Ana Filipa Nunes Leitdo Alegre

Licenciada

Saccharomyces cerevisiae como biossensor
de arsénio na agua: caso de estudo da Ribeira
do Bodelhao e do Rio Zézere

Dissertacdo para obtencédo do Grau de Mestre em
Tecnologia e Seguranca Alimentar

Orientadora: Regina Menezes, Doutora, ITQB/UNL
Co-orientador: Nuno Lapa, Professor Doutor, FCT/UNL

Jari:

Presidente: Doutora Benilde Sim6es Mendes, FCT/UNL
Vogais: Doutor Nelson Saibo, ITQB/UNL
Doutor Jodo Candido Barbosa Morais, FCT/UNL

Doutora Regina Menezes, ITQB/UNL
Doutor Nuno Carlos Lapa dos Santos Nunes, FCT/UNL

FACULDADE DE
CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA

Setembro de 2012






Ana Filipa Nunes Leitdo Alegre

Licenciada

Saccharomyces cerevisiae como biossensor
de arsénio na agua: caso de estudo da Ribeira
do Bodelhao e do Rio Zézere

Dissertacéo para obtencdo do Grau de Mestre em
Tecnologia e Seguranca Alimentar

Orientadora: Regina Menezes, Doutora, ITQB/UNL
Co-orientador: Nuno Lapa, Professor Doutor, FCT/UNL

Jari:

Presidente: Doutora Benilde Simdes Mendes, FCT/UNL
Vogais: Doutor Nelson Saibo, ITQB/UNL
Doutor Jodo Candido Barbosa Morais, FCT/UNL

Doutora Regina Menezes, ITQB/UNL
Doutor Nuno Carlos Lapa dos Santos Nunes, FCT/UNL

FACULDADE DE
CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA

Setembro de 2012



O trabalho aqui descrito foi desenvolvido no
Laboratério de Gendmica e Stress, Instituto de
Tecnologia Quimica e Biolégica, Universidade
Nova de Lisboa e no Departamento de Ciéncias e
Tecnologia da Biomassa, Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia, Universidade Nova de Lisbhoa



Saccharomyces cerevisiae como biossensor de arsénio na 4gua: caso de
estudo da Ribeira do Bodelh&o e do Rio Zézere

Copyright ©

A Faculdade de Ciéncias e Tecnologia e a Universidade Nova de Lisboa tém o direito, perpétuo e
sem limites geograficos, de arquivar e publicar esta dissertacdo através de exemplares impressos
reproduzidos em papel ou de forma digital, ou por qualquer outro meio conhecido ou que venha a ser
inventado, e de a divulgar através de repositérios cientificos e de admitir a sua copia e distribuicdo
com objectivos educacionais ou de investigacdo, ndo comerciais, desde que seja dado crédito ao
autor e editor.

Ana Filipa Nunes Leitdo Alegre



Quando questionado como se sentia ao ter milhares de tentativas falhadas para a descoberta da
ldmpada, Thomas Edison respondeu: “Eu nao falhei milhares de vezes. Apenas descobri milhares de
métodos que nao funcionam.”



Agradecimentos

A Professora Doutora Claudina Rodrigues-Pousada, por me ter proporcionado esta oportunidade de

iniciar os primeiros passos enquanto aprendiz no seu laboratdrio.

A minha orientadora, Doutora Regina Menezes, por tudo 0 que me ensinou, pela sua paciéncia,
perseveranca e pela sua orientacao.

Ao meu co-orientador Professor Doutor Nuno Lapa e ao Rui Barbosa, pelo apoio, pela viagem

fantastica ao Rio Zézere, pelo trabalho elaborado no laboratério e pela excelente equipa que formam.

Aos meus colegas de laboratério, a todos eu agradeco, pelo companheirismo, apoio, atengdo, humor,
troca de ideias, amizade, a lista é interminavel (Ana S., Rita F., Soraia C., Fabio S., Sofia S., Catarina
A., Catarina P., Liliana N., Cétia S., Ana R., Cristina V.).

Agradeco especialmente & Catarina A., pelas nossas conversas cientificas que me incentivavam e me

davam forca para continuar, e a Doutora Catarina Pimentel, pelos momentos de brainstorming.
A Liliana N., & Catia S. e a Ana R. que me faziam sempre ver o lado leve da vida.
A Cristina V., por todos os disparates que me faziam rir as gargalhadas.

A todos os meus Professores deste Mestrado, pelo seu carinho, descontrac¢do, cooperacao, inter-

ajuda, disponibilidade, apoio e incentivo.

A Katelene L., a minha grande amiga e confidente, que muitas vezes ndo respondia as minhas
mensagens ou chamadas, mas aparecia sempre no timing certo, e com quem partilhei os melhores

momentos que se tornavam ainda melhores pela sua presenca.
A Rita C., por me ouvir incansavelmente.

A Rita R., & Sara S. e a Carlota D., pela solidariedade, pelos seus exemplos, mostrando-me que

havia mais gente no mesmo barco onde, por vezes, os receios e as dlvidas podem ser comuns.
Agradeco a toda a minha familia, pela atencéo e curiosidade pelo meu trabalho.

Agradeco especialmente ao meu primo Pedro, que me ouvia e motivava, e ao meu tio Mério, pela sua

compreensdo e tranquilidade.
Aos meus pais, pelo amor incondicional.
Aos meus irmaos, 0s meus eternos companheiros e amigos.

A todos os meus amigos que nédo foram aqui mencionados, mas que de certa forma contribuiram para

a conclusdo do meu trabalho.






Resumo

O metalbide arsénio encontra-se disperso na crosta terrestre. Porém, em Portugal encontram-
se niveis elevados de arsénio na agua pontualmente nalgumas cidades situadas a Norte, devido a
processos geolégicos. O arsénio € altamente téxico para o organismo, sendo 10 ug/L a concentragédo
méxima permitida por Lei para a agua para consumo humano, o principal veiculo através do qual o
arsénio inorganico se propaga no ambiente.

Os métodos quimicos de deteccdo de arsénio na agua sdo extremamente precisos, mas
dispendiosos. A levedura Saccharomyces cerevisiae, amplamente utilizada como organismo modelo,
foi geneticamente manipulada com o objectivo de desenvolver um sistema biossensor para detectar
arsénio na agua. Testaram-se as estirpes mais sensiveis ao arsenito, BY474lyap8 e
BY4741acr3yap8, na presencga de diferentes fontes de carbono: glucose, sacarose e galactose. Os
plasmideos recombinantes expressando os genes HXT7 e FPS1 (importadores de arsenito),
controlados pelo gene promotor GAL1L, foram transformados nas respectivas estirpes, desenvolvendo
desta forma os sistemas de biodetecc¢ao.

As amostras de agua colhidas no Rio Zezére e na Ribeira do Bodelh&o foram avaliadas fisico-
guimicamente e com os modelos bioldgicos construidos. Estes locais sofrem contaminacao por aguas
de lixiviagdo de duas escombreiras pertencentes as minas da Panasqueira que contém niveis
elevados de arsénio e do efluente proveniente do tratamento deficitario da ETAM da mina. A Ribeira
do Bodelhao revelou ser a mais contaminada (ecotoxicidade pouco significativa), com niveis elevados
de condutividade, potencial redox e sélidos inorgénicos, entre eles, arsénio, cobre, manganés e zinco.
Apenas as estirpes de levedura transformadas com o plasmideo YEplac181GAL1FPS1 revelaram
sensibilidade a um elemento desconhecido nas amostras de agua.

As estirpes transformadas com o plasmideo YEplacl195GAL1HXT7 revelaram maior
sensibilidade nos ensaios laboratoriais. No entanto, o facto de ndo ter demonstrado o mesmo
resultado com as amostras de agua revelou que os elementos se encontravam maioritariamente

complexados dificultando a entrada através do transportador Hxt7.

Termos chave — Saccharomyces cerevisiae, arsénio, agua, bio-deteccéo, transportadores.






Abstract

The arsenic metalloid is widespread on earth. However in Portugal there are higher levels of
arsenic in the water casually in some cities of northern of Portugal due to geological processes. The
arsenic is very toxic to the organism, where 10 pg/L is the highest concentration permitted by law for
drinking water which is the primary vehicle through which the inorganic arsenic spreads in the
environment.

The chemical methods of detection of arsenic in the water are extremely accurate, but
expensive. The yeast Saccharomyces cerevisiae is amply used as a model organism and it was
manipulated genetically so that it could be used as bio-detector of arsenic in the water. The most
sensitive strains to arsenite, BY4741yap8 and BY474lacr3yap8, were tested in the presence of
different carbon sources: glucose, sucrose, galactose and raffinose. The recombinant plasmids
expressing the genes HXT7 and FPS1 (arsenite importers), controlled by the gene promoter GAL1,
were transformed in the respective strains, developing thereby the biosensors systems.

These biological models were used to evaluate water samples from Zézere River and
Bodelhdo Riverside which were physico-chemically evaluated too. These places are contaminated
with water leaching from two mine waste tips with high levels of arsenic belonging to Panasqueira
mine and from the effluent of the deficit treatment of ETAM mine. Bodelh&o Riverside was the most
contaminated (little significant ecotoxicity), with high levels of conductivity, redox potential and
inorganic solids, such as arsenic, copper, manganese and zinc. Only the yeast strains transformed
with the YEplac181GAL1FPS1 plasmid revealed sensitivity to an unknown element present in the
water samples.

The strains transformed with the YEplac195GAL1HXT7 plasmid revealed greater sensitivity on
the laboratorial tests. However, the fact that the result had been different with the water samples
revealed that the elements were mainly in the complexed form, interfering with the entry throw the

Hxt7 transporter.

Keywords — Saccharomyces cerevisiae, arsenic, water, bio-detection, transporters.
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1. Introducao
1.1 O arsénio e o ambiente

O arsénio (As) é um metaloide, isto é, um elemento com propriedades intermédias entre as
dos metais e ndo-metais, que se encontra nas rochas e no solo. As elevadas concentracbes de
compostos de arsénio encontradas em determinadas areas devem-se, em grande parte, a sua
presenca em rochas igneas e rochas sedimentares, assim como, a exploracdo mineira, inddstria
metallrgica, fundicdo e a utilizacdo de herbicidas e pesticidas nos campos agricolas. Por outro lado,
0 arsénio também é utilizado em processos industriais, como por exemplo no tratamento da madeira,
como dessecante, em ligas metalicas e na producdo de vidro, produtos farmacéuticos e semi-
condutores (Chilver & Peterson, 1987). Ainda hoje, o arsénio tem diversas aplicacbes medicinais: o
arsénio inorganico é utilizado no tratamento de leucemia, psoriase e bronquite crénica asmatica,
enquanto que o arsénio organico é utilizado em antibidticos para o tratamento de doencgas
provocadas por espiroquetas e protozoarios (Bosch & Rosich, 2008; Rahman & Axelson, 1995).

O elemento quimico arsénio pode ser encontrado na natureza em quatro estados oxidativos,
As®, As**, As e As® (Liévremont et al., 2009; M. Mateos et al., 2006), quer seja na forma elementar
ou complexada, sendo a ultima a forma mais abundante (Futuro Silva & Filza, 2011). No solo, pode
estar associado a diversos minerais, tais como, com o enxofre na forma de arsenopirite (FeAsS) e
realgar (AsS), na forma de éxidos, como por exemplo a arsenolite (As,03), ou arsenetos, como por
exemplo a niquelite (NiAs) e também com o ferro, aluminio, célcio, zinco, magnésio, chumbo, entre
outros (Futuro Silva & FiGza, 2011; Liévremont et al., 2009). O solo contaminado contém
principalmente as formas inorganicas As(lll) e As(V), para além do As organico que é gerado durante
0 metabolismo de microorganismos especificos. Geralmente, a forma mais comum nas aguas
naturais é o arsenato, sendo as espécies metiladas (monometil-arsénio e dimetil-arsénio)
encontradas apenas em circunstancias de elevada actividade biol6gica (Liévremont et al., 2009). O
estado de oxidagcdo do arsénio e, consequentemente, a sua mobilidade s&do controlados pelas
condic¢des redox (Eh), pelo pH e pela actividade bioldgica (Futuro Silva & Filza, 2011; Lievremont et
al., 2009) (Figura 1.1). As transformagfes entre as formas organicas e inorganicas ocorrem atraves
de reacc¢bes de oxidacdo-reducao, processos de precipitacdo/adsor¢cdo e biometilacdo e volatilizagdo
de arsina ou hidreto de arsénio (AsH3) (EPA, 2005; Lievremont et al., 2009). O diagrama apresentado
na Figura 1.1 sumariza o efeito do pH e do potencial redox no meio aquatico, a 25°C e a uma pressao
total de 1 bar, na converséo das diferentes formas de arsénio. As formas representadas no diagrama
traduzem a espécie predominante nas diferentes condi¢cdes de pH e Eh, onde o termo pe (ou pE)
reflecte a tendéncia de oxidacéo ou reducdo (K. Lower, 1998). Por exemplo, para um potencial redox

200 mV e um pH 6-6,5, a espécie predominante neste meio oxidativo € H,AsO, [anido de As (V)].
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Figura 1.1 — Diagrama Eh-pH das espécies aquosas de As no sistema As-O;-H,0 a 25°C, a uma presséo total
de 1 bar (adaptado de Smedley & Kinniburgh, 2002).

De uma maneira geral, o arsénio presente nos alimentos encontra-se nas formas organicas
metilada, arsenobetaina ou arseno-agucares, sendo a toxicidade destas espécies relativamente
baixa. No entanto, as espécies inorganicas toxicas, como As(lll) e As(V), também podem ser
encontradas nos alimentos (Schoof et al., 1999). De entre os alimentos que contém arsénio, quer seja
orgénico ou inorgénico, estdo o leite e derivados, Gleos e gorduras, frutos e vegetais, cereais e
produtos de padaria, carne e miudos, bivalves, cefalépodes e crustaceos, ovos, bebidas, adocantes,
sal e especiarias. O peixe é aquele que normalmente apresenta niveis mais elevados, variando
consoante o seu habitat, comparativamente com os alimentos mencionados (EFSA, 2004). A
contaminagdo da Adgua para consumo humano, ocorre geralmente através do arsénio inorganico, a
forma mais téxica, sendo este entdo o principal veiculo de contaminacdo e propagacdo deste

metaldide (EFSA, 2009).



