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RESUMO
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Mecanismos envolvidos na protecao do disseleneto de difenila sobre a toxicidade
induzida por metilmercurio em Saccharomyces cerevisiae

AUTOR: Fabricio Luis Lovato
ORIENTADORA: Cristiane Lenz Dalla Corte
CO-ORIENTADOR: Jodo Batista Teixeira da Rocha
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Os seres humanos normalmente sdo expostos a forma organica do Hg, o cétion
organometalico metilmercario ([CH3Hg]®, MeHg), através da alimentacdo com peixes e
frutos do mar. Os efeitos neurotdxicos do MeHg ja sdo amplamente conhecidos. Individuos
expostos a altas concentraces desse composto apresentaram distdrbios sensoriais nas maos e
pés, disfuncdo auditiva e visual, fraqueza e, em casos extremos, paralisia e morte. Embora o0s
mecanismos exatos subjacentes a toxicidade do MeHg ainda ndo estejam totalmente
elucidados, ha evidéncias de que o estresse oxidativo desempenha um papel central nesse
processo. O composto organico derivado do selénio, disseleneto de difenila [(PhSe),] é um
intermediario sintético eletrofilico simples na sintese de varios compostos organicos de
interesse farmacologico contendo selénio, tendo apresentado as propriedades antioxidante,
anti-nociceptiva, anti-inflamatéria, antihiperglicémica, antiteratogénica, entre outras. O
objetivo principal deste trabalho foi investigar alguns mecanismos envolvidas no efeito
protetor do (PhSe), sobre a toxicidade induzida por MeHg, utilizando cepas selvagem e
knockout de Saccharomyces cerevisiae para diferentes enzimas e proteinas ligadas ao sistema
de defesa antioxidante. Utilizando-se dessas linhagens, bem como diferentes concentracGes de
(PhSe), e/ou MeHg, os objetivos especificos desse trabalho foram: i) avaliar a inibicdo do
crescimento; ii) quantificar a producdo de espécies reativas do oxigénio; iii) avaliar a
permeabilidade das membranas celulares; iv) quantificar o contetdo intracelular de GSH. O
presente estudo langa luz sobre os mecanismos envolvidos na protecdo do disseleneto de
difenila contra 0 MeHg indicando o envolvimento do sistema de defesa antioxidante de S.
cerevisiae e 0 sequestro de Hg na protecdo do (PhSe),. O composto disseleneto de difenila
protege contra a toxicidade induzida pelo metilmercirio, conforme observou-se na
recuperacdo do crescimento e menores indices de espécies reativas de oxigénio,
permeabilidade de membrana e restauracdo do contetdo intracelular de GSH, em leveduras
tratadas com ambos os compostos. O efeito protetor desencadeado pelo disseleneto de difenila
parece estar relacionado com a ativacdo de algumas enzimas do sistema antioxidante das
leveduras. Nem todas as enzimas antioxidantes analisadas tiveram a mesma participacdo ou
importancia no mecanismo de protecdo. A similaridade funcional e genética entre células de
leveduras e de mamiferos sugere que a elucidacdo desses mecanismos ajudara a direcionar a
pesquisa para humanos.

Palavras-chave: Metilmercurio. Disseleneto de difenila. Saccharomyces cerevisiae. Estresse
Oxidativo. Defesas antioxidantes.
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Humans are usually exposed to organic form of mercury, the organometallic cation
methylmercury ([CH3Hg]", MeHg), by eating fish and seafood. The neurotoxic effects of
MeHg are already widely known. Individuals exposed to high concentrations of this
compound showed sensory disorders in the hands and feet, hearing and visual impairment,
weakness and, in extreme cases, paralysis and death. Although the exact mechanisms
underlying the toxicity of MeHg are not yet completely understood, there is evidence that
oxidative stress plays a central role. The organic compound derived from selenium, diphenyl
diselenide [(PhSe)] is a simple electrophilic synthetic intermediate in the synthesis of various
organic compounds of pharmaceutical interest containing selenium and have already
presented antioxidant, anti-nociceptive, anti-inflammatory, antihyperglycemic,
antiteratogenic, among others properties. The aim of this study was to investigate some
mechanisms involved in the protective effect of (PhSe), on the toxicity induced by MeHg,
using wild and knockout strains of S. cerevisiae for different enzymes and proteins linked to
the antioxidant defense system. Using these strains, as well as different concentrations
(PhSe), and/or MeHg, the specific objectives of this study were: i) to evaluate the growth
inhibition; ii) to quantify the production of reactive oxygen species; iii) to evaluate the
permeability of cell membranes; iv) to quantify the intracellular GSH content. This study
sheds light on the mechanisms involved in the protection of diphenyl diselenide against
MeHg indicating the involvement of the antioxidant defense system of S. cerevisiae and the
sequestering of Hg in (PhSe), protection. The compound diphenyl diselenide protects against
the toxicity induced by methylmercury, as noted in the recovery of growth and lower levels of
reactive oxygen species, membrane permeability and restoration of intracellular GSH content
in yeasts treated with both compounds. The protective effect triggered by diphenyl diselenide
seems to be related with the activation of some enzymes of antioxidant system of yeasts. Not
all analyzed antioxidant enzymes had the same participation or importance in the protection
mechanism. Functional and genetic similarities between yeast and mammalian cells suggests
that the elucidation of these mechanisms will help direct the search to human.

Key-words: Methylmercury. Diphenyl diselenide. Saccharomyces cerevisiae. Oxidative
stress. Antioxidant defenses.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
artigo, o qual se encontra no item ARTIGO CIENTIFICO. As se¢des Materiais e Métodos,
Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias Bibliograficas, encontram-se no
ARTIGO CIENTIFICO e representam a integra deste estudo.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citacdes que
aparecem nos itens INTRODUCAO e REVISAO BIBLIOGRAFICA desta dissertacio.



1 INTRODUCAO

O elemento quimico Mercurio (Hg) pode se apresentar como mercurio elementar
(Hg®), em formas inorganicas (mercuroso — Hg,™ ou mercdrico — Hg,") ou formas orgénicas
(principalmente compostos alquila). Essas diferentes espécies de Hg diferem entre si com
respeito ao seu comportamento no ambiente e interacdo com processos bioldgicos (Syversen &
Kaur, 2012). Diferencas de toxicidade hd muito sdo observadas entre as formas organicas e
inorganicas de Hg (Roderer, 1983), com as formas organicas apresentando maior toxicidade.
Todas as formas de Hg no ambiente representam um risco real para a intoxicagdo humana, pois
a metilacdo de Hg a metilmercdrio (MeHg) por microrganismos dos sedimentos em cursos de
agua pode resultar na acumulacdo deste na cadeia alimentar aquéatica, com o consumo de peixe
representando uma fonte comum para a exposi¢do humana (Aschner et al., 2007).

Os seres humanos normalmente sdo expostos & forma orgénica do Hg, o cétion
organometalico metilmercdrio ([CH3sHg]", sigla MeHg), através da alimentacdo com peixes e
frutos do mar, uma vez que todas as formas de peixe contém pelo menos vestigios de MeHg
(Ralston et al., 2008), sendo este consumo um risco principalmente para mulheres antes e
durante a gravidez. MeHg possui uma forte afinidade com grupos —SH (Hughes, 1957;
Rabenstein, 1973), atuando em diversos alvos moleculares, o que contribui para uma
distribuicdo uniforme do composto no organismo, apds uma exposicdo a longo prazo
(Syversen & Kaur, 2012).

Os mecanismos de toxicidade do MeHg, bem como os mecanismos de protecéo celular,
continuam pouco compreendidos. Embora 0os mecanismos exatos subjacentes a toxicidade do
MeHg ainda ndo estejam totalmente elucidados, ha evidéncias de que o estresse oxidativo
desempenha um papel central nesse processo, o qual pode estar relacionado, a0 menos em
parte, a alta afinidade do MeHg por tidis endégenos (Farina et al., 2011; Mori et al., 2007).

A eficécia de diferentes agentes e nutrientes para prevenir ou reverter a toxicidade do
MeHg tem sido investigada. Entre estes, estdo compostos contendo selénio. O elemento
selénio (Se) é um nutriente essencial para seres humanos e animais (Zheng & Ouyang, 2001).
Na espécie humana, o Se entra na composicao de 25 selenoproteinas, as quais desempenham
um papel importante ao nivel celular em muitos processos metabolicos (Kryukov et al., 2003).

O composto organico derivado do Se, disseleneto de difenila [(PhSe),] é um
intermediario sintético eletrofilico simples na sintese de varios compostos organicos de

interesse farmacoldgico contendo selénio (Moreira et al., 2005). Ja apresentou as propriedades



antioxidante, anti-nociceptiva, anti-inflamatoria, antihiperglicémica, antiteratogénica,
hepatoprotetora, neuroprotetora, antitlcera, antidepressiva e ansiolitica (Glaser et al., 2013;
Nogueira et al., 2004; Rosa et al., 2007b; Rosa et al., 2007d), sendo, inclusive, varios desses
efeitos superiores para o (PhSe), do que para o composto ebselen (Nogueira et al., 2004).

Vérios fatores tornam as leveduras modelos ideais para a realizacdo de estudos de
natureza toxicoldgica, a fim de avaliar potenciais mecanismos celulares e moleculares de
toxicidade. As leveduras sdo micro-organismos eucarioticos, pertencentes ao reino dos fungos
(Kurtzman e Fell, 2006), sendo também os primeiros organismos eucariéticos a terem o seu
genoma completamente sequenciado, em 1996 (Goffeau et al., 1996). Células de leveduras
geram EROs da mesma forma que células de organismos mamiferos e expressam muitas das
mesmas defesas antioxidantes (Jamieson, 1998).

Os efeitos tdxicos do MeHg sdo possivelmente causados pelo estresse oxidativo
mediado por MeHg, e o composto (PhSe), pode atenuar essa toxicidade por meio de dois
mecanismos: através da formacdo de complexo com o MeHg e através da modulacdo do
estresse oxidativo (Freitas et al., 2009). O objetivo do presente estudo foi buscar uma maior
compreensdo sobre os mecanismos associados a capacidade do (PhSe), em atenuar a
toxicidade induzida por MeHg, utilizando as leveduras Saccharomyces cerevisiae como

modelo experimental.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mercurio (Hg)

O mercurio (Hg), com ndmero atdbmico 80, é um elemento quimico metalico de
importancia global. Grandes quantidades desse poluente j& foram langadas no meio ambiente
por processos naturais ou devido a atividades antropogénicas, tais como o tratamento de
sementes, mineracdo, obturacGes dentarias e a sintese de conservantes para vacinas (Counter
& Buchanan, 2004). Todos estamos sujeitos a sua exposicdo por via aérea ou pela agua e
alimentos que ingerimos (Syversen & Kaur, 2012). Seus efeitos sobre a saude humana e 0s
ecossistemas sdo de grande preocupacdo (Kiyono et al., 2011), visto que é listado pelo
International Program of Chemical Safety como um dos produtos quimicos mais perigosos
presentes no ambiente (Gilbert & Grant-Webster, 1995).

O elemento Hg pode se apresentar como mercirio elementar (Hg®), em formas
inorganicas (mercuroso — Hg,™ ou mercirico — Hg,") ou formas organicas (principalmente
compostos alquila). Essas diferentes especies de Hg diferem entre si com respeito ao seu
comportamento no ambiente e interacdo com processos biolégicos (Syversen & Kaur, 2012).

Diferencas de toxicidade hd muito sdo observadas entre as formas organicas e
inorganicas de Hg (Roderer, 1983), com as formas organicas apresentando maior toxicidade.
Todas as formas de Hg no ambiente representam um risco real para a intoxicagdo humana,
pois a metilacdo de Hg a metilmercirio (MeHg) por microrganismos dos sedimentos em
cursos de agua pode resultar na acumulacdo deste na cadeia alimentar aquatica, com o
consumo de peixe representando uma fonte comum para a exposi¢cdo humana (Aschner et al.,
2007).



Human exposure

to toxic methylmercury
via fish or seafood
consumption

Figura 1 — Processo de metilagdo do Mercurio.
Fonte: Poulain & Barkay. Cracking the Mercury Metilation Code. Science 2013; 339(6125): 1280-81

2.2 Metilmercario (MeHg)

Os seres humanos normalmente sdo expostos a forma organica do Hg, o cation
organometalico metilmercdrio ([CH3Hg]", sigla MeHg), através da alimentagdo com peixes e
frutos do mar. Todas as formas de peixe contém pelo menos vestigios de MeHg (Ralston et
al., 2008), e seu consumo € um risco principalmente para mulheres antes e durante a gravidez.
Os perigos ocupacionais e as propriedades toxicoldgicas do Hg organico foram primeiramente
descritos exaustivamente por Hunter e colaboradores (Hunter et al., 1940).

