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RESUMO 

 
As nitrorredutases compreendem uma família de proteínas conservadas 

evolutivamente e originalmente identificadas em eubactérias. São enzimas capazes de 

catalisar a redução do grupo nitro e utilizam FMN (flavina mononucleotideo) ou FAD 

(flavina adenina dinucleotídeo oxidado) como grupo prostético e NADPH (nicotinamida 

adenina dinucleotídeo fosfato reduzido) ou NADH (nicotinamida adenina dinucleotídeo 

reduzido) como agentes redutores. As nitrorredutases podem ser encontradas em bactérias 

e em menor extensão em eucariotos. Dois subgrupos de nitrorredutases foram 

caracterizados em bactérias: oxigênio-insensível ou tipo I e oxigênio-sensível ou tipo II. 

Na levedura Saccharomyces cerevisiae duas prováveis nitrorredutases, Frm2p/Hbn1p 

foram identificadas. Em relação às enzimas pertencentes à família das nitrorredutases não 

se tem conhecimento sobre a sua função biológica, bem como em relação à sua posição 

filogenética. Tendo isso em vista, o objetivo deste trabalho é esclarecer a possível função 

das proteínas Frm2 e Hbn1 de Saccharomyces cerevisiae na resposta ao estresse oxidativo, 

bem como determinar a posição filogenética e a sua presença em outros organismos 

procariotos e eucariotos. Os resultados da análise filogenética mostram que bactérias 

possuem seqüências similares a Frm2p/Hbn1p (denominadas Nr1Ap) que formam um 

clado distinto dentro da família Frm2p/Hbn1p. Análises de agrupamentos hidrofóbicos 

(HCA) e modelagem tri-dimensional foram realizadas para comparar regiões conservadas 

entre proteínas Nr1Ap e Frm2p/Hbn1p. A nitrorredutase Frm2p possivelmente esteja 

atuando na via de sinalização lipídica, enquanto a função da Hbn1p é desconhecida. 

Entretanto, alguns estudos têm indicado que as nitrorredutases podem estar envolvidas na 

resposta a estresse oxidativo. Com o objetivo de esclarecer a função de Frm2p e Hbn1p, foi 

avaliada a sensibilidade de linhagens de levedura proficientes e deficientes em ambas 
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proteínas ao estresse oxidativo, investigando a competência respiratória, as atividades de 

enzimas antioxidantes, a produção intracelular de espécies reativas de oxigênio (EROs) e a 

peroxidação lipídica. Os resultados mostram uma menor atividade basal de superóxido 

dismutase (SOD) e elevada sensibilidade a óxido de 4-nitroquinolina (4-NQO) e N-

nitrosodietilamina (NDEA), indução de mutantes citoplasmáticos (petites), produção 

intracelular de EROs e peroxidação lipídica quando expostas a estes agentes geradores de 

superóxido nas linhagens frm2∆, hbn1∆ e frm2∆ hbn1∆. Ainda podemos observar elevada 

atividade basal de catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e conteúdo de glutationa 

(GSH) nas linhagens frm2∆ e frm2∆ hbn1∆. Estas linhagens possuem menor produção de 

EROs e peroxidação lipídica quando expostas aos agentes geradores de peróxidos H2O2 e 

t-BOOH. Isso sugere que a ausência da Frm2p é o fator responsável por estas alterações 

vistas. 

Portanto, neste trabalho foi mostrada a influência das nitrorredutases Frm2 e Hbn1 

na resposta ao estresse oxidativo em S. cerevisiae, pela modulação da atividade das 

enzimas antioxidantes, SOD, CAT e GPx, bem como do conteúdo de GSH. 

Adicionalmente também foi constatado que as nitrorredutases Frm2p e Hbn1p 

provavelmente não atuam na metabolização de nitrocompostos. Estes resultados são 

consistentes com os dados encontrados na análise filogenética, que apontam estas proteínas 

como constituindo uma nova família de prováveis nitrorredutases ainda não caracterizada, 

encontrada em bactérias e fungos. 
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ABSTRACT 
 

The nitroreductase family comprises a group of FMN (flavine mononucleotide) 

ou FAD (flavine adenine dinucleotíde oxidade)-dependent enzymes able to metabolize 

nitrosubstituted compounds using the reducing power of NADPH (nicotinamide adenine 

dinucleotide fosfate reduzide) or NADH (nicotinamide adenine dinucleotide reduzide). The 

nitroreductases can be found within bacterial species and, in a less extend, in eukaryotes. 

Two types of nitroreductase subgroups were characterized in bacteria: oxygen-insensitive 

or type I and oxygen sensitive or type II. In the yeast Saccharomyces cerevisiae two 

putative nitroreductase proteins, Frm2p and Hbn1p, were described. A feature of the 

nitroreductase family is our lack of knowledge about its biological function and 

evolutionary history. Taking into account these considerations, the purpose of this work 

was to elucidate the possible participation of these enzymes in response to oxidative stress 

as well as to determine the phylogenetic position of Frm2p and Hbn1p and the presence of 

homologous sequences in other prokaryotic and eukaryotic species. In order to obtain data 

about the phylogenetic position of Frm2p/Hbn1p, we performed an in-depth phylogenetic 

analysis of these proteins. The phylogenetic analysis of these proteins showed that 

bacterial cells have a Frm2p/Hbn1p-like sequences (termed NrlAp) which form a distinct 

clade within the fungal Frm2p/Hbn1p family. Hydrophobic cluster analysis (HCA) and 

three-dimensional protein modeling allowed us to compare conserved regions among 

NrlAp and Frm2/Hbn1p proteins. While Frm2p appears to act in the lipid signaling 

pathway, the function of Hbn1p is unknown. However, some works suggests a possible 

involvement from the nitroreductases in response the stress oxidative. In order to elucidate 

the functions of Frm2p and Hbn1p, we evaluate the sensitivity of proficient and deficient 

yeast strains for both proteins for oxidative stress, considering the respiratory competence, 
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antioxidant enzyme activities, intracellular reactive oxygen species (ROS) production and 

lipid peroxidation. The results showed a weaker basal activity of superoxide dismutase 

(SOD) and higher sensitivity for 4-nitroquinoline-oxide (4-NQO) and N-

Nitrosodiethylamine (NDEA), induction of petites, ROS production and lipid peroxidation 

when exposed the these superoxide generating agents. The results showed a higher basal 

activity of catalase (CAT), glutathione peroxidase (Gpx) and reduced glutathione (GSH) 

content in the single and double mutant strains frm2∆ and frm2∆ hbn1∆. These strains 

were less ROS-producing and lipid peroxidation when exposed to peroxides-generating 

agents H2O2 and t-BOOH. Thus, the absence of Frm2p may be the event responsible for 

these alterations. Considering the data gathered in this work, we showed the influence of 

nitroreductases Frm2p and Hbn1p in response to oxidative stress in S. cerevisae yeast by 

modulation of antioxidant enzymes activities, such as SOD, CAT, GPx and GSH content. 

Additionally, it was showed that the nitroreductases Frm2p and Hbn1p are not envolved in 

the activation of nitrocompounds. Theses results are consistent with those found in the 

filogenetic analysis that indicated that theses proteins belong to the new bacterial and 

fungal Frm2p/Hbn1p nitroreductase-like family. 
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Introdução 
 
 

1 - Nitrocompostos 

 

Os nitrocompostos constituem um grande grupo de agentes químicos que são 

caracterizados pela presença de um ou mais grupos nitro (NO2
-). Por muitos anos, os essas 

substâncias são utilizadas na produção de plásticos, explosivos, produtos farmacêuticos, 

agentes microbianos, aditivos alimentares, defensivos agrícolas e também como matéria-

prima em vários processos industriais (Drzyzga et al., 1995; Samuelson, 1999). Também 

são largamente encontrados em cigarros, exaustores a diesel e partículas aéreas urbanas 

(Topinka et al., 2000). Atualmente, os nitrocompostos têm sido identificados como 

produtos de uma variedade de processos de combustão incompleta. Desta forma, são 

considerados como um importante grupo de poluentes ambientais (Tazima et al., 1975; 

McCalla et al., 1978; Spain 1995; Möller et al., 1993; De Marini et al., 1996).  

Estes compostos têm atraído muita atenção pelo seu potencial risco à saúde 

humana, pois a sua metabolização leva à formação de intermediários tóxicos, 

genotóxicos/mutagênicos ou carcinogênicos (Padda et al., 2003). Muitos nitrocompostos 

podem gerar espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio (EROs e ERNs, 

respectivamente) que podem reagir com biomoléculas (Sies & de Groot, 1993; Homma-

Takeda et al., 2002).  

As vias metabólicas que resultam na ativação desses nitrocompostos são 

complexas. A nitrorredução é o passo inicial no catabolismo de uma variedade de 

nitrocompostos, geralmente resultando em espécies mais reativas, responsáveis por sua 
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toxicidade (Padda et al., 2003). As nitrorredutases desempenham um papel central na 

ativação dos nitrocompostos. 

 

2 – Nitrorredutases  

 

As nitrorredutases compreendem uma família de proteínas conservadas 

evolutivamente e originalmente identificadas em eubactérias. São enzimas capazes de 

catalisar a redução do grupo nitro e utilizam FMN (flavina mononucleotideo) ou FAD 

(flavina adenina dinucleotídeo oxidado) como grupo prostético e NADPH (nicotinamida 

adenina dinucleotídeo fosfato reduzido) ou NADH (nicotinamida adenina dinucleotídeo 

reduzido) como agentes redutores (Bryant & DeLuca, 1991).  

Estas proteínas têm atraído um enorme interesse devido ao seu papel central na 

metabolização e conseqüentemente na toxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade de 

nitrocompostos. Apresentam ainda um potencial uso em biorremediação, sendo 

empregadas principalmente em solos contaminados com TNT, bem como na biocatálise 

(Kitts et al., 2000; Hannink et al., 2001; Kadiyala et al., 2003). Foi demonstrado que estas 

enzimas também possuem a capacidade de reduzir cromato (Ackerley et al., 2004; Kwak et 

al., 2003). As nitrorredutases apresentam aplicação clínica devido à sua capacidade de 

converter pró-drogas não tóxicas, como a CB1954 (5-aziridin-1-il-2,4-dinitrobenzamida) 

em potentes agentes citotóxicos. Dessa forma estas enzimas têm sido utilizadas nas 

terapias gene-directed enzyme prodrug therapy (GDEPT) e antibody-directed enzyme 

prodrug therapy (ADEPT) para emprego potencial no tratamento de certos tumores 

(Denny, 2002; Knox et al., 2003; Parkinson et al., 2000; Searle et al., 2004). Também 

muitos estudos têm associado as nitrorredutases à suscetibilidade a antibióticos, já que 

muitos necessitam ser ativados por estas enzimas (Margaret et al., 2001; Samuelson, 1999; 
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Han et al., 2007). Diversos testes genotóxicos, como Teste de Ames, vêm sendo realizados 

utilizando linhagens de Salmonella mutantes para nitrorredutase, deficientes ou que 

superexpressam estas enzimas, para identificar e avaliar a genotoxicidade de vários 

nitrocompostos (Carrol et al., 2002; Metosh-Dickey, 1999). Estas estratégias têm 

aumentado enormemente a sensibilidade deste teste e tem auxiliado na elucidação o 

mecanismo molecular da mutagênese de vários compostos nitroheterocíclicos e 

nitroaromáticos. 

Um aspecto da família das nitrorredutases é a falta de conhecimento sobre a 

função biológica dos seus membros. Considerando a presença de um grupo nitro em 

biomoléculas, tem sido hipotetizado que as nitrorredutases pudessem apresentar a 

capacidade reduzir 3-nitrotirosina em proteínas. Entretanto estudos realizados por 

Lightfoot et al. (2000) indicaram que NfsA e NfsB de E.coli não reduzem 3-nitrotirosina.  

Alguns estudos têm mostrado que as nitrorredutases podem estar envolvidas na 

resposta a estresse oxidativo (Benov & Fridovich, 2002; Liochev et al., 1999; Paterson et 

al., 2002; Streker et al., 2005). Em E. coli o gene nfsA é altamente induzido por paraquat, 

um conhecido oxidante que gera superóxido por ciclo redox, e está sob o controle do 

regulon SoxRS, que é reconhecidamente induzido por superóxido, atuando na regulação de 

diversos genes envolvidos na resposta a estresse oxidativo bem como na ativação de 

sistemas de reparação de DNA (Amábile-Cuevas & Demple, 1991; Pomposiello & 

Demple, 2001; Martin & Rosner, 2003). O gene nprA em Rhodobacter capsulatos é 

também induzido por paraquat (Nokhbeh et al. 2002; Pérez-Reinado et al., 2005). Algumas 

proteínas NfsA-like de Bacillus subtilis and NfrA de Staphylococcus aureus podem estar 

atuando no balanço tiólico celular sugerindo o envolvimento das nitrorredutases na 

resposta a estresse oxidativo (Sterker et al., 2005).  
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Dois grupos de nitrorredutases têm sido bioquimicamente caracterizados: as 

nitrorredutases insensíveis ao oxigênio (tipo I) que realizam uma redução seqüencial 

nitrocomposto transferindo dois elétrons do NADPH ou NADH para o grupo NO2
-, 

elevando à formação de intermediários nitroso, hidroxilamina e finalmente aminas 

primárias (Haack et al., 2001; Kobory et al., 2001; Sarlauskas et al., 2004); e as 

nitrorredutases sensíveis ao oxigênio (tipo II) catalisam a redução seqüencial do 

nitrocomposto transferindo um elétron dos agentes redutores para o grupo NO2
-, 

produzindo um radical nitro-ânion o qual reage com oxigênio e origina superóxido e 

regenerando o nitrocomposto original. Este “ciclo fútil” pode causar estresse oxidativo por 

produzir grandes quantidades de superóxido (Peterson et al., 1979; Angermaier & Simon, 

1983) (Fig. 1). 

 

 

 
Figura 1: Os mecanismos de ação das nitrorredutase. Adaptado de Koder et al. (1998). 

 

As nitrorredutases do tipo I participam da redução de uma variedade de 

nitrocompostos, incluindo nitrofuranos, nitrobenzenos, nitrofenóis, nitrobenzoatos, 

nitrotoluenos (TNT), nitroimidazóis, entre outros (McCalla et al., 1978; Kadiyala et al., 
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2003; Caballero et al., 2005; Han et al., 2007). Por sua importância, muitos estudos em 

termos de clonagem, isolamento de genes, análise estrutural das proteínas e caracterização 

funcional têm sido realizados em relação à nitrorredutases de vários organismos (Tab. 1). 

Entretanto, os genes para nitrorredutases do tipo II não foram clonados até o momento, 

assim como não foi realizado a caracterização estrutural dessas proteínas (Whiteway et al., 

1998). 

Os registros de nitrorredutases em eucariotos são bastante restritos. Em 

mamíferos existem algumas enzimas funcionalmente relacionadas com as nitrorredutases 

do tipo I, como a NAD(P)H-quinona oxidorredutase (DT –diaforase) e a xantina 

desidrogenase, mas não são filogeneticamente relacionadas, não apresentando o domínio 

característico desta família (Djuric et al., 1986; Friedlos et al., 1992). Da mesma forma, 

enzimas funcionalmente relacionadas às nitrorredutases do tipo II também são encontradas 

em diversos organismos, principalmente em eucariotos (Bryant et al., 1991) como a 

aldeído oxidase (Djuric et al., 1986), citocromo c oxidase (Djuric et al., 1986), NADPH 

citocromo P-450 redutase (Djuric et al., 1986; Orna & Mason, 1989) e outras. Entretanto, 

uma proteína com domínio de nitrorredutases foi descrita em humanos, a iodotirosina 

deiodinase, responsável por catalisar a deiodinação de mono e diiodotirosina (Friedman et 

al., 2006) (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Principais nitrorredutases caracterizadas até o momento 

 

Nitrorredutase Organismo Tipo Ref. 
 
NfrA1 (YwcG) 

 
Bacillus subtilis 

 
Oxigênio-Insensível 

 
Moch et al., 1998; Zenno et al., 1998 

NitA e NitB Clostridium acetobutylicum  Oxigênio-Insensível Kutty & Bennett 2005 
NfsI e NR Enterobacter cloacae Oxigênio-Insensível Bryant & DeLuca, 1991; Hannink et 

al., 2001; Haynes et al. 2002 
NfsA e NfsB Escherichia coli Oxigênio-Insensível Zenno et al., 1996a,1996b; Paterson 

et al., 2002 
RdxA e FrxA Helicobacter pylori Oxigênio-Insensível Kwon et al., 2000; Goodwin et al. 

1998 
Nitrobenzenoredutase Pseudomonas pseudoalcaligenes Oxigênio-Insensível Somerville et al., 1995 
PnrA e PnrB Pseudomonas putida Oxigênio-Insensível Caballero et al., 2005 
NprA e NprB Rhodobacter capsulatos Oxigênio-Insensível Pérez-Reinado et al., 2005 
SrnA e Cnr Salmonella typhimurium Oxigênio-Insensível Watanabe et al., 1990; Nokhbeh et 

al., 2002 
NfrA Staphylococcus aureus Oxigênio-Insensível Streker et al., 2005 
DrgA Synechocystis sp Oxigênio-Insensível Takeda et al., 2007 
NOX Thermus thermophilus Oxigênio-Insensível Park et al., 1993 
FRase I Vibrio  fischeri Oxigênio-Insensível Zenno et al., 1994 
Frp Vibrio harveyi Oxigênio-Insensível Lei et al., 1994 
Iodotirosina deiodinase Homo sapiens Oxigênio-Insensível Friedman et al., 2006 

 

Em Saccharomyces cerevisiae há dois genes chamados FRM2 (YCL026c-A) e 

HBN1 (YCL026c-B) que codificam duas prováveis nitrorredutases. Essa descrição foi 

realizada nesse trabalho, utilizando abordagens de análise filogenética (ver Capítulo I), 

sendo encontrado o domínio característico da família como mostrado na Fig. 2. 

 

 

Figura 2: Domínio característico de nitrorredutases encontrado nas proteínas Frm2 e 

Hbn1, utilizando o programa BLAST (Altschul et al., 1997). 
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3 – As Proteínas Frm2 e Hbn1p de Saccharomyces cerevisiae  

 

As enzimas Frm2p e Hbn1p são encontradas no núcleo e no citoplasma da célula. 

A Frm2p foi descrita primeiramente por McHale et al. (1996). Esta proteína foi 

identificada em uma triagem de mutantes que não conseguiam reprimir, na presença de 

ácido araquidônico, a expressão do gene OLE1, o qual codifica uma ∆9-ácido graxo 

desaturase, responsável pela insaturação de ácidos graxos. Neste estudo, McHale et al. 

