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RESUMO 

O Bisfenol A (BPA) faz parte de uma família de produtos químicos usados na 

fabricação de materiais plásticos, como garrafas de água, garrafas e embalagens 

reutilizáveis. Vários estudos têm demonstrado que o BPA apresenta efeitos tóxicos 

quando ingerido, causando exposição direta do trato gastrointestinal de humanos e 

animais a essa substância. Assim, o objetivo deste trabalho é analisar os efeitos da 

administração de BPA no sistema nervoso entérico de ratos Wistar jovens. Os animais 

foram divididos em três grupos: controle, óleo de milho (OM) e Bisfenol A (BPA). Do 

15º ao 30º período pós-natal, os filhotes de BPA receberam doses diárias de BPA (5 

mg kg-1), enquanto os filhotes do grupo OM receberam apenas doses de 0,3 ml de 

óleo de milho e o grupo controle não recebeu nenhuma. substância. No 31º período 

pós-natal, os animais dos três grupos estudados foram eutanasiados. A região do íleo 

foi coletada e submetida à técnica de histoquímica NADH-d para detecção de 

neurônios do plexo mioentérico e processamento histológico para avaliação da parede 

e mucosa intestinal. Além disso, o trânsito gastrointestinal foi avaliado pela progressão 

do azul de metileno. No grupo BPA, houve aumento do número de neurônios entéricos 

e alterações na mucosa. Observou-se a espessura das camadas musculares, bem 

como diminuição da progressão do azul de metileno. O BPA tem efeito tóxico na 

parede e mucosa intestinal, bem como nos neurônios do plexo mioentérico, indicando 

alterações na motilidade intestinal. 

 

Palavras-chave: Bisfenol A, Sistema Nervoso Entérico, Trato Gastrointestinal, 

Mucosa Intestinal, Xenoestrogênio. 
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ABSTRACT 

Bisphenol A (BPA) is part of a family of chemicals used in the manufacture of plastic 

materials, such as water bottles, bottles and reusable packaging. Several studies have 

shown that BPA has toxic effects when ingested, causing direct exposure of the 

gastrointestinal tract of humans and animals to this substance. Thus, the objective of 

this work is to analyze the effects of BPA administration on the enteric nervous system 

of young Wistar rats. The animals were divided into three groups: control, corn oil (CO) 

and Bisphenol A (BPA). From the 15th to the 30th postnatal, BPA pups received daily 

doses of BPA (5 mg kg-1), while the pups of the CO group received only 0.3 ml doses 

of corn oil and the control group received no substance. On the 31st postnatal, the 

animals of the three groups studied were euthanized. The ileum region was collected 

and submitted to the NADH-d histochemistry technique for the detection of myenteric 

plexus neurons and histological processing for assessment of the wall and intestinal 

mucosa. In addition, gastrointestinal transit was assessed by progression of methylene 

blue. BPA group there was increase in the number of enteric neurons and alterations 

in the mucosa. In the thickness of the muscular layers was observed, as well as a 

decrease in the progress of the methylene blue. BPA has a toxic effect on the wall and 

intestinal mucosa, as well as neurons in the myenteric plexus, indicating changes in 

intestinal motility. 

 

Keywords: Bisphenol A, Enteric Nervous System, Gastrointestinal Tract, Intestinal 

Mucosa, Xenoestrogen. 
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01 INTRODUÇÃO 

O Bisfenol A (BPA) é um xenoestrogênio sintético, que passou a ser utilizado 

na produção de plásticos em geral, principalmente, de policarbonatos e resinas epóxi. 

Dessa maneira, encontrou-se um composto transparente, leve, forte e ao mesmo 

tempo duradouro, o que deu maior resistência aos produtos (KAZEMI et al., 2016); 

BESERRA et al., 2012). O BPA é amplamente utilizado em uma gama de produtos, 

incluindo mamadeiras, tubulações de água, recipientes de armazenamento de 

alimentos, garrafas, brinquedos e equipamentos médicos e eletrônicos 

(BENACHOUR; ARIS, 2009; MICHALOWICZ, 2014).  

Os seres humanos são cronicamente expostos a doses baixas de polímeros 

à base de BPA (CAMARCA et al., 2016). A principal via de exposição é a alimentar, 

quando o BPA acaba por entrar no organismo através da ingestão de alimentos 

armazenados ou embalados com resinas epóxi ou policarbonato, onde é absorvido e 

distribuído ao corpo através da corrente sanguínea (NIEHS, 2010; VANDEBERG et 

al., 2009). Considerando os potenciais riscos para a saúde, alguns países limitaram a 

aplicação do BPA na indústria (USMAN; AHMAD, 2016) e proibiram seu uso em 

produtos destinados à alimentação de recém-nascidos (FDA, 2012). 