MeHg possui uma forte afinidade com grupos —SH (Hughes, 1957), encontrando alvos
moleculares em varios lugares por todo o corpo, o que contribui para uma distribuicdo
uniforme do composto no organismo, apds uma exposicéo a longo prazo (Syversen & Kaur,
2012). MeHg é prontamente absorvido por inalacdo, e cerca de 80% ¢é retido ap6s a exposicao
ao vapor. Apds a exposicdo oral, a absorcdo pelo intestino é praticamente 100%, mesmo que 0
MeHg na comida esteja ligado a grupos -SH. MeHg é também absorvido pelo contato com a



pele. Os compostos de Hg sdo metabolizados principalmente no figado, onde eles podem
sofrer demetilacdo ou serem submetidos a reacfes de conjugacdo com glutationa (GSH) e
selénio (Branco et al., 2012). Sua principal via de excrecdo € por meio da bile e rins (Syversen
& Kaur, 2012).

Figura 2 — Estrutura tridimensional do Metilmercurio
Fonte: www.shutterstock.com

Devido ao seu potencial de bioacumulacdo em peixes, bem como suas aplicacdes na
industria, centrais elétricas a carvdo e mineracdo, episodios de intoxicacdo ocorrem devido
principalmente a dieta e exposicdo ocupacional (Clarkson et al., 2003). O primeiro caso de
intoxicacdo ocupacional fatal por MeHg ocorreu em 1863, quando uma equipe laboratorial
que trabalhava com a sintese de compostos organicos derivados de Hg ndo percebeu a
toxicidade dos compostos com os quais trabalhavam (Edwards, 1865).

Os efeitos neurotéxicos do MeHg ja sdo amplamente conhecidos (Newland et al.,
2006). Apds os tragicos episddios histéricos em Minamata, no Japdo, e na regido rural do
Iraque, onde ocorreram 0s mais notorios acidentes histéricos envolvendo contaminacdo por
Hg, os individuos expostos a altas concentracGes desse composto apresentaram disturbios
sensoriais nas maos e pes, disfuncdo auditiva e visual, fraqueza e, em casos extremos,
paralisia e morte (Fukuda et al., 1999). A primeira grande intoxica¢do por MeHg ocorreu no
final dos anos 1940, onde uma fabrica liberou esse composto como um subproduto industrial

na bacia de Minamata, no Japdo, sendo as pessoas expostas por até 20 anos ao consumo de



peixe contaminado. Estima-se que a populacdo exposta foi cerca de 200 mil pessoas (Ekino et
al., 2007).

Durante o inverno de 1971-1972, cerca de 40 mil pessoas foram intoxicadas no Iraque,
devido ao consumo de péo caseiro feito a partir de grdos de sementes tratados com compostos
organicos derivados de Hg, como MeHg e etilmercurio (Bakir et al., 1973). No préprio Brasil
ocorreram serios problemas com exposicdo ao Hg organico (Dolbec et al., 2000). A
neurotoxicidade foi descrita em criancas que se alimentaram de peixe contaminado,
apontando assim também os efeitos adversos sobre o cérebro em uma exposigdo pos-natal
(Takeuchi & Eto, 1999), ainda que haja uma imprecisao inerente em estimativas de exposi¢ao
em diferentes estagios do desenvolvimento.

Os mecanismos de toxicidade do MeHg, bem como os mecanismos de protecdo celular,
continuam pouco compreendidos. Contudo, hd evidéncias de que o estresse oxidativo
desempenha um papel central nesse processo, o qual pode estar relacionado, a0 menos em

parte, a alta afinidade do MeHg por tidis enddgenos (Farina et al., 2011; Mori et al., 2007).

PSH + CH;Hg" = PSHgCHj

Figura 3 — Reacdo do MeHg com uma proteina genérica contendo tiol (PSH).
Fonte: Farina et al. Oxidative stress in MeHg-induced neurotoxicity. Toxicol Appl Pharm 2011; 256:405-417

PSeH + CH3;Hg" = PSeHgCH;

Figura 4 — Reacdo do MeHg com uma proteina genérica contendo selenol (PSeH).
Fonte: Farina et al. Oxidative stress in MeHg-induced neurotoxicity. Toxicol Appl Pharm 2011; 256:405-417



2.3 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre a produgdo de oxidantes e o sistema
de defesa do organismo, levando ao aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) —
compostos quimicos resultantes do metabolismo do oxigénio molecular (Abuja & Albertini,
2001), levando a danos nas estruturas celulares. As EROs incluem tanto os radicais livres
instaveis (espécies quimicas com elétrons desemparelhados na ultima camada, como o ion
superdxido e o radical hidroxila) quanto moléculas estaveis, como o perdxido de hidrogénio
(Szazs et al., 2007). Sdo formadas em decorréncia do metabolismo celular, pela exposi¢édo a
radiacdo ionizante ou metais pesados, e pelo ciclo-redox presente no ambiente (Brennan &
Schiest, 1996).

Sdo espécies altamente reativas que podem oxidar proteinas, acidos nucleicos e lipidios,
além de conduzir a extensas lesdes nos componentes celulares e até mesmo morte celular
(Zhang et al., 2003). Os danos ao DNA induzidos pelas EROs incluem alteragdes estruturais
nas bases nitrogenadas e desoxirribose, e alteragdes nas ligagdes cruzadas entre DNA e
proteinas, juntamente com quebras na fita simples ou dupla do DNA (Moore et al., 2000).

Evidéncias ligam o estresse oxidativo a patogénese de varias doengas humanas
(Haddad, 2002), como o céncer, isquemia, diabetes, arteriosclerose e mal de Parkinson. E
amplamente reconhecido que as EROs estdo envolvidas na aceleragdo do envelhecimento e
diminuicdo do tempo de vida, apresentando também efeitos inibitérios sobre a esporulacao,
atraso na progressao do ciclo celular e morte em células de leveduras (Azad et al., 2014).

A fim de protegerem-se dessas lesGes celulares, os organismos vivos apresentam
sistemas de defesa. Estes mecanismos incluem moléculas antioxidantes de baixo peso
molecular (sistema ndo-enzimatico), como o acido ascorbico e a glutationa, e enzimas
antioxidantes (sistema enzimatico), como tiorredoxina redutase, superdxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase (Azad et al., 2014), os quais desempenham um papel-chave
na minimizacédo dos niveis fisiolégicos de EROs.

Os efeitos inibitorios do MeHg em relacdo a enzimas como a glutationa peroxidase
(GPx) e tiorredoxina redutase (TRxR) tém sido apontados como um mecanismo fundamental
sobre a producdo de EROs induzida por MeHg e o consequente estresse oxidativo (Wagner et
al., 2010). O MeHg interage com grupos nucleofilicos, como tiol e selenol, de varias
moléculas de diferentes pesos moleculares. Assim, as selenoproteinas, como GPx e TRXxR,

podem ser consideradas alvos primarios durante uma intoxicagdo com esse organometalico



(Zemolin et al., 2012). Tendo em vista que esses grupos podem ter uma acdo critica na
atividade catalitica de muitas enzimas envolvidas nos processos antioxidantes, torna-se
razoavel supor que devido a essa interacdo ha um acréscimo nos niveis de espécies reativas
(Farina et al., 2011).

2.4 Selénio (Se)

A eficacia de diferentes agentes e nutrientes para prevenir ou reverter a toxicidade do
MeHg tem sido investigada. Entre estes, estdo compostos contendo selénio. O elemento
selénio (Se) é um nutriente essencial para seres humanos e animais (Zheng & Ouyang, 2001).
Na espécie humana, o Se entra na composicao de 25 selenoproteinas, as quais desempenham
um papel importante ao nivel celular em muitos processos metabolicos (Kryukov et al., 2003).
Entre elas, podemos citar a enzima glutationa peroxidase - GPx (Rotruck et al., 1973), que
possui um residuo de selenocisteina incorporado em cada uma de suas quatro cadeias
polipeptidicas e € ainda considerada uma enzima chave na degradacdo do perdxido de
hidrogénio; e a tiorredoxina redutase - TrxR, uma flavoproteina dependente de selénio
(Tamura & Stadtman, 1996; Lu & Holmgren, 2014).

Esse elemento traco foi descoberto em 1817 pelo quimico e médico sueco Jons Jakob
Berzelius (Kim & Maham, 2003), sendo um calcogénio (grupo 16 da tabela periddica).
Entretanto, apenas na década de 1950 o Se foi reconhecido como um micronutriente essencial
na dieta de seres humanos e animais (Schwarz et al., 1957). O elemento Se pode apresentar-se
em 4 estados de oxidacdo: selenato (Se*®), selenito (Se**), selénio elementar (Se°) e seleneto
(Se®) (Parnham e Graf, 1991). Sob baixas concentracdes apresenta propriedades
farmacoldgicas, como atividade anticancerigena, tornando-se toxico em concentragcbes mais
elevadas, induzindo o estresse oxidativo pelo decréscimo de tidis e a geracdo de EROs,
provocando danos celulares (Valdiglesias et al., 2010).

Na natureza ocorre principalmente na forma de sais inorganicos, como selenato e
selenito (Letavayova et al., 2006). O selenito de sodio apresenta uma maior toxicidade quando
comparado as formas organicas de Se, 0 que se deve a uma maior producdo de EROs (Yan &
Spallhoz, 1993). Resultados obtidos empregando-se Se-DL-metionina confirmaram que
compostos organicos de Se sdo menos toxicos e mutagénicos, em dose similar, quando

comparados a formas inorgéanicas de Se (Mukhopadhyay-Sardar et al., 2000).



O Se é Unico entre os nutrientes traco minerais, devido a sua atividade catalitica e
toxicidade. A escala nutricional entre doses essenciais e doses toxicas é bastante limitada
guando comparada com outros elementos essenciais. Em baixas concentracfes, 0s compostos
contendo Se sdo anti-mutagénicos e anti-carcinogénicos, enquanto em altas concentragoes
eles sdo mutagénicos e possivelmente carcinogénicos (Letavayova et al., 2008).

As células ndo distinguem entre os aminoacidos metionina e selenometionina durante
a sintese proteica, de modo que esse selenoaminoacido incorpora-se as proteinas do corpo no
lugar da metionina (Shiobara et al. 1998). Outras formas organicas de Se como Se-
metilseleno-cisteina (MSeC) acumulam-se em algumas plantas, a qual tém-se sugerido ser
uma forma potencialmente ativa na prevencdo do cancer (Ellis et al., 2004).

O Se ativa fatores antineoplasicos, previne doencas do coracao, apresenta propriedades
antiproliferativas e anti-inflamatdrias, estimula o sistema imunoldgico, e exerce acao
antagonista em relacdo a metais pesados (Alaejos et al., 2000). Um estudo de 1996 realizado
em humanos demonstrou que 0 grupo que recebeu suplemento de Se apresentou uma
diminuicdo na incidéncia de cancer de préstata, pulmdo e colorretal (Clark et a., 1996).
Também em humanos a deficiéncia de Se na dieta esta relacionada a um aumento nos niveis
plasmaéticos de colesterol (Suadicani et al., 1992). A ocorréncia de polimorfismos em genes
que codificam selenoproteinas, como a glutationa peroxidase 1 (GPx1) e a selenoproteina 15
(Sepl5) aumentam o risco de alguns tipos de céancer, e uma mudanca na expressdo de
proteinas como GPx1, GPx2, selenoproteina P (SELP) e TRx1 estdo associados com o
desenvolvimento de céncer e tumorigénese (Diwadkar-Navsariwala & Diamond, 2004,
Diwadkar-Navsariwala et al., 2006).

Estudos sugeriram que a biodisponibilidade nutricional do Se, sua toxicidade e
capacidades preventivas sdo influenciadas principalmente pela sua forma quimica e estado de
oxidacdo. Portanto, as diferentes formas quimicas dos compostos de Se disponiveis para
suplementacdo na dieta humana acentuam a necessidade de se estabelecer doses benéficas e
prejudiciais para cada composto (Letavayova et al., 2008).

O Se tambem protege contra algumas consequéncias neurolégicas da exposicdo a Hg
(Ralston et al., 2008). Esta protecéo pode ocorrer devido a ligacdo Hg-Se (Heath et al., 2010),
sendo a afinidade do Se com o Hg um milh&o de vezes maior do que a sua afinidade com o
enxofre, em formas analogas (Dyrssen & Wedborg, 1991). O mecanismo de reducdo de
toxicidade do MeHg por meio do Se incluem: o sequestro de Hg, efeito antioxidante, sintese
de GSH, aumento da atividade da glutationa peroxidase, dos niveis de selenoproteinas e da
demetilacdo (Syversen & Kaur, 2012). Teoricamente, a suplementacdo com selénio poderia
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substituir o selénio que foi inativado devido a sua ligagdo com Hg (Ralston et al., 2008).
Heath et al. (2010) relataram fortes evidéncias de que uma dieta com Se atrasa o aparecimento
de sinais neuroldgicos selecionados de longo prazo, em exposicdo de adultos ao MeHg, sendo
observados também beneficios do consumo a longo prazo de Se em animais ndo expostos,
especialmente quando eles se aproximaram da senescéncia.

