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Resumo - O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo
randomizado, controlado e “cego” para investigar se a dose tera-
péutica de acido acetilsalicilico (AAS), usado por mulheres gravi-
das, pode causar efeito toxico ao embrido ou anormalidades congeé-
nitas nos animais de experimentacao.

Metopos. Foi confirmada a prenhez das fémeas através da
observacao da presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal
(I° dia de prenhez - GDI). As ratas acasaladas foram colocadas em
gaiolas individualizadas e divididas aleatoriamente para compor
os grupos experimentais. Os animais receberam 50 mg/kg/dia de
AAS, por via oral (gavage), durante dois periodos diferentes de
prenhez. Um grupo de ratas (n=11) recebeu aspirina do I° a0 4°
dia de prenhez (antes de implantacido embrionaria) para avaliacio
dos blastocistos, e outro grupo recebeu aspirina do 6° ao 15° dia
(periodo de organogénese) para avaliacio fetal. Os grupos con-

trole (n=12) receberam agua destilada com mesmo volume e
durante os mesmos periodos, semelhante aos respectivos grupos
experimentais.

Resutapos E Concrusio. O tratamento de ratas prenhes com
AAS, de acordo com dose terapéutica minima usada por mulheres,
ndo causou efeitos embriotoxicos ou malformagées maiores, mas foi
responsavel pelo aumento das taxas de fetos com dilataciao de
ureter. Pode ser verificada uma divergéncia muito grande entre os
dados obtidos experimentalmente e em humano, mas nao ha ainda
uma evidéncia conclusiva dos efeitos adversos em humanos. Existe
uma dose de perigo potencial, portanto o uso indiscriminado de
acido de acetilsalicilico (aspirina) é contra-indicado.

UniTermos: Aspirina. Acido acetilsalicilico. Gravidez. Pré-implanta-
¢ao. Ratos.

INTRODUCAO

As drogasantiinflamatdrias nao-esteroidais
(FAINES) ganharam popularidade no final dos
anos de 1970". Os salicilatos sintéticos sdo
extensivamente usados como drogas de pres-
cricao devido as suas propriedades analgésica,
antipirética e antiinflamatoria. Aspirina (acido
acetilsalicilico) inibe a sintese de prostaglan-
dinas (PGs) poracetilagioirreversivel de acido
graxo, inativando a enzima ciclooxigenase?.

Com oaumento do uso indiscriminado de
medicamentos e comacrescente produgio de
substancias quimicas, surgiu a suspeita de um
efeito comum na gravidez apds a exposicio a
agentes quimicos que poderiater um papel na
etiologia das malformacoes fetais®. Kimmel et
al.* verificaram que a aspirina é um agente
causador de teratogénese. Da mesma forma,
outros autores observaram que o acido
salicilico, produto da hidrélise daaspirina, seria
oagente teratogénico responsavel’.

*Correspondéncia:
Disciplina de Embriologia - FAMEMA
Av. Monte Carmelo, 800
CEP.17519-030-Marilia-Séo Paulo-Brasil
E-mail: decaito@bol.com.br
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Embora o uso de aspirina seja muito uti-
lizado por mulheres durante a gestagdo, mes-
mo sem prescricio médica, seus efeitos no
feto permanecem controversos. Espiridido et
al.%, administrando AAS em diferentes doses
aratas do 5° a0 20° dia de prenhez, verifica-
ram diminuicdo do nimero de fetos vivos,
reducio do peso fetal e placentario e queda
do ganho de peso materno. Quando ratas
prenhes foram tratadas com 200 e 500 mgde
AAS/kg de peso corpdreo, o estudo mostrou
alteracdes morfoldgicas no feto e na placen-
ta’. Com a finalidade de avaliar a eficacia da
aspirina (100 mg) na prevencdo de retardo de
crescimento intra-uterino (RCIU) em gravi-
dez de risco, foi realizado um ensaio clinico
experimental duplo cego, placebo-controla-
do, e foi verificado que a incidéncia de RCIU
foi nula no grupo de mulheres que recebe-
ramaspirina®,

O obijetivo deste trabalho foi realizar um
estudo randomizado, controlado e “cego”
parainvestigar se a dose terapéutica de acido
acetilsalicilico (AAS), usado por mulheres gra-
vidas, pode causar efeito toxico ao embrido ou
anormalidades congénitas nos animais de ex-
perimentagao.

