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RESUMO 

AVALIAÇÃO GENOTÓXICA E MUTAGÊNICA DE ANTI-HIPERTENSIVOS 

DISTRIBUÍDOS PELA FARMÁCIA POPULAR EM CÉLULAS DO SISTEMA 

IMUNOLÓGICO HUMANO 

 A hipertensão arterial é uma condição clínica de ocorrência multifatorial, sendo a 

mais frequente entre as doenças crônicas não transmissíveis no Brasil. É caracterizada pelo 

aumento e manutenção dos níveis pressóricos acima de 140mmHg (pressão sistólica) e 

90mmHg (pressão diastólica). É também o maior agravante nas complicações 

cardiovasculares e está associada ao surgimento de outras co-morbidades. A OMS estima 

que 40% da população mundial acima dos 25 anos seja hipertensa, estando localizada 

majoritariamente em países onde a renda e o nível de escolaridade são menores. Depois de 

diagnosticada, a hipertensão arterial deve ser tratada com mudanças no estilo de vida e 

medicamentos que mantenham os níveis pressóricos controlados, sendo assim, várias 

classes de anti-hipertensivos são usados nesse tratamento. Visando ampliar o acesso a 

medicamentos básicos e permitir uma melhor adesão ao tratamento, o Governo Federal 

criou em 2004 o Programa Farmácia Popular do Brasil, uma parceria entre governo e 

instituições públicas e privadas para fornecer a população medicamentos para o controle da 

hipertensão, diabetes, asma, dislipidemias, anticoncepcionais, entre outros; de forma 

gratuita ou subsidiada em até 90% do valor. Para tratar a hipertensão, o Programa 

Farmácia Popular do Brasil distribui de forma gratuita os anti-hipertensivos – atenolol, 

captopril, cloridrato de propranolol, hidroclorotiazida, losartana e maleato de enalapril, 

todos estes sendo lançados no mercado anterior ao ano de 2004, quando testes de segurança 

genética ainda não eram obrigatórios, de acordo com a Resolução nº 90/2004 da ANVISA. 

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial genotóxico de anti-

hipertensivos distribuídos pela Farmácia Popular em células leucocitárias humanas, haja 

vista que são fármacos amplamente utilizados e se faz necessários maiores estudos que 

garantam a segurança genotoxicológica dos mesmos. Os testes foram desenvolvidos a partir 

de culturas celulares tratadas com cinco diferentes concentrações dos anti-hipertensivos, 

sendo avaliados parâmetros genotoxicológicos – viabilidade celular e índice de dano ao 

DNA (teste Cometa), e parâmetros mutagênicos – teste de micronúcleo e instabilidade 

cromossômica numérica. Os resultados mostram que captopril e maleato de enalapril foram 

capazes de diminuir a viabilidade celular e causar danos ao DNA conforme o aumento da 

dose, e que, o atenolol foi capaz de também diminuir a viabilidade celular de acordo com o 

aumento da dose. A hidroclorotiazida também mostrou causar dano ao DNA, porém esse 

dano ocorreu de forma igual para as cinco doses. Quanto aos parâmetros mutagênicos, 

nenhum dos seis anti-hipertensivos testados e, em nenhuma das cinco concentrações foi 

capaz de causar alterações mutagências. 

 

Palavras-chave: hipertensão arterial, anti-hipertensivos, genotoxicidade, 

mutagenicidade.  
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ABSTRACT 

 

Genotoxic and mutagenic evaluation of antihypertensive distributed for “Farmácia 

Popular” in human system immunological cells 

Hypertension is an clinical condition of the multifactorial occurrence, the most 

frequent among chronic diseases not transferable in Brazil. It is characterized by 

increase and maintenance blood pressure levels above 140mmHg (sistolic pressure) and 

90mmHg (diastolic pressure). It i also the most aggravating in the cardiovascular 

complications and it is associated with the appearance of others comorbidities. The 

WHO estimes that 40% of the world population over 25 years old is hypertensive, being 

located mostly in countries where income and educations levels are lower. After the 

diagnosed, hypertension must be treated with changes in the life style and drugs that 

maintain pressure levels controled, therefore, several classes of antihypertensive are 

used in this treatment. Aiming to expand access to basic drugs and allow a better 

adhesion to treatment, the federal government created in 2004 the “Farmácia Popular 

do Brasil” Program, an association among government and public and private 

institutions to provide the people medications for control of the hypertension, diabetes, 

asthma, dyslipidemia, contraceptives, etc, free or subsidized form by up to 90% of the 

value. To treat hypertension, the “Farmácia Popular do Brasil” Program distributes of 

free form antihypertensive – atenolol, captopril, propranolol hydrochloride, 

hydrochlorotiazhide, losartan and enalapril maleate, all these being released before the 

year 2004, when genetic safety tests still not required, according to Resolution nº 

90/2004 of ANVISA. Thus, the objective this work was to evaluate the genotoxic 

potencial of the antihypertensives distributed by “Farmácia Popular” in human 

leukocytes cells, considering that they are widely used drugs and it is necessary larger 

studies that ensure the genotoxicology their safety. The tests are desenvolved from cell 

cultures treated with five different concentrations of the antihypertensives, being 

evaluated genotoxicological parameters – cell viability and DNA damage index, and 

mutagenic parameters – micronucleus test and numerical chromossomal aberrations. 

The results showed that captopril and enalapril maleate were able to reduce cell viability 

and cause damage to DNA wiht increasing dose. The hydrochlorothiazide also showed 

to cause DNA damage, but, this damage occorred equallity for five doses. As for 

mutagenic parameters , none of the six antihypertensives tested and, none of the five 

concentrations were capable to cause mutagenic changes.  