O intestino permite a absorção de nutrientes e água, sendo um dos primeiros 

órgãos de contato com o alimento ingerido, sendo também responsável pela proteção 

contra agentes e fatores indesejáveis. Evidências apontam para uma possível 

influência de estrogênios, como o BPA, na manutenção da estrutura do epitélio 

intestinal, direcionando a uma diferenciação e proliferação celular pela expressão de 

receptores de estrogênio α e β (BRANISTE, 2011; BRANISTE, 2009). Isso pode 

impactar diretamente o sistema nervoso entérico, pois é o principal responsável pela 

regulação da motilidade intestinal, com a atividade da camada mucosa, incluindo a 

secreção de enzimas e hormônios e/ou a absorção de nutrientes (FURNESS et al, 

2014). 

O SNE está presente em todo trato digestório tubular e é formado por redes 

interconectadas ou plexos de neurônios, seus axônios e células gliais entéricas. Este 

sistema é dividido em plexo submucoso, responsável pela inervação da mucosa e pela 

regulação da secreção, absorção e do fluxo sanguíneo e o plexo mioentérico, 

responsável pelo controle da motilidade intestinal (FURNESS, 2012).  
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Métodos histoquímicos são amplamente utilizados para análise bioquímica e 

morfológica do sistema nervoso. A técnica do NADH-diaforase marca o corpo celular 

de todos os grupos de neurônios através de uma reação de oxirredução catalisada 

pela enzima mitocondrial nicotinamida adenina dinucleotídeo-diaforase formando 

grânulos de formanzana de cor azul e insolúveis o que permite uma avaliação 

quantitativa dos neurônios dos plexos entéricos (CASTELUCCI et al., 2002; 

GABELLA, 1971; GOMES et al., 2006; GREGGIO et al., 2010).  

Atualmente, são escassas pesquisas relacionadas aos efeitos do BPA no 

intestino de indivíduos jovens e mais ainda sobre o sistema nervoso entérico (SNE). 

Sendo assim, esse trabalho tem como objetivo analisar a toxicidade do BPA sobre o 

SNE administrado em ratos Wistar jovens para elucidar as diferentes respostas do 

trato gastrintestinal nessa faixa etária e determinar se possuem características em 

potencial, visto que uma das vias importantes de contaminação por BPA é a alimentar. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Analisar os efeitos da exposição ao Bisfenol A sobre o íleo de ratos Wistar 

jovens. 

 

2.2 Objetivos específicos 

Após a administração do BPA em ratos jovens:  

a) avaliar se há alterações na densidade dos neurônios;  

b) analisar a morfologia do intestino;  

c) avaliar alterações na organização celular da mucosa intestinal e das 

camadas musculares, por meio de técnicas histoquímicas; 

d) analisar alterações na velocidade do trânsito gastrintestinal. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 Bisfenol A 

O Bisfenol a (BPA) é um monômero do plástico policarbonato de nome 

químico 2,2-bis (4-hidroxifenil) propano. Suas propriedades físico-químicas 

correspondem a um peso molecular equivalente a 228,29 g/mol, temperatura de 

fusão: 155 – 157 °C e ponto de ebulição de 220 °C a 5 hPa5, em temperatura ambiente 

é uma substância sólida, branca, cristalina, geralmente sob a forma de flocos ou pó 

com odor fenólico (MICHALOWISCZ, 2014). Ele é pertencente ao grupo dos 

difenilalcanos, composto por dois anéis fenólicos unidos por uma cadeia carbonada, 

através de uma ponte de metil, com dois grupos funcionais de metil ligados a ponte e 

presença de grupos hidroxilas, que determinam a sua boa reatividade (BERNARDO 

et al., 2015). 

O composto vem sendo utilizado em larga escala como adjunto de materiais 

plásticos em diversas utilidades como na preparação de policarbonatos; produção de 

mamadeiras e chupetas; brinquedos; utensílios domésticos; embalagens retornáveis 

de água; cervejas e refrigerantes; frascos para alimentos infantis ou ainda na área 

farmacêutica, em resinas de implantes médicos e dentários como obturações 

dentárias e selantes, eletrodomésticos e lentes de óculos (BESERRA et al., 2012; 

MANNIKAN et al., 2013; MICHALOWICZ, 2014).  Pode ser encontrado também em 

discos compactos e equipamentos de segurança resistentes a impacto, revestimento 

automobilísticos, entre outros (NIEHS, 2010). 

A exposição ao BPA pode ocorrer pela via ocupacional, ambiental e alimentar 

(MICHALOWICZ, 2014). A via ocupacional está restrita especificamente a 

trabalhadores de indústrias que mexem diretamente com a síntese de BPA e 

fabricação de seus subprodutos. A via ambiental resulta da contaminação atmosférica, 

aquática e dos solos, tendo a indústria e processo de reciclagem de papel térmico 

como causadores (MICHALOWICZ, 2014; BERNARDO et al., 2015). O transporte do 

BPA em ambiente aquático contaminado caracteriza a maior rota de distribuição do 

monômero para os demais compartimentos do meio ambiente e sua velocidade de 

degradação biológica apresenta um tempo variado, onde o tempo de meia-vida no 

solo varia entre 1 a 180 dias, já na água de 2,5 a 4 dias (GHISELLI; JARDIM, 2007). 

