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RESUMO: O anabolizante Enzicoba possui como principio ativo a Cobamamida ou Coenzima da Vitamina B12 que ¢ um
cofator presente, em condi¢des fisiologicas, nos tecidos de varias espécies animais (inclusive no homem), que pode interferir
nos processos metabdlicos da sintese protéica, essencial para o crescimento corporeo € para o eutrofismo do parénquima
hepatico. Tal composto estimula o anabolismo celular em todos os niveis do organismo, ativa a sintese protéica e favorece a
utilizacdo dos glicidios e lipidios. O presente trabalho avaliou a possivel agdo mutagénica do Enzicoba, mediante a analise da
freqiiéncia de eritrdcitos policromaticos micronucleados em camundongos (Mus domesticus domesticus). Os animais foram
tratados com dose unica de 0,02mg, 0,06mg, 0,08mg e 0,12mg de Enzicoba/18g. do peso vivo do animal. Apds 32 horas da
administracdo via intraperitoneal da substancia (Enzicoba), os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. As
analises tiveram seus valores expressos em freqiiéncias de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPMN) em 1000 EP
por animal. Os dados foram submetidos ao Teste do Qui-Quadrado (x?), analise de variancia e Teste de Tukey. Os resultados
evidenciaram diferengas significativas de EPMN para o tratamento com baixa dose de Enzicoba (0,02), quando comparado
com tratamentos com doses mais altas. Nas condi¢des analisadas o Enzicoba apresentou uma atividade citotoxica ¢ uma baixa
clastogenicidade em doses mais elevadas.

PALAVRAS-CHAVE: cobamamida; micronucleo; clastogénico; mutagénico; Enzicoba; Eritrocitos policromaticos.

ANALYSIS OF THE RATE OF MICRONUCLEATED POLYCHROMATIC ERYTHROCYTES IN MICE (Mus
domesticus domesticus) TREATED WITH ENZICOBA (COBAMAMIDE)

PEREIRA, E. V. P.; KROLL, B. L.; SOUZA, E. B.; Analysis of the rate of micro-nucleated polychromatic erythrocytes in
mice (Mus domesticus domesticus) treated with Enzicoba (Cobamamida). Arq. Ciénc. Saude Unipar, Umuarama, 8(1), jan./
abr. p.31-37,2004.

ABSTRACT: Enzicoba, an anabolic substance, has cobamamide or coenzyme B12 as its active principle, which is a cofactor
present, under physiological conditions, in tissues of several species (including man) and may interfere in the metabolic
processes of protein synthesis, essential for body growth and normal tropism of the hepatic parenchyma. This compound
stimulates cellular anabolism at all levels and favors carbohydrate and lipid use. This research evaluated the possible
mutagenic action of Enzicoba by means of the analysis of the rate of micronucleated polychromatic erythrocytes in mice (Mus
domesticus domesticus). The mice were treated with a single dose of 0.02mg; .0.06mg; .0.08mg or 0.12mg of Enzicoba/18g
live weight. After 32 hours of the intraperitoneal administration of Enzicoba, the mice were sacrificed by cervical dislocation.
The values of the analyses were expressed as rates of micronucleated polychromatic erythrocytes (MNPE) per 1000 PE per
animal. The data were subjected to the chi-squared test (), variance analysis and Tukey’s test. The results showed significant
differences of MNPE for the small dose treatment with Enzicoba (0.02mg) compared with higher dose treatments. In such
conditions, Enzicoba showed a cytotoxic activity and a low clastogenic rate in higher doses.

KEY WORDS: Cobamamide; Micronucleus; Mutagenic; Enzicoba; Polychromatic erythrocytes; Clastogenic

Introducao

O uso de agentes farmacologicos, entre as pessoas,
especialmente os atletas, com o objetivo de ganho de massa
muscular, tem sido intenso na ultima década. Muitos destes
agentes sintéticos podem acarretar efeitos colaterais, que
vao desde nauseas, queda de cabelo, até conseqiiéncias
mais graves, como esterilidade, impoténcia, ginecomastia,

doengas hepaticas, dependéncia medicamentosa ¢ até mesmo
a morte causada por cancer hepatico e hematologico. Os
anabolizantes esterdides, sdo substancias perigosas a satude e,
freqiientemente, sdo ingeridos em combinagdo com proteinas
e vitaminas, num programa de treinamento com resisténcia,
para o aprimoramento do desempenho nos desportos que
exigem forga, velocidade e poténcia. Os esteroides possuem
muitos efeitos colaterais e restrigdes ao uso. Mesmo em
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condigdes em que o uso é necessario, como em alguns tipos
de anemia, distrofia muscular e osteoporose, o uso dos
anabolizantes so ¢ feito com prescri¢do médica, onde muitas
vezes os médicos até optam por outros tratamentos. (http:
www. fisioculturismo.com.br/diretorio/anabolizantes)

