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RESUMO

O Captopril € um medicamento com efeito vasodilatador usado por pacientes
portadores de Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) e Insuficiéncia Cardiaca
Congénita (ICC), sendo muito comercializado por ser de baixo custo e facil
aquisicdo. Mutacbes genéticas podem ser geradas pelo uso constante de drogas e
outras substancias, onde as mesmas podem ser identificadas pelo teste de
micronucleo em Allium cepa através da contagem de micronucleos contabilizados
nas ceélulas meristematicas germinadas nas substancias a serem analisadas, além
de apresentar bons resultados quando comparado a células animais. O presente
estudo objetivou analisar a atividade mutagénica do Captopril através do teste de
micronucleo em Allium cepa. Os meristemas de A. cepa foram postos a germinar em
cinco concentracOes diferentes sendo 20 pg/L, 50 pg/L, 75 pg/L e 120 ug/L de
Captopril em 50 ml de 4gua destilada e um grupo de meristemas em apenas agua
destilada para controle negativo. Apds a germinacdo dos meristemas nas devidas
concentragfes, os mesmos foram retirados e através da técnica de esfregago foram
preparadas 20 laminas para cada concentracdo, onde em sequéncia, as laminas
foram analisadas em microscopia Optica, com lente objetiva de 40x e ocular de 10x
tendo um aumento de 400x. Apés a contagem de micronucleos por 1000 células nas
concentracbes de 20 pjg/L, 50 pg/L, 75 pg/L e 120 pg/L foram obtidos
respectivamente os seguintes resultados: 2,4 (p<0,001); 1,1 (p<0,001); 1 (p<0,001);
0,7 (p<0,001), sendo observado que as concentracbes analisadas apresentaram
efeitos anti- mutagénicos nas células meristeméaticas analisadas.

Palavras-chaves: Captopril, Mutagenicidade, Micronucleo, Hipertensao.



ABSTRACT

Captopril is a drug with vasodilator used by patients with Systemic Arterial
Hypertension (SH) and Congenital Heart Failure (CHF) the most being sold because
of its low cost and easy purchase. Genetic mutations can be generated by the
constant use of drugs and other substances, where they can be identified by the
micronucleus test in Allium cepa strain by counting the micronucleus counted in
meristematic cells germinated in the substances to be analyzed, besides to show
good results when compared to animal cells. This study aimed is to analyze the
mutagenic activity of Captopril by micronucleus test in Allium cepa. The meristems of
Allium cepa were placed to germinate in five different concentrations was 20 ug/L, 50
Mg/L, 75 pg/L and 120 pg/L of Captopril in 50 ml of distilled water and a group of
meristems in distilled water only for negative control. After germination of meristems
in appropriate concentrations, they were removed and through the smear technique
were prepared 20 slides for each concentration, in sequence, the slides were
examined under an optical microscope, objective lens of 40x and eyepiece of 10x
with an increase 400x. After counting of micronucleus per 1000 cells at
concentrations of 20 pg/L, 50 pg/L, 75 pg/L and 120 pg/L were obtained the following
results respectively: 2.4 (p <0.001), 1.1 (p <0.001); 1 (p <0.001), 0.7 (p <0.001), and
observed that concentrations analyzed showed anti-mutagenic effects in
meristematic cells analyzed.

Keywords: Captopril, Mutagenicity, Micronucleus, Hypertension.
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INTRODUCAO

A hipertensédo arterial sistémica (HAS) é uma doenca crénica com alta
prevaléncia na populacdo mundial e brasileira apresentando elevado custo
econdmico-social principalmente em decorréncia das suas complicagdes,
contribuindo para um alto indice de morbidade e mortalidade (CORREA et al., 2006).

Os tratamentos medicamentosos com anti-hipertensivos devem reduzir a
pressao arterial (PA), mas esse tipo de tratamento sé é feito quando o paciente
mesmo com as mudancas de habito, ndo consegue atingir 0s niveis pressoricos
adequados (GAZONI et al., 2009).

Dentre os medicamentos anti hipertensivos utilizados na populacao brasileira,
encontra-se o Captopril, um vasodilatador utilizado por pacientes com insuficiéncia
cardiaca congestiva sendo muito utilizado devido a facilidade de aquisi¢cdo e baixo
custo (AZEVEDO; RIBEIRO; ARAUJO, 2008). E o primeiro inibidor da enzima
conversora de angiotensina | (ECA) oralmente ativo, impedindo a conversédo de
angiotensina | (Al) em angiotensina Il (All), que é um potente vasoconstritor direto
das arteriolas (ALMEIDA; OZAKI; SOUZA, 2009).

Danos gendmicos sdo desencadeados pela exposicdo ambiental, devido a
procedimentos médicos (radiacdo e produtos quimicos), deficiéncia de nutrientes
(Ex: acido félico), estilo de vida e até mesmo pelo uso de medicamentos, (TOLBERT
et al., 1992). Sendo assim, € de extrema importancia observar alteracdes gendmicas
através de biomarcadores facilitando o diagnéstico e tratamento de doencas
causadas ou associadas a danos genéticos, sendo a observacao de micronicleos
(MN), um excelente observador (HOLLAND et al., 2008).

