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RESUMO

Brassica oleracea é uma espécie botdnica popularmente conhecida como “cowe’. E utilizada na
alimentacio e também na medicina popular, devido as suas acdes antiulcerogénica e
quimiopreventiva do cancer, entre outras. Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial
genotoxico e antigenotoxico do extrato de folhas de Brassica oleracea em células somaticas e
germinativas de camundongos in Vvivo, usando o Ensaio Cometa e o teste do microntcleo. Os
animais (camundongos Swiss albinos machos) foram divididos em oito grupos experimentais
(n=6). O grupo controle negativo recebeu agua destilada e o controle positivo 80 mgkg de
doxorrubicina (DXR). Trés diferentes doses do extrato foram testadas (500, 1000 e 2000 mg/kg)
para a avaliagdo do potencial genotoxico. As mesmas doses do extrato foram utilizadas
simultancamente com ije¢ao intraperitoneal de DXR (uma hora apds o tratamento com o extrato
via gavage), para a avaliacdo dos potenciais antigenotoxico e anticlastogénico/antianeugénico. As
células analisadas pelo Ensaio Cometa foram leucdcitos de sangue periférico coletados 4 e 24
horas apds os tratamentos, ¢ células do figado, cérebro, medula 6ssea e testiculos, coletadas 24
horas apds os tratamentos. Para o Teste do Micronicleo, foram analisadas células de medula
Ossea, coletadas 24 horas apos os tratamentos. Os dados obtidos foram estatisticamente analisados
utilizando-se  ANOVA e teste de Tukey-Kramer. A auséncia de genotoxicidade e
aneugenicidade/clastogenicidade foi observada para as trés doses do extrato. No entanto, as trés
doses testadas induziram um decréscimo significante de danos no DNA das células analisadas
pelo Ensaio Cometa, assim como redugdo no numero de eritrocitos policromaticos
micronucleados analisados pelo Teste do Micronicleo, em comparacdo ao grupo controle positivo
tratado com DXR. Sob as condigdes experimentais deste estudo, os resultados obtidos
demonstraram que o extrato de folhas de Brassica oleracea ndo é genotoxico e apresenta um

efeito quimioprotetor contra danos no DNA induzidos pela DXR.



ABSTRACT

Brassica oleraceae is a botanical specie popularly known as “kale”. Is used in the feeding and also
in folk medicine due to its anti-ulcerogenic and cancer chemopreventive activities, among others.
The main objective of the present study was to evaluate the genotoxic and antigenotoxic potential
of the Brassica oleraceae extract in different cells of mice in vivo, using the comet assay and
micronucleus test. The animals (male Swiss mice) were divided in eight experimental groups (n =
6). The negative control group received distilled water and the positive control 80mgkg of
doxorubicin (DXR). Three different doses of the extract were tested (500, 1000 and 2000 mgkg)
to evaluate the genotoxic potential. The same extract doses followed by DXR injection (one hour
after the treatment) were used to evaluate the antigenotoxic and anticlastogenic/antianeugenic
potentials. The cells analyzed by comet assay were leukocytes from peripheral blood collected 4
and 24 hours after the treatments, and liver, brain, bone marrow and testicles cells collected 24 h
after the treatments. Bone marrow cells collected 24 hours after the treatments were analyzed by
micronucleus test. The data were statistically analyzed using ANOVA and Tukey-Kramer test.
The absence of genotoxic and aneugenic/clastogenic effects was observed with the three tested
doses of the extract. On the other hand, the three tested doses of the extract induced a significant
decrease in the DNA damage in all cells analyzed by comet assay, and a reduction in the
frequency of micronucleated polychromatic erythrocytes, in comparison with DXR positive
control group. Under the experimental conditions employed in the present experiment, the results
obtained showed that Brassica oleraceae extract is not genotoxic and presents a clear

chemoprotection against DNA damage induced by doxorubicin.
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1. INTRODUCAO

Muitas espécies de plantas medicinais sdo utilizadas para o tratamento de doengas em todo
o mundo. No entanto, a maioria dessas espécies ndo foi suficientemente estudada, principalmente
quanto a presenca de substancias citotoxicas e/ou mutagénicas em sua composicdo ou decorrentes
do proprio metabolismo e podem causar danos a saude da populacio (BAGATINI et al., 2007).

As plantas medicinais tém sido um importante recurso terapéutico desde os primordios da
humanidade até os nossos dias (ALVES & SILVA, 2002). Fitoterapico, de acordo com a
legislagdo sanitaria brasileira, ¢ o medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-
primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso,
assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (BRASIL, 2004a).

A atengdo dirigida pelas autoridades e administracdes de satde para o uso de plantas
medicinais aumentou consideravelmente nos ultimos anos, por diferentes razdes e em diferentes
setores. Incentivo em mvestimentos publicos em plantas medicinais tem sido feito pela OMS
desde 1978, observando-se a crescente aceitacdo da fitoterapia por profissionais de saide da
atencdo basica, assim como a observacao do aumento de seu uso pela populagio (HOMAR, 2005).

O homem moderno esta exposto no seu dia-a-dia a mumeravel quantidade de substancias
quimicas sintéticas ou de origem natural Nado ha duvidas de que muitos destes compostos sdo
essenciais para o conforto e a seguranga do ser humano, como por exemplo os medicamentos, os
corantes, conservantes, cosméticos, inseticidas, desinfetantes e muitos outros. Por outro lado,
muitos destes produtos podem causar grandes transtornos a sociedade como poluentes do ar, dgua
e solo. Além disso, cresce o numero de evidéncias acerca da associacdo entre a exposicdo a
determinados agentes quimicos e uma séric de doengas e alteragdes metabdlicas prejudiciais a
satde humana (VARANDA, 2006).

A exposicdo humana aos denominados agentes mutagénicos, efetivos em causar danos ao
material genético, constitui uma das grandes preocupagdes no mundo atual. Tais agentes estdo

relacionados com o desenvolvimento de cancer, hoje considerado doenca genética, uma vez que
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resulta de alteragdes em genes que controlam a proliferagdio e a diferenciacdo celular
(protooncogenes e genes supressores de tumor), ou de alteragcdes em genes comprometidos com os
mecanismos de reparo do DNA (MEIRELES et al., 2006).

Assim, pesquisas por agentes que possam reduzir a frequéncia de alteracdes no DNA tém
se mostrado promissoras € com importantes implicacdes nas praticas terapéuticas devido a
possibilidade da redu¢do da taxa de mutagdes e consequente diminuicdo na incidéncia de cancer.
Dentre estes agentes, estdo as plantas com potencialidade medicinal. Sua utilizagdo remonta
séculos e a popularidade das mesmas estd conectada ao ficil acesso, eficacia terapéutica, baixo
custo relativo e impressao de total auséncia de efeitos toxicos. Entretanto, recentemente a
seguranca de alguns destes compostos fitoterapicos tém sido questionada, devido a relatos de
toxicidade e fatalidades.

Neste contexto, a Genética Toxicologica ¢ uma area que tem se dedicado a pesquisa das
propriedades genotdxicas e mutagénicas de agentes aos quais 0S organismos estdo expostos,
fazendo uso de diversos ensaios que avaliam o dano que estes podem vir a causar ao DNA na
presenca ou auséncia de sistemas de metabolizacdio (COSTA, 2006). Da mesma forma, ¢ valido
ressaltar que esta 4rea também nos permite buscar agentes que possam reduzir os danos no DNA
causados por agentes com propriedades genotoxicas e mutagénicas.

Para avaliagdo de substincias genotoxicas ou antigenotoxicas, que permite estudar a
seguranga ¢ efetividade das mesmas, utiliza-se o Ensaio Cometa ou Single-Cell Gel
Electrophoresis (SCGE); ja as substancias com propriedades mutagénicas, sobretudo ancugénica e
clastogénica, e ainda antimutagénica, podem ser avaliadas através do Teste do Micronicleo.
Ambos os testes podem ser aplicados na versdo in vivo, utilizando-se em geral células de
mamiferos (principalmente camundongos), ou na versdo In Vitro, com uma ampla gama de
linhagens celulares, de roedores ou humanos, metabolizadoras ou ndo.

