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Resumo: a Imipramina constitui uma classe de drogas denominadas antidepressivos tricíclicos. Em função do potencial terapêutico este trabalho tem por objetivo avaliar diferentes concentrações da Imipramina, utilizando como organismo-teste a espécie Allium cepa. Na análise das diferentes concentrações foi identificado estimulo no índice mitótico e alterações cromossômicas, mostrando que a Imipramina pode ser citotóxica e mutagênica para este sistema-teste.
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1. INTRODUÇÃO
Segundo os critérios estabelecidos pelo quarto manual estatístico de diagnóstico de doenças mentais (DSM-IV) uma depressão pode ser considerada maior desde que apresente pelo menos cinco dos seguintes critérios: maior parte do dia apresentando um estado depressivo, diminuição do interesse nas atividades diárias, variação significativa de peso e do apetite, insônia ou hipersônia, agitação ou depressão psicomotora, cansaço ou perda de energia, sentimentos de culpa, diminuição da capacidade de raciocínio, pensamentos recorrentes sobre a morte e até tentativa de suicídio (ALMEIDA et al., 2009).
De acordo com ALMEIDA (2009) os ADTs apresentam melhores resultados no tratamento de depressões, quando comparados com outras classes de medicamentos antidepressivos. A partir do ano de 1940, Hanfliger & Schindler sintetizaram uma série de iminodibenzílicos chegando ao composto Imipramina, que é um antidepressivo tricíclico (ADT), fornecendo novas perspectivas para o tratamento da depressão entre outros distúrbios do humor, psicoses e até para melhoria no tratamento de dor crônica (FERNANDES et al., 2006). 
O antidepressivo Imipramina possui estrutura cíclica composta por três anéis benzênicos, fazendo parte do grupo das aminas terciárias, sendo denominada de antidepressivo tricíclico (MORENO et al., 1999; FERNANDES et al., 2006). Este composto apresenta características diversas, entre elas é uma substância branca, cristalina, muito solúvel em água e seu princípio ativo é denominado por (dimetilamino-3-propil)-5-iminodibenzil (SABIN et al., 2004). Sua fórmula estrutural está representada na Figura 1.
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Figura 1. Fórmula Estrutural da Imipramina. Adaptado de SABIN et al., 2004.


Segundo SABIN et al. (2004) e SWERTS et al. (2010), a Imipramina é um inibidor da recaptação neural pela membrana pré-sináptica de Noradrenalina (NA) e Serotonina (5-HT), portanto pode aumentar a duração da ação dos neurotransmissores nos neurônios pós-sinápticos, permitindo que atuem na biofase durante mais tempo, sendo chamada de bloqueador “misto” da recaptação, isto é, ela inibe a recaptação da NA e da 5-HT aproximadamente na mesma extensão.

Após a administração oral, a Imipramina passa pelo fígado sendo parcialmente convertida em desmetilimipramina, um metabólito que também exibe atividade antidepressiva. É uma substância que apresenta absorção rápida a partir do trato gastrintestinal, onde cerca de 86% da Imipramina se ligam às proteínas do plasma e tecidos (PORTAL EDUCAÇÃO, 2008).
A ação da Imipramina pode provocar reações diversas como secura na boca, tonturas, dificuldade de concentração, sensação de cansaço, fraqueza muscular, retenção urinária, ganho de peso devido aumento do apetite, constipação (prisão de ventre), palpitações e em caso de superdosagem ocorre intoxicação, o que pode ser até letal (AMB & CFM, 2008).

ADTs constituem uma classe de drogas de alta importância toxicológica, porque o uso abusivo dessa substância acarreta alguma sintomatologia ou mesmo risco de vida, pelo fácil acesso, em razão do baixo custo, da distribuição pelo sistema público de saúde e pela prescrição indiscriminada (FERNANDES et al., 2006).