Micronucleos (MN) s&o pequenas quantidades de DNA presentes no
citoplasma que surgem quando fragmentos de cromossomos, cromatides ou
cromossomos inteiros ndo sdo incorporados ao nucleo principal da célula filha, por
ocasiao da mitose celular (DIETZ et al., 2000).

O teste de micronucleo em Allium cepa € de baixo custo, facil de manipular e
pode demonstrar varias alteracfes celulares como as aberracdes cromossémicas,

devido a isso, tém sido utilizado para detectar genotoxicidade (BIANCHI, 2008).
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Segundo DIETZ et al. (2000) alguns pesquisadores vém explorando o
beneficio de realizar o teste de microndcleos, com o intuito de tentar prevenir o
crescimento de patologias advindas de células mutagénicas.

Portanto, diante da vasta utilizacdo do uso do Captopril pela populacéo
mundial e brasileira, e por conter poucas informac¢des no que se refere & possivel
inducédo de alteragbes no genoma celular em nivel de mutacdo, é importante e
necessaria uma avaliagdo genotoxica do produto a fim de enriquecer o

conhecimento cientifico do mesmao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONTEXTUALIZACAO SOBRE A HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA
(HAS)

A pressao é uma entidade fisica e defini-se como a for¢ca sobre uma unidade
de area e, tratando-se da pressao arterial (PA),esta é uma variavel que depende de
fatores fisicos, como o volume sanguineo e a capacitancia da circulagéo, resultante
da combinacéo instantanea entre o volume minuto cardiaco ou débito cardiaco (DC)
(sendo multiplicado pela frequéncia cardiaca (FC) e também pelo volume sistolico ou
volume de ejecdo) e a resisténcia vascular periférica (RVP), ou seja, [PA = DC x
RVP] (IRIGOYEN; KRIEGER; CONSOLIM-COLOMBO, 2005; SANJULIANI, 2002).

Adicionalmente, a PA equilibra a forca contratil do coracdo transmitida pelo
sangue, e a mesma € expressa sob duas formas: a) Pressdo Arterial Sistolica (PAS)
— a qual atribui-se ao maior valor correspondendo a pressao existente no sistema
arterial no momento exato da sistole cardiaca e, b) Pressdo Arterial Diastolica (PAD)
— corresponde a pressao existente no sistema arterial no momento da diastole
(relaxamento) cardiaca. Sendo assim, PA expressa-se a partir de duas cifras
pressoricas (PAS e PAD) representando, respectivamente, o pico e 0 nadir da curva
de pressao, que traduzem o ponto maximo de expulsdo de sangue pelo ventriculo
esquerdo (sistole), e o ponto de fechamento da valva semilunar aértica (diastole)
(LUNA, 2002; VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO, 2010).

Desta forma, a partir das cifras pressoricas — PAS e PAD, é possivel
classificar a PA dos individuos com faixa etaria acima dos 18 anos de idade levando
em consideracdo uma medida casual no consultério em: oOtima, normal, limitrofe,
hipertensdo estagio 1, hipertensédo estagio 2, hipertensao estagio 3 e hipertenséo
sistélica isolada, conforme pode ser observado na Tabela 1 (VI DIRETRIZES
BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL, 2010).

Portanto, a partir da observacdo da Tabela 1, é possivel constatar e afirmar
que o individuo com hipertenséo arterial sistémica (HAS) apresenta sua PAS = a 140

mmHg e/ou a PAD = a 90 mmHg.
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Quadro 1 Classificacao da pressao arterial em individuos com faixa etaria acima de
18 anos de idade

. PRESSAO ARTERIAL PRESSAO ARTERIAL
CLASSIFICACAO

SISTOLICA (PAS) DIASTOLICA (PAD)

milimetros de mercurio (mmHQ)
Otima <120 < 80
Normal <130 <85
Limitrofe 130 - 139 85-89
Hipertenséo Estagio 1 140-159 90-99
Hipertensdo Estagio 2 160-179 100-109
Hipertensdo Estagio 3 =180 =110
Hipertenséo sistdlica isolada > 140 <90

Quando as pressdes sistdlica e diastélica situam-se em categorias diferentes, a

maior deve ser utilizada para a classificacdo da presséao arterial.

Fonte: VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO, 2010, p. 15.

E imprescindivel destacar que o individuo para ser considerado hipertenso é
necessario que a(s) cifra(s) pressorica(s) de PAS e/ou PAD deve(m) manter-se
elevada(s) persistentemente e, portanto, uma Unica medida ndo € possivel
diagnosticar a presenca de HAS (MOURA et al., 2004). Contudo, Carvalho; Maia
Filho e Bastos (2010), descreveram que a HAS pode ser entendida como uma
sindrome multifatorial, de patogénese pouco elucidada, na qual interacfes
complexas entre fatores genéticos e ambientais causam elevacao sustentada da PA.

