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Abstract

The involvement of oxidative stress in several pathological and toxicological phenomena supports the quest
for novel antioxidants. Plants from the Plectranthus genus contain bioactive components, including antioxidant
compounds. In this work, the antioxidant activity of two diterpene compounds extracted from Plectranthus plants,
Parvifloron D (ParvD) and 7a-acetoxy-6B-hydroxyroyleanone (Roy) was evaluated. First, the DPPH assay was
used to assess the reducing capacity of these compounds. ParvD was shown to have a much stronger antioxidant
activity than Roy and was therefore selected for further studies. The ability of ParvD to degrade H,O, was evaluated,
but no activity was found. To assess if ParvD is able to protect DNA from ROS-induced DNA breaks, a plasmid
cleavage assay was conducted. Treatment with H202 + Fe(Il) altered the plasmid DNA conformation. In contrast,
plasmid DNA treated with ParvD + H,O, + Fe(Il) retained its supercoiled conformation, suggesting that ParvD
protects DNA from oxidative breakage. These findings support that ParvD has antioxidant activity. Further work
is planned to assess the antioxidant and DNA protective effects in cell based assays in order to validate the results
found in these in vitro tests.

Keywords: Plectranthus, 7a-acetoxy-63-hydroxyroyleanone, Parvifloron D, antioxidant activity, oxidative DNA
damage

Resumo

O envolvimento do stress oxidativo em diversos fendémenos patologicos e toxicoldgicos justifica a procura de
novos antioxidantes. As plantas do género Plectranthus, contém componentes bioativos, incluindo compostos
antioxidantes. Neste trabalho, avaliou-se a atividade antioxidante de dois diterpenos extraidos de plantas deste
género, a Parviflorona D (ParvD) e 7a-acetoxi-6p-hidroxiroileanona (Roy). Inicialmente utilizou-se o ensaio do
DPPH para avaliar a capacidade redutora destes compostos. A ParvD revelou uma atividade antioxidante muito
superior a da Roy, pelo que foi selecionada para estudos mais detalhados. A capacidade da ParvD para degradar
H,0, foi avaliada, mas ndo se encontrou atividade a este nivel. Para avaliar se a ParvD consegue proteger o ADN
de quebras induzidas por espécies rectivas de oxigénio (ROS - Reactive Oxygen Species), realizou-se o ensaio de
clivagem de ADN plasmidico. O tratamento com H,O,+Fe(Il) alterou a conformagdo do ADN plasmidico. Pelo
contrario, o ADN tratado com ParvD+H202+Fe(Il) manteve a estrutura superenrolada, o que sugere que a ParvD
protege o ADN de lesdes oxidativas. Estes resultados demonstram que a ParvD tem atividade antioxidante. Estao
planeados trabalhos futuros para caracterizar a atividade antioxidante ¢ o efeito protetor do ADN em modelos
celulares, de modo a validar os resultados encontrados nestes estudos in vitro.
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oxidativa do ADN.
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Introduction

The involvement of oxidative stress in cancer, inflam-
matory, cardiovascular, respiratory, ocular, neurodegen-
erative and cancer pathologies has recently increased
interest in antioxidant molecules. Oxidative events are
also partially responsible for the toxic effects caused by
many xenobiotics and for some events involved in the
ageing process 2.

Oxidative stress is the imbalance in a system’s redox
status in which the oxidative potential is higher than
the antioxidant potential of antioxidant molecules. This
condition leads to an increased level of reactive oxygen
species (ROS).

ROS are transient species that contain oxygen and have
a high chemical reactivity. These species can be free
radicals, i.e. chemical species with one or more un-
paired electrons, or non-radical species. The ROS in-
clude the superoxide anion, the hydroxyl radical, the
hydrogen peroxide, oxygen singlet, alkoxyl and per-
oxyl radicals ',

ROS can be generated through cell metabolism, pri-
marily from mitochondrial respiration. They can also
be produced as a result of intra and extracellular oxi-
dases, cellular defence mechanisms, peroxisomes and
lipid peroxidation. In addition to endogenous sources,
ROS can be generated by exposure to xenobiotics or
radiation'-3.

