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RESUMO

Aripiprazol é um farmaco antipsicético utilizado no tratamento da esquizofrenia. Neste trabalho, foi analisado
o potencial genotéxico da administracdo aguda do farmaco em camundongos CF-1. Os animais receberam injecoes
intra-peritoniais de aripiprazol nas doses de 1, 3, 10 mg/kg. Amostras de sangue periférico foram coletadas 3 e
24 h apds a administracao das doses e tecido cerebral ao final do experimento (24 h), para a realizacdo do ensaio
cometa. Amostras de medula dssea foram coletadas para o teste de microniicleos. Os resultados mostraram que
o fdrmaco ndo apresentou efeitos genotdxicos e mutagénicos.
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ABSTRACT

Aripiprazole is an antipsychotic drug useful in schizophrenia treatment. This study evaluated its genotoxic
effects after acute treatment in CF-1 mice. Animals were given one intraperitoneal injection of aripiprazole (1,
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3 or 10 mg/kg). Peripheral blood samples were collected 3 h and 24 h after the administration and brain tissue
at the end of the experimental procedure (24 h) to perform the comet assay. Samples of bone marrow were col-
lected to perform the micronucleus test. The results showed that this drug was not able to induce genotoxic or

mutagenic effects.

Keywords: aripiprazole, comet assay, genotoxicity, micronucleus test.

INTRODUCAO

Aripiprazol (7-(4-(2,3-diclorofenil) - 1-piperazinil] -
butoxi-3,4-dihidro -2 (1H)-quinolinona) (Figura 1) é
um farmaco de dltima geracio, aprovado pelo Food
and Drug Administration (FDA), em novembro de
2002, para o tratamento da esquizofrenia e outros dis-
tarbios (ABILIFY, 2008). Sendo classificado como an-
tipsicético atipico, aripiprazol difere dos antipsicoticos
convencionais ou tipicos, em termos de efeitos sobre os
sintomas positivos e negativos da esquizofrenia, sobre
a cognigio e perfil dos efeitos adversos (MEZA, et al.,
2005; NAGAI et al. 2009).
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Figura 1 - Estrutura quimica do aripiprazol (ABILIFY,
2008).

O mecanismo de acdo deste farmaco da-se,
principalmente, através de agonismo parcial de
receptores D2 de dopamina, regulando sua ati-
vidade, proporcionando agonismo em casos de
hipoatividade dopaminérgica e antagonismo em
situagio de hiperatividade da mesma. Em relacio
a0 sistema serotoninérgico, o firmaco atua como
antagonista em receptores 5-HT,, e agonista par-

cial nos receptores 5-HT,, (MARDER etal., 2003;
TRAVIS et al., 2005; KESSLER et al., 2007).

O farmaco é bem absorvido, atingindo o pico de
concentragao plasmética (t_ ) em 3 a 5 horas apés

administragio, por via oral (WINANS, 2003). Os
valores de C__, obtidos em estudos de pacientes
submetidos a tratamento durante 14 dias, com dose
digria crescente de 5 a 30 mg, foram de 77 a 302 ug/L,
respectivamente (WINANS, 2003). E amplamente
distribuido, apresentando um volume de distribuicio
(Vd) em torno de 4,9 L/kg. Nas concentracdes tera-
péuticas, sua ligacio a proteinas séricas é maior que
99%, principalmente em relagio a albumina (LIE-
BERMAN, 2003). Aripiprazol é metabolizado pelo
figado, por trés rotas principais de biotransformagao:
desidrogenacio, hidroxilagio e N-desalquilacio,
sendo que as duas primeiras ocorrem através dos
complexos enzimaticos CYP3A4 e CYP2D6, e a
terceira apenas por CYP3A4 (URICHUK et al.,
2008; WAADE et al., 2009).

Estudos atuais demonstram que aripiprazol é
bem tolerado durante o tratamento agudo e de
manutengio da esquizofrenia. Sua seguranca foi
comprovada em ensaios-controles demonstrando
minimo potencial de aumento de peso, nenhum
efeito sobre o aumento da prolactina, potencial
minimo de seda¢do, nenhum risco de desenvolver
diabetes mellitus, e os efeitos secunddrios mais
freqiientes, porém moderadamente transitdrios,
foram cefaléia, insdnia, nduseas, vomitos e acatisia
(CARSON et al., 2002; KASPER et al., 2003; PI-
GOTT etal., 2003; POTKIN et al., 2003; TRAVIS
et al., 2005).