Portanto, os estudos de genotoxicidade ajudam na avaliacdo da segurangca e da efetividade

dos produtos naturais (BAST, 2002). Por esta razio, a avaliacio do potencial
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genotoxico/mutagénico dos agentes terapéuticos, naturais ou sintéticos, ¢ recomendada por Orgdos
reguladores nacionais e internacionais (CNS, RESOLUCAO N° 251/97; OECD, 2007).

Um aspecto que merece destaque, neste momento, ¢ a diferenca entre genotoxicidade e
mutagenicidade. Genotoxicidade ¢ um termo amplo e refere-se ao efeito potencial de danos no
material genético, que ndo estd necessariamente associado com mutagenicidade. No entanto, testes

de genotoxicidade dao uma indicagdo de danos induzidos no DNA (SCCNEFP, 2003).

1.1. Consideracfes sobre mutagénese e mutacio

A mutagnese ¢ a ciéncia que estuda o processo de indugdo de danos no DNA pela acdo de
agentes quimicos, fisicos e bioldgicos. A mutacdo consiste em toda alteragdo do material genético
que nao resulta dos processos de segregacdo ou recombinacdo, capaz de influenciar ou nao a
atividade normal da unidade genética onde ocorreu (LEWIN, 2000).

As mutacoes podem ocorrer nas cé€lulas somaticas e nas células germnativas dos
organismos. Quando a mutagdo ocorre em células somaticas pode ocorrer propagacdo durante a
proliferacdo celular e envolver-se com o surgimento de doencas cronicas ndo transmissiveis, tais
como aterosclerose, doengas cardiacas e cancer (DE FLORA; FERGUSON, 2005). Se as
mutagdes ocorrem em células germinativas, elas podem ser transmitidas para todas as células dos
descendentes, podendo afetar as geracdes futuras, sendo a causa de diversas doencas hereditarias e
sindromes (RIBEIRO et al., 2003).

Pesquisas apontam que a maioria dos carcindgenos sdo mutdgenos, indicando, assim, uma
grande correlagdo entre a mutagénese e a carcinogénese. Dai percebe-se a grande importancia da
Genética Toxicologica e seu papel em avaliar o potencial genotoxico de agentes biologicos,
fisicos e quimicos (MacGREGOR et al., 2000).

A mutacdo pode ser dividida, em linhas gerais, em Mutacdo Cromossomica € Mutagdo

Génica. A primeira ocorre quando hd quebra ou rearranjo cromossomico e a segunda quando
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ocorre a alteragdo de um alelo de um gene, tornando-se um alelo diferente, sendo chamada
também de “mutagdo de ponto”, uma vez que tal alteracdo ocorre dentro de um uUnico gene e esta
em um locus cromossomico (ponto) (NUSSBAUM et al., 2006).

Lesdes persistentes no DNA levam a um aumento da mutagénese pela maior probabilidade
de ocorrerem erros quando a replicacdo ocorrer em um molde alterado. Com o objetivo de manter
o genoma fntegro, as células desenvolveram mecanismos de repara¢do de danos ao DNA (PINTO;
FELZENSZWALB, 2003).

Os agentes mutagénicos sdo aqueles que alteram a sequéncia nucleotidica, podendo
acelerar ou aumentar o aparecimento de mutagdes que estdo associadas ao desenvolvimento de
neoplasias (RIBEIRO et al, 2003). Na Figura 1, sdo apresentados exemplos de fontes de

exposicdo humana a agentes mutagénicos.

TIPO EXEMPLO
Endogenos Oxido Nitrico
Radicais livres de oxigénio
Formacao de nitrosaminas endogenas
Ocupacional Produtos Petroquimicos
Producio de energia muclear
Producio de ferro e aco
Dieta Mutagenos naturais presentes na dieta
Mutagenos gerados durante o cozimento
de almentos
Mutagenos gerados no processo de
conservacdo dos alimentos

Radiaciio Exposicdo médica — Rao X
Exposigdo a lixo nuclear

Poluicio Efluentes industriais
Sub — produtos da cloracio da agua
Emissdes por motores de veiculos
Pesticidas usados na agricultura
Incineracdo de lixo

Biolégico Mutagenos originados de infec¢io cronica
por virus, bacténias ou parasitas

Figura 1 - Fontes de exposi¢do humana a agentes mutagénicos (RIBEIRO; MARQUES,
2003).
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Um agente mutagénico ¢ capaz de produzir diferentes eventos mutacionais em organismos
com constituicdo genética distintas. Contudo, a maior parte destes agentes exibe um espectro de
mutagdes caracteristico, que depende de varios fatores, incluindo a natureza das alteracdes
primarias no DNA (por ex.: modificagdes de base, de residuos de agucar ou fosfato, quebras de
filamentos, ou incorporacdes de bases modificadas), e os efeitos secundarios causados pela
resposta do organismo a estas modificagdes (por ex.: a acdo de varias formas de reparo do material
genético € a duplicacdo de cromossomos sobre moldes modificados) (PRESTON et al, 1987;
ZAHA, 1996). Esses agentes podem interagir diretamente com a molécula de DNA ou tornarem-
se mutagénicos ao sofrer reagdes metabolicas no organismo vivo (VARELLA et al, 2004).
Conhecer a propriedade mutagénica das substancias ingeridas e utilizadas pela populacdo ¢ uma
forma significante de prevencdo do desenvolvimento do cancer.

E valido ressaltar que, por outro lado, o aparecimento de mutagdes ocorre em todos o0s
seres vivos e exerce papel fundamental na evolucdo e diversificacdo das populagdes e espécies.
Sem mutagdo, que ¢ a principal das trés fontes de variabilidade genética, ndo ha evolucao

(RIBEIRO et al., 2003).

1.2. Consideracdes sobre antimutagénese

As doengas cronicas ndo transmissiveis, como o cancer, representam hoje as maiores
causas de morte na populacdo, € o controle destas enfermidades torna-se dificil por serem de
origem multifatorial. No entanto, mudancas importantes t€ém ocorrido no cendrio epidemioldgico
no intuito de diminuir a taxa de mortalidade por estas doencas (DE FLORA; FERGUSON, 2005).

Qualquer substancia capaz de reduzir a frequéncia de mutagdes espontineas ou induzidas,
independentemente do mecanismo de a¢do, ¢ considerada antimutagénica (DE FLORA, 1998). O
termo antimutagénico foi usado originalmente por Novick e Szlard (1952) para descrever os

compostos que reduzem as mutagdes espontdneas ou induzidas, independentemente dos
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mecanismos de protecdo envolvidos. O termo anticarcinogénico também ¢ usado para os agentes
que reduzem ou nibem o desenvolvimento de tumores (RESENDE, 2008).

Os agentes antimutagénicos podem ser divididos em duas categorias gerais: aqueles que
mibem a formagdo de lesdes e sdo classificados como desmutagénicos, e aqueles que colaboram
no reparo das lesdes que ja estdo presentes no DNA, denominados bioantimutagénicos (LIVIERO
& VON BORSTEL, 1996).

Muitos compostos antimutagénicos vém sendo estudados a partr de constituintes
encontrados na natureza. A dieta tem sido relacionada a prevengdo ou desenvolvimento de certas
doengas. Os alimentos cont€m compostos mutagénicos e/ou carcinogénicos, assim como
antimutagénicos e/ou anticarcinogénicos, sendo que alguns ocorrem naturalmente e outros podem
ser introduzidos durante a preparagdo dos alimentos para o consumo humano. Estudos
epidemiologicos sugerem uma reducdo na incidéncia de cancer associada com o consumo de

alimentos que contém fibras, vitaminas e minerais, ¢ também frutas fiescas e vegetais (FRANCY-

GUILFORD; PEZZUTO, 2008).

1.3. Ensaios mais comuns para a avaliacdo de genotoxicidade e mutagenicidade

Segundo Flores e Yamaguchi (2008), os testes de genotoxicidade incluem diversas
metodologias, e representam uma importante parte da pesquisa para avaliagdo da mutagenicidade
celular para identificar o potencial carcinogénico e a mutagenicidade do produto quimico e,
consequentemente, proteger o material genético humano. Os testes in Vivo garantem a simulagio
perfeita de metabolizagdo pelas vias normais de administragdo das substancias, o que permite
avaliar se ¢ a substancia ou um metabolito desta o responsavel pelo efeito genotdxico e/ou
antimutagénico. Por este motivo, foram utilizados neste estudo testes in Vivo.