 

Keywords: hypertension, antihypertensives, genotoxicity, mutagenicity 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Hipertensão Arterial Sistêmica (HAS) é definida como a manutenção de níveis 

pressóricos acima de 140 mmHg para a pressão sistólica e 90 mmHg para a pressão 

diastólica (CESARINO et al. 2008). A HAS é diagnosticada a partir da elevação e 

manutenção dos níveis pressóricos, e pode estar ligada a fatores intrínsecos como 

hereditariedade, gênero, etnia e idade, como também pode relacionar-se à fatores 

extrínsecos como tabagismo, sedentarismo, abuso de álcool, estresse e dislipidemias 

(GIROTTO et al. 2009; DBH VI - SBC 2010).  

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que cerca de 40% da população 

mundial acima dos 25 anos seja hipertensa (OMS, 2013). No Brasil, a Sociedade Brasileira 

de Cardiologia (SBC) e o Ministério da Saúde estimam que cerca de 32,5% da população 

brasileira seja afetada pela doença (SBC – DBH, 2010; BRASIL, 2014). 

Por se tratar de um importante problema de saúde pública e que afeta uma grande 

parte da população brasileira, o governo federal criou em 2004 o Programa Farmácia 

Popular do Brasil,  com o intuito de ampliar o acesso da população aos medicamentos 

básicos e essenciais, por meio de ações articuladas entre os setores público e privado. Em 

2006 foi criada outra modalidade do programa: “Aqui tem Farmácia Popular”, que se dá a 

partir da parceria com farmácias da rede privada, visando oferecer aos seus clientes alguns 

dos medicamentos distribuídos pelo programa Farmácia Popular utilizados para o controle 

da hipertensão, diabetes e anticoncepcionais subsidiados em até 90% pelo governo federal 

(de OLIVEIRA et al. 2013).  

Estudos comprovam a redução dos níveis pressóricos através do tratamento 

medicamentoso, que pode se dar por diferentes classes de medicamentos como por 

exemplo, diuréticos tiazídicos, betabloqueadores e inibidores da enzima conversora de 

angiotensina (IECA) (MOCHEL  et al. 2007), desse modo, o programa Farmácia Popular 

disponibiliza anti-hipertensivos de diferentes classes, visando abranger diferentes 

necessidades terapêuticas. Os anti-hipertensivos distribuídos pelo programa Farmácia 

Popular são: Atenolol, Captopril, Cloridrato de Propranolol, Hidroclorotiazida, Losartana 

e Maleato de Enalapril (BRASIL, 2010).  

No ano de 2004 a Agência Nacional de Vigilância Sanitária alterou as normas 

de registro de medicamentos, seguindo o proposto pela Comunidade Europeia e pela 
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agência FDA (Food and Drug Administration) dos Estados Unidos, impondo critérios 

mais rígidos para o registro de novos fármacos ou alteração do registro dos já utilizados. 

Em relação aos medicamentos registrados antes de 2004, os mesmos adequam-se as 

normas anteriores da ANVISA, o que exclui a obrigatoriedade dos testes de toxicidade 

genética (GAVA et al. 2010). Muitos dos medicamentos empregados para o controle da 

hipertensão obtiveram seus registros em data anterior a essa nova normativa da 

ANVISA, ficando assim sem a comprovação dos riscos genotoxicológicos (PÓVOA et 

al. 2014).  

Tendo em vista a melhoria na saúde, o grande uso no tratamento da população, o 

alto índice de pessoas hipertensas e o fato de que os anti-hipertensivos distribuídos pelo 

Programa Farmácia Popular foram todos registrados antes de 2004, torna-se 

indispensável a avaliação da segurança genotoxicológica de fármacos amplamente 

difundidos na terapêutica. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar os possíveis efeitos genotóxicos dos medicamentos anti-hipertensivos Atenolol, 

Captopril, Cloridrato de Propranolol, Hidroclorotiazida, Losartana e Maleato de Enalapril 

distribuídos pelo programa Farmácia Popular . 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar os possíveis efeitos genotóxicos dos fármacos em culturas de linfócitos 

humanos, através dos testes de dano de DNA cometa e viabilidade.  

 

 Avaliar os possíveis efeitos mutagênicos dos fármacos em culturas de linfócitos 

humanos, pelos testes de micronúcleos e instabilidade cromossômica. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 HIPERTENSÃO ARTERIAL 

A hipertensão arterial (HA) é uma condição clínica composta por múltiplos 

fatores e caracterizada principalmente pelo aumento e manutenção dos níveis pressóricos 

sistólico e diastólico acima de 140mmHg e 90mmHg respectivamente (SBC – DBH, 

2010). Essa é a condição clínica mais frequente entre as doenças crônicas não-

transmissíveis no Brasil e o fator de risco mais importante nas complicações 

cardiovasculares pois está associada ao surgimento e ao risco aumentado de co-morbidades 

como infarto agudo do miocárdio, nefropatias, acidente vascular encefálico e cerebral, 

gerando anualmente, aumento nos custos do seu tratamento (BORIM et al. 2011; 

GONTIJO et al. 2012; SCHMIDT, DUNCAN* et al., 2006). De acordo com a OMS, 

ocorrem cerca de 9,4 milhões de mortes anuais em decorrência da hipertensão (OMS, 

2013). 

