
supressao tumoral (Fu et al., 2005; Zegura et al., 2008).

Em células normais, os niveis proteicos de p53 sdo baixos, no entanto,
em resposta a danos no DNA, hipdxia ou estresse oncogénico, seus niveis
rapidamente se acumulam (Smart et al., 2008). O gene p53 é conservado em
estrutura e fungdo, tornando-o altamente similar entre mamiferos e peixes-
zebra, além disso, é o gene supressor de tumor mais frequentemente mutado
em casos de céancer (Storer e Zon, 2010).

Como descrito anteriormente, a partir da inibicdo de proteinas fosfatases
PP1 e PP2A, numerosas proteinas celulares sao hiperfosforiladas e a
fosfoproteina nuclear p53 é um substrato de PP2A (Wang et al., 2013). Por
isso, uma exposi¢cao a MC-LR pode afetar o funcionamento normal de p53 e
seus genes alvo, responsaveis por regular processos de morte celular
programada, de reparo de DNA e ciclo celular. Porém, além da agéo inibitoria
de fosfatases, o estresse oxidativo também pode desempenhar um papel na
patogénese de toxicidade da microcistina, através da formacédo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), injuria celular e peroxidacao lipidica (Zegura et al.,

2006).
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Uma vez que as MCs podem ser genotoxicas, causando danos a nivel
de DNA, p53 também é induzido e mecanismos de reparo séo ativados (Figura
6) para superar os riscos de um DNA danificado que prejudicaria a integridade
do genoma (Soares et al., 2012). Dentre os varios genes alvo do p53, tem-se o
gadd45a, o qual também tem sua indugdo associado a vias acionadas por
ocorréncia de estresse oxidativo (Zegura et al. 2008). Segundo os mesmos
autores, gadd45a atua no controle do ciclo celular e processos de reparo do
DNA, removendo uma variedade de lesdes do DNA ou interrompendo o ciclo
celular, de forma que ocorra a prevencgao da replicagdo do DNA danificado
(Smart et al., 2008; Zegura et al., 2008; Soares et al., 2012).

Caso o dano do DNA seja muito severo, p53 pode induzir apoptose
através da regulacdo de genes que estimulam vias apoptdticas, tanto
extrinsecas quanto intrinsecas (Smart et al., 2008). A proteina p53 € um
regulador de genes anti e pro-apoptético, como bcl-2 e baxa. Assim como p53,
ja foi relatado um aumento persistente dos niveis transcricional e proteico de
baxa apos exposicdo a MC-LR em figados de ratos. Este gene é responsavel
pela morte celular através da liberagao de citocromo ¢ e subsequente aumento
da expressao de proteases de morte celular, como caspases (Fu et al., 2005;
Wang et al., 2013), enquanto bcl-2, supressor de apoptose, teve seus niveis de

expressao reprimidos (Zegura et al., 2006).
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FIGURA 6: llustracdo esquematica da via p53 frente a diferentes estresses que podem ativa-la
a partir de mediadores celulares. Uma vez induzido, p53 ativa genes que atuam em trés
grandes vias de resposta: Interrupgao do ciclo celular e reparo do DNA com agéo de gadd45 e
apoptose que pode ser ativada pelo bax, entre outros genes. O gene p53 é regulado

negativamente pelo mdm?2 e vice-versa (Adaptado de Soares et al., 2012).

2.3 O modelo Danio rerio

Membro da familia Cyprinidae, essa espécie de agua doce, originaria do
sul asiatico, tornou-se um modelo experimental vertebrado importante na
investigacao cientifica. O peixe-zebra (Figura 7) é utilizado em pesquisas
desde meados de 1930, porém, apenas no final da década de 60, com o
bidlogo George Streisinger da Universidade de Oregon nos Estados Unidos, &
que o peixe recebeu destaque, quando o pesquisador identificou diversas
vantagens do organismo em estudos genéticos e de desenvolvimento, em
relacdo a modelos consolidados na época, como Caenorhabditis elegans e
Drosophila melanogaster (Zhang et al., 2003; Gheno et al., 2016). A partir
dessa descoberta, os estudos com peixe-zebra intensificaram-se e permitiram

grandes avangos em diversas areas da pesquisa bioldgica.
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Figura 7 - Peixe-zebra ou paulistinha (Danio rerio).

Fonte: http://peixesdeaquario.com.br/peixes-2/peixes-de-agua-doce/paulistinha-ou-danio-rerio/

O peixe-zebra apresenta inumeras vantagens, dentre elas, trata-se de
um modelo pequeno de facil manipulacdo e criagdo, além de que sua
manutengado diaria em laboratorio apresenta baixo custo (Zhang et al., 2003;
Schartl, 2014), se comparada a manutengcdo de roedores. Algumas
caracteristicas do peixe, tais como prole numerosa e desenvolvimento rapido
(progride de ovos a estado larval em menos de trés dias e torna-se adulto aos
3 meses de vida) s&o atributos que facilitam a manipulagdo e utilizagdo da
espécie na investigagado de inumeras patologias (Zhang et al., 2003; Silveira et
al., 2012). Seus embrides séo transparentes, o que permite a visualizagdo em
microscopio de estruturas morfolégicas e 6rgaos internos, sem a necessidade
de procedimento cirurgico (Zhang et al., 2003).