Os estudos de genotoxicidade representam um
papel importante no desenvolvimento de novos
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farmacos, devendo ser realizados nos estagios iniciais
desse desenvolvimento a fim de prognosticar uma
potencial atividade genotdxica e/ou carcinogénica e
para auxiliar na obtengio de novas estruturas quimicas
menos téxicas (FROHNER, 2003). Os testes de ge-
notoxicidade detectam efeitos de substincias toxicas
para o genoma. Nas ultimas décadas, intimeros testes
vem sendo rotineiramente utilizados para a determi-
nacio do espectro genotéxico de compostos quimicos
e medicamentos (DHAWAN et al., 2009)

O ensaio cometa vem sendo proposto para avaliar
genotoxicidade em diversos tecidos e/ou tipos de
células. Os danos mais facilmente mensuréveis por
este ensaio so quebras no DNA (simples e duplas),
danos alcali-l4beis, ligacoes cruzadas e quebras resul-
tantes de reparo por excisdes nio concluidas (TICE

et al., 2000; HARTMAN et al., 2003).

O teste de microndcleos é um dos ensaios mais
recomendados e aceitos internacionalmente para
avaliacio de mutagenicidade (GARCIA et al,
2004). Este teste pode sugerir a presenca de frag-
mentos cromossdmicos ou de cromossomos inteiros
que nfo se integraram ao conjunto de cromossomos
de uma célula, formando deste modo, um peque-
no nicleo em separado chamado de microntcleo
(MN). A observacdo de MN no interior das células
¢ utilizada para a detecgio de agentes clastogénicos
(que quebram cromossomos) e agentes aneugé-
nicos (que induzem aneuploidia ou segregacio
cromossdmica anormal). Esses agentes aumentam
a freqiiéncia de micronicleos (MN) em eritrécitos
policrométicos (EPC) na medula ssea de roedores
tratados (HAYASHI et al., 1994; SALAMONE et
al., 1994). A citotoxicidade também pode ser ava-
liada neste teste, através da medida da proporcéo
entre eritrocitos jovens e maduros.

Apesar dos trabalhos ja realizados endossarem
a questio da eficicia do aripiprazol no tratamento

da esquizofrenia, percebeu-se a necessidade de
investigar sua habilidade de induzir mutacoes e
toxicidade ao genoma. Brambilla et al. (2009) com-
pilaram os resultados do testes de genotoxicidade e
carcinogénese de antipsicoticos e antidepressivos.
Aripiprazol foi um dos farmacos que apresentou
resultado positivo para ambos os testes. O mesmo
estudo apresenta resultados negativos para testes de
detecc¢io de lesdes no DNA (in vivo e in vivo), sem
especificac@o dos alvos teciduais e o método utiliza-
do para avaliacio; e resultados positivos para o teste
de microntcleos realizado em camundongos.

Face ao exposto, o presente estudo tem como
objetivo avaliar os efeitos genotdxicos do aripiprazol
em tecido cerebral e sangue periférico pelo ensaio
cometa, bem como seus possiveis efeitos mutagé-
nicos pelo teste de microntcleos, apds tratamento
agudo do formaco em camundongos.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 27 camundongos CE-1 machos,
com 2 meses de idade, peso entre 25 - 30g, prove-
nientes do biotério da ULBRA, mantidos a tem-
peratura constante, ciclo claro/escuro de 12/12h,
tratados com 4gua e alimento a vontade.

Grupos experimentais

Aripiprazol foi extraido e purificado de Abilify®
(Bristol), suspenso em 4gua contendo 5% tween.
Os animais receberam injecoes intra-peritoniais
de aripiprazol nas doses de 1, 3 ou 10 mg/kg, salina
(solugao NaCl 0,9%), veiculo (tween 5%) ou ci-
clofosfamida (controle positivo).
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Amostras

Foram coletadas amostras de sangue total da
cauda dos animais 3h, e ao final do periodo expe-
rimental (24h), através de uma pequena incisio na
veia caudal, e colocado em tubos tipo Eppendorf
contendo heparina (12ul para 50 uL de sangue
total) para avaliacdo da atividade genotdxica pelo
teste cometa, além de amostras de cérebro, que
também foram coletadas ao final do periodo ex-
perimental e colocados em 500 puL de PBS (salina
tamponada, pH 7,4). Para analise da freqiiéncia de
microndcleos, utilizaram-se amostras de medula
Ossea dos animais, a partir dos fémures, ao final do
periodo experimental.