A HA constitui atualmente,  um dos maiores problemas globais de saúde, onde, de 

acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS) cerca de 40% da população mundial 

maior de 25 anos é afetada, tendo esse número saltado de 600 milhões de pessoas na 

década de 80, para 1 bilhão em 2008; fato agravado pelo aumento no consumo de álcool e 

tabaco, além do aumento no consumo de alimentos menos saudáveis. Os países que mais 

apresentam casos diagnosticados de HA são países onde a renda da população é menor 

(OMS, 2013). No Brasil, estima-se que a hipertensão afete, em média 32,5% da população, 

onde a metade desse total seja de pessoas acima dos 60 anos (SBC – DBH, 2010; BRASIL, 

2014). Dados do DATASUS apontam que em novembro de 2009, ocorreram 91.970 

internações decorrentes de doenças cardiovasculares agravadas pela HA, gerando um gasto 

de R$ 165.461.644,33 (BRASIL, 2010). 

O surgimento da HA está associado a fatores intrínsecos como hereditariedade, 

sexo, idade e etnia, onde a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) estima que 

mulheres, a partir dos 50 anos estão mais propensas a desenvolver HA (SBC – DBH, 

2010). Os fatores extrínsecos relacionados ao surgimento da HA são o excesso de peso e a 

obesidade, sedentarismo, ingestão em excesso de sal e bebidas alcoólicas, tabagismo além 

de fatores sócioeconômicos, pois a HA afeta em maior número pessoas em países com 

renda per capita menor, bem como a população de menor escolaridade, pois geralmente 
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essa é a população tem menos acesso à informação e menor acesso aos atendimentos de 

saúde (SBC – DBH, 2010; GIROTTO et al. 2009; OMS, 2013). 

Como medidas para tratamento e prevenção primária da HA, a SBC preconiza 

inicialmente um tratamento não-medicamentoso, como mudanças no estilo de vida, pois 

uma dieta equilibrada, exercícios fisicos e hábitos mais saudáveis são fundamentais na 

prevenção e controle da HA bem como de outras co-morbidades associadas a mesma. 

Quando o tratamento não-medicamentoso é ineficaz, segue-se o tratamento 

medicamentoso, onde a SBC recomenda a avaliação e consideração do risco cardiovascular 

apresentado pelo paciente. Estudos mostram uma melhora nos níveis pressóricos após o 

início do tratamento medicamentoso. No Brasil, o tratamento da HA é feito com diferentes 

classes de medicamentos, sendo as classes disponibilizadas pelo SUS: diuréticos tiazídicos, 

betabloqueadores, bloqueadores dos receptores da angiotensina II (BRA II), inibidores da 

enzima conversora de angiotensina (IECA) (SBC – DBH, 2010; MOCHEL, et al. 2007; 

BUENO et al.2012; SANTOS-PINTO et al. 2011).  

 

 

3.2 FARMÁCIA POPULAR 

 O programa Farmácia Popular foi criado em 2004, a partir da intenção do governo 

federal em ampliar o acesso da população a medicamentos básicos,  visando dessa forma, 

não só o aumento no acesso, mas também a adesão ao tratamento. O programa foi 

implementado pela Lei nº 10.585 e pelo decreto nº 5.090, e, desde sua criação até o ano de 

2007, o PFPB atendeu aproximadamente 93 milhões de usuários (SANTOS-PINTO, et al. 

2011; BRASIL, 2015*).  

 O programa Farmácia Popular possui três modelos de funcionamento: Modelo 1, 

onde as unidades estão sob gestão da Fiocruz; Modelo 2, onde as unidades estão 

estabelecidas através de parcerias entre a Fiocruz e estados, municípios, órgãos, 

organizações sem fins lucrativos; e por fim, o Modelo 3, estabelecido pelo modelo de co-

pagamento, entre o Ministério da Saúde e farmácias privadas; onde estas passam a oferecer 

aos seus clientes alguns dos medicamentos utilizados para o controle da hipertensão, 

diabetes e anticoncepcionais subsidiados em até 90% pelo governo federal. (SANTOS-

PINTO et al. 2011; de OLIVEIRA et al. 2013). 
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 Dados do Ministério da Saúde apontam que, aproximadamente 4.500 dos 5.570 

municípios brasileiros possuem acesso ao modelo 3 do PFPB, já para o modelo 2, há cerca 

de 400 unidades distribuidas pelo Brasil, onde estima-se que no ano de 2012, mais de 11 

milhões de usuários foram atendidos; as unidades do modelo 2 estão localizadas, em sua 

maioria, nos estados das regiões sudeste e nordeste (SILVA et al. 2015; BRASIL, 2015). 

 Dentre os medicamentos disponibilizados gratuitamente pelo programa estão os 

medicamentos usados no tratamento da hipertensão; além desses também estão 

medicamentos  usados no tratamento da diabetes e asma. Dentre os medicamentos com 

subsídio de até 90% estão medicamentos para o tratamento de glaucoma, dislipidemias, 

osteoporose, mal de Parkinson, além de contraceptivos e fraldas geriátricas (BRASIL, 

2015).  No ano de 2009, o Governo Federal destinou um montante de 21,2 milhões de reais 

para o PFPB, tendo esse valor aumentado para mais de 437 milhões de reais no ano de 

2013, estando os medicamentos usados no tratamento da HA na lista dos dez 

medicamentos mais dispensados (VIEIRA et al. 2013; SANTOS-PINTO et al. 2011).  