Através do sequenciamento completo do genoma do D. rerio, pode-se
indicar que aproximadamente entre 70-75% dos seus genes apresentam
homologia aos genes humanos (Zhang et al., 2003; Zorzetto e Guimaraes,
2013; Gheno et al., 2016), com alta conservagdo de sequéncias génicas em
estrutura e funcdo entre os grupos de vertebrados. A similaridade entre os
genes do peixe-zebra e dos humanos estimula cada vez mais a sua utilizagéo

como um organismo modelo alternativo ao uso de roedores ou como modelo
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complementar no oferecimento de informagdes (Zorzetto e Guimaraes, 2013;
Gheno et al., 2016).

A produgao cientifica brasileira utilizando o peixe-zebra, que inexistia ha
pouco mais de uma década, esta crescendo de modo acelerado nos ultimos
anos, conforme relatado por Zorzetto e Guimardes (2013) e por um estudo
minucioso de Gheno et al. (2016), os quais também verificaram que um numero
expressivo das publicagdes com D. rerio oriundas do pais envolvem trabalhos
de cunho toxicologico e biologia molecular. Diversos aspectos relativos ao
funcionamento de um organismo sdo bastante conhecidos no peixe-zebra,
principalmente informag¢des morfoldgicas, bioquimicas e fisioldgicas para todos
os estagios do desenvolvimento precoce, assim como em juvenis e adultos de
ambos os sexos (Hill et al., 2005). Isto torna o peixe-zebra um modelo
adequado e conveniente para investigagdes toxicologicas, quando o objetivo é
identificar os efeitos adversos da exposicdo a toxinas ou outros poluentes
ambientais e de 6rgaos alvo de substancias quimicas especificas (Zhang et al.,
2003; Hill et al., 2005).

Para avaliar a toxicidade de determinado composto, € essencial
identificar as suas relacdes de resposta a dose, elucidar os mecanismos de
toxicidade e determinar a sua toxicodinamica (Hill et al., 2005). De acordo com
a problematica das microcistinas, para estudos de monitoramento e
remediacdo dos ambientes aquaticos impactados por floragdes de
cianobactérias € necessario, ndo apenas um conhecimento detalhado dos
mecanismos bioquimicos de toxicidade do extrato bruto de cianobactérias
téxicas, mas também dos mecanismos bioquimicos de defesa utilizados pelos

organismos frente a exposigéo a estes compostos.
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Além dos aspectos favoraveis relativos a manutengdo e ao manejo do
peixe-zebra em laboratério, no meio ambiente os peixes podem ser veiculos de
toxinas (como as microcistinas) para animais de niveis elevados na cadeia
alimentar (Lone et al., 2015), confirmando sua importancia como um modelo de
estudo.

Como os genes, receptores e processos moleculares sao altamente
conservados entre os filos animais de maior complexidade, estudos com peixe-
zebra podem ser representativos quando existe a finalidade de comparar com
humanos suas respostas frente a determinado estresse ou condicao
patolégica, como por exemplo, carcinogénese. Estudos genéticos podem
proporcionar maior conhecimento sobre a fungdo dos genes em vertebrados e
levar a uma melhor compreenséo acerca de doengas humanas (Huang et al.,
2012).

Portanto, a elucidacdo do genoma de peixe-zebra propiciou o ponto de
partida do presente trabalho, por permitir a coleta das sequéncias nucleotidicas
de proto-oncogenes e de genes envolvidos na supressdo de tumores,

presentes neste peixe.
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3. OBJETIVO

Avaliar a resposta transcricional dos proto-oncogenes fosab, junba e
myca e dos genes envolvidos na supressao tumoral baxa, gadd45 e p53 em
figados de peixe-zebra apds exposi¢cao a um extrato de M. aeruginosa produtor
de [D-Leu'] MC-LR, contendo as concentracdes de 3.5 e 54.6 pg.L'1, nos

tempos de 6, 24, 96 e 384 horas.
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Abstract

Cyanobacterial blooms of Microcystis aeruginosa produces toxins that represent risk to
the environment. The microcystin-LR (MC-LR) is a widely studied hepatotoxin with
potential to cause tumor promotion and the variant [D-Leu'] MC-LR was detected in
blooms at Patos Lagoon Estuary (Brazil). The present study evaluated the transcription
of the proto-oncogenes fosab, junba and myca and the tumor suppressor genes baxa,
gadd450 and p53 in response to extract of M. aeruginosa exposure. The proto-
oncogenes and tumor suppressors respond differently at time-dependent manner to
transcriptional changes. There was repression of all proto-oncogenes for 25 and 250
ppm (with 3.5 and 54.6 pg.L"' of [D-Leu'] MC-LR respectively) of cyanobacterial
extract tested at times 96 and 384 hours, except only junba in the longest time. The
tumor suppressor genes were repressed in shorter times of 24 and 96 hours, and p53 was
repressed already at 6 hours, but induced at 384 hours. Depending on the time and
routes of exposure, as well as the used doses, the organisms make use of different
defense mechanisms, but they are not always enough to maintain cellular homeostasis,
causing the cells to conserve energy and only survive the stress, inactivating some

functions, such as gene expression.