(1996) ainda demonstraram que o gene FRM2 apresenta elementos de resposta que 

previamente foram identificados como importantes na regulação da expressão gênica em 

resposta a glicose e a certos ácidos graxos. Outro resultado importante apresentado foi a 

presença de STRE (stress response element) na região promotora do gene, os quais são 

conhecidamente envolvidos na regulação da transcrição em resposta geral a estresse 

(McHale et al., 1996). As propriedades da Frm2p sugerem que essa proteína possua uma 

função na via de sinalização de ácidos graxos e que sua expressão seja regulada por esses. 

Quanto ao gene FRM2 foi registrada a presença de um sítio de ligação a Yap2p, 

um fator de transcrição associado com resposta a cádmio e resistência a drogas, e 

confirmou-se que sua expressão é altamente dependente deste fator (Azevedo et al., 2007). 

Recentemente Kim et al. (2007) identificaram por eletroforese bidimensional (2-D) 

diversas proteínas que aumentam a sua expressão em resposta a menadiona, um conhecido 

gerador de superóxido. Entre as proteínas identificadas estava presente a Hbn1p, sugerindo 

sua participação na resposta a estresse oxidativo provocado por este oxidante.  
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4 – Espécies Reativas de Oxigênio 

 

Todos os organismos vivos aeróbios utilizam o oxigênio como aceptor final de 

elétrons na cadeia tranportadora de elétrons. A redução do oxigênio à água (Fig. 3), 

entretanto, gera subprodutos altamente reativos, conhecidos espécies reativas de oxigênio 

(EROs) (Scandalios, 2002; Halliwell & Gutteridge, 2007).  

 

 
 

Figura 3. Formação de espécies reativas de oxigênio. Adaptado de Inlay (2008). 

 

Um radical livre pode ser definido como qualquer espécie química que seja capaz 

de uma existência independente e que contenha um ou mais elétrons desemparelhados, ou 

seja, ocupando um orbital atômico molecular sozinho (Toledano et al., 2003; Halliwell, 

2006). Uma molécula pode tornar-se um radical livre, tanto ganhando como perdendo um 

elétron em uma reação química, bem como por fissão homogênea de uma ligação 

covalente. Geralmente estas espécies são instáveis, possuindo uma meia vida curta, por 

reagir rapidamente com diversos compostos e alvos celulares (Vranová et al., 2002; 

Halliwell & Gutteridge, 2007).  

Muitos termos são empregados na literatura para descrever os radicais livres e 

espécies de oxigênio. O termo EROs inclui todas as moléculas quimicamente reativas 

derivadas de oxigênio, abrangendo radicais livres como o radical hidroxil (HO•) e o ânion 
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superóxido (O2
•-), bem como não radicais, como o peróxido de hidrogênio (H2O2) oxigênio 

singlet (1O2) (Halliwell & Gutteridge, 2007).  

Nos organismos as EROs podem ser produzidas como subprodutos normais do 

metabolismo celular por conseqüência de diversas reações de transferências de elétrons. 

Cerca de 95 a 98% do oxigênio consumido durante a respiração celular é para a produção 

de energia, o restante (2 a 5% do oxigênio metabolizado), produz EROs (Halliwell & 

Gutteridge, 2007).  

As EROs formadas e degradadas por todos organismos são mantidas em certas 

concentrações, já que são importantes em determinadas funções celulares. Benefícios 

fisiológicos celulares vitais de EROs são demonstrados em diferentes áreas, incluindo 

sinalização intracelular e regulação redox (Rhee et al., 2005; Cimen, 2008). EROs podem 

atuar como segundos mensageiros independente de estresse oxidativo e na sinalização 

celular para a proliferação celular, a necrose e a apoptose (Costa & Ferreira, 2001; 

Scandalios, 2002; Leonard et al., 2004). Uma vezx que foi observado que a produção de 

EROs leva à mudanças na transcrição de genes, via regulação redox e fosforilação de 

fatores de transcrição (Halliwell & Gutteridge, 2007). A regulação de proteínas por 

oxidação e redução, como ativação e inativação de fosfatases também é fundamental na 

sinalização celular (Rhee et al., 2005; Halliwell, 2006).  

As EROs podem ser produzidas em quantidades excessivas, provocando um 

desbalanço entre geração de EROs e defesas antioxidantes, estado este denominado 

estresse oxidativo. Desta forma comprometem a integridade celular por causar danos à 

membrana, perda de função de organelas, redução na eficiência metabólica, danos na 

cromatina e mutações, levando à morte celular (Henriques et al., 2001; Scandalios, 2002; 

Valko et al., 2006).  
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4.1 - Ânion Superóxido (O2
•-) 

 

O ânion superóxido é formado a partir do oxigênio pela adição de um elétron e, 

apesar de ser um radical, não é altamente reativo. A formação de O2
•- acontece 

especialmente em ambientes aeróbios ricos em elétrons, como na mitocôndria, sendo os 

complexos I e III a maior fonte de produção deste radical (Raha & Robinson, 2000; 

Halliwell & Gutteridge, 2007). O O2
•- também pode ser gerado por algumas enzimas como 

a xantina oxidase e as flavoproteínas (Anderson, 1996; Nordberg & Àrner, 2001; Mittler et 

al., 2004). Também pode ser produzido por meio da auto-oxidação via interação com 

agentes redutores celulares (glutationa, NADH e outros) e ação de diferentes compostos 

químicos como paraquat, óxido de 4-nitroquinoleína (4-NQO) e N-nitrosodietilamina 

(NDEA) (Boveris, 1998; Cabiscol et al., 2000; Osório et al., 2003).  

O O2
•- pode gerar H2O2 e oxigênio espontaneamente ou pela ação da enzima 

superóxido dismutase (SOD) (Nordberg & Àrner, 2001; Halliwell & Gutteridge, 2007). 

Um mecanismo proposto de toxicidade do O2
•- é baseado na observação de que o 

este radical pode especificamente oxidar o sítio [4Fe-4S] de enzimas importantes no 

metabolismo energético e de aminoácidos, de maneira a inibir certas vias metabólicas. Esse 

processo pode causar a liberação do íon Fe+2 do sítio e a inativação da enzima, bem como 

levar a um dano oxidativo adicional de outros componentes celulares, uma vez que o ferro 

livre pode promover, via reação de Fenton, a formação do HO• (Srinivasan et al., 2000; 

Liochev & Fridovich, 2002; Leonard et al., 2004; Imlay; 2006) (Fig. 5). A forma 

protonada do O2
•-, radical hidroperoxil (HO2

•), sendo mais reativa do que o O2
•-, e pode 

atacar ácidos graxos insaturados, iniciando a cascata de peroxidação lipídica e ocasionar 

destruição das membranas biológicas (De Grey, 2002; Levine, 2002; Vorbach et al., 2003). 
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4.2 - Peróxido de hidrogênio (H2O2) 

 

  O H2O2 não é um radical livre, mas participa da reação que produz formas mais 

reativas como OH• via oxidação com metais de transição. Uma função importante do H2O2 

é como molécula sinalizadora. O H2O2 é formado principalmente na matriz mitocondrial 

durante o processo de redução do O2, ou pela dismutação do O2
•-, pela enzima superóxido 

dismutase (Fridovich, 1998; Halliwell & Gutteridge, 2007). Pode ainda ser produzido 

endogenamente na β-oxidação (Nordberg e Àrner, 2001; Halliwell & Gutteridge, 2007). 

 

4.3 - Radical hidroxil (HO•) 
 

Devido a sua alta reatividade com biomoléculas, o radical HO•
 
é provavelmente o 

radical capaz de causar mais danos aos sistemas biológicos do que qualquer outra ERO. O 

radical é formado pelo H2O2 na reação catalisada por íons metálicos (Fe2+ e Cu+), muitas 

vezes ligados em complexos com diferentes proteínas ou outras moléculas. Esta reação é 

conhecida como Reação de Fenton (Fig. 4) (Kakhlon & Cabantchik; 2002; Halliwell & 

Gutteridge, 2007). 
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Reação de Waber-Weiss 

 

                 Cu2+/Fe3+  +   O2
•-   →  Cu+/Fe2+  +  O2 

 

Reação de Fenton  

                    H2O2  +  Cu+/Fe2+   →  OH•+ OH- + Cu2+/Fe3+ 

 

  

Reação de Harber-Weiss/Fenton 

 

            H2O2    +   O2
•-    →   OH•

  
+   OH

-
  +   O2 

 

 
Figura 4: Representação da formação do radical HO• pelas reações de Haber 

Weiss/Fenton. Adaptado de Norberg & Árner (2001). 

 

De modo geral o HO• pode reagir por abstração de hidrogênio, transferência de 

elétrons e reações de adição. A reação deste radical com biomoléculas normalmente 

produz um outro radical de menor reatividade, o qual também pode atacar lipídios, 

proteínas e ácidos nucléicos (Boiteux et al., 2002; Valko et al., 2006; Halliwell & 

Gutteridge, 2007). 

A capacidade deste radical em lesar as células é superior às demais EROs, já que o 

organismo não dispõe de um sistema enzimático de defesa contra a HO• (Halliwell & 

Gutteridge, 2007). Por isso, a melhor defesa que a célula tem contra este radical é evitar 

que o mesmo seja gerado. Por esta razão as células mantêm um rígido controle sobre a 

homeostase metálica. O transporte de metais é altamente regulado e os íons metálicos são 
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mantidos em sua valência mais alta ou estão em alguma forma complexados a enzimas e 

proteínas onde são armazenados e/ou fazem parte funcional das mesmas (Fridovich, 1998; 

Helliwell & Gutteridge, 2007).  

 
4.4 - Oxigênio singlet (1O2) 
 

Trata-se da forma mais reativa do oxigênio molecular gerada pelo movimento de 

um elétron desemparelhado para completar uma camada quântica. Pode reagir diretamente 

com lipídios, proteínas e com o DNA. (Cadenas, 1989; Dickison & Schweizer, 1999; 

Helliwell & Gutteridge, 2007). A geração de 1O2 pode ocorrer em sistemas biológicos, mas 

requer consumo de energia através de fotoexcitação. Entretanto, fisiologicamente pode 

atuar como molécula sinalizadora em alguns casos (Holt et al., 2005). 

 
 
4.5 - Radical Peroxil (RO2

•) 
 

O radical peroxil é um peróxido orgânico e pode participar de uma grande 

diversidade de reações biológicas, assim como pode causar clivagem do DNA e 

modificação de proteínas (Valko et al., 2006). Pode ser formado pelo ataque de EROs, 

como o HO•, 1O2 ou HO2
• a compostos orgânicos ou por decomposição de peróxidos 

orgânicos (LOOH). A reatividade do RO2
• está relacionada com a parte orgânica do 

radical, sendo os radicais aromáticos menos reativos pela possibilidade de rearranjo dos 

elétrons.  Além disso ainda podem participar da reação de Fenton (Fig. 5) (Helliwell & 

Gutteridge, 2007). 
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LOOH  +  Cu+/Fe2+   →  LO•+ OH- + Cu2+/Fe3+ 

 

 

 

LOOH  + Cu2+/Fe3+  →  Cu+/Fe2+  +  LOO• +  H
+

 

 

 
Figura 5: Representação da formação do radical OH• pela reação de Fenton com o radical 

peroxil. Adaptado de Helliwell (2006) 

 

5 - Danos oxidativos nas biomoléculas  

 
Devido ao tempo entre a geração de EROs e sua destruição pelos mecanismos de 

defesa, as EROs podem existir por um tempo suficiente danificar diferentes biomoléculas, 

tais como lipídios, proteínas, carboidratos e ácidos nucléicos (RNA, DNA), 

comprometendo a integridade celular.  

 

5.1 - Danos oxidativos no DNA  

 
Mesmo apresentando estes vários níveis de defesa, o DNA não está 

completamente protegido. Aproximadamente 100 diferentes modificações em bases e 

açúcares já foram identificadas (Friedberg, 2006). No DNA, de modo geral, as EROs 

podem produzir uma série de lesões, danificando as bases nitrogenadas, desoxirriboses, 

causando quebras simples e duplas na cadeia, criando sítios apurínicos e apirimidínicos 

(sítios AP), modificações nas bases e ligações cruzadas entre DNA e proteínas. Portanto, 

os danos oxidativos no DNA podem provocar bloqueio na replicação, mutações, 
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anormalidades cromossômicas e consequentemente uma grande citotoxicidade (Cadet et 

al., 1999; Boiteux et al., 2002; Friedberg, 2006). 

Uma das mais importantes modificações de bases geradas pelo radical HO• é a 

7,8-diidro-8-oxo-2’-desoxiguanina (8-oxo-G) (Fig. 6), devido à oxidação do átomo C8 do 

anel da guanina. O 8-oxo-G é o produto de dano oxidativo de base melhor caracterizado, 

embora não cause bloqueio na síntese de DNA, é fortemente mutagênico in vitro e in vivo, 

pois a DNA polimerase α pode  incorporar deoxiadenosina monofosfato (dAMP) oposto a 

8-oxo-G, causando transversões do tipo G→T (Boiteux et al., 2002; Friedberg, 2006).  

 

 

Figura 6: Principais modificações nas bases do DNA ocasionadas por lesões oxidativas. 

Adaptado de Croteau & Bohr (1997). 
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O ataque a purinas provoca também a formação de formamidopirimidinas (Fapy), 

(Fig. 6) produtos da abertura do anel imidazólico. Em relação às pirimidinas, o radical 

hidroxil reage preferencialmente com ligações duplas C5-C6, formando glicóis de timina e 

citosina. A base oxidada 5’hidróxi-2’-desoxicitidina causa transições do tipo C→T, e a 

timina glicol causa transições do tipo T→C, sendo altamente mutagênicas. As riboses são 

alvos menos freqüentes, porém o ataque do radical hidroxila pode abstrair um dos átomos 

de hidrogênio da ribose, formando radicais que podem levar a quebra simples de cadeia, 

sítios abásicos e sítios álcali-lábeis (Brozmanová et al., 2001). 

É bem conhecida a pouca reatividade do ânion superóxido e do peróxido de 

hidrogênio com biomoléculas, entretanto, o radical HO• e o 1O2 são altamente reativos. O 

HO• pode, portanto, reagir com bases ou com as desoxirriboses, produzindo danos nas 

bases e quebras nas fitas do DNA (Helliwell & Gutteridge, 2007). A grande quantidade de 

quebras geradas por este radical é provavelmente devida ao acesso que este tem aos átomos 

de hidrogênio das desoxirriboses nas fitas do DNA (Schafer et al., 2000; Valko et al., 

2006). Pode ainda causar reações de adição nas bases do DNA levando a uma variedade de 

produtos oxidados, sendo que os mais freqüentes são 8-oxo-G e Fapy-G (Fig. 6). A 

adenina reage de maneira similar à guanina, embora as lesões sejam menos prevalentes nas 

fitas do DNA (Jaruga et al., 2001). Nas purinas pode adcionar resultando em adutos C4-

OH, C5-OH e C8-OH. Pode também adicionar nas pirimidinas nas posições C5 e C6, na 

timina e citosina, respectivamente, formando C5-OH e radicais aduto-C6-OH, seguido pela 

adição de água ou OH- e a desprotonação leva à formação de glicóis de pirimidinas 

(Dizdaroglu, 1992; Breen & Murphy, 1995). 

O 1O2 pode retirar elétrons ou pode causar ciclo-adição aos carbonos de ligação 

dupla do anel imidazol. A guanina é o alvo preferencial das lesões e o produto final mais 
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freqüente é a 8-hidroxiguanina (8-HG).  Mas, raramente, pode gerar sítios AP, alcalilábeis 

e quebras de cadeia simples em posições adjacentes à guanina (OhUigin et al., 1987; 

Dizdaroglu, 1993; Cadet et al., 1997). O RO2
• está envolvido na clivagem do DNA 

(Kanazawa et al., 2002). 

 

5.2 - Danos oxidativos em lipídios  

 
Os fosfolipídios das membranas celulares são muito sensíveis à oxidação e tem-se 

observado freqüentes marcas de danos induzidos por EROs capazes de gerar reações em 

cadeia. Os ácidos graxos insaturados contém um ou mais grupos metileno posicionados 

entre as duplas ligações cis. Esses grupamentos são altamente reativos em relação a 

agentes oxidantes, atuando como doadores de hidrogênios para radicais centrados em 

carbono, os quais reagem com o oxigênio formando radicais peroxil, cujo destino pode ser 

a conversão a hidroperóxidos. Na presença de complexos metálicos e metaloproteínas, 

ocorre redução dos hidroperóxidos de ácidos graxos produzindo radicais alcoxil, iniciando 

uma reação em cadeia responsável pela produção de diversos epóxidos, hidroperóxidos e 

compostos carbonilados, denominada peroxidação lipídica (Porter, 1986; Tang et al., 2002; 

Valko et al. 2004). 

O processo de peroxidação lipídica consiste de três estágios: iniciação, 

propagação e terminação. O produto inicial da oxidação de ácidos graxos insaturados são 

os hidroperóxidos lipídicos, mas são formados diversos intermediários. Um dos mais 

conhecidos produtos formados na peroxidação lipídica é o malondialdeído (MDA). As 

sucessivas gerações de hidroperóxidos e clivagem da cadeia de ácido graxo no carbono β 

poderiam produzir hidroperoxialdeído, e a posterior β-cisão liberaria MDA (Marnett, 

1999). Já foi visto que o MDA tem ação mutagênica em bactérias e mamíferos (Tang et al., 
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2002). Outro maior aldeído formado é o 4-hidroxi-noneal (HNE). O MDA pode reagir com 

o as bases do DNA, formando adutos, já o HNE, embora seja pouco mutagênico, mas 

parece ser o produto mais tóxico formado na peroxidação lipídica e possui um grande 

efeito em vias de transdução de sinais. Em alguns casos podem se formar adutos de etenos 

e propanos (Marnett, 1999; Tange et al., 2002; Helliwell & Gutteridge, 2007). 

O HO• ataca as membranas lipídicas e pode causar uma série de reações que pode 

levar a danos celulares, sendo inquestionável a sua capacidade de iniciar a peroxidação 

lipídica. Radicais RO2
• também são conhecidos por causar peroxidação lipídica. Esses 

radicais podem abstrair hidrogênio de uma molécula de lipídio e assim propagar o processo 

nas demais moléculas adjacentes (Valko et al., 2004; Helliwell & Gutteridge, 2007). 