Organisms have developed several mechanisms to deal
with oxidative stress. Antioxidants can prevent the
oxidation of different oxidizable substrates and can be
exogenous (e.g. food) or endogenous®. In homeostatic
conditions, the antioxidant system can neutralize ROS
and the products of its biochemical reactions into less
toxic molecules. The antioxidant system is very com-
plex and includes a series of intra- and extra-cellular
antioxidant molecules and enzymes. The main antioxi-
dant enzymes are the superoxide dismutases, catalase
and glutathione peroxidases’. The non-enzymatic de-
fences include proteins capable of chelating pro-oxi-
dant ions such as copper or iron, and electron donor
molecules such as glutathione, Vitamins E and C, bili-
rubin and uric acid"->.

The involvement of ROS in many pathological and
toxicological events supports research for new antioxi-
dant molecules with potential therapeutic applications.
Plants play an important role in the search for such
molecules because they can produce a high number of
bioactive compounds. The genus Plectranthus from the
Lamiaceae family is widespread in tropical and sub-
tropical Africa, Asia and Australia. This genus includes
around 300 species* and is frequently referred for its
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Introducao

Nos ultimos anos, tem-se verificado um aumento do in-
teresse pelos antioxidantes devido ao envolvimento do
stress oxidativo em diversas patologias como doengas
inflamatoérias, cardiovasculares, respiratorias, oculares,
neurodegenerativas e cancro. Os fendmenos oxidativos
estdo também na base dos efeitos toxicos provocados
por muitos xenobidticos, assim como no processo de
envelhecimento (1).

O stress oxidativo pode descrever-se como um dese-
quilibrio que ocorre no estado redox de um determi-
nado sistema, no qual o potencial oxidante prevalece
sobre as moléculas antioxidantes, determinando assim
um aumento da disponibilidade de espécies reativas de
oxigénio (ROS).

As ROS sdo espécies transientes que contém oxigénio
e que tém elevada reatividade quimica. Podem ser ra-
dicais livres, isto €, espécies quimicas com um ou mais
eletroes desemparelhados, ou espécies ndo radicalares.
Entre as ROS incluem-se o radical anido superdxido, o
radical hidroxilo, o peroxido de hidrogénio, o singleto
de oxigénio, radicais alcoxilo e peroxilo (1, 3).

As ROS podem ter origem no metabolismo celular,
sendo produzidas maioritariamente na respiragdo mito-
condrial. Podem também ser formadas como resultado
da a¢do de oxidases intra e extracelulares, processos de
defesa celular, peroxissomas e lipoperoxidagdo. Para
além das fontes enddgenas, muitos fatores externos tais
como a radiag@o ou a exposicao a xenobidticos, podem
também levar a um aumento de ROS nos organismos
expostos (1, 3).

Ao longo da evolucdo, os seres vivos foram desen-
volvendo mecanismos de defesa no que diz respeito
ao stress oxidativo. Estes mecanismos antioxidantes
podem ter origem enddgena ou exdgenas (ex: alimen-
tagdo) e atrasam ou previnem de modo significativo
a oxida¢ao de um substrato oxidavel (3). Assim, este
sistema de defesa permite, em condigdes normais, que
as ROS e os produtos que resultam das suas reagdes
bioquimicas sejam neutralizados em moléculas menos
toxicas para o organismo. O sistema antioxidante na-
tural possui uma organizagdo bioquimica complexa da
qual fazem parte uma muitas enzimas ¢ moléculas an-
tioxidantes intra e extracelulares. As principais enzimas
antioxidantes sdo as superoxido dismutases, a catala-
se e as glutationa peroxidases. Dentro das defesas ndo
enzimaticas estdo incluidas proteinas com capacidade
de quelar ides pro-oxidantes como o ferro ou cobre, ou
moléculas eletrodadoras como a glutationa, Vitaminas
E e C, bilirrubina e acido urico (1, 3).

O envolvimento do stress oxidativo em inimeros feno-
menos patologicos e toxicologicos justifica o interesse
generalizado pela procura de novos antioxidantes com
potencial agdo terapéutica. Nesta busca por novos an-
tioxidantes, as plantas revestem-se de grande valor pelo
elevado nimero de compostos bioactivos que possuem.



medicinal properties. Many compounds from these
plants were already isolated and identified. Some of
these compounds revealed interesting pharmacological
properties, including antimicrobial®, antitumour® and
antioxidant’ activities.