1.2 O arsénio no mundo e seus efeitos na salude

De entre os sintomas mais comuns provocados pela exposi¢cdo crénica ao arsénio, destacam-
se a fraqueza, debilidade, perda de cabelo, rouquiddo e perda de peso. Este metal é neurotéxico,
nefrotéxico, genotodxico e cancerigeno, podendo originar, face a uma exposi¢do prolongada, doencas
cardiovasculares e neuroldgicas, diabetes tipo 2 e varios tipos de cancro (Navas-Acien et al., 2006;
Thorsen et al., 2009). Segundo a classificacdo IARC', as diferentes formas do arsénio estdo
classificadas nas seguintes categorias: arsénio inorganico e compostos de arsénio inorganico
pertencem ao Grupo 1, isto é, sdo cancerigenos para os humanos; compostos metilados de arsénio
sdo possivelmente cancerigenos para os humanos (Grupo 2B); e arsenobetaina e outros compostos
organicos de arsénio ndo metabolizados no Homem pertencem ao Grupo 3, ou seja, ndo estao
classificados quanto a sua carcinogenicidade para os humanos (IARC, 2006).

Em paises como o Bangladesh, a india e a Tailandia, a exposi¢&o cronica ao As é uma das
principais causas de elevada taxa de mortalidade infantil e de aborto, devido a sua capacidade de
atravessar a placenta, afectando assim o desenvolvimento do feto (Fangstrom et al., 2008). Nestes
paises, onde os niveis de As sdo muito elevados tanto na agua como no solo, as terras de cultivo sédo
muitas vezes afectadas, como 0 caso dos arrozais, que consistem na principal fonte de alimento das
populacdes que habitam aquelas regibes.

A nivel global, mais de 100 milhGes de pessoas encontram-se expostas ao As, sendo o
Bangladesh a regido mais afectada (Fangstrom et al., 2008; Navas-Acien et al., 2006). Para além
deste, existem também outros paises em desenvolvimento que se encontram em condi¢cdes similares,
tais como a Argentina, a Bolivia, o Chile, a China, a india, 0 México, o Nepal, o Paquistdo e o Peru
(Frishie et al., 2005; Lieévremont et al., 2009) (Figura 1.2).

' IARC - International Agency for Research on Cancer.
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Figura 1.2 — Regi6es do mundo mais afectadas pelo arsénio. O mapa mostra 0 niumero de pessoas expostas ao
consumo diario de agua contaminada com arsénio em niveis superiores a 10 ug/L. As coloragbes mais intensas
indicam as zonas mais afectadas (adaptado de Liévremont et al., 2009).

Portugal ndo € uma excepc¢do. Segundo a Directiva 98/83/CE do Conselho de 3 de Novembro
de 1998, o valor maximo permitido de arsénio na agua é de 10 pg/L, enquanto que a dose diaria
admissivel (DDA) é de 0,0104 mg As/Kg massa corporal/dia, quer provenha dos alimentos quer da
agua (EPA, 2005). Contudo, de acordo com o Relatério Anual do Sector de Aguas e Residuos em
Portugal (RASARP, 2008), diversas regides portuguesas apresentaram niveis de As na agua muito
acima do permitido, como por exemplo no Concelho de Pombal, na Freguesia Vieira de Leiria, no
Concelho de Vila Flor (540 ug/L), em Benlhevai (330 ug/L), em Ponte de S6r (76 ug/L), Alpiarca,
Evora, Vila Franca de Xira, Barcelos, Concelho de Bai&o, entre outros. No Relatério Anual do Sector
de Aguas e Residuos em Portugal de 2010 também foram registados incumprimentos no Distrito de
Santarém, Concelho de Alandroal e Concelho de Ponte de Sér. A Figura 1.3 evidencia a
concentracdo de arsénio detectada nos liquenes Parmelia sulcata localizados em arvores de oliveira,
em Portugal (Freitas et al., 1999). A presenca de arsénio nestes liquenes traduz, indirectamente, a
sua disponibilidade no solo, que por sua vez pode afectar os aquiferos. De acordo com os autores, a
contaminacdo de arsénio na area de Braganca teve uma origem natural, enquanto que no Sul do

Porto ocorreu como consequéncia da industria quimica de Estarreja.
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Figura 1.3 — Regides de Portugal afectadas pela contaminacéo com arsénio. A disponibilidade de arsénio foi
inferida através da monitorizagdo do arsénio presente nos liquenes Parmelia sulcata. (adaptado de Freitas et al.,
1999).

Em Portugal, um dos casos mais flagrantes € o das minas da Panasqueira, situadas no
Cabeco do Pido e Barroca Grande, no Concelho do Funddo, que foram sujeitas aos efeitos da
acumulacdo de mais de 400 toneladas de arseno-pirite (FeAsS), ao longo de pelo menos 30 anos.
Esta acumulacdo de arseno-pirite, proveniente da extraccdo de volframio, constitui um risco elevado
para a populacao residente naquela regido, face ao perigo existente ndo s6 de contacto directo ou
indirecto mas principalmente pela contaminacéo da agua utilizada para consumo humano. De facto, o
Rio Zézere é um dos locais mais afectados pelas escombreiras das minas da Panasqueira e a sua
agua abastece a Albufeira de Castelo do Bode que por sua vez fornece os sistemas do Concelho de
Abrantes e da Empresa Portuguesa das Aguas Livres (EPAL), fornecedora de 34 Municipios da
regido da Grande Lisboa.

Deste modo, € importante implementar medidas que contrariem estes factos, sendo que na
sequéncia da introducéo da Directiva de Responsabilidade Ambiental da Unido Europeia, transposta
para o Decreto-Lei 147/2008 de 29 de Julho, as empresas portuguesas terdo que pagar por qualquer
dano que causem ao ambiente, implementado desde Janeiro de 2010. Esta directiva estabelece um
quadro comum de responsabilidade ambiental baseado no principio do «poluidor-pagador», com vista
a prevenir e reparar os danos ambientais, tais como, danos causados aos animais, plantas, habitats

naturais, recursos hidricos e ao solo.



1.3 Métodos quimicos para deteccédo e tratamento de arsénio

Dado que em Portugal a incidéncia de arsénio inorganico se encontra restrita a agua, os
métodos aqui abordados sédo referentes a deteccao e tratamento de arsénio na agua.

Os métodos de deteccao do arsénio na agua hoje em dia utilizados baseiam-se em métodos
guimicos precisos, porém muito dispendiosos. Em Portugal, os métodos analiticos de referéncia para
deteccao de arsénio na agua sao a espectrometria de absorcéo atomica (AAS) e a espectrometria de
absorcdo molecular (Decreto-Lei n° 236/98), que apresentam um limite de deteccdo de 0,002 mg/L e
0,01 mg/L, respectivamente. A espectrometria de absorcao atémica permite identificar os elementos
quimicos de uma amostra, em solu¢do aquosa ou gasosa, através da sua decomposicao térmica em
atomos que absorvem energia nas zonas do visivel e ultravioleta, no comprimento de onda
caracteristico de cada elemento (EFSA). O método de AAS com geracéo de hidretos (HGAAS) é o
mais adequado a quantificacdo de arsénio na agua, pois evita a formacgéo de éxidos e permite uma
quantificacdo mais exacta. A espectrometria de absor¢cdo molecular (UV/VIS) consiste na absor¢éo
de radiacdo visivel ou ultra-violeta por parte de uma molécula numa amostra aquosa, através do
equipamento espectrofotométrico.

A deteccédo de arsénio pode ser realizada ao nivel total ou podem ser determinadas as
diferentes espécies de arsénio, este Ultimo através do método de espectrometria de massa acoplada
a plasma indutivo (ICP-MS), em conjunto com HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia). O
método ICP-MS é altamente sensivel e dispendioso, chegando a detectar na ordem de partes por
trilido (ppt), e dispensa a geragdo de hidretos, embora a sua combinagdo potencie o limite de
quantificacdo (LOQ). A quantificacdo das diferentes espécies de arsénio é de especial importancia
nos alimentos marinhos, pois nestes alimentos sdo encontradas diversas espécies organicas nao-
téxicas de arsénio. Deste modo, a avaliacdo do arsénio total nestes alimentos nem sempre reflecte o
potencial téxico da amostra em termos de quantidade maxima permitida (EFSA, 2009).

Os métodos de tratamento existentes aplicam-se, principalmente, a dgua para consumo,
dando-se menos importancia aos efluentes ou residuos provenientes das exploragfes. Os métodos
utilizados até hoje baseiam-se, por exemplo, em filtros de carbono activado, permuta idnica,
coagulacaoffiltracdo, oxidacaoffiltracdo, amaciamento pela cal e, mais recentemente, através dos
filtros SONO. Estes filtros conseguem remover As(lll) e As(V) sem pré-tratamento quimico e sem
producédo de residuos téxicos. Sdo constituidos por diferentes camadas de areia de rio, matrizes de
ferro, tijolos lascados e carvéo vegetal. Esta metodologia recebeu o maior prémio da ’NAE, pela sua
acessibilidade, fiabilidade, facil manutencéo, aceitacdo social, por ndo ser poluente e por conseguir
remover o As da agua até um valor bastante abaixo do maximo permitido por Lei (Hussam & Munir,
2007).

®> NAE — National Academy of Engineering-Grainger Challenge Prize for Sustainability.



1.4 Métodos biolégicos para deteccéo e remediacdo de arsénio na agua

Devido ao elevado custo dos métodos quimicos de deteccdo do arsénio na agua,
actualmente, tem-se investido no desenvolvimento de biossensores especificos para a sua deteccao.
A maioria destes bio-detectores utiliza a bactéria Escherichia coli que, em resposta a disponibilidade
de arsénio, induz a expressdo dos genes que codificam para a luciferase, a proteina fluorescente
GFP, a B-galactosidase e proteinas envolvidas na producdo de carotenéides (Stocker et al., 2003;
Yoshida et al., 2008). ApGs 24 h de incubacao das culturas celulares em tubos de ensaio, através
destes procedimentos é possivel avaliar a presenca de arsenito numa determinada amostra, numa
gama entre 10 e 75 ug/L.

Em contrapartida, varios organismos tém sido geneticamente modificados visando o
desenvolvimento de estratégias de biorremediacdo alternativas aos métodos quimicos de tratamento
da 4gua contaminada com arsénio. Esta tecnologia utiliza microorganismos e plantas para reduzir,
eliminar, reter ou transformar contaminantes em substancias in6cuas, quer se encontrem no solo,
sedimentos, agua ou no ar (Liévremont et al., 2009; NABIR, 2003). Por exemplo, a producédo de
acidos organicos por organismos heterotroficos pode auxiliar na extrac¢cdo de arsénio do meio
(Lovley, 2001). Muitas espécies de fungos, como Gliocladium sp., Candida humicola e Penicillium sp.
conseguem converter acido monometilarsénio em trimertilarsina (Lovley, 2001), podendo ser
utilizados para remover arsénio em locais contaminados industrialmente.

Também as bactérias sdo alvo de modificacdes genéticas para potenciar a sua capacidade
de remover o arsénio do meio. Sdo muitas as bactérias capazes de metabolizar arsénio com
potencial aplicabilidade em biorremediacdo, como por exemplo: Herminiimonas arsenicoxydans, com
a capacidade de acumular o arsénio numa matriz de exopolissacarideos (EPS) (Lievremont et al.,
2009; Muller et al., 2007); Desulfitobacterium spp., capaz de degradar fendis clorados por reducéo,
reduzir metais ou metaldides e intervir na precipitagdo de sulfuretos de arsénio (Niggemyer et al.,
2001); e Escherichia coli (Jing et al., 2007; Kostal et al., 2004; Silver & Phung, 2005; Singh et al.,
2008). Tem sido também relatada a utilizacdo de plantas (mais de 400 espécies), algas e outros
microorganismos como bio-absorventes de metais pesados presentes em agua contaminada (Haque
et al., 2008; Jing et al., 2007; Lone et al., 2008; Mendez & Maier, 2008; Silver & Phung, 2005).

Também a levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido alvo de modificagcbes genéticas com
0 objectivo de potenciar a sua capacidade de armazenamento de arsénio. Shah e colaboradores
desenvolveram uma estirpe que sobre-expressa 0s genes FPS1 e HXT7 (transportadores celulares)
que, em conjunto com a sobre-expressao de fitoquelatinas ou ArsRp bacteriano (sequestradores de
arsénio citosolicos), permitem uma acumulagdo de arsénio quatro vezes superior ao da estirpe
selvagem (Kostal et al., 2004; Shah et al., 2010; Singh et al., 2008).



1.5 Alevedura Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo

A levedura Saccharomyces cerevisiae € amplamente utilizada como organismo modelo em
varias areas da Biologia, por ser o organismo eucarionte mais simples e melhor estudado, sendo a
sua arquitectura celular e os principais mecanismos celulares, como a destoxificacdo de elementos
téxicos, bem conhecidos (Kemmer et al., 2009; Wysocki & Tamas, 2010). Para além de ser um
microorganismo de facil manipulagdo ao nivel genético, apresenta uma série de caracteristicas que
fundamentam a sua utilizagdo como organismo modelo, tais como a facilidade em propagar e
conservar com poucos recursos e ter uma taxa de crescimento elevada em meios de crescimento
definidos, possibilitando o controlo absoluto dos parametros utilizados em condi¢cfes de laboratério
(Kemmer et al., 2009).