Ensaio Cometa

Para o estudo do potencial genotéxico do
aripiprazol em tecido cerebral e sangue periférico
de camundongos, foi utilizada a versdo alcalina
do ensaio cometa, descrito em Tice et al. (2000).
O ensaio consiste basicamente em: 1) preparaco
das lAminas com células em gel agarose; 2) lise das
células para a liberacio do DNA; 3) exposicio por
20 minutos ao tampio alcalino (pH > 13) para
obter fitas simples de DNA; 4) eletroforese nas
seguintes condigdes: 300 mA e 25V (0,90 V/em)
por 15 minutos em pH alcalino; 5) neutralizacio
em tampao pH 7,5; 6) coloragio das lAaminas com
solucéo de prata; 7) visualizagdo e contagem dos
cometas com auxilio de um microscépio Sptico

(TICE et al.; 2000).

Os resultados foram expressos em indice de
danos (ID) e freqiiéncia de danos (FD). O ID
foi obtido pela avaliacio visual das classes de
dano (de 0 — 4), extraindo-se um indice que

expressou o dano geral sofrido por uma popula-
¢ao de células. Os nicleos intactos apareceram
redondos (classe 0 — sem dano), ja as células
lesadas foram classificadas entre classes um
(dano minimo) a quatro (dano maximo). A FD
foi calculada baseada no ntimero de células com
cauda versus aquelas sem cauda (RODRIGUES
et al., 2009).

Teste de micronucleos

O teste de microntcleos em medula 6ssea de
camundongos foi utilizado para a avaliagio da
atividade mutagénica do fairmaco em estudo, no
qual foram analisados eritrdcitos policromaticos
(EPC), procurando avaliar a freqiiéncia de micro-
ntcleos (MNEPC). A citotoxicidade do composto
testado também foi avaliada através da razdo
entre o ndmero de EPC e o ndmero de eritrdcitos
normocrométicos (ENC) em mil eritrécitos por

animal (PICADA et al., 1997).

Foi utilizado procedimento padrio, descrito
em Mavournin et al (1990). As amostras de me-
dula 6ssea foram coletadas de ambos os fémures.
A medula 6ssea foi extraida e misturada a uma
gota de soro fetal bovino previamente colocado
sobre uma das extremidades de uma lamina
de microscopia identificada, obtendo-se uma
suspensio de células. Em seguida, foi realizado
esfregaco da suspensio celular sobre a [Amina.
A coloragio foi feita com o corante de Giemsa
(Merck) em tampao fosfato 0,2 M, pH 5,8 (pro-
por¢ao de 1:9). Para contagem dos eritrdcitos
normocrométicos (ENC), eritrdcitos policroma-
ticos (EPC) e micronicleos nos EPC (MNEPC)
foi utilizado microscépio ético com objetiva de
imersdo (RODRIGUES et al., 2009).
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Analise Estatistica

Todos os dados obtidos foram submetidos a
célculos estatisticos comparando o resultado dos
animais tratados com as diferentes concentragdes
do aripiprazol e animais dos grupos veiculo e salina
(controles negativos).

Aos resultados obtidos foram empregados
tratamentos estatisticos ANOVA (Analysis of
Variance), seguido pelo teste de Tukey, para estudo
das diferencas entre doses e comparagdes entre 0s
grupos. Foram considerados significantes os valores

de P< 0,05.

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra os efeitos das trés doses de
aripiprazol sobre a migragio do DNA em tecido
sangufneo, coletado 3h e 24h, e cerebral, coletado
24h, ap6s a administragio do farmaco. No sangue pe-
riférico coletado 3 h e 24 h, aripiprazol ndo aumentou
ID nem FD em nenhuma das doses testadas, quando
comparado ao grupo controle veiculo, sugerindo que
nio acarretou aumento significativo de danos ao
DNA neste tecido. Em relac@o ao tecido cerebral,
apesar dos resultados indicarem aumento do ID e
FD em comparacio ao controle veiculo, os mesmos
ndo foram estatisticamente significativos.