Existem varios anabolizantes que sdo vendidos
legalmente em casas de produtos naturais, farmacias e lojas
de esportes. Entre eles as Coenzimas B12 vendidos nas
farmacias com os nomes comerciais de Cobavital, Coenzima
B12 e Enzicoba, com a informacdo de que sdo produtos
naturais e, em geral ndo possuem efeitos colaterais nem
restri¢des ao seu uso. A procura de anabolicos naturais, de
suplemento alimentar, a venda no mercado, para promover a
rehidratacdo durante e, sobretudo, ap6s o esforgo fisico, t€ém
sido uma pratica comum nos dias de hoje, especialmente,
entre os atletas que, pela modalidade e/ou intensidade
do desporto que praticam, podem utilizar este recurso na
suplementag¢do alimentar e melhora na sua condigdo fisica.

O Cobavital, Cobaglobal e Enzicoba estdo
disponiveis no mercado como suplementos alimentares, para
ganho de peso, pois aumenta o apetite e, ¢ um anabdlico
natural, sem contra indicag¢des expressos nos produtos.

A cobamamida ¢ uma vitamina hidrossolavel do
complexo B (vitaminas B12), que age como coenzima na
sintese dos acidos nucléicos, influenciando favoravelmente
o metabolismo e estimulando os processos anabolicos,
¢ o principio ativo do Enzicoba, Cobavital, Cobactim,
Cobaglobal e Enzivital. (http://www.farmasa.com.br/pages/
bulario/enzicoba.htm).

A composi¢do quimica da cobamamida ¢ 5,6 —
dimetil — benzomedazol -cobamamida, com uma estrutura
muito semelhante a da cianocobalamina e hidroxicobalamina
(http://www.farmasa.com.br/pages/bulario/enzicoba.htm).

A cobamamida ¢ um cofator presente em condi¢des
fisioldgicas nos tecidos de varias espécies animais, inclusive
no homem e, possui a propriedade de atuar em processos
metabdlicos da sintese protéica, realizados, principalmente
no figado, essencial para o desenvolvimento corpdreo
e atrofismo do parénquima hepatico. Difere de outros
anabolizantes hormonais (esterdides) por ndo possuirem
substancias androgénicas. A cobamamida estimula o
anabolismo celular em todos os niveis do organismo, ativa a
sintese protéica, favorece a utilizagio de glicidios e lipidios
e, possui notavel efeito sobre o sistema hematopoético.
E indicada no tratamento de convalescengas, astenia,
distrofias, atrasos de crescimento e desenvolvimento,
anorexia, profilaxia e deficiéncia de vitamina B12, anemia
megaloblastica, difilobotriase, distirbios neuroldgicos
associados com anemia maligna, sindrome de ma absor¢ao,
como espru, doengas causadas por deficiéncia de vitamina
B12 ou disturbios metabdlicos, como: anemia na gravidez,
anemia pds - gastrectomia, anemia nutricional, anemia
devido a insuficiéncia hepatica, leucopenia devido a radiag@o,
neuralgia, mialgia, artralgia, neurite periférica, paralisia de
nervos periféricos, distirbios nervosos centrais.

Preparagdes orais administradas por longos periodos
podem produzir danos neuroldgicos permanentes. Consta
como cuidados especiais ndo fumar ou ingerir bebidas
alcoolicas durante o tratamento (http://www.farmasa.com.
br/ pages/bulario/enzicoba.htm).
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Ao longo dos tltimos anos, tém sido identificadas
e caracterizadas substancias presentes na dieta alimentar
humana que provocam algum tipo de lesdo no material
genético ou celular e, muitas vezes as mutagdes podem
levar ao desenvolvimento do cancer. Cerca de 90% de
todos os canceres sdo causados por fatores ambientais, tais
como o fumo, a dieta, o estado nutricional e a exposicdo
ocupacional (IARC, 1990). Por conta disso, estudos que
avaliam o potencial mutagénico de diferentes substancias
sdo extremamente importantes. O presente trabalho procurou
avaliar, mediante o teste de eritrdcitos policromaticos
micronucleados, o possivel efeito mutagénico do anabolizante
natural, Enzicoba.

Anabolizantes naturais
Cobalaminas

As fontes naturais da cobalamina sdo as proteinas
animais, tais como carne, pescado, gema de ovo e laticinios.
Individuos vegetarianos podem desenvolver deficiéncia desta
vitamina. Esta deficiéncia, porém, so6 aparece apds muitos
anos, pois a maior parte da vitamina B12 ¢ reabsorvida
na circulagdo entero-hepatica e a deplecdo dos locais de
armazenamento no organismo, principalmente no figado, ¢
gradual (KOROLKOVAS, 1999/2000).