Uma substância se mostra citotóxica a um determinado organismo quando inibi a divisão celular e causa mortes celulares, ou quando estimula o aumento de células em divisão podendo ser descontrolado (CARITÁ, 2010).
A citotoxicidade de um medicamento pode levar a efeitos genotóxicos, os quais provocam erros na fita de DNA que tendem a ser corrigidos por enzimas de reparo, mas caso a célula se divida antes que o reparo ocorra, pode levar ao aparecimento de uma alteração permanente na sequência das bases do DNA, que pode ser mais discreta como mutação pontual ou mais aberrante como quebra ou rearranjos cromossômicos (RIBEIRO et al., 2003)
As mutações e as alterações no processo de divisão celular podem ocorrer pelo efeito de agentes potencialmente mutagênicos como fármacos naturais ou sintéticos (PERON et al., 2008). Caracterizada pela indução de mutação gênica ou cromossômica, os efeitos mutagênicos são persistentes e condiciona uma alteração permanente no conteúdo ou na estrutura do material genético de um organismo (STURBELLE et al., 2008). 
Essa mutagenicidade pode ocorrer por diversos modos de ação, tais como reação direta com o DNA ou incorporação no DNA durante a replicação celular, podendo interferir na divisão celular durante a mitose ou na meiose, levando a uma divisão celular errada (CARITÁ, 2010). As mutações cromossômicas podem ser detectadas por exames microscópicos específicos e são consideradas evidencias de efeito mutagênico induzido por agentes clastogênicos e aneugênicos (MAZZEO, 2009). 
A ação clastogênica refere se a alterações cromossômicas estruturais devido à indução de quebras cromossômicas durante a divisão celular e a ação aneugênica ocorre por inativar estruturas citoplasmáticas da célula que levam a uma segregação anormal dos cromossomos na anáfase, condicionando a formação de células aneuplóides e/ou poliplóides, que sofrerão em sua estrutura perda ou ganho de cromossomos (GRIFFITHS et al., 2006).

De acordo com CHRISTOFOLETTI et al. (2008), testes com plantas são apropriados para realização de estudos de mutagênese feitos em laboratório em curto período.  Dentre as espécies vegetais, a espécie Allium cepa tem sido amplamente utilizada para a avaliação de danos cromossômicos e distúrbios no ciclo mitótico. 
As alterações cromossômicas em A. cepa podem ser observadas em qualquer fase do ciclo celular, principalmente em metáfases e anáfases, e são consideradas evidências de efeitos mutagênicos promovidos por agentes clastogênicos ou aneugênicos, classificados de acordo com o tipo de alteração induzida (RODO, 2002)
Características como crescimento rápido de suas raízes, um número grande de células em divisão, tolerância a diferentes condições de cultivo, disponibilidade durante o ano todo, fácil manuseio e por possuir cromossomo em número reduzido (2n=16) e de grande tamanho (MAZZEO, 2009), além de serem facilmente corados e observados, facilita a obtenção de dados analisáveis de forma rápida e com um ótimo padrão de confiabilidade (SILVA et al., 2009).

Visto que os fármacos foram desenvolvidos para serem persistentes e em função do potencial terapêutico da Imipramina conjunto ao fácil acesso, bem como suas reações contrárias, torna-se relevante uma investigação da ação deste fármaco em nível celular.
Este trabalho tem por objetivo avaliar diferentes concentrações do fármaco Imipramina, utilizando como sistema-teste a espécie Allium cepa (Asparaginales, Alliaceae).
2. MATERIAL E MÉTODOS
2.1. Soluções de tratamento

A Imipramina (C19H24N2), com nome comercial de Trofanil, é um medicamento da Empresa Farmacêutica Norvatis Biociências S.A. É apresentado sob a forma de comprimidos revestidos nas concentrações de 10 e 25mg. A concentração de Imipramina que um paciente faz uso pode variar de 10 à 150mg/dia, sendo que esta dosagem é determinada por um médico especialista seguindo protocolos de acordo com cada caso (ANVISA, 2009).

Para o desenvolvimento deste experimento quatro tipos de soluções foram utilizados: T1 a 66ng.mL-1 de Imipramina, T2 a 142ng.mL-1 de Imipramina, T3 a 218ng.mL-1 de Imipramina e T4 a 294ng.mL-1 de Imipramina.

Como controle negativo (CN) foi utilizada água deionizada e como controle positivo (CP) foi utilizada solução de Paracetamol 800mg.L-1.