METoDoSs

Protocolo: Ratas Wistar albinas (10-12 se-
manas de idade) foram obtidas do Biotério
Central da Unesp-Campus de Botucatu (Sao
Paulo, Brasil). Foram mantidos quatro animais
por gaiola em ambiente com condicées con-
troladas (temperatura 22 * 2°C, | 2hr claro/
12 ciclo escuro) com acesso livre paraaguae
racao. Apos |0 dias de aclimatizacao em con-
dicoes padrao, foi realizado periodo de
acasalamento.

Para o experimento, dois comprimidos de
acido acetilsalicilico (AAS) foram diluidos em
aguadestilada. A dose administrada foi 50 mg/
kg, semelhante ao efeito farmacolégico mini-
mo produzido em humanos (uma dose diria
de 3000 mg de AAS para um individuo pesan-
do em torno de 60kg).

Grupos Experimentais: Os animais rece-
beram AAS por via oral (gavage) durante dois
periodos diferentes de prenhez. Umgrupode
ratas (n=1 1) recebeu aspirina do 1° a0 4° dia
de prenhez (antes de implantacio embriona-
ria) para avaliacdo dos blastocistos e outro
grupo recebeu aspirina do 6° ao |5° dia (pe-
riodo de organogénese) para avaliacio fetal.
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Os grupos-controle (n=12) receberam agua
destilada com mesmo volume e durante os
mesmos periodos, semelhante aos respecti-
VOs grupos experimentais.

Avaliacdo dos Blastocistos: Para o acasa-
lamento, foram colocadas duas ratas na pre-
senca de um macho (2:1). Foi confirmada
prenhez através davisualizacio de espermato-
z6ides no esfregaco vaginal, este foi considera-
do I°diade prenhez (GD)’. As fémeas acasa-
ladas foram distribuidas aleatoriamente nos
diferentes grupos experimentais e colocadas
em gaiolas individuais. Durante a prenhez, os
animais foram observados diariamente quanto
ataxade mortalidade e qualquer mudanca de
comportamento. Foram verificados os pesos
dosanimaisem GD | e GD5.Em GD5, asratas
foram mortas por inalacio excessiva de éter.
Em seguida, foi realizada laparotomia paraava-
liagao dos blastocistos e o investigador “cego”
desconheciaa que grupo pertencia o referido
animal. Os cornos uterinos foram expostos,
cada um foi lavado com | ml de solucéo fisio-
l6gica para coleta dos blastocistos em umvidro
dereldgio. Caso houvesse erro técnico duran-
teacoleta, os cornos uterinos eram excluidos.
Os embrides (blastocistos) coletados foram
examinados sob microscépio de contraste de
fase para classificacao e observacao de anor-
malidades morfoldgicas. Os embrides foram
classificados como anémalo quando apresen-
taram alteracdes morfoldgicas como: desar-
ranjo ou nenhuma densidade de suas células
(blastomeros) ou forma irregular da massa
celular do embrido quando comparados ao
grupo controle'.

Estudo de Teratogenicidade em Ratos:
Duranteaprenhez, foi observado diariamente
taxa de mortalidade e qualquer mudanca de
comportamento das ratas. Foram observados
pesos dos animais nos dias |, 7, 14 e 21 de
prenhez. Em GD21, as ratas foram mortas por
inalagdo excessiva de éter e foi realizada
laparotomia para avaliagio do desempenho
reprodutivo pelo investigador “cego”. Apds
exposicao dos cornos uterinos, foi realizadaa
contagem de: nlimero de corpos llteos, de
implantacao, de fetos mortos, de reabsorcao
embrionaria (aborto) e de fetos vivos. O indice
placentario foi calculado pela relagao entre
peso da placenta e peso corporeo do feto. Os
pesos corporeos dos recém-nascidos foram
classificados como pequeno (PIP), adequado
(AIP) e grande (GIP) paraidade de prenhez, de
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Tabela | - Avaliacdo dos blastocistos no 5° dia de prenhez apos tratamento com acido acetilsalicilico