This work aims to characterize the antioxidant prop-
erties of two compounds, Parvifloron D (ParvD; Fig-
urelA) and 7a-acetoxy-6p-hydroxyroyleanone (Roy;
FigurelB), extracted from Plectranthus ecklonii and
Plectranthus grandidentatus, respectively.

Antioxidant properties of diterpenes
Propriedades antioxidantes de diterpenos

O género Plectranthus pertence a familia Lamiaceae ¢
encontra-se largamente distribuido na Africa tropical
e subtropical, Asia e Australia, incluindo cerca de 300
espécies (4). Este género € frequentemente citado pelas
suas propriedades medicinais. Varios dos seus compo-
nentes foram ja isolados e identificados, e revelaram
possuir diferentes atividades farmacologicas incluindo
acdo antimicrobiana (5), antitumoral (6) e antioxidante
(7). Neste contexto, o presente estudo teve como ob-
jetivo a caracterizagdo das propriedades antioxidantes
de dois compostos, a Parviflorona D (ParvD; Fig.1A) e
a 7o-acetoxi-6B-hidroxiroileanona (Roy; Fig. 1B), que
sdo diterpenos abietanicos extraidos de Plectranthus
ecklonii Plectranthus grandidentatus, respetivamente.

B

Figure 1/ Figura 1. Chemical structure of Parvifloron D (A) and 7a-acetoxy-6p3-
hydroxyroyleanone (B).

Estrutura quimica da Parviflorona D (A) e da 7a-acetoxi-6f3-
hidroxiroileanona (B).

Materials and Methods

Reagents

All reagents were purchased from Sigma-Aldrich.
ParvD and Roy were extracted from Plectranthus eck-
lonii and Plectranthus grandidentatus, respectively, ac-
cording to the previously described method of Rijo et
al ’%.

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay

The free radical scavenging activity of ParvD and Roy
was evaluated using the DPPH assay according to
the method used by Martins et al (9). ParvD and Roy
were dissolved in ethanol, mixed with DPPH solution
(75 uM in ethanol) and incubated at room temperature
for 30 minutes. The absorbance was monitored at 517
nm against a blank containing the same concentration
of ParvD or Roy. Two independent experiments were
conducted, each comprising duplicate tests per sample.

H,0, degradation assay
The ability of ParvD (5 uM and 50 uM) to degrade

Materiais e Métodos

Compostos utilizados

Os reagentes foram adquiridos a Sigma-Aldrich. Os com-
postos utilizados no estudo, ParvD e Roy foram extraidos
respetivamente das espécies Plectranthus ecklonii e Plec-
tranthus grandidentatus, de acordo com os procedimen-
tos previamente descritos por Rijo et al (5, 8).

Ensaio 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

A atividade antioxidante da ParvD e da Roy foi primeira-
mente avaliada pelo ensaio DPPH. O ensaio foi realizado
de acordo com o protocolo descrito por Martins et al (9).
Os compostos em estudo foram dissolvidos em etanol ab-
soluto. A estas solugdes adicionou-se a solugdo etandlica de
DPPH, cuja concentragdo final foi de 75 pM. A mistura in-
cubou 30 minutos no escuro, a temperatura ambiente. Apos
esta incubagdo mediu-se a absorvancia a 517 nm, utilizando
como branco as mesmas concentragdes dos compostos em
estudo, dissolvidas em etanol absoluto. Foram realizados
dois ensaios independentes, cada um deles contendo dupli-
cados para cada amostra.

Ensaio da degradagdo de H,0,
A possivel capacidade da ParvD (5 uM e 50 uM) para degra-
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H,O, was assessed by a spectrophotometric assay. The
percentage of H,O, degradation was determined by the
variation in Abs,, - in phosphate buffer (5 mM, pH
7.4) between 0 and 2 minutes. Catalase (5 U/mL) was
used as a positive control. Two or three independent as-

says at each concentration were conducted.