Com relação a exposição por via alimentar, esta acontece quando o BPA 

acaba por entrar no organismo após ingestão de alimentos armazenados ou 

embalados com resinas epóxi ou policarbonato (NIEHS, 2010). Essa contaminação 
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ou lixiviação ocorre quando os produtos são submetidos a alterações de temperaturas 

induzindo uma despolimerização, ou então, polimerização incompleta dos produtos à 

base de BPA durante a fabricação, causando a liberação do composto e de seus 

derivados para o meio, podendo ser detectados em alimentos enlatados, líquidos 

engarrafados e no ar que respiramos (COOPER; KENDIG; BELCHER, 2011). 

Segundo a organização mundial de saúde (WHO, 2010) a exposição diária ao 

BPA em crianças com idade de 0 a 6 meses amamentadas exclusivamente por 

lactante foi de 0,3 µg/kg de peso corporal, já em crianças na mesma faixa etária de 

idade, alimentados com fórmula líquida em mamadeiras de policarbonato foi de 2,4 

µg/kg por dia em média, sendo um motivo de preocupação, especialmente para os 

pais, porque alguns estudos com animais de laboratório relataram efeitos no 

desenvolvimento de fetos e recém-nascidos expostos a baixas doses de BPA (NHIES, 

2010; GEENS et al., 2012).  

Em relação aos grupos de risco de exposição ao BPA alimentar focando 

principalmente em recém-nascidos e crianças devido a condição de massa corporal, 

redefiniu-se que os parâmetros toleráveis para limite de BPA no organismo (T.D.I. – 

Ingestão Diária Tolerável) em 0,05 mg / Kg de massa corporal (GATTI, 2009). A 

agência de Vigilância Sanitária, por sua vez, preconiza um limite de exposição máxima 

(LME) de 0,6 mg/kg (ANVISA, 2011).  

Devido à falta de precisão sobre possíveis efeitos tóxicos, alguns países, 

inclusive o Brasil, optaram por proibir a importação e fabricação de mamadeiras que 

contenham BPA, considerando a maior exposição e susceptibilidade dos indivíduos 

usuários deste produto. Esta proibição está vigente desde janeiro de 2012 e foi feita 

por meio da Resolução RDC nº 41/2011. Assim, mamadeiras em policarbonato não 

podem ser comercializadas no Brasil (ANVISA, 2011). 

O metabolismo e distribuição do BPA difere significativamente entre humanos 

e roedores. Em primatas humanos e não humanos, ocorre quando uma dose única 

(baixa ou elevada) de BPA é extensamente absorvida a partir do trato gastrintestinal 

após administração oral e o composto sofre metabolização de primeira passagem 

completa no fígado e parede intestinal, sendo conjugado com ácido glucurônico o 

transformando em glucuronídeo de BPA (BPA-glucoronídeo) ou reagindo com sulfato 

para formar o BPA-sulfato, como principais metabólitos. Este glucuronídeo é, em 

seguida, transportado para o sangue e levado até os rins, para ser excretado na urina 
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de uma forma rápida, com um tempo correspondente a menos de 6 horas (h) (EFSA, 

2010; VOLKEL et al., 2008; GEENS et al., 2012; BERNARDO et al., 2015). 

Em ratos o BPA sofre o mesmo processo de biotransformação, porém nesta 

espécie o BPA sofre recirculação entero-hepática. Uma vez excretado do fígado pela 

bile no trato gastrintestinal como conjugados do BPA, estes conjugados são 

novamente quebrados e o BPA livre é reabsorvido, para posteriormente ser eliminado 

com as fezes, variando o tempo de meia-vida de 19-78 h (EFSA, 2010; WILLHITE et 

al., 2008). 

O BPA é bastante evidenciado como um xenoestrogênio sintético (SOHRAB 

et al., 2016), caracterizado como um disruptor endócrino, por interferir com síntese, 

secreção, transporte, ligação ação ou eliminação de hormônios naturais no próprio 

organismo (VANDEMBERG et al., 2009; BETANCOURT et al., 2012; COOPER; 

KENDIG; BELCHER, 2011; THARP et al., 2012). Baixas doses de BPA podem levar 

a distúrbios endócrinos e patologias como doenças reprodutivas e obesidade 

(MANNIKKAM et al., 2013), diabetes (ALONSO-MAGDALENA et al., 2011) e 

hipertensão arterial (BAE et al., 2012; SHANKAR et al., 2012), bem como doenças 

cardiovasculares e propensão a infarto (LIND; LIND, 2011), além de possíveis efeitos 

sobre o neurodesenvolvimento (STUMP et al., 2010). Estudo realizado por Zoelleret 

et al. (2005) evidencia que o BPA tem propriedade de ligar-se ao receptor do hormônio 

da tireoide, agindo como um antagonista, impedindo a ligação da triiodotironina (T3), 

sendo propenso ao desenvolvimento de hipertireoidismo. 