Os preparados de cobalaminas sdo clinicamente
ateis no tratamento de anemia perniciosa, anemia
macrocitica nutricional e alguns casos de espru tropical ou
ndo - tropical, vale dizer, estados de deficiéncia de vitamina
B12. As preparagdes de vitaminas B12 sdo administradas
de preferéncia por via intramuscular e subcutinea
profunda. Preparac¢des orais administradas durante periodos
prolongados usados na anemia perniciosa com complica¢des
neuroldgicas podem causar danos permanentes. Danos
neuroldgicos irreversiveis ocorrem quando o paciente com
anemia perniciosa deixa de receber ou recebe em intervalos
irregulares, a vitamina B12 (KOROLKOVAS, 1999/2000).

As cobalaminas de interesse terapéutico sdo:
cianocobalamina, cobamamida, hidroxicobalamina,
injecdo de figado e vitamina B12 com concentrado de fator
intrinseco. A cobamamida ¢ freqiientemente utilizada como
agente anabolico, como estimulante do anabolismo celular. A
injecdo de figado ¢ considerada obsoleta e ndo deve ser usada
por causar reagdes alérgicas. A cianocobalamina (vitamina
B12) ¢ essencial para o processo de matura¢do dos globulos
vermelhos na medula dssea. Na caréncia dessa vitamina,
glébulos vermelhos imaturos sdo lancados na corrente
sangiiinea, ocasionando a anemia perniciosa ou anemia
megaloblastica. A vitamina B12 com concentrado de fator
intrinseco € mal absorvida, desenvolvendo refratariedade,
provocando sensibilizagdo, motivos estes em que seu uso
ndo é recomendado. A hidroxicobalamina, tem as mesmas
propriedades e indicagdes da cianocobalamina, mas devido
ao fato de ligar-se com mais firmeza as proteinas séricas,
tem acdo mais prolongada, que a cianocobalamina, por esta
razdo ¢é considerada, como vitamina B12, natural de acdo
prolongada (KOROLKOVAS, 1999/2000).

As cobalaminas s3o essenciais ao crescimento
normal, nutricdo e desempenho de diversos processos
fisioldgicos, tais como, a sintese de proteinas e da molécula
de DNA, pois constituem (a vitamina B12 ¢ o folato) as
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coenzimas necessarias a sintese de bases nitrogenadas
(purinas) (MILLER et. al., 1981).

A vitamina B12 ou cianocobalamina foi isolada pela
primeira vez por COHN et. al. em 1928 Apud MILLER et.
al. (1981), pelo método de precipitagdo alcoolica de extratos
aquosos do figado. Segundo MILLER et. al. (1981), essa
vitamina, ingerida com a alimentagdo (proteinas animais),
constitui o chamado fator extrinseco de Castle. Esse fator
transforma os complexos de vitamina B12 existente nos
alimentos em uma forma adequada a absorg¢do, mas o
mecanismo exato de tal acdo ¢é ainda desconhecido. A
caréncia de vitamina B12 ou de folato pode ser causada por
deficiéncia alimentar, insuficiéncia de absor¢do intestinal e
aumento das necessidades metabdlicas.

O emprego da vitamina BI12 ¢é aconselhado
no tratamento de diversas afec¢des neurologicas ndo
relacionadas como anemia perniciosa, especialmente de
natureza dolorosa, assim como para estimular o apetite e o
desenvolvimento fisico de criangas que apresentam déficit
ponderal ou estatural (MILLER et. al., 1981).

Material e Métodos

Foram utilizados dez camundongos (Mus
domesticus domesticus), distribuidos em quatro grupos
experimentais. Um camundongo foi utilizado para o controle
negativo e um para o controle positivo do experimento junto
ao Laboratdrio, num total de 42 animais. Camundongos com
aproximadamente 7 semanas de vida, foram alojados no
Biotério com temperatura ¢ luminosidade controladas.

TABELA 1 - Retine os quatro grupos experimentais tratados
com diferentes concentragdes de Enzicoba (Cobamamida)
administradas, via intraperitoneal, a cada 18g. do peso vivo
do camundongo e, sacrificados 32 horas apos o tratamento.

Numero de animais/ Concentracgio da

Grupo Numero de dose
grupo dose
1 10 Unica 0,02 mg/18g. p.v.a.
2 10 Unica 0,06 mg/18g. p.v.a.
3 10 Unica 0,08 mg/18g. p.v.a.
4 10 Unica 0,12 mg/18g. p.v.a.

A Tabela 1 retine os grupos experimentais testados
no presente trabalho, com o numero de animais analisados e
a dose testada de Enzicoba (Cobamamida)/18g. do p.v.a.