Plasmid DNA cleavage assay

The ability of ParvD to protect double stranded DNA
from oxidative cleavage was assessed with a plas-
mid DNA (pUC18) cleavage assay. The method was
adapted from Fernandes et al (10). Oxidative cleavage
of pUC18 was induced by the H)O, (1 mM) / FeSO,
10 uM system. ParvD was used to a final concentration
of 1 uM and 50 uM. Catalase (5 U/mL) was added as
a protection positive control. Plasmid DNA was incu-
bated with the samples described above in phosphate
buffer (5 mM, pH 7.4) at 37 °C, for 2 hours in the dark.
Sample buffer was added and the samples were ana-
lysed by agarose gel (0.8 %) electrophoresis (135 V)
in TBE. DNA was stained with GelRed and images
were acquired using the software AlphaEase FC (Al-
phaDigidoc1000). Five independent experiments were
conducted, each comprising duplicate tests per sample.

Results

ParvD has a higher DPPH radical sequestering
capacity than Roy

The antioxidant activity as measured by the capacity of
ParvD and Roy to scavenge the DPPH radical is shown
in Figure2. Although both compounds can scavenge
the radical, ParvD is more efficient. This difference can
be translated in the IC, values for these compounds:
(28.16 £4.28) uM for ParvD and (1.27 = 0.07) mM for
Roy. Because Roy presented a very modest antioxidant
activity, only ParvD antioxidant activity was further
studied.

ParvD cannot degrade H,0,

To further characterise the antioxidant properties of
ParvD, the ability to degrade H,O, was evaluated.
ParvD (5 uM and 50 pM) cannot efficiently degrade
H,O, (Figure 3), as the degradation percentages were
lower than 5 %. The assay was validated by the addition
of catalase; in this case the H,O, degradation was 54.77
% £ 5.97 % under the conditions tested.

ParvD can protect plasmid DNA from oxidative
cleavage
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dar o H,O, foi avaliada por um método espectrofotométrico.
A percentagem de degradagdo de H,0, determinou-se através
da varia¢do de absorvancia a 240 nm de uma solucdo a 20
mM de H O, em tampéo fosfato 5 mM, pH 7,4, na presenga
da ParvD, entre os tempo 0 e 2 min. Como controlo positivo,
utilizou-se catalase a 5 U/mL. Foram realizados dois a trés

ensaios independentes.

Ensaio da clivagem do DNA plasmidico

A capacidade da ParvD para proteger o ADN de lesoes oxi-
dativas foi avaliada através do ensaio da clivagem do ADN
do plasmideo pUC18. As condigdes experimentais foram
adaptadas do protocolo previamente descrito por Fernan-
des et al (10). A ParvD foi testada nas concentragdes finais
de 1 uM e 50 uM. A clivagem oxidativa do ADN foi in-
duzida pelo sistema H,0, (I mM) / FeSO, 10 uM. Como
controlo de protegio antioxidante, foi adicionada Catalase
5 U/mL ao sistema H,0, / FeSO,. O ADN plasmidico foi
incubado com as amostras em tampao fosfato 5 mM, pH
7,4, a 37 °C, no escuro, durante 2 h. Apods esta incubagao,
adicionou-se tampao de aplicagio e as amostras foram ana-
lisadas por eletroforese a 135 V em 0,8 % agarose em tam-
pao TBE. Os géis foram corados com GelRed e as imagens
captadas utilizando o software AlphaEase FC (AlphaDigi-
doc1000). Foram realizados cinco ensaios independentes,
cada um deles em duplicado para a amostra em estudo.

Resultados

A ParvD apresenta maior capacidade de sequestrar o
radical DPPH que a Roy

A Fig. 2 mostra os resultados da andlise da ativida-
de antioxidante da ParvD (Fig. 2 A) e da Roy (Fig. 2
B), relativamente a sua capacidade de redugdo do ra-
dical DPPH. Ambos os compostos tém capacidade de
sequestrar este radical. No entanto, esta capacidade ¢
bastante mais acentuada no caso da ParvD, pois a des-
coloracdo do radical DPPH ocorre a concentragoes
mais baixas. Esta diferenca no potencial antioxidan-
te traduz-se nos valores de CI, obtidos neste ensaio,
que foram de (28,16 = 4,28) uM para a ParvD e de
(1,27 £ 0,07) mM para a Roy. Pelo fato de a Roy apre-
sentar uma atividade antioxidante modesta, o estudo
prosseguiu apenas focado na ParvD.