O O2
•- não pode iniciar a peroxidação lipídica, mas a sua forma protonada tem-se 

mostrado muito eficiente neste tipo de reação, bem como o 1O2 (Helliwell & Gutteridge, 

2007). 

 

5.3 - Danos oxidativos em proteínas  

 
Os aminoácidos são muito sensíveis a ataques por várias EROs. Diversos estudos 

demonstram que reações de aminoácidos com HO• levam a abstração de hidrogênio da 

proteína, que pode formar diversos produtos em determinadas condições como radicais 

peroxil. O HO• pode causar clivagem da proteína por reagir com resíduos como ácido 

glutâmico, triptofano, metionina e prolina, formando diversos produtos. Pode ainda 

inativar várias proteínas, ao oxidar seus grupos sulfidril (-SH) a pontes de dissulfeto (-S-S), 

conseqüentemernte, resíduos de cisteína também são muito sensíveis a EROs (Levine & 

Stadtman, 2001; Stadtman, 2001; Helliwell & Gutteridge, 2007). 
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O 1O2 pode provocar inativação de proteínas reagindo principalmente com os 

aminoácidos histidina, tirosina, metionina, cisteína e triptofano. O O2
•- pode oxidar o sítio 

[4Fe-4S] de enzimas e levar a sua inativação. O H2O2 e os peróxidos orgânicos também 

podem oxidar esses clusters [4Fe-4S] e pontes de dissulfeto (Helliwell & Gutteridge, 

2007). 

 

6 – Agentes Indutores de Danos Oxidativos Utilizados Neste Estudo 

 

Diversos agentes são capazes de gerar espécies reativas, entre eles estão 4-NQO 

(óxido de 4-nitroquinolina); NDEA (N-nitrosodietilamina); H2O2 (peróxido de hidrogênio) 

e tert-butil-hidroperóxido (t-BOOH) 

 

6.1 – Óxido de 4-nitroquinolina (4-NQO) 

 

O 4-NQO é um conhecido agente carcinogênico, sendo considerado UV-

mimético. A ação tóxica deste composto é iniciada por redução enzimática do grupo nitro 

O 4-NQO é convertido a óxido de 4-hidroxiaminolina (4HAQO) e, finalmente, a óxido de 

4-aminoquinolina (4AQO) que serve como aceptor final de hidrogênio. Este intermediário 

pode formar monoadutos de quinolina estáveis com o DNA como 3-(deoxyadenosin-N6-

yl)-4AQO e N4-(guanosin-7-yl-4AQO) (Nunoshiba & Demple, 1993; Friedberg, 2006). 4-

NQO pode ainda ser metabolizado por nitrorredução gerando um ciclo redox, produzindo 

grande quantidade de EROs. Já foi constatado o aumento, sobretudo nos níveis de O2
•-, 

mas também de H2O2 e radicais HO•
 
em diversos modelos biológicos tratados com 4-NQO 

(Nunoshiba T & Demple, 1993). É capaz de formar lesões do tipo 8-hidroxi-2-
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deoxiguanosina (8-HG), bem como outros danos oxidativos como peroxidação lipídica 

(Arima et al., 2006; Friedberg, 2006; Srinivasan et al., 2007). 

 

6.2 – N-nitrosodietilamina (NDEA) 

 

A NDEA é um agente carcinogênico bem conhecido, capaz de produzir danos no 

DNA (principalmente O4-etiltimina) bem como induzir lesões oxidativas (8-

hidroxiguanina) e também produzir estresse oxidativo (Goto et al., 1999; Aiub et al., 

2003). Agentes N-nitroso não interagem diretamente com biomoléculas como o DNA, 

sendo que necessitam ser metabolizados, por redução do grupo nitro, para exercer o seu 

efeito tóxico (Josephy et al., 1997; Aiub et al., 2006). 

Diversos estudos têm sugerido que N-nitrosodietilamina causa estresse oxidativo 

e danos celulares pelo envolvimento de radicais livres, gerados por ciclo redox produzindo 

derivados nitrosaminas e EROs (Masuda et al., 2000; Aiub et al., 2006). Os dados obtidos 

em diversos modelos biológicos mostram que a exposição a este agente leva a um aumento 

na peroxidação lipídica (Boitier et al. 1995; Blanco et al., 1998; Bansal et al., 2005; Mittal 

et al., 2008).  

 

6.3 – Peróxido de hidrogênio (H2O2)  

 

Alguns danos celulares podem ser mediados pelo H2O2 diretamente, como a 

inativação da enzima gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (Helliwell & Gutteridge, 

2007). Já a adição de H2O2 leva a oxidação de lipídios, DNA e proteínas, mas que não pode 

ser mediada pelo H2O2 sozinho. H2O2 pode cruzar a membrana rapidamente e, já dentro da 
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célula pode reagir com íons metálicos, como ferro ou cobre, para formar muito mais EROs 

como HO• pela reação de Fenton (Helliwell & Gutteridge, 2007). 

 

6.4 – tert-butil-hidroperóxido ( t-BOOH) 

 

O t-BOOH é um análogo de cadeia curta de hidroperóxidos lipídicos, 

amplamente utilizado para induzir estresse oxidativo em um variado tipo de células. A 

toxicidade do t-BOOH é atribuída a sua capacidade de gerar radicais HO• e butoxil devido 

à reação de Fenton (Baker & He, 1991; Plazar et al., 2007). É capaz de induzir diversas 

disfunções celulares, como peroxidação de lipídios da membrana, redução dos níveis de 

GSH, oxidação de resíduos tiólicos, bem como quebras simples no DNA e danos na 

mitocôndria (Goya et al., 2007; Kanupriya et al., 2007). 

 

7 – Resposta ao Estresse Oxidativo 

 

A resposta ao estresse oxidativo é designada como o fenômeno em que a célula 

responde a alterações no estado redox devido à geração de EROs, por eventos metabólicos 

ou pela exposição a diversos agentes físicos ou químicos. Portanto, todas as células devem 

ser capazes de perceber, responder e repararem macromoléculas e inativar as EROs 

produzidas (Hohmann & Mager, 1997; Rodrigues-Pousada et al., 2004; Lau et al., 2008). 

O controle primário da resposta ao estresse oxidativo encontra-se na síntese de 

proteínas envolvidas na proteção celular, podendo ser por mecanismos transcricionais, pós-

transcricionais ou pós-traducionais ou até alterações no fluxo metabólico (Dalton, 1999; 

Rodrigues-Pousada et al., 2004; Grant, 2007; Cappellini & Fiorelli, 2008). 
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7.1 - Principais Defesas Antioxidantes 

 
Para proteger o organismo do ataque de EROs, existe uma série de sistemas de 

defesas antioxidantes que pode ocorrer por sistemas enzimáticos ou não enzimáticos. As 

estratégias de defesa compreendem três etapas, que são: a prevenção (evitar a formação de 

EROs), interceptação (neutralização de EROs gerada) e reparação (de danos ocasionados 

por EROs). A prevenção contra a formação de EROs é representada, por exemplo, pelos 

sistemas de homeostase metálica na prevenção ao estresse oxidativo. A interceptação pode 

ser representada pelos sistemas enzimáticos como superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT), glutationa peroxidase (GPx) ou não enzimáticos como glutationa (GSH), 

vitaminas, compostos fenólicos. Estes consistem em evitar que as EROs provoquem danos 

aos componentes celulares. Por último quando o dano já estiver ocorrido, existem sistemas 

capazes de repará-lo, como, por exemplo, os sistemas de reparo de DNA (Sies, 1997; Sen 

& Packer, 1996; Helliwell & Gutteridge, 2007).  

 

7.1.1 - Superóxido dismutase (SOD) 

 

A SOD foi a primeira enzima antioxidante a ser descoberta presente tanto em 

eucariotos como em procariotos. São metalo-enzimas responsáveis que catalizam a 

dismutação de O2
•- a H2O2 e oxigênio (Fig. 7) (Mittler et al., 2004; Halliwell & Gutteridge, 

2007). Há várias isoenzimas do tipo SOD, sendo classificadas de acordo com seu grupo 

prostético, podendo conter zinco, manganês ou ferro em seus sítios ativos e geralmente são 

responsáveis por compartimentos celulares distintos (Freitas et al., 2000; Henriques et al., 

2001; Culotta et al., 2006). A CuZnSOD é homodimérica e possui Cu+2 e Zn+2 e está 

presente principalmente no citosol de células eucarióticas, mas também pode ser 

encontrada nos lisossomos, núcleo, bem como nos espaços entre as membranas 
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mitocondriais interna e externa (Longo et al., 1996; Landis & Tower, 2005; Halliwell & 

Gutteridge, 2007). A MnSOD é homotetramérica e contém um íon de Mn+3 em cada uma 

das suas subunidades, está localizada primariamente na mitocôndria. A FeSOD possui um 

íon Fe+2 em seu sítio ativo e é a SOD constitutiva da maioria dos organismos eucarióticos 

(Fridovich, 1998). 

 

2 O2
•-  +  2 H+                H2O2 + O2 

 

Figura 7: Reação de dismutação do O2
•-  pela SOD 

 

Na mitocôndria, o O2
•- é formado relativamente em altas concentrações, devido à 

dispersão de elétrons da cadeia respiratória, sendo a MnSOD essencial (Halliwell & 

Gutteridge, 2007). 

A função principal das enzimas SOD seria proteger as proteínas contendo [4Fe-4S] 

da ação do O2
•-, prevenindo o acúmulo de ferro intracelular (Imlay, 2006 & 2008). Estudos 

mostram que a redução na atividade de SOD leva a uma diminuição na atividade nas vias 

de reparação e a superexpressão de SOD em células deficientes em reparo mostram um 

nível aumentado de danos na cromatina (Dizdaroglu, 1992). As análises de biologia de 

sistemas sugerem que as SODs de S. cerevisiae atuam como sensor de O2
•- sob condições 

de estresse oxidativo, ativando e controlando mecanismos específicos de reparação de 

DNA, como o reparo recombinacional e por excisão, o remodelamento da cromatina e a 

síntese de dNTPs (Bonatto, 2007). 

 

SOD 
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7.1.2 - Catalase (CAT) 
 

A CAT é uma hemeproteína que catalisa a dismutação de peróxido de hidrogênio 

em água e oxigênio (Fig. 8) (Fridovich, 1998). Como a CAT tem o H2O2 como único 

substrato, a sua atividade está intimamente relacionada com a concentração desta espécie 

reativa. A ação desta enzima envolve oxidação divalente do ferro heme (IV), acompanhada 

pela redução divalente do H2O2. Elas contêm NADPH fortemente ligado, o qual pode 

prevenir a acumulação da forma ferro (IV) da enzima, a qual é inativa (Henriques et al., 

2001). Em células eucariotas, há catalases citosólicas e peroxissomais (Halliwell & 

Gutteridge, 2007). 

 

2 H2O2                 H2O + O2 

 

Figura 8: Reação de dismutação do H2O2 pela catalase 
 

7.1.3 - Glutationa Peroxidase (GPx) 
 

A GPx clássica é multimérica e importante para a proteção contra peróxidos 

inorgânicos e orgânicos. Para sua atividade, a GPx necessita da presença de GSH e 

converte esta para o dissulfeto correspondente glutationa oxidada (GSSG) (Fig. 9). 

 

ROOH  +  2 GSH                ROH  + GSSG  + H2O 

 

Figura 9: Mecanismo catalítico da GPx 
 

Existem ainda as PHGPx (fosfolipídio hidroperoxido glutationa peroxidase), que 

são enzimas monoméricas e associadas a membrana, capazes de reduzir peróxidos 

GPx 

CAT 
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orgânicos. Essas enzimas são as principais na reparação de peróxidos lipídicos na 

membrana (Halliwel & Gutteridge, 2007). 

7.1.5 - Glutationa (GSH) 
 

A GSH é um tripeptídeo (γ-glutamil-cisteinil-glicina) que desempenha função 

fundamental na proteção das células contra danos oxidativos causados por oxidantes, 

atuando como seqüestradora de radicais (Meister, 1995; Pastore et al., 2003; Smith et al., 

2007). Está envolvida na destoxificação de peróxidos orgânicos e inorgânicos, bem como 

pode interagir com outras espécies reativas como 1O2, O2
•- e HO• (Blokhina et al., 2003; 

Halliwel & Gutteridge, 2007). A GSH tem importância em vários processos fisiológicos, 

além da proteção celular contra formação de radicais livres, como na homeostasia tiólica, 

manutenção do balanço redox da célula e defesa contra agentes eletrofilicos, como 

xenobióticos. Além disso, participa na regulação alostérica de enzimas envolvidas com o 

transporte de aminoácidos, bem como também envolvida em processos de sinalização 

celular (Thannickal & Fanburg; 2000; Dröge, 2002; Masella 2005). É utilizada por uma 

série de enzimas como GPx, glutationa-S-transferase e glutaredoxina (Meister, 1995; 

Masella et al., 2005; Halliwel & Gutteridge, 2007). 

Os mecanismos de sistemas antioxidantes atuam cooperativamente (Fig 10), onde a 

ausência de uma das defesas acarreta um desequilíbrio no estado redox da célula podendo 

levá-la a um aumento na sensibilidade a agentes oxidantes intra ou extracelular (Gralla et 

al., 1992; Dröge; 2002). 
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Figura 10. Representação esquemática da interação e localização dos mecanismos 

oxidantes e antioxidantes, na qual são mostradas as principais vias endógenas antioxidantes 

e os principais efeitos das EROs Adaptado de Engelhardt (1999) 

 

8 - A Levedura Saccharomyces cerevisiae Como Modelo de Estudo  
 

A levedura Saccharomyces cerevisiae é um fungo unicelular e tem sido 

amplamente estudada, tornando-se ferramenta importante nas pesquisas em razão da sua 

simplicidade e similaridade genética, bioquímica e funcional com mamíferos e outros 

organismos em vários aspectos. Dessa maneira, esse organismo é um modelo útil para o 
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melhor entendimento de diversas funções biológicas (Altmann & Trachsel 1994; Foury 

1997; Jeansonne 1994; Lecrenier et al. 1997; Minic et al. 2005; Smardova 1999). Além 

disso, é utilizada na indústria química e de alimentos; na indústria farmacêutica, com 

ênfase na produção de proteínas terapêuticas, incluindo proteínas humanizadas, vacinas e 

probióticos; e na tecnologia ambiental, com fins de biorremediação, tratamento de resíduos 

e recuperação do solo (Forsburg 2001; Lafon et al., 2007; Lushchak 2006; Menacho-

Marquez & Murguia 2007; Simon & Bedalov 2004; Steinmetz & Scharfe, 2002; Sturgeon 

et al., 2006).  

Algumas das propriedades que fazem a levedura particularmente apropriada para 

estudos biológicos incluem o seu rápido crescimento, segurança, possuir um sistema 

genético bem definido e mais significativamente, o conhecimento da seqüência completa 

do seu genoma. S.cerevisiae foi o primeiro organismo eucarioto a possuir o genoma 

completamente seqüenciado e depositado em bancos de dados especializados (como 

http://www.yeastgenome.org) permitindo a clonagem de diferentes genes, sua rápida 

identificação e caracterização, assim como melhor compreensão da sua função celular. 

Também existem ferramentas moleculares apropriadas para manipulação gênica e estudos 

de expressão, como o transcriptoma, proteoma, metaboloma e interatoma, bem como 

esclarecimento de diversas rotas metabólicas (Pena-Castillo & Hughes 2007; Jones et al., 

2008; Maya et al., 2008; Schuster et al., 2008).  

Por isso, não surpreende o uso de células de levedura como um sistema modelo 

com relevante contribuição para compreender o mecanismo molecular básico da resistência 

ao estresse oxidativo. 
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8.1 – Ciclo de vida e metabolismo 

 

A levedura S. cerevisiae apresenta um ciclo eucariótico típico, completo e bem 

definido. As células se dividem por brotamento logo após a duplicação de seu DNA, com 

tempo de geração de aproximadamente 90 minutos, quando incubadas a temperaturas de 

28-30ºC. Além disso, existe a possibilidade de células diplóides poderem ser induzidas à 

meiose e a uma conseqüente esporulação. A esporulação origina células haplóides que, por 

sua vez, se multiplicam por divisão mitótica e brotamento (Zimmermann et al., 1984; 

Kitamura et al., 2007; Stuart, 2008). 

Leveduras podem crescer tanto em condições anaeróbias quanto aeróbias e, 

portanto, são expostas continuamente a EROs gerados como bioprodutos do metabolismo 

(Costa & Ferreira, 2001). A S. cerevisiae pertence ao grupo das leveduras anaeróbias 

facultativas. Isto significa que fermenta hexoses como a glicose e a frutose, independente 

da concentração de oxigênio, também chamado de efeito Pasteur. A glicose é a principal 

fonte de carbono da S. cerevisiae, uma preferência que é mediada por um complexo 

processo de repressão e ativação de genes e de proteínas, usualmente conhecido como 

repressão da glicose ou repressão catabólica (Wills, 1990; Maris et al., 2000; Usaite et al., 

2008). Quando a concentração de glicose cai para menos de 0,2% no meio, há a 

desrepressão das enzimas que participam da biossíntese na mitocôndria e de outros genes 

necessários para o crescimento respiratório (de Vries & Marres, 1988; Fei et al., 2008). 

Esse crescimento apresenta fases distintas do ponto de vista metabólico e cinético (Fig. 

11). Após um breve período de adaptação em meio rico (YPD - 2% glicose), chamado de 

fase lag, as células iniciam uma divisão celular a cada hora e meia (fase exponencial), com 

energia proveniente da fermentação da glicose. Ao diminuir a disponibilidade de glicose 

no meio, ocorre a desrepressão catabólica (transição diáuxica), na qual há uma parada 
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transiente na divisão celular, enquanto as células são preparadas para o metabolismo 

respiratório. Após, ela reassume a divisão celular em um ritmo mais lento (uma divisão a 

cada três ou quatro horas), utilizando o etanol como fonte de carbono produzido durante a 

fermentação (fase pós-diáuxica). Quando todas as fontes de carbono forem exauridas, as 

células entram na fase estacionária na qual podem sobreviver por muito tempo na ausência 

de nutrientes (Fuge & Werner-Washburne, 1997; Maris et al., 2000; Usaite et al., 2008).  