Nas duas ultimas décadas, o interesse na quimica e bioquimica de organocompostos
derivados do Se vem aumentando, devido ao fato de que uma variedade desses compostos
poderiam ser utilizadas como antioxidantes, inibidores de enzimas, neuroprotetores, agentes
anti-tumorais e anti-infecciosos, indutores de citocinas e imunomoduladores (Mugesh et al.,
2001; Letavayova et al., 2008). Especialmente, os diaril disselenetos tém demonstrado
importantes propriedades antioxidantes (Mugesh et al., 2001), com destaque para 0 composto

disseleneto de difenila, o mais simples entre os diaril disselenetos (ver segéo a seguir).

2.5 Disseleneto de Difenila [(PhSe),]

O composto organico derivado do Se, disseleneto de difenila [(PhSe)2] é um
intermediario sintético eletrofilico simples na sintese de varios compostos organicos de
interesse farmacoldgico contendo selénio (Moreira et al., 2005). Ja apresentou as propriedades
antioxidante, anti-nociceptiva, anti-inflamatoria, antihiperglicémica, antiteratogénica,
hepatoprotetora, neuroprotetora, antitlcera, antidepressiva e ansiolitica (Glaser et al., 2013;
Nogueira et al., 2004; Rosa et al., 2007b; Rosa et al., 2007d), sendo, inclusive, varios desses
efeitos superiores para o (PhSe)2 do que para o composto ebselen (Nogueira et al., 2004). As
propriedades antioxidantes do (PhSe)2 podem estar relacionadas a sua capacidade de
mimetizar a atividade da enzima GPx (Nogueira et al., 2004).

Baixas concentracOes de (PhSe)2 protegeram contra a citotoxidade induzida por
metilmetanosulfanato, radiacdo UVC e perdxido de hidrogénio e reduziram os danos no DNA
e as quebras cromossémicas em fibroblastos de pulméo de hamster chinés (células VV79) por
meio do aumento da atividade da glutationa peroxidase (Rosa et al., 2007b). O (PhSe)2 foi
eficaz em atenuar danos oxidativos agudos induzidos por cadmio em testiculos de ratos
(Santos et al., 2005a), bem como manter em valores similares ao controle os niveis de
TBARS causados por exposi¢do subcrénica a cadmio no figado e cérebro de ratos (Santos et
al., 2005b). Alguns estudos realizados em roedores também ja apontaram o efeito protetor do

(PhSe)2 ao reduzir a toxicidade sistémica induzida pela exposicdo ao MeHg (Freitas et al.,
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2009; Dalla-Corte et al., 2012; Glaser et al., 2013). Freitas et al. (2009) assumem que um
intermediario do (PhSe)2, o fenil selenol (fenil selenolato) interage com MeHg, originando
um complexo estavel que é excretado. Esta ideia é baseada no fato de que, ao contrario dos
selenois, os disselenetos ndo possuem nucleofilicidade significativa.

Os efeitos tdxicos do MeHg sdo possivelmente causados pelo estresse oxidativo, e o
composto (PhSe)2 pode atenuar essa toxicidade por meio de dois mecanismos: através da
formacgé@o com o complexo com o MeHg e através da modulacdo do estresse oxidativo (Freitas
et al., 2009). Um dos objetivos do presente estudo foi buscar uma maior compreensao sobre
0S mecanismos associados a capacidade do (PhSe)2 em atenuar a toxicidade induzida por
MeHg.

1 Hg body burden
| Hy toxicity

|

Hg excretion

Sulfhydryl protein

PhSe-SePh oxidation
CH3Hg-SePh ﬁ
Reduction
l R-SH
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Figura 5 — Disseleneto de difenila reduz a toxicidade do MeHg através de sua reducéo a fenil selenolato.
Fonte: Freitas et al. Diphenyl diselenide, a simple organoselenium compound, decreases
methylmercury-induced cerebral, hepatic and renal oxidative stress
and mercury deposition in adult mice. Brain Res Bull 2009; 79:77-84



12

As propriedades de alguns disselenetos sintéticos sugerem que a clivagem e a redugédo
de sua ligacdo disseleneto produz o grupo selenol, e, portanto, os disselenetos sdo bem-

sucedidos em mimetizar a atividade da enzima GPx (Mugesh et al., 2001).
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Figura 6 — Mecanismo catalitico para a agdo antioxidante do disseleneto de difenila.
Fonte: Nogueira & Rocha. Diphenyl diselenide: a janus-faced molecule. J Braz Chem Soc 2010; 21: 2055-
2071.

O estudo de Moreira et al. (2005) demonstra que embora o (PhSe)2 ndo resulte em
efeitos citotoxicos em células de leveduras, ele pode também agir como um pro-oxidante,
sendo a GSH um possivel e provavel alvo molecular desse composto. Altas doses de (PhSe)2
ocasionaram danos no cérebro, figado e rins de ratos (Rosa et al., 2007a), efeitos
teratogénicos (Favero et al., 2005) e redugdo da viabilidade em células V79, de modo dose- e
tempo-dependente (Rosa et al., 2007c). Também causou inibi¢do da atividade da enzima o-
aminolevulinato desidratase em eritrocitos humanos (Nogueira et al., 2003) e em varios
tecidos e Orgédos, e a exposicdo cronica de cérebros de ratos a doses elevadas do (PhSe)2
afetou o sistema nervoso, provocando convulsdes, perturbacgdes da transmissdo glutamatergica
e excitotoxicidade (Nogueira et al., 2004). Ele foi altamente citotoxico em células V79, uma

vez que ele depleta GSH e consequentemente induz danos a molécula de DNA (Rosa et al.,
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2007a). MutacBes frameshift foram observadas em bactérias Salmonella typhimurium e em
cepas de leveduras Saccharomyces cerevisiae, bem como o aumento da incidéncia de permuta
génica e conversao génica em Saccharomyces cerevisiae (Rosa et al., 2004).

Foi proposto que a toxicidade do (PhSe)2 em altas concentracfes pode estar
relacionada com a sua oxida¢do ao composto extremamente reativo acido seleninico apos a
reacao com peroxidos endogenos, levando a oxidacdo de tidis (Nogueira et al., 2004; Farina et
al., 2002).

Se
Se

Figura 7 — Estrutura planar do Disseleneto de Difenila
Fonte: Machado et al. 3°3-Ditrifluoromethyldiphenyl diselenide: A new organoselenium compound
with interesting antigenotoxic and antimutagenic activities. Mut Res 2009; 673: 133-140

2.6 Saccharomyces cerevisiae

O entendimento dos mecanismos de resposta a estresse quimico ou induzido por
drogas tem sido cada vez mais customizado por meio de estudos de gendmica funcional em
leveduras Saccharomyces cerevisiae (Dos Santos et al., 2012), que j& chegaram a ser
chamadas de ‘mamifero honorario’ (Resnick & Cox, 2000). Elas sdo anaerdbias facultativas,
0 que significa que fermentam aclcares como a glicose independentemente da concentragédo
de oxigénio, sendo a glicose a sua principal fonte de carbono (Gancedo, 1998).

Vérios fatores tornam as leveduras modelos ideais para a realizagdo de estudos de
natureza toxicologica, a fim de avaliar potenciais mecanismos celulares e moleculares de
toxicidade. As leveduras sdo micro-organismos eucarioticos, pertencentes ao reino dos fungos

(Kurtzman e Fell, 2006), sendo também 0s primeiros organismos eucarifticos a terem o seu
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genoma completamente sequenciado, em 1996 (Goffeau et al., 1996). A sequéncia completa
de nucleotideos da célula de levedura contém aproximadamente 6300 genes, mas apenas 4733
leveduras mutantes para genes nao-essenciais podem ser examinadas, visto que as delecdes
nos demais genes sdo letais (Zhou et al., 2009). Elas tém sido amplamente utilizadas como
organismos modelo para estudos sobre genética e biologia celular, sendo Uteis para o estudo
de potenciais citotdxicos, citostaticos e genotdxicos de drogas (Fortney et al., 2013), aditivos
alimentares (Jabeen et al., 2013) e contaminantes ambientais (Sanfilippo et al., 2010).

Estudos conduzidos com essa levedura tém aumentado o conhecimento de processos
metabdlicos e celulares fundamentais na espécie humana, incluindo a base molecular de
doencas neurodegenerativas, como a esclerose lateral amiotréfica (Bastow et al., 2011). O uso
das leveduras é aconselhavel também no estudo da apoptose em células de mamiferos e para
descobrir-se novas moléculas-alvo para o controle da apoptose (Forsburg, 2001). Leveduras
também tém sido utilizadas como modelos de estudo do envelhecimento, e pesquisas tém
aumentado a compreensdo sobre o processo do envelhecimento que é conservado das
leveduras aos humanos, e procurado estratégias para o seu retardo (Fontana et al., 2010).

Centenas de genes homdlogos na espécie humana tém sido identificadas para um
grande nimero de genes em leveduras, ocorrendo conservacdo de genes ligados a inimeras
doencas (Wood et al., 2002). Um longo histérico de manipulacdo genética em leveduras
permite direcionar o estudo e examinar genes e vias conservados ao longo de seus genomas,
facilitando andlises funcionais (Gautan & Vulpe, 2014). A capacidade de monitorar a
atividade de transcricdo de todo o seu genoma em um Unico experimento, combinados com
procedimentos relativamente simples, faz de Saccharomyces cerevisiae um excelente modelo
para 0 estudo da resposta da expressdo de genes associada ao estresse (Begley & Samson,
2004). Muitos dados obtidos a partir de analises em leveduras foram posteriormente
confirmados em organismos mais complexos, como o peixe-zebra e linhagens de células
humanas (Gautan & Vulpe, 2014).
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Figura 8 — Leveduras Saccharomyces cerevisiae
Fonte: www.microbiologyonline.org.uk

2.7 Os sistemas de defesa das leveduras

Células de leveduras geram EROs da mesma forma que células de organismos
mamiferos e expressam muitas das mesmas defesas antioxidantes (Jamieson, 1998),
apresentando sistemas de defesa enzimaticos e ndo-enziméticos. Essas defesas sdo descritas
em varias isoformas e em distintas localizacGes intracelulares. Em geral, a resisténcia ao
ataque de EROs é resultado de uma combinacédo de varios fatores, e a delecdo de algum deles
ndo conduz a célula a inviabilidade, apenas, em alguns casos, a um fenétipo levemente mais
sensivel. Assim, por exemplo, a delecdo do gene SOD1 conduz a auxotrofia para varios
aminoéacidos, e a delecdo de GSH1 leva a um encurtamento do tempo de vida a um aumento
da apoptose (Perrone et al., 2008).

A regulagdo da expressao génica pelo estresse oxidativo em leveduras parece ser mais
complexa do que em células procarioticas, e também h& uma consideravel sobreposi¢éo entre
0S mecanismos de resposta ao estresse oxidativo e respostas a outros tipos de estresse, como
choque osmdtico, choque térmico e resisténcia a metais pesados como o cadmio (Jamieson,
1998). A utilizagdo de linhagens celulares de S. cerevisiae com defeitos nas defesas

antioxidantes torna-se importante para a realizacao de estudos sobre varios produtos quimicos
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(Zyracka et al., 2005). A seguir, sdo descritas as atividades de algumas proteinas e enzimas

ligadas aos sistemas de defesa das leveduras.

2.7.1 O fator de transcricao YAP1

O fator de transcricdo YAP1 é uma das proteinas-chave envolvidas na regulacdo do
processo de resposta ao estresse oxidativo induzido em leveduras Saccharomyces cerevisiae
por H,0, exégeno e Cd* (Schenell & Entian, 1991; Wu et al., 1993). Contudo, a mutante para
esse fator de transcri¢do ainda reteve uma resposta adaptativa ao estresse induzido por H,O,,
o0 que implica na participacdo de outros fatores nessa resposta (Stephen et al., 1995). Além de
sua grande importdncia na resposta ao estresse oxidativo, ele também confere a célula a
habilidade de responder a oxidantes como t-butil hidroperdxido, diamida, e dietilmaleato
(Delaunay et al., 2002), metanossulfato de metila, menadiona, mercurio, benomyl, selenato,
N-etilmaleimida, metilglioxal e radiacao ionizante (Herrero et al., 2008).