2.2. Preparação das sementes de Allium cepa

Para os testes de mutagenicidade em células meristemáticas de Allium cepa da família Alliaceae, foi utilizado o protocolo descrito por FISKEJÖ (1985), com algumas modificações padronizadas no Laboratório Núcleo de Pesquisas Replicon da PUC-GO. 

Sementes de A. cepa foram colocadas para germinar em placas de Petri forradas com papel filtro, contendo, em cada placa, amostra de 20 sementes, que foram submetidas inicialmente a germinação em água deionizada à temperatura ambiente de 25ºC, a fim de evitar o não desenvolvimento radicular. Posteriormente foi acrescido nas soluções teste o tratamento com Imipramina. Para os testes controles, as radículas foram submetidas à água deionizada para o controle negativo, e 2mL de Paracetamol para o controle positivo. 

Decorrido o período de 72 horas, foi identificado que as raízes atingiram cerca de dois centímetros de comprimento, sendo realizadas assim as coletas das mesmas para confecção das lâminas e posterior análise.  O horário de coleta das raízes foi entre 12h e 13h, pois segundo MAZZEO (2009) neste período a divisão mitótica para esta espécie apresenta os seus maiores ápices.
A fixação das raízes foi feita em Carnoy (3 partes de álcool metílico para 1 parte de ácido acético) onde foram conservadas em freezer, até sua utilização.
2.3. Preparação das lâminas

Para realizar as análises citológicas, as raízes já fixadas passaram por três banhos em água deionizada. Posteriormente, foram submetidas à hidrólise ácida em HCl 1N, durante quinze minutos e, novamente lavadas em água destilada (2 banhos). 

As raízes foram então, transferidas para ependorff contendo o corante Orceína Acética 1%, por cinco minutos, em seguida foram seccionadas acima da região meristemática e acrescido uma gota de ácido acético à 0,22% nos meristemas,  usado para  clarear o material e facilitar o espalhamento das células com suave esmagamento entre a lâmina e a lamínula, para serem posteriormente analisadas.
2.4. Análise microscópica

Após a confecção das lâminas, estas foram levadas para observação em microscopia óptica de luz, com aumento de até 400 vezes. Foram analisadas em repetição 3000 células meristemáticas de A. cepa para cada tratamento, a fim de determinar e comparar as frequências de células interfásicas e mitóticas, além da análise de potencial dos efeitos mutagênicos encontrados em células em divisão, considerando a porcentagem de irregularidade em metáfases e em anáfases de cada tratamento.

Para a obtenção dos índices mitóticos e dos índices de fases, foram consideradas as porcentagens das células em divisão e das células em intérfase. E para efeito mutagênico foram considerados diferentes tipos de alteração cromossômica. A análise estatística dos dados foi feita pelo teste de variância (ANOVA), para indicar o valor significativo, sendo que todos os resultados obtidos foram comparados com os testes controle.
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO


O estudo mostra os resultados da análise citogenética observados após a exposição das células meristemáticas de A. cepa, aos tratamentos T1 a 66ng.mL-1 de Imipramina, T2 a 142ng.mL-1 de Imipramina, T3 a 218ng.mL-1 de Imipramina , T4 a 294ng.mL-1 de Imipramina, controle negativo (CN) e controle positivo (CP).

A Figura 2 mostra o índice de fases observado, o qual não demonstrou alteração significativa. Em todos os tratamentos a mitose seguiu um dinamismo em suas fases, mantendo o maior número de células em prófase e o menor número de células em anáfase.
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Figura 2. Indíce de fases observados em células meristemáticas de Allium cepa expostas a diferentes concentrações de Imipramina.
Legenda: T1 (66ng.mL-1), T2 (142 ng.mL-1), T3 (218 ng.mL-1), T4 (294 ng.mL-1), CN (controle negativo) e CP (controle positivo).