 

 
Figura 11: Curva de crescimento de uma linhagem selvagem de Saccharomyces cerevisiae 
 
 

8.3 – Defesas antioxidantes em Saccharomyces cerevisiae 

 

Nos últimos anos, os estudos em Saccharomyces cerevisiae têm emergido 

importantes princípios de como as células podem responder ao estresse oxidativo (Grant, 

2001; Toledano et al., 2003). As leveduras têm esclarecido e revelado novas informações 

quanto ao papel de enzimas envolvidas na defesa contra o estresse oxidativo e na regulação 

do metabolismo redox, bem como a modulação de proteínas pelo estado redox das mesmas 

e reparo de danos oxidativos nas moléculas (Herrero et al., 2008). 
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A levedura Saccharomyces cerevisiae, pode responder de maneiras diferentes ao 

estresse oxidativo dependendo da magnitude deste. A levedura detecta o estresse por meio 

do estado redox de proteínas-chave. Em baixas doses de EROs, as células se adaptam 

tornando-se mais resistentes para oxidação, enquanto que, em altas doses há a indução de 

sistemas antioxidantes e de reparo e em doses muito elevadas há morte celular (Rodrigues-

Pousada et al., 2004). 

S. cerevisiae apresenta uma variedade de mecanismos de defesas antioxidantes. 

Possui duas enzimas superóxido dismutases: CuZnSod, localizada no citoplasma, 

codificada pelo gene SOD1; e a MnSod, localizada na mitocôndria, codificada no núcleo 

pelp gene SOD2 (Gralla & Kosman, 1992; Longo et al., 1999; Halliwel & Gutteridge, 

2007). Fenótipos mutantes de S. cerevisiae com deleção para os genes SOD1 e/ou SOD2 

providenciam informações com relação à função destas enzimas. Então, Sod2p parece ser 

importante na defesa contra o O2
•- gerado na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, 

portanto, mutantes sod2∆ são hipersensíveis a hiperóxia e crescem pobremente em 

condições respiratórias. Entretanto, Sod2p não parece ter um papel importante na proteção 

a oxidantes externos (Van Loon et al., 1986; Halliwel & Gutteridge, 2007). Os mutantes 

sod1∆ apresentam uma variedade de fenótipos incluindo crescimento reduzido em 

condições respiratórias, perda de viabilidade em fase estacionária e têm importante papel 

na defesa contra oxidantes externos, como paraquat e menadiona, ainda apresentando 

deficiência na produção dos aminoácidos lisina e metionina (Longo et al., 1996; Jensen et 

al., 2004; Halliwel & Gutteridge, 2007). 

Duas catalases foram identificadas, uma citosólica codificada pelo gene CTT1 e 

outra peroxissomal codificada pelo gene CTA1 (Izawa et al., 1996). Cta1p está envolvida 

na detoxificação do peróxido de hidrogênio gerado pela acil-CoA oxidase durante a β-
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oxidação de ácidos graxos nos peroxissomos (Hiltunen et al., 2003). Já a Ctt1p possui um 

papel não muito claro, já que os mutantes não apresentam defeitos no crescimento nem 

sensibilidade aumentada a peróxidos. Entretanto o duplo mutante apresenta 

hipersensibilidade a peróxidos (Halliwel & Gutteridge, 2007). 

Existem três GPx em levedura, Gpx1, Gpx2 e Gpx3. Entre os diferentes tipos de 

Gpx a mais importante na resposta a estresse oxidativo parece ser a Gpx3, já que o mutante 

apresenta hipersensibilidade a peróxidos orgânico e inorgânico, bem como sensibilidade a 

metais e ácidos graxos insaturados. Já as Gpx1 e Gpx2 parecem ter uma menor 

participação na resposta a este tipo de estresse (Avery et al., 2004; Basu et al., 2004; Kho 

et al., 2006; Halliwel & Gutteridge, 2007). 

O gene GSH1 codifica a γ-glutamil-cisteinil sintetase, enzima responsável pelo 

primeiro passo e ponto limitante as síntese de GSH. Os mutantes são hiperssensíveis a 

peróxidos e a outros oxidantes (Lisowsky, 1993; Brendel et al., 1998; Inoue et al., 1998; 

Smith et al., 2007). 

S.cerevisiae apresenta duas tiorredoxinas redutases (Trx1 e Trx2) citosólicas e 

uma mitocondrial (Trx3) (Trotter & Grant, 2005; Koc et al., 2006; Camier et al., 2007). 

Ainda há duas glutarredoxinas, Grx1 e Grx2, sendo presentes no citosol e a Grx2 também 

está localizada na mitocôndria (Cheng et al., 2006; Ojeda et al., 2006; Herrero & Torre-

Ruiz, 2007).  

O fator de transcrição Yap1p, homólogo ao fator humano AP1, é apontado como 

um dos mais importantes mediadores das respostas adaptativas de S. cerevisiae, 

modulando a transcrição de genes envolvidos na defesa contra oxidantes (Meister, 1995; 

Delaunay et al., 2002; Molin et al., 2007). Yap1p parece regular genes de forma direta e 

indireta. Alguns dos alvos da regulação direta que foram identificados são os genes TRX2, 
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dois genes que codificam a tiorredoxina em S. cerevisiae (Kuge & Jones, 1994; Tanaka et 

al., 2005); GSH1 codifica a γ-glutamil-cisteinil sintetase (Wu & Moye-Rowley, 1994; 

Smith et al., 2007); TRR1, que codifica tioredoxina redutase (Morgan et al., 1997; Missal 

& Lodge, 2005; Trotter & Grant, 2005); GLR1 que codifica a GSSG-redutase (Grant et al., 

1996; Wood et al., 2004). Yap2p está envolvido na regulação da resposta a resistência a 

estresse por metal e a drogas como 1,10-fenantrolina e 4-NQO, possivelmente atuando na 

resposta a estresse oxidativo (Azevedo et al., 2007). Algumas respostas mediadas por 

Yap1 exigem uma cooperação de outro fator de transcrição, o fator Skn7 (Dormer et al., 

2002; Coenjaerts et al., 2006; Brombacher et al., 2007). 

Os avanços recentes na análise genômica têm mostrado que muitos genes estão 

envolvidos nestas respostas fisiológicas. Vários genes são induzidos ou reprimidos em vias 

específicas para EROs (Alic et al., 2004). O desenvolvimento também, de diversas 

ferramentas como a construção de mutantes com deleção para genes não essenciais e 

extensivos registros de interações proteína-proteína (Winzeler, 2001; Salwisnk, 2004; 

Scherens & Goffeau, 2004). 

A utilização da bioinformática na comparação tanto de proteínas quanto de 

ácidos nucléicos vem sendo uma ferramenta extremamente importante neste estudo, pois 

permite inferir, por exemplo, os padrões estruturais de proteínas que são evolutivamente 

conservadas, detectar ou demonstrar homologias entre seqüências e/ou famílias de 

seqüências, sendo possível estabelecer correlações funcionais entre grupos ou famílias 

protéicas (Bonatto, 2005). Todas estas ferramentas estão sendo essenciais na detecção de 

novos genes e proteínas importantes para resistência e resposta ao estresse oxidativo 

(Rodrigues-Pousada et al., 2004). 
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Objetivos 

 

Objetivo geral 

 

• Avaliar a possível função das proteínas Frm2 e Hbn1 de Saccharomyces cerevisiae 

na resposta ao estresse oxidativo, bem como determinar a posição filogenética e a 

sua presença em organismos procariotos e eucariotos 

 

Objetivos específicos 

 

• Construir linhagens simples e duplo mutante de S. cerevisiae para os genes FRM2 e 

HBN1 que codificam para as duas nitrorredutases; 

• Determinar a sensibilidade das linhagens mutantes frm2∆ e hbn1∆ e da selvagem 

isogênica expostas a diferentes tipos de agentes geradores de estresse oxidativo; 

• Investigar a indução de mutantes citoplasmáticos “petites” nas linhagens mutantes 

frm2∆ e hbn1∆ e na selvagem isogênica tratadas com agentes oxidantes; 

• Verificar uma possível participação das nitrorredutase Frm2p e Hbn1p na ativação 

de nitrocompostos; 

• Avaliar o conteúdo de espécies reativas de oxigênio (ROS) gerado nas linhagens 

selvagem e mutantes sob condições de estresse oxidativo; 
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• Verificar uma possível influência das nitrorredutases no nível de peroxidação 

lipídica pelo ensaio de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS); 

• Realizar a determinação da atividade das principais enzimas antioxidantes 

(superóxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase), bem como conteúdo de 

glutationa, com a finalidade de entender a modulação das defesas celulares contra o 

estresse oxidativo mediada pelas nitroredutases; 

• Determinar o parentesco filogenético das proteínas Frm2p e Hbn1p em relação a 

nitrorredutases bacterianas e bem como a conservação evolutiva de estruturas 

primárias, secundárias e terciárias por meio de ferramentas de bioinformática. 
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b Laboratório de Genética Toxicológica 206, Instituto de Biotecnologia, Centro de Ciências Biológicas e da Saúde, Universidade de Caxias do Sul (UCS),
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Abstract

The nitroreductase family comprises a group of FMN- or FAD-dependent and NAD(P)H-dependent enzymes able to metabolize
nitrosubstituted compounds. The nitroreductases are found within bacterial and some eukaryotic species. In eukaryotes, there is little
information concerning the phylogenetic position and biochemical functions of nitroreductases. The yeast Saccharomyces cerevisiae

has two nitroreductase proteins: Frm2p and Hbn1p. While Frm2p acts in lipid signaling pathway, the function of Hbn1p is unknown.
In order to elucidate the function of Frm2p/Hbn1p and the presence of homologous sequences in other prokaryotic and eukaryotic spe-
cies, we performed an in-depth phylogenetic analysis of these proteins. The results showed that bacterial cells have Frm2p/Hbn1p-like
sequences (termed NrlAp) forming a distinct clade within the fungal Frm2p/Hbn1p family. Hydrophobic cluster analysis and three-
dimensional protein modeling allowed us to compare conserved regions among NrlAp and Frm2/Hbn1p proteins. In addition, the pos-
sible functions of bacterial NrlAp and fungal Frm2p/Hbn1p are discussed.
� 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Nitroreductases; Type I nitroreductase; Yeast Frm2p/Hbn1p; Bacterial NrlAp; Reactive nitrogen oxide species
A large number of nitroaromatic and nitroheterocyclic
derivatives (nitrosubstituted compounds) are present in
environmental samples [1,2] as a consequence of manufac-
turing processes and as antimicrobial agents [3]. In addi-
tion, nitropolyaromatic compounds have been identified
as by-products of a variety of combustion processes [4,5].
These nitrosubstituted compounds have attracted a consid-
erable health concern because their metabolization leads to
the formation of potent genotoxic and/or mutagenic
metabolites [6]. In addition, many nitrosusbtituted com-
pounds are able to generate reactive nitrogen oxide species
(RNOxS), which readily react with biological macromole-
cules [7]. The metabolic pathways that result in the activa-
tion of nitrosubstituted compounds are complex, and the
nitroreductase proteins have a central role on the activa-
0006-291X/$ - see front matter � 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
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tion of nitroheterocyclic and nitroaromatic compounds.
The nitroreductases are also biotechnologically attractive,
showing potential applications for bioremediation, bioca-
talysis, and chemotherapeutic tumor treatment [8–11].

The nitroreductases comprise a family of eubacterial
conserved sequences that catalyze the reduction of nitro-
substituted compounds using FMN or FAD as prosthetic
group and NADH or NADPH as reducing power agents
[12,13]. Until now, two types of bacterial nitroreductases
have been biochemically characterized: type I (oxygen-
insensitive) and type II (oxygen-sensitive) [13]. In Esche-

richia coli, type I nitroreductases are known to catalyze
the reduction of organic nitroaromatic and nitroheterocy-
clic compounds such as nitrofurazone and nitrofurantoin.
Two type I genes, nfsA and nfsB, were cloned and their
enzymatic activities have been characterized [14,15]. It
has been shown that paraquat strongly induces nfsA

whereas nfsB levels remain essentially unchanged [16].

mailto:diegobonatto@gmail.com
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Interestingly, the genes that codify for bacterial type II
nitroreductases have not been cloned until now [17].

The data available about the distribution of nitroreduc-
tase-like sequences in eukaryotic cells are very restricted,
but a mammalian iodotyrosine deiodinase that contains a
nitroreductase domain was described [18]. In the yeast
Saccharomyces cerevisiae two genes named FRM2

(YCL026c-A) and HBN1 (YCL026c-B) codifies for nitrore-
ductase-like proteins. The functions of Frm2 and Hbn1
proteins are not completely known, but experimental data
of McHale et al. [19] indicated that Frm2p is possibly
involved in lipid signaling pathway and cellular homeosta-
sis. Considering that the phylogenetic position of both pro-
teins is little known as well as their presence in other
prokaryotic and eukaryotic organisms, we identified and
characterized in silico a new bacterial and fungal Frm2p/
Hbn1p nitroreductase-like family. This new family was
identified by searching in bacterial and eukaryotic genomic
databases using sensitive methods of phylogenetic analysis.
Additional hydrophobic cluster analysis (HCA) and three-
dimensional protein modeling allowed us to refine the
results obtained from phylogeny and to map conserved
domains within these new nitroreductase-like proteins.

Experimental procedures

Protein data mining and sequence analyses. Sixty-one protein sequences
were obtained directly from GenBank hosted in the National Center for
Biotechnological Information (NCBI) web page (http://www.ncbi.nlm.-
nih.gov/) (Tables 1 and 2). BLAST and PSI-BLAST programs were used
for initial domain screening and comparison [20]. Moreover, the
SceFrm2p sequence (Table 1) was used as template in the Genolevures
Database (http://cbi.labri.fr/Genolevures/index.php) in order to identify
possible nitroreductase homologous sequences in unconventional yeast
species. All searches were made to saturation. Wise2 program at European
Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/wise2/) was used to iden-
tify Hbn1/Frm2 proteins from the unfinished genomic sequences of fungal
species. The parameters for prediction were: local mode; no intron bias;
splice site modeled; synchronous model; and GeneWise623 algorithm. The
theoretical pI and molecular weight of selected bacterial NrlA and fungal
Hbn1/Frm2 proteins (complete sequences) were calculated with COM-
PUTE pI/Mw program hosted in ExPASy Molecular Biology Server at
Swiss Institute of Bioinformatics (http://us.expasy.org/tools/pitool.html).
The presence of mitochondrial target signals in selected fungal Hbn1/
Frm2 proteins was analysed by MitoProt software [21].

Algorithms for sequence comparison and phylogenetic inference. Global
pair-wise multiple-alignment of members of prokaryotic NrlAp and
eukaryotic Hbn1p/Frm2p groups was performed in the CLUSTALX 1.8
program [22]. The following alignment parameters were used: gap open
penalty 10.00; gap extension 0.20; sequences >10% diverged delayed;
BLOSUM series matrix; residue-specific penalties on; and hydrophilic
penalties on. When necessary, the alignments were manually adjusted
using the BioEdit program [23].

Phylogenetic and molecular evolutionary analyses were conducted
using MEGA version 3.1 [24]. Neighbor-Joining (NJ) method was used for
phylogenetic tree searching and inference. The statistical reliability of the
phylogenetic trees was tested by interior branch analysis with 1000 repli-
cations. Moreover, the Poisson correction was applied in NJ for distance
estimation. The complete deletion option was used in handling gaps or
missing data obtained from the alignment.

Hydrophobic cluster analysis (HCA). HCA of selected protein
sequences was performed as previously published [25]. Briefly, it consisted
in displaying the primary protein structure on a duplicated a-helical net,
where the hydrophobic residues are automatically contoured. The
hydrophobic clusters observed in an HCA plot are not distributed in a
random manner, but correspond highly with the secondary protein
structures associated with conserved globular domains. Thus, HCA plots
are extremely valuable for phylogenetic inferences when protein sequences
have a weak homology (<25% of identity/similarity) or to define con-
served domains and sequence signatures in a set of homologous proteins
[25]. It should be noted that HCA, when compared with ‘linear’ or one-
dimensional methods of database screening, e.g., BLAST and PSI-BLAST
(which need, at least, >30% of aa identity/similarity over a sufficient
length), is a more effective tool to detect sequence similarity that reflects a
true three-dimensional relationship between two or more proteins [26].
Moreover, HCA has the advantage that sequence conservation can be
detected in a group of proteins without any previous one-dimensional
alignment [26,27]. Additionally, an homology score can be calculated from
HCA data as previously described by Gaboriaud et al. [27]. The program
DRAWHCA, used in such analysis, is available as a freeware at http://
bioserv.rpbs.jussieu.fr/RPBS/.

Algorithms for three-dimensional modeling. In silico three-dimensional
(3-D) modeling of SceHbn1p sequence was performed with 3D-JIGSAW
[28] threading algorithm using as template the SmuNrlAp sequence of
Streptococcus mutans (Table 1), which belongs to the bacterial NrlAp
family (Protein Data Bank Accession No. 1YW3). Three-D comparative
models were generated by UCSF Chimera software [29].
Results and discussion

Phylogenetic analysis of bacterial and fungal nitroreductase-

like proteins

With the aim of identifying new Frm2p/Hbn1p-like
sequences in bacterial and fungal species, the S. cerevisiae

Frm2p sequence (SceFrm2p) was used to query in BLAST
and PSI-BLAST programs. Our data mining of bacterial
and fungal genomes revealed new homologous proteins
similar to SceFrm2p (Table 1). We named the new bacte-
rial Frm2p/Hbn1p-like sequences as NrlA (NitroReduc-

tase-Like A sequence; Table 1). Interestingly, these new
NrlAp sequences have low similarity level when compared
to type I nitroreductases of Bacillus generum (data not
shown).

NfsA, the major type I nitroreductase from E. coli has
been purified and biochemically characterized. It can
reduce nitrofurazone generating a two electron transfer
product and has a tightly associated FMN group [15]. Puri-
fication and characterization of NfsB, a minor oxygen-
insensitive nitroreductase from E. coli has been reported
[14]. The NfsA and NfsB nitroreductases have also been
shown to function as lawsone (2-hydroxy-1,4-napthoqui-
none)-dependent azo reductases under anaerobic condi-
tions [30]. Moreover, it was reported that some NfsA-like
proteins from Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus

act in the oxidative stress response, keeping the cellular
thiol-dissulfide balance [31].