Keywords: cyanobacteria; gene expression; carcinogenesis; microcystin
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1. Introduction

Over the past decades, the frequency and global distribution of cyanobacteria
blooms in water bodies presented a significant increase and became a worldwide
preoccupation (Yan et al., 2012). This concern is mainly due to the fact that several
species of cyanobacteria could produce a variety of cyanotoxins with toxic potential
(Cuietal., 2011).

Microcystins (MCs) are commonly found in the aquatic environment and are
produced by species of several genera of cyanobacteria, such Microcystis (Amado and
Monserrat, 2010). The microcystin-LR (MC-LR) is a very common hepatotoxin and its
toxicity to diverse biologic systems has been investigated (Abdel-Rahman et al., 1993;
Qiao et al., 2013). Studies have demonstrated the appearance of hepatic lesions, as
occurrence of cellular apoptosis, in fish exposed to MC-LR at laboratory (Tencalla et
al., 1994; Williams et al., 1995; Fischer and Dietrich, 2000; Mezhoud et al., 2008).

The main known toxicity mechanism for MC-LR is the inhibition of the PP1 and
PP2A phosphatase proteins, leading to hyperphosphorylation of cytoskeleton proteins
(Mezhoud et al., 2008; Dias et al., 2010), increasing the oxygen reactive species (ROS)
production and oxidative damage to DNA (Ding et al., 2000; Yan et al., 2012). The
tumor promoter activity caused by MCs has been attributed to PP2A inhibition, by
regulating mitogen activated protein kinases (MAPKSs) (Gehringer, 2004; Wang et al.,
2013).

The MAPKSs once activated, regulate the expression of proto-oncogenes. For
example, fosab and junba are well-known targets of the MAPKs pathway (Delaney et
al., 2008; Zegura et al., 2011) and initiate transcription of genes involved in growth,
differentiation and cellular proliferation (Gehringer, 2004; Zegura et al., 2008; Li et al.,

2009; Wang et al., 2013). The over transcriptional induction of proto-oncogenes has
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been linked with the promotion of tumor activity in different organs as kidney, testis,
brain and liver of rats (De Felipe and Hunt, 1994; Hayashi et al., 2000; Li et al., 2009;
Wang et al., 2013).

Some studies have provided evidences that MC-LR induces the expression of
jun, fos and also myc in primary cultures hepatocytes of rats and zebrafish (Sueoka et
al., 1997; Wei et al., 2008; Li et al., 2009). The protein c-Jun is a positive regulator of
proliferation and induces other regulators of cell cycle progression (Szremska et al.,
2003; Meixner et al., 2004; Wei et al., 2008) and c-fos has oncogenic activity with
frequent overexpression in tumor cells (Verde et al., 2007). According with Fan et al.
(2014), the altered expression of myc proto-oncogene contributes to tumor development.
This gene is activated in 20% of all the human cancers and has been found to be active
in tumors of other animal species (Dang et al., 1999; Dang, 2012).

On the other hand, living beings have the ability to develop a variety of defense
mechanisms against cellular stressors and the tumor suppressor genes are one of the
responsible for act preventing severe damages for cell. These genes often encode
proteins that function as negative regulators of cell proliferation (Smart et al., 2008) and
it is necessary to keep the cell integrity and the cellular content. The p53 gene is the
most often mutated in cancers (Storer and Zon, 2010) and is conserved in structure and
function, being highly similar in mammals and zebrafish. Once activated, p53 can
induce the expression of genes related to arrest of cell cycle, apoptosis and DNA repair
(Fu et al., 2005; Zegura et al., 2008).

Among the various p53 target genes, gadd45a 1is one of the genes that operate in
cell cycle control and DNA repair processes. The gadd45a removes a variety of DNA
lesions or interrupt the cell cycle, preventing the replication of damaged DNA (Zegura

et al., 2008; Smart et al., 2008; Svircev et al., 2010). If the DNA damage is too severe,
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p33 can induce apoptosis through the regulation of genes that stimulate apoptotic
pathways (Smart et al., 2008), such as baxa (Wang et al., 2013). Exposure to MC-LR
caused a persistent increase of its transcriptional and protein levels in hepatocytes and
testicular cells and it is responsible for cell death with ¢ cytochrome release and
expression of caspases. (Fu et al., 2005; Wang et al, 2013).