AAS

Controle (50 mg/Kg)
Ratasacasaladas [ I
Ratasprenhes [ I
Fertilidade (%)a 100 100
Ratasprenhessobreviventes (%) 100 100
N°Corpos Liiteos 168.0 143.0
(média+ dp) 15.27+4.24 13.00+3.13
N°Blastocistos observados 140.0 [14.0
(médiaxdp) 12.72+3.44 10.36+1.67
Comalteragoesmorfologicas 14/140 7114
Comretardodedesenvolvimento 17/140 5114
Ganho de pesomaterno (g)
(média+dp) 19.63+6.18 12.72+6.40%

2(N°Ratas prenhes/N° Ratas acasaladas) x 100

*p<0.05-Teste de Mann-Whitney comparadoao grupo controle

acordo com o método proposto por
Calderon''. Os sitios de implantacao foram
determinados pelo método de Salewski'2. O
nimero total de corpos liteos de cada ovario
também foi verificado. A taxa de perda pré-
implantagao foi calculada como: nimero de
corpos lliteos - nlimero de implantagao x 100/
nimero de corpos liteos. A taxa de perda
pos-implantacio foi calculada como: nimero
deimplantagao - nimero de fetos vivos x 100/
nimero deimplantacio".

Apds exame externo, metade de cada
ninhada foi examinada quanto a presenca de
malformagdes e/ou anomalias viscerais de
acordo com o método de Wilson'*. A outra
metade dos fetos foi eviscerada, diafanizada e
corada com Alizarina, segundo a técnica de
Staples e Schnell' paraanalise de anormalida-
des esqueléticas. O grau de ossificacdo foi
avaliado segundo método proposto por
Alivertietal.'.

Analise Estatistica: Cada ninhada foi consi-
derada como uma unidade experimental e os
dados foram expressos como média de fetos
por ninhada. Peso materno, placentario e peso
dos fetos foram comparados por Analise de
Variancia. Foi realizado teste de Mann-
Whitney para comparar nimero de corpos
liteos, de implantacio, de reabsorcao embri-
onria, de fetos mortos e vivos'. A porcenta-
gem de fetos afetados em cada ninhada, com-
putada para cada tipo de anormalidade, e a
freqiiéncia de ninhada com fetos malformados
e anémalos foram analisadas através do teste

do qui-quadrado'®. O nivel de significincia
estatistica foi considerado P <0.05.

ResuLTADOS

Avaliagao dos Blastocistos: O tratamento
de ratas com AAS durante periodo de pré-
implantagao promoveu diminuicao do ganho
de peso corpdreo. Foi verificado que o nime-
rode blastocistos coletados e observados nao
diferiu entre os grupos controle e tratado. O
nimero de embrides com alteragdes
morfolégicas foi semelhante nos grupos expe-
rimentais (Tabela I).

Estudo de Teratogenicidade em Ratos:
No dia de concepgao, o peso corpdreo das
ratas do grupo tratado tendeuaser menor que
no grupo controle (Tabela 2). O tratamento
com AAS ndo mostrou ter qualquer efeito
negativo sobre a satde do animal, sobre o
consumo de racao ou ganho de peso. Porém,
o tratamento com acido acetilsalicilico dimi-
nuiu a taxa de prenhez de 100% (grupo con-
trole) para 92,3% (AAS) (Tabela 2).