Sob condicdes de ndo-estresse, Yapl localiza-se no citoplasma (Yan et al., 1998). Vias
regulatérias mediadas por Yapl que controlam a resposta adaptativa ao estresse oxidativo sao
ativadas por mecanismos sensoriais redox que detectam alteragdes no equilibrio redox
intracelular causadas por EROs e tidis oxidados. Esses mecanismos envolvem residuos de
cisteina redox-sensiveis que detectam rapidamente e transduzem os sinais de estresse para
ativar proteinas regulatorias (Herrero et al., 2008). Ele acumula-se no nlcleo da célula quando
é ativado pelo estresse oxidativo (Kuge et al., 1997), interagindo com genes alvo. Essa
retencdo ocorre devido a oxidacdo de residuos de cisteina de YAP1 por H,0O,, o que modifica
a sua conformacdo (Delaunay et al., 2002). O fator de transcricdo YAPL esta envolvido na
ativacdo da transcricdo de GSH1 (Wu & Moye-Rowley, 1994), bem como aumenta a
expressdo dos genes SOD1 e CATL, apds a exposi¢do ao H,0, (Zhang et al., 2003).

Yapl se liga especificamente a Elementos de Reconhecimento Yapl (Yapl
Recognition Elements — YRE), localizados em promotores de genes (Kuge & Jones, 1994).
Porém, foram identificados alvos de Yapl que ndo contem YRE, o que aponta para a
existéncia de locais adicionais de reconhecimento (Lee et al., 1999).

2.7.2 YBP1 (Proteina de Ligacéo a Yapl)
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Ybpl é uma proteina envolvida na resposta celular ao estresse oxidativo. Ela é
requerida para a oxidacao de residuos especificos de cisteina do fator de transcricdo Yapl,
resultando em uma localizacdo nuclear de Yapl em resposta ao estresse (Veal et al., 2003;
Byrne & Wolfe, 2005). H,O, induz a formacdo de um complexo entre Yapl e Ybpl,
interagindo especificamente com sua parte C-terminal (Veal et al., 2003). Algumas linhagens
genéticas contém uma forma ndo-funcional de Ybpl, devido a uma mutacdo, acarretando uma
incapacidade de se formar o complexo Yapl-Ybpl. Nesses casos, a tiorredoxina peroxidase

Tsal é necessaria para a ativacao de Yapl (Okazaki et al., 2005).

2.7.3 GC sintetase e Glutationa sintetase (GSH1 e GSH2)

A glutationa (y-glutamil-L-cisteinilglicina; sigla GSH) é o mais abundante tripeptideo
tiol ndo-proteico presente em todos 0s organismos Vivos, especialmente nas células
eucarioticas (Meister, 1981; Meister & Anderson, 1983), contribuindo para varios processos
celulares, como o controle do potencial redox, a protecdo contra EROs, a desintoxicagdo de
compostos eletrofilicos, o dobramento de proteinas, 0 sequestro de metais toxicos e o
transporte de enxofre organico (May et al., 1998; Toledano et al., 2003). A glutationa possui
uma funcdo essencial na mitocondria sob condicdes fisiolégicas normais em animais, e sua
deficiéncia esta relacionada a vérias doencas por danos na mitocondria (Jain et al., 1991). Na
espécie humana, alteracGes na homeostase de GSH estdo relacionadas ao desenvolvimento de
doencas como cancer, fibrose cistica, desordens neurodegenerativas e patologias associadas
ao envelhecimento (Ballatori et al., 2009).

A glutationa é sintetizada em dois passos enzimaticos, no citosol. A primeira reacao €
catalisada por y-glutamilcisteina (GC) sintetase, codificada por GSH1; e a segunda, pela
glutationa sintetase, codificada por GSH2 (Suzuki et al., 2011). As respectivas reacdes estdo

representadas a seguir.
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7-GC sintetase

CISTEINA + GLUTAMATO + ATP — v-GLUTAMILCISTEINA + ADP + Pi

G3HI

Glutationa sintetase

v-GLUTAMILCISTEINA + GLICINA + ATP —— GSH + ADP + Pi

GsH2

v-GC sintetase, um produto de GSH1, é inibida in vitro por altos niveis de GSH
(Richman & Meister, 1975). As mutantes para GSH1 induzem apoptose (Madeo et al., 1999)
e mesmo em meio suplementado com GSH, apresentam alta tendéncia para a perda da funcao
mitocondrial (Schmitt & Mcentee, 1996). Além disso, essas mutantes ndo apresentaram
respostas adaptativas ao estresse induzido por H,O, durante a fase exponencial, em
crescimento em meio YPD (lIzawa et al., 1995)

Mutantes para GSH1 e GSH2 ainda sdo viaveis, embora crescam de forma mais lenta.
A delecdo de GSH1 também incapacita o crescimento em fontes ndo-fermentdveis de
carbono, como o glicerol (Ohtake et al., 1990). As mutantes apresentam defeitos na

esporulacdo (Suizu et al., 1994).

2.7.4 Glutationa S-transferases (GSTs)

Glutationa S-transferases (GSTs) s@o enzimas encontradas em todos 0s organismos
aerobicos. Elas conjugam GSH a compostos eletrofilicos endgenos e exdgenos, incluindo
xenobidticos ambientais, farmacos anti-cancer, metais pesados e produtos do estresse
oxidativo, o que resulta na eliminacédo e desintoxicacdo das respectivas moléculas conjugadas
(Hayes et al., 2005), embora a conjugacdo com GSH possa ocorrer também de forma
espontanea (Rai et al., 2003; Vredenburg et al., 2013).

Nas células de mamiferos, essas enzimas estdo amplamente distribuidas, e tém sido
classificadas como citosolicas, mitocondriais e associadas a membrana. Dependendo de suas
sequéncias e substrato especifico a que se ligam, elas tém sido divididas em varias classes

(Hayes et al.,, 2005). Em contraste com mamiferos, plantas e até mesmo bacteérias,
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comparativamente pouco € conhecido sobre as GSTs de leveduras e fungos em geral, e 0s
seus lugares dentro do sistema de classificacdo nédo é claro (McGoldrick et al., 2005).

As leveduras Saccharomyces cerevisiae apresentam duas GST padrdes (codificadas
por GTT1 e GTT2) (Collinson & Grant, 2002). A dupla mutante para GTT1 e GTT2 nédo
exibiu nenhuma atividade detectdvel de GST, sugerindo que ndo h& outros genes que
codificam para alguma proteina com atividade GST (Choi et al., 1998). GTT3 é uma proteina
de funcdo e localizacdo desconhecidas, que pode estar envolvida no metabolismo de GSH.
(Samanta & Liang, 2003; Huh et al., 2003).

O vacuolo celular € o destino final para vérias substancias toxicas. Uma vez dentro do
vacuolo, GSH pode ser decomposta por outras enzimas, restaurando glutamato, cisteina e
glicina ao citoplasma, podendo serem utilizados para uma nova sintese de GSH por meio das
enzimas Gshl e Gsh2 (Adamis et al., 2007; Adamis et al., 2008).

A glutationa transferase Gttl também apresenta atividade GPx contra H,O, e/ou
hidroperdxidos organicos em ensaios in vitro (Garcera et al., 2006). Estudos demonstraram
que Gtt2 esta envolvida na formacdo do complexo GSH-Cd, cuja acumulacdo no citoplasma
inibe a captacdo de Cd pelas células de S. cerevisiae (Gomes et al., 2002; Adamis et al.,
2004). Fauchon et al. (2002) observaram que em células de leveduras expostas ao Cd, a
expressao do gene GTT2 aumentou mais de 25 vezes, indicando fortemente o seu papel na
detoxificacdo de Cd. Gtt2 também demonstrou-se responsavel pela catalise da formacdo do
conjugado GSH-menadiona bem como pela eliminacdo de produtos toxicos gerados pelo
estresse induzido pela menadiona (Castro et al., 2007).

2.7.5 Superoxido Dismutases (SODs)

Superdxido dismutases sdo uma classe de metaloenzimas que catalisam a dismutagéo
de superdxido em H,O, e oxigénio. Nos eucariotos, ela se apresenta sob duas formas: uma
forma contendo cobre e zinco (Cu,Zn-SOD), codificada por SOD1 nas leveduras e de
localizagdo citosdlica e no espaco intermembranar mitocondrial; e uma forma contendo
manganés (Mn-SOD), codificada por SOD2 nas leveduras, de localizacdo na matriz
mitocondrial (Herrero et al., 2008; Liu et al., 2010).

A Cu,Zn-SOD ¢ a maior enzima envolvida na remocdo dos anions superdxido do
citoplasma, atuando também possivelmente no peroxissomo (Gralla & Kosman, 1992) e no

tamponamento da concentracdo de cobre intracelular (Culotta et al., 1995), embora essa
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fungdo pareca ndo estar relacionada a atividade de protecdo contra o estresse oxidativo.
Leveduras com delecdo para SOD1 apresentam fragilidade ao estresse oxidativo e séo
hipersensiveis a drogas geradoras de superoxidos. Nas leveduras, essa enzima esta também
associada a outros processos celulares, como respostas hiperosmética ao estresse, apoptose e
tempo de vida (Garay-Arroyo et al., 2003). SOD1 est4 envolvida na homeostase da parede
celular de Saccharomyces cerevisiae. Sua delecdo acarreta um aumento significativo de
quitina, um dos componentes estruturais das paredes celulares das leveduras, causando
também um aumento na sensibilidade a agentes perturbadores da parede celular (Liu et al.,
2010).

Os defeitos na SOD citosolica conduzem a um aumento da oxidacdo intracelular apos
um choque térmico (Pereira et al., 2003) e morte rapida na fase estacionaria (Longo et al.,
1996). A delecdo de SOD1 provoca uma variedade de fenétipos, incluindo fraco crescimento
sob condigOes respiratdrias, perda da viabilidade na fase estacionaria e hipersensibilidade
contra oxidantes externamente adicionados, como o paraquat e a menadiona (Herrero et al.,
2008). Parece que, em alguma medida, a SOD citosoélica é capaz de compensar a auséncia da
SOD mitocondrial, apesar de sua diferenca na localizacdo celular, e poderia ser mais
importante do que a outra SOD para o crescimento em meio contendo glicerol (Lushchak et
al., 2005).

SOD2, juntamente com a fracdo mitocondrial de SOD1, participa na dismutacdo de
superoxidos gerados na matriz mitocondrial, enquanto a fracdo citosolica de SOD1 parece
proteger as leveduras de superdxidos gerados de outras reacdes metabdlicas e xenobidticos
(Furukawa & O’Halloran, 2006). Demonstrou-se que a atividade de SOD2 ¢ responsavel por
5 a 15% da atividade total de SOD na célula (Chang et al., 1991).

Sob baixas condicdes de aeragdo, a delecdo de Mn-SOD foi muito mais deletéria para
a viabilidade da célula do que a auséncia de Cu,Zn-SOD (Longo et al., 1996). Além disso,
leveduras com Mn-SOD ausente sdo hipersensiveis a 100% de oxigénio e crescem
pobremente em fontes ndo-fermentativas de carbono (van Loon et al., 1986). Porém, SOD2
parece ndo desempenhar um papel importante na defesa contra oxidantes externamente

adicionados (Herrero et al., 2008)

2.7.6 Catalases (CAT e CTT)
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As catalases sdo enzimas que possuem um centro metélico (grupo heme) e
decompbéem o H,O, em &gua e oxigénio. Nas leveduras podem ter localizacdo citosolica
(catalase T, codificada por CTT1) ou peroxissomal (catalase A, codificada por CAT1)
(Chelikani et al., 2004). As leveduras mutantes para CTT1 ou CAT1 sdo bastante sensiveis ao
H,O, na fase estacionaria (Izawa et al., 1995).

O principal papel fisiologico da catalase A parece ser a remocgao de H,O, produzido
pela B-oxidacdo de &cidos graxos (Hiltunen et al., 2003). A mutante com delecdo de CAT1
ainda é capaz de crescer em condi¢fes em que o0s acidos graxos sao a unica fonte de carbono,
0 que demonstra que a atividade da catalase peroxissomal ndo é indispensavel (Hiltunen et al.,
2003).

O papel fisioldgico da catalase T parece menos claro; sua expressdo genetica é
controlada pelo estresse oxidativo e osmético (Ruis & Hamilton, 1992). A transcricdo de
CTT1 também foi elevada ap6s ocorréncia de choque térmico (Wieser et al., 1991). A
mutante com delecdo de CTT1 ndo foi mais sensivel ao H,O, do que o tipo selvagem, embora
a dupla mutante (para CAT1 e CTT1) tenha sido hipersensivel, o que aponta para um papel

cooperativo de ambas as catalases (Izawa et al., 1996).

2.7.7 Glutationa peroxidases (GPx)

A atividade das enzimas chamadas de peroxidases requer doadores de elétrons para
tidis (Brihelius-Flohe, 2006). A fungdo bioquimica de GPx é reduzir hidroperdxidos lipidicos
a seus correspondentes e reduzir H,O, livre a agua (Berg et al., 2004). O perdxido de
hidrogénio é convertido a oxigénio por meio de reacfes acopladas, com a conversdo de
glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG) catalisada por enzimas chamadas
glutationa peroxidases (GPx) (Arthur, 2000). A forma reduzida da glutationa (GSH) é
doadora de elétrons para a reacdo de GPx, e sua forma oxidada (GSSG) é reduzida a GSH por
outra enzima (glutationa redutase) (Izawa et al., 1995).