O ensaio cometa e o teste do micronicleo estdo entre os principais testes para a avaliacao

de genotoxicidade e mutagenicidade, respectivamente, e tém grande aceitagdo na comunidade



19

cientifica. Segundo Valentin-Severin et al. (2003), a diferenga entre os testes do cometa e do
micronucleo consiste basicamente no tipo de alteracdo detectada no DNA: o teste do cometa
detecta lesdes primarias, que muitas vezes sdo reparaveis, enquanto o teste do micronucleo detecta

lesdes irreparaveis.

1.3.1. Ensaio Cometa ou Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE)

O Ensaio Cometa, também conhecido por Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE), visa
evidenciar a corrida de fragmentos de DNA em relagdio ao nucleo principal, quando este ¢
submetido a uma corrente em eletroforese, produzindo aspecto semelhante a um cometa; ¢ um
método rapido e sensivel para a deteccdo de danos primarios no DNA que tem sido amplamente
utiizado na Genética Toxicologica por ser um teste relativamente simples, flexivel, de rapidos
resultados, onde um pequeno nimero de células por amostra e pequenas quantidades da substancia
teste sdo suficientes para conduzir um experimento (TICE et al., 2000).

O mecanismo principal, proposto por Ostling e Johanson (1984), é que o DNA ¢
organizado em grandes estruturas supercondensadas que, quando separadas por quebras na dupla-
fita de DNA, podem migrar para o anodo através da eletroforese, sendo que a aparéncia dos
nucledides submetidos ao teste levou o nome “Comet Assay” (RIBEIRO et al., 2003; TICE et al.,
2000; KLAUDE et al., 1996). Com altas doses de irradiagdo gama, a cauda do cometa consiste em
fragmentos de DNA que migram mais livremente no gel do que os DNA inteiros (OSTLING;
JOHANSON, 1984).

A técnica foi modificada por Singh et al (1988) que usaram eletroforese alcalina para
analisar danos no DNA de tratamentos com raio-X ou peroxido de hidrogénio (H,O;). Nestas
condicdes, a técnica permite detectar um mais amplo espectro de dano ao DNA - quebras de fita
simples e dupla. O Ensaio Cometa tornou-se cada vez mais popular para mediar a dimensdo e
heterogeneidade dos danos causados por agentes genotdoxicos em populacdes de células

individuais. Para detectar o DNA, as ldminas sdo coradas e examinadas por microscopia de
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fluorescéncia. Diferentes técnicas para quantificar cometas tém sido relatadas, que vao desde a
simples medicdo do comprimento da cauda a calculos mais complexos (DURAND; OLIVE,
1997). A andlise dos cometas gerados (tamanho, intensidade da fluorescéncia, aspecto e outras
caracteristicas) pode ser feita visualmente ou de maneira automatizada, com programas
computacionais proprios, sendo bastante concordantes os resultados fornecidos pelas duas formas
de analise (TICE, 1995; COLLINS, 2004).

Para mterpretagdo dos resultados, o “cometa” ¢ dividido entre cabega e cauda. Assim
células sem ou com pouco dano no DNA, ndo apresentariam cauda, enquanto células com mais
danos apresentariam caudas maiores. Segundo Kobayashi et al. (1995), os cometas sdo divididos
em quatro classes, de acordo com a extensdo do dano gerado:

e cometa classe 0 — nucledides que ndo apresentam cauda;

e cometa classe 1 — nucledides com cauda menor que o didmetro do nucleoide;

e cometa classe 2 — nucledides com cauda de tamanho entre 1 a2 vezes o didmetro do
nucleodide;

e cometa classe 3 — nucledides com cauda 2 vezes maior que o didmetro do nucledide.

A Figura 2 apresenta as quatro classes de cometa, de acordo com as descricdes acima.

O nimero de publicagdes baseadas na técnica do cometa cresceu nos Ultimos anos, sendo a
alcalina a técnica mais usada, com pequenas variagdes em alguns passos. Desde que a técnica se
desenvolveu de forma empirica, houve a necessidade de padronizar e assegurar o entendimento

dos mecanismos em que esta se baseia (KLAUDE et al., 1996).
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Figura 2 - Classes de cometaobservadas: 0, 1, 2 e 3, respectivamente. (Fonte: BUCKER et al.,
2006).

Segundo Tice et al (2000), existem algumas vantagens da técnica do cometa em

comparagdo com outras técnicas para analise de danos no DNA, dentre elas:

(1) Apresenta sensibilidade em apontar baixo nivel de danos no DNA;

(2) Requerimento de baixo numero de células por amostras;

(3) Flexibilidade;

(4) Baixo Custo;

(5) Facil aplicagao;

(6) Habilidade de conduzir estudos utilizando pequenas por¢des de substancias; e

(7) Tempo relativamente curto para a realizagdo de experimentos.

O teste do cometa, portanto, vem sendo proposto para estudos de toxicogenética devido a
suas peculiaridades e vantagens quando comparado a outros testes para deteccdo de substancias
genotoxicas. Este teste ndo ¢ utilizado para detectar mutagcdes, mas sim lesdes gendmicas que,
apds serem processadas, podem resultar em mutacdo. Diferente das mutacdes, as lesdes detectadas
pelo teste do cometa sdo passiveis de corre¢do. Assim sendo, este teste pode ser também utilizado
para estudos de reparo do DNA, trazendo informacdes importantes sobre a cinética e o tipo de
lesao reparada, embora ndo possibilite inferir a fidedignidade do processo de reparo. Uma vez que
danos no DNA sdo frequentemente, célula e tecido-especificos, uma metodologia como o teste do

cometa que permite a deteccdo de danos e seu reparo em uma Unica célula, € consequentemente,
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em determinada subpopulagdo celular, ¢ de extrema relevancia para a avaliagio de compostos
genotoxicos (RIBEIRO et al., 2003; TICE et al., 2000).

Assim, esta técnica, hoje em dia, ¢ amplamente aceita e estd sendo utilizada em uma
variedade de dreas de investigacdo como: estudos de genotoxicidade, estudos de reparo do DNA,
biomonitoramento ambiental, estudo de células apoptdticas, monitoramento humano, entre outras

(ARAUJO, 2008).

1.3.2. Teste do Micronucleo (MN)

O Teste do Micronicleo (MN) foi descrito por Schimidt, em 1975. E o ensaio mais
amplamente utiizado para a deteccdo de agentes clastogénicos e aneugénicos, sendo
mternacionalmente aceito como parte da bateria de testes recomendados para avaliagdo do
potencial mutagénico, para o registro de novos produtos quimicos que entram no mercado
mundial (CHOY, 2001). Segundo Valentn—Severin et al. (2003), uma substancia micronicleo
positiva pode ser considerada mutagénica.

Os microntcleos sdo resultantes de dois fendmenos basicos nas células mitoticas: quebra
cromossomica e disfuncdo do aparato mitotico. Sao formados pelos cromossomos acéntricos ou
fragmentos cromatidicos e cromossomos inteiros ou cromatides que se atrasam na anafase e sao
excliidos do nucleo-filho na telofase. Assim, os micronicleos se formam pela extrusdo de
cromossomos inteiros ou seus fragmentos durante a divisdo celular, sendo uma porcdo de
cromatina resultante de mitoses aberrantes (REIS et al, 2004). A Figura 3 representa a formacao

do micronicleo induzida por um agente genotdxico.

O microntcleo constitui em uma pequena massa nuclear delimitada por membrana e separada do
nucleo principal. Os micronticleos sdo formados durante a telofase da mitose, quando o envelope nuclear ¢
reconstituido ao redor dos cromossomos das células filhas. Sao resultantes de fragmentos cromossdmicos

acéntricos ou de cromossomos inteiros que ndo foram incliidos no nucleo principal. Assim sendo, o
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micronucleo representa perda de cromatina em conseqiiéncia de dano cromossomico estrutural (fragmento)
ou dano no aparelho mitdtico (AQUINO, 2010). Localizam-se a parte, sendo adicionados ao nicleo
principal da célula; ndo apresenta membrana que os delimite ¢ correspondem ao que se denomina na

hematologia de Corpiisculo de Howell-Jolly (JOKSIE et al., 2004).