These new NrlAp/Frm2p/Hbn1p sequences were sub-
jected to a global sequence comparison followed by a phy-
logenetic analysis (Fig. 1). The phylogenetic data indicated
that both bacterial NrlAp and fungal Frm2p/Hbn1p
sequences share a recent last universal common ancestor
(LUCA), highly supported by interior branch analysis

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://cbi.labri.fr/Genolevures/index.php
http://www.ebi.ac.uk/wise2/
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Table 1
Bacterial and fungal nitroreductase-like proteins used in this study

Protein Group Species Protein name Accession No. (GenBank)

Bacterial nitroreductase-like
Acidovorax sp. AspNrlAp gij121594458j
Acinetobacter sp. AciNrlAp gij50085393j
Aeromonas hydrophila AhyNrlAp gij117617740j
Agrobacterium tumefaciens AtuNrlAp gij16119431j
Bacillus anthracis BanNrlAp gij65319266j
Bacillus cereus BceNrlAp gij52142142j
Bacillus thuringiensis BthNrlAp gij49478207j
Bacteroides fragilis BfrNrlAp gij53711523j
Bacteroides thetaiotaomicron BatNrlAp gij29348801j
Brucella melitensis BmeNrlAp gij17989117j
Clostridium acetobutylicum CacNrlAp gij15896557j
Clostridium cellulolyticum CcelNrlAp gij118725480j
Enterococcus faecalis EfaNrlAp gij29375254j
Enterococcus faecium EnfNrlAp gij69246358j
Erwinia carotovora EcaNrlAp gij50121762j
Lactobacillus brevis LbrNrlAp gij116333485j
Lactobacillus casei LcaNrlAp gij116494949j
Leishmania majora LmaNrlAp gij68130245j
Leuconostoc mesenteroides LmeNrlAp gij116618834j
Listeria innocua LinNrlAp gij16802020j
Listeria monocytogenes LmoNrlAp gij16804866j
Listeria welshimeri LweNrlAp gij116874175j
Neisseria meningitidis NmeNrlAp gij15795064j
Paracoccus denitrificans PdeNrlAp gij69937297j
Pediococcus pentosaceus PpeNrlAp gij116492034j
Pelodictyon luteolum PluNrlAp gij78186978j
Prosthecochloris vibrioformis PviNrlAp gij71482181j
Pseudomonas aeruginosa PaeNrlAp gij15597771j
Psychrobacter arcticus ParNrlAp gij71066332j
Psychrobacter cryohalolentis PcrNrlAp gij93006371j
Staphylococcus aureus SauNrlAp gij82751635j
Staphylococcus haemolyticus ShaNrlAp gij70725999j
Streptococcus agalactiae SagNrlAp gij22538047j
Streptococcus mutans SmuNrlAp gij24378768j
Thermosinus carboxydivorans TcaNrlAp gij121533904j
Trypanosoma bruceia TbrNrlAp gij72391262j

Fungal nitroreductase-like
Aspergillus clavatus AclFrm2p A gij121707539j
Aspergillus clavatus AclFrm2p B gij121713376j
Aspergillus fumigatus AfuFrm2p A gij70986358j
Aspergillus fumigatus AfuFrm2p B gij70993974j
Aspergillus fumigatus AfuFrm2p C gij70997834j
Aspergillus nidulans AniFrm2p A gij67523147j
Aspergillus nidulans AniFrm2p B gij67522793j
Aspergillus nidulans AniFrm2p C gij67523775j
Aspergillus oryzae AorFrm2p A gij83776359j
Aspergillus oryzae AorFrm2p B gij83774315j
Aspergillus oryzae AorFrm2p C gij83776268j
Aspergillus terreus AteFrm2p A gij115492421j
Aspergillus terreus AteFrm2p B gij115401210j
Candida glabrata CglHbn1p gij50285171j
Chaetomium globosum ChgFrm2p gij116198311j
Cryptococcus neoformans CneFrm2p gij58260498j
Gibberella zeae GzeFrm2p gij46109968j
Kluyveromyces lactis KlaHbn1p gij50304619j
Magnaporthe grisea MgrFrm2p gij39957916j
Neosartorya fischeri NfiFrm2p gij119479343j
Neurospora crassa NcrFrm2p gij85103226j
Saccharomyces cerevisiae SceHbn1p gij10383764j
Saccharomyces cerevisiae SceFrm2p gij10383765j
Ustilago maydis UmaFrm2p gij71015252j

a Both protozoan sequences probably were acquired by genetic lateral transfer.
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Table 2
Physico-chemical analyses of bacterial NrlA and fungal Frm2/Hbn1
proteins

Protein Group Protein name Length pI M.W. (kDa)

Bacterial NrlAp
CcelNrlAp 205 6.32 23700.9
LcaNrlAp 200 4.98 22827.7
EcaNrlAp 199 5.59 22211.2
LmaNrlAp 233 8.78 25429.7
ParNrlAp 202 5.89 22916.0
SauNrlAp 208 5.27 24034.0
SmuNrlAp 200 4.95 22384.3
TbrNrlAp 190 6.84 21208.4

Fungal Frm2p/Hbn1p
AniFrm2p A 208 6.31 23275.5
AniFrm2p B 242 9.94 27067.2
AniFrm2p C 222 5.45 24518.0
CglHbn1p 193 6.19 20741.3
KlaHbn1p 196 5.56 21080.8
NcrFrm2p 208 5.15 22886.9
SceFrm2p 193 6.51 21232.1
SceHbn1p 193 6.43 20993.8

Fig. 1. Unrooted phylogenetic tree obtained from the global alignment of
all proteins listed in Table 1. The bacterial nitroreductase-like (NrlA)
proteins compose a phylogenetically distinct group (dotted line) when
compared to fungal Frm2p/Hbn1p sequences (solid line). An asterisk on
TbrNrlAp and LmaNrlAp indicate two protozoan sequences that were
acquired from bacteria by lateral gene transfer. The unrooted tree is
supported by an internal branch analysis value of >90% and the
horizontal bar represents a distance of 0.1 substitutions per site. LUCA:
last universal common ancestor.
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(Fig. 1). Interestingly, two bacterial NrlAp sequences were
found in the genomes of the protozoan species Leishmania

major and Trypanosoma brucei, respectively (Fig. 1). We
hypothesized that these two protozoan NrlAp sequences
were acquired by lateral gene transfer. Supporting this
idea, it was reported that the anaerobic protozoan Giardia

lamblia also has an oxygen-insensitive nitroreductase with
high similarity to Clostridium acetobutylicum nitroreduc-
tase sequence [32]. Moreover, we could observe the pres-
ence of paralogous Frm2p-like sequences in the genomes
of different Aspergillus species (Table 1 and Fig. 1). The
Aspergillus paralogous Frm2p-like sequences are an indic-
ative that these proteins could have an important and pos-
sible distinct physiological roles within this genera.

The phylogenetic results obtained from the primary
structures led us to study the theoretical physico-chemical
properties of these new proteins (Table 2). The physico-
chemical data showed that bacterial NrlA and fungal
Frm2/Hbn1 proteins have an acidic pI (average pI of
6.08 and 6,44, respectively). The polypeptide chains lengths
vary from 190 to 233 aa [molecular weight (M.W.) from
21.21 to 25.43 kDa; Table 2] for bacterial NrlAp, while
the fungal Frm2p/Hbn1p sequences showed polypeptide
chains in the range of 193–242 aa (M.W. from 20.74 to
27.07 kDa; Table 2).
HCA and three-dimensional protein modeling of

nitroreductase-like sequences

An HCA comparison between bacterial NrlAp (SmuNr-
lAp and LcaNrlAp, respectively; Table 1) and fungal
Frm2/Hbn1 proteins (SceFrm2p, SceHbn1p, and
MgrFrm2p, respectively; Table 1) indicated a high degree
of similarity of secondary structures among the proteins,
being composed in a greater extent by a-helices (a1–a8;
Fig. 2). Two subdomains (subdomains 1 and 2; Fig. 2) sep-
arated by a hinge region (Fig. 2) could be clearly indentified
in all proteins analysed. Both subdomains 1 and 2 show an
average similarity score of 68% and 63%, respectively. In
addition, the Frm2p sequence of Magnaporthea grisea

(MgrFrm2p; Table 1) contains a signal peptide for mito-
chondrial location (Fig. 2), indicating a possible role of
MgrFrm2p within this organelle. We could not identify
mitochondrial targeting sequences in the yeast Frm2p/
Hbn1p, but experimental data from our laboratory shows
that yeast cells defective for Frm2p and/or Hbn1p have a
high induction of petite colonies (data not shown).

Three-dimensional modeling of SceHbn1p and SmuNr-
lAp using threading (3D-JIGSAW) algorithm was done to
corroborate the results obtained by HCA (Fig. 3A–C). It
was possible to model SceHbn1p (Fig. 3A) using the
atomic coordinates of crystalized SmuNrlAp complexed



Fig. 2. HCA of selected bacterial NrlAp and fungal Frm2p/Hbn1p sequences. Solid vertical lines separate subdomains 1 and 2 within the nitroreductase
domain. Conserved hydrophobic nucleotides as well as the mitochondrial targeting sequence in MgrFrm2p are shaded in gray. Secondary structures (a or
b) of subdomains 1 and 2 derived from HCA are shown. An average similarity score (%) calculated from HCA for each region is given at the bottom. An
arrow indicates N-terminus to C-terminus directionality. A legend for sequences and special HCA symbols is provided in the inset.
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with a FMN molecule (Fig. 3B). The superimposition of
both models allowed to identify the FMN binding site in
SceHbn1p model (E-value of 2 · 10�71; Fig. 3C). One
interesting aspect of type I nitroreductases is that they
are either monomeric or homodimeric FMN-containing
proteins with a subunit size of approximately 25 kDa and
use NAD(P)H as a reductant [13]. The crystallographic
data of SmuNrlAp (Protein Data Bank Accession No.
1YW3) also indicated that this protein occurs as a homodi-
meric protein and probably the same is true for fungal
Frm2p/Hbn1p.

The functions of Frm2p/Hbn1p are little understood,
and yeast cells mutated for FRM2 gene are sensitive to poly-
unsaturated fatty acids, e.g., arachidonic acid [19]. It was
reported recently that the FRM2 gene promoter contains
a Yap2p binding site [33], a transcriptional factor associated
with cadmium ion (Cd2+) and drug resistance [34,35]. In
this sense, the metabolism of polyunsaturated fatty acids
and Cd2+ generate large amounts of reactive species, includ-
ing reactive oxygen and nitrogen oxides species (ROS and
RNOxS, respectively), able to induce damage or loss-of-
function in biological macromolecules [36,37]. Some
RNOxS, including peroxynitrite (ONOO�) and nitryl chlo-
ride (NO2Cl), are capable of nitrating virtually all classes of
biomolecules. One of the major nitrated products formed in
the cell is 3-nitrotyrosine (3-NT) that is generated by
ONOO� and is also found in mammalian inflamed tissues,
being implicated in the promotional stage of carcinogenesis
and in many degenerative diseases [38]. Moreover, 3-NT
induces protein modification, which leads to alteration of



Fig. 3. Threading three-dimensional model of SceHbn1p (A). The SmuNrlAp 3-D model (B) was used for structure comparison with SceHbn1p (C). The
FMN-binding site is indicated by an arrow in (A), (B), and (C). A molecule of FMN is shown in (B) and (C).
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protein functions [38]. Besides protein modification by
RNOxS, DNA is also a RNOxS-target molecule, generating
nitrated DNA adducts, like 8-nitroxanthine (8-NX). 8-NX
is the major nitrated DNA adduct in NO2Cl-treated DNA
[38,39]. Once DNA is nitrated, the glycosidic bonds of these
nitrated DNA adducts are labile and tend to form the muta-
genic apurinic sites [38,39].

Considering the presence of a nitro group in biological
macromolecules, it has been postulated that NfsB may also
be able to reduce the 3-NT residues in proteins [16]. How-
ever, a study performed by Lightfoot et al. [40] indicated
that both NfsA and NfsB of E. coli do not reduce 3-NT.
Interestingly, E. coli does not possess a NrlAp-like
sequence, and accumulate nitrated proteins within the cell
[40]. On the other hand, there are evidences that eukaryotic
cells are capable to degrade and/or repair nitrated proteins
and DNA at higher rates than unmodified molecules [41].
Considering the data gathered about bacterial NrlA and
fungal Frm2/Hbn1 proteins in this work, we could think
that these proteins can act keeping the oxidative and/or
nitrosative balance within these cells. Experimental data
from our laboratory have indicated that yeast cells single
or double mutant for FRM2 and HBN1 genes are extremely
sensitive to nitrosative substances, like 4-NQO (manuscript
in preparation), corroborating our sequence analyses data.
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Abstract 

The nitroreductase family comprises a group of FMN or FAD-dependent 

enzymes able to metabolize nitrosubstituted compounds using the reducing power of 

NAD(P)H. The nitroreductases could be found within bacterial species and, in a less 

extend, in eukaryotes. There are few informations concerning the biochemical functions of 

nitroreductases. Some works suggests a possible involvement from the nitroreductases in 

response the stress oxidative. In the yeast Saccharomyces cerevisiae two nitroreductase 

proteins, Frm2p and Hbn1p, were described. While Frm2p appears to act in the lipid 

signaling pathway, the function of Hbn1p is completely unknown. In order to elucidate the 

functions of Frm2p and Hbn1p, we evaluate the sensitivity of proficient and deficient yeast 

strains for both proteins for oxidative stress, considering the respiratory competence, 

antioxidant enzyme activities, intracellular reactive oxygen species (ROS) production and 

lipid peroxidation. The results showed a weaker basal activity of superoxide dismutase 

(SOD) in frm2∆, hbn1∆ and frm2∆ hbn1∆ strains and higher sensibility, increase of 

intracellular ROS production and lipid peroxidation when exposed the superoxide 

generating agents, 4-nitroquinoline-oxide (4-NQO) and N-Nitrosodiethylamine (NDEA), 

present also elevated induction of petites. However, the basal activity of catalase (CAT), 

and glutathione peroxidase (Gpx) and glutathione (GSH) content were higher in the frm2∆ 

and frm2∆ hbn1∆ strains and were less ROS-producing and lipid peroxidation when 

exposed to peroxides. In addition, we verified that Frm2p and Hbn1p nitroreductases 

appears to be not involved in the activation of nitrocompounds. 

 

Keywords 

Saccharomyces cerevisiae; Frm2p; Hbn1p; nitroreductases; reactive oxigen species. 
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Introduction 

 

Nitroaromatic and nitroheterocyclic derivatives (nitrosubstituted compounds) 

constitute an enormous range of chemicals that are characterized by the presence of one or 

more nitro groups on a heterocyclic or aromatic nucleus. For many years nitro-substituted 

compounds have been used as pharmaceuticals, pesticides, herbicides, explosives, 

antimicrobial agents, food additives and raw materials in several industrial processes, 

becoming, and as a result comprise an important group of environmental pollutants 

(Tazima et al., 1975; McCalla et al., 1978; Spain 1995). In addition, nitropolyaromatic 

compounds have been identified as by-products of a variety of combustion processes 

(Möller et al., 1993; De Marini et al., 1996). There is a human health concern in regard to 

all of these compounds because their metabolization leads to the formation of potent 

genotoxic and/or mutagenic metabolites (Padda et al., 2003). In addition, many 

nitrosusbtituted compounds are able to generate reactive nitrogen oxide species (RNOxS), 

which readily react with biological macromolecules (Sies & de Groot, 1993; Homma-

Takeda et al., 2002). The metabolic pathways that result in the activation of 

nitrosubstituted compounds are complex, and the nitroreductase proteins have a central 

role on the activation of nitroheterocyclic and nitroaromatic compounds. Research on these 

proteins has been of significant interest due to their central role in mediating 

nitrosubstituted compounds toxicity, mutagenicity and carcinogenicity, potential 

applications in bioremediation, biocatalysis and bioactivating of a range of prodrugs in 

cancer chemotherapy (Kitts et al., 2000; Hannink et al., 2001; Kadiyala et al., 2003; Searle 

et al., 2004). Recently, it has been shown that these enzymes have also chromate reduction 

activity (Ackerley et al., 2004; Kwak et al., 2003). 



 

57 

The nitroreductases comprise a family of conserved sequences originally 

discovered in eubacteria and grouped together according to sequence similarity. These 

enzymes are capable of catalyze the reduction of nitrosubstituted compounds using FMN 

or FAD as prosthetic group and NADH or NADPH as reducing power agents (Bryant & 

DeLuca, 1991). Until now, two types of bacterial nitroreductases have been biochemically 

characterized: (i) type I (oxygen-insensitive), which catalyze the reduction of nitro groups 

by sequential two-electron reductions to nitroso, hydroxylamine intermediates and finally 

primary amine (Haack et al., 2001; Kobory et al., 2001; Sarlauskas et al., 2004); and (ii) 

type II (oxygen-sensitive), catalyzes one electron reduction of the nitro group, which 

produces a nitro anion radical, and this radical subsequently reacts with oxygen forming a 

superoxide radical and regenerating the original nitroaromatic compound. This “futile 

cycle” can cause oxidative stress by producing large amounts of superoxide (Peterson et 

al., 1979; Angermaier & Simon, 1983). Type I nitroreductases are known to catalyze the 

reduction of organic nitroaromatic and nitroheterocyclic compounds such as nitrobenzene, 

TNT, nitrofurazone, metronidazole and nitrofurantoin (McCalla et al., 1978; Kadiyala et 

al., 2003; Caballero et al., 2005; Han et al., 2007). Type I genes of Escherichia coli 

(Zenno et al., 1996a; 1996b), Salmonella typhimurium (Watanabe et al., 1990; Nokhbeh et 

al., 2002), Enterobacter cloacae (Bryant & DeLuca, 1991; Haynes et al., 2002), 

Helicobacter pylori (Goodwin et al., 1998), have been cloned and their activities have been 

characterized. Interestingly, the genes that codify for bacterial type II nitroreductases have 

not been cloned until now (Whiteway et al., 1998). 

The data available about the distribution of nitroreductase-like sequences in 

eukaryotic cells is very restricted. In the yeast Saccharomyces cerevisiae two genes named 

FRM2 (YCL026c-A) and HBN1 (YCL026c-B) codifies for putative nitroreductase-like 
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proteins, as recently we identified and characterized using in silico analysis (de Oliveira et 

al., 2007). 