O ndmero de implantacoes por ninhada
foi semelhante nos dois grupos (Tabela 2). O
nimero total de reabsorcao tendeu aser mais
alto que o grupo de controle, mas nenhum
efeito consistente do AAS pode ser identifica-
do (Tabela 2). A porcentagem de perda de
embrido antes da implantacao aumentou de
4,73% (grupo controle) para 18,11% (AAS).
Apbs o processo de implantacao embrionaria,
a porcentagem de perda de embriao aumen-
toutambémde 5,10% para 12,24%, mas ndo
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Tabela 2 - Efeito do acido acetilsalicilico sobre a performance reprodutiva de ratas

AAS

Controle (50 mg/Kg)
Ratasacasaladas 12 13
Ratasprenhesatermo 12 13
Fertilidade (%)a 100.0 90.0
Ganho de pesomaterno (g)
Dia21°-1°(média = dp) 103.00+24.22 95.07+36.42
Dia2I°-1°(média * dp) (sem mesinha) 408.08+21.31 39.17+15.36
N°Implantaao 1420 149.0
(média £ dp) [1.83+1.58 [1.46£3.15
N°Fetosvivos 135.0 140.0
(média £ dp) [1.25+1.8] 10.77+3.70
N°Reabsorcao (Salewski +) 70 9.0
PerdaPré-implantacio (%) 473 18.11
PerdaPds-implantacio (%) 5.10 12.24
?(N°Ratas prenhes/N° Ratas acasaladas) x 100

Tabela 3 - Peso do feto e da placenta no estudo teratogénico de ratas
AAS

Controle (50 mg/Kg)

(n=135) (n=140)
Pesofetal (g) (médiaxdp) 385+0.22 3.85+0.29
Pesoplacental (g) (média+dp) 0.53+0.09 0.59+0.12
Indice placentendrio 0.1420.02 0.15+0.03

Tabela 4 - Classificagao do peso corporeo fetal no estudo teratogénico de ratas

AAS
Controle (50 mg/Kg)
(n=135) (n=140)
PIP(%) 20.6 25.7
AP (%) 56.6 45.7
GIP(%) 28 286

foi observada nenhuma diferenca estatistica
entre essas porcentagens (Tabela 2).

O ndmero de fetos de ratas tratadas com
AAS foi semelhante ao grupo controle. O tra-
tamento com AAS ndo afetou o peso fetal
(Tabela 3) e sua classificagdo (Tabela 4), que
seguiu uma distribuicdo normal. O peso das
placentas nao mostrou diferenca do grupo
controle. O indice placentario foi semelhante
entre os grupos (Tabela 3).

O exame morfoldgico externo foi realiza-
doem 275 fetos. Durante andlise de esqueleto
dogrupo controle, umaninhada (sete fetos) foi
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descartada devido a erro técnico durante a
preparacao. Nao foram observadas malforma-
¢oes esqueléticas ou outros efeitos adversos
nos fetos de ratas que receberamadose de 50
mg de AAS/kg; apenas um feto do grupo con-
trole apresentou costela ondulada. Os fetos a
termo apresentaram grau de desenvolvimento
semelhante, conforme demonstrado pelaana-
lise do nimero de centros de ossificacao e
através de peso fetal. Quando as maes foram
expostas ao tratamento com AAS, afreqiiéncia
de fetos com malformagao maior nao diferiu
do controle (p>0.05), porém foi observado

aumento significativo de recém-nascidos com
dilatagdo de uretér, consideradaumaanomalia
visceral (Tabela5).

Discussao

Aspirina (acido acetilsalicilico) é rapida-
mente absorvida no estémago e no intestino
superior. Em geral, 80%-100% de aspirina
solida (viaoral) é absorvida. A taxa geralmen-
te é mais rapida com solugdes aquosas. Aspi-
rina é entdo hidrolisada a acido salicilico por
esterases intestinais e hepaticas'®. Foi de-
monstrado que a aspirina atravessa a mem-
brana placentaria rapidamente em ratos e
camundongos®. Esses destinos metabdlicos
da aspirina tém sido considerados os mes-
mos para os seres humanos?'.