 

 

3.3 ANTI-HIPERTENSIVOS 

 A SBC preconiza que o objetivo primordial do tratamento da HA com 

medicamentos anti-hipertensivos seja a redução da morbimortalidade cardiovascular, dessa 

forma, os anti-hipertensivos devem, não só reduzir os níveis pressóricos, como também 

reduzir os eventos cardiovasculares fatais e não-fatais (SBC – DBH, 2010). 

Os princípios gerais no tratamento da HA preconizam que o medicamento anti-

hipertensivo deve possui alta tolerabilidade e eficácia por via oral, permita um menor 

número de doses diárias e deve ser iniciado pelas menores doses clínicas para cada 

paciente (MOCHEL et al. 2007; SBC – DBH, 2010), 

 Atualmente, estão disponíveis para uso no tratamento da HA as seguintes classes de 

anti-hipertensivos: diuréticos, inibidores adrenérgicos (de ação cenral, alfa e 

betabloqueadores), vasodilatadores diretos, bloqueadores dos canais de cálcio, inibidores 

da enzima conversora de angiotensina, bloqueadores do receptor AT1 da angiotensina II e 

inibidor direto da renina. No Brasil, os anti-hipertensivos  distribuídos gratuitamente pelo 

Programa Farmácia Popular do Brasil (PFPB) são: diuréticos tiazídicos, 
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betabloqueadores, bloqueadores dos receptores da angiotensina II (BRA II), inibidores da 

enzima conversora de angiotensina (IECA) (BRASIL, 2015).  

 

3.3.1 Atenolol 

O atenolol (Figura 01) (1976), (R,S)-2-[4-[2-hidróxi-3-(1-

isopropilamino)propoxi]fenil] acetamida, é um fármaco pertencente à classe dos 

inibidores adrenérgicos, agindo especificamente como um beta bloqueador seletivo 

(β1). Seu mecanismo de ação geral se dá pelo antagonismo adrenérgico no estímulo aos 

beta receptores, devido a sua estrutura semelhante a das catecolaminas; possui um efeito 

maior nos receptores adrenérgicos cardíacos, levando a diminuição da pressão arterial 

através da diminuição do débito cardíaco, além de agir na diminuição da secreção de 

renina, através da diminuição do estímulo aos beta receptores (DBH VI - SBC 2010; 

GORRÉ e VANDEKERCKHOVE, 2010, TABACOVA e KIMMEL, 2002). É um fármaco 

com características hidrofílicas, passando por uma pequena metabolização hepática 

(TABACOVA e KIMMEL, 2002). Estima-se que menos de 5% da dose que chega à 

circulação liga-se às proteínas plasmáticas e possui uma grande fração excretada de 

forma inalterada pelos rins (KIRCH e GÖRG, 1981; TABACOVA e KIMMEL, 2002). 

 

 

Figura 1: Estrutura do Atenolol (fonte: MARTINDALE, 2009). 

 

3.3.2 Captopril 

O captopril (1982) (Figura 02), 1-[2S-3-mercapto-2-metilpropionil]-L-prolina, é 

um fármaco pertencente à classe dos inibidores da enzima conversora de angiotensina 

(IECA), foi o primeiro IECA de administração oral usado no tratamento da hipertensão 

(NATESH, SHWAGER et al.,2004) ; exercendo efeito no sistema renina-angiotensina-

aldosterona, através do bloqueio da formação de angiotensina I em angiotensina II, tanto 
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no sangue quanto nos tecidos, levando à normalização dos níveis pressóricos, sendo o 

primeiro IECA a ser usado também no tratamento da insuficiência cardíaca, na redução 

da morbimortalidade cardiovascular e na prevenção secundária do acidente vascuar 

encefálico. Juntamente com outros IECAs, é administrado a longo prazo para retardar o 

declínio da função renal em pacientes com nefropatias. (DBH VI - SBC 2010; CHIK, 

DERIL et al.,2014; NATESH, SHWAGER et al.,2004 ). Após a ingestão oral, mais de 

70% do fármaco é absorvido, sofrendo extenso metabolismo e posteriormente uma 

eliminação renal, onde aproximadamente 24% é excretado de forma inalterada (NUR e 

ZHANG, 1999). 

 

Figura 2: Estrutura química do Captopril (Fonte: MARTINDALE, 2009). 

 

3.3.3 Cloridrato de Propranolol 

 O cloridrato de propranolol (Figura 03) (1960) 1-(isopropilamino)-3-(1-

naftiloxi)-2-propanol é um fármaco da classe dos inibidores adrenérgicos, atuando como 

um betabloqueador não seletivo, tendo seu uso amplamente difundido no tratamento da 

hipertensão arterial e da angina. Devido a sua característica não seletiva, também é 

usado no tratamento de arritmias cardíacas, além disso, sua característica lipofílica 

também apresenta uma ação central, sendo usado também no tratamento da enxaqueca e 

transtornos menores de ansiedade (DBH VI - SBC 2010; ZHANG, DING et al., 2009, 

FISCHER, 2002). Por administração oral, o propranolol possui uma biodisponibilidade 

de até 22%, devido ao extenso metabolismo de primeira passagem ao qual é submetido, 

dessa forma, grande parte do que é administrado sofre excreção biliar (MEHVAR e 

BROCKS, 2001; FISCHER, 2002). 
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Figura 3: Estrutura química do Cloridrato de Propranolol (Fonte: MARTINDALE, 2009). 