Desta forma, de acordo com as VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao
Arterial (2010), embora qualquer atribuicdo de valor numérico seja arbitraria e
qualquer classificacdo seja insuficiente, estabelece-se o diagndstico de HAS a partir
dos niveis tensionais, bem como, a associacdo de fatores de risco, lesbes em
orgaos-alvo, bem como condi¢des clinicas associadas (co-morbidades) e, conforme

pode ser verificado no Quadro 1.
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FATORES DE RISCO CARDIOVASCULAR

Faixa etifia Homem > 55 anos de idade
Mulher > 65 anos de idade
Triglicérides 2 150 mg/dI
Dislipidemias LDL colesterol > 100 mg/dI
HDL colesterol < 40 mg/dl
Diabetes Mellitus
Histéria Familiar prematura Homem < 55 anos de idade
de doenca cardiovascular Mulher < 65 anos de idade

Identificacdo de Lesdes Subclinicas de Orgaos- Alvo

Homem > 28 mm
ECG com HVE
Mulher > 20 mm
ECO com HVE (indice de MG > 134 g/m?
massa de ventriculo
2
esquerdo) Mulher >110 g/m

Espessura médio-intimal de car6tida > 0,9 mm ou presenca de placa de ateroma
indice tornozelo braquial < 0,9

Depurag!do de creatinina estima < 60 ml/min/1.72 m?

Baixo ritmo de filtragdo glomerular ou clearance de creatinina < 60 ml/min
Microalbuminuria 30-300 mg/24 horas ou relagé&o albumina/creatinina > 30 mg por g.

Velocidade de onde de pulso (se disponivel) > 12 m/s.

Condigdes Clinicas Associadas a Hipertenséo Arterial Sistémica

Doenca cerebrovascular (AVE, AVEI, AVEH, alteracdo da fungéo cognitiva

Doenca cardiaca (infarto agudo do miocardio, angina pectoris, revascularizacdo coronaria,
insuficiéncia cardiaca)

Doenca renal: nefropatia diabética, déficit importante de funcao (clearance < 60 ml/min)
Retinopatia avancada: hemorragias ou exsudatos, papiledema

Doenca arterial periférica

LDL — low density lipoproteins; HDL — high density lipoproteins; mg/dl — miligramas por
decilitro; ECG - eletrocardiograma; HVE - hipertrofia do ventriculo esquerdo; ECO —
ecocardiografia; mm — milimetros; ml/min — mililitros por minuto; m? — metro quadrado; mg —
miligramas; m/s — metros/segundos; AVE — acidente vascular encefalico; AVEI — acidente
vascular encefalico isquémico; AVEH — acidente vascular encefélico hemorragico.

Quadro 1 — Fatores associados a presenca de hipertenséo arterial sistémica.
Fonte: VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL, 2010, p. 19.
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E importante acrescentar que a HAS pode ser primaria ou essencial e
também secundéaria. A HAS priméaria ou essencial apresenta fatores etiologicos
desconhecidos e corresponde a 95% dos casos. Em contrapartida, a HAS
secundaria relaciona-se a um processo patolégico pré-existente, por exemplo:
coarctacdo da artéria aorta, glomerulonefrite, hiperaldosteronismo, entre outros
(PASA et al., 2008; PELLIZZARO; PANCHENIAK, 2003).

Segundo as VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial (2010), os
inquéritos populacionais realizados nas cidades brasileiras nos ultimos 20 anos
indicaram uma prevaléncia de HAS acima de 30% e, a partir do momento que
considerou-se as cifras presséricas de PA = 140/90 mmHg, 22 estudos
demonstraram uma prevaléncia entre 22,3% e 43,9%, com média correspondente a
32,5%. Além disso, verificou-se também que entre os casos de HAS mais de 50%
acontecem com os individuos que encontram-se com faixa etaria entre 60 e 69 anos
de idade e 75%, ocorrem nos individuos com faixa etéria acima dos 70 anos de
idade. Sobretudo, considerando os géneros, tem-se prevaléncia de 35,8% nos
homens e 30% nas mulheres.

Contudo, Farinatti et al. (2005) enfatizaram que no Brasil, a HAS talvez seja a
doenca mais prevalente no adulto em diversas regides, consistindo na primeira

causa de aposentadoria por doenca e 40% dos 6bitos.

2.1.1 TRATAMENTO DA HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA (HAS)

Atualmente, ndo existe cura definitiva para a HAS e, sendo assim, é
importante e imprescindivel fazer o uso de tratamentos ndo-medicamentosos e/ou
medicamentosos, 0Ss quais possibilitam minimizar os sintomas e, sobretudo,
impedem o desenvolvimento de alteragdes secundarias sobre o sistema
cardiovascular e eleva a expectativa de vida do paciente (CORREA et al., 2006;
PELLIZZARO; PANCHENIAK, 2003; TOSCANO, 2004; VIEIRA, 2003).