A Tabela 1 mostra os resultados da análise realizada pela quantificação do índice mitótico e alterações cromossômicas em células meristemáticas de A. cepa, na qual apontou resultados significativos em alguns tratamentos.
Tabela 1. Índice mitótico (I.M.) e frequência de alterações cromossômicas (A.C.) observados em células meristemáticas de Allium cepa expostas a diferentes concentrações de Imipramina. 
	Tratamentos
	T1
	T2
	T3
	T4
	CN
	CP

	I.M.
	0,487±0,034bc
	0,560±0,044ab
	0,557±0,015ab
	0,639±0,002a
	0,464±0,028c
	0,523±0,036bc

	A.C.
	81,333±2,516c
	135±5,567b
	165,333±9,865a
	162,666±4,509a
	83,666±8,020c
	162,333±5,507a


Legenda: T1 (66ng.mL-1), T2 (142 ng.mL-1), T3 (218 ng.mL-1), T4 (294 ng.mL-1), CN (controle negativo) e CP (controle positivo).

No índice mitótico observou-se que o controle positivo e as soluções de Imipramina estimularam o processo de divisão celular quando comparados ao controle negativo, mas, somente os T2, T3 e T4, demonstraram índice mitótico com significância estatística.
A Figura 3 mostra fotomicrografias de células normais e de alterações cromossômicas observados durante metáfases e anáfases.
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Figura 3. Micrografia das células meristemáticas de Allium cepa expostas a Imipramina. (A) Metáfase normal; (B) Metáfase anormal; (C) Anáfase normal; (D) Anáfase anormal.

Em relação às alterações cromossômicas, as mesmas foram observadas em todos os tratamentos. O T1 não apresentou diferença significativa, quando comparado com o controle negativo, já os demais tratamentos foram capazes de induzir alterações cromossômicas significativas. 

Comparando o controle negativo e controle positivo, observou-se um aumento bastante considerável de danos para o controle positivo, devido o tratamento com Paracetamol. Porem os T3 e T4 comparados ao controle positivo não tiveram aumento considerável, mantendo assim a mesma frequência de alterações.
As três maiores concentrações de Imipramina analisadas apresentaram para o organismo-teste efeitos citotóxicos, visto que demonstraram indução significativa de divisão celular em relação aos tratamentos controles, o que condiz com estudos realizados por CARITÁ (2010).
Com relação às alterações cromossômicas, sugeri-se que as proteínas pre-metafásicas tenham sido afetadas de forma gradual pelos T2, T3 e T4 dificultando assim na condensação dos cromossomos de prófase para metáfase, e erros na migração dos cromossomos para os pólos do fuso mitótico através do encurtamento das fibras cinetocóricas em anáfase. Demonstrando maior significância para os dois maiores tratamentos, o que indica que o fármaco Imipramina pode ser capaz de causar efeitos mutagênicos sobre esse organismo-teste.
Visto que foram obtidos resultados positivos a indução de citotóxicidade e mutagenicidade da Imipramina ao organismo-teste A. cepa e não sendo encontradas outras pesquisas avaliando a ação em nível celular da Imipramina, faz se necessários outros estudos sobre este fármaco.

Sugere-se pesquisas realizadas em humanos através do ensaio cometa, que permite a detecção de danos no DNA, avaliando o potencial genotóxico, e estudos através da citogenética convencional, método este que visa identificar a presença de alterações cromossômicas instáveis como quebras cromossômicas, fragmentos acêntricos, cromossomos dicêntricos, etc.
4. CONCLUSÕES

Para os resultados obtidos com o organismo-teste Allium cepa na avaliação do índice de fases, não houve alteração significativa comparado com os tratamentos controles, já para o índice de divisão celular observou-se um potencial indutor de citotoxicidade para os T2 (142ng.mL-1), T3 (218ng.mL-1) e T4 (294ng.mL-1).
Devido ao número significativo de células em metáfases e anáfases encontradas com dano nos T3 (218ng.mL-1) e T4 (294ng.mL-1), a Imipramina mostrou-se capaz de induzir alterações cromossômicas nas células de A. cepa, apresentando então potencial mutagênico.
O sistema-teste A. cepa, se mostrou sensível e adequado para o estudo de citotoxicidade e mutagenicidade do fármaco Imipramina. 
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Abstract: Imipramine is a class of drugs called tricyclic antidepressants. Because of the therapeutic potential this work aimed to evaluate different concentrations of Imipramine, using as test-organism the species of Allium cepa. In the analysis of different concentrations it was identified stimulus in the mitotic index and alterations in the chromosomes, showing that Imipramine may be cytotoxic and mutagenic for this test- system.
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