Para os controles positivo e negativo da técnica de
micronucleos em eritrdcitos policromaticos, foram utilizados
um camundongo para cada controle, tratados com uma
unica dose de ciclofosfamida (Genuxal), na propor¢ido de
0,9 mg/18g. do p.v.a. e, com dose unica de 0,5 mL de solugio
fisiologica, respectivamente. Os animais foram sacrificados
32 horas ap6s a injegdo intraperitoneal.

Os animais dos grupos experimentais ¢ do
controle positivo e negativo mantidos no Biotério, apos
os procedimentos experimentais, foram sacrificados por
deslocamento cervical, e a medula dos ossos longos - fémur,
retirada.

O protocolo experimental deste trabalho foi
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aprovado pelo comité de ética da UNESP.

O método empregado para a o teste do micronucleo
em eritrocitos policromaticos foi de acordo com a técnica de
HEDDLE (1973) e SCHIMID (1975).

Analise dos Dados

Os resultados foram expressos em freqiiéncia de
eritrocitos policromaticos micronucleados em 1000 EP por
animal.

Os dados foram submetidos a analise estatistica
com o Teste do Qui-Quadrado (X?), Andlise da Variancia
(com um critério de classificacdo) e Teste de Tukey, segundo
BERQUO et. al. (1981).

Resultados

No presente trabalho analisou-se 42 animais
(camundongos) sendo distribuidos em quatro grupos
experimentais,comoobjetivodeavaliarosefeitosmutagénicos
e citotdxicos do anabolizante Enzicoba, mediante o teste de
Micronucleo em eritrocitos policromaticos.

A analise das células feita em Microscopio
binocular Olympus BH2, com aumentos de 40x e 100x
para a visualizagdo dos eritrocitos policromaticos. Foram
analisados, para os grupos tratados com Enzicoba, em
teste cego, 40.000 células, sendo 1000 por animal. A
fotodocumentagdo dos eritrocitos policromaticos obtidos foi
realizada com filmes Tmax (ISO/100) da Kodak do Brasil. A
Figura 01 apresenta os eritrocitos policromaticos com e sem
micronucleos.

- —_
2 -
1
FIGURA 01: Foto de Eritrocitos policromaticos
micronucleados (1) e eritrocitos policromaticos sem

micronucleos (2).

Um camundongo tratado com ciclofosfamida
constituiu o controle positivo da técnica. Os resultados da
freqiiéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados em
1000 células analisadas foi de 36/1000. O controle negativo,
camundongo tratado com soro fisioldgico, teve seus
resultados expressos em 2/ 1000 eritrécitos policromaticos
micronucleados.

AsTabelasde2 a5 retinem as freqiiéncias observada
(Fo) e esperada (Fe) de eritrocitos policromaticos com
micronucleo numa analise de 1000 EP em cada camundongo
tratado com 0,02; 0,06; 0,08 e 0,12 mg de Enzicoba/ 18
gramas do peso vivo do animal, respectivamente.

Os resultados obtidos foram submetidos as analises
estatisticas, com o Teste do Qui - Quadrado (X?) (Tabelas
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de 2 a 5), Analise da Varidncia, inteiramente ao acaso,
comparando as médias os tratamentos, desvio padrédo,
coeficiente de variagdo e valor de F (Tabela 6) e aplicacdo
do Teste de Tukey (Tabela 7) comparando as quatro médias

TABELA 2: Reunem as freqiiéncias observada (Fo) e
esperada (Fe) de Eritrdcitos Policromaticos com Micronucleo
numa analise de 1000 EP em cada camundongo tratado com
0,02 mg de Enzicoba/ 18 gramas do peso vivo do animal.

PEREIRA et al

dos tratamentos realizados, duas a duas, nos 40 animais
analisados.

TABELA 3: Reunem as freqiiéncias observada (Fo) e
esperada (Fe) de Eritrdcitos Policromaticos com Micronucleo
numa analise de 1000 EP em cada camundongo tratado com
0,06 mg de Enzicoba/ 18 gramas do peso vivo do animal.

Animal Animal
2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total
Freqiiéncia Freqiiéncia
Fo 03 02 05 07 06 05 04 08 06 05 51 Fo 11 09 13 19 11 09 11 14 08 12 117
Fe 51 51 51 51 51 51 51 51 51 51 51 Fe 1,7 11,7 11,7 11,7 11,7 11,7 11,7 11,7 11,7 11,7 117

(= 5%, GI=9; X*=5,667;0,70 > P > 0,80)

TABELA 4: Reunem as freqiiéncias observada (Fo) e
esperada (Fe) de Eritrdcitos Policromaticos com Micronucleo
numa analise de 1000 EP em cada camundongo tratado com
0,08 mg de Enzicoba/ 18 gramas do peso vivo do animal.