A feature of the nitroreductase family is our lack of knowledge about the 

biological function of protein members. Some works suggests a possible involvement from 

the nitroreductases in response the stress oxidative (Liochev et al., 1999; Paterson et al., 

2002; Streker et al., 2005). The functions of Frm2 protein is not completely known, but 

experimental data of McHale et al., (1996) indicated that Frm2p is possibly involved in 

lipid signaling pathway and cellular homeostasis. The function of Hbn1p is completely 

unknown. Considering the lack of knowledge about the biochemical functions of 

nitroreductases and the possible participation of these enzymes in response stress 

oxidative, the aim of the present study was to investigate the influence of the proteins Frm2 

and Hbn1 in redox homeostasis in Saccharomyces cerevisiae. For this purpose, we 

evaluate the sensitivity of S. cerevisiae strains proficient and deficient in Frm2p and Hbn1p 

to oxidative agents and investigated the respiratory competence, antioxidant enzyme 

activities, intracellular reactive oxygen species (ROS) production and lipid peroxidation. 
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Materials and Methods 

 
 
Chemicals 

 

   The 4-nitroquinoline-oxide (4-NQO), N-Nitrosodiethylamine (NDEA), hydrogen 

peroxide (H2O2), tert-butyl hydroperoxide (t-BOOH), 1,6-dinitropyrene (1,6-DNP), 

reduced glutathione (GSH), oxidized glutathione (GSSG), NADPH, glutathione reductase, 

thiobarbituric acid (TBA), trichloroacetic acid (TCA), phenylmethylsulfonyl fluoride 

(PMSF), 5,5-dithionitrobenzoic acid (DTNB), 2,7-dichlorofluorescin diacetate 

(DCHFDA), nitroblue tetrazolium (NBT), Dioxin, 2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride 

(TTC), amino acids (L-histidine, L-threonine, L-metionine, L-tryptophan, L-leucine, and 

L-lysine), bases (adenine and uracil) were purchased from Sigma (Saint Louis, MO, 

USA).Yeast extract, bacto-peptone, and bacto-agar were obtained from Difco Laboratories 

(Detroit, MI). 

 

Yeast strains, media and growth conditions 

 
The yeast S. cerevisiae strains used in this work are all isogenic derivatives of wild-

type (WT) strain BY4741 (Table 1). Complete YPD medium containing 0.5 % (w/v) yeast 

extract, 2% (w/v) bacto-peptone, and 2% (w/v) glucose was used for routine growth of 

yeast cells (yeast fermenting cells). Whenever necessary was used YPG medium 

containing 0.5% (w/v) yeast extract, 2% (w/v) bacto-peptone, and 3% (w/v) glycerol (yeast 

respiring cells). For plates, the medium was solidified with 2% (w/v) bacto-agar. The 

minimal medium (MM) containing 0.67% (w/v) yeast nitrogen base without amino acids, 

2% (w/v) glucose, and 2% (w/v) bacto-agar was supplemented with the appropriate amino 

acids. The synthetic complete medium (SynCo) was supplemented with 2 mg of adenine, 2 
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mg of arginine, 5 mg of lysine, 1 mg of histidine, 2 mg of leucine, 2 mg of methionine, 2 

mg of uracil, 2 mg of tryptophan, and 24 mg of threonine per 100 mL MM. The SynCo 

medium without uracil (SynCo-ura) was used for selection of yeast transformant cells. All 

yeast strains were grown in complete YPD medium at 30 °C for 48 h with aeration by 

shaking, until stationary phase. 

 

Disruption of HBN1 gene 

The strains hbn1∆ and the double mutant frm2∆ hbn1∆ were generated by the one-

step gene replacement as described by Rhotstein (1983). Briefly, the gene URA3 was 

amplified by PCR from YCpLac33 vector (Gietz & Sugino, 1988) using the following 

oligonucleotides: HBN1-S 

(5´atgtctgctgttgcaacttatttgaaaactttaactgctACCGAGGAACTCTTGGTATT3´) and HBN1-A 

(5´ttaattgaagatttcaacatcgtttttgatgtaggtcttCGCACATTTCCCCGAAAAGT3´). Lowercase 

letters indicate the flanking region for HBN1 gene, while uppercase letters represent the 

first 20 nt complementary to URA3 sequence. Haploid BY4741 and frm2∆ strains ware 

transformed with PCR product by lithium acetate/ssDNA protocol, as described by Gietz 

& Woods (2002). Transformants were selected in SynCo-ura medium. 

Yeast survival curves 

  Stationary phase cultures were obtained by the inoculation of S. cerevisiae strains 

in liquid YPD. After 48 h at 30 °C the cells were harvested by centrifugation (1 min/1,500 

g), washed twice in phosphate buffer (PBS 0.067M pH 7.0), the cell density was 

determined microscopically by using a Neubauer counting chamber and resuspended in the 

same buffer at final density of 2 × 107 cells mL-1.  
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  Cells were treated with 4NQO at exposure concentrations from 0 to 0.3 µg mL-1 

(v/v), with NDEA at the concentration range from 0 to 500 mM, with varying amounts of 

H2O2 (0-5 mM) and t-BOOH at exposure concentrations from 0-5 mM, for in phosphate 

buffer (PBS 0.067M pH 7.0) for 2 h in a rotatory shaker at 30 ºC 

After treatments, the suspensions were serially diluted to 2 × 103 cells mL-1, plated 

on solid medium and incubated at 30 °C for 3 d. The number of colonies was conted to 

measure a survival rate.  

 

Determination of yeast respiratory deficient colonies (petites) 

The yeast petites colonies were examined for their ability to reduce TTC. For this 

assay, the suspensions were serially diluted to 2 × 103 cells mL-1, plated on solid medium 

YPG and incubated at 30 °C for 3 d. Then, 0.5% (w/v) TTC was dissolved in premelted 

agar [1.2% (w/v)] at 48 °C and overlaid on the yeast colonies. Reduction of TTC 

(colorless) requires the activity of the respiratory chain and leads to production of an 

insoluble red pigment (Ogur et al., 1957). 

 

Preparation of yeast cell-free extracts 

Crude yeast extracts were prepared by glass bead lysis as follows: cells were 

suspended in lysis buffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 50 mM EDTA, pH 7.2) with an 

equal volume of acid-washed 425-600 µm glass beads and PMSF, vortexed for 10-15 

cycles (30 s each), followed by 30 s of cooling. The mixture was then microcentrifuged for 

5 min at 6,000 g to remove the cellular debris and glass beads (Longo et al., 1996). The 

supernatant was kept on ice for immediate use. Protein concentration was determined by 

the Bradford assay (Bradford, 1976). 
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Antioxidant enzyme activities estimations 
 

Total superoxide dismutase (SOD) activity was assessed by quantifying the 

inhibition of superoxide-dependent adrenaline auto-oxidation by spectrophotometry at 480 

nm, as previously described Misra & Fridovich (1972). The results of SOD were expressed 

as U SOD/mg protein. Catalase (CAT) activity was assayed by measuring the decreasing 

rate of H2O2 absorbance at 240 nm (Aebi, 1984). The results of CAT activity were 

expressed as U CAT/mg protein. Glutathione peroxidase (GPx) activity was determined by 

measuring the rate of NAD(P)H oxidation at 340 nm, as described by Flohé & Günzler 

(1984). The results of GPx were expressed as mM NADPH/min/mg protein. Total 

glutathione (GSH plus GSSG) was measured by photometric determination of 5-thio-2-

nitrobenzoate (TNB), which was produced from DTNB in a kinetic assay, according to 

Akerboom & Sies (1981). The results were expressed as % GSH in relation the WT. 

 
 
Determination of yeast intracellular ROS production  

 

Intracellular ROS production was determined by the 2′,7 

dichlorodihydrofluorescein diacetate, DCFH-DA -based real-time assay using intact living 

cells, as described by Wang & Joseph (1999). The procedure for intracellular superoxide 

production as done by NBT reduction as described by Nabi & Islam (2001). Briefly, 6 × 

104 cells mL-1 suspensions were incubated for 30 min with 100 µM DCFH-DA dissolved 

in PBS to allow cellular incorporation or incubated for 30 min at 30 °C and aliquots of 

NBT was added into the cells and incubated for 1 h at 30 ºC. Then, cells were centrifuged, 

and pellet was resuspended in PBS containing the drugs to be tested. The cells were 

centrifuged, and pellet was resuspended in PBS containing the drugs to be tested. The 

DCFH-DA oxidation and NBT redution was monitored with 5 min interval at 30 °C from 
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the fluorescence emission intensity in a 96-well plate fluorescence reader with an emission 

wavelength set at 535 nm and 560 nm, respectively. Fluorescence values were expressed as 

units arbitrary. 

 
 
Thiobarbituric acid reactive species (TBARS) 

 

As an index of ROS production we used the formation of a thiobarbituric acid 

malondialdehyde (TBA-MDA) complex during an acid-heating reaction, which is widely 

adopted as a sensitive method for measurement of lipid peroxidation, as previously 

described (Draper & Hadley, 1990). Briefly, the supernatants of crude extracts were 

precipitated with 10% (w/v) TCA centrifuged for 5 min at 1,000 g. The 300 µL 

supernatants were mixed with 100 µL of 10% TCA and 600 µL of 0.67% TBA, and then 

heated in a boiling water bath for 15 min. TBARS were determined by the absorbance in a 

spectrophotometer at 532 nm. Results are expressed as nmol TBARS/mg protein. 

 

Yeast drop assay for 1,6-DNP sensitivity 

The 1,6-DNP sensitivity of yeast strains was determined by the drop test standard 

technique. Briefly, yeast cultures in an early stationary phase of growth (1 × 108 cells mL-

1) were obtained after 2 d of growth in YPD media at 30°C. The yeast cultures were 

serially diluted (1:10 at each step) in phosphate buffer and 10 µL of each suspension was 

plated on SynCo media supplemented with 1,6-DNP at concentrations range 0-700 �g mL-

1 (v/v). Negative controls were done on media without 1,6-DNP. Plates were photographed 

after 2 d of growth at 30 °C. 
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Statistical analysis  

All assays were performed three independent times, each carried out in triplicate. 

The statistical analyses of the data were performed using one-way analysis of variance 

(ANOVA)–Tukey’s multiple comparison tests. P-values under 0.05 were considered 

significant. Data were expressed as means ± SD values. 

 

Results 

 

The nitroreductases Frm2p and Hbn1p are involved in the defense against 

oxidative stress  

  With the purpose to analyse the role of Frm2p and Hbn1p against oxidative stress, 

we exposed the stationary cultures of yeast strains WT, frm2∆, hbn1∆ and frm2∆ hbn1∆ to 

increasing concentrations of 4-NQO, NDEA, H2O2 and t-BOOH. The survival data showed 

that the single mutant frm2∆ is sensitive to the nitrocompounds 4-NQO (Fig. 1A) and 

NDEA (Fig. 1B). Being tolerant to the inorganic and organic peroxides tested (Fig. 1C and 

D). On the other hand, hbn1∆ mutant is sensitive to nitrocompounds (Fig. 1A and B) and 

displays the same WT phenotype against H2O2 and t-BOOH (Fig. 1C and D). The double 

mutant frm2∆ hbn1∆ shows an increased sensitivity FOR 4-NQO and NDEA (Fig. 1A and 

1B) when compared to the single mutants, while it shown the same response peroxides 

cytotoxicity (Fig. 1C and 1D). 

 

The frm2∆ and hbn1∆ mutants are defective in respiratory competence 

The ability of yeast cells to reduce TCC is an important indicative of competence 

respiratory, which is a parameter that changes in the mutant cells when they present 

disturbances in the homeostase redox cellular. In this sense, it was possible verify that the 
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single and double mutants strains have an increase in the formation of  petites when 

compared to WT (Fig. 2), indicating total or partial loss of respiratory capacity. 

 

Yeast mutants for Frm2p and Hbn1p shows alterated antioxidant enzymes 

activity and reduced GSH levels 

In order to determine the possible mechanisms that can contribute to the phenotypic 

response for oxidative agents of frm2∆, hbn1∆ and frm2∆ hbn1∆ strains, we measured the 

basal enzymatic activity of SOD, CAT, GPx and the content of GSH. Interestingly, it was 

possible to observe that the all mutant strains shown a diminished basal activity of SOD 

when compared to wt cells with a following decreasing order WT > frm2∆ > hbn1∆ > 

frm2∆ hbn1∆  (Fig. 3A). By its turn, the activities of CAT (Fig. 3B) and GPx (Fig. 3C), as 

well as the contents of GSH (Fig. 3D) are increased on the mutants frm2∆ and frm2∆ 

hbn1∆. 

 

ROS generation and lipid peroxidation shows differents profiles in single 

and double mutants challenged against oxidative-generating agents  

To determine the alteration on production of ROS and oxidative damage in mutants 

strains compared to WT, it was measured the production of the ROS by DCFH-DA and 

superoxide by NBT assays, as well as the index of the lipid peroxidation by TBARS (Fig. 

4A to 4D). DCFH-DA is known to enter the cells and react predominantly with highly 

oxidizing species of ROS such as hydroxyl radicals (HO•), hydroperoxides or reaction of 

H2O2 with peroxidase, cytochrome c, or Fe2+  thus producing the fluorophore 

dichlorofluorescein (DCF) (Rothe & Valet, 1990; LeBel et al., 1992; Huang et al., 1993; 

Royall JA & Ischiropoulos, 1993). Firstly, in response the treatment with 4-NQO (Fig. 4A) 
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and NDEA (Fig. 4B), the single and double mutant frm2∆, hbn1∆ and frm2∆ hbn1∆  

generate ROS in major intensity that isogenic WT. The double mutant displayed an 

increased level of ROS compared to single mutants when exposed these oxidants (Fig. 4A 

and 4B). In response to H2O2 and t-BOOH (Fig. 4C and 4D), the single mutant frm2∆ and 

the double mutant exhibited a low production of ROS, while the single mutant hbn1∆ have 

the same pattern of WT strain. 

The DCFH-DA method is not recommended to measure formation superoxide in 

cells because this radical is unable to oxidize DCFH directly and the oxidation of this 

compound leads to the formation of superoxide, leading to an error in superoxide 

determination (Rota et al., 1999). In this sense the generation of superoxide was evaluated 

using the NBT reduction assay (FIG. 5). The mutant strains showed an increase level of 

superoxide in relation to WT while exposed for 4-NQO and NDEA, being the major levels 

observer on mutant frm2∆ hbn1∆. However in exposure the H2O2 and t-BOOH there was 

no alteration in relation to basal levels (Fig. 5C and 5D). 

In relation to the lipid peroxidation, a higher level of TBARS was shown by the 

simgle and double mutant strains when exposed to 4-NQO and NDEA (Fig. 6A and 6B). It 

should be noted that the level of ROS and TBARS appears to be dose- and strain-

dependent. However, when the cells were exposed to H2O2 and t-BOOH the level of 

TBARS is diminished in both single and double mutant frm2∆ (Fig. 6). 

In none of the tests observed difference among the levels basal of strains, for ROS 

production and lipid peroxidation (Fig. 4; 5 and 6). 
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Evaluation of nitrocompounds reduction by yeast strains proficient and 

deficient for Frm2p and Hbn1p 

To evaluate the roles of Frm2p and Hb1p nitroreductases in the reduction of 

nitrocompounds, the yeast strains were treated with 1,6-DNP. Nitropyrenes are, in general, 

activated by bacterium nitroreductases (Carroll et al., 2002; Salamanca-Pinzón et al., 

2006) generating cytotoxic compounds. In this sense, all strains tested did not shown 

sensitivity to 1,6-DNP (Fig. 7), strongly suggesting that there was no activation of this 

chemical agent.  

 

Discussion 

 

A peculiar feature of the nitroreductase family is our lack of knowledge about the 

biological function of protein members. It has been postulated that NfsB may also be able 

to reduce the 3-nitrotyrosine (3-NT) residues in proteins (Liochev et al., 1999). However, a 

study performed by Lightfoot et al. (2000) indicated that both NfsA and NfsB do not 

reduce 3-NT. Some works suggests a possible involvement from the nitroreductases in 

response the stress oxidative (Liochev et al., 1999; Paterson et al., 2002; Streker et al., 

2005). For example the nfsA gene of E. coli, which codify for a nitroredutases type I, is 

part of the SoxRS regulon and is strongly induced by paraquat (Liochev et al., 1999; 

Paterson et al. 2002), a known superoxide generator (Hassan & Fridovich, 1978; Bagley et 

al., 1986). In addition, the snrA in Salmonella typhimurium and nprA in Rhodobacter 

capsulatos are also inducible by paraquat (Nokhbeh et al. 2002; Pérez-Reinado et al., 

2005), while some NfsA-like proteins from Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus 

helps to keeps the cellular thiol-dissulfide balance (Sterker et al., 2005). Taking into 

account these data, and considering the phylogenetic position of Frm2p and Hbn1p as 
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described by de Oliveira et al. (2007), it was verified an possible action of both proteins in 

oxidative stress response in Saccharomyces cerevisae. 

For is purpose, it was used 4-NQO and NDEA, both superoxide generating 

compounds that divert electrons from NADPH to O2 to generate a flux of superoxide 

(Nunoshiba & Demple, 1993; Aiub et al., 2006). It was also tested H2O2 and t-BOOH, as 

peroxide-generating substances. In a first moment the sensitivity of the strains to 

superoxide and peroxide was evaluated by survival assay. The mutants showed a higher 

sensitivity to the oxidant agents 4-NQO and NDEA (Fig. 1A and 1B). Interestingly a 

higher sensitivity of these strains to other oxidants like 1-chloro-2,4-dinitrobenzene 

(CDNB) and pentachlorophenol (PCP) and also to methyl methane sulfonate (MMS) were 

also verified (data not show). This different sensitivity can be partially explained by the 

reduced SOD activity level in mutants (Fig. 3A). This can be reinforced by the fact that 

mutants SOD have showed a higher sensitivity in several biological models to 4-NQO, 

PCP, CDNB and MMS (Hassan & Fridovich, 1978; Gralla & Kosman, 1992; Nunoshiba & 

Demple, 1993; Huang et al., 1997; Mutoh et al., 2005). Interestingly, Gaudu et al. (1994) 

show witch E. coli strain deficient for the Fre protein nitroreductase-like has a slightly but 

significantly diminished basal level of sodA gene expression. 

It is well characterized the higher sensitivity of SOD mutants to superoxide and 

consequently to drugs that can generate this radical by redox cycle, in diverse biological 

models (Hassan & Fridovich, 1978). The superoxide increase can generate others ROS like 

HO2
•, H2O2 and HO• that can initiate autocatalytic lipid peroxidation (Levine, 2002; 

Temple et al., 2005; Halliwell & Gutteridge, 2007). This fact can partially explain the 

increase of ROS (Fig. 4A and 4B; 5A and 5B) and TBARS (Fig. 6A and 6B) found in the 

nitroreductase mutant cells when exposed to 4-NQO and NDEA. Consistently, yeast cells 
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deficient for sods have increased levels of ROS and peroxidation lipid during oxidative 

stress conditions (Freitas et al., 2000; Srinivasan et al., 2000; Pereira et al., 2003). 