Thus, the alteration in the expression of these genes is going studied, because
may contribute for a better knowledge of the MC-LR action mechanism which cause
toxicity/genotoxicity and carcinogenic potential (Zegura et al., 2011). This work
evaluated the transcriptional response of the proto-oncogenes fosab, junba and myca
and tumor supressor genes baxa, gadd45a and p53 in zebrafish (Danio rerio) after
exposure to Microcystis aeruginosa extract with concentrations of 0, 3.5 and 54.6 pg.L™

[D-Leu'] MC-LR at 6, 24, 96 and 384 hours.

2. Material and Methods
2.1 Microcystis aeruginosa extract

The cyanobacteria extract used was obtained from cultures of the Microcystis
aeruginosa originally isolated from water collected in Patos Lagoon Estuary, Rio
Grande, RS, Brazil. M. aeruginosa cells of RST 9501 strain producing cyanotoxin were
cultivated at Laboratory of Cyanobacteria e Phycotoxins, Oceanographic Institute of
Federal University of Rio Grande (IO-FURG) and the characterization of microcystin
produced by this strain was previously achieved by Matthiensen et al. (2000). The most
abundant MC variant in that strain was a [D-Leu'] MC-LR, which presents a similar
potency to phosphatase inhibition comparing to the common [D-Ala'] MC-LR (MC-

LR) (Matthiensen et al. 2000).
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M. aeruginosa was cultured in 5 L of BG-11 medium, kept in FANEM 347
growth chambers at 20 °C = 2 °C in 12 h:12 h light and dark cycles. The culture was
100 x concentrated by centrifugation (6000 rpm) to yield an aquous pellet of M.
aeruginosa extract with 50 mL. The extract was frozen and thawed three times and

stored at — 20 °C until used in the exposure experiments.

2.2 Laboratory animal care and experimental design

Adult zebrafish (Danio rerio) were obtained commercially, transported to the
wet lab of the Institute of Biological Sciences (ICB) of the Federal University of Rio
Grande (FURG) and maintained in tanks with dechlorinated and aerated tap water, at
28°C £ 2°C, pH 7.0 = 1 and photoperiod of 12 hours light and 12 hours dark. Fish were
acclimated for two weeks before of the experiments and fed with commercial
Tetracolor ™ Tropical Granules (Tetra) twice daily.

Working solutions with 2 L of 25 and 250 parts per million (ppm) of M.
aeruginosa extract were made by dilution in dechlorinated water and shaken for 30
minutes to obtain nominal working solutions containing 5 and 50 ug.L"' [D-Leu'] MC-
LR, respectively. Dechlorinated water was used in the control groups. Ten fish were
used for each one of the experimental groups (0, 25 and 250 ppm of M. aeruginosa
extract) in which 200 mL fractions of working solutions was distributed in beakers. One
zebrafish was immediately added in each beaker and maintained with constant aeration,
28 °C, and photoperiod 12 h light:12 h dark at 6, 24, 96 and 384 h in the Toxicology
Laboratory. The water of all beakers was renewed every 24 h.

After the end of each exposure time, the fish were anaesthetized with 100 mg.L™
of MS-222 tricaine immersed in the water at 10 minutes and euthanized by section of

the spinal cord. The livers were dissected and stored in 500 pL of Trizol and at -80 °C
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for the next procedures. All the procedures used were approved by the Ethic Committee

of Animal Use of FURG (CEUA N° P029/2015, 23116.002456/2015-05 protocol).

2.3 Dosage of MC-LR in the water

Individual water samples with 10 mL were collected from the three experimental
groups after the 6 h exposure and stored at -20 °C. The microcystin concentration in the
water was analyzed in duplicate using a specific immunoassay QuantiPlate™ Kit for
Microcystins (EnviroLogix, Portland, ME, USA) according to the manufacturer manual
in a microplate spectrophotometer at 405 nm (Biotek Lx 800) in the Determinations

Laboratory.

2.4 Gene expression evaluation by qRT-PCR

The 120 liver samples of D. rerio were homogenized in TRizol reagent
(Invitrogen) and the total RNA extraction was conducted according to the manufacturer
manual. The RNA quality and amount were evaluated using espectrofotometer
(Nanodrop ND1000; NanoDrop Technologies). The quality of some of the RNA
samples was evaluated in agarose gel electrophoresis 1%. The total RNA was reversely
transcribed to cDNA using High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems). The gene sequences were obtained in GenBank and the primers (Table 1)
were designed in Primer3 Plus and tested using the software FastPCR.

The gene expression analysis was evaluated in duplicate, using the GoTaq qPCR
Master Mix Kit (Promega), a real-time PCR System 7300 (Applied Biosystems) and the
program: 95°C to 2 min and 40 cycles of 95°C to 15 s and 60°C to 30 s. The E*“ method
was used to calculate the transcriptional relative level in the experimental groups

Schmittgen and Livak (2008). The internal control Ct used was the average of the Cts of
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the three housekeeping genes: [18s rRNA (18S ribosomal RNA), b2m (B-2-
microglobulin) and g6pdh (glucose 6-phosphate dehydrogenase). The use of average of
three or more reference genes of distinct functional classes has been recommended
(Vandesompele et al., 2002; Swijsen et al., 2012). The possible effect of changes in
housekeeping genes caused by microcystin (e.g. Sopezki et al., 2017, submitted
manuscript) in the responses of target genes using E*“' was avoided, by using the Ct
internal control only to adjust intrinsic variability inside groups, but not between

experimental groups.