(a=5%; G1=9; x*=7,701; 0,50 > P > 0,70)

TABELA 5: Reunem as freqiiéncias observada (Fo) e
esperada (Fe) de Eritrdcitos Policromaticos com Micronucleo
numa analise de 1000 EP em cada camundongo tratado com
0,12 mg de Enzicoba/ 18 gramas do peso vivo do animal.

Animal Animal
2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total
Freqiiéncia Freqiiéncia
Fo 06 13 16 19 11 07 14 15 08 12 121 Fo 18 14 15 15 15 12 13 14 16 12 144
Fé 12,1 12,1 12,1 12,1 12,1 12,1 12,1 12,1 12,1 12,1 121 Fé 14,4 144 144 144 144 144 144 144 144 144 144

(0=5%; Gl=9; X>=12,965;0,10> P> 0,20)

(o0 =5%; Gl =9; X*=2,111; 0,98 > P> 0,99)

TABELA 6: Analise de variancia, inteiramente ao acaso, comparando as médias dos quatro tratamentos com Enzicoba, com

diferentes doses, em 40 camundongos.

Causas da Variacio Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Quadrado Médio Valor de F
Tratamentos 3 479.4750 159.8250 18.78*
Residuo 36 306.3000 8.5083
Total 39 785.7750

* Significativo; Desvio Padrao = 2,9169; Média Geral = 10,8250; Coeficiente de Variagdo = 26,95

Erro padrao da média = 0,9224

TABELA 7:
doses, em 40 camundongos.

Aplicagdo do teste de Tukey para comparagdo das médias dos tratamentos com Enzicoba, em diferentes

Tratamento Média Significancia
Camundongos tratados com dose unica de 0,02 mg/18g. p.v.a. 5.1000 S
Camundongos tratados com dose tnica de 0,06 mg/18g. p.v.a. 11.7000 NS
Camundongos tratados com dose unica de 0,08 mg/18g. p.v.a. 12.1000 NS
Camundongos tratados com dose unica de 0,12 mg/18g. p.v.a. 14.4000 NS

(S = significativo; NS = ndo significativo; DMS = 3,5144; o = 5%)

Discussdes

Segundo o procedimento original (HEDDLE, 1973;
SCHIMID, 1975), os micronucleos contados em eritrdcitos
jovens, sdo corpusculos contendo DNA Feulgen — positivo
no citoplasma, com um didmetro de 1/20 a 1/5 do eritrocito
(Figura 01). Os eritroblastos ao expelirem seus nucleos,
transformando-se em eritrocitos, mantém no citoplasma, os
micronucleos, facilmente reconhecidos. Num periodo de 10
a 24 horas, os eritrocitos jovens sdo policromaticos (coram-
se de azul e ndo em vermelho). Se os micronucleos forem
contados apenas nesse tipo de célula, significa que foram
formados na mitose anterior, na presenga de uma substancia
mutagénica. Como o periodo entre a ultima divisdo e a
formacéo do eritrdcito policromatico (EP) ¢ de 8 a 12 horas,
micronucleos induzidos pelo agente, s6 serdo encontrados
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cerca de 10 horas apds o tratamento. Além disso, o intervalo
minimo dentro do qual os microntcleos podem ser detectados
corresponde a duracdo de 10 a 24 horas, periodo em que se
tém a condigdo de policromatico (RABELLO-GAY et. al.,
1991).

Recomenda-se usar animais entre 7 ¢ 12 semanas
de idade, cinco para cada dose e, contar 1000 eritrocitos
policromaticos por animal. Outra possibilidade é contar um
total de 2000 eritrocitos, isto porque, a passagem de eritrocito
policromatico a maduro, normocromatico, ¢ um processo
continuo, a decisdo de contar um eritrécito em transicdo
como jovem ou adulto, ¢ mais ou menos subjetiva. Nos
controles e apos tratamentos que ndo afetam a proliferacdo
da medula, a relagdo entre policromaticos e normocromaticos
¢ aproximadamente 1:1. A analise de 2000 eritrocitos reduz o
numero de decisdes subjetivas. Quando a proliferagcdo normal
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das células da medula estiver prejudicada, por exemplo, com
antimetabolitos, a contagem deve ser restrita a populagdo
de policromaticos, pois nessas circunstancias a medula é
invadida por sangue periférico ¢ a relagdo 1:1 é distorcida
em favor das células vermelhas maduras (RABELLO-GAY,
et. al., 1991).

Se um composto esta sendo testado pela primeira
vez, deve-se usar um esquema de dois tratamentos, a 0 e
24 horas e, colher a amostra com 48 horas apds o primeiro
tratamento (SALAMONE et. al., 1980). Assim, os eritrocitos
policromaticos presentes, representam células tratadas 24 ¢ 48
horas antes da coleta. O efeito do tratamento duplo geralmente
¢ aditivo. Protocolos com 3, 4 ou mais tratamentos, induzem
efeitos toxicos e diminuem a freqiiéncia de EP.