As intervencdes ndo-farmacoldgicas, constituem em modificagbes importantes
e drasticas no estilo de vida do paciente e, sdo apontadas na literatura pelo baixo
custo, risco minimo e pela eficidcia na diminuigdo da PA e, dentre elas destacam-se :
reducdo da massa corporal, dieta hiposédica e saudavel (consumo de acidos graxos

insaturados, fibras, proteina de soja, laticineos e vitaminas, alho, entre outros),
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restricdo alcodlica, abandono do tabaco e a prética regular de exercicio fisico,
conforme pode ser observado na Tabela 2 (JARDIM, 2005; STURMER et al., 2006;
ZAITUNE et al., 2006).

Quadro 2 Modificagbes no estilo de vida para alcancar niveis pressoricos
desejaveis, especialmente da pressao arterial sistOlica

MODIFICACAO (*) RECOMENDACAO REDUCAO DA
PAS
Manter a massa corporal na faixa 5 a 20 mmHg para
normal (indice de massa corporal cada 10 Kg de
Controle da massa corporal 5
entre 18,5 e 24,9 Kg/m?) massa corporal
reduzida.

Consumir dieta rica em frutas e

Padréao alimentar vegetais e alimentos com baixa 8 a 14 mmHg
densidade caldrica e baixo teor de
gorduras saturas e totais.

Reduzir a ingestdo de sédio para nédo

. mais de 2 g (5 g de sal/dia) = no
Reducado do consumo de sal . ) 2 a8 mmHg

méaximo 3 colheres de café rasas de

sal = 3 g + 2 g de sal dos préprios

aimentos).

Moderag&do no consumo de Limitar o consumo de 30 g/dia de

; ) 2 a4 mmHg
alcool etanol para os homens e 15 g/dia para

as mulheres.

Habituar-se a pratica regular de
Exercicio fisico exercicio fisico aerdbico por, pelo 4 a9 mmHg

menos, 30 min. por dia, 3
vezes/semana.

(*) Associar o abandono do tabagismo para reduzir o risco cardiovascular

Kg/m? — quilogramas por metros quadrado ; Kg — quilograma ; g — grama.

Fonte : VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA, 2010, p.28.
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Em contrapartida, o tratamento farmacolégico € indicado para os pacientes
com HAS que tenha classificagdo moderada e/ou grave, bem como, para aqueles
com expressivos fatores de risco para o desenvolvimento das doencas
cardiovasculares (DCVs) e/ou lesdes importantes sobre os 6rgaos-alvo. No entanto,
poucos pacientes hipertensos conseguem o controle ideal da PA com um unico
agente farmacoldgico terapéutico e, muitas vezes, faz-se necesséaria a terapia
farmacoldgica combinada, principalmente em individuos idosos e com co-
morbidades relevantes. A terapia medicamentosa, apesar de eficaz na reducéo das
cifras pressoricas e da morbimortalidade, tem alto custo e pode ter efeitos colaterais
motivando o abandono do tratamento (ZAITUNE et al., 2006).

Contudo, o uso de farmacos anti hipertensivos, quando necessarios (e cada
vez S0 mais necessarios), deve ser bastante discutido (motivos para seu uso,
tempo, tipo de medicamento, numero de administracbes diérias, horarios,
necessidade de associagao, possibilidade de efeitos adversos e assim por diante)
(JARDIM, 2005).

Atualmente, as VI Diretrizes Brasileiras de Hipertenséo (2010), enfatizam que
h&d uma expressiva variedade de farmacos anti-hipertensivos comercialmente
disponiveis no Brasil, que demonstra uma excelente eficacia e efetividade na
reducdo das cifras pressoricas e, acima de tudo, na diminuicdo da morbimortalidade.

Entretanto, apresentam efeitos colaterais quando administrados isolados ou
em associacao e, é indispensavel que o(s) mesmo(s) seja(m) ingerido(s) de forma
regular e seguindo as recomenda¢cfes médicas. Adicionalmente, uma vez decido
qual farmaco serd utilizado para o tratamento da HAS, é sempre necessario
observar os seguintes critérios:

a) o farmaco deve ser eficaz com o seu uso via oral;

b) deve ser bem tolerado pelo paciente;

C) é importante que ao iniciar o tratamento farmacologico, este seja realizado
a partir da selecdo do menor numero possivel de doses diarias (respeitando
individualmente a situacdo clinica do paciente) e, devera ser aumentado de forma
gradativa, levando-se em conta que, quanto maior a dose administrada, maior a
chance do paciente queixar-se dos efeitos indesejaveis (efeitos colaterais);

d) é necessario sempre informar, orientar e esclarecer o paciente hipertenso
sobre a doenga, os efeitos colaterais dos farmacos, especificando os objetivos

terapéuticos e,



21

e) € imperativo considerar as condicfes sOcio-econdmicas do paciente na
selecao do farmaco.

Para o inicio do tratamento farmacologico da HAS é indicado que o mesmo
seja realizado com farmacos pertencentes a uma das 7 classes farmacologicas anti
hipertensivas disponiveis no Brasil, como: 1) diuréticos; 2) inibidores adrenérgicos;
3) vasodilatadores diretos; 4) bloqueadores dos canais de calcio; 5) inibidores da
enzima conversora de angiotensina (benazepril, captopril, cilazapril, delapril,
enalapril, fosinopril, lisinopril, perindopril, quinapril, ramipril e trandolapril; 6)
bloqueadores do receptor AT1 e, 7) inibidor direto da renina (VI DIRETRIZES
BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA, 2010 grifo do autor).