 

3.3.4 Hidroclorotiazida 

A hidroclorotiazida (1958) (Figura 04), 6-cloro-3,4-dihidro-2H-1,2,4-

benzotiadiazina-7-sulfonamida-1,2-dióxido, é um fármaco da classe dos diuréticos 

tiazídicos, agindo no transporte dos íons sódio (Na+) e cálcio (Ca2+) na membrana do 

túbulo contorcido distal, levando a uma diminuição do volume plasmático e do volume 

extracelular, podendo também acarretar em uma resistência vascular periférica; são 

eficazes quando administrados por via oral e em baixas doses, devido a isso, são muito 

utilizados no tratamento da HA e suas comorbidades, são utilizados na monoterapia ou 

em associação com outros anti-hipertensivos (DBH VI - SBC 2010; PIMENTA, 2008; 

MAHLE, GOELZER et al., 2008). A hidroclorotiazida possui absorção intestinal, onde 

entre 60 a 80% do que é administrado por via oral é absorvido, sendo 95% do que foi 

absorvido excretado de forma inalterada por via renal (WELLING, 1986). 

 

 

 Figura 4: Estrutura química da Hidroclorotiazida (Fonte: MARTINDALE, 2009). 
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3.3.5 Losartana 

 A losartana (Figura 05) (1995), 2-butil-4-cloro-1-[[2-(2H-tetrazol-5-il)[1,1-

bifenil]-4-il]metil]-1H-imidazol-5-metanol foi o primeiro fármaco anti-hipertensivo 

não-peptídico oral, usado na terapêutica (McINTYRE, CAFFE, et al., 1997); pertence à 

classe dos bloqueadores dos receptores AT1 da angiotensina II (BRA II), age no sistema 

renina-angiotensina-aldosterona, bloqueando a ligação da angiotensina II com os 

receptores AT1, diminuindo o efeito vasoconstritor e regularizando a pressão arterial . É 

o fármaco de escolha no tratamento de pacientes que, além de hipertensos, apresentam 

alto risco cardiovascular e outras comorbidades (DBH VI - SBC 2010; JOHNSTON, 

1995; PRASAJA, SASONGKO et al., 2009). A losartana é rapidamente absorvida, 

sendo metabolizada pelas enzimas do CYP450, aproximadamente 14% da dose oral 

após a administração é convertida em um dos metabólitos mais ativos (EXP3174) e 

ambos apresentam alta taxa de ligação às proteínas plasmáticas (entre 98,7 e 99,8%). 

Cerca de 65% da dose oral de losartana sofre eliminação biliar, o restante é eliminado 

por via renal, em sua maioria o metabólito EXP3174 (ISRAILI, 2000).  

 

Figura 5: Estrutura química da Losartana (Fonte: MARTINDALE, 2009). 

 

3.3.6 Maleato de Enalapril 

 O maleato de enalapril (Figura 06) (1984), N-[(1S)-1-(etoxicarbonil)-3-

fenilpropil]-L-alanina-L-prolina é um pró-fármaco anti-hipertensivo da classe dos 

inibidores da enzima conversora d angiotensina (IECA), necessitando ser hidrolisado 

em enalaprilato depois da sua absorção. O maleato de enalapril age no sistema renina-
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angiotensina-aldosterona, inibindo a formação de angiotensina I em angiotensina II e 

diminuindo a formação de aldosterona, dessa forma, diminui a resistência vascular e os 

níveis pressóricos; o enalapril difere do captopril em um grupo sulfidrila e na função 

mercapto, que se acreditam ser os responsáveis pelos efeitos adversos mais comuns no 

captopril (DBH VI - SBC 2010; THONGNOPNUA e POEAKNAPO, 2005; 

TABACOVA e KIMMEL, 2001). Após a administração da dose oral, cerca de 60% do 

fármaco é absorvido, rapidamente metabolizado e transformado o seu metabólito ativo; 

o maleato de enalapril possui excreção primariamente renal, aproximadamente 61%; o 

restante pode ser eliminado de forma inalterada ou por via biliar (TABACOVA e 

KIMMEL, 2001; RIBEIRO, MUSCARÁ et al., 1995). 

 

 

Figura 6: Estrutura química do maleato de enalapril (Fonte: MARTINDALE, 2009). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Obtenção dos fármacos realizados nos testes: 

 As amostras dos seis fármacos anti-hipertensivos utilizados no testes foram 

adquiridas a partir de uma farmácia de manipulação no município de Uruguaiana, RS. 

Todos os seis fármacos possuem os laudos de análise de controle de qualidade (ANEXO 

I). 

 

4.2 Preparação da cultura celular de Linfócitos:  

As culturas de linfócitos foram preparadas utilizando 1 mL de sangue venoso 

(coletado por venopunção de voluntário, aprovação no CEP/UFSM 0089.0.243.000-07) 

e imediatamente transferido para o meio de cultura contendo 9 mL de RPMI 1640, 

suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de estreptomicina / penicilina, 

conforme descrito em trabalho prévio do nosso grupo (MONTAGNER et al., 2010). As 

células foram acondicionadas em frascos de culturas e colocadas em estufa a 37ºC em 

ambiente de 5% de CO2 por 72 horas. 

 

4.3 Tratamento das culturas 

Todas as culturas receberam a adição do fármaco anti-hipertensivo, no volume 

final de 1000µL.Todos foram diluídos em tampão fosfato pH 7.4 Os grupos testados 

foram: Controle Negativo (CN) com tampão fosfato pH 7.4, Controle Positivo (CP) 

com Bleomicina 3µM, Grupo Atenolol, Grupo Captopril, Grupo Cloridrato de 

Propanolol, Grupo Hidroclorotizida, Grupo Losartana e Grupo Maleato de Enalapril, 

todos nas concentrações mostradas na Tabela 01 - Pico Plasmático, 2xPP, 10xPP, PP/2 

e PP/10. Todos os testes foram realizados em triplicata. 
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Tabela 1: Concentrações dos seis anti-hipertensivos que foram usadas no tratamento das culturas 

de leucócitos humanos. 