A ParvD ndo apresenta capacidade de degradagdo do
HO
272

No sentido de caracterizar as propriedades antioxidan-
tes da ParvD, foi avaliada a possibilidade deste com-
posto degradar o H,0,. Tal como se observa na Fig. 3, a
ParvD (5 uM e 50 uM) ndo tem capacidade de degradar
eficientemente o H,O,, tendo apresentado percentagens
de degradagdo de H,O, muito baixas (inferiores a 5 %).
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Figure 2/ Figura 2. In vitro antioxidant properties of ParvD (A) and Roy (B). The
ability to reduce the DPPH radical was measured and results are presented as mean
percentage values, considering the absorbance of the negative control (DPPH 75 uM in
ethanol) as 100%. Data correspond to means £+ SD from 2-3 independent assays.

Capacidade antioxidante in vitro da ParvD (A) e Roy (B), relativamente a
capacidade de reducdo do radical DPPH. Os resultados estdao apresentados como médias
+ DP (n=2-3) e foram calculados considerando como 100% a absovancia do controlo
negativo (DPPH 75 uM em etanol absoluto).

To assess if ParvD can protect DNA from oxidation-in-
duced DNA cleavage, a plasmid DNA (pUCI18) was
used (Figure 4). The H,O, (I mM) + FeSO4 (10 uM)
system was used to induce DNA cleavage. The oxida-
tion-induced plasmid DNA cleavage leads to a reduc-
tion in the percentage of plasmid DNA in supercoiled
structure (Figure 4, lane 3). This effect was reversed by
addition of catalase (Figure 4, lane 4) or ParvD (Fig-
ure4 lanes 6, 8, 10 and 12). Although the protection
provided by ParvD was higher when at 50 uM, it was
also protective at 1 uM. ParvD alone had no effect on
DNA structure (Figure 4, lanes 5, 7,9 and 11).

Pelo contrario, o controlo positivo (5 U/mL Catalase -
CAT) degradou 54,77 % + 5,97 % da quantidade inicial
de H,O, nas condigdes do ensaio.

A ParvD protege o DNA plasmidico da clivagem
oxidativa

A Fig. 4 mostra os resultados obtidos no ensaio de cli-
vagem do ADN plasmidico, o qual foi utilizado com
a finalidade de avaliar se a ParvD consegue proteger
o ADN plasmidico de clivagens induzidas por meca-
nismo oxidativo. O sistema H,O, (I mM) + FeSO4
(10 uM) originou clivagens no ADN, as quais justifi-
cam a redugdo nitida da propor¢cdo de ADN na forma
superenrolada que se observa na linha 3. Este efeito foi
revertido pela adicdo de catalase ao sistema (linha 4)
assim como pela presenga de ParvD (linhas 6, 8, 10 ¢
12). Esta protecdo verificou-se em ambas as concentra-
¢oes testadas (1 uM e 50 uM), mas foi mais acentuada
para a concentragao 50 uM. A ParvD isoladamente nao
teve impacto na estrutura do ADN (linhas 5, 7,9 ¢ 11).
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H,0, degradation (%)
Degradagéo de H,0, (%)

40

20+

Figure 3/ Figura 3. Analysis of ParvD induced H,O, degradation. Data is shown as
mean percentage of H,O, degradation + SD (n=2-3) after incubation with catalase
(CAT) or with different concentrations of ParvD. C — negative control.

Anélise da capacidade de degradac¢do do H,O, pela ParvD. As barras
representam as percentagens de degradacdo do H,O; obtidas ap6s incubagdo com
catalase (controlo positivo) ou com diferentes concentracdes de ParvD. Os resultados
estdo apresentados como médias + DP (n=2-3). C — controlo negativo.
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Figure 4/ Figura 4. ParvD can protect plasmid DNA from oxidative cleavage. Agarose
gel electrophoresis image showing the different plasmid DNA (pUC18) structures after

incubation with the indicated compounds. —ve — negative control.

Avaliagdo do efeito da ParvD na clivagem oxidativa de ADN plasmidico.