Tabela 1 - Ensaio cometa em amostras de tecidos sanguineo e cerebral de camundongos machos CF-1 cole-
tadas 3 h (sangue) e 24 h (sangue e cérebro) apds a administracao pela via intraperitoneal de salina
(solugao NaCl 0,9%), veiculo (tween 5%) ou aripiprazol (1, 3 ou 10 mg/kg). Ciclofosfamida (25 mg/kg)

foi utilizada como controle positivo.

Tecido/coleta Grupo indice de danos média+DP | Freqiiéncia de danos média+DP
Salina 9,6+7,1 3,9+24
Sangue/3h Veiculo 8,5+5,6 3,8+1,2
Aripiprazol 1 mg/kg 7,0£2,8 43+1,3
Avripiprazol 3 mg/kg 6,0+5,8 3,1+1,8
Aripiprazol 10 mg/kg 6,1+1,7 3,8+1,5
Salina 9,3+5,6 3,3+1,9
Veiculo 10,6+9,5 5,0+4,9
Sangue/24 h Aripiprazol 1 mg/kg 9,5+9,4 4,6+3,9
Aripiprazol 3 mg/kg 15,9+9,2 7,9+4,1
Aripiprazol 10 mg/kg 5,6+4,2 3,56+3,4
Ciclofosfamida 25 mg/kg 62,0+27,6 *** 37,2+22,4 **
Salina 49,8+30,9 19,5+11,7
Veiculo 45,5+16,5 25,1+10,4
Cérebro/24 h Aripiprazol 1 mg/kg 59,7+16,4 30,3+8,4
Aripiprazol 3 mg/kg 82,8+30,3 35,8+13,8
Aripiprazol 10 mg/kg 72,8+229 33,1+11,3
Ciclofosfamida 25 mg/kg 105,0+40,6 * 55,3+7,2 **

N= 4-5 animais por grupo

indice de dano: de zero (sem dano, 100 células X 0) a 400 (com maximo de dano, 100 células X 4).

Freqliéncia de dano: percentual de células com danos.

* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001: significancia estatistica em relagao ao grupo salina. ANOVA, Teste de Tukey.
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Na Tabela 2 sdo apresentadas as médias de eri-
trocitos policrométicos micronucleados (MNEPCs)
para cada grupo. A tabela mostra também a média da
razdo entre o nimero de EPC e ENC em 1000 células
analisadas por animal. Aripiprazol nio aumentou a
freqiiéncia de micronticleos. Ciclofosfamida, utilizada
como controle positivo, acarretou um aumento signifi-
cativo no nimero médio de células com microntcleos

(p<0,001). A andlise da relagio entre os EPC e ENC
permite avaliar efeito citotdxico que cause a diminui-
¢@o do nimero de mitoses das células eritropoéticas
(MAVOURNIN et al., 1990). Nzo houve diferenca
estatisticamente significativa dos grupos tratados em
relacfio ao controle veiculo, portanto, o farmaco, nas
condigdes testadas, ndo causou efeito citotdxico para
as células da medula éssea dos camundongos.

Tabela 2 - Teste de micronucleos em medula éssea de camundongos CF-1 machos. Amostras da medula éssea
de fémur foram coletadas 24 h apdés as administragdes pela via intraperitoneal de salina (solugao NaCl
0,9%), veiculo (tween 5%) ou aripiprazol (1, 3 ou 10 mg/kg). Ciclofosfamida (25 mg/kg) foi utilizada

como controle positivo.

Grupo MNEPC em 2000 EPC média+=DP Razao EPC/ENC média+DP
Salina 1,14+0,38 2,80+0,86
Veiculo 1,20+0,45 2,63+0,75
Aripiprazol 1 mg/kg 1,80+1,79 3,24+0,59
Aripiprazol 3 mg/kg 2,25+1,50 2,45+0,40
Aripiprazol 10 mg/kg 1,40=0,89 1,83%0,79
Ciclofosfamida 25 mg/kg 10,0£5,29*** 1,77+0,48

N= 4-5 animais por grupo

MNEPC: microntcleos em eritrécitos policromaticos
EPC: eritrécitos policromaticos

ENC: eritrécitos normocromaticos

*** P<0,001: significancia estatistica em relagao ao grupo salina. ANOVA, Teste de Tukey.

DISCUSSAO

Os dados da Tabela 1 mostram que aripiprazol
ndo aumentou significativamente os danos ao
DNA das células sanguineas, em relacdo ao grupo
controle negativo, coletadas 3 h e 24 h apds o
tratamento agudo dos animais. Também nio se
observou diferenga estatisticamente significativa
de danos ao DNA, comparando-se as trés doses
do farmaco testadas.