Fármaco 

Pico 

Plasmático 

– PP * 

(ng/mL) 

2xPP 

(ng/mL) 

10xPP 

(ng/mL) 

PP/2 

(ng/mL) 

PP/10 

(ng/mL) 
Referências 

Atenolol 248,7 497,4 2.487 124,35 24,87 
Rouge et 

al.1998 

Captopril 225 450 2.250 112,5 22,5 
Chik et al., 

2014. 

Cloridrato de 

Propranolol 
14,5 29 145 7,25 1,45 

Zhang et al., 

2009. 

Hidroclorotiazida 142 284 1.420 71 14,2 
Beerman e 

Grind, 1977. 

Losartana 

 
252,6 505,2 2.526 126,3 25,26 

Tamini et al. 

2005. 

Maleato de 

Enalapril 
71,5 143 715 35,75 7,15 

Pisarev et 

al.2005 

* Os picos plasmáticos foram escolhidos com base nas medicações fornecidas pelo Programa Farmácia 

Popular, a saber: Atenolol 25mg, Captopril 25 mg, Cloridrato de Propranolol 40mg, Hidroclorotiazida 

25mg, Losartana 50mg e Maleato de Enalapril 10mg, 

 

4.4 Avaliação dos parâmetros genotoxicológicos 

4.4.1 Viabilidade Celular 

A viabilidade foi avaliada através da perda da integridade da membrana, utilizando 

o método do Azul de Tripam, descrito por BUROW et al., 1998. Nesta técnica uma 

alíquota celular proveniente das culturas de linfócitos foi misturada ao corante Azul de 

Tripan, colocada em câmara de Neubaeur e visualizada no microscópio em aumento de 

400x. A diferenciação entre células viáveis e inviáveis se deu pela observação da cor azul 

nas células inviáveis (Figura 7). 
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Figura 07: Interpretação do teste de viabilidade celular (400X). Observamos o linfócito inviável com 

coloração azulada e o viável transparente (Fonte: Autor). 

 

4.4.2 Teste Cometa 

Este teste foi realizado a partir da técnica descrita por SINGH, 1995. Após a 

incubação e homogeneização das amostras celulares com agarose de baixo ponto de fusão, 

as mesmas foram colocadas sobre lâminas pré-cobertas com agarose 1,5% e incubadas em 

solução de lise. Depois desse processo, as lâminas foram submetidas a corrida 

eletroforética – 20min, 300mA, 25V; em tampão NaOH 300mM e pH >13. Posterior ao 

processo de eletroforese, as lâminas foram neutralizadas e secas em temperatura ambiente. 

Após a secagem, as lâminas foram fixadas, secas novamente, reidratadas e coradas com 

solução de nitrato de prata. Os danos ao DNA foram classificados de acordo com o índice 

de dano, avaliado a partir da migração das proteínas do DNA, que pode variar de 0 – onde 

não há dano, até 4 – onde há o máximo de dano. Danos de DNA foram determinados como 

índice de dano ao DNA (ID). O dano ao DNA foi calculado a partir das células com 

diferentes classificações de danos (Figura 08); o índice de dano varia de 0 (100 células x 0 

quando não ocorreu dano) a 400 (100 células x 4, quando ocorreu o máximo de dano). 

 

 

Figura 08: Interpretação do teste cometa (400X). Observamos, da esquerda para a direita, danos 

progressivos de Zero até três (Fonte: Autor). 
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4.5 Avaliação dos parâmetros mutagênicos 

4.5.1 Teste de Micronúcleo 

Um dos parâmetros mutagênicos foi avaliado através do teste de Micronúcleo, de 

acordo com a técnica descrita por SCHMID (1975). Por meio desta técnica, as lâminas 

foram analisadas em microscópio em um aumento de 1000x e classificadas de acordo com 

a presença de: células mononucleadas com a presença de um, dois ou três micronúcleos, 

além de células em necrose ou apoptose (Figura 09). Os resultados são apresentados como 

Índice de Divisão Nuclear (IDN), calculado de acordo com Fenech, 2000.  

 

 

Figura 09: Interpretação do teste de micronúcleos (400X). Observamos em “A” uma célula binucleada 

com UM micronúcleo, e em “B” outra célula binucleada três micrnúcleos (Fonte: Autor). 

 

 

4.5.2 Instabilidade Cromossômica 

A instabilidade cromossômica foi avaliada a partir da técnica de Citogenética da 

Banda G descrita por YUNIS (1976), que prevê a adição de 10µL/mL de Colchicina em 

cada cultura celular. Após a adição, segue-se a incubação por 1 hora, a 37°C. Depois de 

incubadas, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 1800 RPM. Posterior a 

centrifugação, o sedimento celular foi ressuspendido em solução hipotônica de KCl e 

incubados a 37°C por 16 min. Após outra centrifugação, o sedimento foi ressuspendido em 

ácido acético/metanol (1:3) e submetido a sucessivas centrifugações. Por último os 

sedimentos obtidos foram colocados em lâminas e a secagem foi feita a temperatura 

ambiente. A coloração foi feita com corante Giemsa e a análise das lâminas em 

microscópio no aumento de 1000x (Figura 10). 
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Figura 10: Interpretação do teste de instabilidade cromossômica (1000X). As duas figuras mostram 

células com número normal de cromossômos. Em “A” observamos uma célula em metáfase e em “B” 

uma célula em anáfase (Fonte: Autor). 