1.6 Resposta ao stress induzido pelo arsénio em Saccharomyces cerevisiae

Quando a levedura Saccharomyces cerevisiae é exposta a ambientes contaminados, o
arsénio entra na célula de uma maneira fortuita utilizando sistemas de importe celulares. Devido a
sua semelhanca estrutural com o fosfato, o arsenato entra na célula através dos transportadores de
fosfato Pho84, Pho87 e Pho89 (Bun-ya et al., 1996; Rosen, 2002; Wysocki & Tamas, 2010). Em
contrapartida, a associacdo de véarias moléculas de arsénio no seu estado trivalente (As(OH)s)
mimetiza um anel de seis membros tal como o anel das hexoses, sendo por este motivo transportado
pelos transportadores de hexoses Hxt (Bhattacharjee & Rosen, 2007; Liu et al., 2004; Wysocki &
Tamaés, 2010). Os vérios transportadores de hexoses codificados pelo genoma da levedura S.
cerevisiae séo activados diferentemente, consoante o tipo de fonte de carbono disponivel no meio e a
sua respectiva concentracdo (Greatrix & van Vuuren, 2006; Liu et al.,, 2004). Na presenca de
galactose, a captacdo de arsenito pelos Hxts € superior do que em meios ricos em glucose, dado que
a galactose é maioritariamente importada através do transportador Gal2 (Diderich et al., 1999; Liu et
al., 2004), nao havendo portanto competicdo pela entrada através dos mesmos transportadores.

Na presenca de glucose, a entrada de arsenito na célula é maioritariamente catalisada pela
aquagliceroporina Fpsl (Bhattacharjee & Rosen, 2007; Rosen, 2002; Thorsen et al., 2006). As
aquagliceroporinas sao canais bidireccionais que permitem a passagem de glicerol, Sb(OH); e
As(OH); (principal forma de As(lll) em solucdo) que s&o estruturalmente semelhantes entre si
(Maciaszczyk-Dziubinska et al., 2010; Wysocki & Tamas, 2010).

Quando o arsénio se acumula no citoplasma, sao activados varios mecanismos celulares
especificos para a sua destoxificacdo. De entre estes mecanismos, o principal € composto pelas
proteinas codificadas pelos genes pertencentes ao grupo ACR (Arsenic Compounds Resistance),
designadamente ACR1, ACR2 e ACR3 (Wysocki et al., 1997). O gene ACR1/YAPS8 codifica para a
proteina Yap8, o principal regulador transcripcional envolvido na resposta ao stress induzido pelos
compostos de arsénio. Uma vez activado pelo As, o Yap8 é retido no ndcleo e induz a expressao dos
genes ACR2 e ACR3 (Menezes et al., 2004). O primeiro codifica para uma arsenato-redutase, cuja

funcéo é catalisar a reaccao de reducdo do arsenato para produzir arsenito. O gene ACR3 codifica



para uma proteina de membrana de efluxo de arsenito, responsavel pela extrusdo de arsenito na
forma de aniao (As(OH),) para o meio extracelular (Maciaszczyk-Dziubinska et al., 2010; Menezes et
al., 2004). Simultaneamente, o arsenito pode ser também armazenado no vacuolo apds conjugacao
com a glutationa, As(GS)3, através da proteina Ycfl (Maciaszczyk-Dziubinska et al., 2010; Menezes

et al., 2008) (Figura 1.4).
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Figura 1.4 - Representacdo esquematica dos transportadores de arsénio na levedura Saccharomyces
cerevisiae.



1.7 Objectivos

Neste trabalho pretendeu-se avaliar a qualidade da agua do Rio Zézere e da Ribeira do
Bodelhdo, quanto a presenca de metais e metalbides, através de métodos convencionais e através
de um biossensor desenvolvido a partir da modificacdo genética da levedura Saccharomyces
cerevisiae.

Para tal, as seguintes etapas foram realizadas:

1- Caracterizacdo fisico-quimica das amostras de agua colhidas em diversos locais do Rio
Zézere e da Ribeira do Bodelh&o;

2- Avaliacdo da toxicidade das amostras de agua através do ensaio de toxicidade aguda
Microtox;

3- Modificagdo genética da levedura S. cerevisiae para o desenvolvimento do sistema
biossensor;

4- Avaliagéo da eficcia do sistema biossensor com amostras laboratoriais;

5- Investigacdo da biodisponibilidade e toxicidade do arsénio nas amostras ambientais.
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2. Materiais e Métodos
2.1 Local de estudo

Na zona onde foram colhidas as amostras de agua encontram-se duas escombreiras de
grandes dimens0es, situadas em Barroca Grande e Cabec¢o do Pido. Estas escombreiras resultaram
da exploragdo mineira das minas da Panasqueira, a qual se iniciou em 1896 e se mantém
actualmente activa (Bussink, 1984; Reis, 1971; Roteiro das Minas e Pontos de Interesse Mineiro e
Geoldgico de Portugal, 2012). Estas minas localizam-se na vertente sul da cordilheira montanhosa da
Serra da Estrela e nelas se explora essencialmente volframio (ou tungsténio), mas também cobre e
estanho.

As amostras de agua foram colhidas na Ribeira do Bodelhdo e em trés locais do Rio Zézere,
situados entre Ourondo e Barroca, no Concelho do Fundéo (Figura 2.1). Os locais de colheita das
amostras de agua e as respectivas coordenadas GPS sdo apresentados com maior detalhe nas
Figuras 2.2 a 2.5.

S
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Figura 2.1 — Representacdo dos quatro locais de colheita das amostras de agua (1, 2 e 3,
no Rio Zézere, e 4, na Ribeira do Bodelhdo) e dos locais das duas escombreiras (Barroca
Grande e Rio-Cabeco do Pido), marcadas com uma estrela. Imagem obtida no google
earth.
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Figura 2.2 — Local a montante da escombreira das Minas da Panasqueira, proximo de Silvares (Local 1).
Coordenada GPS 40° 8'26.18"N; 7°40'30.24"W. A) Imagem obtida no google earth. B) Fotografia tirada no local,
no momento da colheita.

A) B)
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Figura 2.3 — Local junto a zona da escombreira das Minas da Panasqueira, junto a Cabeco do Pido (Local 2).
Coordenada GPS 40° 7'50.30"N; 7°42'50.49"W. A) Imagem obtida no google earth. B) Fotografia tirada no
local, no momento da colheita.
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Coordenada GPS 40° 6'39.31"N; 7°43'1.93"W. A) Imagem obtida no google earth. B) Fotografia tirada no
local, no momento da colheita.

A) B)

Figura 2.5 — Local a jusante da escombreira situada em Barroca Grande, Ribeira do Bodelhdo (Local 4).
Coordenada GPS 40° 8'01.96"N; 7°43'02.30"W. A) Imagem obtida no google earth. B) Fotografia tirada no local,
no momento da colheita.

2.2 Colheita das amostras de 4gua no Rio Zézere e na Ribeira do Bodelh&o

As amostras de agua foram colhidas nos quatro locais descritos na sec¢édo 2.1 da presente
dissertacdo. Em cada local, as amostras foram colhidas com a ajuda de um recipiente de
polipropileno e uma corda de nylon com 30 m de comprimento, ou uma vara telescopica com um
copo de polipropileno. As amostras foram divididas em sub-amostras com diferentes volumes, tendo
sido submetidas a diferentes procedimentos de conservacao no local de colheita: as sub-amostras
com um volume de 50 mL foram conservadas através da adicdo de 2 mL de &acido nitrico (65% v/v
HNO;, PANREAC) e foram guardadas no frio, em malas térmicas arrefecidas com

termoacumuladores; as amostras de 250 mL e 2,5 L foram apenas guardadas no frio, em malas
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térmicas arrefecidas com termoacumuladores, ndo tendo sido adicionada nenhuma substancia de
conservagdo. Em cada local, mediram-se as temperaturas da agua e da atmosfera, a 1,70 m do solo
(termopar da marca Checktempl), o pH das amostras de agua (eléctrodo especifico de pH da marca
Pocket pH-Meter ad 110 pH), a condutividade dessas mesmas amostras (eléctrodo de condutividade
da marca Milwaukee, modelo CD601 WP) e o seu potencial redox (eléctrodo de vidro com padrao

interno e com compensacao de temperatura, da marca ORION).

2.3 Quantificacao de solidos nas amostras de agua

Amostras de agua com um volume entre 15 e 25 mL foram colocadas em cadinhos,
previamente tarados a 105+2°C e a 550+50°C. As amostras foram evaporadas no interior dos
cadinhos, em banho de agua fervente, tendo depois sido incubadas numa estufa (Memmert) a
105+2°C, durante uma hora, para secagem. Os cadinhos contendo as amostras secas foram
arrefecidos num exsicador com silica-gel, tendo sido em seguida pesados numa balanca (Denver
Instrument Company, TR-204) com uma precisdo de +0,0001 g. Os Sdlidos Totais (ST) foram

calculados através da equacéo (2.1):

P,—P
( 2 1,105) x

ST =
Va

106 (2.1)

em que:

ST: Concentracao de sdlidos totais na amostra (mg/L);

P1.10s: Tara do cadinho a 105+2°C (g);

P,: Peso do cadinho com a amostra seca apds secagem a 105+2°C (g);

V,: Volume da amostra (mL).

Os cadinhos contendo as amostras secas foram posteriormente calcinados na mufla
(Heraeus-electronic), a 550+50°C, durante duas horas. Os cadinhos contendo as cinzas das amostras
foram depois arrefecidos num exsicador com silica-gel, tendo sido em seguida pesados numa
balanca (Denver Instrument Company, TR-204) com uma precisdo de +0,0001 g. Os Solidos Fixos
(SF) foram calculados através da equagéo (2.2):

(P3 — Py 550) N (2.2)

10°
Va

SF =

em que:

SF: Concentracao de sdlidos fixos na amostra (mg/L);

P1 550 Tara do cadinho a 550+50°C (g);

Ps: Peso do cadinho com cinzas apos calcinag@o a 550+50°C (Q);

V,: Volume da amostra (mL).
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Os Sdlidos Volateis foram calculados através da equacéao (2.3):
SV = ST — SF (2.3)

em que:
SV: Concentragao de solidos volateis na amostra (mg/L);
ST: Concentracdo de sélidos totais na amostra (mg/L);

SF: Concentragdo de sélidos fixos na amostra (mg/L).

Os Solidos Suspensos Totais (SST) e os Sélidos Dissolvidos Totais (SDT) foram
guantificados ap0s filtragdo de 50 mL das amostras de agua, em filtros de nitrato de celulose com
uma porosidade de 0,45 ym (Whatman — Schleicher & Schuell), previamente tarados a 105+2°C. Os
filtros, contendo os sélidos suspensos, foram secos numa estufa (Memmert), a 105+2°C, durante uma
hora. Foram depois arrefecidos num exsicador contendo silica-gel e foram posteriormente pesados
numa balanca (Denver Instrument Company, TR-204) com uma precisdo de +0,0001 g. Os SST foram

determinados através da equacao (2.4):

(PZ - P1,105)

a

SST = x 10° (2.4)
em que:

SST: Concentracao de sdlidos suspensos totais na amostra (mg/L);

P1.10s: Tara do filtro a 105+2°C (g);

P,: Peso do filtro com sélidos ap6s secagem a 105+2°C (g);

V,: Volume da amostra (mL).

Os SDT foram calculados através da equagéo (2.5):

SDT = ST — SST (2.5)

em que:
SDT: Concentracao dos solidos dissolvidos totais (mg/L);
ST: Concentracdo dos sélidos totais (mg/L);

SST: Concentragdo dos sélidos suspensos totais (mg/L).
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2.4 Quantificacao de metais e metaloides nas amostras de agua

Para se quantificar os teores totais dos metais e metaldides Mn, Cu, Zn, Fe e As nas
amostras de agua colhidas no Rio Zézere e na Ribeira do Bodelh&o, efectuou-se uma digestéo prévia
de um volume de 45 mL de cada uma das amostras de dgua conservadas com acido nitrico. A
digestéo foi realizada com uma mistura de 4 mL de acido nitrico (65% v/v HNO3;, PANREAC) e 1 mL
de &cido cloridrico (37% v/v HCI, PANREAC) (aqua regia). A digestao foi efectuada num digestor
micro-ondas (Milestone, Ethos 1600), de acordo com o seguinte programa: rampa — atingiu-se a
temperatura de 170°C, em 10 min; digestdo — manteve-se a temperatura de 170°C, durante 10 min.
Os digeridos foram depois filtrados por membranas filtrantes de nylon com uma porosidade de 0,2 um
(Whatman) e o volume foi corrigido para 50 mL com agua ultra-pura (Millipore, Mili-Q Academic). Os
metais acima indicados foram posteriormente quantificados por espectroscopia de absorcdo atémica
(Thermounicam, Série M). A quantificagdo dos metais Mn, Cu, Zn e Fe foi efectuada com chama,
alimentada por uma mistura de ar/acetileno. O metaléide As foi quantificado por geracdo de hidretos
(Thermounicam, VP90), apds reaccdo com uma solucdo de acido cloridrico (10% v/iv HCI) e
borohidreto de sédio (1% v/iv NaBH,), com chama alimentada por uma mistura de ar/acetileno.

Para se quantificar as frac¢des dissolvidas dos metais acima indicados, efectuou-se uma
filtracdo de um volume de 45 mL de cada uma das amostras de 4gua conservadas no frio, com
membranas filtrantes de nylon com uma porosidade de 0,2 ym (Whatman) e adicionou-se uma
mistura de 4 mL de &cido nitrico e 1 mL de acido cloridrico para que a matriz fosse idéntica a dos
padrdes. O procedimento da quantificagcdo dos metais realizou-se de modo idéntico ao que foi

indicado anteriormente para as amostras digeridas.

2.5 Quantificacao da toxicidade aguda das amostras de agua

Para se quantificar o nivel de toxicidade aguda das amostras de agua colhidas no Rio Zézere
e na Ribeira do Bodelhdo utilizou-se o ensaio Microtox (Microbics, Modelo 500). Este ensaio tem
como principio a utilizacdo da bactéria Vibrio fischeri, a qual tem como caracteristica principal a
emissdo de luz (bioluminescéncia). Assim, é monitorizada a luminescéncia desta bactéria, antes e
apos o0 seu contacto com a amostra, cuja toxicidade se pretende avaliar.

A reducgédo da bioluminescéncia ap6s um determinado periodo de tempo de contacto com a
amostra indica uma inibicdo metabdlica deste organismo, evidenciando a toxicidade da amostra. Este
ensaio é bastante sensivel, permitindo avaliar niveis de toxicidade muito reduzidos (qualquer
alteracdo provocada na actividade metabdlica da bactéria é geralmente registada como uma
alteracdo da intensidade de bioluminescéncia) (EN ISO 11348-3:2008).