Há evidências substanciais que indicam que a exposição ao BPA desde os 

primeiros anos de vida, abaixo da dose de referência oral, pode levar ao aumento da 

susceptibilidade ao câncer de mama e de próstata (SEACHRIST et al., 2016). O efeito 

carcinogênico do BPA ainda não está bem elucidado e ainda é alvo de muitas 

pesquisas. Um modelo experimental utilizando primatas não humanos constatou 

sensibilidade da glândula mamária a exposição ao BPA, apresentando aumento do 

sistema ductal da glândula (THARP et al., 2012). Em outros estudos usando ratos, 

bem como o realizado por Cao et al. (2013), observou que a exposição ao BPA 

durante a gestação e lactação poderia induzir à neoplasia mamária na sua prole 

O BPA é detectado em praticamente todos os tecidos humanos (fígado, 

medula óssea, testículos, urina, sangue, saliva, sêmen, placenta, cordão umbilical, 

feto, líquido amniótico e leite) (MAFFINI et al., 2006) e está altamente disseminado no 

meio ambiente (KANG; KATAYAMA; KONDO, 2006).  
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3.2 Sistema Digestório e Sistema Nervoso Entérico 

O aparelho digestório compreende todos os órgãos responsáveis pela 

apreensão, digestão química, absorção de alimentos e água e eliminação da parte 

não absorvida. Sendo formado pela boca, faringe, esôfago, estômago e intestinos 

delgado e grosso, e suas glândulas anexas (glândulas salivares, pâncreas e fígado) 

(DYCE; SOCKE; WESING, 2004). Os intestinos iniciam-se a partir do piloro e se 

estendem até o reto. O intestino delgado é composto de duodeno, jejuno e íleo, sendo 

sustentados pelo grande mesentério, já o intestino grosso compõe-se de ceco, cólon 

(ascendente, transverso, descendente e sigmoide) e reto. (DYCE; SACK; WENSING, 

2004).  

A função do intestino delgado está relacionada a digestão e absorção de 

nutrientes necessários para a manutenção, o crescimento e as demais necessidades 

energéticas do organismo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012). Os componentes do 

intestino apresentam certas características estruturais em comum, dessa forma, trata-

se de um tubo oco composto por um lúmen, que apresenta variação no seu diâmetro, 

circundado por uma parede formada por 4 camadas: mucosa, submucosa, muscular 

e serosa (GENESER, 2000). 

A camada mucosa possui um revestimento epitelial simples cilíndrico, uma 

lâmina própria de tecido conjuntivo frouxo e uma muscular da mucosa. A camada 

submucosa é composta por tecido conjuntivo denso fibroelástico e um plexo nervoso 

submucoso, também denominado plexo de Meissner. As duas primeiras camadas são 

ricas em vasos sanguíneos e linfáticos e podem apresentar células glandulares e 

tecido linfoide (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012). 

A camada muscular contém células musculares lisas orientadas em espiral, 

divididas em duas subcamadas, uma camada circular interna e uma longitudinal 

externa. Entre essas duas subcamadas observa-se o plexo nervoso mioentérico, 

também conhecido como plexo de Auerbach, na qual realiza e coordena as contrações 

de segmentação e peristalse (GARTNER; HIATT, 2007). 

A serosa é formada por uma camada delgada de tecido conjuntivo frouxo, 

revestida por um epitélio pavimentoso simples. Na cavidade abdominal, a serosa que 

reveste os órgãos é denominada peritônio visceral e está em continuidade com o 

mesentério (GARTNER; HIATT, 2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012). 

O trato gastrintestinal difere de todos os outros órgãos periféricos porque 

possui um extenso sistema nervoso intrínseco, denominado SNE que controla as 
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funções viscerais mesmo quando está completamente separado do SNC (BAYLISS; 

STARLING, 1899). 

O SNE está presente em todo trato gastrintestinal tubular e é composto por 

pequenos agregados de células nervosas, gânglios entéricos, conexões neurais entre 

esses gânglios e fibras nervosas que suprem os tecidos efetores, incluindo o músculo 

da parede intestinal, o epitélio, os vasos sanguíneos intrínsecos e as células 

enteroendócrinas (FURNESS, 2006, 2012). O número total de neurônios entéricos em 

humanos chega de 400 a 600 milhões, que é maior do que o número total de neurônios 

de todos os gânglios simpáticos e parassimpáticos e aproximadamente igual ao 

número de neurônios da medula espinal (FURNESS, 2006). 