2.2 FARMACO: CAPTOPRIL

O captopril (Figura 1) é um farmaco amplamente utilizado para o tratamento
dos pacientes com HAS e, entre os seus efeitos encontram-se: inibicdo da Enzima
Conversora de Angiotensina (ECA), a qual é a responséavel pela conversdo da
Angiotensina | em Angiotensina Il, sendo esta Gltima um potente vasoconstritor e
também um estimulador da glandula supra renal para a liberacdo do hormdnio
aldosterona. Este hormdnio uma vez liberado no sistema circulatério promove uma
importante retencdo hidrica, contribuindo para o aumento expressivo da PA
(SANTELLO et al., 1998).

CAPTOPRIL
CH3 QPDH
|  a—
HSCHEC— C—N
; | \
H 8]

FIGURA 1- Formula estrutural do captopril
Fonte: LOURENGAO; MARCOLINO JUNIOR; FATIBELLO FILHO, 2008, p. 349.
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Além disso, Lourengdo, Marcolino Junior e Fatibello Filho (2008),
acrescentaram que o captopril apresenta uma expressiva eficiéncia como inibidor de
radicais livres no organismo por possuir um grupo funcional (-SH).

Em relacdo a absorcdo deste farmaco pelo organismo, Sucar (2000)
descreveu que 0 mesmo apresenta uma O6tima absor¢cdo no trato gastrointestinal,
podendo ser reduzido em até 40% com a presenca de alimentos. Além disso, 0
captopril demonstra uma boa interacdo medicamentosa com outros farmacos e, sua
ligacdo com as proteinas plasmaticas corresponde a cerca de 30% sem apresentar
metabolismo hepético.

Segundo Vertes e Haynie (1992), o captopril apresenta como efeitos
colaterais a proteindria e neutropénia e ambas atribuem-se ao grupamento de
sulfidrila em sua molécula. Adicionalmente, Ribeiro e Muscara (2001) enfatizaram
que devido ao uso constante e/ou crénico do captopril, acredita-se que 0 mesmo

pode promover uma expressiva concentracao tecidual (acamulo nos tecidos).

2.3 ABORDAGEM DA MUTAGENICIDADE

A exposicdo ambiental; alguns procedimentos médicos (utilizacdo de
radiacfes e produtos quimicos); deficiéncia de nutrientes (acido félico); estilo de vida
inadequado (consumo de tabaco, drogas, alcool, estresse, entre outros); fatores
intrinsecos (defeitos hereditarios do metabolismo do &cido desoxiribonucleico
(DNA)), além de serem considerados como provaveis fatores etiologicos de doencas
degenerativas ou doencas que prejudicam o desenvolvimento do ser humano,
também séo fontes de importantes danos gendmicos (TOLBERT et al., 1992; SPEIT;
SCHMID, 2006).

Contudo, quando uma substancia € capaz de causar lesdes nos materiais
genéticos ela é conhecida como genotoxica (COSTA; MENK, 2000).

Segundos Antunes e Arauljo (2000), enfatizaram que sao inUmeras as
substancias genotoxicas que podem ser encontradas no meio em que o ser humano
vive e, estas apresentam um respeitavel efeito mutagénico e/ou carcinogénico. Os
autores supracitados ainda acrescentaram que algumas das substancias

genotoxicas podem ser encontradas nos alimentos consumidos diariamente, os
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quais podem induzir as mutacbes do DNA, favorecendo o desenvolvimento de
diversas doencas.

As lesdes do DNA podem ocorrer por reacfes quimicas das proprias células
e/ou agentes quimicos e fisicos provenientes do meio ambiente, sendo esses
agentes descritos como genotdxicos ou carcinogénicos, podendo desencadear
processos cancerosos e morte celular decorrentes a duplicagdo do DNA, além de
aberracdes cromossdmicas e mutacdes celulares (COSTA; MENK, 2000).

O processo de mutacdo celular pode ser descrito como uma alteracdo no
material genético, sendo que dependendo da linhagem celular envolvido, a mutacéo
celular passaré para as novas células ou as células filhas. Salienta-se ainda que o
potencial de um agente mutagénico pode ser identificado pelo aumento na
frequéncia de mutacbes em um organismo a ele exposto (OGA; CAMARGO;
BATISTUZZO, 2008).

Entretanto, Silva et al. (2011), definram a mutacdo celular como uma
alteracdo herdavel e subita na estrutura do material genético. Ressaltando que nos
organismos multicelulares as alteracdes genéticas sdo quase sempre prejudiciais,
pois, perturbam a fisiologia e o desenvolvimento do organismo afetado.

A ocorréncia de mutagcdo celular pode ser observada pela formacgédo de
micronucleos (MN), sendo estruturas contendo DNA, presentes no citoplasma de
células em divisdo, possuindo caracteristicas cromatinicas, semelhantes com as do
nacleo principal quando observados a partir do uso de microscopio 6ptico, conforme
pode ser observado na Figura 2 (MILLER, 1973).