O ensaio Microtox foi realizado em meio salino (2% NaCl), dado que a bactéria habita
ambientes salobros e marinhos. A percentagem de inibicdo da bioluminescéncia, obtida com
diferentes concentra¢cbes de cada amostra, foi calculada pela comparagdo com um controlo negativo
(dgua bidestilada e sal). A partir da relacdo dose-resposta, calculou-se a concentracdo da amostra

gue provoca uma reducdo de 50% na emissdo de luz pela bactéria, a qual se designa por
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Concentracao Efectiva da amostra para 50% de efeito, relativamente a um periodo de exposicédo de
30 min (CEgy — 30 min). De acordo com esta metodologia, quanto menor for o valor de CEgy, — 30 min,

maior sera o nivel de toxicidade aguda da amostra.

2.6 Estirpes bacterianas e condi¢cdes de crescimento

Para os procedimentos de clonagem e amplificacdo dos plasmideos foram utilizadas as
células bacterianas Escherichia coli XL1-Blue (genétipo: recAlendAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relA1 lac1 [FproAB laclqgZDM Tn10 (Tet,)], Stratagene). Estas foram incubadas a 37°C por 16 h em
meio liquido Luria-Bertani (LB) (triptona 1% [Merck], extracto de levedura 0,5%, NaCl, 0,5% [Merck],
pH 7,5). A seleccao dos plasmideos foi realizada na presenca de ampicilina (Sigma) com uma
concentracao final de 100 pg/mL.

2.7 Preparacdao e transformacdao de células competentes de E. coli

A preparacgdo de células competentes de E. coli iniciou-se com a incubacdo de uma coldnia
isolada, proveniente de um riscado em placa de LB (LB liquido, &gar 2%), em 10 mL de meio SOB
(Super Optimial Broth, 2% triptona [BactoTM], 0,5% extracto de levedura, 2,5 mM KCI [Merck], 100 mM
NaCl [Merck], 10 mM MgCl, [Merck], 10 mM MgSO, [AMRESCOQ]) durante 16 h a 37°C e com
agitacado 4 g. As células, em fase estacionaria, foram diluidas em 300 mL de SOB e incubadas a 24°C
(4 g) por aproximadamente 16 h, até a obtencdo de uma densidade éptica a 600 nm (ODgyg) de 0,6.
As células foram incubadas no gelo durante 10 min e foram centrifugadas a 900 g durante 10 min a
4°C. O pellet foi ressuspendido em 96 mL de meio TB (Terrific Broth, 10 mM PIPES [Sigma], 15 mM
CaCl, [Merck], 250 mM KCI [Merck], pH ajustado a 6,7 com KOH [Riedel-de Haén], 55 mM MnCl,
[Sigma]) e incubado no gelo durante 10 min. As células foram centrifugadas a 900 g durante 10 min a
4°C e novamente ressuspendeu-se o pellet em 24 mL de TB refrigerado. Adicionou-se 3,36 mL de
DMSO (dimetilsulféxido, Baker) e, apds incubag¢do no gelo durante 10 min e congelamento rapido
com azoto liquido, as células competentes foram aliquotadas e armazenadas a -80°C.

Para a transformagao das bactérias, a cada aliquota de 250 uL de células competentes de E.
coli, adicionou-se 0,2-0,4 ug de DNA plasmidico. A mistura foi incubada no gelo durante 30 min e as
células foram submetidas a um choque térmico a 42°C durante 45 s. Adicionou-se 800 uL de meio
SOC (Super Optimal broth with Catabolic repressor, constituido por SOB suplementado com 20 mM
de glucose) e incubou-se a cultura durante 1 h a 37°C com agitacdo. As células foram centrifugadas
durante 10 min a 900 g e plaqueadas em LB suplementado com ampicilina, 40 pL de X-Gal (40
pg/mL) e 100 pyL de IPTG (100 mM) espalhado, homogeneamente, a superficie da placa para
seleccdo dos plasmideos recombinantes. Apés incubacdo das placas a 37°C durante 16 h, as
colénias (brancas) selecionadas foram incubadas em meio liquido LB suplementado com ampicilina

(LBamp) a 37°C durante 16 h. Procedeu-se entdo ao isolamento do DNA plasmidico (sec¢éo 2.8) e os
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clones foram analisados através da digestdo com enzimas de restricdo especificas e posterior

separacao dos fragmentos por electroforese em gel de agarose.

2.8 Extraccédo de DNA plasmidico de bactérias

A extraccdo de DNA plasmidico de células bacterianas foi realizada com o kit ZR Plasmid
Miniprep Kit-Classic (ZYMO RESEARCH). As células de E. coli foram ressuspensas em 200 uL do
“Tampao 1°, em seguida foram adicionados 200 yL de “Tampdao 2”, misturou-se e acrescentou-se de
seguida 400 pL do “Tampéo 3”, misturando-se novamente. A mistura foi centrifugada durante 2 min,
transferiu-se o0 sobrenadante para colunas de filtracdo e foi centrifugado novamente durante 30 s.
Adicionou-se 200 pL de “Tampdo de Lavagem”, foi centrifugado durante 30 s e acrescentou-se 400
ML de “Tampédo de Lavagem” de plasmideo, centrifugando-se durante 1 min. Para eluir o DNA,

adicionou-se 40 yL de agua mQ e centrifugou-se durante 30 s, num tubo de 1,5 mL.

2.9 Estirpes de levedura e condi¢cdes de crescimento

As estirpes de S. cerevisiae utilizadas e construidas no presente estudo estdo listadas na
Tabela 2.1. Para o crescimento em meio liquido, as leveduras foram inoculadas em meio completo
Yeast Peptone Dextrose (YPD) (extracto de levedura 1% [BD Biosciences], bacto-peptona 2% [BD
Biosciences], glucose 2% [VWR]) ou em meio minimo (Yeast Nitrogen Base [YNB] 6,85 g/L [BD
Biosciences) suplementado com diferentes fontes de carbono (glucose 2%, sacarose 2% [VWR],
galactose 2% [VWR], galactose 1% ou rafinose 2% [VWR]) e com os aminoacidos (Sigma)
apropriados, de acordo com as auxotrofias das respectivas estirpes. As culturas foram incubadas por
um periodo de 16 h a 30°C.
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Tabela 2.1 — Estirpes de S. cerevisiae utilizadas neste trabalho.

Estirpe Genotipo Fonte

BY 4741 MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0 EUROSCARF

BY yap8 MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; Menezes et al., resultados
YPR199c::kanMX4 néo publicados

BY acr3 MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; O presente trabalho
acr3A::HIS3

BY acr3 yap8 MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; O presente trabalho

acr3A::HIS3; YPR199c::kanMX4

SEY 6210 MATa; leu2-3; 112 ura3-52; his3A200; trp1A901; Shabhi et al., 2010
lys2-801; suc2A9; Mel

SEY cdk8 MATa; leu2-3; 112 ura3-52; his3A200; trp1A901; Shabhi et al., 2010
lys2-801; Mel’; cdk8A:: TRP1

SEY yap8 MATa; leu2-3; 112 ura3-52; his3A200; trp1A901; O presente trabalho
lys2-801; suc2A9; Mel; yap8::kanMX4

SEY cdk8 yap8 MATa; leu2-3; 112 ura3-52; his3A200; trp1A9017; O presente trabalho
lys2-801; Mel’; cdk8A::TRP1; yap8::kanMX4

2.10 Preparagéo e transformacgéo de células competentes de S. cerevisiae

Uma cultura de S. cerevisiae em fase estacionéria foi diluida para uma ODggy de 0,15 em 20
mL de meio para a preparagdo de células competentes. As culturas foram incubadas até ODggy de 0,7
a 30°C com agitacdo a 4 g. As células foram centrifugadas a 2.500 g durante 1 min e o pellet
(sedimento) foi lavado duas vezes com 5 mL de 4gua bidestilada estéril. As células foram transferidas
para tubos eppendorf e foram lavadas com 1 mL de solucdo LIAc/TE (Tris Base 10 mM [Roche],
EDTA 1 mM [Merck], Acetato de Litio 0,1 M [Sigma]). O pellet (sedimento) foi ressuspendido em 400
ML de LIiAc/TE e as células competentes foram incubadas a 4°C pelo menos durante 2 h antes da sua
utilizacéo.

Para a transformacao das células competentes, a 50 L destas células foram adicionados 1
pg de DNA plasmidico ou 4 ug de cassete de disrupcao purificada, 50 yg de DNA de esperma de
salmao (Sigma) previamente desnaturado (5 min a 100°C e 2 min no gelo) e 300 pL de solucdo
PEG3350 40% (Sigma). Apos a homogeneiza¢do da amostra, estas foram incubadas a 30°C, durante
30 min a 4 g e foram submetidas a um choque térmico em banho-maria a 42°C, durante 15 min.
Adicionou-se as amostras 800 pL de agua bidestilada estéril e estas foram centrifugadas, a 2.500 g
durante 1 min. As células foram plaqueadas em meio selectivo e incubadas a 30°C durante 48 h. No
caso das cassetes de disrupcdo, apOs a lavagem das células com agua, o pellet foi ressuspendido
em 1 mL de YPD e as células foram incubadas a 30°C com agitacdo durante 3 h. Apés a recuperagdo
das células, as culturas foram centrifugadas e as células foram plagueadas em meio selectivo (YPD-

geneticina [100 pg/pL, Sigma] ou meio sintético sem histidina). Neste caso, as placas foram
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incubadas durante 3 dias a 30°C. A correcta insercdo da cassete de disrup¢cdo no genoma de

levedura foi confirmada por PCR, de acordo com o protocolo descrito na sec¢éo 2.13.

2.11 Extraccédo de DNA gendmico de levedura

A extraccdo de DNA gendmico a partir de células de levedura foi realizada utilizando-se o kit
ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ (ZYMO RESEARCH). Em resumo, entre 50-100 mg de células
de S. cerevisiae foram ressupendidas em 200 uL de agua, as quais foram adicionadas 750 uL de
“Solucédo de Lise” e esferas de vidro. Para lisar as células, os tubos foram colocados num agitador
automatico durante 5 min, na velocidade maxima. Apos centrifugacdo durante 1 min a 10.000 g,
transferiu-se o sobrenadante para uma coluna de filtracdo e centrifugou-se novamente durante 1 min
a 7.000 g. Apés a adicdo de 1.200 pL de “Tampéo de Ligagao” ao filtrado no tubo colector, a mistura
foi transferida para uma nova coluna de filtragc&o e foi centrifugada a 10.000 g durante 1 min. Foram
adicionados 200 pL de “Tampdo de Pré-lavagem de DNA”, as amostras foram centrifugadas e
lavadas com 500 uL de “Tampéao de Lavagem de DNA”. Por fim, adicionou-se 50 uL de “Tampéo de

Eluigdo” e o DNA foi eluido mediante centrifugagdo a 10.000 g durante 30 s.

2.12 Purificagdo de DNA

Para a purificagdo de DNA utilizou-se o kit DNA Clean & Concentrator -5 (ZYMO
RESEARCH). A 50 ul de solugédo contendo o DNA foram adicionados 250 ul de “Tampao de Ligagao”,
a mistura foi transferida para colunas de filtracdo e centrifugada a 13.000 g por 30 s. O DNA
imobilizado na coluna foi lavado com 200 pL de “Tampdo de Lavagem” e procedeu-se a uma
centrifugacdo nas mesmas condi¢Bes anteriores. Apds a segunda lavagem, o DNA foi eluido da
coluna com 10 uL de 4gua mQ e mediante centrifugacdo a 13.000 g por 60 s.

Para extraccdo de DNA a partir de géis de agarose, utilizou-se o kit Zymoclean™, Gel DNA
Recovery (ZYMO RESEARCH). Em resumo, o fragmento de agarose contendo o DNA foi cortado
com o auxilio de uma lamina e transferido para um tubo de 1,5 mL. Ao fragmento de agarose foram
adicionados trés vezes o volume de amlodipina besilato (ADB) (ex.: 300 yL de ADB para um
fragmento de agarose de 100 mg). A mistura foi incubada a 55°C, durante 5-10 min, para liquefazer
completamente o gel. Seguidamente, a mistura foi centrifugada a 13.000 g, por 30 s e transferida
para uma coluna de filtracdo de DNA. Apés centrifugac@o nas mesmas condi¢des, foram adicionados
200 pL de solugédo “Tampdo de Lavagem” de DNA e centrifugou-se novamente, repetindo-se este
passo duas vezes. Por fim, o DNA foi eluido da coluna apds a adicdo de 10 pyL de agua mQ e

centrifugacdo a 13.000 g, por 30 s.
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2.13 Construcéo de estirpes mutantes

Para a obtencéo das estirpes mutantes foram utilizadas cassetes de histina e canamicina. As
respectivas cassetes de disrupcao foram amplificadas por PCR utilizando-se os plasmideos pUG6 e
pFA6a-His3MX6 (Tabela 2.2) e os oligonucleétidos listados na Tabela 2.3. As reacgfes de PCR
foram realizadas de acordo com as seguintes condi¢des: 50 ng de DNA molde, 25 pmol de cada
oligonucleotido, 0,2 mM de cada dNTP, tampao da reacgdo contendo 1,5 mM de MgCl, e 1,5 U de
Taqg DNA polimerase (Nzytech) num volume final de 50 pL. Os ciclos de PCR foram realizados no
termociclador Trio-Thermoblock (Biometra) conforme se segue: 3 min a 95°C, 35 ciclos [30 s a 95°C,
30 s a 52°C, 2 min a 72°C] para amplificacdo da cassete de histidina ou [30 s a 95°C, 30 s a 54°C, 1
min 30 s a 72°C] para amplificacdo da cassete de canamicina, e uma extenséo final de 10 min a
72°C. ApGs monitorizacdo em gel de agarose, os produtos de PCR foram purificados de acordo com o
procedimento descrito na sec¢éo 2.12 e o DNA foi utilizado para transformar células competentes de
levedura (seccéo 2.10). Para seleccdo dos clones positivos, foi extraido o DNA gendmico de coldnias
com crescimento em meio selectivo (sec¢éo 2.11) e o DNA foi utilizado para validagdo dos clones por
PCR, utilizando-se as mesmas condic¢des descritas acima e os oligonucleotideos especificos listados
na Tabela 2.3.