O plexo mioentérico está localizado entre as camadas musculares longitudinal 

e circular e é responsável pelo controle primário da contração e relaxamento da 

musculatura lisa gastrintestinal (KUNZE; FURNESS, 1999). O plexo submucoso 

recebe esse nome devido à sua localização na camada submucosa e é responsável 

pelo controle da absorção e secreção do epitélio, do fluxo sanguíneo local e apresenta 

uma função neuroimune (COOKE, 1998) (Figura 1). As células gliais também estão 

presentes no SNE e contribuem na manutenção da integridade da barreira epitelial 

entre o lúmen intestinal e as células presentes no interior da parede das vísceras 

(MENDES et al., 2015; TOUMI et al., 2006; SAVIDGE et al., 2007). 

 

Figura 1 - Representação esquemática do SNE do intestino delgado.  

 

FONTE: Adaptado de Furness, 2012. 

 

A importância do SNE é destacada pela variedade de neuropatias entéricas 

que são causadas após a falha de uma ou mais funções. Essas neuropatias têm sido 
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agrupadas como neuropatias congênitas e de desenvolvimento; neuropatias 

adquiridas e esporádicas; neuropatias associadas com outras doenças; e neuropatias 

iatrogênicas ou induzidas por drogas (FURNESS, 2012). 

Geralmente os plexos entéricos seguem um padrão ao longo do trato 

gastrintestinal, porém, a densidade, o tamanho dos neurônios e o formato dos gânglios 

podem variar em animais com idades diferentes (MATINI et al., 1997; MCKEOWN et 

al., 2001; QU et al., 2008), ou quando submetidos a condições experimentais como a 

desnutrição (CASTELUCCI et al., 2002), isquemia intestinal (MAROSTI et al., 20015; 

PALOMBIT et al., 2013; PAULINO et al., 2011) e colite ulcerativa (DA SILVA et al., 

2017). 

Os neurônios entéricos têm sido classificados por sua morfologia, 

propriedades fisiológicas, marcações imunohistoquímicas e histoquímicas, estruturas 

que inervam, transmissores que utilizam e as conexões que recebem (FURNESS, 

2006). Esses podem ser agrupados em neurônios motores, interneurônios e neurônios 

aferentes intrínsecos primários (IPANs), também chamados de neurônios sensoriais 

(FURNESS, 2006). 

Os neurônios motores do plexo mioentérico são divididos em neurônios 

inibitórios e excitatórios das camadas musculares longitudinal e circular, responsáveis 

pelo controle da motilidade intestinal. Já os neurônios motores do plexo submucoso, 

também chamados de neurônios secretomotores e vasodilatadores têm como função 

a regulação da secreção, absorção e do fluxo sanguíneo (FURNESS, 2000, 2006). 

Os interneurônios entéricos são os neurônios conectores e apresentam 

projeções na direção oral e na direção anal. Estão envolvidos principalmente com os 

reflexos propulsivos do intestino (FURNESS, 2000, 2006; POMPOLO; FURNESS, 

1998). Os neurônios sensoriais são aqueles responsáveis por captar os estímulos que 

ocorrem na parede das vísceras, como por exemplo o pH intestinal, a osmolalidade, 

uma distensão da parede do órgão, entre outros (HAMMER; MCPHEE, 2014). 

As camadas musculares do trato gastrintestinal apresentam como principais 

funções uma propulsão direta, a mistura dos conteúdos, capacidade de reservatório 

(notavelmente no estômago) e a eliminação de patógenos e substâncias químicas 

nocivas. O grau de importância do SNE para o controle coordenado da musculatura 

varia com a região do trato gastrintestinal e com a circunstância fisiológica. O SNE 

domina o controle da motilidade dos intestinos delgado e grosso, com exceção da 

defecação, que é responsabilidade do SNC (FURNESS, 2006, 2012). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Aspectos Éticos 

O delineamento da pesquisa é do tipo experimental. Todos os procedimentos 

descritos relacionados foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piauí, registrado sob nº 291/17. Os 

procedimentos realizados neste estudo estão em conformidade com as diretrizes 

éticas para experimentação animal preconizadas com os preceitos da LEI nº 11.794, 

de 8 de outubro de 2008, do Decreto nº 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as 

normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA). 

 

4.2 Animais e Design Experimental.  

Seis ratas Wistar grávidas (Rattus novergicus albinus) e trinta e nove filhotes 

foram mantidos em condições padrão a 23 ° C, com ciclo claro-escuro de 12 horas, e 

todos os grupos receberam dieta e água ad libitum. As fêmeas foram divididas 

aleatoriamente em três grupos: grupo controle, grupo óleo de milho (OM) e grupo 

experimental (BPA). Os filhotes foram separados das matrizes no 14º dia (desmame). 