L

FIGURA 2 — Formacao de micronucleos em células eucaridticas
FONTE: Criag&o do autor da monografia.

Sendo assim, os MN séo formados a partir de fragmentos cromoss6micos ou

cromossomos inteiros que ndo estdo incluidos no nucleo principal durante a divisao
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celular, podendo formar um pequeno nucleo individual. Sobretudo, sua formacao &
considerada um indicador de doencas e processos relacionados aos danos
provocados sobre o DNA (FENECH et al., 1999).

2.4 TESTE DE MICRONUCLEO EM Allium cepa

Para a avaliacdo do nivel de toxicidade celular e também o seu potencial
mutagénico e carcinogénico, existem diversos testes disponiveis na literatura, porém
o Teste de MN é amplamente utilizado, visto que apresenta uma grande vantagem
comparado com os demais devido a sua grande sensibilidade quando expostos a
agentes mutagénicos e, adicionalmente é um teste que permite a analise de um
grande numero de células (FLORES; YAMAGUCHI, 2008; GAVRONSKI, 2008;
LEME; MARIN-MORALES, 2009; SAMUEL; OSUALA; ODEIGAH, 2010), além de ter
baixo custo, facil acesso, boa correlacdo com outros testes de genotoxicidade
(TEDESCO, 2007; CHANDRA et al., 2005).

Segundo Fiskejo (1985), a sensibilidade do Teste de MN em Allium cepa €&
praticamente a mesma quando comparada com testes realizados em algas e
linfécitos humanos. Adicionalmente, na pesquisa realizada por Migid, Azab e Ibrahim
(2007) constatou-se que o Teste de MN em Allium cepa demonstrou maior
sensibilidade em relacdo a outras plantas utilizadas em organismos-testes como
Vicia faba e outras.

N&do obstante, o Teste de MN em Allium cepa possui correlacdo de
aproximadamente 82% quando comparados aos ensaios de carcinogenicidade em
roedores, obtendo uma concordancia de 91% entre 0s sistemas vegetais e em
mamiferos (KRUGER, 2009).

A deteccao do potencial genotoxico pode ser observado pelo teste em células
meristematicas de Allium cepa, através do contato direto de suas raizes em
solucdes teste (chéas), sendo indicado como um eficiente biomarcador para monitorar
efeitos mutagénicos e, consequentemente vem sendo amplamente utilizado devido
as vantagens descritas anteriormente e, também por detectar mutacoes
ocasionadas por produtos quimicos e materiais bioldgicos (ABU; MBA, 2011;
BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007; CHANDRA et al., 2005).
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O Teste de MN em Allium cepa tem sido eficaz para detectar efeitos
mutagénicos em células eucaridticas expostas a agentes clastogénicos e/ou
aneugénicos, sendo que, além de detectar esses agentes, sdo bem aceitos por
instituicbes governamentais e agéncias internacionais que utilizam o mesmo,
principalmente para estabelecer a obtencdo de novos medicamentos (FENECH,
2000; MANZANO, 2010; SOUZA et al., 2009).

El-Shahaby et al. (2003), salientaram que o Teste de MN utilizando o Allium
cepa, € adequado para detectar tanto efeitos toxicos e mutagénicos quanto para a
avaliacdo de niveis de poluicdo ambiental, contribuindo, desta forma, para a
diminuicao dos riscos que a populagcdo humana encontra-se exposta.

Na pesquisa realizada por Sturbelle et al. no ano de 2008, foram utilizadas
células meristematicas de Allium cepa para avaliar a atividade mutagénica e anti-
mutagénica da solucao de Aloe vera, onde as mesmas apresentaram sensibilidade e
capacidade de avaliar o indice e anomalias do ciclo mitético.

Vale a pena enfatizar que as pesquisas cientificas realizadas com o propdsito
de detectar a mutagenicidade, que se utilizam de outros testes, requerem Varios
ensaios e, estes necessitam de um tempo prolongado e alto custo para sua
realizacdo (GAVRONSKI, 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2009; SAMUEL,
OSUALA; ODEIGAH, 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Analisar a atividade mutagénica do captopril através do Teste de Micronucleo

em Allium cepa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Registrar a presenca da atividade mutagénica do captopril através do Teste
de Micronucleo em Allium cepa, independentemente da dosagem do farmaco
utilizada.

e Sustentar a eficacia do teste de micronucleo em A. cepa como forma de
identificar alteracbes mutagénicas;

e Gerar subsidios para futuras pesquisas genotoxicas do medicamento

analisado.
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO E PREPARO DO MEDICAMENTO UTILIZADO

O medicamento captopril foi adquirido em uma farmécia da cidade. Ressalta-
se que esta obtencéo do farmaco ocorreu, especificamente, no dia 12 de agosto de
2011. Assim, apOs a obtencdo, o mesmo foi encaminhado para o Laboratorio de
Farmacognosia da Faculdade de Educacédo e Meio Ambiente (FAEMA) situada no
mesmo Municipio, na Avenida Machadinho, n°. 4.349, Setor 06, CEP: 78.873-630.