2.14 Construgdo dos plasmideos recombinantes

Para a construcdo dos plasmideos recombinantes YEplacl195GAL1HXT7 e
YEplacl81GAL1FPS1, os vectores clonagem YEplacl95 e YEplacl81 foram linearizados por
digestdo dupla com as enzimas de restricdo Kpnl e Hindlll (Fermentas), durante 16 h e o DNA foi
purificado de acordo com a secc¢do 2.12. O promotor GAL1 foi obtido a partir do plasmideo pJG4-5,
através da digestdo com as enzimas de restricdo Kpnl e Hindlll. Os produtos de digestdo foram
separados por electroforese em gel de agarose e o fragmento correspondente a uma massa
molecular de 528 pb foi purificada (seccao 2.12). Todos os fragmentos foram quantificados utilizando-
se 0 equipamento Epoch (BioTek) e a reaccdo de ligacdo foi preparada como se segue: 70 ng de
vector linearizado, o fragmento correspondente ao promotor GAL1 purificado e 1U da enzima T4 DNA
Ligase (New England Biolabs). As reacc¢fes foram incubadas por 1 h a 22°C, 14 h a 16°C e 10 min a
65°C. Os produtos de ligacdo foram transformadas em E. coli e os clones positivos foram
seleccionados em meio LB soélido contendo ampicilina/X-Gal/IPTG, utilizando-se o procedimento
descrito na seccédo 2.7. O DNA plasmidico dos clones positivos foi isolado (seccéo 2.8) e submetido a
digestdo com enzimas de restricdo especificas e a electroforese em gel de agarose para confirmacgéao
dos clones.

Para clonagem dos genes HXT7 e FPS1 a jusante do promotor GAL1, procedeu-se a
amplificacdo das respectivas ORFs (Open Reading Frames) e regifes terminadoras por PCR de
acordo com as seguintes condi¢des: 50 ng de DNA gendmico, 25 pmol de cada oligonucleétido, 0,2
mM de cada dNTP, tampéo da reac¢do e 0,5 U da enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase

(Finnzymes), num volume final de 25 pL. Os ciclos de PCR foram realizados no termociclador Trio-
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Thermoblock (Biometra), conforme se segue: 2 min a 98°C, 35 ciclos [10 s a 98°C, 20 s a 55°C
(HXT7) ou 51°C (FPS1), 60 s a 72°C], com uma extensao final de 5 min a 72°C. Apds confirmacéo do
peso molecular dos fragmentos amplificados em gel de agarose, os produtos de PCR foram
purificados, digeridos com a enzima de restricdo Hindlll e foram novamente purificados (sec¢éo 2.12).
Os plasmideos que codificam a promotora GAL1 (YEplac195-GAL1 e YEplac181-GAL1) foram
linearizados com Hindlll. O DNA foi purificado e procedeu-se com a ligacdo dos fragmentos nas
mesmas condi¢ces citadas anteriormente. Os produtos de ligacdo foram transformados em E. coli
(seccao 2.7), foi isolado o DNA plasmidico dos clones recombinantes e a correcta orientacdo dos
fragmentos foi monitorizada através da digestdo com enzimas de restricdo especificas seguida da
monitorizacdo electroforética, conforme descrito acima. Os clones com padrao de restricdo esperado
foram sequenciados para monitorizar a integridade da sequéncia da regido promotora GAL1 e das

sequéncias codificantes e regifes terminadoras dos genes FPS1 e HXT7.

Tabela 2.2 — Plasmideos utilizados neste trabalho.
Plasmideo Utilizacao Fonte

Molde para amplificacdo do .
puUG6 i Galdener et al., 1996
modulo kanMX

) Molde para amplificacéo do )
pFA6a-His3MX6 Longtine et al., 1998
maédulo HISMX

Vector de clonagem ] ]
YEplac195 Gietz and Sugino, 1988
(2 um, URA3)

Vector de clonagem ] )
YEplac181 Gietz and Sugino, 1988
(2 um, LEU2)

Plasmideo que codifica o )
pJG4-5 Gyuris et al., 1993
promotor Gall

YEplac1l95GAL1IHXT7 Gall-Hxt7 O presente trabalho

YEplac181GAL1FPS1 Gall-Fpsl O presente trabalho
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Tabela 2.3 — Oligonucleétidos utilizados neste trabalho.

Nome Sequéncia Utilizacao

HXT7 5’ cccaagcttatgtcacaagacgcetge 3’ Construgéo
5’ cccaagcttagtttctttgtctcegte 3’ GAL1-HXT7

FPS1 5’ ctaaagcttatgagtaatcctcaaa 3’ Construgéo
5’ catagcttaacctaggaaagctt 3’ GAL1-FPS1

Amplificacdo da
cassete de
canamicina para
disrupcéo do

S1YAP8 (*) 5 gttgaaaaaacatgtcaaaacggaagataagcagctgaagcttcgtacgce 3’
S2YAP8 (*) 5’ caataagaaagacaatgttgcgctgtgcttagcataggccactagtggatctg 3’

YAPS

PCR para

confirmacao da
ALlYAP8 5’ cctacttacaagaagaag 3’ integracéo da
A4YAP8 5’ cttgccttcccaatttg 3’ cassete de

canamicina no
locus do YAP8

Amplificacdo da
S1ACR3 (*) 5 attcaagagaacccaaccaacaaatcatcaggttagtagaatcgtacgctgcagg 3° cassete de
S2ACR3 (*) 5’ gtattattcattggtgcccaagtaattttttggtgagtcaattagggagaccggcagat 3°  histidina para
disrupcao de
ACR3

PCR para
confirmacéo da
integracéo da
cassete de
histidina no locus
do ACR3

AlACR3 5 cgaggatgcaactctcaaac 3’
A4ACR3 5’ tgctattccatcgggcttac 3’

(*) Os oligonuclettidos a negrito sdo complementares aos oligonucledtidos da cassete a ser amplificada,
enquanto que os oligonucleétidos iniciais sdo complementares aqueles situados imeditamente antes do codéo de
iniciacao e depois do coddo stop do gene a ser eliminado no genoma da levedura.

2.15 Ensaios fenotipicos

As estirpes foram inoculadas em 2 mL de meio minimo, com diferentes fontes de carbono, e
incubadas durante 16 h a 30°C com agitagdo (4 g). Os pré-indculos foram diluidos para uma ODgqo de
0,15 em 2 mL de meio de cultura fresco e as culturas foram incubadas nas mesmas condi¢des até
atingir uma ODggo entre 0,4-0,5. As culturas foram serialmente diluidas em PBS (Phosphate Buffered
Saline, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 4,3 mM [Merck], KH,PO, 1,47 mM [Merck]), de modo
que cada aliquota de 5 pL a ser plaqueada contivesse 10.000, 2.000, 1.000, 200, 100 e 20 células. As
diluicdes de células foram plagueadas em meio minimo contendo concentragbes de arsenito
(NaAsO,, Merck) entre 0,133 e 16 pM ou em meio preparado com agua colhida nos varios locais de
colheita da Ribeira do Bodelhdo e do Rio Zézere. Apds o plaqueamento das células, as placas foram

incubadas a 30°C e o crescimento celular foi analisado apés um periodo entre 40 h e 85 h.
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3. Resultados e Discusséao

3.1 Caracterizacdo dos locais de colheita das amostras de dgua do Rio Zézere e da Ribeira do
Bodelhao

Os minerais de onde provém o0s metais explorados nas Minas da Panasqueira (volframio,
cobre e estanho) sdo a volframite, calcopirite e cassiterite. Como resultado destas extraccdes, as
escombreiras contém particulas de quartzo, xistos, grauvaques e algum granito. Para além destas
particulas, as escombreiras contém ainda os metais cadmio e arsénio. As concentracdes médias de
cadmio e arsénio nos materiais depositados nas escombreiras sdo de 40-1.500 mg/kg e 4.000-
130.000 mg/kg, respectivamente (Cavalheiro et al., 2011). Como termo de comparagéo, os limites dos
metais cadmio e arsénio para os solos industriais ndo devem exceder 22 mg/kg e 12 mg/kg,
respectivamente (Regulamento Europeu — EUR 22805 EN - 2007). A diferenga entre estes limites e
aquelas concentracdes destes metais nas escombreiras mostra claramente o risco potencial que
estas representam para 0s solos e para os sistemas hidricos da regido, em particular porque as
medidas de controlo ambiental da contaminag&o gerada por estas escombreiras sdo muito reduzidas
e antigas.

A agua proveniente do interior da mina é aquela que apresenta maior caudal, podendo ser
superior a 1000 m*/h, no Inverno, e cerca de 250 a 300 m%h, no Verdo. A Estacdo de Tratamento de
Aguas de Minas (ETAM), que existia até & data das colheitas das amostras de agua para o presente
trabalho (14 de Julho de 2011), e para a qual € encaminhada a &gua do interior da mina e das
barragens de lama semi-impermeabilizadas, tinha uma capacidade de tratamento de 300 m%h
(Goncalves, 2010). Deste modo, a ETAM néo apresentava capacidade suficiente para tratar toda a
agua, principalmente na estacdo de Inverno, sendo o excesso encaminhado para a Ribeira do
Bodelhdo, sem qualquer tratamento. Contudo, em Janeiro do corrente ano (2012), foi inaugurada uma
ETAM com maior capacidade para o tratamento daquelas aguas residuais (Radio Cova da Beira,
Fundéo, 2012). Para além desta informacéo ter sido veiculada por diversos 6rgdos de comunicacgao
social, a empresa mineira Sojitz Beralt Tin & Wolfram Portugal SA, a actual empresa concessionaria,
informou que apenas o excesso do efluente produzido é tratado na nova instalagdo, com uma capacidade de
500 m%h, o qual é descarregado para a Ribeira do Bodelhdo e que a instalagdo antiga se mantém em
funcionamento apenas para o tratamento da agua necessaria ao processo produtivo, realizado em
circuito fechado, e o qual ndo é descarregada nessa mesma ribeira.

Apesar destes novos investimentos no controlo do impacte ambiental das minas, a falta de
vegetacdo em torno das escombreiras e os declives acentuados propiciam a contaminacgéo directa da
Ribeira do Bodelhdo e, consequentemente, do Rio Z&zere, através das aguas de percolacdo e de
escorréncia.

Neste enquadramento, este local de estudo foi escolhido devido aos impactes ambientais
quimicos, fisicos e paisagisticos que tem associados. O solo e a agua sao os compartimentos
ambientais mais afectados, para além dos potenciais riscos para as populagbes que vivem nas

povoacdes vizinhas e do facto do Rio Zézere, onde a Ribeira do Bodelh&o descarrega o seu caudal,

24



alimentar a barragem de Castelo do Bode, que € a principal fonte abastecedora de agua de Lisboa
(Avila et al., 2007).

As amostras de agua foram colhidas no dia 14 de Julho de 2011. Deste modo, é necessario
ter em conta que o caudal de agua foi menor do que aquele que seria registado num més da estacao
de Inverno, quando a precipitacdo devera ser mais acentuada. Para além disso, a colheita de apenas
uma amostra de agua em cada local é apenas representativa das condicées no momento da colheita,
servindo estas colheitas como um primeiro exercicio para o estudo bioldgico que foi realizado.

Com o objectivo de se avaliar o efeito das escombreiras das Minas da Panasqueira na
gualidade da agua do Rio Zézere e da Ribeira do Bodelhdo, foram colhidas amostras de agua nos
pontos indicados na seccdo 2.1. A avaliacdo dos paramentros fisico-quimicos da agua, tais como
temperatura, pH, condutividade e potencial redox, foi realizada no préprio local de colheita. No
laboratério, as amostras de agua, colhidas nos diferentes locais, foram processadas com o objectivo
de se quantificar os teores de sélidos, os teores de metais e do metaldide As, assim como o nivel de
toxicidade aguda para a bactéria V. fischeri.

3.1.1 Avaliacdo dos pardmetros fisico-quimicos determinados nos locais de colheita (temperatura

do ar e da agua, pH, condutividade e potencial redox)

A temperatura atmosférica nos locais de colheita variou entre 27°C e 29°C. Como se pode
verificar na Figura 3.1A, a temperatura da 4gua na Ribeira do Bodelhdo (local 4) apresentou a menor
temperatura (19,9°C) comparativamente com o0s outros locais de recolha. Todos os valores de
temperatura da agua foram inferiores ao valor maximo para a qualidade minima de uma &gua
superficial (30°C), tal como é definido no Decreto-Lei n°236/98, Anexo XXI.

Na Ribeira do Bodelhdo (local 4), o pH da agua encontrava-se ligeiramente acido (pH 6,4),
Figura 3.1B. As amostras de agua do Rio Zézere apresentaram pH neutro (entre 6,9 e 7,1). Apesar
da ligeira acidez da agua no local 4, todos os valores de pH encontravam-se dentro do intervalo
estipulado (pH 5,0-9,0) pelo Decreto-Lei n°236/98, Anexo XXI, relativo a qualidade minima das aguas
doces superficiais (Figura 3.1B).

A amostra de agua da Ribeira do Bodelhdo (local 4) apresentou valores de condutividade
significativamente mais elevados (1315 uS/cm) do que nos trés locais de colheita do Rio Zézere
(entre 124 e 214 pS/cm) (Figura 3.1C). Considerando que a condutividade de uma amostra esta
normalmente associada a presenca de espécies quimicas dissolvidas na mesma (Batista & Filipe,
2007; Godinho, 2009), este resultado apresenta a primeira evidéncia de que a amostra do local 4
possuia provavelmente quantidades elevadas de sais, eventualmente sais de metais e sais
sulfatados, uma vez que estes sdo caracteristicos de aguas de minas de volframio. Para este
parametro ndo se encontra definido qualquer limite no Anexo XXI do Decreto-Lei n°® 236/98.