A versio alcalina do ensaio cometa utilizada
neste trabalho é capaz de detectar quebras em
uma ou nas duas fitas do DNA, assim como sitios
dlcali-labeis, bem como ligacdes cruzadas entre

DNA-DNA e DNA- proteinas (HARTMANN
et al., 2003). O tecido sanguineo foi analisado em
dois intervalos de tempo, com o intuito de avaliar
a cinética de danos e o reparo ao DNA, apds o
tratamento agudo. Porém, ndo foram observadas
diferencas entre os dois tempos de amostragem.

No tecido cerebral dos animais tratados com as
trés doses de aripiprazol, foi observado um pequeno
aumento de ID e FD em comparagio ao controle
veiculo, no entanto, o aumento nio foi estatisti-
camente significativo, sugerindo que o formaco
também nfo foi genotdxico para o tecido cerebral.
As células que sofreram danos pelo tratamento com
aripiprazol foram de classes 1 e 2 (baixo e médio
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niveis de danos). Conforme estudos recentes, o
aumento de danos ao DNA observado no tecido
cerebral, induzidos por farmacos que agem no SNC,
pode ser interpretado como um efeito neurotdxico
(PICADA et al., 2003; PEREIRA et al., 2005;
2006; 2009). Os resultados sugerem, portanto, que
aripiprazol néo foi neurotéxico.

Prévios estudos mostraram efeitos benéficos de
aripiprazol sobre as fungdes neuronais. Farmacos
antipsicéticos como o aripiprazol aumentaram os
niveis de N-acetil-aspartato (NAA), como uma
resposta terapéutica comum sobre o aumento
da viabilidade neuronal (McLOUGHLIN et al.,
2009). Aripiprazol inibiu a liberacdo de gluta-
mato em terminais nervosos corticais de rato,
provavelmente pela sua agio sobre os receptores
de dopamina D2 e de serotonina 5-HT ,. Essas
atividades poderiam contribuir para seus possiveis
efeitos neuroprotetores (YANG; WANG, 2008).
Em células de neuroblastoma humano SH-SY5Y,
aripiprazol também apresentou efeitos sugestivos
de neuroprotegio (PARK et al, 2009). O farmaco
foi capaz de diminuir a peroxidagio lipidica em
cortex cerebral e plasma de ratos, demonstrando

efeito protetor contra o estresse oxidativo (EREN
et al.,, 2007; GAMA et al., 2008; MARTINS et
al., 2008).

Em relagio a freqiiéncia de microntcleos
em EPC, os grupos tratados com aripiprazol nio
mostraram aumento significativo (Tabela 2),
sugerindo que o farmaco nio apresentou efeito
clastogénico e/ou aneugénico, nas condigdes tes-
tadas, ao contrdrio de outros estudos que indicam
atividade mutagénica de aripiprazol pelo teste de
microntcleos (revisado em BRAMBILLA et al.,
2009). A Tabela 2 também mostra que os valores
da razio EPC:ENC dos grupos tratados foram
estatisticamente semelhantes entre si e ao valor
obtido pelo grupo controle negativo, indicando

que aripiprazol no afetou a multiplicagio celular
dos eritrécitos da medula dssea e, portanto, nio se
mostrou citotéxico.

CONCLUSAO

O conjunto dos resultados sugere que o far-
maco nfo foi genotdxico e nem mutagénico, apds
administragio aguda em camundongos. Adicionais
experimentos deveriam ser realizados para avaliar
estas atividades em tratamentos sub-cronico e
crdnico, uma vez que aripiprazol é utilizado no
tratamento da esquizofrenia por longos perfodos
podendo apresentar efeitos toxicos cumulativos.
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