Segundo SALAMONE et. al. (1980), os animais
devem ser tratados a 0 e 24 horas e as coletas feitas a 48,
72 e 96 horas. Se um aumento significativo na freqtiéncia
de células com micronicleos for observado, repetir o
experimento na coleta que deu a resposta maxima.

Depois de cada tratamento, ha um particular
intervalo do tempo durante o qual o eritrdcito RNA - positivo
micronucleado, se induzidos, podem estar presentes visto
que os microntcleos sdo formados durante a divisdo das
células eritropoéticas nucleadas, mas corado nos eritrocitos
anucleados maduros. O micronticleo ndo pode aparecer
precocemente apds o tratamento de enucleagdo. No rato,
este tempo minimo entre o tratamento € o aparecimento
dos microntcleos sdo de aproximadamente 5 horas (MAC
GREGOR et. al, 1987). Para a maioria dos produtos
quimicos, aumentos substanciais nas freqiiéncias dos
micronucleos ndo tem sido mais encontrados antes de 9 -12
horas, apos tratamento. A extensdo de vida do eritrocito RNA
- positivo dentro da medula 6ssea, esta entre 10 ¢ 30 horas
nos camundongos e ratos, os eritrocitos RNA - positivos
micronucleados formados remanescerdo na medula dssea
pelo menos 10 -12 horas (MAC GREGOR et. al. 1987).

Devido as diferengas entre agentes do teste um
tempo depois do tratamento no qual o pico de freqiiéncia do
micronucleo ocorre, ¢ importante que duas ou mais amostras
sejam feitas se somente um ou dois tratamentos forem
realizados. O intervalo entre amostras deve ser mais curto do
que o tempo onde faria exame de uma populagdo de células
clastogénicas afetadas na eritropoiese. Este periodo de tempo
¢ aproximadamente 24 a 36 horas nos camundongos e ratos.
Desde que um agente clastogénico possa afetar mais do que
um unico ciclo celular do eritroblasto, o periodo onde EP
micronucleados sdo observaveis pode ser mais longo que
24 - 36 horas (MAC GREGOR et. al., 1987). Entretanto, a
freqiiéncia de EP micronucleados ndo ¢ geralmente constante
durante este periodo, mas ascende para um maximo e entao
declina. Uma vez que é desejavel provar tdo proximo como
possivel o tempo da freqiiéncia de EP micronucleados,
¢ recomendado que o tempo entre amostras ndo exceda
aproximadamente 32 horas.

Baseado nas consideragdes acima as programagdes
seguindo da amostragem s3o recomendadas para
experimentos com camundongos e ratos. Se um tratamento for
empregado, um minimo de trés amostras devem ser obtidos
entre 20 ¢ 72 horas apos o tratamento. Se dois tratamentos
forem empregados, um minimo de duas amostras devem ser
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obtidas entre 20 — 48 horas apds a tltima dose. Se somente
forem feitos exames em duas amostras, utilizar tempo de
aproximadamente 20 — 48 horas depois da tltima dose, o que
seriamais apropriado para detectar a indugéo de microntcleos,
na maioria dos produtos quimicos conhecidos atualmente. Se
mais de dois tratamentos diarios forem empregados por um
periodo de trés ou mais dias consecutivos, deve ser suficiente
uma Unica amostra obtida aproximadamente 18 — 24 horas
depois da ultima dose ( MAC GREGOR et. al., 1987)

O tempo no qual o animal deve ser sacrificado, apos
o tratamento, varia conforme o metabolismo da droga. Por
exemplo, apos uma iinica injegdo intraperitoneal, a freqliéncia
maxima de MN na medula ocorre aproximadamente apds
36 horas no caso da Mitomicina C, 72 horas no caso do
Dimetil — benzo - antraceno (SALAMONE et. al., 1980),
ciclofosfamida e colchicina, o pico é ao redor de 30 horas
(YAMAMOTO & KIKUCHI, 1981).

No presente trabalho, testou-se o tempo ideal para
o sacrificio dos animais tratados com Enzicoba. Os animais
foram sacrificados, com 24 ¢ 32 horas apos o tratamento,
onde observou-se que o maior indice na freqiiéncia de
células micronucleadas foi no animal sacrificado com
32h de exposicdo a droga. A andlise de 1000 eritrocitos
policromaticos em cada tempo de tratamento evidenciou um
aumento significativo dos micronucleos com 32 horas.