No Laboratério de Farmacognosia, realizou-se a abertura do frasco do
medicamento captopril (encontrava-se em forma de pd e com coloragéo
esbranquicada e cristalina) e, em seguida, 0 mesmo foi colocado em uma vasilha de
aco inox esterilizado e dividido em diferentes concentragbes com o0 uso de um
bastdo de vidro, também esterilizado, considerando as doses utilizadas pelos seres
humanos diariamente, para o tratamento de HAS na mesma proporcdo do plasma
sanguineo correspondente a um individuo com massa corporal de 70 kg e estatura
de 170 centimetros (cm). Posteriormente, as concentracdes pré determinadas do
farmaco utilizado (20 pg/L, 50 pg/L, 75 pg/L e 120 pg/L) foram diluidas, cada uma
delas, em 50 ml de 4gua destilada.

O uso de 50 ml de agua destilada utilizada para cada uma das dosagens de
farmacos utilizados na pesquisa, baseou-se no volume plasmatico de um adulto

jovem.

4.2 PREPARO DO Allium cepa PARA A ANALISE MUTAGENICA

Para a analise da acdo mutagénica do farmaco captopril, foram utilizados 50
exemplares de Allium cepa de tamanho pequeno e uniformes, sendo os mesmos de
mesma origem, ndo germinadas e saudaveis, adquiridas no Mercado Municipal do
Municipio de Ariquemes, Estado Rondonia, localizado na Avenida Tancredo Neves,
no Setor de Areas Institucionais, especificamente, no dia 12 de agosto de 2011.

Desta forma, ap0s a selecdo dos Allium cepa, com as caracteristicas

supracitadas, os mesmos foram prontamente, no mesmo dia, depositados nos
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frascos com agua destilada previamente preparados, com a parte inferior do bulbo
mergulhada na solugdo aquosa (para germinar), a qual continha diferentes
concentracdes do farmaco captopril (20 pg/L, 50 pg/L, 75 pg/L e 120 pg/L). Destaca-
se gque manter somente o bulbo imerso na solucdo preparada, o Allium cepa foi
mantido estavel através do uso de palitos de dente, conforme pode ser observado
na Figura 3.

FIGURA 3 — Demonstragao do posicionamento dos Allium cepa, permitindo que
somente os bulbos ficassem imersos na solu¢éo de agua destilada com o captopril

dissolvido
Fonte: Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Educacao e Meio Ambiente (FAEMA)

Ressalta-se que do total de bulbos adquiridos (50) utilizou-se 10 deles para
cada uma das concentracdes do farmaco em questdo, conforme demonstrado na

Figura 4.

FIGURA 4 - Geminacgéao de Allium cepa nas solu¢des de Captopril
Fonte: Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Educacdo e Meio Ambiente
(FAEMA)
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Enfatiza-se que os bulbos dos Allium cepa, ficaram imersos na solugcdo de
agua destilada com captopril (em diferentes concentragdes) por um periodo de seis
dias, em uma sala com temperatura controlada a 25 graus Celsius (°C) e, ap0s este
periodo constatou-se que 0S mesmos aumentaram 0 comprimento e, sobretudo,
houve uma expressiva germinagdo. Deste modo, os meristemas foram coletados e
colocados em um tubo de ensaio, e foram lavados em 4gua destilada e hidrolisados
com &cido cloridrico (HCI) a 1mol/L por 10 minutos em banho-maria a 60C°. Apds
estes procedimentos, os tubos de ensaio foram resfriados em agua corrente.

Na sequéncia, confeccinou-se os esfregacos com laminula em duas laminas
para cada Allium cepa em todas as dosagens do farmaco analisadas, totalizando
100 laminas. Estas laminas ficaram expostas em ambiente livre por 30 minutos,
ocorrendo a secagem das mesmas e, em seguida foram coradas com o Kit Panético
Réapido LB, o qual é composto por trés recipientes, sendo o primeiro de triariimetano
a 0,1%; o segundo com xantenos a 0,1% e o terceiro com tiazinas a 0,1%. O
processo de coloracdo das laminas procedeu-se da seguinte forma, cada uma das
laminas foi mergulhada 10 vezes em cada um dos recipientes com submerséo de 1
segundo de duracdo, sequencialmente, conforme descrito anteriormente.
Posteriormente, as laminas foram lavadas em &agua destilada, com o objetivo de
retirar o excesso de corante aplicado e, também foram secas a temperatura
ambiente (MENEGHETTI et al., 2011).

A avaliacdo das laminas consistiu na observacdo da presenca de MN em
1000 células em interfase por bulbo, através do uso da microscopia Optica, com
objetiva de 40x e ocular de 10x, tendo um aumento de 400x, conforme pode ser
observado na Figura 5.