Como se pode verificar na Figura 3.1D, qualquer uma das amostras apresentava um
potencial oxidante. O valor mais elevado de potencial redox, observado na amostra de agua da

Ribeira do Bodelhdo, é possivelmente uma consequéncia da presenca de substancias fortemente
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oxidantes na 4gua dessa Ribeira. Para este parametro ndo esta também definido qualquer valor limite
no Anexo XXI do Decreto-Lei n® 236/98.
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Figura 3.1 — Parametros fisico-quimicos analisados nos diferentes locais de colheita das amostras de agua no
Rio Zézere (1 - a montante do aterro, 2 - junto ao aterro, 3 - a jusante do aterro) e na Ribeira do Bodelhdo (4): A)
Temperatura atmosférica e temperatura da agua; B) pH das amostras de agua; C) Condutividade das amostras
de agua. D) Potencial redox das amostras de agua. As linhas a verde correspondem aos valores limites
correspondentes a qualidade minima de dguas superficiais como indicado no Decreto-Lei n® 236/98, Anexo XXI.

A amostra de agua do local 4 foi aquela que apresentou os valores mais elevados de
condutividade e potencial redox e 0 mais baixo de pH. Estes resultados sdo devido, provavelmente, a
contaminagdo da agua com substancias provenientes da mina e podem ser explicados pelo
tratamento deficitario da dgua proveniente desta mina, pelo proprio efluente da ETAM e/ou da agua

de lixiviacdo da escombreira situada em Barroca Grande.

3.1.2 Avaliacdo da presenca de sélidos e metais (Fe, Mn, Cu, Zn e As) na dgua

Adicionalmente, as amostras de agua recolhidas nos diferentes locais foram analisadas
guanto ao teor de sdlidos presente nas mesmas. Conforme evidenciado na Figura 3.2, a amostra de
agua da Ribeira do Bodelhdo (local 4) apresentou uma maior concentracao de sdlidos relativamente

as amostras colhidas no Rio Zézere, provavelmente devido a grande quantidade de minerais
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provenientes da agua tratada na ETAM e da agua lixiviada da escombreira em Barroca Grande. Estes
resultados eram previsiveis, considerando-se o pH ligeiramente acido e os valores elevados de
condutividade e potencial redox obtidos para esta amostra.

O teor de solidos totais presente na amostra de agua colhida na Ribeira do Bodelhédo (local 4)
era constituida principalmente por sais dissolvidos de origem inorgénica, uma vez que os teores de
sélidos fixos e dissolvidos eram muito elevados, enquanto que o teor de solidos volateis era muito
reduzido (Figura 3.2). De acordo com os dados anteriores, estes sais devem ser provenientes dos
efluentes da ETAM e das &guas de lixiviagdo da escombreira de Barroca Grande. Relativamente aos

sélidos, nao estdo definidos quaisquer valores limite no Anexo XXI do Decreto-Lei n® 236/98.
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Figura 3.2 — Concentragéo de solidos totais, fixos, volateis, dissolvidos e suspensos totais nas amostras de agua
colhidas no Rio Zézere (1 - a montante do aterro, 2 - junto ao aterro, 3 - a jusante do aterro) e na Ribeira do
Bodelh&o (4).

Tal como foi referido na seccgédo 3.1, além dos diversos minerais contidos nas escombreiras,
estas também sdo constituidas por varios metais e metaldides, presentes em quantidades elevadas,
tais como, ferro, manganés, cobre, zinco e arsénio. Dado que a quantificacdo dos sélidos demonstrou
que as amostras de 4gua continham maioritariamente sais inorganicos dissolvidos, procedeu-se a
guantificacdo dos metais possivelmente representados em maior concentragdo nas amostras de agua
colhidas nos quatro locais. A concentracdo de cada um destes metais foi analisada por
espectroscopia de absorgdo atdmica (seccéo 2.4) e os resultados obtidos foram confrontados com os
valores maximos admissiveis (VMA), quando disponiveis (Figura 3.3). Relativamente aos metais Cu,
Zn e As, estes valores encontram-se definidos no Anexo XXI do Decreto-Lei n°® 236/98, relativo aos
objectivos ambientais de qualidade minima para as aguas doces superficiais.

Embora ndo exista um limite definido para os valores maximos admissiveis de Fe, referente a

qualidade minima para 4guas doces superficiais, os valores quantificados em todos os locais, 0,314 a
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0,740 mg/L (Figura 3.3A), diferem relativamente a valores obtidos noutro estudo (Gongalves, 2010).
Este autor estudou o impacte ambiental das Minas da Panasqueira na Ribeira do Bodelh&o e no Rio
Zézere, tendo realizado colheitas de agua semanalmente, durante 0 més de Dezembro de 2009, e
obteve as seguintes concentracdes de Fe: 0,21 mg/L a montante do Rio Zézere; 0,25 mg/L junto ao
aterro; 0,30 mg/L a jusante do Rio Zézere; e 0,65 mg/L na Ribeira do Bodelh&o. Os resultados obtidos
por Gongalves (2010), os quais foram um pouco inferiores aos que foram obtidos na presente
dissertacédo, podem dever-se ao maior caudal no Rio Zézere e na Ribeira do Bodelh&o, durante o
més de Dezembro quando aquele autor efectuou as suas colheitas.

As concentragBes de manganés obtidas na Ribeira do Bodelh&o (local 4) foram muito mais
elevadas do que nos restantes locais de colheita (Figura 3.3B), provavelmente devido as aguas
provenientes das minas, da ETAM e da lixiviagdo da escombreira. A concentracdo de 5,328 mgl/L,
registada na amostra da Ribeira do Bodelhdo, foi superior a registada por Gongalves (2010) (4,68
mg/L). Além disso, relativamente aos outros locais, este autor encontrou concentracdes de Mn 10
vezes inferiores as concentracdes obtidas no presente trabalho, talvez devido a um maior caudal do
Rio Zézere no més de Dezembro. Tal como acontece com o Fe, para este pardmetro ndo esta
definido qualquer valor limite no Anexo XXI do Decreto-Lei n° 236/98.

Na Figura 3.3C estdo indicadas as concentracdes de Cu determinadas em todos os locais de
colheita de amostras. As concentracbes de Cu determinadas na amostra da Ribeira do Bodelhdo
(local 4) foram as mais elevadas, tanto na fraccdo dissolvida (0,342 mg/L) como na fraccdo total
(0,964 mg/L), tendo excedido amplamente o valor maximo admissivel (VMA) (0,1 mg/L) indicado no
Anexo XXI do Decreto-Lei n® 236/98. O valor obtido por Gongalves (2010) n&o ultrapassou 0,69 mg/L
para o mesmo local.

As concentra¢Bes de Zn, determinadas na amostra da Ribeira do Bodelh&o (local 4), foram
superiores ao VMA (0,5 mg/L) definido no Anexo XXI do Decreto-Lei n° 236/98, tanto na fraccédo total
(0,774 mg/L) como na frac¢do dissolvida (0,730 mg/L) (Figura 3.3D). Os resultados obtidos por
Gongalves (2010) séo inferiores nos locais 2 e 3, enquanto que o valor obtido na Ribeira do Bodelh&o
foi de 6,20 mg/L, cerca de 8 vezes superior ao valor obtido no presente trabalho. Neste caso, o tipo
de extraccdo mineira poderia ter variado para cobre e estanho.

Na Figura 3.3E estdo apresentadas as concentracBes de As obtidas nas amostras de agua
colhidas no Rio Zézere e na Ribeira do Bodelhdo. Em todos os locais, a concentracdo de As, na
fracgéo dissolvida e na fracgao total, foi inferior ao VMA (100 pg/L) definido no Anexo XXI do Decreto-
Lei n°® 236/98. Contudo, a Ribeira do Bodelhdo (local 4) foi aquela que apresentou a maior
concentracdo de As na fracgdo total (27,07 pg/L). Além disso, grande parte do arsénio encontra-se
fundamentalmente na frac¢do suspensa, isto €, associado a particulas em suspenséo existentes na
agua. A amostra colhida no local 3 (Rio Zezére) apresentou a segunda maior concentragdo de As
total (8,90 pg/L), o que poderia indicar a influéncia da descarga da Ribeira do Bodelhdo no Rio Zézere
efou a influéncia da proximidade da escombreira localizada a algumas centenas de metros a
montante, junto a povoacdo de Cabeco do Pido. Comparativamente aos resultados obtidos por
Goncgalves (2010), os valores aqui apresentados séo significativamente superiores nos locais 1 e 2 (7

vezes) e 3 (5 vezes). Em contrapartida, os resultados obtidos para a Ribeira do Bodelhdo (local 4)
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foram similares (27,1 pg/L no presente trabalho e 32 pg/L obtido por Gongalves, 2010). Estes valores
podem ser justificados pela pluviosidade ocorrida durante o més de Dezembro, quando Goncalves
(2010) efectuou as suas colheitas de agua.
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Figura 3.3 — Concentragdo dos metais, total e dissolvido nas amostras de agua colhidas no Rio Zézere (1 - a
montante do aterro, 2 - junto ao aterro, 3 - a jusante do aterro) e na Ribeira do Bodelhdo (4). Os valores maximos
admissiveis (VMA) aplicados aos metais Cu, Zn e As encontram-se definidos no Anexo XXI do Decreto-Lei n°®
236/98, relativo aos objectivos ambientais de qualidade minima para as aguas doces superficiais e estdo
assinalados por uma linha verde. A) [Fe] mg/L; B) [Mn] mg/L; C) [Cu] mg/L; D) [Zn] mg/L; E) [As] pg/L.

3.1.3 Nivel de toxicidade aguda da agua

De acordo com os resultados apresentados nas sec¢des 3.1.1 e 3.1.2, pode concluir-se que
varios parametros, relacionados com a qualidade da agua, apresentavam concentracdes superiores
as correntemente encontradas em sistemas hidricos sem perturbacdo ou com reduzida perturbacéo
antropica, principalmente na Ribeira do Bodelhdo (local 4). Neste contexto, decidiu-se avaliar a

toxicidade aguda inerente de cada amostra de agua através do ensaio de toxicidade aguda Microtox.

29



Para se caracterizar o nivel ecotoxicolégico das amostras de agua, utilizou-se o sistema TCS
(Toxicity Classification System), desenvolvido pelo Professor Persoone (1999). Neste sistema séo
apresentadas quatro classes para classificar o nivel de ecotoxicidade (adaptado de Lapa, 2004):
Classe 1 — Nivel de ecotoxicidade néo significativo. Nesta classe, os valores de CEs, sao superiores
a 100%; Classe 2 — Nivel de ecotoxicidade pouco significativo. Nesta classe, os valores de CEx
situam-se no intervalo ]10%; 100%]; Classe 3 — Elevado nivel de ecotoxicidade. Nesta classe, 0s
valores de CEsq situam-se no intervalo ]1%; 10%]; e Classe 4 — Nivel de ecotoxicidade muito elevado.
Nesta classe, os valores de CEsg séo iguais ou inferiores a 1%.

A CEsy das amostras de agua, nos locais 1, 2 e 3, foi superior a 99% (v/v), ndo tendo sido
registado qualquer efeito nas amostras 1 e 3 (Tabela 3.1). No entanto, houve uma reducédo de
emissdo de luz de 8,58%, apds 30 min de exposicdo, na amostra 2, para uma concentracao de
amostra de 99% (v/v). Estas amostras foram classificadas na Classe 1 (Nivel de ecotoxicidade n&o
significativo). Somente a amostra da Ribeira do Bodelhao (local 4) apresentou um nivel detectavel de
toxicidade aguda, com um valor de CE5o-30 min de 32,16% (v/v), tendo sido classificada na Classe 2

(Nivel de ecotoxicidade pouco significativo) (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 — Nivel de toxicidade aguda das amostras de dgua colhidas no Rio Zézere (locais 1-3) e na
Ribeira do Bodelhdo (local 4) inferido através do ensaio Microtox.

Local de

colheita CEso — 30 min Observac6es
1 N&o se observou qualquer efeito
A maior percentagem de efeito foi de
2 > 99% (v/v) 8,58% (aos 30 min), para uma
concentracdo de amostra de 99% (v/v)
3 N&o se observou qualquer efeito
4 32,16% (v/v) Efeito toxico observado

3.2 Modificagcdo genética de S. cerevisiae para a construcdo do sistema de bio-deteccado

Com o objectivo de desenvolver um sistema bioldgico simples de detecgdo de arsénio na
agua com sensibilidade para detectar concentracdes de arsénio na ordem de 10 pg/L, a quantidade
méaxima permita por Lei (Decreto-Lei n® 236/98) numa agua para consumo humano, foi utilizada a
levedura modelo Saccharomyces cerevisiae. A escolha deste microorganismo baseou-se no facto de
que os mecanismos celulares de entrada e destoxificacdo do arsénio inorganico estdo bem
caracterizados nesta levedura (Menezes et al., 2004; Rodrigues-Pousada et al., 2010), permitindo a
utilizac@o e/ou construcao de inimeros mutantes com reconhecida sensibilidade a estes compostos.
Outras vantagens da utilizacdo de S. cerevisiae para esta finalidade sdo a facilidade da sua
manipulagdo genética, permitindo a constru¢cdo de mutantes simples e duplos num curto espaco de
tempo, e a simplicidade do sistema de deteccdo, baseado no crescimento em meios de cultura

definidos contendo diferentes concentra¢des de arsénio.
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O desenvolvimento do modelo biolégico de deteccdo de arsénio iniciou-se com a seleccao
das estirpes de Saccharomyces cerevisiae mais sensiveis a esse elemento, conforme ja foi referido

no capitulo da Introducao.

3.2.1 Construcdo de mutantes simples e duplos

Conforme descrito na literatura (Bouganim et al., 2001; Menezes et al., 2004) e de acordo
com resultados obtidos no nosso laboratério, as estirpes BY4741lyap8 e SEY6210cdk8 sao
extremamente sensiveis aos compostos de arsénio e portanto as mais indicadas para a construcao
de um sistema de bio-deteccdo de arsenito na agua. No entanto, a sensibilidade destas estirpes em
meio minimo contendo glucose ndo alcanca a concentracao de 0,133 pM (10 ug/L) (Figura 3.6), a
concentracdo maxima permitida por lei estipulada pelo Decreto-Lei n°® 236/98.