Imagem representativa de uma electroforese em gel de agarose mostrando as diferentes
estruturas do DNA plasmidico (pUC18) ap6s incubag@o com os tratamentos indicados.
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Discussion

Many scientific studies suggest that oxidative stress is
involved in several pathological phenomena, support-
ing the quest for novel products with antioxidant prop-
erties. Plants from Plectranthus genus are used in tra-
ditional medicine and have different constituents with
biological activities, including antioxidant activity. In
this regard, this study aimed to evaluate the in vitro
antioxidant activity of two diterpenes extracted from
plants of this genus. The initial approach consisted in
the evaluation of the ability to scavenge the DPPH radi-
cal. Among the methodologies to assess antioxidant ac-
tivity, the DPPH assay is one of the most widely used
and documented!!. This technique allows the estimation
of the ability of a given antioxidant molecule to donate
hydrogen to DPPH, reducing this radical''2. The results
of the DPPH assay demonstrate a weak reducing activ-
ity for Roy. Although we cannot exclude other antioxi-
dant mechanisms for this diterpene, our study proceed-
ed only with ParvD, which showed higher antioxidant
potency in the DPPH assay. The difference between the
reducing activities of these two compounds, as well as
between ParvD and other abietane-type diterpens such
as ferruginol®®, may be ascribed to the fact that ParvD,
upon reducing DPPH, generates a compound with
greater resonance stabilization. Despite the antioxidant
potency of ParvD shown by the DPPH technique, it is
important to mention that in vitro chemical assays bear
no similarity to biological systems and do not take into
account the compound bioavailability'. Hence, in vivo
studies should be performed in the future to claim the
bioactivity of ParvD.

Regarding ParvD, a deeper characterization of its an-
tioxidant activity, assessing other aspects beyond re-
ducing capacity, was sought. The ability of ParvD to
degrade H,O, was thus evaluated. This ROS has a high
biological relevance, especially in cell signalling cas-
cades'. Hydrogen peroxide is formed in vivo, during
several metabolic processes, namely by the action of
enzymes such as glucose oxidase or superoxide dis-
mutases. Despite its weak oxidant potency, H,O, has an
important role in oxidative stress due to its ability to
transpose cell membranes and to originate the highly
toxic and reactive hydroxyl radical (HO¢)*. Under our
experimental conditions, ParvD did not show signifi-
cant effects on H,O, degradation, indicating absence of
antioxidant action upon this ROS.

The ability of ParvD to protect plasmid DNA from oxi-
dative cleavage was also evaluated. This assay consti-
tutes a first approach to study the effects of antioxidants
on the protection of the genome against oxidative dam-
age. The study of agents that protect DNA from oxida-
tive lesions is relevant due to the association of this type

Antioxidant properties of diterpenes
Propriedades antioxidantes de diterpenos

Discussao

Muitas evidéncias cientificas indicam que o stress oxi-
dativo esta envolvido em diversos fenomenos patolo-
gicos, o que justifica a procura de novos produtos com
propriedades antioxidantes. As plantas do género Plec-
tranthus sao utilizadas em medicina tradicional e varios
dos seus constituintes possuem atividades bioldgicas,
incluindo atividade antioxidante. Neste contexto, o pre-
sente estudo visou avaliar a atividade antioxidante in
vitro de dois diterpenos extraidos de plantas deste gé-
nero. A abordagem inicial consistiu na avaliagdo da ca-
pacidade sequestradora do radical DPPH. Dos métodos
para avaliar a capacidade antioxidante, o ensaio DPPH
¢ dos mais usados e documentados (11). Esta técnica
permite estimar a capacidade de um dado antioxidan-
te em doar hidrogénios ao DPPH, reduzindo este ra-
dical (11, 12). Os resultados do ensaio DPPH indicam
uma fraca atividade redutora para a Roy. Apesar de nao
podermos excluir a hipotese deste diterpeno ter outros
mecanismos de acdo antioxidante, este resultado pou-
co promissor levou-nos a prosseguir o estudo apenas
com a ParvD, que se revelou bastante mais potente no
ensaio DPPH. A diferen¢a na atividade redutora dos
dois compostos, assim como a diferenca entre a ParvD
e outros diterpenos do tipo abietano, como o ferruginol
(13), pode atribuir-se ao fato de, aquando da redug@o
do DPPH, a ParvD poder originar um composto com
maior estabilizagdo por ressonancia. Apesar da potén-
cia antioxidante demonstrada pela ParvD no método
DPPH, ¢ importante referir que os ensaios quimicos in
vitro ndo se assemelham aos sistemas bioldgicos € ndo
contemplam a biodisponibilidade dos compostos (14).
Assim, estudos in vivo deverdo ser realizados futura-
mente para que se possa alegar a bioatividade da ParvD
Relativamente a ParvD, pretendeu caracterizar-se me-
lhor a sua agdo antioxidante, avaliando outros aspetos
para além da capacidade redutora. Neste contexto, foi
avaliada a possibilidade da ParvD degradar o H,O,.
Esta ROS destaca-se pela sua relevancia biologica,
nomeadamente ao nivel das cascatas de sinalizagao ce-
lular (1). O peréxido de hidrogénio forma-se in vivo,
no decurso de diversos processos metabolicos, nomea-
damente através da ac¢do de diversas enzimas como a
glucose oxidase ou as superoxido dismutases (1). Ape-
sar de ter um fraco poder oxidante, exerce um papel
importante no stress oxidativo por ser capaz de trans-
por as membranas celulares e por poder originar radi-
cal hidroxilo (HO¢), o qual ¢ altamente toxico e reativo
(3). Nas nossas condi¢des experimentais, a Parv D néo
exerceu efeitos significativos na degradagdo do H O, o