Estudos descreveram a presenca de trés GPx em leveduras, que vieram a ser chamdas
de GPx1, GPx2 e GPx3 (Inoue et al., 1999). Porém, estudos posteriores demonstraram que
essas trés GPx sdo proteinas do tipo PHGPx — hidroperoxido de fosfolipidio GPx (Avery &
Avery, 2001). PHGPx sdo moléculas monoméricas (ao contrario das classicas GPx, que sdo
multiméricas) e associadas a membrana, reduzindo hidroperdxidos lipidicos em membranas,

sendo entdo as principais enzimas na reparacdo da peroxidacdo lipidica em membranas
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(Avery & Avery, 2001). Ainda ndo houve estudos detalhados relatando a localizacdo exata
das trés enzimas em Saccharomyces cerevisiae, porém, andlise protedmica aponta a
localizagdo citosodlica para GPx2 e GPx3 (Huh et al., 2003).

H& dados na literatura sugerindo que a atividade das enzimas GPx é normalmente
aumentada ap6s a exposicdo a Hg®* (Agarwal et al., 2010; Monteiro et al., 2010). Além da
regulacdo em resposta ao estresse oxidativo, demonstrou-se que GPx2 responde também a

elevadas concentracdes de Ca®* (Tsuzi et al., 2004).

2.7.8 Tiorredoxinas (TRXx)

Tiorredoxinas (TRx) sdo pequenas proteinas ricas em grupos sulfidrila e
evolutivamente conservadas que estdo envolvidas na defesa antioxidante e na manutencéo
celular da homeostase redox (Arner & Holmgren, 2000). Em um nivel mais geral, elas
participam da modulagdo do estado redox das proteinas celulares, e consequentemente, no
dobramento proteico (Rietsch & Beckwith, 1998). Sua estrutura tridimensional envolve
quatro ou cinco folhas-B, flanqueadas por trés ou mais a-hélices, em ambos os lados da folha-
B (Martin, 1995).

Na espécie humana, ela se apresenta sob duas isoformas: Trx1 (de localizacdo
citosélica) e Trx2 (de localizacdo mitocondrial) (Lee et al., 2013). As leveduras
Saccharomyces cerevisiae apresentam duas tiorredoxinas citosolicas (Trx1 e Trx2), mais uma
de localizagcdo mitocondrial (Trx3) (Muller, 1991; Pedrajas et al., 1999). De forma paralela, as
leveduras também possuem uma Trx redutase citosolica (Trrl) e uma mitocondrial, (Trr2),
perfazendo-se dois sistemas que agem separadamente (um citosélico e um mitocondrial)
(Pedrajas et al., 1999). A tiorredoxina redutase € uma flavoproteina homodimérica que na
presenca de NADPH reduz a tiorredoxina oxidada (Zhong et al., 2000).

O sistema tiorredoxina mitocondrial (Trx3 e Trr2) esta envolvido na defesa contra o
estresse oxidativo gerado durante o metabolismo respiratorio (Pedrajas et al., 1999). Além
disso, também foi proposto que o sistema tiorredoxina citosélico desempenha papel na
biossintese de purinas e pirimidinas como requeridas para a sintese de DNA, o dobramento de
proteinas e o metabolismo do enxofre (Holmgren, 1989).

Acredita-se que as duas tiorredoxinas citoplasméaticas (TRx1 e TRx2) fornecam
equivalentes redutores para as enzimas ribonucleotideo redutase e 3’-fosfoadenosina 5°-

fosfossulfato redutase (Gonzalez-Porque et al., 1970). A delecdo de um ou outro dos genes
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(TRX1 e TRX2) ndo acarreta efeito sobre o crescimento celular ou a morfologia, mas a
delecdo de ambos os genes resulta em um prolongamento da fase S do ciclo celular e um
acentuado aumento no nivel de glutationa oxidada (Muller, 1991). A delecdo do gene TRX2
resulta em sensibilidade extrema ao H,O, e, assim, acredita-se que ele esteja envolvido na
resposta contra 0 H,O,. A expressdo de TRX2 e TRR1 em resposta ao H,0, é regulada pelos
fatores de transcricdo YAP1 e SKN7 (Kuge & Jones, 1994).

O sistema citosolico TRX é necessario para a defesa contra hidroperdxidos
externamente adicionados. Estudos utilizando mutantes individuais e mutantes duplos tém
demonstrado que TRX2 apresenta um papel mais importante que TRX1 a esse respeito, 0 que
indica que ambas ndo apresentam exatamente funcdes sobrepostas (Ocon-Garrido & Grant,
2002).

A Trx redutase citosélica (Trrl) é uma enzima chave na regulacdo do estado redox do
sistema tiorredoxina, atuando como um sistema de dissulfeto redutase e protegendo as células
contra o estresse oxidativo e redutivo (Machado et al., 1997; Trotter & Grant, 2002; Trotter &
Grant, 2003). A Trx redutase mitocondrial (Trr2) esta envolvida na protecdo contra o estresse
oxidativo, sendo requerida juntamente com Glrl para manter o estado redox de Trx3
(Machado et al., 1997; Pedrajas et al., 1999). A delecdo de TRR2 torna a célula hipersensivel
a hidroperdxidos (Pedrajas et al., 1999).
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Tabela 1 — Descri¢éo das cepas de leveduras knockout utilizadas

Enzima Gene Localizacao Papel
Fator de transcricio YAP1  Citosol/Nucleo Resposta adaptativa a H,0;
Yapl exdgeno,  Xxenobidticos e
cadmio
Proteina Ybpl YBP1  Citosol Proteina envolvida no
transporte de Yaplp oxidado
do citoplasma para o nucleo
GC sintetase GSH1  Citosol Sintese de GSH
Glutationa sintetase GSH2  Citosol
Glutationa S-transferases GTT1  Citosol Enzimas de desintoxicagéo,
GTT2  Citosol desempenham papel na
GTT3  Desconhecido resisténcia as drogas
Superéxido dismutases SOD1  Citosol, Mitocondria Dismutacdo de O, em H,0, +
SOD2  Mitocondria 0,
Catalases CTT1  Citosol Degradacéo de H,0, em H,0 +
CAT1  Peroxissomo 02
Glutationa peroxidases GPX1  Citosol/Membrana Reducdo de hidroperdxidos
GPX2  Citosol/Membrana lipidicos oxidados
Tiorredoxinas TRX1  Citosol Sintese  de  nucleotideos,
TRX2  Citosol assimilacdo de sulfato, co-
TRX3  Mitocdndria fator para algumas
peroxidases, controle redox
Tiorredoxina redutase TRR2  MitocoOndria Defesa antioxidante contra

EROs geradas na mitocondria
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3 OBJETIVOS

3. 1 Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho foi investigar os mecanismos envolvidos na
protecdo do (PhSe), sobre a toxicidade induzida por MeHg utilizando cepas selvagem e
knockout, para diferentes enzimas e proteinas ligadas ao sistema de defesa antioxidante, de

Saccharomyces cerevisiae.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos desse trabalho compreendem:

- Avaliar a inibigdo do crescimento de leveduras Saccharomyces cerevisiae em
resposta a diferentes concentragdes de (PhSe), e/ou MeHg, em cepas selvagens e knockout

apresentando delecdes para genes que codificam proteinas envolvidas na defesa antioxidante;

- Quantificar a producdo de espécies reativas do oxigénio (EROs) em cepas de
levedura selvagens e knockout expostas a diferentes concentracdes de (PhSe), e/ou MeHg;

- Avaliar a permeabilidade das membranas celulares em cepas de levedura selvagens e

knockout expostas a diferentes concentracdes de (PhSe), e/ou MeHg;

- Quantificar o conteudo celular de GSH em leveduras selvagens expostas a diferentes

concentracdes de (PhSe), e/ou MeHg.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

O artigo cientifico ‘Study of mechanisms of protection of diphenyl diselenide
against methylmercury’s toxicity using Saccharomyces cerevisiae knockout strains’

apresentado a seguir sera submetido a revista Toxicology and Applied Pharmacology.
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Abstract

Methylmercury (MeHg) is an ubiquitous environmental pollutant which induces serious
neurotoxic effects. Diphenyl diselenide [(PhSe),], a organoseleno-compound, was
demonstrated to exert protective effects against MeHg toxicity, although the exact mechanism
involved in its protection is not fully understood. The aim of this study was to investigate
mechanisms involved in the protective effect of (PhSe), on the toxicity induced by MeHg,
using wild and knockout strains of Saccharomyces cerevisiae for enzymes and proteins of the
antioxidant defense system (Ayapl, Aybpl, Acttl, Acatl, Asodl, Asod2, Agshl, Agsh2, Agttl,
Agtt2, Agtt3, Agpxl, Agpx2, Atrx1l, Atrx2, Atrx3 and Atrr2). In the wild type strain (PhSe),
protected against the growth inhibition, ROS production, increase in thiol levels and decrease
in membrane integrity induced by MeHg. Single deletions in Ayapl, Asodl, Asod2, Agshl,
Agsh2, Agpx1, Agpx2, Atrx1, Atrx2 and Atrx3 decreased the capacity of (PhSe), in prevent
MeHg toxicity in yeasts. Together these results indicate a role of (PhSe), in modulate gene
expression of antioxidant enzymes through the activation of the transcription factor YAP1

preventing the oxidant damage caused by MeHg in S. cerevisiae.

Keywords: Methylmercury; Selenium; Yeast; Oxidative stress; Antioxidant defenses.
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1. Introduction

Mercury is an element of global importance and large quantities of Hg have been released into
environment by natural processes or anthropogenic activities (Counter & Buchanan, 2004).
Consequently, humans can be exposed to Hg by different ways, including air, water and food
(Syversen & Kaur, 2012).

Humans can be exposed to organic forms of mercury, particularly to the organometallic cation
methylmercury ([CHsHg]", MeHg) by eating fish and seafood, since all forms of fish contain
MeHg at different levels (Ralston et al., 2008). MeHg has a strong affinity for -SH groups
(Hughes, 1957; Rabenstein, 1973), which contributes to uniform distribution of the compound
in body after a long term exposure (Syversen & Kaur 2012).

Neurotoxic effects of MeHg are widely known (Newland et al., 2006). Individuals intoxicated
with MeHg present sensory disorders in the hands and feet, hearing and visual impairment,
weakness, and, in extreme cases, paralysis and death (Fukuda et al., 1999). Although exact
mechanisms underlying toxicity of MeHg are not yet completely understood, there are points
of evidence indicating a central role of oxidative stress in this process, which is related to high
affinity of MeHg for endogenous thiol and selenol groups (Farina et al., 2011; Mori et al.,
2007). Inhibitory effects of antioxidant enzymes such as glutathione peroxidase (GPx) and
thioredoxin reductase (TrxR) by MeHg have been indicated as a key mechanism for ROS
overproduction caused by MeHg (Farina et al., 2011; ; Wagner et al., 2010; Dalla Corte et al.,
2013).

Efficacy of different agents and nutrients for preventing or reversing MeHg toxicity has been
investigated. Among those are compounds containing selenium. The element selenium (Se) is
an essential nutrient for humans and animals (Zheng & Ouyang, 2001). In humans, Se is
present in the composition of 25 selenoproteins, which play important role as antioxidant and
in redox metabolic processes (Kryukov et al., 2003). Se actives antineoplastic factors,
prevents heart disease, presents antiproliferative and anti-inflammatory properties, stimulates
immune system and exerts antagonistic action against heavy metals (Alaejos et al., 2000). Se
can also protect against some neurological consequences of exposure to Hg (Ralston et al.,
2008). Protection is due to binding of Hg by Se (Heath et al., 2010). In accordance, affinity of
Hg for Se is a million times higher than its affinity for sulfur (Dyrssen & Wedborg, 1991).
Diphenyl diselenide [(PhSe).], an organic compound containing Se, is a simple electrophilic
intermediate used in synthesis of various organic compounds of pharmaceutical interest

(Moreira et al., 2005). Of particular pharmacological significance, (PhSe), has anti-
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nociceptive, anti-inflammatory, anti-hyperglycemic, anti-teratogenic, hepatoprotective,
neuroprotective, gastroprotective, anti-depressant and anxiolytic properties (Glaser et al.,
2013; Nogueira et al., 2004; Nogueira & Rocha, 2010; Nogueira & Rocha, 2011; Hassan et al.
2016; Rosa et al., 2007). Some studies in rodents have pointed out the protective effect of
(PhSe), against systemic toxicity of MeHg (Freitas et al., 2009; Dalla Corte et al., 2012;
Glaser et al., 2013). Freitas et al. (2009) suggested the intermediate of (PhSe),, phenyl selenol
(phenyl selenolate) could interact with MeHg, yielding a stable complex that enhance the
excretion of MeHg from mice body (Freitas et al., 2009).