MUMZEAO= M
omrAEZ OO0 oOBbWMrrcToxXm

Figura 3 - Formagdo do microndcleo em eritrocitos. Agentes genotdxicos induzem a
formacdo de quebras ou a ndo-disjungao dos cromossomos nas células (adaptado de Ribeiro,
2006).

E valido ressaltar que os micronicleos sio formados durante a mitose, independentemente
do tipo de dano ocorrido durante o ciclo. Por isso, os danos no DNA causados, por exemplo, pela
exposicdo a agentes mutagénicos, somente sao expressos em micronucleos apds um ciclo de
divisdo celular, sendo dependentes da propor¢do de células que estdo se dividindo.
Consequentemente, a comparagdo da freqiiéncia de micronticleos entre populagcdes de células em
divisdo s6 seria segura quando a cinética de divisio nuclear apoés o dano ao DNA fosse idéntica
(FENECH et al, 1999). Por isso, Fenech e Moley desenvolveram, em 1985, a versao do teste
utilizando células binucleadas (MNCB), obtidas através do bloqueio da citocinese, que permite

identificar células que tenham passado por um ciclo mittico apos o tratamento. Dessa forma,
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podem-se identificar os micronticleos gerados pela substincia teste (aqueles presentes nas células
bmnucleadas) e os originados antes do tratamento (aqueles presentes em células mononucleadas).

Este teste foi inicialmente desenvolvido em eritrocitos de medula 6ssea de camundongos,
mas ¢ também realizado em ratos. A presenga de MN ¢ analisada em eritrocitos policromaticos
(PCE, eritrocitos jovens) de medula 6ssea de camundongos, mas pode, também, ser analisada em
eritrocitos normocromaticos (NCE, eritrocitos maduros). Os animais sdo expostos a substincia
teste pela via mais adequada e sacrificados em tempos apropriados apds o tratamento, para a
coleta da medula Ossea. As preparacdes celulares sdo coradas adequadamente (Giemsa ou
Leishman) e analisadas para a presenca de micronucleos (RIBEIRO et al., 2010).

Para identificar o micronucleo durante a andlise, alguns aspectos referentes a ele devem ser
observados, segundo Ferrari (1991), Titenko-Holland et al. (1997) e Fenech (2000):

(1) Forma arredondada ou ovalada;

(2) Cor e textura semelhantes a do nicleo principal;

(3) Estar no mesmo plano e ndo estar ligado ao nucleo principal;

(4) Tamanho entre 1/16 e 1/13 do tamanho do niicleo principal; e

(5) Nao ser birrefringente.

O teste de micronicleo ¢ de extrema relevancia para a Toxicologia Genética ¢ Ambiental,
tendo em vista que detecta mutagdes cromossOmicas; considerando que este tipo de dano ¢
encontrado em c¢€lulas de pacientes com cancer, o teste de micronicleo pode ser considerado um
possivel indicador de susceptibilidade para a carcinogénese (BONASSI et al, 2003; BONASSI et
al, 2007). Dessa forma, os ensaios realizados com animais em laboratorio oferecem grandes

vantagens, especialmente de reproduzir as condigdes de exposicdes humanas aos agentes toxicos

(FLORES; YAMAGUCHI, 2008).
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1.4. Consideracdes sobre Brassica oleracea L. var. acephala D.C.

A familia Brassicaceae abrange, aproximadamente, 350 géneros, divididos entre 13 tribos,
contendo cerca de 3200 espécies (KOWALSKI et al, 1994; JOLY, 1998). Brassica oleraceae L.
var. acephala D.C., pertence a esta familia e ¢ conhecida popularmente no Brasil como couve
(LIMA et al., 2007).

Esta espécie botanica ¢ amplamente utilizada na alimentagdo em muitos paises, sobretudo
no Brasil, onde estd sempre presente nos pratos dos brasileiros, inclusive como acompanhamento
da fejjoada, prato tipico nacional Além disso, Brassica oleraceae L. var. acephala D.C. ¢
utilizada na medicina popular, especialmente no que diz respeito ao combate de doengas do trato
gastrointestinal.

Existem muitos relatos no Brasil indicando que o suco preparado das folhas de Brassica
oleracea na medicina tradicional, ¢ também ingerida durante a alimentacdo, proporciona um alivio
nos sintomas da tlcera gastrica e também com ag¢do em outras doengas, como diabetes mellitus,
cirrose e reumatismo (MOREIRA et al., 2002; MIRON et al., 2006; SILVA et al., 2006; LIMA et
al, 2007; SANTOS e LIMA, 2008). Alguns estudos também tém demonstrado a relagdo entre
compostos presentes nas plantas do género Brassica e prevengdo do céncer, principalmente o de
mama (GERBER et al., 2003; PADILHA e PINHEIRO, 2004).

Muitos estudos tém sido conduzidos com as espécies da familia Brassicaceae,
demonstrando atividade antimicrobiana, contra bactérias Gram-positivas, ¢ também forte atividade
antioxidante (SOUSA et al, 2008). Estudos com B. oleracea apontam a presenga de acidos
fendlicos, que demonstram atividades antifingicas e antibacterianas (AYAZ et al, 2008). Esta
planta também contém flavondides, especialmente quercetina e kaempferol, principalmente na
forma glicosidica. Os flavondides sdo metabdlitos secundarios amplamente distribuidos na
natureza e apresentam muitas atividades bioldgicas, incluindo potencial gastroprotetor (MARTIN

et al., 1998).
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Brassica oleracea foi a espécie escolhida para este estudo, devido as informagdes
anteriores, que demonstram as principais aplicacdes e propriedades que indicam a grande
importancia desta espécie, e pela auséncia de estudos relativos a toxicidade genética do extrato de
B. oleracea. Assim, tornou-se imprescindivel o estudo do comportamento deste extrato em ensaios

de genotoxicidade e mutagenicidade, como Ensaio Cometa e Teste do Micronticleo.

2. OBJETIVOS

Basecado no fato de que o género Brassica vem despertando no meio farmacéutico um
crescente interesse em sua utilizagdo, por possuirem principios ativos com a¢do comprovada para
varias doengas, sobretudo aquelas que comprometem o trato digestorio, e pelo fato da inexisténcia
de qualquer estudo avaliando a toxicidade genética de extratos deste género em células de

eucariontes, o presente projeto foi elaborado visando:

2.1. Objetivo geral
Avaliar o potencial genotoxico e antigenotoxico do extrato de Brassica oleraceae em

diferentes células somaticas e células germinativas de camundongos in Vvivo.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar o potencial genotdxico e antigenotoxico do extrato hidroalcodlico de Brassica
oleracea em leucocitos, em células da medula 6ssea, em células hepaticas, células cerebrais e
células germinativas de camundongos suicos albinos in Vivo, com a utilizagdo do Single Cell Gel
Electrophoresis (SCGE) ou Ensaio Cometa.

Avaliar o potencial clastogénico/aneugénico e protetor do extrato hidroalcodlico de
Brassica oleracea em células da medula 6ssea de camundongos suigos albinos in vivo, pelo Teste

do Micronucleo.
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ABSTRACT

Ethnopharmacological relevance: Brassica oleracea L. var. acephala DC has been extensively

used in Brazlian traditional medicine to treat gastric ulcer.

Aim of the study: This study was conducted to evaluate the in vivo genotoxic and/or antigenotoxic
potential of a Brassica oleraceae hydroalcoholic extract obtained from the leaves, in different

cells of mice.

Materials and methods: Analyses were performed using the comet assay, on leukocytes (collected
4 and 24 hours after treatment), liver, brain, bone marrow and testicular cells (collected 24 hours
after treatment), and using the micronucleus test (MN) in bone marrow cells. Eight groups of
albno Swiss mice were treated (N = 6): control (C), positive control (Doxorubicin 80 mgkg
(DXR)), and six experimental groups, which received 500, 1000 and 2000 mg/kg of B. oleraceae
extract alone by gavage, while a further three groups received these same doses plus DXR (80
mg/kg). We calculated the damage scores, and therr averages were compared by ANOVA

followed by the Tukey test for multiple comparisons.