Muitos fatores contribuem indubitavel-
mente paraos resultados discrepantes, inclusi-
ve o periodo de uso de droga, a dose empre-
gada, o tipo de andlise estatistica utilizado e
como os fatores de confusao sao controla-
dos®. Em vista do longo e extenso uso de
salicilatos, tem sido sugerido que eles ndo tém
nenhum potencial teratogénico demonstravel
no humano?'. Entretanto, pesquisas em ani-
mais de laboratdrio tém mostrado que a aspi-
rina é teratogénica em altas doses, sendo o
periodo critico para malformagdes em ratos
do 9° ao |1° dia de prenhez?. O presente
estudo foi realizado com o objetivo de avaliar
se o tratamento com AAS causa efeitos adver-
sos em fetos de ratas utilizando-se dose tera-
péutica, ao contrario dos trabalhos realizados
anteriormente que utilizaram doses elevadas.

Nossos resultados mostraram que aadmi-
nistracdo oral de AAS ndo causou morte em-
brionaria, nao reduziu o peso fetal, nem au-
mentou a taxa malformacées maiores. Os re-
sultados encontrados nao confirmam os dados
de Espiridido etal.t, que observou redugaono
nlimero e pesos dos fetos quando as ratas
foram expostas a 100 e 400 mg de AAS/kg de
peso por dia. Foi demonstrado também, em
nosso trabalho, que AAS nao afetou a perfor-
mance reprodutiva das ratas. Foram observa-
dos alguns casos esporadicos de 14? costela
nos recém-nascidos de mae-controle e que
receberam 50 mg/kg de AAS, os quais foram
considerados espontaneos e nao relacionados
com o tratamento. As costelas supranume-
rarias sao consideradas ocorrénciacomum nos
estudos teratogénicos de ratos e sao conside-
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Tabela 5 - Incidéncia de malformacao e anomalia

externa, esquelética e visceral nos fetos de ratas

AAS
Controle (50 mg/Kg)

MALFORMACAOEXTERNA
Fetos Afetados 0/135 0/140
Ninhadas Afetadas 0/12 0/12
ANOMALIAEXTERNA
FetosAfetados /62 073
Ninhadas Afetadas ) /11 0/12
ANOMALIAESQUELETICA
FetosAfetados 37/62 38/73
Ninhadas Afetadas /11 10712
|4costela 10/62 12/73
MALFORMACAOVISCERAL
FetosAfetados 21/66 28/67
Ninhadas Afetadas 7/12 912
Hidronefrose 21/66 28/67
ANOMALIAVISCERAL
Fetos Afetados 16/66 32/67*
Ninhadas Afetadas 07/12 [1/12
Dilatacdodeuretér ] 16/66 31/67%
CENTRODEOSSIFICACAO
(média + dp) 31,24+1,66 3422+1,66

*p<0.05-Teste qui-quadrado comparadoao grupo controle

radas comoindicativo de teratogenicidade por
alguns autores. No entanto, nao sao conside-
rados tao indicativos por outros investigado-
res. Como um evento de teratogénese &, por
definicdo, uma mudanca permanente, seria
necessario um estudo mais profundo para
acompanhar o desenvolvimento das costelas-
extras durante a fase adulta®.

Estudos concluiram que a acéo terato-
génica dos componentes de salicilatos ocorre
por fatores metabdlicos mediados maternal-
mente, porém outros métodos tém mostrado
que essa classe de droga tem um efeito direto
no embrido de rato na auséncia de qualquer
influéncia materna**. Da mesma forma, auto-
res verificaram que ratas prenhes tratadas por
viaoral com 500 ou 1000 mg/kg de aspirinano
3° dia de prenhez nio apresentaram malfor-
magoes significativas nos fetos”. Entretanto,
quando ratas prenhes receberam aspirina
intragastricamente (250, 500 e 1000 mg/kg) no
3° dia, foram induzidas malformagoes fetais
pelo tratamento, antes de implantacao embri-
onaria, de forma dose-dependente®.