A Cobamamida apds a administracdo intramuscular
de 100, 500 e 1000 ug, permanecem no organismo, depois
de 72 horas nas concentragdes de 41, 114 e 125ug,
respectivamente (http://www.farmasa.com.br/pages/bulario/
enzicoba.htm).

A Ciclofosfamida é um agente alquilante, utilizado
no tratamento de neoplasias em geral. Este agente inibe a
replicacdo do DNA ¢ a transcrigdo do RNA através do
cruzamento inter e intra - cadeias ( ROESER et. al. , 1978).
Como sua mutagenicidade e clastogenicidade ¢ amplamente
conhecida, utiliza — se esta substidncia para realizar os
experimentos de controle positivo.

Animais tratados com ciclofosfamida  foram
sacrificados com 32 horas, o que constituiu o grupo controle
positivo da técnica junto ao laboratdrio, bem como, animais
tratados com soro fisiologico, o controle negativo. Os
resultados, para o controle positivo, quanto a freqiiéncia
de eritrocitos policromaticos micronucleados em 1000
células analisadas foi igual a 36. O controle negativo, teve
seus resultados expressos em média de 2/1000 eritrocitos
policromaticos micronucleados. Segundo RABELLO — GAY
et. al. (1991), a taxa espontanea de eritrocitos policromaticos
com micronucleos ¢ baixa e consistente, cerca de 3 por
1000.

E importante que cada laboratério determine a
freqiiéncia de micronticleos nas células de animais tratados
com substancias controle, relativo a freqiiéncia espontanea
em animais ndo tratados, de modo que todo o efeito deste
solvente (agua destilada, soro fisioldgico), seja conhecido e,
que substancias conhecidas capazes de induzir o micronticleo
na medula dssea, deve ser incluida em cada experimento para
confirmar que todas as caracteristicas do protocolo foram
realizadas corretamente. (MAC GREGOR et. al., 1987).

O agente e a dose devem ser escolhidos para
produzir um resultado moderado ou fraco. Isto fornece uma
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melhor avaliag¢do de sensibilidade do teste do que o uso de
uma dose elevada de um clastogénico potente do qual se
possa de qualquer forma, sempre ser detectado, indiferente
de ser ou ndo 6tima a sensibilidade do teste (MAC GREGOR
et. al., 1987).

Os resultados da analise do X?, referentes aos grupos
experimentais, tratados com dose tnica de Enzicoba de 0,02
mg (X2 =5,667; 0,70 > P > 0,80) (Tabela 2) e 0,06 mg/18g
do p.va. (X?=17,701; 0,50 > P > 0,70) (Tabela 3) ndo foram
significativos. Resultados nio significativos também foram
observados para os tratamentos com doses unicas de 0,08
mg/18¢g. p.v.aa. (X? = 12,965; 0,10 > P> 0,20) (Tabela 4) e
0,12 mg/18g p.v.a. (X>=2,111; 0,98 > P > 0,99) (Tabela 5).

As freqiiéncias de células micronucleadas, em
animais tratados com Enzicoba revelaram um aumento
de EPMN em relagdo a dose administrada. Camundongos
tratados com dose tnica de 0,02 mg de Enzicoba 18 g. p.v.a.
apresentaram freqiiéncia baixa de EPMN (5,1%) quando
comparada com as demais doses de 0,06 mg (11,7%); 0,08
mg (12,1%) e 0,12 mg (14,4%). Diferenca pequena na
freqiiéncia de EPMN foi observada entre as doses de 0,06
mg (11,7%) e 0,08 (12,1%). Os resultados indicam que doses
mais elevadas apresentam maior freqiiéncia de microntcleos,
ou seja, quanto maior a dose maior o numero de células
micronucleadas.

A maioria das substincias testadas, apresentam
o chamado “Efeito Dose”, onde o aumento da freqiiéncia
de EPMN esta relacionado com o aumento da dose
administrada e, isto indica que o agente em teste, interfere
com a divisdo nos eritroblastos da medula 0ssea, de tal forma
que os fragmentos cromatidicos ou cromossomos ndo foram
incorporados no nucleo da célula filha. Uma freqiiéncia
elevada de células micronucleadas sugere fortemente que
um destes tipos de danos ocorreu, o que ndao ¢ possivel
afirmar com os resultados obtidos no presente trabalho, pois
a freqiiéncia de EPMN, sob as circunstancias de tratamento
empregadas e, quando comparadas ao controle positivo, ndo
foi demasiadamente elevada.