The yeast Saccharomyces cerevisiae has emerged as a suitable model for functional genomics
studies, expanding our understanding of the response mechanisms to chemical stress (Dos
Santos et al., 2012). Several factors make yeasts ideal models to perform toxicological
studies for identifying cellular and molecular mechanisms of toxicity. Accordingly, use of
mutants of S. cerevisiae with defects in antioxidant defenses can be important for elucidating
molecular targets of various chemicals (Zyracka et al., 2005). This study aimed to investigate
genes and pathways involved in the protective effect of (PhSe), on MeHg toxicity, using S.
cerevisiae wild type and knockout strains for different enzymes and proteins related to the

antioxidant defense system.
2. Materials and Methods
2.1  Chemicals

Methylmercury, diphenyl diselenide, dimethyl sulfoxide (DMSO), YPD broth, 2°,7’-
dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) and propidium iodide (P1) were purchased from
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). CellTracker™ Green CMFDA Dye was purchased
from Invitrogen (San Diego, CA, USA). Methylmercury was dissolved in distilled water, and
diphenyl diselenide in dimethyl sulfoxide (DMSQ). The final volume of DMSO in incubation

medium was 0.5%.

2.2  Strains and storage

Experiments were performed in S. cerevisiae wild type strain BY4741 and knockout strains

having deletions in genes encoding enzymes related to antioxidant defenses. The strains were
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kindly provided by Professors Dr. Monica Lomeli and Dr. Claudio Akio Masuda, from the
Leopoldo de Meis Institute of Medical Biochemistry at the Federal University of Rio de
Janeiro (UFRJ). The wild type yeasts were maintained in 2 mL cryogenic tubes and the
mutants in 96 well plates, both stored at -80 °C in a solution containing YPD medium and
glycerol. For all experiments described below, the YPD medium (or YEPD - Yeast Extract
Peptone Dextrose), was used, which is a complete medium for yeast growth. It contains yeast
extract (1%), peptone (2%), distilled water and glucose or dextrose (2%).

The following mutant strains were used in this study: Ayapl, Aybpl, Acttl, Acatl, Asodl,
Asod2, Agshl, Agsh2, Agttl, Agtt2, Agtt3, Agpx1, Agpx2, Atrx1, Atrx2, Atrx3 and Atrr2.

2.3 Growth in liquid medium

Wild type and knockout strains cells were grown overnight (30 °C) in YPD medium with
ampicillin (100 pg/mL) with shaking (250 rpm). The overnight culture was used to inoculate
fresh YPD in order to re-induce exponential growth phase during the drug treatment.
Concentrations curves of methylmercury (1, 2.5, 5, 10, 20 uM) and diphenyl diselenide (0.8,
1.6, 3.1, 6.25, 12.5, 25 uM) were performed using wild type strain in order to establish the
concentrations for subsequent experiments. Concentrations of 1.6 and 3.1 uM of (PhSe), and
5 and 10 uM of MeHg were chosen for the experiments with knockout strains. Compounds
were added to a suspension of 1 x 10° cells in YPD medium and incubated at 30 °C and 250
rpm during 24 hours. After, samples were diluted in water and cell density was measured in a
UV-visible spectrophotometer Shimadzu UV-1650PC, in a wavelength of 600 nm, in order to

evaluate inhibition of yeast growth. Data were collected through software UVProbe 2.42.

2.4 Quantification of reactive oxygen species (ROS) production

ROS production was examined by a method based on intracellular deacetylation and
oxidation of 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) to the fluorescent
compound 2’,7’-dichlorofluorescein (DCF). DCFH-DA is membrane-permeable and is
trapped intracellularly following deacetylation. Concentrations curves of methylmercury (1,
2.5, 5, 10, 20 uM) and diphenyl diselenide (0.8, 1.6, 3.1, 6.25, 12.5, 25 uM) were performed
using the wild type strain, at different incubation times (0.5, 1.5, 3, 6 and 24 hours) at 30° C
with shaking. For all strains, 1 x 10° cells were treated with the same concentrations of
(PhSe), and MeHg used in the yeast growth inhibition test and incubated for 24 hours. After
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incubation, cells suspensions were centrifuged at 3,000 rpm for 6 minutes, washed three times
with PBS (pH 7.4) and re-suspend in 1 mL of PBS. Cells were labeled with 40 uM of DCFH-
DA, incubated in the dark for 60 minutes and analyzed in a flow cytometer (Machida et al.,
1999). Fluorescence of cell suspension in PBS was quantified using a BD Accuri C6 Flow
Cytometer (BD Biosciences, Califérnia, USA). Hundred thousand events were acquired for

each sample. Data were collected using BD Accuri C6 Software.
2.5  Cell membrane permeability

Cell membrane integrity was estimated by staining with the vital dye propidium iodide (PI).
Together with the protocol for evaluating ROS production, concentration curves at different
incubation times were performed for cell membrane permeability. Pl 15 uM stock solution in
PBS were added to 1 ml cell suspension (1 x 10°) and cells were incubated in the dark for 15
minutes prior to analysis (Mannazzu et al., 2008). Experiments with knockout strain were
performed with same concentrations of (PhSe), (1.6 and 3.1 uM) and MeHg (5 and 10 pM)
and incubation period (24 h) chosen for yeast growth inhibition and production of ROS

experiments (sections 2.3 and 2.4).
2.6 Labeling of cellular thiol with 5-chloromethylfluorescein diacetate (CMFDA)

Thiol content in cells was determined using the fluorescent probe CellTracker™ Green
CMFDA Dye (Nishiuchi et al., 2012). Stock solution of CMFDA was prepared in DMSO and
diluted in PBS. As in previous experiments, concentrations curves were performed at different
incubation times. Wild type strain was exposed to chosen concentrations of (PhSe), (1.6 and
3.1 uM) and MeHg (5 and 10 uM) at different incubation times (0.5, 1.5, 3, 6 and 24 hours) at
30° C with shaking. Cells were washed 3 times with PBS and stained with 1 uM CMFDA
(CellTracker™ Green CMFDA) following the manufacturer's instructions. Samples were
incubated with the probe for 30 minutes before analysis in the cytometer. Hundred thousand
events were acquired for each sample. The data were collected using BD Accuri C6 Software.

2.7 Statistics

Experiments were repeated at least three times. For each individual experiment values were

expressed as mean + standard deviation (SD) of duplicate determinations. Data were analyzed
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by one-way or two-way ANOVA, followed by Tukey’s post-hoc test. The results were
considered statistically significant when p<0.05. All statistical analyses were conducted using
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., USA).

3. Results

3.1  Growth in liquid medium

Results shown in Fig. 1A indicate that the compound (PhSe), possesses a clear concentration
range in which toxic effects were not observed (0.8-3.1 uM). Within this concentration range,
(PhSe), did not cause cell growth inhibition in wild type strain. Concentrations of 1.6 and 3.1
uM were chosen to be tested in subsequent experiments.

All MeHg concentrations used (1-20 uM) inhibited cell growth of wild type strain when
compared to control group. Concentrations of 5-20 uM caused marked toxicity (Fig. 1B).
Concentrations of 5 and 10 pM were selected for further experiments to investigate potential
protective effect of (PhSe),.

Co-incubation of 3.1 uM (PhSe), with 5 uM or 10 uM MeHg abolished the MeHg-induced
growth inhibition effect (Table 1). In the same way, co-incubation of 1.6 uM (PhSe), with 5
uM prevented cell growth inhibition. On the other hand, co-incubation of 1.6 pM of (PhSe),
with 10 uM of MeHg could not reverse the MeHg-induced growth inhibition at a value
comparable to the control group.

MeHg (5 and 10 uM) treatment also caused cell growth inhibition to all knockout strains
tested. Co-incubation of (PhSe), and MeHg (1.6 uM with 5 uM; and 3.1 with 5 or 10 pM) was
effective to protect from MeHg-induced growth inhibition to the knockout strains Aybp1l,
Acttl and Acatl, Agttl, Agtt2 and Agtt3 and Atrr2 (Table 1).

In knockout strain for transcription factor Yapl, concentration of 1.6 uM (PhSe), caused a
limited protection of growth inhibition caused by 5 uM MeHg. At 3.1 uM, (PhSe), have
reversed the inhibition induced by both concentrations of MeHg (5 and 10 uM), although,
these values were not comparable to wild type strain.

In knockout strains Asod1 and Asod2, even 3.1 uM (PhSe), alone caused a small inhibition in
cell growth. (PhSe), 1.6 uM could not reverse the toxicity of 5 uM MeHg; 3 uM (PhSe), was
able to reverse toxicity of 5 puM MeHg, but was not effective against 10 uM MeHg.

Both knockout strains Agshl and Agsh2 presented similar results as for Asodl and Asod2,
which means that 1.6 uM (PhSe), was not able to prevent MeHg-induced cell growth
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inhibition. In addition, co-incubation of 3.1 uM (PhSe), with 5 uM MeHg prevented MeHg
toxicity, but was not effective against 10 uyM MeHg.

In Agpx1 knockout strain, co-incubation of 1.6 uM or 3.1 uM (PhSe), with 5 uM MeHg
reversed growth inhibition to control levels. On the other hand, neither 1.6 uM nor 3.1 pM
(PhSe), were able to protect against growth inhibition induced by 10 uM MeHg. For Agpx2
knockout strain, results were similar to those obtained with Agpx1, except that 1.6 uM
(PhSe), only partially protected from growth inhibition caused by 5 uM MeHg.

In Atrx1, Atrx2 and Atrx3 strains, 1.6 uM (PhSe), could not reverse the growth inhibition
induced by 5 uM or 10 uM MeHg, although 3.1 uM (PhSe), completely reversed the growth
inhibition caused by both concentrations of MeHg (5 uM and 10 pM).

It is important to call attention to the fact that 3.1 uM (PhSe), caused a slight decrease in cell
growth when compared to control for some knockout strains such as Ayapl, Asodl, Asod2,
Agsh2, Agpx2, Atrx1, Atrx2 and Atrx3.

3.2 Production of reactive oxygen species

(PhSe), caused a significant increase in ROS production when compared to control at 1.5 h, 3
h, 6 h and 24 h in concentrations of 6.25, 12.5 and 25 uM (Fig. 2A). MeHg significantly
increased ROS production when compared to control group at all incubation times tested (0.5-
24 h) (Fig. 2B). At 0.5 h, only concentrations of 10 and 20 uM MeHg significantly increased
ROS production. From 1.5 h to 24h the concentrations of 5, 10 and 20 uM MeHg significantly
increased ROS production. Based on this results the incubation time of 24 h was used to study
the protection of (PhSe), against MeHg-induced ROS production and the concentrations of
(PhSe), and MeHg used in the growth inhibition experiments were maintained.

In wild type strain, co-incubation with 1.6 uM (PhSe), completely reversed increase in ROS
production caused by 5 uM MeHg, but only partially recovery from ROS production caused
by 10 uM MeHg. At 3.1 uM (PhSe), completely reversed the increase in ROS production
induced by both concentrations of MeHg (5 and 10 uM) (Fig. 3).

In Ayapl strain, co-incubation of 1.6 uM (PhSe), completely reversed 5 uM MeHg-induced
ROS production, although only partially reversed 10 uM MeHg-induced ROS production. Co-
incubation of 3.1 uM (PhSe); with 5 and 10 uM MeHg partially reversed the increase in ROS
production caused by the metal (Fig. 3A).

In Asodl strain, co-incubation of 1.6 uM (PhSe), could not reverse ROS production induced
by both concentrations of MeHg (5 and 10 uM) (Fig. 3B). At 3.1 uM (PhSe), protected cells
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from 5 uM MeHg-induced ROS production, but only partially protected from ROS production
induced by 10 uM MeHg. For Asod2 strain (Fig. 3C), 1.6 uM (PhSe), completely protected
against 5 uM MeHg-induced ROS production, but only partially protected from 10 uM
MeHg. Similarly, 3.1 uM (PhSe), protected the cells against 5 uM MeHg, but only partially
protected against 10 uM MeHg.

In Agshl (Fig. 3D) and Agsh2 strain (Fig. 3E), co-incubation of 1.6 and 3.1 uM (PhSe); with
5 and 10 uM MeHg could not protect against MeHg-induced ROS production. Deletion of
these genes induced a higher ROS production in both strains.

In Agpx1 (Fig. 3F) and Agpx2 strains (Fig. 3G), co-incubation of 1.6 or 3.1 uM (PhSe), with
5 uM MeHg fully protected against MeHg-induced ROS production. However, co-incubation
of 1.6 uM (PhSe), with 10 uM MeHg did not protect against ROS production induced by the
metal, and 3.1 uM (PhSe), with 10 uM MeHg partially reversed the increase in ROS
production.

In Atrx1 (Fig. 3H), Atrx2 (Fig. 31) and Atrx3 strains (Fig. 3J), co-incubations of 1.6 or 3.1
uM (PhSe), with 5 or 10 uM MeHg partially protected from MeHg-induced ROS production
but was not able to reverse the effect to control levels.