2.6 Statistic analysis

The variables were tested for normality and homoscedasticity and transformed to
logarithmic. Significant differences in transcript levels in the experimental groups were
carried using one-way variance (ANOVA) followed by Tukey post hoc test, considering
significant at p < 0.05. All statistical analyses were performed using Statistica 10
software and data are presented as mean + standard error using GraphPad Prism 5.0

software.

3. Results

The microcystin concentration measured in the water of the experiment was
0.06, 3.5 and 54.6 ug.L"" in the control and exposed groups to 25 and 250 ppm of M.
aeruginosa extract, respectively.

With regard to mortality, in the longer experiment (384 h) three fish died, one in
the control group and two in the higher dose group. These deaths may be associated not
only with the prolonged exposure to the extract but also with the stress generated by the

chronic experiment. The routine procedures may cause significant stress to laboratory
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animals, regardless of the care and skill with which they are performed (Balcombe et
al., 2004).

All genes that were evaluated in liver of fish, including the proto-oncogenes
fosab, junba and myca and the tumor suppressors baxa, gadd45c and p53 were
repressed after exposure to M. aeruginosa extract. This transcriptional repression was
time-dependent (Figure 1 and 2). The tumor suppressor genes baxa and p53 were the
only genes that were repressed in the early time of 6 h. At 6 h, p53 was suppressed at
both M. aeruginosa treatments, while baxa was altered only in the lowest concentration
when compared to control. Although the tumor suppressor gadd45a was not altered by
M. aeruginosa extract in the early exposure time of 6 h, it was repressed at 24 h and 96
h, similarly to baxa and p53. These alterations for the tumor suppressor genes were not
observed at the longer time exposure of 384 h (Figure 1).

Interestingly, in shorter exposure times (6 and 24 h), there was any or little effect
on the gene expression of the proto oncogenes fosab, junba and myca, since there was
only a group where the repression of myca was observed (25 ppm of extract at 24 h). At
longer exposure times (96 and 384 h) there was repression of all the proto-oncogenes to
the two tested dilutions of cyanobacteria extract, with exception only of junba at 384 h

(Figure 2).

4. Discussion
4.1 Transcriptional Repression

In the present study, both tumor suppressor genes and proto-oncogenes were
suppressed at transcriptional level. The transcriptional repression can occur in a local or
global manner by numerous cellular processes. For Arnosti (2004), there are processes

that degrade, sequester, covalent modify or remove transcriptional factors from the
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nucleus, eliminating a positive signal and causing the repression of the specific genes.
In case of global gene regulation, can occur modification of the general transcription
machinery, such as RNA polymerase and changes in baseline factors used at most
promoters (Arnosti, 2004). Much harmful/toxic effects can occur after exposure to
microcystins that affect the integrity and cellular structures of the liver (Falconer and
Yeung, 1992). These structural damages, for example, can affect the general
transcriptional machinery or alter the gene expression of the specific genes, as tumor
suppressor genes or proto-oncogenes.

It is important to note that the effects caused by the crude M. aeruginosa extract
could be distinct to the effects caused by the purified toxin. Previous studies that
exposed a variety of biologic models (e.g.: human cells and mice) to pure microcystin
observed an induction of the proto-oncogenes studied in this work (Wei et al., 2008;
Zegura et al, 2008), instead of repression. In macrophages, exposure to
lipopolysaccharides (LPS), led to activation of NF-kB transcription factor, which is
related to gene expression that underlies immune responses (Glezer et al., 2000; Sharif
et al.,, 2007). The transcriptional changes include induction or suppression of specific
genes that regulate inflammation, cell proliferation, cell migration and survival (Sharif
et al., 2007). Therefore, other components present in the crude extract, as the LPS, can
influence in the relative responses to toxicity (Amado and Monserrat, 2010; Best et al.,
2002), but the biochemical and molecular mechanisms involved in the toxicity is not
well known (Amado and Monserrat, 2010).

The different routes of exposure can influence the biological responses of
organisms to xenobiotics. According to Gaudin et al. (2008), the sensibility of
intraperitoneal rout compared to oral suggests a difference in the toxin biodisponibility,

showing a fast and high uptake by liver, while an oral administration results in a slower
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rate of uptake. Studies that found proto-oncogenes induction, used intraperitoneal
injections of MC-LR (Wei et al., 2008; Li et al., 2009; Li et al., 2014), favoring a
contact more direct with the target organ and decreasing the possibility of action of
intermediate ways, that could affect its uptake and toxic action, as well as its
biotransformation.