Results: The results demonstrated that none of the tested doses of B. oleraceae extract showed
genotoxic effects by the comet assay, or clastogenic effects by the MN test. On the other hand, for

all cells evaluated, the three tested doses of the Brassica extract promoted inhibition of DNA

damage induced by DXR.

Conclusions: Under our experimental conditions, B. oleraceae leaf extract showed no genotoxic
or clastogenic effects in different cells of mice. However, it did show a significant decrease in
DNA damage induced by doxorubicin. It is suggested that the antigenotoxic properties of this

extract may be of great pharmacological importance, and may be beneficial for cancer prevention.

Keywords: Brassica oleraceae, Comet assay, Micronucleus test, antigenotoxic effects.
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1. Introduction

The family Brassicaceae has approximately 350 genera, divided into 13 tribes, and has
about 3200 species (Joly, 1998; Kowalski et al., 1994). Brassica oleracea L. var. acephala D.C.,
which belongs to this family, is popularly known in Brazl as "couve" (Lima et al, 2007) and in
English-speaking countries as “kale” (Joly, 1998). Several studies have been conducted with this
species, showing antimicrobial activity against gram-positive bacteria, and strong antioxidant
activity (Sousa et al, 2008). There are several Brazlian reports indicating that the juice prepared
by the leaves of Brassica oleracea in traditional medicine, and ingested during fasting, brings
relief of symptoms of gastric ulcers and also some other diseases such as diabetes mellitus,
cirrhosis and rheumatism (Lima et al., 2007; Miron et al,, 2006; Moreira et al., 2002; Santos and
Lima, 2008; Silva et al., 2006). Also, a quick Internet search using the terms "ulcera” (Portuguese
for ulcer) and “couve" found more than 35,000 websites relating to the popular uses of this
vegetable for the treatment of gastric ulcers. Moreover, in an ethnopharmacological study
conducted by Silva et al. (2006), it was found that Brassica oleracea is the plant that is most
commonly used by the Brazlian population to treat gastritis and gastric ulcers. Some studies also
have shown a relationship between the compounds present in plants of the genus Brassica and the
prevention of cancer (Gerber et al., 2003; Padilha and Pinheiro, 2004).

Other studies on B. oleraceae point to the presence of phenolic acids, which showed
antifingal and antibacterial activity (Ayaz et al, 2008). This plant also contains some flavonoids,
especially quercetin and kaempferol, mainly in glycosidic form. Flavonoids are secondary
metabolites that are widely distributed in nature and have several biological activities, including
gastroprotector potential (Martin et al.,, 1998).

Akhtar and Munir (1989) evaluated the powder obtained from dried leaves of Brassica
oleracea in the aspirin-induced ulcer model. In this study, an increase in gastric protection was

observed. However, the authors used only one model to evaluate the antilcer activity, without
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studying some other models that could enable a better understanding of the gastroprotective
mechanisms.

To our knowledge, this is the first study that has investigated the possible genetic toxicity
and/or DNA damage protection effects of Brassica oleraceae extract. It therefore sought to
evaluate the genotoxic and antigenotoxic activity of the hydroalcoholic extract obtained from the
leaves of Brassica oleracea, in different cells of mice in vivo, using the comet and micronucleus

assays.

2. Material and Methods

2.1 Plant material

The leaves of Brassica oleracea were collected in Rio das Antas, in the State of Santa
Catarina, Brazil, in September 2008 (Latitude 26°57'31.96" N, longitude 51°0'23.76" W) and
identified by Dr. Amaury Antonio Silva Junior. A voucher specimen was deposited at the Barbosa
Rodrigues Herbarum (Itajai, SC) under number 52747. Air-dried material (700 g) was cut into
small pieces and macerated with aqueous ethanol mixture 50% (v/v) at room temperature for 10
days. The macerate was filtered and the solvent removed by rotatory evaporator under reduced

pressure, yielding 306.47 g (43.78%) of crude hydroalcoholic extract.

2.2 Preliminary phytochemical analysis of extract

Thin layer chromatography (TLC) was used to evaluate the chemical composition of

Brassica oleracea extract. The following solvent system was used: hexane:ethyl acetate (7:3) and
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chloroformimethanol (7:3) and revealed with reagents specific chromophores, anisaldehyde for
terpenoids, and ferric chloride for phenolic compounds. Different standards of terpenes and

flavonoid solutions were used for the purposes of comparison.

2.3 Animals and dosing

Experiments were carried out on 10-week-old male Swiss albino mice (Mus musculus),
weighing 25-30 g The animals were acquired from the animal house of the Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Botucatu, Sdo Paulo state, Brazil, and kept in polyethylene boxes, in a climate-
controlled environment (25 + 4°C, 55 + 5% relative humidity) with a 12-h light/dark cycle (7:00
am to 7:00 pm). Food (NUVILAB CRI1 - NUVITAL) and water were available ad libitum. The
mice were divided into 8 experimental groups of 6 animals each. Considering the small size of the
anmimals and the vehicle (distilled water) the Brassica oleraceae extract was administered in a
single dose of 0.5 mL by gavage, at doses of 500, 1000 and 2000 mg/kg body weight, chosen on
the basis of our acute toxicity studies in mice, which was higher than 2000 mg/kg, and following
the lLmit dose recommended by OECD 420 for acute treatments in toxicology assays. The
simultaneous treatment was carried out with the three doses of the extract plus doxorubicin (DXR)
after one hour treatment. The negative control group received distilled water by gavage. The
positive control group received an intraperitoneal injection of DXR 80 mg/kg. The animals used in
this study were sacrificed by cervical dislocation without anesthesia, to avoid possible alterations
in the DNA damage analysis. The Animal Bioethics Committee of the Faculdade de Medicina de
Marilia, CEP/FAMEMA, Marilia, Brazl, approved the present study on March 29, 2010 (protocol
number 084/10), in accordance with Brazlian regulations on animal care (CONEP Regulatory

Resolution 04/97).
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2.4 Comet Assay

The comet assay (SCGE) was carried out by the method described by Speit and Hartmann
(1999), which is based on the origmal work of Singh et al (1996) and includes modifications
mntroduced by Klaude et al. (1996) as well as additional modifications. Peripheral blood samples
from the tail vein were obtained from six Swiss mice of each group, at 4 and 24 h after treatment
and before euthanasia. After sacrifice of the amimals, liver, bone marrow, brain and testicle cells
samples were washed in saline solution, in an ice bath. A small portion (diameter of about 4
millimeters) was transferred to a Petri dish containing ImL of Hank’s solution (pH 7.5) and then
homogenized gently with a small pair of tweezers and a syringe to remove any clumps of cells. An
aliquot of 20 puL was removed from the supernatant of each cell type to determine cell viability.
Cell counting was performed using a hemocytometer. Cell viabilty was determined by trypan
blue dye exclusion. The number of trypan blue-negative cells was considered the number of viable
cells and was greater than 85%. Another equal aliquot of cells from each animal was mixed with
120 uL of 0.5% low melting point agarose at 37°C, and rapidly spread onto two microscope slides
per animal, pre-coated with 1.5% normal melting point agarose. The slides were coverslipped and
allowed to gel at 4°C for 20 min. The coverslips were gently removed and the slides were then
immersed in cold, freshly prepared lysing solution consisting of 89 mL of a stock solution (2.5 M
NaClL 100 mM EDTA, 10 mM Tris, pH set to 10.0 with ~8 g solid NaOH, 890 mL of distilled
water and 1% sodwum lauryl sarcosine), plus 1 mL of Triton X-100 (Merck) and 10 mL of
dimethyl sulfoxide (Merck). The slides, which were protected from light, were allowed to stand at
4°C for 1 h and then placed in the gel box, positioned at the anode end, and left in a high pH (>13)
electrophoresis buffer (300 mM NaOH-1 mM EDTA, prepared from a stock solution of 10 N
NaOH and 200 mM, pH 10.0, EDTA) at 4°C for 20 min prior to electrophoresis, to allow DNA
unwinding. The electrophoresis run was carried out in an ice bath (4°C) for 20 min at 300 mA and

25 V (0.722 V cm’). The slides were then submerged in a neutralization buffer (0.4 M Tris-HC],
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pH 7.5) for 15 mm, dried at room temperature and fixed m 100% ethanol for 10 min. The slides
were dried and stored overnight or longer, before staining. For the staining process, the slides
were briefly rinsed in distilled water, covered with 30 pL of 1x ethidium bromide staining solution
prepared from a 10x stock (200pg/ml) and coverslipped. The material was evaluated immediately
at 400x magnification, using a fluorescence microscope (Olympus BX 50) with a 515-560 nm
excitation filter and a 590 nm barrier fiter. Only individual nucleoids were scored.