 

 

4.6 Análise Estatística 

Todas as análises foram  realizadas em software estatístico específico. As análises 

foram avaliadas por análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida de teste Post-Hoc 

de Dunnet´s. Foram considerados significativos os resultados com valor de p<0,05. Os 

controles negativos (Tampão fosfato pH 7,4) e positivos (Solução de Bleomicina 3ug/mL) 

apresentam uma diferença estatística com p<0,0001).  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Parâmetros genotoxicológicos 

 

5.1.1 Viabilidade celular 

Os resultados obtidos na técnica de viabilidade celular (Figura 11) em 

leucócitos humanos expostos a cinco diferentes concentrações de diferentes anti-

hipertensivos demostram que, quando comparados ao controle negativo (CN), apenas o 

cloridrato de propranolol e a hidroclorotiazida não apresentaram diferença estatística 

entre as doses testadas. O cloridrato de propranolol apresentou uma viabilidade celular 

de 98,7±0,70%; já a hidroclorotiazida de 92,6±3,02%; o controle positivo apresentou 

uma viabilidade de 74,3±2,49%. Em relação aos demais fármacos testados, o atenolol 

mostrou uma diminuição na viabilidade celular de acordo com o aumento da 

concentração a partir do pico plasmático, apresentando uma viabilidade de 

aproximadamente 85±1,47% para as três maiores concentrações. Para o captopril e o 

maleato de enalapril, ambos pertencentes à mesma classe, concentrações maiores 

indicaram menos do que 84%±2,40 de células viáveis, ressaltando que o maleato de 

enalapril mostrou essa diminuição de células viáveis tanto para 2xPP quanto para 

10xPP. Para a losartana, os testes indicaram um percentual menor de células viáveis nas 

menores concentrações, 73±6,53% para a concentração PP/10 e 81±2,94% para a 

concentração PP/2.  
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Figura 11: Teste de viabilidade celular em linfócitos humanos expostos a cinco diferentes 

concentrações de anti-hipertensivos distribuídos pelo PFPB. Os dados são expressos em média ± 

desvio padrão, realizados em triplicatas. Foram considerados significativos resultados com p<0,05 

para as amostras, para os controles negativo e positivo foram considerados significativos resultados 

com p<0,001. 

 

 

A partir dos resultados obtidos, é possível observar que, à exceção do atenolol, 

todos os outros fármacos não apresentaram alterações na viabilidade celular quando 

testados em nível plasmático, apenas em altas concentrações, como o captopril e o 

maleato de enalapril, ou em baixas concentrações, como é o caso da losartana. Deve-se 

chamar atenção para esses dados, pois, quando há uma doença renal estabelecida ou 

erros de administração, sabe-se que há um aumento nos níveis plasmáticos dos fármacos 

(KIRCH e GÖRG, 1981; TABACOVA e KIMMEL, 2001).  

Estes resultados são corroboram os relatos de Parolini e colaboradores (2011), 

que demonstraram uma pequena redução da viabilidade celular em células da glia e da 

glândula digestiva de peixes mesmo em concentrações baixas de Atenolol, na ordem de 

10 µg/mL. O mecanismo não é esclarecido, porém as hipóteses estão relacionadas com 

a geração de radicias livres,  pelo atenolol. Estes radicais livres são altamente tóxicos as 

células, levando a morte celular por apoptose (CAMINADA et al, 2006). 

Em relação a citotoxicidade causada pelo Captopril e o Enalapril em altas 

concentrações, também foi relatada por Jurima-Romet e Huang (1993) para células de 

hepatócitos humanos. Neste trabalho, as citotoxicidade para esta linhagem foram na 

ordem de 430 µg/mL para o Captopril e de 752 µg/mL para o Enalapril. Em nossos 
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resultados com Linfócitos, o Captopril mostrou-se tóxico em doses próximas a 

2000ng/mL (10 vezes o pico plasmático) e o Enalapril em doses superiores a 143ng/mL. 

A toxicidade destes compostos, assim como da Hidroclorotiazida, está relacionado com 

a produção de radicais livres (JURIMA-ROMET e HUANG, 1991). Como no 

hepatócito estes compostos sofrem ação do citocromo P450 e a ação tamponante da 

Glutationa, os limites tóxicos são mais altos (PURCLUTEPE et al, 2011). 

 

 

5.1.2 Teste Cometa 

 A partir do teste Cometa, obtiveram-se resultados (Figura 12) que demonstram 

que alguns anti-hipertensivos induzem dano no DNA. Atenolol, propranolol e losartana, 

mostraram índices muito semelhantes ao CN, não apresentando diferença estatística 

significativa (p<0,05).  

Já para os fármacos inibidores da ECA, captopril e maleato de enalapril, o dano 

de DNA mostrou-se como concentração dependente, ou seja, conforme há o aumento da 

dose testada, há também o aumento nos níveis de dano; observou-se também que o 

aumento no dano ao DNA tem início a partir da concentração Pico Plasmático (PP), em 

ambos os casos 5X maior que o controle, chegando até 15X nas maiores doses.  

A hidroclorotiazida apresentou dano ao DNA para todas as cinco concentrações 

testadas, demonstrando que o fármaco causou danos ao DNA, quando comparado ao  

controle negativo e que este dano independe da dose testada em níveis plasmáticos. A 

média de dano observado alcançou até 5X o valor do dano do controle negativo.  
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Figura 12: Índice de dano ao DNA obtido pelo teste Cometa em linfócitos humanos expostos a cinco 

diferentes concentrações de anti-hipertensivos distribuídos pelo PFPB. Os dados são expressos em 

média ± desvio padrão, realizados em triplicatas. Foram considerados significativos resultados com 

p<0,05 para as amostras, para os controles negativo e positivo foram considerados significativos 

resultados com p<0,001. 