The importance of nitroreductases Frm2p and Hbn1p for respiration was also 

determined. During respiration, mitochondria are the major sources of the superoxide in 

the cell (Boveris & Chance, 1973; Liu 1997) and it was possible to observe that yeast cells 

defective for Frm2p and Hbn1p have a high induction of petite colonies (Fig. 2), probably 

due to the reduced SOD activity.  Indeed, it has alreay been shown mutants sod present 

increased induction petites (Longo et al., 1994). With respect to the second type oxidative 

stress generator used in this study, peroxides, H2O2 and t-BOOH, a different pattern of 

action was observed. The mutants frm2∆ and frm2∆ hbn1∆, showed a higher level of CAT, 

GPx enzymes activities and the GSH content (Fig. 3B, 3C and 3D), leading a reduction in 

the level ROS (Fig. 4C and 4D) and lipid peroxidation (Fig. 6C and 6D) in these strains 

when exposed to peroxides. These results give support to the survival experiments (Fig. 1). 

Thus, the absence of Frm2p may be the event responsible for an alteration in the increasing 

CAT, GPx activity and GHS basal levels. Curiously, Manfredini et al. (2004) found 

increased GPx activity in double mutant sod1∆ sod2∆, and also an increase in the GSH 

level in mutant sod1∆, while CAT remained not alterated. Unfortunately, the results 

obtained in this work cannot be explained through a compensatory mechanism among 

antioxidant enzymes, considering that the strain hbn1∆ shows a lower SOD activity, but 

have normal levels of the other enzymes and GSH.  

Another interesting aspect is that all strains tested did not show difference in the 

level of basal production of ROS and peroxidation, suggesting that the alterations in the 

enzymatic activities do not affect the ROS level in physiologic conditions. On the other 

hand, the yeast nitroreductase-like appears important in oxidant situations or when the cell 
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activates the mechanisms needed to maintain the intracellular redox balance in such 

conditions. Manfredini et al. (2004) found higher lipid peroxidation levels in single mutant 

sod1∆ and sod2∆, but in double mutant the level remains the same. 

These Frm2p and Hbn1p action is not dependent of the metabolic condition and 

have shown the same sensitivity response pattern in both stationary and exponential growth 

conditions, and in fermentative and respiratory metabolism (data not shown). These data 

indicate that the gene expression of these nitroreductases might be constitutive and not 

dependent of the physiological state of the cell.  

The data also suggests that the yeast nitroreductases are not involved in the 

reduction of nitrocompounds, which can be observed in the drop test assay in culture 

medium containing 1,6-DNP (Fig. 7). Consistently, McCoy et al. (1984) also noticed S. 

cerevisae incapacity to reduce 1-nitropyrene because it lacks a nitroreductase with such 

capacity. Considering the role of bacterium nitroreductases in nitropyrenes, 4NQO and 

NDEA activation (Mermelstein et al., 1981; Fann et al., 1999; Metosh-Dickey et al., 1999; 

Aiub et al., 2006; Salamanca-Pinzón et al., 2006), it is expected that all mutant strains 

showed a higher resistance to 1,6DNP, 4-NQO and NDEA when compared to WT strain, a 

phenomenon not observed in this work. Thus, nitroreductases Frm2p and Hbn1p seems to 

be functionally distinct from the bacterium nitroreductases already well characterized. 

Theses results are consistent with the ones found in filogenetic analysis, that pointed theses 

proteins as belonging to the new bacterial and fungal Frm2p/Hbn1p nitroreductase-like 

family still not characterized (de Oliveira et al., 2007). 

It was reported recently that the FRM2 gene promoter contains a Yap2p binding 

site (Azevedo et al., 2007), a transcriptional factor associated with Cd2+ and drug 

resistance (Lesuisse & Labbe, 1995; Miyahara et al., 1996). The yeast cells mutated for 
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FRM2 gene are sensitive to cadmium ion (Cd2+) and arachidonic acid (Azevedo et al., 

2007; McHale et al., 1996), In this sense, the metabolism of polyunsaturated fatty acids 

and Cd2+ generate large amounts of reactive species (Balazy & Poff, 2004; Valko et al., 

2005). It is interesting to emphasize that mutants sod are more sensitive to Cd2+ (Brennan 

& Schiestl, 1996). Kim et al. (2007) have identified by bidimensional eletroforesis (2-d) 

proteins that increase their expression in response to menadione, which include Hbn1p. 

These data supports the hypothesis that Frm2p and Hbn1p have a role in oxidative stress 

response. 

Based on our results, we showed the influence of nitroreductases Frm1p and 

Hbn1p in response to oxidative stress in S. cerevisae yeast by modulation of antioxidant 

enzymes activities, such as SOD, CAT, GPx and GSH content. However, more 

experiments are necessaries in order to elucidate the molecular mechanism for which the 

Frm2p and Hbn1p acts on modulation these enzymes activities. Additionally also was 

showed as the nitroreductases Frm2p and Hbn1p probably no taking part on activation of 

nitrocompounds. 
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Tables 

Table 1. Saccharomyces cerevisiae strains used in this study. 

 

Strains Genotypes Sources 

BY4741 (WT) wild-type, WT; MATa; his3∆1; leu2∆0; 

met15∆0; ura3∆0 

Euroscarf 

frm2∆ MATa; his3∆1; leu2∆0; met15∆0; 

ura3∆0; frm2::kanMX4 

Euroscarf 

hbn1∆ MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0; 

hbn1::URA3 

This study 

frm2∆ hbn1∆ MATa; his3∆1; leu2∆0; met15∆0; 

frm2::kanMX4; hbn1::URA3 

This study 

*  European Saccharomyces cerevisiae Archive for Functional analysis (EUROSCARF; 
Johan Wolfgang Goethe-University, Frankfurt - GERMANY) 
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Figure legends 

Figure 1. Sensitivity of yeast mutant strains against different oxidants in the stationary 

growth phase. Panel A: 4-NQO; Panel B: NDEA; Panel C: H2O2; Panel D: t-BOOH. 

Isogenic wild type (�), frm2∆ (�) hbn1∆ (∆) frm2∆ hbn1∆ (�). Cells were treated for 2h 

at 30oC. The data represent an average of three independent experiments. Data are 

expressed as mean ± S.D. 

Figure 2. Indution of respiratory deficients petites colonies in WT and mutant yeast strains 

during metabolism respiratory growth. Data are expressed as mean ± S.D. Values shown 

are the mean of at least three determinations. (***) P < 0.001 indicate significant increase 

in petite percentage (ANOVA, Tukey test). 

Figure 3. Basal level de SOD (A), CAT (B), and GPx activity (C) and quantification of 

GSH (D) in S. cerevisiae strains proficient and deficient Frm2p and Hbn1p. Data are 

expressed as mean ± S.D. Values shown are the mean of at least three determinations. (**) 

P < 0.01 and (***) P < 0.001 indicate difference significant (ANOVA, Tukey test). 

Figure 4. Prodution of intracellular reactive species in S. cerevisiae strains proficient and 

deficient in nitroreductases evaluated by the DCFH-DA real-time fluorescence assay. 

Panel A: 4-NQO; Panel B: NDEA; Panel C: H2O2; Panel D: t-BOOH. Data are expressed 

as mean ± S.D. Values shown are the mean of at least three determinations. (*) P < 0.05; 

(***) P < 0.01; (***) P < 0.001 indicate difference significant (ANOVA, Tukey test). 

Figure 5. Prodution of intracellular superoxide in yeast strains proficient and deficient in 

Frm2p and Hbn1p evaluated by the NBT real-time fluorescence assay. Panel A: 4-NQO; 

Panel B: NDEA; Panel C: H2O2; Panel D: t-BOOH. Data are expressed as mean ± S.D. 

Values shown are the mean of at least three determinations. (*) P < 0.05; (***) P < 0.01; 

(***) P < 0.001 indicate difference significant (ANOVA, Tukey test). 
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Figure 6. Determination of TBARS in yeast strains proficient and deficient in 

nitroreductases treated and no treated witch oxidants. Panel A: 4-NQO; Panel B: NDEA; 

Panel C: H2O2; Panel D: t-BOOH. Data are expressed as mean ± S.D. Values shown are 

the mean of at least three determinations. (*) P < 0.05; (***) P < 0.01; (***) P < 0.001 

indicate difference significant (ANOVA, Tukey test). 

Figure 7. Assessment from capacity of nitroreducion by sensitivity of S. cerevisiae 

exposure to 1,6-dinitropyrene (1,6-DNP) in solid medium. The number of cells per mL 

used in the drop test varied from 108 to 103. 
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Fig. 1. 
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Fig. 2. 
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Fig. 3. 
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Fig. 4. 
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Fig. 5. 
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Fig. 6. 
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Fig. 7. 
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DISCUSSÃO 

 

Atualmente o estudo das nitrorredutases tem despertado um grande interesse, 

pois essas enzimas atuam na metabolização de nitrocompostos, exercendo uma influência 

direta na ativação da toxicidade destes, bem como possuem aplicação biotecnológica e no 

tratamento anti-câncer, tendo um reflexo direto na saúde humana e no meio ambiente 

(Spain 1995; Padda et al., 2003; Searle et al., 2004). 

As nitrorredutases são largamente distribuídas em eubactérias, sendo sua 

presença em eucariotos bastante restrita (Bryant & DeLuca, 1991). Foram identificados 

neste trabalho dois genes chamados FRM2 (YCL026c-A) e HBN1 (YCL026c-B) que 

codificam duas prováveis nitrorredutases em Saccharomyces cerevisiae. A posição 

filogenética de ambas as proteínas Frm2 e Hbn1 é pouco conhecida, bem como a 

ocorrência dessas proteínas em outros organismos procariotos e eucariotos. Desta forma, o 

Capítulo I constitui-se de uma identificação e caracterização in silico, de maneira a 

estabelecer a posição filogenética das proteínas Frm2 e Hbn1, bem como a sua ocorrência 

em outros organismos.  

Um aspecto interessante das nitrorredutases é a falta de estudos e de informações 

com respeito a sua função biológica. Alguns estudos relacionam as nitrorredutases com 

uma possível resposta a estresse oxidativo (Benov & Fridovich, 2002; Liochev et al., 1999; 

Paterson et al., 2002; Streker et al., 2005). Neste sentido, visando preencher esta lacuna, no 

Capítulo II procurou-se explorar a função biológica das proteínas Frm2 e Hbn1, abordando 

uma possível participação destas na resposta ao estresse oxidativo e a atuação de ambas as 

proteínas Frm2 e Hbn1 na ativação de nitrocompostos. 

No Capítulo I foi estabelecida uma análise filogenética in silico das proteínas 

Frm2 e Hbn1, para tanto, foram realizadas buscas por seqüências similares nos bancos de 
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dados utilizando métodos sensíveis de análise filogenética como o BLAST (Basic 

Alignment Search Tools) e o PSI-BLAST (Position-Specific Iterated-BLAST) (Altschul et 

al., 1997). Os resultados mostraram que essas proteínas pertencem a uma nova família de 

nitrorredutases ainda não caracterizada, apresentando uma ocorrência apenas em bactérias 

e fungos (Fig. 1, Capítulo I). No entanto, foram também encontradas duas seqüências de 

nitrorredutases bacterianas em protozoário Leishmania major e Trypanosoma brucei (Tab. 

1, Capítulo I) possivelmente devido à transferência lateral, fato já descrito por Nixon et al. 

(2002). Suportando este fato, ainda pode-se citar a existência de uma provável 

nitrorredutase tipo I em Giardia lamblia (Nixon et al., 2002). Foi também constatada a 

presença marcante de seqüências parálogas de nitrorredutases no gênero Aspergilus, 

indicando um possível papel importante dessas proteínas dentro deste grupo (Fig. 1, 

Capítulo I). 

No entanto, deve ser salientado que estes métodos de alinhamento, apesar de seu 

poder analítico, não são capazes de inferir as relações estruturais e/ou evolutivas existentes 

entre duas seqüências quando as mesmas possuem um índice de similaridade abaixo de 

25% (Gaboriaud et al., 1987). Assim outro método para o estudo de seqüências, a análise 

de agrupamentos hidrofóbicos, a qual permite combinar a detecção de homologias entre 

estruturas primárias com análise de estruturas secundárias de proteínas mesmo quando 

estas possuem um índice baixo de similaridade (Gaboriaud et al., 1987). Portanto, para 

refinar a análise filogenética foi empregada a análise de agrupamentos hidrofóbicos 

(HCA), bem como a análise da estrutura tridimensional dessas nitrorredutases.  

O HCA apontou um alto nível de similaridade das estruturas secundárias entre 

nitrorredutases bacterianas e de fungos. São proteínas compostas em grande extensão por α 

hélices (α1-α8) apresentando dois subdomínios bem característicos (Fig. 2, Capítulo I). 
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Por outro lado a modelagem confirmou os resultados obtidos no HCA, na conservação 

estrutural das nitrorredutases, bem como apontou um sítio FMN, característico de todas as 

proteínas pertencentes à família das nitrorredutases (Fig. 3, Capítulo I). Provavelmente, as 

nitrorredutases Frm2p e Hbn1p sejam proteínas homodiméricas, concordando com o as 

estruturas das nitrorredutases já conhecidas. 

Embora as nitrorredutases sejam muito estudas atualmente, a sua função 

biológica ainda necessita ser elucidada. Diversos artigos apontam para um possível 

envolvimento na resposta a estresse oxidativo, como a maior indução do gene nfsA em E. 

coli e do gene nprA em Rhodobacter capsulatos (Amábile-Cuevas & Demple, 1991; 

Pomposiello & Demple, 2001; Martin & Rosner, 2003; Nokhbeh et al. 2002; Pérez-

Reinado et al., 2005). As funções das proteínas Frm2 e Hbn1 ainda são muito pouco 

entendidas. Entretanto, a proteína Frm2 foi identificada primeiramente como estando 

envolvida na via de sinalização lipídica, uma vez que os mutantes não eram capazes de 

reprimir a expressão do gene OLE1 na presença de ácido araquidônico (McHale et al., 

1996).  

Neste sentido, Capítulo II consistiu em explorar a possível participação das 

proteínas Frm2 e Hbn1 na resposta ao estresse oxidativo. Para isso, foi realizada uma 

caracterização fenotípica das linhagens mutantes quanto à sensibilidade a agentes 

oxidantes e competência respiratória. Buscando uma abordagem bioquímica para explicar 

os dados observados, foram realizados ensaios para avaliar defesas antioxidantes, bem 

como a produção intracelular de EROs e peroxidação lipídica. 

Para este propósito, foram realizadas exposições das linhagens frm2∆, hbn1∆  e 

frm2∆ hbn1∆ a oxidantes conhecidamente geradores de O2
•-, como 4-NQO e NDEA, que 

produzem este radical pela transferência de elétrons do NADPH para o O2 formando um 
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fluxo de O2
•- (Nunoshiba & Demple, 1993; Aiub et al., 2006). Além disso, as linhagens 

também foram expostas a H2O2 e t-BOOH, como compostos geradores de peróxidos. 

Os resultados apresentados no Capítulo II definem claramente a participação das 

proteínas Frm2 e Hbn1 na resistência aos oxidantes 4-NQO e NDEA, fato constatado pela 

alta sensibildade observada nas linhagens mutantes expostas a estes agentes (Fig. 1A e 1B, 

Capítulo II). Esses resultados podem ser explicados pela menor atividade basal de SOD 

encontrada (Fig. 3A, Capítulo II). Neste contexto, Gaudu et al. (1994) mostraram que 

linhagens de E. coli deficiente na proteína Fre, uma provável nitrorredutase, tem o nível 

basal de expressão de sodA altamente reduzido. Consistente com estes resultados, 

Nunoshiba & Demple (1993) e Mutoh et al. (2005) mostraram que mutantes de SOD são 

extremamente sensíves a 4-NQO e a NDEA em vários modelos biológicos. 

Adicionalmente, para reforçar estes resultados, outros agentes como pentaclorofenol (PCP) 

e 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e metil metano sulfonato (MMS) também foram 

testados, uma vez que é conhecida a maior sensibilidade de mutantes SOD a estes 

compostos (Hassan & Fridovich, 1978; Gralla & Kosman, 1992; Huang et al., 1997). Da 

mesma forma, as mutantes frm2∆, hbn1∆ e frm2∆ hbn1∆, se mostraram mais sensíveis a 

esses agentes (dados não mostrados). 

Com objetivo de avaliar a situação do estado redox celular após tratamento com 

os oxidantes, realizou-se a medida dos níveis de produção intracelular de EROs e de 

peroxidação lipídica pela determinação dos níveis de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico. 

A determinação de EROs foi realizada por dois métodos fluorescentes, utilizando 

a sonda DCFH-DA (2’, 7’-diclorofluoresceína diacetato) e determinada a produção de 

superóxido com NBT (nitroblue tetrazolium). A sonda DCFH-DA penetra na célula sendo, 
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então, hidrolisada por esterases e liberando a molécula DCFH que, então, é oxidada como 

resultado da reação de peróxidos com peroxidases ou ainda da ação do citocromo c ou do 

íon Fe+2 e produzindo o fluoróforo diclorofluoresceína (DCF). No entanto, esta sonda não é 

recomendada para determinar a produção de O2
•-, já que este radical não reage com esta 

sonda diretamente e a oxidação desta leva a geração de O2
•-, acarretando um erro na 

estimativa (Rota et al., 1999). Por este motivo, para determinação de superóxido foi 

utilizada a redução de NBT. Um aspecto positivo de ambas as metodologias é o 

monitoramento da produção EROs em tempo real, utilizando células vivas (Wang & 

Joseph, 1999). 

As linhagens mutantes deficientes nas nitrorredutases Frm2p e Hbn1p 

apresentaram maior produção intracelular de EROs quando expostas a 4-NQO e NDEA, 

visto pelos métodos tanto de oxidação de DCFH-DA (Fig. 4A e 4B, Capítulo II) como pelo 

método de redução de NBT (Fig. 5A e 5B, Capítulo II). Essas alterações podem ser 

explicadas pela redução na atividade de SOD levando conseqüentemente a uma maior 

produção de EROs pelas linhagens mutantes quando expostas aos agentes oxidantes. Sendo 

suportado pelos resultados que mostram uma grande produção de O2
•-, por estes 

nitrocompostos (Fig. 5A e 5B, Capítulo II). 