A partir do 15º dia, os filhotes de BPA (n=13) receberam doses diárias da substância 

(BPA - 5 mg kg-1 - Chem Service Inc.®, West Chester, PA) diluída em 0,3 ml de óleo 

de milho administrado por gavagem oral. Nos filhotes do grupo OM (n=13), apenas 

0,3 ml de óleo de milho foi administrado por gavagem oral e os filhotes do grupo 

controle (n=13) não receberam nenhuma substância. No 31º dia, esses animais foram 

eutanasiados com overdose da associação anestésica de xilazina (10 mg kg-1) e 

cetamina (80 mg kg-1) administrada por via intramuscular profunda. Em seguida, os 

ratos foram submetidos à laparotomia mediana com exposição das alças intestinais, 

na qual foram coletados os segmentos do íleo distal dos grupos estudados (controle, 

OM e BPA). 

 

4.3 Peso dos Animais 

Os ratos foram pesados no início do experimento (dia 15) e depois pesados 

no final do experimento (dia 30). O ganho de peso corporal (B.wt.G) foi calculado 

subtraindo o inicial (I.B.wt) do peso corporal final (F.B.wt). 
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4.4 Técnica de NADH-diaforase 

Após a anestesia e laparotomia mediana, o íleo distal dos animais (n=5 para 

cada grupo) foi coletado e lavado em solução de Krebs. Cada segmento do íleo foi 

ligado com um fio de algodão na extremidade proximal e delicadamente distendido 

com solução de Krebs introduzido com uma seringa pela extremidade distal. Quando 

o intestino ficou suficientemente distendido, a seringa foi retirada e as ligaduras foram 

simultaneamente apertadas. Para realizar a marcação de neurônios foi utilizada a 

técnica de histoquímica da NADH-diaforase (CASTELUCCI et al., 2002, GOMES et 

al., 2006). Seguindo a incubação em solução de Krebs a temperatura ambiente de 15-

30 min, o intestino delgado foi transferido para um agente permeabilizante (Triton-X 

100 0,3% em solução de Krebs) por 5 min e então submetido a 3 lavagens de 10 min 

cada em solução de Krebs. As amostras foram incubadas por 4 h a temperatura 

ambiente em 20 mL em um meio de incubação contendo 0,5 mg/mL de nitroazul de 

tetrazólio (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO) em água destilada, 0,1 mol/L tampão 

fosfato de sódio, pH 7,3, água destilada e 0,5 mg/mL da forma reduzida de β-NADH 

(Sigma, Estados Unidos). A reação foi interrompida pela imersão em uma solução de 

10% de formalina tamponada, onde as amostras foram fixadas por no mínimo 24 h a 

temperatura ambiente. Para a realização dos preparados de membrana, o íleo foi 

seccionado, as camadas mucosa e submucosa foram removidas com auxílio de 

instrumental cirúrgico sob microscópio estereoscópio; a seguir, os preparados totais 

de membrana foram montados com glicerina tamponada entre lâmina e lamínula. A 

análise qualitativa e o número de neurônios mioentéricos foram analisados, 

mensurados e fotografados em fotomicroscópio binocular. 

 

4.4.1 Densidade Neuronal 

Quantificação neuronal. Os neurônios mioentéricos foram identificados pela 

presença de intenso produto da reação formazan preenchendo o pericário, bem como 

por núcleos grandes, redondos e não corados. O número de neurônios foi medido 

examinando todas as preparações de montagem sob um microscópio óptico de luz 

com uma ampliação de 1000 ×. Todos os neurônios bem delimitados em cada 

fragmento foram contados. Para a quantificação foram feitas contagens em 40 

campos microscópicos alternados para cada animal. 
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4.5 Análises Histológicas 

Os tecidos colhidos (n=5) foram lavados em PBS, abertos na borda 

mesentérica, colocados em jangadas de madeira e fixados em paraformaldeído 15% 

por no mínimo 36 h. Os tecidos foram tratados em concentrações crescentes de álcool 

(Synth, Brasil) e, a seguir, depurados em xilol (Anidrol, Brasil) e realizada a inclusão 

em parafina histológica (Easy Path, Brasil). Os tecidos foram cortados 

longitudinalmente (5 μm) em micrótomo (Leica® RM 2235) e corados por Hematoxilina 

(Qeel, Brasil) e Eosina (Dinâmica, Brasil) (HE). Os cortes histológicos foram montados 

em bálsamo do Canadá (Synth, Brasil). As imagens foram adquiridas em microscópio 

óptico de luz LEICA® DM2000. 

 

4.5.1 Análises Quantitativas 

A altura das vilosidades e a largura do ápice e da base das vilosidades foram 

medidas. Dez vilosidades foram analisadas em campos aleatórios (aumento de 200X) 

em cada um dos animais (n=5) de cada grupo estudado. As camadas musculares 

circulares e longitudinais também foram analisadas medindo-se a espessura de cada 

uma. Vinte pontos aleatórios (aumento de 400X) foram analisados em cada um dos 

grupos estudados. Essas análises foram realizadas com o software Leica® application 

suite versão 4. 