 

 A toxicidade genética observada para o Captopril e Maleato de Enalapril, 

Bartosz e colaboradores (1997) demonstraram que estes fármacos podem atuar como 

antioxidantes ou prooxidantes dependendo do sistema onde estão envolvidos. Nos 

sistemas como plasma celular, onde a concentração de tiós não é elevada, predomina a 

ação prooxidante. Kunisada et al (2013) demonstrou que a hidroclorotiazida pode reagir 

com os radicais livres presentes na célula por ocasião de seu próprio metabolismo, 

criando dímeros de timina. Estes dímeros podem reagir formando dímeros de timina-

ciclobutano (Figura 13), que lesam severamente o DNA por mecanismo semelhante a 

rediação UV.  

 

Figura 13: Formação dos Dímeros de Timina-Ciclobutano que lesam o DNA (Fonte: Disponível em 

fbio.uh.cu. Acesso em 22/01/2016). 
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5.2 Parâmetros mutagênicos 

5.2.1 Teste de Micronúcleo 

 O micronúcleo é caracterizado no momento da divisão celular, podendo decorrer 

a partir da quebra de cromossomos com fragmentos acêntricos ou de cromossomos 

inteiros, que não são capazes de migrar para os polos celulares durante o processo 

mitótico (FENECH, 200).  

A contagem de micronúcleos (Figura 14) para os seis anti-hipertensivos 

testados não apresentou um resultado significativo, pois quando comparados ao controle 

negativo, não houve diferença significativa entre os grupos, bem como não houve 

diferença entre as concentrações testadas; a diferença entre os controles negativo e 

positivo mostrou-se estatisticamente diferente (p<0,001), tendo CN apresentado um 

resultado de 2±0,81 células com micronúcleo e CP apresentado um resultado de 

32,6±2,5 células com micronúcleo; o que nos permite sugerir que os anti-hipertensivos 

atenolol, captopril, cloridrato de propranolol, hidroclorotiazida, losartana e maleato de 

enalapril não interfiram no processo mitótico a ponto de causar mutações.  

 

 

 

Figura 14: Contagem de micronúcleos em leucócitos humanos expostos a cinco diferentes 

concentrações de anti-hipertensivos distribuídos pelo PFPB. Os dados são expressos em média ± 

desvio padrão, realizados em triplicatas. Foram considerados significativos resultados com p<0,05 

para as amostras, para os controles negativo e positivo foram considerados significativos resultados 

com p<0,001. 
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5.2.2 Instabilidade Cromossômica 

 Assim como na contagem de micronúcleos, os resultados para a instabilidade 

cromossômica numérica (Figura 15) não apresentou resultados significativos, pois não 

houve diferença estatística entre CN e os seis fármacos testados, assim como também 

não houve diferença entre as doses testadas destes seis fármacos. Novamente, a 

diferença estatística entre os controles negativo e positivo apresentou-se como p<0,001; 

onde o controle positivo apresentou um percentual de instabilidade cromossômica  

numérica de 18,4%, enquanto o controle negativo apresentou um percentual de 2%. 

 

Figura 15: Instabilidade cromossômica numérica em leucócitos humanos expostos a cinco 

diferentes concentrações de anti-hipertensivos distribuídos pelo PFPB. Os dados são expressos em 

média ± desvio padrão, realizados em triplicatas. Foram considerados significativos resultados com 

p<0,05 para as amostras, para os controles negativo e positivo foram considerados significativos 

resultados com p<0,001. 

 

 Os resultados deste trabalho para os parâmetros mutagênicos (instabilidade 

cromossômica numérica e teste de micronúcleos) se assemelham aos resultados 

descritos por Snyder et al. (2001) e Bambrilla et al. (2009), que também demonstraram 

não haver mutagenicidade dos anti-hipertensivos atenolol, captopril, cloridrato de 

propranolol, hidroclorotiazida, losartana e maleato de enalapril, através dos testes de 

instabilidade cromossômica (in vitro e in vivo) e do teste de micronúcleo em ratos ou 

camundongos. O teste de Ames, com diferentes cepas de S.typhimurium também 

apresentou resultados negativos. 
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6 CONCLUSÕES  

 

 A partir deste trabalho foi possível verificar que fármacos anti-hipertensivos que 

são amplamente distribuídos e usados pela população, através do Programa Farmácia 

Popular do Brasil, além de eficazes, também são seguros no que tende à possíveis 

efeitos mutagênicos, tendo essa segurança comprovada neste trabalho e sustentada por 

trabalhos na literatura. 

 Por outro lado, quanto aos parâmetros genotoxicológicos, cabe uma atenção 

maior no que tende a situações que possam levar a um aumento de níveis plasmáticos de 

alguns anti-hipertensivos, como os inibidores da ECA captopril e maleato de enalapril, 

que mostraram diminuir a viabilidade celular e causar danos em nível de DNA 

conforme o aumento do pico plasmático, e da hidroclorotiazida que mostrou pode gerar 

dano ao DNA independente dos níveis plasmáticos. 

 Cabe ressaltar que testes para avaliação do mecanismo de ação genotoxicológica 

devem ser realizados para a complementação dos resultados obtidos neste estudo. 
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