Estudos com o anabolizante hormonal Deca-
Durabolin (OLIVEIRA et. al. , 2000), em diferentes doses
testadas, evidenciaram que a indugdo da freqiiéncia de
micronucleos nos eritrocitos policromaticos ¢ dependente da
dose e do tempo de exposi¢do do animal a mesma, sugerindo
que quanto maior a dose, maior a freqiiéncia de células
micronucleadas. No entanto, outras substancias, como Oleo
de Copaiba (SENA & CHEN, 1998), em doses elevadas
causam uma diminui¢do na freqiiéncia de micronucleos,
isto devido a inibi¢do da divisdo celular, em decorréncia da
alta toxidade do Oleo. Outras substincias, como inseticida
(Azadrin) (PENA et. al., 1995) causam alteragdes no
diametro dos micronticleos, ou seja, quanto maior o tempo
de exposigdo ao inseticida, maior o microntucleo. Isto é, um
forte indicativo da clastogenicidade ¢ dos danos mitoticos
provocados pela droga.

Os resultados da Analise da Varidncia mostraram-
se significativos nos parametros abordados (dosagens
administrativas nos camundongos) (F = 18,78) (Tabela 6).

A aplicagdo do Teste de Tukey (Tabela 7)
permitiu comparar as médias dos diferentes tratamentos.
Os resultados revelaram que a média do tratamento com
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dose unica de 0,02 mg de Enzicoba/18g. p.v.a. ¢é diferente
das médias dos tratamentos com dose unica de 0,06 mg;
0,08 mg e 0,12 mg. As médias dos tratamentos com as
dosagens de 0,06 mg; 0,08 mg e 0,12 mg nio apresentaram
diferengas significativas (Tabela 7). A existéncia de
diferencga significativa de células micronucleadas, para os
tratamentos com dose Unica baixa (0,02 mg) e doses unicas
mais elevadas (0,06 mg; 0,08 mg e 0,12 mg) indicam que
existe atividade citotdxica e, uma baixa clastogenicidade do
Enzicoba, em doses elevadas, quando comparada com outras
substancias, como o quimoterapico cisplatina (LUIZ, 2002);
anticonvulsivantes, como Fenobarbital (CANDIDO, 2001) e
carbamazepina (PRATES, et. al., 1997); anabolizante Deca -
Durabolin (OLIVEIRA, 2000) e o controle positivo (animais
tratados com ciclofosfamida). Os dados também sugerem
que ndo ocorreu uma inibi¢do da divisdo celular, pois néo
houve diminui¢do na freqiiéncia de micronticleos em doses
mais elevadas. Estes resultados corroboram com a hipdtese
do “Efeito Dose”. As informag¢des obtidas, pelo Teste de
Tukey, permitiram também inferir que ndo houve uma maior
indugdo da freqiiéncia de células micronucleadas a medida
que se aumentou a dose tnica de 0,06 mg para 0,08 mg e
para 0,12 mg de Enzicoba (Tabela 7).

O teste do micronucleo deve ser usado em conjunto
com outros testes, em protocolo combinado que permita a
comparagdo de varios métodos sob idénticas condi¢des
experimentais (CONNOR et. al, 1979). Muitas vezes o
teste do micronucleo ndo é suficientemente sensivel, quando
substancias que ddo resultados positivos sdo detectados em
doses muito proximas da dose maxima que pode ser testada,
isto ¢, perto da dose que mata o animal (RABELLO-GAY er.
al., 1991).

Estudos que envolvam outros testes, como o teste
de aberragdes cromossomicas, o teste do microntcleo em
cultura de linfocitos ou em células esfoliadas, bem como,
outras concentracdes do Enzicoba e, outros organismos,
permitam identificar o dano genotoxico nos tecidos, alvo
da substancia, e poderdo elucidar com mais precisdo o seu
efeito clastogénico e, a dose maxima tolerada.

Conclusoes

Os resultados do presente trabalho permitiram
chegar as seguintes conclusdes:

Houve diferenga significativa para o tratamento
com baixa dose de Enzicoba (0,02 mg/18 g. p.v.a.) quando
comparado com tratamentos com doses mais altas de
Enzicoba (como 0,06 mg; 0,08 mg e 0,12 mg/ 18 g. p.v.a.);

Nao houve maior inducdo na freqiiéncia de células
micronucleadas com o aumento das doses de Enzicoba
de 0,06 mg para 0,08 mg e para 0,12 mg/18 g. p.v.a, nos
tratamentos realizados;

A freqiéncia de eritrocitos  policromaticos
micronucleados apresentou valores mais baixos em animais
tratados com dose unica de 0,02 mg de Enzicoba/18 g. p.v.a.
e, valores mais altos em animais tratados com dose Unica de
0,12 mg de Enzicoba/18 g. p.v.a;

Nas condi¢des analisadas, o Enzicoba apresentou uma
atividade citotoxica e uma baixa clastogenicidade em doses
mais elevadas, portanto, nas doses testadas a cobamamida



Andlise da freqiiéncia de eritrdcitos policromaticos...

ndo apresentou efeito mutagénico para o camundongo.
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