In this work, the chosen rout was the waterbourne exposure, where the M.
aeruginosa extract was diluted in water. Comparing to intraperitoneal injection, this
route has a smaller and a slower uptake, and it can regulate differently the transcription
of specific genes. Studies have failed to show activity related to the initiation or tumor
promotion of MC-LR or Microcystis sp. extracts, when applied orally (Abramsson and
Zetterberg, 2010). Nevertheless, this not means that an oral or immersion exposure is
not able to promote toxicity and even carcinogenesis, because depending of the research
animal model, doses more elevated and chronical administrated could be necessary.

The repression of gene expression observed in this work was time-dependent.
Tumor suppressor genes were altered in shorter times, while the proto-oncogenes at
longer times, possibly those two classes evolved in the carcinogenesis are regulated by
different ways that act at different times, depending of the cellular state. Repression can
be limited to the time when negative regulatory factors are found at a specific gene, or
the transcriptional machinery is blocked for the life of an organism (Arnosti, 2004). It
can happen in cases of pollutant exposure where the animals need to fight for survival
through different strategies, and the drop in his metabolism could be one of those
strategies.

It is possible that the transcriptional suppression is a strategy used to save
energy, while the animals are spending in emergency situations, as a defense against

toxic agents. With respect to defense, the animals have a number of different
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mechanisms. The fish have a highly efficient detoxification system, the glutathione S-
transferases (GSTs) plays an important role in the detoxification of microcystin because
transform and eliminate quickly the MC of the organism, reducing its toxicity (Fu and
Xie, 2006; Schmidt et al., 2014). Fish species exposed to MC via immersion had an
increase of their antioxidant and detoxification enzymes in function of time and the
increase of ROS (Cazenave et al., 2006; Jinlin et al., 2011; Pavagadhi et al., 2012). It
has already been shown that the conjugation of MC with the glutathione, responsible to
start its biotransformation, decreases the binding capacity to, e.g., phosphatase proteins,
reducing the toxicity of MCs (Kondo et al., 1992; Abramsson and Zetterberg, 2010).
Depending of the cellular state, the autophagy avoids the death, suppressing the
apoptosis or easing the cellular stress, mostly in lower doses and in shorter exposure
times to MCs. Chen and Xie (2016) found that in Vero-E6 cells this process was fired in
a tentative of eliminate the toxin and/or the damages induced by the same, leading to
survival of the cells.

As well as the exposure mode, the data analysis can also influence and is crucial
to a reliable interpretation of the obtained results. The reference genes are expressed in a
wide range of tissues and cell types and show any or only minimal changes in the
expression levels between the individual samples and experimental conditions
(Rebougas et al., 2013). When using the E*" method, it must make sure that the chosen
housekeeping genes have not undergone any treatment effect which the animals were
submitted. Several studies have shown that the expression of reference genes at
messenger RNA level may vary in some experimental conditions, despite having a high
and relatively constant expression and make these genes inappropriate in certain cases
(Thellin et al., 1999; Rebougas et al., 2013). In this work, the housekeeping genes were

repressed in the time of 384 h (Supplementary Material), including /8s rRNA,
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frequently used as reference gene (Zegura et al., 2008; Wei et al., 2012) and, if it used
their raw data, without eliminate this repressor effect, the target genes would
overexpression in this time, when in fact some were downregulated when compared to

control.

4.2 Transcriptional Induction

The tumor suppressor gene p53 was repressed in the shorter times (6, 24 and 96
h), but at the longest time (384 h) occurred an induction in the smaller concentration of
3.5 pg.L-1 [D-Leul ] MC-LR.

The microcystins could be also toxic through of the generation of oxidative
stress. A situation of moderate oxidative stress can repress the expression of some
genes, between then, p53 (Morel and Barouki, 1999). Therefore, since in normal cells
under physiological conditions this gene is already expressed at low levels, it is possible
that a median oxidative stress be able to suppress its expression and consequently, genes
that act in conjunction with its activation, such as baxa and gadd45a. Previously, was
discussed the possibility of the cells using other defense mechanisms against
xenobiotics, for example, the detoxification system with GSTs or activation of
antioxidants enzymes. These mechanisms can mitigate the toxic effects of oxidative
stress, not sure that is enough.

After 384 h of exposure, p53 was overexpressed while the proto-oncogenes
fosab and myca were suppressed and the tumor suppressor genes baxa and gadd45a
reestablished their transcriptional levels, mainly in the intermediary dose. The p53 gene
is considered the greatest genotoxic stress sensor, functioning as a transcriptional
transactivator in DNA repair, apoptosis and tumor suppression pathways (Fu et al.,

2005; Zegura et al., 2008). p53 plays also important roles in the control of cell cycle
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progression and cellular senescence in response to various cellular stressors (Storer and
Zon, 2010), for this, is possible that in the longer times, moderate exposures to MC led
to activation of specific genes, as p53 and consequently, their target genes, in the
hepatocytes to prevent irreversible damage to the genetic material. Recent studies in
zebrafish have highlighted a varied ways in which p53 can be regulated, including
phosphatases proteins and MAPK signaling pathway (Wu, 2004; Storer and Zon, 2010;
Wang et al., 2013), both related to the toxicity of microcystin.