 

4.7 Avaliação da Motilidade Gastrintestinal 

A avaliação da motilidade gastrointestinal foi realizada in vivo, por gavagem 

oral, através da administração de azul de metileno 2,5% (Dinâmica Brasil). A 

progressão do corante no trato gastrointestinal (%) foi avaliada após 30 min nos 

grupos controle, OM e BPA (n=5). 

 

4.8 Análise estatística 

Médias ± SE foram calculadas e comparadas por análise de uma via de 

variância (ANOVA) e teste de Tukey para comparações múltiplas. Os testes 

estatísticos foram realizados usando o software Graph Pad Prism 6. O valor de P ˂ 

0,05 foi considerado estatisticamente significativo. 
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05 RESULTADOS 

Os animais apresentaram comportamento característico para roedores em 

todos os grupos analisados, independente da aplicação da solução. Porém, os 

animais submetidos à exposição ao BPA apresentaram um padrão diferente, relevante 

para a pesquisa. Durante a aplicação, os animais dos grupos controle e OM, mesmo 

no manejo, apresentaram um padrão de evacuação rápido, típico desses animais, 

com fezes úmidas e claras. 

No grupo BPA, a evacuação foi sensivelmente reduzida, onde durante os dias 

de aplicação foi menor, e as fezes apresentaram aspecto mais seco. Frequentemente, 

as fezes foram aderidas ao corpo do animal no momento da aplicação do BPA. Maior 

quantidade de fezes foi observada nos grupos controle e OM em relação aos animais 

do grupo BPA. 

Ao analisar os pesos inicial e final, não foi observada diferença significativa 

nos animais dos grupos estudados (P > 0,05). Comparando o ganho de peso dos 

animais (B.wt.G), verificou-se que o B.wt.G dos ratos BPA e OM diminuiu 

significativamente (P < 0,001) quando comparado aos ratos controle (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Efeito do BPA no peso corporal de ratos Wistar machos. 
 Grupos experimentais 

Parâmetro Controle OM BPA 

I. B. wt (g) 20.0±1.2 25.8±1.0 27.7±1.2 

F. B. wt(g) 75.3±5.6 68.5±1.6 72.0±3.8 

B. wt. G(g) 51.8±5.3 42.7±1.7* 42.3±3.4* 

Os valores são expressos como médias ± SE (n=6) em cada grupo. OM: óleo de milho; BPA: Bisfenol 
A; I. B. wt: peso corporal inicial; F.B.wt: peso corporal final; B.wt.G: ganho de peso corporal. (* versus 
grupo controle) P <0,05. 

 

5.1 Análises Morfológicas 

Após a laparotomia mediana, as alças intestinais expostas não apresentaram 

diferenças macroscópicas entre os grupos controle, OM e BPA. Nos grupos controle 

e OM, a integridade da mucosa intestinal foi mantida apresentando vilosidades 

revestidas por epitélio cilíndrico simples, composto de células absorventes e células 

caliciformes. A lâmina própria apresentou uma constituição padrão por tecido 

conjuntivo frouxo, presença de poucos linfócitos, vasos sanguíneos e linfáticos e 

glândulas tubulares denominadas criptas de Lieberkühn. A submucosa é composta 

por tecido conjuntivo frouxo, ricamente vascularizado, separado da mucosa por uma 
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fina camada de músculo liso. A camada muscular é desenvolvida e, como em outros 

órgãos cavitários, é composta por uma camada circular interna e outra camada 

longitudinal externa de músculo liso, onde o plexo mioentérico está presente. 

Revestindo o órgão, encontra-se a membrana serosa, fina camada formada por tecido 

conjuntivo recoberta por um simples epitélio pavimentado (Figura 2A-H). 

No grupo BPA, observou-se espaçamento de vilosidades onde estavam 

morfologicamente espessadas, apresentando formato irregular com epitélio cúbico 

simples (possível metaplasia) e com grande concentração de células no ápice. A 

lâmina própria é "desorganizada", com presença de células epiteliais, hemácias fora 

dos capilares, o que sugere hemorragia, infiltrado inflamatório agudo com leucócitos 

e células eosinofílicas. Essas células também foram observadas na luz das criptas 

intestinais, onde nos demais grupos de animais essas células não foram observadas. 

Pontos de necrose também foram observados na base e no ápice das vilosidades com 

extravasamento de grânulos celulares. A camada submucosa histologicamente 

parece intacta, mas com baixa atividade celular. A camada muscular é fina quando 

comparada aos outros grupos (Figura 2I-L). 