Os roedores sdo mais resistentes que o
humano a muitas drogas”. O rim tem um
papel muito importante naexcrecao de medi-
camentos e seus metabdlitos, muitos dos quais
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provocam alteragoes da funcao renal ou dano
de suas diversas estruturas (glomérulos,
tlbulos eintersticio). As alteracoes produzidas
podem ser agudas e reversiveis ou cronicas?.
De acordo com nossos resultados, o trata-
mento com AAS interferiu no desenvolvimen-
todosistema urinario. A baixa dose de AAS foi
capaz deinduzir dilatagao de ureter em apro-
ximadamente 46% dos recém-nascidos. A di-
latagao de ureter grave é reconhecida facil-
mente, porque os ureteres dilatados estao
moldados em “S” ou retorcidos, completa-
mente transparentes e, entdo, facilmente
identificaveis, como visto neste estudo. Além
disso, a dilatagao uretérica pode ou nao estar
associada a hidronefrose congénita e a quais-
quer alteragdes pélvicas, podendo ser consi-
derada transitoria em roedores?. De acordo
com dados de literatura, foi verificado que
10% a 20% dos recém-nascidos de ratas,
pertencentes ao grupo controle, apresentam
este tipo de anomalia visceral®'%%, Apesar da
taxaaumentada de fetos com hidronefrose no
grupo experimental (42%), isto nao foi relaci-
onado ao tratamento com AAS porque as
ninhadas-controle também apresentaram fre-
qiiéncia elevada de fetos com hidronefrose
(32%) neste estudo, sugerindo que um au-

mento no nlimero de ninhadas poderia favore-
cer elevacdo naincidéncia desta malformacio
visceral em funcio do tratamento com acido
acetilsalicilico.

CoNcLusAo

O modelo experimental permitiu avaliar
os blastocistos e as anormalidades fetais apos
tratamento com AAS. O tratamento com AAS,
na dose terapéuticaminima usada por mulhe-
res, ndo causou efeito embriotoxico ou
malformagbes maiores nos animais experi-
mentais, mas foi responsavel pelo aumento na
taxade recém-nascidos que apresentaram di-
latacdo de ureter. Tem sido verificada uma
divergéncia muito grande entre os dados obti-
dos experimentalmente e em humano, nio
havendo ainda uma evidéncia conclusivasobre
os efeitos adversos em humanos. Existe uma
dose de perigo potencial, portanto o uso
indiscriminado de acido acetilsalicilico (aspiri-
na) é contra-indicado.

SUMMARY

EFFECT OF ACETYLSALICYLIC ACID ON
THE REPRODUCTIVE PERFORMANCE AND ON
OFFSPRING FROM WISTAR RATS

The aim of this paper was to perform a
randomized, controlled and blinded study to
investigate if a therapeutic dose of acetylsalicylic
acid (ASA), taken by pregnant women, may also
cause embryotoxic or congenital abnormalities
on experimental animal.

MEeTHobs: Females were confirmed to have
mated by observations of sperm in a vaginal
smear. The day on which spermatozoa were
foundin the vaginal smear was considered as day
| of gestation (GDI). After randomization,
mated females were assigned to experimental
groups andindividually caged, were given 50 mg/
kg/day of acetylsalicylic acid, by needle gavage
once daily, during two different periods of
pregnancy. One group of dams (n=11) received
aspirin from day | to 4 of pregnancy (before
embryonic implantation) for evaluation of the
blastocysts, and another group received aspirin
from day 6 to 15 of pregnancy (organogenic
period) for fetal evaluation. Control groups
(n=12) received distilled water in same volume
and during same periods as their respective
experimental groups.

ResuLts anp ConcLusion: The treatment
of the dams with ASA, according to minimal
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therapeutic dose used for humans, did not cause
embryotoxic or major malformations on experi-
mental animal but was responsible for rate
increased of fetuses presenting ureteric dila-
tation. After analysis of the data, it appears that,
although direct conclusive evidence of adverse
effects in humans is lacking, a potential hazard
dose exists and thus the indiscriminate use of
acetylsalicylic acid (aspirin) is contraindicated.
[Rev Assoc Med Bras 2002; 48(4): 312-6]

Kev worps: Aspirin. Acetylsalicylic acid.
Pregnancy. Preimplantation. Rat.
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