. . A . ~ . . 2 ,2,
que indica uma auséncia de agdo antioxidante ao nivel

desta ROS.
Neste estudo avaliou-se ainda a capacidade da ParvD
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of damage with carcinogenesis (15). In fact, oxidative
DNA damage is a major source of the mutation load
in living organisms (15). The attack of DNA by ROS
can result in the formation of adducts, single- or dou-
ble-strand breakage, base modifications, deoxyribose
modification, and DNA cross-linking. If these lesions
are not efficiently repaired, mutations, replication er-
rors, genomic instability and cell death can occur (15).
Due to its high reactivity, hydroxyl radical is the pre-
dominant ROS that targets DNA (15). Therefore, in the
assay used, DNA lesion was also induced by hydroxyl
radical, generated by Fenton chemistry from H,O, and
Fe(Il). ParvD clearly protected plasmid DNA from
the cleavages induced by hydroxyl radical. Consider-
ing the absence of H,O, degrading activity shown by
ParvD, this protection could be due to the ability of this
compound to scavenge HO". Alternatively, taking into
account that the structure of ParvD includes different
donor atoms, the observed protection could be ascribed
to Fe(Il) chelation, precluding the formation of HO" by
Fenton chemistry. The DNA protection by ParvD is a
very interesting result that, in future work, should be
confirmed in models with higher complexity and closer
to human cells.
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proteger o D ADN plasmidico da clivagem oxidativa.
Este ensaio é uma primeira abordagem para estudar o
efeito de antioxidantes na protecdo do genoma face a
lesdes oxidativas. O estudo de agentes que protejam o
ADN de lesdes oxidativas € relevante pela associacao
deste tipo de lesdes com o processo de cancerigénese
(15). De fato, as lesdes oxidativas de ADN constituem
um contributo importante para a carga global de muta-
¢oes dos organismos (15). O ataque do ADN por ROS
pode resultar na formagdo de aductos, quebras de ca-
deia simples ou dupla, modifica¢cdes nas bases ou na
desoxirribose e ligagdes cruzadas. Se estas lesdes ndo
forem reparadas eficientemente, podem ocorrer muta-
¢oes, erros de replicagdo, instabilidade genética, e mor-
te celular (15).

Pela sua elevada reatividade, o radical hidroxilo é a
ROS mais relevante na indugdo de lesdes oxidativas no
ADN (15). Por este motivo, na metodologia utilizada,
a lesdo no ADN foi também induzida por radicais hi-
droxilo, gerados por reagdo de fenton a partir de H,0,
e Fe(Il). A ParvD originou uma clara protecao do ADN
plasmidico face as quebras induzidas pelo radical hi-
droxilo. Dado que a ParvD n@o demonstrou ter capaci-
dade para degradar o peroxido de hidrogénio, este efeito
protetor podera dever-se a capacidade deste composto
para sequestrar HO". Em alternativa, considerando que
a estrutura da ParvD inclui varios atomos doadores, a
protecao observada pode dever-se a quelacao do Fe(Il),
impedindo a formacao de HO" por reagdo de fenton. O
efeito protetor do ADN demonstrado pela ParvD ¢ um
resultado muito interessante, que devera futuramente
ser confirmado em modelos mais complexos e mais
proximos das células humanas.
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