Com o objectivo de construir uma série de mutantes isogénicos, com diferentes niveis de
sensibilidade ao arsenito, 0 gene YAP8 foi eliminado nas estirpes SEY, SEYcdk8 e, posteriormente,
em BY4741acr3. Paralelamente, o gene ACR3, o qual codifica um exportador membranar de arsenito
e cuja eliminagdo confere sensibilidade a este composto (Bouganim et al., 2001; Maciaszczyk-
Dziubinska et al., 2011; Wysocki et al., 1997), foi eliminado na estirpe BY4741. Para tal, foram
utilizadas as cassetes de canamicina e histidina descritas no capitulo Materiais e Métodos (seccao
2.13). A confirmacgéo dos mutantes baseou-se na diferen¢ca de peso molecular dos produtos de PCR
amplificados a partir do DNA gendmico da estirpe selvagem e das respectivas estirpes mutantes

(Tabela 3.2), utilizando-se oligonucledétidos especificos.

Tabela 3.2 — Peso molecular esperado dos produtos de PCR nas respectivas estirpes selvagens e mutantes.

Gene Tamanho pretendido no gel
ACR3/ACR3::HIS 2169/2357 pb
YAP8/YAPS8::KAN 1559/2284 pb

Na Figura 3.4A esta indicado o gel de agarose analitico referente a eliminagdo do gene ACR3
na estirpe BY4741 para construcdo do mutante simples BY4741acr3, o qual foi posteriormente
utilizado para construir o mutante duplo BY4741acr3yap8, através da eliminacdo do gene YAPS8
(Figura 3.4B). O gel correspondente a eliminagdo do gene YAPS8 nas estirpes SEY e SEYcdk8, para
construcdo dos mutantes SEYyap8 e SEYcdk8yap8, esta indicado na Figura 3.4C.
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Figura 3.4 — Validacdo por PCR dos mutantes simples e duplos. As estirpes foram transformadas com as
respectivas cassetes de eliminagdo, o DNA gendmico das estirpes mutantes foi utilizado para amplificagdo por
PCR, utilizando-se oligonucoedtidos especificos, e os produtos de PCR foram submetidos a electroforese em gel
de agarose. A) Construcdo do mutante BY474l1acr3; B) Construcdo do mutante duplo BY474lacr3yap8; C)
Construcdo dos mutantes SEYyap8 e SEYcdk8yap8. M — marcador de peso molecular.

3.2.2 Andlises fenotipicas em meio rico YPD

Uma vez confirmadas as eliminacdes dos genes ACR3 e YAPS, todas as estirpes mutantes e
as respectivas estirpes selvagens foram submetidas a ensaios fenotipicos em meio rico YPD, na
presenca de varias concentracdes de arsenito. Como se pode observar na Figura 3.5 e de acordo
com dados descritos na literatura (Menezes et al., 2004), o mutante yap8 é extremamente sensivel ao
arsenito. A eliminagdo do gene ACR3 torna a estirpe BY4741 ainda mais sensivel que o mutante
yap8, sugerindo que na auséncia do Yap8, outro regulador active parcialmente a expressédo do gene
ACR3. Resultados referenciados na literatura, assim como dados obtidos no nosso laboratorio,
sugerem que este regulador seja 0 Yapl, outro membro da familia Yap (Yeast activator protein), o
gual tem capacidade de se ligar a sequéncia de reconhecimento do Yap8, localizada no promotor do
ACR3 (Bhattacharjee & Rosen, 2007; Menezes et al., 2008; Rodrigues-Pousada et al., 2010). O duplo
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mutante acr3yap8 é igualmente sensivel ao mutante acr3, sendo estes 0s mutantes mais sensiveis
nas condi¢des estudadas.

Relativamente aos mutantes da estirpe SEY, o yap8 foi aquele que demonstrou maior
sensibilidade ao arsenito, embora este mutante seja ligeiramente mais resistente que o mutante yap8
da estirpe BY4741 em meio rico YPD (Figura 3.5). Provavelmente, este facto é devido ao diferente
genotipo das duas estirpes (Tabela 2.1). Curiosamente, o mutante cdk8 apresentou um padrao de
crescimento semelhante ao da estirpe selvagem, mostrando uma leve sensibilidade a uma
concentracdo de arsenito igual ou superior a 100 uM. O duplo mutante cdk8yap8 apresentou um
padrdo de sensibilidade semelhante ao mutante yap8, ambos exibindo sensibilidade a 50 uM de
arsenito.

De acordo com os resultados preliminares de sensibilidade, obtidos em meio rico YPD, os
mutantes acr3 e acr3yap8 evidenciaram ser 0s mais promissores para a constru¢do do sistema de
bio-deteccdo. Até entdo, a sensibilidade destes mutantes ndo alcangava a concentragdo alvo de
0,133 pM (10 pg/L).

As(lll)

50 uM 75 uM 85 uM 100 uM

BY4741
BYyap8
BYacr3
BYacr3yap8
SEY6210
SEYcdk8
SEYyap8
SEYcdk8yap8

Figura 3.5 — Andlise fenotipica das estirpes selvagens e respectivos mutantes. Células em fase de crescimento
exponencial foram serialmente diluidas e plaqueadas em meio YPD contendo concentragdes crescentes de
arsenito. As imagens foram obtidas apds 40 h de incubagéo das placas a 30°C.

3.2.3 Optimizacao das fontes de carbono a serem utilizadas nos ensaios de sensibilidade

Conforme referido anteriormente, a fonte de carbono influencia o modo como o arsénio entra
na célula e portanto pode alterar significativamente o padrdo de crescimento das diferentes estirpes.
Além disso, os mecanismos de tolerancia da célula aos compostos de arsénio sédo reconhecidamente
menos eficientes em meios sintéticos. Deste modo, apds a avaliacdo do padrdo de crescimento das
diversas estirpes em YPD, foram realizados ensaios fenotipicos em meio minimo contendo diferentes
fontes de carbono, nomeadamente glucose 2%, sacarose 2%, galactose 2% ou galactose 1%. Dado
que as células apresentam padrdes de crescimento diferentes de acordo com cada fonte de carbono,
foram utilizados diferentes tempos de incubacédo das placas, os quais foram determinados de acordo

com o crescimento Gptimo das colénias na placa controlo (sem arsenito).
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Da comparacgéo dos padrdes de crescimento das diferentes estirpes em meio rico YPD e em
meio minimo, pode-se concluir que a simples substituicdo do meio de cultura foi suficiente para
reduzir drasticamente a sensibilidade de todas as estirpes ao arsenito (comparar Figuras 3.5 e 3.6).
As estirpes do conjunto SEY apresentaram um crescimento pouco eficiente em meio minimo
suplementado com glucose. Relativamente a estas estirpes, foi possivel observar um deficiente
crescimento das estirpes mutantes em concentragdes superiores a 16 yM (dados ndao mostrados),
nao tendo sido observada nenhuma diferenca de crescimento significativa entre elas. Em relagéo as
estirpes do conjunto BY4741, os mutantes também apresentam um padrédo de sensibilidade similar
que é visivel a partir da concentracao de 7 yM. Em concentracdes mais elevadas, o mutante yap8 foi

aguele que apresentou a maior sensibilidade (Figura 3.6).

As(lll)

) 0,133 uM 3,5uM 7uM 16 uM

BY4741
BYyap8
BYacr3
BYacr3yaps
SEY6210
SEYcdk8
SEYyap8
SEYcdk8yaps

Figura 3.6 — Andlise fenotipica das estirpes selvagens e respectivos mutantes. Células em fase de crescimento
exponencial foram serialmente diluidas e plaqueadas em meio minimo suplementado com glucose 2%, contendo
concentragfes crescentes de arsenito. As imagens foram obtidas apds 40 h de incubagéo das placas a 30°C.

Para evitar a competicdo entre a glucose e o arsenito, pela entrada através dos
transportadores de hexose, e desta forma aumentar a entrada de arsenito na célula e
consequentemente a sensibilidade das células, os ensaios fenotipicos foram realizados em meio de
cultura contendo sacarose como fonte de carbono. Nestes ensaios observou-se uma diferenca
flagrante no crescimento das células, tanto na placa controlo como nos meios suplementados com
baixas concentracGes de arsénio, relativamente aos ensaios realizados na presenca da glucose
(comparar Figuras 3.6 e 3.7). Portanto, apesar do aumennto da taxa de internalizacdo do arsenito, as
células ndo mostraram uma maior sensibilidade a este composto. Uma explicacdo para este resultado
pode ser o facto de que, sendo a sacarose um dissacarideo constituido por glucose e frutose, apés a
sua entrada nas células através da permease Agtl e posterior hidrélise enzimatica pela invertase
(Stambuk et al., 2000), sdo disponibilizadas duas fontes de carbono que podem favorecer o
crescimento das mesmas.

Em meio minimo contendo sacarose como fonte de carbono, a estirpe SEYyap8 foi a que
apresentou maior sensibilidade ao arsénio (7 uM). Porém, em termos de aumento da sensibilidade
das diferentes estirpes, estes resultados ndo superam aqueles observados em meio suplementado
com glucose, onde os mutantes do conjunto BY4741 eram tolerantes a concentracfes de arsenito

inferiores a 7 uM.
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Figura 3.7 — Andlise fenotipica das estirpes selvagens e respectivos mutantes. Células em fase de crescimento
exponencial foram serialmente diluidas e plaqueadas em meio minimo suplementado com sacarose 2%,
contendo concentragfes crescentes de arsenito. As imagens foram obtidas ap6s 40 h de incubacgéo das placas a
30°C.

Dado que os ensaios utilizando-se o dissacarideo sacarose ndo apresentaram os resultados
desejados, como abordagem seguinte decidiu-se utilizar a galactose como fonte de carbono no meio
de cultura, uma vez que esta é importada maioritariamente através do transportador Gal2 (Tschopp et
al., 1986; Wieczorke et al., 1999). De acordo com os resultados apresentados na Figura 3.8, o
crescimento da estirpe BYyap8 em meios contendo galactose a uma concentracéo final de 2%, foi
aquela que apresentou maior sensibilidade entre todas as condi¢es testadas (3,5 uM de arsenito).
Para tentar aumentar ainda mais a sensibilidade do mutante BYyap8, estes mesmos ensaios foram
realizados na presenca de concentracdes reduzidas de galactose (1%). Porém verificou-se que,
embora a sensibilidade do mutante BYyap8 fosse ligeiramente mais evidente nestas condi¢des, esta
concentracao de galactose ndo era suficiente para sustentar um crescimento celular normal, ou seja,
era necessario um maior tempo de incubagédo das placas (65 h) para se obter um crescimento celular
Optimo (dados ndo mostrados).

Relativamente as estirpes do conjunto SEY, o deficiente crescimento das estirpes com
mutagdes no gene CDKS8 dificulta a interpretacdo dos resultados e portanto foram excluidos nas

andlises subsequentes.

As(lll)

o 0,133 uM 3.5uM 7uM 16 uM
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BYacr3
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SEYcdk8yap8

Figura 3.8 — Andlise fenotipica das estirpes selvagens e respectivos mutantes. Células em fase de crescimento
exponencial foram serialmente diluidas e plaqueadas em meio minimo suplementado com galactose 2%,
contendo concentragfes crescentes de arsenito. As imagens foram obtidas apds 40 h de incubacgéo das placas a
30°C.
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3.2.4 Ensaios de sensibilidade nos mutantes da série BY4741 sobre-expressando os genes HXT7 e
FPS1

Como ja foi referido, na auséncia de glucose o As(lll) é transportado principalmente através
dos transportadores de hexose, sendo Hxt7 aquele que apresenta maior afinidade pelo arsenito (Liu
et al., 2004). Por outro lado, 25% do arsenito que entra na célula na auséncia da glucose é importado
via Fpsl (Bhattacharjee & Rosen, 2007). De acordo com os ensaios fenotipicos utilizando meios de
cultura suplementados com diferentes fontes de carbono, o maior nivel de sensibilidade foi observado
em meio contendo galactose. Com base nestes resultados, e com 0 objectivo de aumentar a
sensibilidade das estirpes do conjunto BY4741, decidiu-se entdo sobre-expressar os genes HXT7 e
FPS1, através da utilizagdo do promotor indutivel GAL1 e de vectores de clonagem de mudltiplas
copias.

Para tal, a estirpe selvagem e os respectivos mutantes foram primeiro transformados,
individualmente com cada construgcdo, e os ensaios fenotipicos foram realizados com o objectivo de
verificar a contribuicdo de cada um dos plasmideos recombinantes para o incremento da
sensibilidade das estirpes. Para cada ensaio, as células foram incubadas em meio liquido contendo
rafinose (2%) / galactose (1%) como fontes de carbono. A utilizacdo de galactose, conjugada com
baixas concentrac6es de rafinose, é importante para manter a promotora do gene GAL1 num estado
de pré-inducéo, estado este que permite uma rpida resposta ao aumento da concentracdo de
galactose (2%) nas placas.

Na Figura 3.9 estdo representados os fendtipos das estirpes do conjunto BY4741
transformadas com o plasmideo YEplac195GAL1HXT7 e os respectivos controlos negativos, obtidos
pela transformacdo das mesmas estirpes com o plasmideo YEplacl95. Os pré-indculos foram
realizados em meio minimo, contendo os aminoéacidos necessérios de acordo com a auxotrofia das
estirpes e a marca de seleccdo do plasmideo YEplac195 (URA), suplementado com rafinose 2% e
galactose 1% como fonte de carbono. Apds as diluicbes, as células foram plagueadas em meio
contendo galactose (2%) como Unica fonte de carbono.