3.3 Cell membrane permeability

In order to evaluate cell membrane permeability, along with the DCFH-DA oxidation, the
effect of (PhSe), (Fig. 4A) and MeHg (Fig. 4B) on PI fluorescence was carried out. At 0.5 h,
only 25 uM (PhSe), showed a significant increase in Pl fluorescence when compared to
control in wild type strain. At 1.5 h, none of (PhSe), concentrations induced alterations in Pl
fluorescence (Fig. 5B). At 3 h and 6 h, significant increase in Pl fluorescence was observed
from 6.25 uM to 25 uM (PhSe),. At 24 hours, 12.5 and 25 uM (PhSe), produced a significant
increase in PI fluorescence when compared to control group.

From 0.5 h to 6 h of incubation, MeHg concentrations ranging from 2.5 to 20 uM induced a
significant increase in Pl fluorescence in wild type strain. At 24 h, MeHg concentrations
ranging from 5 to 20 uM caused a significant increase in PI fluorescence in wild type cells.
To evaluate the protective effect of (PhSe), on membrane damage induced by MeHg, the
compounds concentrations and incubation time of 24 h were maintained the same as for
DCFH-DA oxidation assay and growth inhibition experiment.

In wild type strain, co-incubation of 1.6 or 3.1 uM (PhSe), with 5 or 10 uM MeHg
completely reversed the increase in membrane permeability caused by MeHg (Fig. 5). In the
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same way, in Asodl (Fig. 5B), Agshl (Fig. 5D), Agpx2 (Fig. 5G) and Atrx3 (Fig. 5J) strains,
(PhSe), (1.6 and 3.1 uM) also protected from increase in membrane permeability induced by
MeHg (5 and 10 uM). Deletion of SOD1 (Fig. 5B) and GSH1 (Fig. 5D) genes increased Pl
fluorescence several folds when compared to wild type and other knockout strains.

In Ayapl (Fig. 5A), Asod2 (Fig. 5C), Agsh2 (Fig. 5E) and Agpx1 (Fig. 5F) strains, co-
incubation of 1.6 uM (PhSe), with 10 uM MeHg only partially reversed MeHg-induced
increase in membrane permeability, while completely protected from 5 pM MeHg-induced
increase in PI fluorescence. At 3.1 uM (PhSe), fully protected against 5 or 10 uM MeHg-

induced increase in Pl fluorescence.

3.4 Cellular thiol content

Cellular content of thiol was evaluated using the probe CMFDA. At 0.5 h incubation, (PhSe),
caused a slight increase in thiol content only at 25 pM. At 1.5 h and 6 h of incubation (PhSe),
from 6.25 puM to 20 uM caused an significant increase in the levels in yeast. At 3 h and 24 h
of incubation, 12.5 and 25 uM (PhSe), significantly increased thiol content (Fig. 6A). MeHg
also caused a significant increase in thiol content at all concentrations tested and in all
incubation periods (Fig. 6B). Co-incubation of wild type strain to 1.6 uM (PhSe), with 5 or 10
uM MeHg was able to return thiol content to control levels at 0.5 h (Fig. 7A), 1.5 h (Fig. 7B)
and 3 h (Fig. 7C). At 6 h (Fig. 7D) and 24 h (Fig. 7E), co-incubation of 1.6 uM (PhSe), with 5
or 10 uM MeHg only partially prevented thiol increase by MeHg. Co-exposure of wild type
strain to 3.1 uM (PhSe); with 5 or 10 uM MeHg was able to return thiol content to the levels

of control at all incubation times.

4, Discussion

The present study aimed to investigate mechanisms involved with protective effect of (PhSe),
on MeHg-induced toxicity in S. cerevisiae. Results demonstrated (PhSe), was able to prevent
MeHg-induced growth inhibition in S. cerevisiae wild type strain at 1.6 or 3.1 uM (PhSe),
with 5 uM MeHg or 3.1 uM (PhSe), with 10 uM MeHg. However, co-exposure of 1.6 uM
(PhSe), with 10 uM MeHg could not prevent MeHg-induced growth inhibition. Mechanisms
involved in MeHg toxicity reduction by Se are the sequestering of Hg, antioxidant effect,
GSH synthesis, increased glutathione peroxidase activity, selenoproteins levels and
demethylation (Syversen & Kaur, 2012). In this study, we investigated if deletion of genes
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that express proteins of the antioxidant system of S. cerevisiae could interfere in the capacity
of (PhSe), to reduce MeHg toxicity.

The absence of YAP1 gene product decreased (PhSe), effectiveness in counteract MeHg-
induced cell growth inhibition when compounds where in a proportion of 5:1 (Hg:Se) (Table
1), suggesting that at this proportion YAPL activation is necessary to (PhSe), action. Yapl
transcription factor is one of the key proteins involved in regulating the response to oxidative
stress induced process in Saccharomyces cerevisiae by exogenous H,O, and metals (Schnell
& Entian, 1991; Wu et al., 1993; Wysocki and Tamas, 2010). It accumulates in the nucleus
when it is activated by oxidative stress (Kuge et al., 1997) interacting with target genes. This
restraint occurs due to oxidation of cysteine residues of Yapl, which modifies its
conformation (Delaunay et al., 2002). YAPL transcription factor is involved in activation of
transcription of GSH1 (Wu & Moye-Rowley, 1994) and increases the expression of SOD1
and CATL1 genes, after exposure to H,O, (Zhang et al., 2003). Both Se and Hg where
previously demonstrated to activate YAP1 in S. cerevisiae cells (Azevedo et al., 2003;
Westwater et al., 2002) which strengthens the idea that (PhSe), could activate YAP1 and
induce transcription of antioxidant proteins important to mitigate MeHg oxidative effect
(Scheme 1). On the other hand, (PhSe), was still able to prevent MeHg-induced ROS
production and membrane permeability alteration (Fig. 3A and 5A). Indeed, the mutant for
this transcription factor still retained an adaptive response to stress induced by H,O,, implying
the involvement of other factors in that response (Stephen et al., 1995).

Ybpl is a protein involved in the cellular response to oxidative stress. It is required for
oxidation of specific cysteine residues in transcription factor Yapl, resulting in a nuclear
localization of Yapl in response to stress (Veal et al. 2003; Byrne and Wolfe, 2005). H,0,
induces the formation of a complex between Yapl and Ybpl, interacting specifically with its
C-terminal part (Veal et al., 2003). Strains with deletion of Ybpl presents a decrease
resistance to oxidative stress (Higgins et al. 2002). However, Ybplp does not seem to be a
target for (PhSe), since its absence did not influenced cell growth (Table 1).

Single deletion of CTT1 and CAT1 genes that express the enzyme catalase did not interfere in
(PhSe), capacity to prevent MeHg toxic effects (Table 1). Catalase in yeast, may have
cytosolic location (catalase T, encoded by CTT1) or peroxisome (catalase A, encoded by
CAT1) (Chelikani et al., 2004). Hiltunen et al. (2003) demonstrated that CATL1 is not essential
for yeast cells. In addition, CTT1 deletion mutants was no more sensitive to H,O, than wild
type, although the double mutant (CAT1 and CTT1) was hypersensitive, which points to a
cooperative role of both catalases (Izawa et al., 1996). In this way, our results could indicate
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that catalase does not participate in (PhSe), protective mechanism or, as previously observed,
that one catalase can offset the absence of other.

Glutathione S-transferases (GST) are enzymes found in all aerobic organisms. They combine
the GSH endogenous and exogenous electrophilic compounds including environmental
xenobiotics, heavy metals and products of oxidative stress, resulting in detoxification and
elimination of their conjugate molecules (Hayes et al., 2005), although the coupling with GSH
can also occur spontaneously (Rai et al. 2003; Vredenburg et al., 2013.). The yeast S.
cerevisiae have two standard GST (encoded by GTT1 and GTT2) (Collinson & Grant, 2002).
GTT3 is a protein of unknown function and location, which may be involved in GSH
metabolism. The deletion of any of these three genes did not differentiate the growth of yeast
under treatment with MeHg and/or (PhSe), from the wild type strain (Table 1) suggesting that
at least individually they are not essential for (PhSe), effect, which does not discard an
cooperative role of these enzymes.

Although catalase and GST activities could protect from ROS generated into yeast cells due
to intoxication with MeHg, redundancy between different detoxifying enzymes may exist.
This explains the fact that the deletion of a single detoxification system does not interfere
significantly in the survival and cell growth.

In eukaryotes SOD presents itself in two forms: a form containing copper and zinc (Cu,Zn-
SOD) encoded by SODL1 in yeast and of cytosolic and the mitochondrial intermembrane space
location; and a form containing manganese (Mn-SOD), encoded by SOD2 in yeast, and
located in the mitochondrial matrix (Herrero et al, 2008; Liu et al., 2010). In the present study,
SOD1 and SOD2 deletion lead to inefficacy of (PhSe), in prevent MeHg-induced cell growth
inhibition when Hg:Se ratio was 5:1 (Table 1) indicating the importance of this enzyme to
(PhSe), protective effects. SOD1 deletion was demonstrated to cause a variety of phenotypes,
including slow growth in respiratory conditions, viability loss in stationary phase and
hypersensitivity against externally added oxidants such as paraquat and menadione (Herrero
et al., 2008). SODL1 is involved in the homeostasis of the cell wall of S. cerevisiae. Its deletion
leads to a significant increase of chitin, a structural component of cell walls of yeasts, also
causing an increase in sensitivity to cell wall disturbing agents (Liu et al., 2010). It is
important to note that Asodl strain caused an increase in the basal Pl fluorescence when
compared to wild type (Fig. 5B) indicating increased membrane permeability in the mutant
strain.

Glutathione (y-L-glutamyl-cysteinylglycine; GSH) is the non-protein thiol tripeptide most
abundant present in all living organisms, especially in eukaryotic cells (Meister, 1981;
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Meister and Anderson, 1983), contributing to various cellular processes, such as the control of
the redox potential, protection against ROS, detoxification of electrophilic compounds,
protein folding, sequestering of toxic metals and organic sulfur transport (May et al., 1998;
Toledano et al., 2003). Glutathione is synthetized in two enzymatic steps in the cytosol. The
first reaction is catalyzed by y-glutamylcysteine synthase, encoded by GSH1; and second, by
glutathione synthetase, encoded by GSH2 (Suzuki et al., 2011).

Mutants for GSH1 and GSH2 are still viable, although grow more slowly. In yeasts, they have
defects in sporulation (Suizu et al., 1994). The GSH1 mutants induce apoptosis (Madeo et al.,
1999) and even in a medium supplemented with GSH, have a high tendency for loss of
mitochondrial function (Schmitt & McEntee, 1996). This explains the high emission of Pl
fluorescence in Agshl strain comparing to wild type, indicating great damage to membranes
(Fig. 5D). Moreover, these mutants showed no adaptive responses to stress induced by H,0;
during the exponential phase of growth in YPD medium (lzawa et al., 1995). Here, absence of
gshlp and gsh2p abolished (PhSe), capacity to prevent growth inhibition and ROS production
induced by MeHg in the ratio 5:1 (Table 1). Besides acting as antioxidant and in metal
sequestering, GSH is also important in the GPx-mimetic catalytic cycle of (PhSe), (Nogueira
et al., 2004) explaining GSH importance to (PhSe), antioxidant activity.

Studies have described the presence of three GPx in yeast, which came to be called GPxl1,
GPx2 and GPx3 (Inoue et al., 1999). However, further studies demonstrated that these three
proteins are GPx type PHGPx - phospholipid hydroperoxide GPx (Avery & Avery, 2001).
PHGPx are monomeric molecules (unlike the classical GPx, which are multimeric) and
membrane associated, reducing lipid hydroperoxides membranes then being the major
enzymes in the repair of lipid peroxidation in membranes (Avery & Avery, 2001). There is
evidence in the literature suggesting that the activity of GPx is usually increased after
exposure to Hg®* (Agarwal et al, 2010). Additionally, (PhSe), increase the expression of
GPX4 in aortic endothelial cells (de Bem et al., 2013). In the present study, deletion of GPX1
and GPX2 avoided (PhSe), protection against MeHg-induced cell growth inhibition at a ratio
of 5:1 (Table 1) confirming GPx role in (PhSe), antioxidant properties.