The extent and distribution of DNA damage indicated by the SCGE assay was evaluated
by examining at least 100 randomly selected and non-overlapping cells (50 cells per coded slide)
per animal in a blind analysis (six mice per group). These cells were scored visually, according to
tail size, mto the following four classes: class 0- no tail; class 1- tail shorter than the diameter of
the head (nucleus); class 2- tail length 1 to 2 times the diameter of the head; and class 3- tail
length more than twice the diameter of the head. Comets with no heads, with nearly all of the
DNA in the tail or with a very wide tail being excluded from the evaluation because they probably
represented dead cells (Hartmann and Speit, 1997). The total score for 100 comets, which ranged
from O (all undamaged) to 300 (all maximally damaged), was obtained by multiplying the number

of cells in each class by the damage class.

2.5 Micronucleus Test

The assay was carried out following standard protocols as recommended by Schmid (1976)
and Krishna and Hayashi (2000). The same six male mice per group as those used in the comet
assay were also used to this protocol. The bone marrow from one femur was flushed out using 2
mL of saline (0.9% NaCl) and centrifiged for 7 min. The supernatant was discarded and smears
were made on slides. The sldes were coded for a “blind” analysis, fixed with methanol and

stained with Giemsa (Gollapudi and Kamra, 1979). For the analysis of the micronucleated cells,



38

two thousand polychromatic erythrocytes (PCE) per animal were scored to determine the
clastogenic property of the extract. To detect possible cytotoxic effects, the PCE/NCE
(normochromatic erythrocytes) ratio in 200 erythrocytes/animal was calculated (Gollapudi and
McFadden, 1995). The cells were blindly scored using a light microscope at 1000x magnification.
The mean number of micronucleated polychromatic erythrocytes (MNPCE) in individual mice
was used as the experimental unit, with variability (standard deviation) based on differences

among animals within the same group.

2.6 Percentage reduction

The percentage reduction of genotoxic agent-induced damage by Brassica oleracea
hydroalcoholic extract was calculated according to Waters et al. (1990), using the following

formula:

% Reduction = A-B x 100

A-C

where A corresponds to the score or MNPCE mean observed in the treatment with DXR (positive
control), B corresponds to score or MNPCE mean observed in the antigenotoxic treatment (extract

plus DXR) and C corresponds to the score or MNPCE mean in the control.

2.7 Statistical analysis
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After verifying for normal distribution (normality test KS performed using GraphPad
Instat® software), the data obtained from the comet assay were submitted to analysis of variance
(ANOVA) and the Tukey-Kramer multiple comparison test, and the data obtained from the
micronucleus assay were submitted to the analysis of variance test (ANOVA) with linear
regression, both using the GraphPad Instat® software (version 3.01). The results were considered

statistically significant at P <0.05.

3. Results and discussion

Phytochemical analysis of B. oleracea hydroalcoholic extract evidenced that flavonoids,
terpenes and sterols are the main compounds. The presence of these compounds class was
confirmed by Co-TLC using reference standards (quercetin, a, B-amyrin, stigmasterol and lupeol)
and anisaldehyde sulfuric and FeCls as developer. The presence of other terpenoids and steroids
was also observed.

Brassica oleracea L. var. acephala D.C. is a botanical species that is widely used as a food
and in therapeutic popular, especially combating diseases of the gastrointestinal tract. In order to
contribute to the evaluation of health risks due to the medicinal use of Brassica oleraceae extract,
this study analyzed the genotoxic and antigenotoxic activities of the leaves hydroalcoholic extract
of this plant in vivo, using the comet assay and the micronucleus test.

The alkalne version of the comet assay detects a broad spectrum of DNA lesions,
including breakage of single-stranded and double-stranded DNA (Brendler-Schwaab et al., 2005),
and has been shown to be a sensitive method for the detection of genomic damage induced by
different genotoxic agents (Tice et al, 2000).

In the comet assay, B. oleracea hydroalcoholic extract did not induce DNA strand breaks

at the tested doses, with no significant difference in the mean scores obtained, when compared
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with those obtained for the control (Table 1), demonstrating the absence of genotoxic effects. As
expected, the animals treated with DXR exhibited a higher DNA damage index (p < 0.001)
compared to the control group. Simultaneous treatment showed a significant reduction in the
extent of DNA damage for all cell types exposed to the three doses (500, 1000 and 2000 mg/kg) of
the extract plus DXR, compared with the DXR-treated group alone (Table 2). In all the cell types
analyzed, the percentage of reductions were higher than 80%, showing a potent chemopreventive
effect of the Brassica extract. However, the increase in dose of the extract did not result in a
proportional reduction in genotoxicity induced by doxorubicin, indicating the lack of a dose-
response relationship.

The micronucleus test is a cytogenetic test which consists in detecting possible
chromosomal aberrations in cells previously exposed to chemical agents. It is based on the
evaluation of an increase i the frequency of polychromatic erythrocytes with micronuclei (Flores
and Yamaguchi, 2008). In our study, using the micronucleus test, the results of clastogenic and
anticlastogenic analysis obtained for the treatments are provided in Table 3. There were no
statistically significant differences (p > 0.05) in the frequency of micronucleated polychromatic
erythrocytes between the control and the groups treated with the three doses of B. oleraceae
hydroalcoholic extract alone, indicatng an absence of clastogenic/aneugenic effects of this
extract. As expected, animals treated with doxorubicin showed a high frequency of MNPCE in
bone marrow cells when compared to the control (p < 0.001). In addition, oral administration of
different doses of B. oleraceae extract followed with the injection of doxorubicin led to a
significant reduction in the frequency of MNPCE when compared with the group treated only with
doxorubicin. This reduction ranged from 71.46% to 80.03% in the micronucleus test (Table 3) and
indicated a potent chemoprevention of the extract against the mutagenic effects of doxorubicin.
The gradual increase in dose of Brassica extract dose result in a proportional increase in the
reduction in clastogenicity induced by doxorubicin. The mean of the PCE/NCE ratio and standard

deviation are also shown in Table 3. No significant reduction in the mean number of PCE in total
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erythrocytes, in comparison with the control, was observed in any of the treatment groups, which
demonstrates the absence of cytotoxicity of the different treatments under the conditions tested.

Our literature review showed that there are no previous studies involving the evaluation of
the genotoxic or antigenotoxic potential of the B. oleraceae extracts. Nevertheless, our
phytochemical characterization of the extract, as also observed in previous studies, showed that B.
oleraceae extract contains some flavonoids, especially quercetin and kaempferol, as well as
terpenes, sterols and glucosionolates, i its constitution, and for some of these compounds, there
are genotoxic studies. Ngomuo and Jones (1996) observed that quercetin was not genotoxic when
administered in vivo in mice. Bakheet (2011, in press) reported that quercetin is not genotoxic and
has a protective effect against topotecan-induced cyto and genotoxicity in the bone marrow cells
of mice. Additionally, Lin et al. (2009) observed that both compounds found in the extract studied
in our present study, quercetin and kaempferol, were not mutagenic in their in vitro and in vivo
analysis. On the other hand, Mazumdar et al. (2011) demonstrated that quercetin administered
orally was not genotoxic, but when administered by the intraperitoneal route, it showed genotoxic
effects.

In the present study we observed the absence of genotoxicity of the B. oleraceae extract.
On the other hand however, we observed that this extract presented protective effects in acute
treatment (24 h) against doxorubicin-induced DNA damage. Our results are in agreement with the
above mentioned studies that analyze some of the main compounds found in the B. oleraceae
extract.