In general, a variety of signaling pathways can affect the organisms and their
genes by MC. Many studies have revealed the potentially harmful effects of them, but
more extensive researches are needed to explore the toxicological mechanisms at the
molecular level (Rastogi et al., 2014). It is required mainly for not knowing the possible
toxicity pathways of M. aeruginosa extracts that containing other components in

addition to MC.

5. Conclusion

This study shows that exposure to M. aeruginosa extract containing [D-Leu']
MC-LR caused a suppression of gene expression in time-dependent manner in all genes
analyzed in the liver of zebrafish, but also led to the overexpression of p53 at 384 h in

the moderate concentration.
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TABLES

Table 1: Primers of the selected genes for quantitative real-time PCR.

Forward Primer (5-3°)

Reverse Primer (5-3°)

Target fosab
Jjunba
myca
pi3
baxa

gadd45a

18s rRNA
b2m

g6pdh

Housekeeping

TCATGCCCGGACTTGCAGTG
GCGGACGGATTCGTCAAAGC
ATCCGTCAACGCGGCATGA
ACTATCCCGGCGATCATGGA
TTCATCAGAGTGGCCCGTGA
ATCAACATCCTGCGCGTGAA
AGGGACAAGTGGCGTTCAGC
GCCTTCACCCCAGAGAAAGG
GTGGAGTCTACTGGTGTCTTC

AGGATTGAGCTGCGCCGTTG
CGCCACCGAACAACTCGACA
TCGCACACTTGCGCTGCTTC
CGTCCACCACCATTTGAACG
TGACAAGGCGACAGGCAAAG
TGGAACCGTGACCAGAATGC
GCAGGGTAGGCACACGTTGA
GCGGTTGGGATTTACATGTTG
GTGCAGGAGGCATTGCTTACA
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FIGURE CAPTIONS

Fig. 1. Changes of tumor suppressor genes transcript after M. aeruginosa extracts
exposure compared with the controls. All expression values were transformed to
logaritmic and normalized to the value of /8s rRNA, b2m and g6pdh genes. Significance

is indicated as p < 0.05.

Fig. 2. Changes of proto-oncogene transcript after M. aeruginosa extracts exposure
compared with the controls. All expression values were transformed to logaritmic and
normalized to the value of /8s rRNA, b2m and g6pdh genes. Significance is indicated as

p <0.05.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table: Relative gene expression values of the housekeeping genes for the E™

calculation (* represents statistical significance of p < 0.05).

18s rRNA

b2m

g6pdh

Média

6h

24h

96h

384h

Co
C50
C500
Co
C50
C500
Co
C50
C500
Co
C50
C500

2,66E-02 + 2,30E-02
1,69E-02 + 1,88E-02
1,50E-02 + 1,38E-02
6,14E-02 + 2,36E-02
2,89E-02 * 3,43E-02
4,27E-02 + 3,09E-02
1,24E-03 + 2,07E-03
6,82E-04 + 1,18E-03
5,00E-04 + 7,11E-04
1,24E-05 + 2,41E-05
3,65E-06 + 5,71E-06

2,38E-07 + 3,13E-07 *

1,72E-05 + 1,63E-05
7,57E-06 *+ 9,96E-06
7,24E-06 * 3,94E-06
7,24E-05 * 6,54E-05
2,70E-05 + 3,96E-05
1,13E-04 + 1,24E-04
1,70E-06 + 1,16E-06
1,80E-06 + 2,20E-06
1,08E-06 + 1,04E-06
2,01E-07 £ 1,74E-07
1,01E-07 + 1,08E-07

1,22E-08 + 7,71E-09 *

1,38E-06 + 1,15E-06
5,20E-07 * 4,94E-07
4,42E-07 = 5,61E-07
1,73E-06 £ 1,54E-06
6,54E-07 +7,36E-07
9,76E-07 + 1,02E-06
5,20E-07 * 5,98E-07
1,34E-07 + 1,58E-07
1,08E-07 + 1,28E-07
4,51E-08 + 2,57E-08

1,65E-08 + 1,08E-08 *
1,04E-08 + 7,67E-09 *

8,86E-03 + 7,67E-03
5,64E-03 * 6,29E-03
5,00E-03 * 4,60E-03
2,05E-02 +7,89E-03
9,65E-03 + 1,14E-02
1,43E-02 + 1,04E-02
4,14E-04 + 6,92E-04
2,28E-04 + 3,93E-04
1,67E-04 + 2,37E-04
4,20E-06 * 8,09E-06
1,25E-06 + 1,94E-06
8,70E-08 + 1,10E-07 *
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HIGHLIGHTS

e Exposure to M. aeruginosa extract caused a time-dependent transcriptional
response.