O outro marcador do estatus redox celular foi a determinação de MDA, que é um 

dos principais produtos da peroxidação lipídica. A maioria dos ensaios de determinação de 

MDA foi desenvolvida com base na sua derivatização com ácido tiobarbitúrico, em razão 

da condensação das duas moléculas produzirem um aduto de alta absorvidade molar, 

permitindo um ensaio espectrofotométrico. Todavia, a especificidade da reação é baixa, 

uma vez que o ácido tiobarbitúrico pode reagir com vários compostos derivados de 

oxidação, além do MDA (Dotan et al. 2004; Hwang & Kim 2007).  
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Os resultados da dosagem da produção intrecelular de EROs e da determinação 

da peroxidação lipídica, suportam as curvas de sobrevivência sugerindo fortemente que a 

maior sensibilidade das mutantes seja pelo aumento da formação de EROs e 

conseqüentemente de danos oxidativos como peroxidação lipídica, durante a exposição aos 

agentes 4-NQO e NDEA, possivelmente devido a menor atividade de SOD nestas 

linhagens mutantes. 

A importância das nitrorredutases Frm2p e Hbn1p na capacidade respiratória 

também foi determinada. Desta maneira, verificou-se que as mutantes para Frm2p e Hbn1p 

apresentam uma alta indução de petites (Fig. 2, Capítulo II). Essa elevada indução de 

mutantes citoplasmáticos poderia sugerir uma possível participação da Frm2p e Hbn1p na 

mitocôndria. A seqüência da nitrorredutases de Magnaporthea grisea filogeneticamente 

relacionada à Frm2p e Hbn1p apresenta sinal mitocondrial, indicando um possível papel 

desta proteína na organela. Entretanto as nitrorredutases estudadas não apresentam esta 

seqüência sinal, verificado na análise in silico. Isso não impede que as proteínas Frm2 e 

Hbn1 não desempenhem um papel mesmo que indireto no funcionamento da mitocôndria 

via outras proteínas ou rotas metabólicas importantes como, por exemplo, a regulação do 

metabolismo redox. Portanto, esse fato seja provavelmente devido às reduzidas atividades 

de SOD, de maneira que a célula não consegue eliminar o superóxido produzido durante o 

metabolismo respiratório, uma vez que durante este metabolismo, a mitocôndria é a maior 

fonte de O2
•-, sendo o complexo III responsável por cerca de 80% da produção deste 

radical (Boveris & Chance, 1973; Liu 1997). Também é bem conhecido que os mutantes 

sods de leveduras têm crescimento muito reduzido em condições respiratórias com maior 

formação de petites (Longo et al., 1994). Isso pode ser devida à oxidação que o O2
•- causa 

nos agrupamentos [2Fe-2S], com conseqüente inativação de enzimas importantes, seguido 
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à liberação do íon Fe+2 e aumento da ocorrência da reação de Fenton e produção de HO• 

bem como outros radicais como H2O2 e HO2
• causando diversos danos oxidativos e por 

conseqüência o fenótipo petite (Longo et al., 1994). 

Na exposição aos peróxidos H2O2 e t-BOOH um padrão diferente de resposta foi 

encontrado em relação ao obtido no tratamento com agentes geradores de O2
•-. As 

mutantes frm2∆ e frm2∆ hbn1∆ apresentam níveis aumentados na atividade das enzimas 

CAT, GPx e no conteúdo de GSH (Fig. 3B, 3C e 3D, Capítulo II). Isso é refletido na 

menor produção de EROs (Fig. 4C e 4D Capítulo II) e de TBARS (Fig. 6C e 6D, Capítulo 

II) quando essas linhagens foram expostas a peróxidos. Consistentemente, a sobrevivência 

foi aumentada nessas linhagens quando expostas a estes agentes. Entretanto, não foi vista 

diferença na sensibilidade do mutante hbn1∆ a estes peróxidos em relação à linhagem 

selvagem (Fig. 1C e 1D, Capítulo II). Suportanto este fato, as linhagens mutantes frm2∆ e 

frm2∆ hbn1∆ apresentaram menor produção intracelular de EROs quando expostas a H2O2 

e t-BOOH e conseqüentemente menor peroxidação lipídica.  

Interessantemente foi constado que algumas proteínas NfsA-like de Bacillus subtilis 

and NfrA de Staphylococcus aureus podem estar atuando no balanço tiólico celular 

(Sterker et al., 2005). Outro aspecto interessante é que Manfredini et al. (2004) constaram 

que duplo mutantes sod1∆ sod2∆ de S. cerevisiae apresentam maior atividade de GPx e um 

aumento no conteúdo de GSH em mutantes sod1∆. Entretanto, a atividade de CAT 

permaneceu inalterada. Os resultados obtidos neste trabalho, não podem ser explicados por 

um possível mecanismo compensatório entre as enzimas antioxidantes, considerando o fato 

que a mutante hbn1∆ possui uma reduzida atividade de SOD, bem como as demais 

mutantes, mas apresenta níveis normais na atividade das demais enzimas e de GSH. 
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Os níveis basais de produção de EROs e de TBARS não apresentaram diferenças 

significativas, sugerindo que as alterações nas atividades enzimáticas não influenciam no 

balanço redox em condições fisiológicas. Outra possibilidade é que a célula tenha 

mecanismos compensatórios de maneira a manter os níveis basais de EROs e por 

conseqüência de TBARS, já que níveis controlados de EROs são importantes 

fisiologicamente, uma vez que estas desempenham diversas funções celulares (Rhee et al., 

2005; Cimen, 2008). 

Outro aspecto interessante é que a ação dessas nitrorredutases não é dependente 

da condição metabólica, não apresentando diferenças no padrão de resposta, no que diz 

respeito à sensibilidade aos agentes oxidantes. Portanto, apresentam esse mesmo padrão na 

fase estacionária e exponencial e em metabolismo fermentativo e respiratório (dados não 

mostrados). 

Considerando que tanto o metabolismo de ácidos graxos polinsaturados e metais 

como Cd+2 geram níveis elevados de EROs, (Balazy & Poff, 2004; Valko et al., 2005), 

pode-se citar o fato de que as células mutantes frm2∆ são sensíveis a íons Cd+2 e a ácido 

araquidônico (Azevedo et al., 2007; McHale et al., 1996). Nesse sentido, já foi mostrado 

que mutantes sod são mais sensíveis a Cd+2 (Brennan & Schiestl, 1996). Ainda suportando 

os resultados obtidos neste trabalho, já foi constatado a aumento da expressão da proteína 

Hbn1p em resposta a menadiona, um conhecido agente gerador de superóxido (Kim et al., 

2007). 

Azevedo et al. (2007) demonstraram que o gene FRM2 possui um sítio de 

ligação a Yap2p, um fator de transcrição envolvido na resposta a Cd+2 e a drogas, como 

1,10-fenantrolina, o qual é um quelador de ferro. Portanto, a expressão de FRM2 é 

dependente de Yap2p. Analises de microarranjos de DNA também indicaram que Yap2p 



Discussão 

101 

estaria envolvido na expressão de um conjunto de genes envolvidos na estabilização de 

proteínas, embora estas análises ainda não tenham sido devidamente validadas (Cohen et 

al., 2002). Foi mostrado quer Yap2 interage com a cinese RCk1 sob condições de estresse 

oxidativo, embora, a natureza e a relevância fisiológica desta interação não seja clara 

(Bilsland et al., 2004). 

Podem ser considerados outros aspectos como o fato de que a mutante frm2∆, 

não é capaz de reprimir a expressão de OLE1, sendo que já foi demonstrada a redução na 

expressão desse gene como resposta adaptativa ao ácido 2,4-diclorofenoxiacetico, um 

herbicida pro-oxidante (Viegas et al., 2005) e conseqüentemente redução de ácidos graxos 

insaturados na célula. Sendo assim, é possível sugerir que um dos mecanismos pelo quais 

as nitrorredutases Frm2p e Hbn1p possam exercer seu papel protetor seja, em parte, pelo 

controle da expressão de OLE1. 

Ainda em relação ao metabolismo de lipídios podemos citar ainda a existência de 

uma interação física proteína-proteína da Frm2p com Are1p (http://www.yeastgenome.org) 

que é uma acil-CoA: esterol aciltransferase envolvida nas sínteses de esterol esters e de 

triacilglicerol (TAG) (Zweytick et al., 2000; Sorger et al., 2004). Os mutantes are1∆ são 

extremamente sensíveis a 4-NQO, CDNB, NDEA e PCP (trabalho em andamento), 

possivelmente por uma alteração no perfil lipídico da célula. 

Adicionalmente, pode-se considerar uma possível participação das proteínas 

Frm2 e Hbn1 em uma regulação transcricional por estabilidade de RNA, que desenvolve 

um importante papel no controle da qualidade e quantidade da expressão gênica, já que 

Frm2p apresenta uma interação proteina-proteina com Ski8p 

(http://www.yeastgenome.org), a qual faz parte do complexo protéico do exossomo 

responsável pela degradação de RNA no sentido 3’-5’ mRNA (Madrona & Wilson, 2007; 
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Wang et al., 2007). Os mutantes ski8∆ apresentam o mesmo perfil de sensibilidade a 4-

NQO, NDEA, H2O2 e t-BOOH, e as atividades enzimáticas de SOD, CAT, GPx e conteúdo 

de GSH, de EROs e TBARS, apresentado pelas mutantes frm2∆, sugerindo que esta 

interação possa ser importante no balanço redox exercido por estas nitrorredutases 

(trabalho em andamento).  

Neste sentido, ainda pode ser citado um envolvimento na transcrição pela 

interação física com Sua7p (TFIIB) (http://www.yeastgenome.org), um fator de transcrição 

que já foi mostrado ser aparentemente necessário para a expressão de um conjunto de 

genes que codificam proteínas participantes na atividade mitocondrial, bem como na 

resposta a ambientes oxidativos (Hoopes et al., 2000; Farias & Fernandes, 2006). 

No Capítulo II mostrou-se que as nitrorredutases estudadas não estão envolvidas na 

redução de nitrocompostos, como pode de ser visto pela aparente não ativação de 1,6-DNP, 

uma vez que não foi observada uma respotas tóxica desta substância (Fig. 7, Capítulo II). 

Este resultado está de acordo com o encontrado por McCoy et al. (1984) que avaliando o 

potencial recombinogênico de 1-nitropireno, constataram que este nitrocomposto era 

convertido em quantidades muito baixas para sua forma tóxica, de maneira que não foi 

constatado aumento da taxa de recombinação nas células de leveduras, nem atividade 

tóxica do composto. O mesmo estudo detectou alta atividade mutagênica em células de 

Salmonella pelo Teste de Ames, relacionando a presença de nitrorredutases do tipo I nestas 

bactérias e potanto capazes de ativar o 1-nitropireno convertendo para sua forma tóxica, de 

maneira contrária a não toxicidade nas células de S. cerevisiae seugere a ausência de uma 

nitrorredutase com esta capacidade.  

Considerando o papel das nitrorredutases bacterianas na ativação de nitropirenos, 

4NQO e NDEA (Mermelstein et al., 1981; Fann et al., 1999; Metosh-Dickey et al., 1999; 
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Aiub et al., 2006; Salamanca-Pinzón et al., 2006), era esperado que as linhagens mutantes 

apresentassem uma maior resistência a 1,6-DNP, a 4-NQO e a NDEA em relação à 

linhagem selvagem, fato não foi observado neste trabalho. Então as nitrorredutases Frm2p 

e Hbn1p parecem ser funcionalmente distintas das nitrorredutases bacterianas já 

caracterizadas.  

Em resumo, neste trabalho foi mostrada a influência das nitrorredutases Frm2 e 

Hbn1 na resposta ao estresse oxidativo em S. cerevisiae, pela modulação da atividade das 

enzimas antioxidantes, SOD, CAT e GPx, bem como do conteúdo de GSH (Fig. 12). 

Entretanto, mais experimentos são necessários para elucidar o mecanismo molecular que 

Frm2p e Hbn1p atuam na modulação dessas enzimas. Adicionalmente também foi 

mostrado que as nitrorredutases Frm2p e Hbn1p provavelmente não atuam na ativação de 

nitrocompostos. Estes resultados são consistentes com os dados encontrados na análise 

filogenética, que apontam estas proteínas como constituindo uma nova família de 

prováveis nitrorredutases ainda não caracterizada, encontrada em bactérias e fungos. 
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Figura 12: Esquema simplificado mostrando o efeito da ausência das proteínas Frm2 e 

Hbn1 exerce na modulação da resposta a estresse oxidativo em S. cerevisiae. Pode-se 

observar que as proteínas Frm2 e Hbn1 exercem influência na atividade antioxidante 

levando a uma alteração na produção intracelular de EROs e na peroxidação lipídica e 

consequentemente na sensibilidade quando as linhagens mutantes são expostas a oxidantes.  

 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Conclusões 



Conclusões 

106 

CONCLUSÕES ESPECÍFICAS 

 

Esse trabalho mostrou a existência de duas novas nitrorredutases, Frm2p e 

Hbn1p, de Saccharomyces cerevisiae, constituindo as primeiras evidências a respeito do 

papel destas duas proteínas na manutenção da homeostase redox neste organismo. Nesse 

contexto, as conclusões desse estudo são: 

Capítulo I 

 

• Dados in silico apontam que Frm2p e Hbn1p fazem parte de um novo grupo de 

nitrorredutases, filogeneticamente e funcionalmente distintos daquelas já 

caracterizadas; 

• Nitrorredutases bacterianas e de fungos apresentam um ancestral comum universal 

• Foram encontradas duas seqüências de “Frm2p-like”  em protozoários Leishmania 

major e Trypanosoma brucei; 

• A presença de seqüências parálogas de nitrorredutases “Frm2p-like” em Aspergilus 

indicam que estas proteínas podem ter uma importante função dentro deste gênero 

• Apresentam propriedades físico-químicas relativamente conservadas; 

• Análise de HCA indica um alto nível de similaridade das estruturas secundárias 

entre as nitrorredutases bacterianas e de fungos, apresentando dois subdomínios e 

sendo compostas numa grande extenção por a-hélices (α1-α8); 

• A seqüência de Magnaporthea grisea possui sinal mitocondrial indicando um 

possível papel desta proteína na organela, entretanto as seqüências da Frm2p e 

Hbn1p não apresentam este sinal; 
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• Resultados da modelagem confirmam os dados obtidos no HCA e mostra um sítio 

de FMN na Hbn1p. Provavelmente Frm2p/Hbn1p sejam proteínas homodiméricas. 

Capítulo II  

 

• As linhagens mutantes frm2∆, hbn1∆ e frm2∆ hbn1∆ apresentaram maior 

sensibilidade, comparado com a linhagem selvagem, na exposição a 4-NQO e 

NDEA, que geram grandes quantidades de superóxido por ciclo redox. Entretanto, 

as mutantes frm2∆ e frm2∆ hbn1∆ mostraram uma maior resistência a peróxidos, 

H2O2 e t-BOOH; 

• Há uma maior indução na formação de mutantes citoplasmáticos “petites” nas 

linhagens mutantes em relação à selvagem; 

• Há uma reduzida atividade basal de superóxido dismutase nas linhagens frm2∆, 

hbn1∆ e frm2∆ hbn1∆.  

• As linhagens frm2∆ e frm2∆ hbn1∆ apresentaram uma maior atividade basal de 

catalase, glutationa peroxidase e conteúdo de glutationa, mas a mutante hbn1∆ 

mostrou níveis similares aos encontrados na selvagem; 

• Houve uma maior produção de intracelular de EROs e peroxidação lipídica nas 

linhagens mutantes quando expostas a 4-NQO e NDEA. No entanto, as mutantes 

frm2∆ e frm2∆ hbn1∆ apresentaram uma menor produção intracelular de EROs e 

TBARS quando expostas a peróxidos; 

• Aparentemente as nitrorredutases Frm2p e Hbn1p não estão envolvidas com a 

ativação de nitrocompostos, uma vez que as linhagens mutantes frm2∆, hbn1∆ e 
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frm2∆ hbn1∆ sensibilidade a 1,6-DNP, bem como maior sensibilidade das mutantes 

a 4-NQO e NDEA. 

 

CONCLUSÃO GERAL 

 

Neste trabalho foi mostrado com uma abordagem filogenética in silico a 

existências de duas prováveis nitrorredutases em S. cerevisiae, as proteínas Frm2 e Hbn1, 

constituindo uma nova família de nitrorredutases ainda não caracterizada, estando 

presentes em fungos e bactérias. Os resultados indicaram que estas proteínas participam na 

resposta ao estresse oxidativo em S. cerevisiae, pela modulação da atividade das enzimas 

antioxidantes, SOD, CAT e GPx, bem como do conteúdo de GSH. Por fim, verificou-se 

que aparentemente as nitrorredutases Frm2p/Hbn1p não participam na ativação de 

nitrocompostos, sendo, portanto, filogeneticamente e funcionalmente distintas das 

nitrorredutases já caracterizadas. 
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 PERSPECTIVAS 
 

  Seria de importância para a continuação do trabalho, complementação dos 

resultados e progresso do conhecimento a respeito das proteínas Frm2 e Hbn1, buscar o 

entendimento dos mecanismos moleculares de como essas proteínas estão atuando na 

modulação das atividades das enzimas antioxidantes, bem como explorar outras possíveis 

vias do metabolismo em que essas proteínas possam estar envolvidas na resposta ao 

estresse oxidativo. Para tanto, as seguintes abordagens experimentais serão empregadas: 

• Construir linhagens duplos e triplos mutantes de S. cerevisiae disruptas nos loci 

OLE1, YAP2, SKI8, ARE1, SRP1 e SUA7 com os loci FRM2 e HBN1 para avaliar a 

resposta, em termos de sobrevivência, capacidade respiratória e mutagênese, à 

exposição a diversos mutágenos oxidativos. 

• Realizar a determinação da atividade das principais enzimas antioxidantes 

(superóxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase) e glutationa nas linhagens 

mutantes, bem como o nível de peroxidação lipídica pelo ensaio de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e pelo conteúdo de espécies reativas de 

oxigênio gerado nas linhagens selvagens e mutantes sob condições normais e de 

estresse oxidativo 

• Analisar a expressão dos genes FRM2, HBN1, SKI8, ARE1, YAP2, OLE1, SRP1, 

SUA7, SOD1, SOD2, CTT1, CTA1, GPX3, GSH1, sob condições normais e em 

condições de estresse oxidativo por RT-PCR em tempo real quantitativo 
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• Determinar o parentesco filogenético da proteína Ski8p bem como a conservação 

evolutiva de estruturas primária, secundária e terciária usando ferramentas de 

bioinformática  

• Investigar a relação das nitrorredutases com outras proteínas que tenham interação 

física e/ou de expressão já descritas nos bancos de dados, bem como investigar 

possíveis participações em processos celulares por meio de abordagens de 

bioinformática 
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