Thioredoxins (Trx) are small protein rich in sulfhydryl groups that are involved in the
antioxidant defense and in the maintenance of cell redox homeostasis (Arner & Holmgren,
2000). On a more general level, they participate in the modulation of redox status of cellular
proteins and consequently the protein folding (Rietsch & Beckwith, 1998). S. cerevisiae have
two cytosolic thioredoxin (Trx1 and Trx2) plus one of mitochondrial localization (Trx3)
(Muller, 1991; Pedrajas et al., 1999). The yeast also have a cytosolic Trx reductase (Trrl) and
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a mitochondrial (Trr2), making up two systems that act separately (one cytosolic and
mitochondrial) (Pedrajas et al., 1999). The thioredoxin reductase is a homodimeric
flavoprotein that in presence of NADPH, reduces oxidized thioredoxin (Zhong et al., 2000).
Deletion of either genes (TRX1 and TRX2) does not affect cell growth or morphology, but
the deletion of both genes result in a prolongation of the S phase of the cell cycle and a
marked increase in the level of oxidized glutathione (Muller, 1991). Deletion of the TRX2
gene results in sensitivity to H,O, and thus is believed to be involved in this response (Kuge
and Jones, 1994). In the present study deletions in TRX1, TRX2, TRX3, but not TRR2,
affected (PhSe), capacity to prevent MeHg-induced cell growth inhibition at concentrations of
5 UM MeHg with 1.6 uM (PhSe), (Fig. ). TrxR of mammals was demonstrated to reduce
(PhSe); to its selenol which contributes to antioxidant properties of the compound (Freitas et
al., 2010). However, at the present study TRR2 does not seem to be necessary to (PhSe),
action. Alternatively, mammal Trx was demonstrated to increase ebselen reduction suggesting
that a similar mechanism could be applied to (PhSe), in yeast (Zhao et al., 2002).

In the current study, both MeHg and (PhSe), caused an increase in thiol content in S.
cerevisiae wild type strain. Jin et al. (2008) demonstrated that expression of genes in sulphate
assimilation and GSH biosynthesis pathways is stimulated by Hg. An adaptive response of
cell to oxidative stress could be one explanation for increased cellular thiol levels. Thus,
reduction of such levels by co-exposure of (PhSe), and MeHg is an additional evidence of
protective role of this selenoorganic compound.

It is interesting to note that when yeast cells were exposed to 10 pM MeHg and 3.1 pM
(PhSe), which represents a ratio Hg:Se of 2.5:1, the effect of MeHg was always prevented
even in the knockout strains tested, whereas 5 uM MeHg with 1.6 uM (PhSe), which
represents a ratio Hg:Se of 10:1 did not altered MeHg-induced cell growth inhibition. These
results reinforce the hypothesis of Hg sequestering by the PhSe™ with formation of a complex
MeHgSePh. Notwithstanding, other mechanisms related to the uptake and excretion of such

complex should be further investigated.

5. Conclusions

In conclusion, the present study sheds light on the mechanisms involved in (PhSe), protection
against MeHg toxicity indicating a role of (PhSe), in activate the transcription factor YAP1
leading to the expression of important antioxidant defenses in S. cerevisiae (scheme 1). These
data corroborate other studies in literature which suggests a role of (PhSe), in modulate gene
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expression of antioxidant enzymes (Dias et al., 2014). Genetic and functional similarity
between yeast and mammalian cells suggests that elucidation of molecular pathways through
which (PhSe), protects from toxic metals in yeast will help to direct the research of

mechanisms for humans.
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Table 1

Ayap1
Aybp1
Acat1

Actt1

Asod1
Asod2
Agsh1
Agsh2
Agtt1

Agtt2
Agtt3
Agpx1
Agpx2
Atrx1

Atrx2

Atrx3
Atrr2

Control

0.473+0.025
0.526+0.029
0.540+0.023
0.530£0.014
0.504+0.037
0.488+0.019
0.475+0.027
0.489+0.047
0.502+0.044
0.535+0.020
0.515£0.031
0.5350.025
0.45610.026
0.475+0.012
0.495+0.034
0.510£0.043

0.517+0.049
0.508+0.053

(PhSe), 1.6 pM

0.456+0.021
0.488+0.030
0.521+0.025
0.495+0.025
0.492+0.035
0.442+0.035
0.474+0.035
0.476+0.030
0.470+0.043
0.500+0.058
0.460+0.035
0.514+0.029
0.460+0.031
0.458+0.032
0.482+0.048
0.493+0.051

0.494+0.031
0.499+0.040

(PhSe), 3.1 uM

0.444+0.016
0.388+0.014*
0.526+0.031
0.504+0.019
0.496+0.034
0.403+0.008
0.423+0.016
0.415+0.052
0.382+0.037*
0.508+0.037
0.487+0.031
0.533+0.028
0.433+0.031
0.382+0.023*
0.410+0.028*
0.426+0.044*

0.403+0.023*
0.485+0.037

MeHg 5 pM

0.014+0.007*
0.017+0.010*
0.019+0.011*
0.015+0.005*
0.015+0.006*
0.005x0.006*
0.007+0.011*
0.011+0.004*
0.013+0.010*
0.018+0.005*
0.020+0.004*
0.023+0.007*
0.013+0.011*
0.020+0.023*
0.015+0.006*
0.020+0.006*

0.023+0.009*
0.021+0.009*

MeHg 10 uM

0.008+0.007*
0.019+0.013*
0.017+0.006*
0.014+0.002*
0.016+0.006*
0.004+0.005*
0.009+0.006*
0.010+0.005*
0.010+0.006*
0.015+0.006*
0.016+0.002*
0.016x0.002*
0.009+0.005*
0.010+0.010*
0.016+0.006*
0.015+0.006*

0.022+0.006*
0.017+0.005*

MeHg 5 pM +
(PhSe), 1.6 uM

0.449+0.016"
0.0550.011*"
0.500+0.038"
0.504+0.021"
0.501+0.040"
0.010+0.008*
0.012+0.007*
0.010+0.004*
0.037+0.014*
0.532+0.025"
0.518+0.029"
0.520+0.038"
0.449+0.022"
0.231+0.025*"
0.025+0.011*
0.022:+0.007*
0.024+0.006*
0.485+0.032"

0.009+0.003*
0.015+0.005*
0.027+0.022*
0.018+0.008*
0.017+0.007*
0.003+0.004*
0.006+0.004*
0.009+0.004*
0.010+0.005*
0.022+0.005*
0.021+0.005*
0.020£0.005*
0.011+0.008*
0.012+0.012*
0.015+0.004*
0.017+0.008*

0.024+0.009*
0.022+0.008*

MeHg 10 uM + MeHg 5 uM +

(PhSe), 1.6 uyM (PhSe), 3.1 pM

0.481+0.023"
0.481+0.030**
0.492+0.018"
0.480+0.012"
0.466+0.029"
0.402+0.027**
0.43240.018*"
0.450+0.032*"
0.462+0.036"
0.463+0.030"
0.464+0.040"
0.489+0.019"
0.469+0.038"
0.504+0.037"
0.487+0.040"
0.476+0.048"
0.479+0.036"
0.471+0.046"

MeHg 10 uM +
(PhSe), 3.1 pM

0.447+0.030"

0.305+0.052*"

0.475+0.029"
0.501+0.041"
0.4850.035"
0.009+0.008*
0.014+0.010*
0.014+0.007*
0.029+0.013*
0.5130.033"
0.518+0.015"
0.4910.029"
0.019+0.011*
0.029+0.016*
0.479+0.028"
0.458+0.036"
0.480£0.047"
0.498+0.029"
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Legend of scheme:

Scheme 1: Diphenyl diselenide (PhSeSePh) can be reduced to phenyl selenol (PhSe ), which
can form a stable inert complex with MeHg (PhSeMeHg). In addition, diphenyl diselenide
can activate the antioxidant defense system of the cell by activating the transcription factor
Yapl. Diphenyl diselenide can oxidize the sulfide groups in Yapl activating it, while
diphenyl diselenide (PhSeSePh) is reduced to phenyl selenol (PhSe’). Yapl accumulates in
the cell nucleus, where it is involved in transcription of antioxidant enzymes and other
proteins from the antioxidant defense system (SOD, CAT, Trx, GSH). Additionally, the
antioxidant properties of diphenyl diselenide could contribute to neutralize ROS production
induced by MeHg.

Legend of table:

Table 1: Effect of (PhSe), and MeHg on the growth of Saccharomyces cerevisiae (wild type
and knockout strains), in 24-hour incubation. Data are reported as means + SD of duplicate
determinations on three independent experiments. The data were analyzed using two-way
ANOVA, followed by Tukey’s test. The differences were considered to be significant when P
< 0.05. * compared with control group; # compared with MeHg group.
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Legend of figures:

Figure 1: Effect of (PhSe), and MeHg on the growth of Saccharomyces cerevisiae, in 24-
hour incubation. Data are reported as means = SD of duplicate determinations on three
independent experiments. The data were analyzed using two-way ANOVA, followed by
Tukey’s test. The differences were considered to be significant when P < 0.05. * compared

with control group.

Figure 2: Effect of (PhSe), and MeHg on production of reactive oxygen species in
Saccharomyces cerevisiae, in the range of 0.5 to 24 hours. Data are reported as means £ SD
of duplicate determinations on three independent experiments. The data were analyzed using
two-way ANOVA, followed by Tukey’s test. The differences were considered to be

significant when P < 0.05. * compared with control group.

Figure 3: Effect of (PhSe), and MeHg on production of reactive oxygen species in
Saccharomyces cerevisiae. Comparison between WT and A) Ayapl, B) Asodl, C) Asod2, D)
Agshl, E) Agsh2, F) Agpxl, G) Agpx2, H) Atrx1, I) Atrx2 and J) Atrx3, in 24-hour
incubation. Data are reported as means £ SD of duplicate determinations on three independent
experiments. The data were analyzed using two-way ANOVA, followed by Tukey’s test. The
differences were considered to be significant when P < 0.05. * compared with control group;

# compared with MeHg group.

Figure 4: Effect of (PhSe), and MeHg on cell membrane permeability in Saccharomyces
cerevisiae, in the range of 0.5 to 24 hours. Data are reported as means £ SD of duplicate
determinations on three independent experiments. The data were analyzed using two-way
ANOVA, followed by Tukey’s test. The differences were considered to be significant when P

< 0.05. * compared with control group.

Figure 5: Effect of (PhSe), and MeHg on cell membrane permeability in Saccharomyces
cerevisiae. Comparison between WT and A) Ayapl, B) Asodl, C) Asod2, D) Agshl, E)
Agsh2, F) Agpx1, G) Agpx2, H) Atrx1, 1) Atrx2 and J) Atrx3, in 24-hour incubation. Data are
reported as means £ SD of duplicate determinations on three independent experiments. The
data were analyzed using two-way ANOVA, followed by Tukey’s test. The differences were
considered to be significant when P < 0.05. * compared with control group; # compared with

MeHg group.
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Figure 6: Effect of (PhSe), and MeHg on total thiol in Saccharomyces cerevisiae, in the
range of 0.5 to 24 hours. Data are reported as means £ SD of duplicate determinations on
three independent experiments. The data were analyzed using two-way ANOVA, followed by
Tukey’s test. The differences were considered to be significant when P < 0.05. * compared

with control group.

Figure 7: Effect of (PhSe), versus MeHg on total thiol in Saccharomyces cerevisiae (wild
type), in the range of 0.5 to 24 hours. Data are reported as means + SD of duplicate
determinations on three independent experiments. The data were analyzed using two-way
ANOVA, followed by Tukey’s test. The differences were considered to be significant when P

< 0.05. * compared with control group; # compared with MeHg group.
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5 CONCLUSOES

o

De acordo com os resultados apresentados nessa dissertacdo, € possivel concluir que:

O composto disseleneto de difenila protege contra a toxicidade induzida pelo
metilmercurio, conforme observado na recuperacdo do crescimento e menores indices
de espécies reativas de oxigénio, permeabilidade de membrana e restauracdo do

conteudo intracelular de GSH, em leveduras tratadas com ambos 0s compostos;

O efeito protetor desencadeado pelo disseleneto de difenila parece estar relacionado ao
fato de ele induzir a ativacdo de algumas enzimas do sistema antioxidante das

leveduras.

Nem todas as enzimas antioxidantes analisadas tiveram a mesma participacdo ou
importancia no mecanismo de protecdo desempenhado pelo disseleneto de difenila. A
delecéo dos genes Ayapl, Asodl, Asod2, Agshl, Agsh2, Agpx1, Agpx2, Atrx1, Atrx2,
e Atrx3 levou a uma menor eficacia na protecdo em relacdo a linhagem selvagem (e
diferencas de eficacia entre si também), o que ndo foi observado com a delecédo dos
genes Aybpl, Acttl, Acatl, Agttl, Agtt2, Agtt3 e Atrr2.

Os resultados reforcam a hipotese do sequestro do MeHg pelo fenil selenol (PhSe”) do
disseleneto de difenila, com a formacdo de um complexo estavel MeHgSePh e menos
toxico.
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6 PERSPECTIVAS

Considerando-se os resultados obtidos, as perspectivas do presente trabalho dizem

respeito a:

o Investigacdo de outros mecanismos relacionados & absorcdo e excregdo do

complexo MeHgSePh;

o Investigagdo do envolvimento de outros genes e vias no mecanismo de

protecdo do (PhSe), sobre a toxicidade do MeHg;

o Ampliacdo da investigacdo para outros modelos experimentais, além das

leveduras.
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