Some studies indicate that compounds present in plants from the Brassicaceae family, such
as indole-3-carbinol (Gerber et al, 2003) and the isotiocianates, are related to the prevention of
breast cancer in women who consume a diet rich in vegetables of this botanical family. According
to Padilha and Pinheiro (2004), as a general rule, these compounds act by inhibiting the oxidative
metabolism of several carcinogens, which leads to DNA damage. Doxorubicin (DXR), used in our

study as a DNA damage agent, is an anthracycline with anticancer activity. In addition to several
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classes of antineoplasic agents, this drug generates high levels of oxidative stress in biological
tissues, although the generation of free radicals does not play a significant role in the antineoplasic
activity of DXR (Conklin, 2004). Based the present study, although the exact mechanism through
which the B. oleraceae extract promoted the inhibition of genotoxicity induced by DXR is not
completely understood, we can hypothesize that the antioxidant compounds present in the extract
may explain the protective effects observed in this study.

In conclusion, under the experimental conditions used in the present study, we observed by
the comet assay that Brassica oleraceae leaf extract, administered by gavage, is not genotoxic in
leukocytes, bone marrow, liver, brain and testicular cells of mice, and by the micronucleus test,
that it is not genotoxic in bone marrow cells either. Additionally, this tested extract presented
chemopreventive effect, nhibiting the genotoxicity induced by the antitumoral agent DXR, in all
the evaluated cells. Although further mvestigations are needed to clarify the protective role of the
B. oleraceae extract, it is suggested that antigenotoxic properties of this extract are of great

pharmacological importance, and might be beneficial for cancer prevention.
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Table 1. — DNA migration in the comet assay for the assessment of genotoxicity of Brassica oleracea
extract in different cells of male Swiss mice in vivo. (Mean + SD).

Treatments and Comet class Scores
cells analysed Total? 0 1 2 3

Peripheral blood (4h sample)
Control 1.16 £ 0.98 98.83 £ 0.98 1.16 £ 0.98 0.00£0.00 0.00+0.00 1.16%0.98
BOE 500 mg/kg 483 £1.94 95.16 + 1.94 433+1.75 050+£0.83 0.00+£0.00 5.33 %242
BOE 1000 mg/kg 4.83 £2.23 95.16 + 2.22 4,00 +2.53 0.83+0.75 0.00+0.00 5.66 +2.16
BOE 2000 mg/kg 6.50 £ 3.27 93.50 + 3.27 6.00 + 2.53 0.50+£0.83 0.00+£0.00 7.00 +4.05
Doxorubicin 80 mg/kg 29.502+7.89 70502+7.89 2516%+7.05 3.16+1.47 116+0.40 35.00%+8.99
Peripheral blood (24h sample)
Control 2.50 +1.64 97.50 + 1.64 2.50 +1.64 0.00 £0.00 0.00+0.00 250 +1.64
BOE 500 mg/kg 4.66 * 3.07 95.33 + 3.07 4.66 £+ 3.07 0.00£0.00 0.00+0.00 4.50 *3.02
BOE 1000 mg/kg 6.16 £1.94 93.83+1.94 5.33+1.63 0.83£0.75 0.00£0.00 7.00 =245
BOE 2000 mg/kg 5.66 +2.94 94.33 +2.94 4,66 +2.80 0.83+0.75 0.16+0.40 6.83 £3.37
Doxorubicin 80 mg/kg 84.00°+558 16.002+558 7566%+4.41 7.16%+4.49 116+0.40 93.50%+9.81
Liver
Control 22.83+9.28 77.16 £ 9.28 19.33+£10.32 350+274 0.00+0.00 26.33+8.98
BOE 500 mg/kg 17.83 £3.92 8216+ 3.92 17.50 + 3.62 0.33+051 0.00+0.00 18.16+4.26
BOE 1000 mg/kg 11.33 £4.45 88.66 + 4.45 10.50 £ 3.73 0.83+£0.98 0.00+0.00 12.16+5.27
BOE 2000 mg/kg 33.33 £8.89 66.66 + 8.89 28.66 + 9.22 466+3.20 0.00+0.00 38.00£09.67
Doxorubicin 80 mg/kg 92.66%+225 7.33%+225 4433%+14.13 43.33%+3.17 5.00+4.65 146.0°+21.42
Bone marrow
Control 3.00 £2.09 97.00 + 2.10 3.00£2.10 0.00£0.00 0.00+£0.00 3.00%2.10
BOE 500 mg/kg 5.16 £ 2.48 94.83 + 2.48 5.16 £ 2.48 0.00£0.00 0.00+0.00 5.16 +2.48
BOE 1000 mg/kg 5.16 +2.64 94.83 + 2.64 4,66 +2.16 0.50+0.83 0.00+0.00 5.66 +3.27
BOE 2000 mg/kg 4.66 = 4.08 95.33 +4.08 4.66 £+ 4.08 0.00£0.00 0.00+0.00 4.66 +4.08
Doxorubicin 80 mg/kg 81.832+7.83 18.16%+7.83 51.332+13.32 27.66°+15.08 283+ 256 115.2%+2505
Brain
Control 12.16 +2.13  87.83+2.13 12.16 £ 2.13 0.00+0.00 0.00+0.00 12.16+2.14
BOE 500 mg/kg 15.83 £ 2.86 84.16 + 2.85 15.83+2.85 0.00£0.00 0.00+0.00 15.83 £2.86
BOE 1000 mg/kg 11.16 £2.71 88.83+2.71 10.83+2.40 0.33+£051 0.00+0.00 11.50 £3.08
BOE 2000 mg/kg 7.83 +3.76 92.16 + 3.76 7.83+3.76 0.00+0.00 0.00+0.00 7.83 +3.76
Doxorubicin 80 mg/kg 83.662+10.34 16.33%+10.34 38.832+14.69 39.16%+4.13 5.66+5.20 134.2°+30.23
Testicle
Control 450 +2.26 95.50 + 2.26 450 £ 2.26 0.00£0.00 0.00+0.00 450 %226
BOE 500 mg/kg 9.66 + 3.26 90.33 +3.26 9.66 + 3.26 0.00+£0.00 0.00+0.00 9.66 +3.26
BOE 1000 mg/kg 8.16 +3.54 91.83 + 3.54 7.83+£2.78 0.33+£0.81 0.00£0.00 8.0 +4.32
BOE 2000 mg/kg 6.00 £1.41 94.00 + 1.41 5.83+1.17 0.16£0.41 0.00+0.00 6.16 £1.72
Doxorubicin 80 mg/kg 68.002+8.67 32.002+8.67 44.66%+1093 22.16°+11.30 1.16+ 1.47 92.50°%17.05

* Significantly different from the negative control (P<0.001); 'Total number of damaged cells (class

1+2+3); BOE: Brassica oleraceae extract.
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Table 2. — DNA migration in the comet assay for the assessment of antigenotoxicity of Brassica oleracea

extract in different cells of male Swiss mice in vivo. (Mean £ SD).

Treatments and Comet class Scores Reduction
cells analysed Total® 0 1 2 3 (%)