A analise das laminas ocorreu de forma individualizada e sempre pela mesma
pessoa e, 0 objetivo desta analise foi a contabilizacdo das células, mais
especificamente dos fragmentos extra cromossémicos de DNA citoplasmaticos,
contados como MN, conforme preconizado por Thomas et al. (2009) e demonstrado
na Figura 5, ou seja, na andlise das células, verificou-se que os MN eram
caracterizadas pela presenca de dois nudcleos, sendo um nudcleo principal e um

nacleo menor (variagao entre 03/01 e 16/01).
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FIGURA 5 - Micronucleo em célula de Allium cepa exposta

(ocular:10x, objetiva 40x)
Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Para a anadlise estatistica utilizou-se a variancia (ANOVA), teste néao-

paramétrico TUKEY, realizado a partir do uso do Software Graphad PRISM 5.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos através da andlise mutagénica em Allium cepa
germinadas em diferentes concentracdes de captopril, encontram-se representados

na Tabela 3.

Tabela 3 - Numero de Micronucleos encontrados a partir da analise do Allium cepa a
cada 1000 células por laminas, tanto no grupo controle quanto nas diferentes
dosagens de captopril diluido em agua destilada

GRUPO DOSAGENS DE CAPTOPRIL EM PO (EM pg/L)
FRASCOS CONTROLE DILUIDOS EM 50 ML DE AGUA DESTILADA
NEC VO 20 50 75 120
Frasco 01 2 g 8 1 1
Frasco 02 Z ;' i 1 (1)
Frasco 03 143 z i g (1)
Frasco 04 3 g 2 (1) g
Frasco 05 g g 1 (1) i
Frasco 06 g ; 8 ; 2
Frasco 07 2 g g i i
Frasco 08 i 2 g i 2
Frasco 09 ; ;' i (1) 8
Frasco 10 182 Cl) i ; i
Total 114 48 22 20 14
Média 27 24 11 1 0,7

(*) Allium cepa germinado em agua destilada, servindo como o grupo controle
negativo.

Desta forma, a partir da observacdo dos dados expostos na Tabela 3,

constatou-se uma maior presenca de MN (5,7) em cada 1000 células na
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concentracdo de agua destilada, comparado com as diferentes dosagens de
captopril diluido em &gua destilada.

Para as diferentes dosagens de captopril diluido em agua destilada (20 ug/L,
50 pg/L, 75 pg/L e 120 pg/L) verificou-se, 2,4 (p < 0,001); 1,1 (p < 0,001); 1 (p <
0,001) e 0,7 (p < 0,001) de micronucleos para cada 1000 células, respectivamente,
apresentando diferencas estatisticamente significativas quando comparadas com o
grupo controle negativo. Deste modo, péde-se afirmar que, independentemente das
dosagens de captopril diluidas em &gua destilada, ndo foi encontrado o efeito

mutagénico nas células analisadas (Figura 6).
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FIGURA 6 - Média de numeros de micronucleo encontrados em 1000 células de
Allium cepa, por concentracdes de Captopril. Significativo para *** (p < 0,001).

Contudo, é imprescindivel acrescentar que para fins de exclusdo de
resultados falso-negativos, utilizou-se o mesmo lote de medicamentos de captopril e
a mesma agua destilada para todos os frascos.

Sendo assim, a partir dos resultados obtidos acredita-se que o uso do
captopril ndo esta diretamente relacionado aos efeitos mutagénicos e, portanto,
considera-se que o0 uso do mesmo possui efeitos anti-mutagénicos em células
animais, visto que o teste possui boa sensibilidade quando comparado ha este tipo
de células, e nesta pesquisa apresentou resultados positivos (FISKEJO,1985;
KRUGER, 2009).

Vale ressaltar que as dosagens de captopril diluido em 50 ml de agua

destilada, estudadas na presente pesquisa, a partir do momento que se faz o uso
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das mesmas pelo ser humano, ocorre absor¢do pelo epitélio intestinal, sendo diluida
na corrente sanguinea em valores proximos a 3.500 ml de 4gua em um adulto jovem
normal, além de sofrer possiveis alteracdes pelas enzimas gastrointestinais durante
0 processo de digestdo (GUYTON, 2006).

Sobretudo, uma vez que ndo existem trabalhos cientificos similares a este

que foi desenvolvido, é impossivel a discusséo dos resultados obtidos.
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CONCLUSAO

Mediante o teste de Micronucleos em Allium cepa que o Captopril apresenta
efeitos anti- mutagénicos nas concentragdes de 20 pg/L, 50 pg/L, 75 pg/L e 120 pg/L
em 50 ml de &agua destilada quando comparadas com o controle negativo.
Observou-se também que o teste de MN em Allium cepa apresentou resultados
positivos.

Pela alta sensibilidade do teste de MN em Allium cepa quando comparado a
células animais, acredita-se que o Captopril possui efeitos anti-mutagénicos no
homem. Porém, devido o mesmo apresentar possiveis alteracdes em suas
concentragbes quando absorvidas no trato gastrointestinal pela acdo de enzimas
digestivas, sugere-se novos estudos in vivo, com concentragbes e tempos de

exposicao diferentes a fim de minimizar possiveis efeitos limitadores.
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