Como se pode verificar nas placas sem arsénio (¢), as estirpes que codificam o plasmideo
recombinante apresentam um crescimento reduzido quando comparadas com as estirpes que
codificam o plasmideo controlo (sem o gene HXT7) (Figura 3.9). A expressdo, em grandes
quantidades, da permease Hxt7 pode estar a provocar stress osmotico, reduzindo a taxa de
crescimento e de sobrevivéncia das estirpes (Greatrix & van Vuuren, 2006). Na presenca de arsénio,
a sobre-expresséo do HXT7 levou a um aumento significativo da sensibilidade das estirpes mutantes,

tornando evidente a sensibilidade de todas as estirpes, principalmente do yap8, a 7 uM de arsenito.
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Figura 3.9 — Andlise fenotipica das estirpes selvagens e respectivos mutantes. Células em fase de crescimento
exponencial foram serialmente diluidas e plaqueadas em meio minimo suplementado com galactose 2%,
contendo concentragfes crescentes de arsenito. As imagens foram obtidas ap6s 85 h de incubagéo das placas a
30°C. (- YEplac) — células que codificam o plasmideo YEplac195; (+ Hxt7) — células que codificam o plasmideo
YEplac195GAL1HXT7.

Os resultados da avaliacdo da sobre-expressédo de gene FPS1 no aumento da sensibilidade
das estirpes do conjunto BY4741 demonstram que ndo ha uma alteragdo significativa da sensibilidade
das estirpes mutantes em meios contendo arsenito (Figura 3.10). Como transportador bidireccional, o
Fpsl possivelmente favorece a exportacdo de arsenito quando a concentracdo intracelular alcanca
niveis elevados (Maciaszczyk-Dziubinska et al., 2010; Wysocki & Tamas, 2010).

As(Ill)
10 uM 16 uM

) 7 uM

Figura 3.10 — Andlise fenotipica das estirpes selvagens e respectivos mutantes. Células em fase de crescimento
exponencial foram serialmente diluidas e plaqueadas em meio minimo suplementado com galactose 2%,
contendo concentragfes crescentes de arsenito. As imagens foram obtidas ap6s 65 h de incubacgédo das placas a
30°C. (- YEplac) — células que codificam o plasmideo YEplac181; (+ Fpsl) — células que codificam o plasmideo
YEplac181GAL1FPS1.

BY4741
BYyap8
BYacr3

BYacr3yap8
BY4741

BYyap8
BYacr3
BYacr3yap8

-YEplac

+ Fpsi

Posteriormente, as mesmas estirpes foram co-transformadas com os plasmideos que
codificam os genes HXT7 e FPS1. Como se pode verificar, ndo houve uma diferenca significativa de
sensibilidade entre os mutantes expressando os plasmideos controle e os recombinantes (Figura
3.11), de tal forma que a leve sensibilidade do mutante yap8 a 7 yM de arsenito (ver Figura 3.8) ndo é

evidente nestas condi¢cBes. Provavelmente, a estimulacédo da sensibilidade mediada pela expresséo
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do HXT7, que é facilitar a entrada de arsenito na célula, esta a ser anulada pelo efeito da sobre-

expressdo do FPS1, que nas condi¢Bes parece antes facilitar a exportacdo deste elemento.

As(Ill)

(0] 7 uM 10 uM 16 uM
BY4741
BYyap8
BYacr3
BYacr3yap8
BY4741
BYyap8
BYacr3
BYacr3yap8

Figura 3.11 — Analise fenotipica das estirpes selvagens e respectivos mutantes. Células em fase de crescimento
exponencial foram serialmente diluidas e plaqueadas em meio minimo suplementado com galactose 2%,
contendo concentragfes crescentes de arsenito. As imagens foram obtidas ap6s 65 h de incubacgéo das placas a
30°C. (- YEplac) — células que codificam os plasmideos YEplac195 e YEplac181; (+ Hxt7/+ Fpsl) — células que
codificam os plasmideos YEplac195GAL1HXT7 e YEplac181GAL1FPS1.

-YEplac

+ Hxt7
+ Fps1

3.2.5 Andlises fenotipicas das amostras de agua do Rio Zezére e Ribeira do Bodelhdo

ApOs a realizacdo dos testes de sensibilidade em condi¢cbes de laboratério, ou seja, com
meios de cultura contendo concentracdes pré-estabelecidas de arsenito (seccdes 3.2.3 e 3.2.4),
procedeu-se a aplicacdo do sistema biossensor as amostras de 4gua colhidas nos trés locais do Rio
Zé&zere (locais 1 a 3) e na Ribeira do Bodelhao (local 4).

Os resultados apresentados nas Figuras 3.12 e 3.13, que representam a avaliacdo da
sensibilidade das estirpes do conjunto BY4741 originais e aquelas transformadas com os plasmideos
YEplacl95, respectivamente, ndo mostram nenhuma diferenca de sensibilidade entre a estirpe
selvagem e os diferentes mutantes, em qualquer uma das amostras de agua, o que indica que a
guantidade de arsénio contida nestas amostras é inferior ao limite de sensibilidade do método (7 uM
de arsenito). De facto, os resultados apresentados na Figura 3.3E indicam que a concentracdo de
arsénio dissolvido nas diferentes amostras de agua nao ultrapassa o valor de 4 ug/L, o equivalente a
0,05 uM. Por outro lado, 0 arsénio presente nas amostras de agua pode estar complexado com
outros elementos e desta forma ndo esté disponivel para ser internalizado pelas células.

O crescimento de todas as estirpes parece ser mais eficiente nos meios de cultura
preparados com amostras de aguas doces superficiais do que nos meios de cultura utilizados em
condicbes de laboratério, nos quais se emprega agua bi-destilada (resultados ndo mostrados). Estes
resultados podem ser explicados pelo facto de que as amostras de aguas superficiais contém
provavelmente outros nutrientes, como por exemplo sais minerais, que podem favorecer o

crescimento das leveduras hum meio tdo restrito como 0 meio minimo. Por outro lado, sabe-se que a
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levedura apresenta cerca de 282 transportadores de solutos identificados até agora, dos quais pelo
menos 125 se localizam na membrana plasmatica (Boles & Kramer, 2004). Estas proteinas séo
continuamente sintetizadas e encontram-se numa forma estavel e activa a superficie da célula. Séo
cada vez mais os transportadores identificados como sendo alvo de uma regulacao relacionada com
as condi¢cdes ambientais. Nos Utlimos dez anos, tem sido estudada a regulacdo dos transportadores
de levedura ao nivel do trafego membranar. Foram descritos pelo menos trés tipos de controlo: o
modo de eliminar um transportador, o destino de uma proteina acabada de ser sintetizada e, aquele
gue poderéa explicar a rapidez com que uma célula se adapta a uma mudanca repentina de meio,
alguns transportadores podem ser armazenados em membranas intracelulares e reciclados para a
membrana plasmatica em resposta a sinais especificos. As situacgdes fisiol6gicas tipicas que induzem
estes mecanismos de controlo sdo, por exemplo, a mudanca de concentracdo de substracto, a
disponibilidade de nutrientes alternativos ou a transferéncia das células para situacdes de condi¢cbes
adversas (Boles & Kramer, 2004). Esta dinamica celular poderia explicar os resultados obtidos na
Figura 3.12, isto é, a presenca de nutrientes alternativos nas amostras de 4gua poderiam propiciar

um melhor crescimento das células nos meios de cultura preparados com agua das amostras

ambientais.
Amostras de agua
1 2 3 4
BY4741
BYyap8
BYacr3
BYacr3yap8

Figura 3.12 — Analise fenotipica das estirpes selvagens e respectivos mutantes. Células em fase de crescimento
exponencial foram serialmente diluidas e plagueadas em meio minimo, preparado com as amostras de agua e
suplementado com galactose 2%. As imagens foram obtidas ap6s 65 h de incubag&o das placas a 30°C. (1,2,3)
— diferentes locais no Rio Zezére; (4) — Ribeira do Bodelh&o.
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Figura 3.13 — Analise fenotipica das estirpes selvagens e respectivos mutantes. Células em fase de crescimento
exponencial foram serialmente diluidas e plaqueadas em meio minimo, preparado com as amostras de agua
ambientais e suplementado com galactose 2%. As imagens foram obtidas apés 85 h de incubacgédo das placas a
30°C. (- YEplac) — células que codificam o plasmideo YEplac195; (+Hxt7) — células que codificam o plasmideo
YEplac195GAL1HXT7.

Como se pode verificar na Figura 3.14, a sobre-expressdo do gene FPS1 afecta o
crescimento das estirpes selvagem e mutantes, em todas as amostras, especialmente na amostra de
agua da Ribeira do Bodelhdo (local 4). Ao comparar estes resultados com os resultados
apresentados na Figura 3.10, e tendo em consideracdo os metais detectados pelo método de
espectroscopia de absorgdo atémica (Figura 3.3), provavelmente a sensibilidade aqui verificada nao
se deve a presenca de arsénio na agua das amostras de aguas superficiais. E possivel que a
aquagliceroporina Fpsl esteja a transportar para o interior da célula qualquer elemento toxico em

excesso, originando um meio hiperténico que provoca a lise celular.

Amostras de agua

1 2 3 4

BY4741
BYyap8
BYacr3
BYacr3yap8
BY4741
BYyap8
BYacr3
BYacr3yap8

Figura 3.14 — Analise fenotipica das estirpes selvagens e respectivos mutantes. Células em fase de crescimento
exponencial foram serialmente diluidas e plaqueadas em meio minimo, preparado com as amostras de agua
ambientais e suplementado com galactose 2%. As imagens foram obtidas apds 85 h de incubacgéo das placas a
30°C. (- YEplac) — células que codificam o plasmideo YEplac181; (+ Fpsl) — células que codificam o plasmideo
YEplac181GAL1FPS1.

- YEplac

+ Fps1
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De acordo com o0s resultados apresentados na Figura 3.15, o modelo biossensor
representado pela co-expressédo dos genes HXT7 e FPS1 ndo parece ser suficientemente sensivel
para detectar diferencas entre as diferentes amostras de dgua ambientais. Em compara¢do com 0s
resultados apresentados anteriormente, nos modelos que expressam 0s genes HXT7 e FPS1
individualmente, a sensibilidade aqui verificada dever-se-a a sobre-expressdo do FPS1. A sobre-
expressdo do gene HXT7 favorece o crescimento celular, ja atras verificado nos resultados com as

amostras, embora ndo se saiba ao certo que elemento ou composto esta permease esteja a

transportar.
Amostras de agua
1 2 3 4

BY4741
i§_ BYyap8
W BYacr3
BYacr3yap8
BY4741
=D BYyap8

T
s BYacr3
BYacr3yap8

Figura 3.15 — Analise fenotipica das estirpes selvagens e respectivos mutantes. Células em fase de crescimento
exponencial foram serialmente diluidas e plaqueadas em meio minimo, preparado com as amostras de agua
ambientais e suplementado com galactose 2%. As imagens foram obtidas apés 85 h de incubagéo das placas a
30°C. (- YEplac) — células que codificam os plasmideos YEplac195 e YEplac181; (+ Hxt7/+ Fpsl) — células que
codificam os plasmideos YEplac195GAL1HXT7 e YEplac181GAL1FPS1.

41



4. Concluséo e Perspectivas de trabalho futuro

No presente trabalho, verificou-se que a amostra de agua da Ribeira do Bodelh&o (local 4) foi
aquela que apresentou uma maior concentracdo de sais inorganicos e aquela que provocou algum
efeito toxico no ensaio de toxicidade aguda. Contudo, nesta amostra, apenas uma pequena fraccéo
de arsénio se encontrava biodisponivel para ser captada pela levedura.

Foi demonstrado que as estirpes de Saccharomyces cerevisiae BYacr3 e BYacr3yap8
apresentam uma maior sensibilidade ao arsénio. Mostramos também que, apds a sobre-expressao
dos genes que codificam para o transportador Hxt7, nestes mutantes, se observa um aumento da
sensibilidade destas estirpes ao arsenito. A amostra da Ribeira do Bodelhdo (local 4) continha
diversos metais numa maior concentracdo em relacdo as amostras colhidas noutros locais, o que
afectou o crescimento das estirpes transformadas com o plasmideo YEplac181GAL1FPS1 (Figura
3.14). Contudo, os resultados obtidos com as estirpes transformadas com o plasmideo
YEplacl95GAL1HXT7, onde se utilizaram as amostras de aguas doces superficiais (Figura 3.13), nao
revelaram a mesma sensibilidade observada nos ensaios onde os meios de cultura foram preparados
com agua bidestilada e com concentracdes de arsenito pré-determinadas (Figura 3.9). Uma das
possiveis explicacbes para tal facto pode ser devido a que a maioria dos elementos encontrados na
amostra da Ribeira do Bodelhao (local 4), que revelou maior toxicidade pelo método Microtox (Tabela
3.1), podem estar numa forma complexada, formando uma estrutura quimica de dimensdes tais que
nao possam ser internalizadas nas células de levedura. Por outro lado o meio minimo preparado com
as amostras obtidas nos varios locais foram autoclavadas a altas temperaturas podendo levar a
precipitacdo dos vérios elementos e por isso diminuir o efeito do As. Os testes deveréo ser repetidos
usando em vez da autoclavagem um método de filtracdo para esterilizar as amostras recolhidas.

As diferencas de sensibilidade dentro de cada grupo de estirpes (SEY e BY) variaram com a
fonte de carbono. Por exemplo, a sensibilidade entre BYyap8 e BYacr3 nado é tdo evidente em meios
contendo sacarose 2% como quando comparado com os resultados obtidos em meios com galactose
2%, sensivelmente com o mesmo tempo de incubacdo. E necessario ter em conta cinco factores: a
fonte de carbono, a concentracdo da fonte de carbono, o tempo de incubacéo, a concentracdo de
arsénio e a estirpe mutante. Consoante a fonte de carbono e a sua concentragdo, diferentes
transportadores séo activados. A utilizagdo de uma fonte de carbono simples como a glucose permite
um melhor crescimento da levedura, necessitando de um menor tempo de incubacdo para obter os
resultados. Para a mesma concentracdo de arsénio, o resultado varia com o tipo e concentracéo da
fonte de carbono.

Como perspectiva de trabalho futuro, tal como com a bactéria Vibrio fischeri, a levedura S.
cerevisiae podera ser geneticamente manipulada de forma a aumentar a sensibilidade a diferentes
elementos, podendo ser usada como um organismo medidor de toxicidade de ambientes poluidos.
Este modelo ter4 que ser testado ao nivel de deteccdo de substancias na sua forma elementar ou
salina e por outro lado no seu conjunto, construindo varias tabelas-padrao de deteccdo para as

diferentes substancias e os diferentes conjuntos.
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