Peripheral blood (4h sample)
Control 1.162+0.98 98.832+0.98 1.16%+0.98 0.00+0.00 0.00+0.00 1.162+0.98 -
BOE500 mg/kg+ DXR 80mg/kg 6.66%+4.84 93.33%+4.84 6.50%+ 4.85 0.16 +0.41 0.00+0.00 6.83%+4.87 83.24
BOE1000 mg/kg+DXR 80mg/kg 3.66%+1.63 96.33%+1.63 3.50%+1.64 0.16+0.41 0.00+0.00 3.832+1.72 92.11
BOE2000 mg/kg+DXR 80mg/kg 8.16%+6.82 91.83 +6.82 7.83+6.40 0.33+0.81 0.00+0.00 8.502+7.31 78.31
Doxorubicin (DXR) 80 mg/kg 29.50+7.89 70.50+7.89 25.16 £ 7.05 3.16+147 116+040 3500+899 -
Peripheral blood (24h sample)
Control 250%+164 97.50%+1.64 2.50%+ 1.64 0.00+£0.00 0.00+0.00 250%+1.64 --—-—--
BOE500 mg/kg+ DXR 80mg/kg 7.83%+6.18 92.16%+6.18 6.83%+5.34 1.00+0.89 0.00+0.00 8.832+7.02 93.04
BOE1000 mg/kg+DXR 80mg/kg 7.66%+6.09 92.33%+6.08 7.008+5.44 0.66+1.21 0.00+0.00 8.33%+6.89 93.59
BOE2000 mg/kg+DXR 80mg/kg  10.162+6.18 89.83%+6.18  9.50%+ 5.92 0.66+0.81 0.00+0.00 10.832+6.52 90.85
Doxorubicin (DXR) 80 mg/kg 84.00+558  16.00 +£5.58 75.66 + 4.41 716+449 116+040 9350+9.81 = ------
Liver
Control 22.832+9.28 77.16%+9.28 19.33%+10.32 350%+274 0.00+0.00 26.332+8.98  ------
BOE500 mg/kg+ DXR 80mg/kg 33.832+6.24 66.16%+6.24 33.33°+585 0.50%+0.54 0.00+0.00 34.33%+6.65 93.31
BOE1000 mg/kg+DXR 80mg/kg  31.502+6.02 68.50%+6.02 28.83%+4.62 2.33%+1.63 0.33+0.51 34.502+7.92 93.17
BOE2000 mg/kg+DXR 80mg/kg  44.16%+4.53 558339+ 453 40.339+258 3.83%+223 0.00+0.00 48.00%+6.66 81.89
Doxorubicin (DXR) 80 mg/kg 92.66 + 2.25 7.33+2.25 4433 +14.13 43.33+13.17 5.00+4.65 146.0+21.42 ---—---
Bone marrow
Control 3.008+209 97.008+2.10 3.00®+2.10 0.00%+0.00 0.00+0.00 3.002+210  ------
BOES500 mg/kg+ DXR 80mg/kg 10.83%+4.07 89.162+4.07 10.33*+3.93 0.50%+0.54 0.00+0.00 11.33%+4.27 92.57
BOE1000 mg/kg+DXR 80mg/kg  12.33%+3.14 87.66%+3.14 12.00®+3.34 0.33%+051 0.00+0.00 12.66%+3.01 91.39
BOE2000 mg/kg+DXR 80mg/kg  20.662+7.00 79.33%9+7.00 1650°+7.26 3.83%*+256 0.33+0.81 25.162+7.96 80.24
Doxorubicin (DXR) 80 mg/kg 81.83+7.83 18.16+7.83 51.33+13.32 27.66+15.08 2.83+256 115.2+25.05 = ------
Brain
Control 12.16%+2.13 87.83%+2.13 12.16%*+2.13 0.00®+0.00 0.00+0.00 12.16%+2.14  ------
BOE500 mg/kg+ DXR80mg/kg  30.16°+10.48 69.83%°+10.47 25.16+594 4.832+650 0.16+0.40 35.33%+16.8 81.01
BOE1000 mg/kg+DXR 80mg/kg ~ 18.33%+10.80 81.66%+ 10.80 14.50%+6.41 3.66%+520 0.16+0.40 22.33%+15.6 91.66
BOE2000 mg/kg+DXR80mg/kg  13.83%+2.40 86.16%+2.40 13.83%+240 0.00°+0.00 0.00+0.00 13.83%%2.40 98.63
Doxorubicin (DXR) 80 mg/kg 83.66 £10.34 16.33+10.34 38.83+14.69 39.16+14.13 566+5.20 134.2430.23 ---—---
Testicle
Control 450%+226 9550%+226 450%+226 0.00®+0.00 0.00+0.00 450%+226 ------
BO E500 mg/kg+ DXR 80mg/kg 13.83%+3.97 86.16%+3.97 13.16%+3.43 0.66%+0.81 0.00+0.00 14.5%+4.60 88.64
BOE1000 mg/kg+DXR 80mg/kg  16.50% +1.87 83.502°+1.87 13.83%*+3.25 2.66%+1.86 0.00+0.00 19.16%+1.83 83.34
BOE2000 mg/kg+DXR 80mg/kg 6.662+3.01 93.33%+3.01 6.33%+356 0.33%+0.81 0.00+0.00 7.00%+2.61 97.16
Doxorubicin (DXR) 80 mg/kg 68.00+£8.67 32.00+8.67 44.66+10.93 22.16+11.30 1.16+1.47 9250+17.05  ------

® Significantly different from the Doxurubicin control (p<0,001); * Significantly different from the negative control
(P<0.05); © Significantly different from negative control (P<0,01); ¢ Significantly different from negative control
(P<0,001); 'Total number of damaged cells (class 1+2+3); BOE: Brassica oleraceae extract; DXR: Doxorubicin.



49

Table 3 — Number of micronucleated polychromatic erythrocytes (MNPCE) observed in the bone marrow

cells of male (M) Swiss mice treated with Brassica oleracea extract, and respective controls. Two thousand

cells were analyzed. SDM = standard deviation from the mean.

Treatments Number of MNPCE per Animal MNPCE PCE/NCE Reduction (%)
Mean = SD Mean = SD

M, M, M; M, M; M,
Control 1 0 0 0 1 0 0.33+0.51 1.07+0.05 -
(Water)
Brassica oleraceae 0 1 1 0 1 0 0.50 + 0.54 1.17+0.06 -
extract
(500 mg/kg)
Brassica oleraceae 1 0 1 0 0 1 0.50 + 0.54% 1.16+£0.08 -
extract
(1000 mg/kg)
Brassica oleraceae 1 1 0 1 0 1 0.66 + 0.51° 1.18+0.09 -
extract
(2000 mg/kg)
BOE (500 mg/kg) + 4 3 4 4 3 4 3.66 + 0.512° 1.22 + 0.05 71.46
DXR (80 mg/kg)
BOE (1000 kg/kg) + 3 4 2 4 3 4 3.33+0.812° 1.15+0.07 74.29
DXR (80 mg/kg)
BOE (2000 mg/kg) + 3 3 3 2 3 2 2.66 + 0.51%P 1.23+0.11 80.03
DXR (80 mg/kg)
Doxorubicin (DXR) 11 13 12 12 13 11 12.00 + 0.89° 1.18+£009 -

(80 mg/kg)

* Significantly different from Doxorubicin control (p < 0.001); ° Significantly different from the negative

control (p <0.001).
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5. ANEXOS

5.1 ANEXO 1 - Carta de submissao do artigo “Evaluation of the genotoxic and antigenotoxic
potential of Brassica oleracea L. var. acephala D.C. in different cells of mice” ao Journal of

Ethnopharmacology.

Zimbra edson.maistro@marilia.unesp.br

Submission Confirmation for your paper

De : Journal of Ethnopharmacology Seg, 26 de Dez de 2011 09:33
<jethnoph@chem.leidenuniv.nl>

Remetente : ees jep 0 161a3c e06a052f
<ees.jep.0.161a3c.e06a052f@eesmail .elsevier.com>

Assunto : Submission Confirmation for your paper
Para : edson maistro <edson.maistro@marilia.unesp.br>
Dear Dr.Maistro,

Your submission entitled "Evaluation of the genotoxic and antigenotoxic potential of Brassica
oleracea L. var. acephala D.C. in different cells of mice." has been received by journal Journal of
Ethnopharmacology

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to Elsevier Editorial as an
author. The URL is hittp://ees elsevier.com/iep/.

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.

Thank you for submitting your work to this journal.

Kind regards,

Journal of Ethnopharmacology

For further assistance, please visit our customer support site at httn://support.elsevier.com. Here
you can search for solutions on a range of topics, find answers to frequently asked questions and

learn more about EES via interactive tutorials. You will also find our 24/7 support contact details
should you need any further assistance from one of our customer support representatives.
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5.1. ANEXO 2 - Parecer do Comité de Etica Experimental da Faculdade Medicina de Marilia,
SP.

FACULDADE DE MEDICINA DE MARILIA

Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos — CEP/FAMEMA

Famema

Marilia, 14 de Abril de 2010

llmo(*) Sr.(*)
Prof. Dr. Edson Luis Maistro
Marilia/SP

O Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Faculdade de Medicina de Marilia,
recebeu o protocolo de estudo n® 084/10, intitulado: “Investigago do Potencial Genotéxico e Antigenotdxico
do Extrato de Brassica Oleraceae in Vivo", foi considerado APROVADO “Ad Referendum” apés responder
as pendéncias apontadas em Reunio Ordinaria — 29/03/10, de acordo com a Resolucdo 196/96 e suas
Complementares do Conselho Nacional de Salide, podendo ser iniciado

Sendo s6 para 0 momento, reiteramos protestos de considerac&o e aprego.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Valdeir F

Presidente do Comitg de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos

gundes de Queiroz
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