e The tumor suppressor genes baxa, gadd450 and p53 were repressed in
shorter times (6 and 24 hours) and the proto-oncogenes fosab, junba and
myca were repressed in longer times (96 and 384 hours).

e p53 was the only induced gene after 16 days of exposure in the intermediary
concentration tested.

e The housekeeping genes /8s rRNA, b2m and g6pdh were repressed at 384

hours.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

e MC-LR do extrato de M. aeruginosa nao provocou, em nenhum dos
tempos de exposicdo e concentragdes testadas, indugdo na expressao dos
proto-oncogenes fosab, junba e myca, 0os quais sao relacionados com a
carcinogénese. Portanto, mais estudos necessitam ser realizados para
compreender os mecanismos envolvidos com a promogao tumoral através da
contaminagao por extratos de cianobactérias produtores de toxinas.

e Os genes relacionados a supressao tumoral (baxa, gadd45a e p53)
foram suprimidos nos tempos de 24 e 96 h. O gene p53 sofreu repressao ja em
6h e sua inibicdo provavelmente ocorreu a partir do estresse oxidativo gerado
pelas exposi¢cdes. No entanto, apos 16 dias, pb3 apresentou uma indugao na
sua expressdo génica na concentracéo 3.5 ug.L™" [D-Leu’] MC-LR.

e Os trés proto-oncogenes foram reprimidos nos tempos mais longos (96 e
384h) para as duas doses testadas, com excecao de junba que restabeleceu
seus niveis transcricionais em 16 dias.

e Dependendo do tempo e vias de exposicdo, assim como as doses
utilizadas, as células fazem uso de diferentes mecanismos defensivos, visando
a manutencdo de todas suas fungdes vitais, porém muitas vezes esses
mecanismos nao sao suficientes para manter a homeostase celular, entdo as
células passam a economizar energia e apenas sobrevivem ao estresse,

deixando ativas apenas funcdes extremamente importantes.
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6. PERSPECTIVAS

Com relagdo a este trabalho, surgiram muitas possibilidades pertinentes
para a sua continuagdo e que contribuiriam para um melhor entendimento
sobre os resultados obtidos. Diversos testes podem e provavelmente serao
aplicados de forma a contribuir com o presente estudo:

¢ Histopatologia do figado para avaliagédo de danos hepaticos;

e Expressdo génica de isoformas de Oatps para verificar se esta
ocorrendo a importagéo da microcistina pelo érgao-alvo;

e Expressdo génica ou Western blotting para proteinas fosfatases PP1 e
PP2A, além das proteinas da via MAPK, como MEK e ERK para verificar se a
alteracdo na transcrigdo génica dos genes estudados esta relacionada com os
efeitos da microcistina nessas proteinas, ja documentados;

¢ Analises relacionadas ao estresse oxidativo, visto que o mesmo pode
afetar diversas vias e, consequentemente, causar danos ao tecido hepatico e
alteracdes na expressao de genes.

e Expressdo génica de GSTs, para corroborar a hipétese de que o
organismo esta economizando sua energia para transcricdo de uma série de
outros genes, 0 que leva a supressao. Ao mesmo tempo, as células estariam
gastando energia para expressao de enzimas do sistema de detoxificagdo, a

fim de biotransformar e eliminar a microcistina.
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7. ANEXO

Aprovacao do projeto de dissertagdo pelo Comité de Etica no Uso de

Animais na Universidade Federal do Rio Grande.

COMISSAO DE ETICA EM USO ANIMAL C E { ool B
\JAiversidade Federal do Rio Grande l ‘l ;
Pd-Reitorla de Pesquisa @ Pds-Graduagio - PROPESP

Stusflfurg.br httg:JMww.EroEsEJurg.bt

CERTIFICADO N° P029/2015

Certificamos que o projeto intitulado “Efeito da microcistina-LR do extrato de Mic
aeruginosa na regulagdo de proto-oncogenes da via MAPK em Danlo rerio”, protocolo n’
23116.002456/2015-05, sob a responsabilidade de Juliano Zanette - que envolve a produgao,
manutengdo elou utilizagdo de animais pertencentes ao Filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem), para fins de pesquisa — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2008, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentag&o Animal (CONCEA), e
#oi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA EM USO ANIMAL DA UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE (CEUA-FURG), em reuniao de 24 de junho de 2015 (Ata 009/2015).

A CEUA lembra aos pesquisadores que qualquer alteragdo no protocolo experimental ou na
aquipe deve ser encaminhada & comiss&o para avaliagdo e aprovag@o. Um relatério final deve
ser enviado a CEUA no término da vigéncia do seu projeto.
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NUMERO DE ANIMAIS 160
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Telefone:(51) 3338-6226
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r}ﬁuLLUﬂl wle

ed. Vet| Alice T.(Meirelles Leite
Coordenadora d ) -FURG

Controle da CEUA - Parecer(es) prévio(s) relacionado(s) ao processo: PO18/2015 Pégina 1/

66