Figura 2 - Fotomicrografias da parede do íleo coradas pela técnica HE dos grupos controle, OM e 

BPA. 
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Grupo controle (A-D), grupo OM (E-H) e grupo BPA (I-L). A parede dos grupos de controle e OM são 
semelhantes. Vilosidades altas e integrativas (MC: mucosa) com epitélio cilíndrico simples (quadrado 
pontilhado) com células caliciformes (seta); abaixo das criptas de Lieberkühn estão a camada 
submucosa (SML); camada de músculo circular (CML); camada muscular longitudinal (LML). Entre as 
camadas musculares estão os gânglios de tamanhos variáveis, onde se localizam os corpos dos 
neurônios do plexo mioentérico (setas pontilhadas). Íleo após administração de 5 mg kg-1 de BPA 
apresentava vilosidades com epitélio de formato irregular, lâmina própria "desorganizada" com intenso 
aumento de células epiteliais no ápice (círculo pontilhado); presença de células inflamatórias (círculos 
completos); numerosos eosinófilos (estrelas); presença de hemácias fora dos vasos (ponta de seta) 
com camada muscular mais fina. Barras de escala: A, E, I = 125 µm; B, F, J = 50 µm; C, D, G, H, K, L 
= 25 μm. 

 

A análise comparativa da morfometria da altura das vilosidades do íleo não 

revelou diferenças significativas (P > 0,05) entre os grupos controle (428,2 ± 39,7), 

OM (395,4 ± 78,9) e BPA (385,3 ± 19,1) (Figura 3). No entanto, uma diferença 

significativa (P < 0,001) foi observada entre as regiões do ápice e da base das 

vilosidades do íleo do grupo BPA. O ápice das vilosidades do grupo BPA (335,7 ± 

49,8) apresentou aumento significativo de 66,7% e 63,8% quando comparado aos 

grupos controle (111,7 ± 14,1) e OM (121,4 ± 14,6), respectivamente (Figura 4A). O 

grupo BPA (393,8 ± 14,6) apresentou aumento significativo de 71,1% e 69,6% quando 

comparado ao controle (113,8 ± 19,1) e OM (127,6 ± 14,5), respectivamente (Figura 

4B). Em relação ao músculo íleo, a camada muscular circular BPA (131,6 ± 21,9) 

apresentou uma diminuição significativa (P < 0,05) de 66,6% e 80,2% quando 

comparada aos grupos controle (219,3 ± 17,7) e OM (237,1 ± 46,0), respectivamente 

(Figura 5A). O grupo BPA (87,6 ± 14,7) teve uma diminuição significativa (P < 0,05) 

de 50% quando comparado ao grupo controle (131,9 ± 24,9) e quando comparado ao 

grupo OM (120,4 ± 20,8) não apresentou diferença significativa P > 0,05) (Figura 5B). 

 

Figura 3 - Histograma da altura das vilosidades em ratos dos grupos controle, OM e BPA. 
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Os dados são de n=5 e são expressos em média ± erro padrão. OM: óleo de milho; BPA: Bisfenol A. P 
> 0,05. 
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Figura 4 - Histograma da largura do ápice e da base das vilosidades do íleo em ratos dos grupos 

controle, OM e BPA. 
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Ápice (A) e base (B). Os dados são de n=5 e são expressos em média ± erro padrão. OM: óleo de 
milho; BPA: Bisfenol A. (* versus grupo controle; ** versus grupo OM) P <0,05. 

 

 

 

Figura 5 - Histograma da espessura da camada muscular circular e da camada muscular longitudinal 
do íleo em ratos dos grupos controle, OM e BPA. 
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Camada muscular circular (A) e camada muscular longitudinal (B). Os dados são de n=5 e são 
expressos em média ± erro padrão. OM: óleo de milho; BPA: Bisfenol A. (* versus grupo controle; ** 
versus grupo OM) P < 0,05. 

 

5.2 Análise de NADH-diaforase 

Em geral, em todos os grupos, os gânglios foram observados como estruturas 

alongadas e paralelas, de tamanhos e formas diferentes com quantidades variadas de 

neurônios, não sendo possível diferenciar os grupos quanto a isso. Em maior aumento 

(1000x), foram observados neurônios com diferentes formas, tamanhos e 

intensidades de coloração. Os núcleos dos neurônios do grupo BPA parecem maiores 

quando comparados aos grupos controle e OM (Figura 6). Na avaliação da densidade 
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de neurônios positivos para NADH, os grupos OM e BPA apresentaram um aumento 

significativo (P < 0,001) de 24,9% e 34% quando comparados ao grupo controle. O 

grupo BPA apresentou aumento de 12% quando comparado ao grupo CO, mas esse 

aumento não foi estatisticamente significativo (P > 0,05) (Figura 7). 

 

Figura 6 - Neurônios mioentéricos do íleo marcados para atividade de nicotinamida adenina 
dinucleotídeo-diaforase nos grupos controle, OM e BPA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupo controle (A-D), grupo OM (E-H) e grupo BPA (I-L). A seta mostra as diferentes conformações do 
plexo mioentérico. O círculo pontilhado mostra as diferenças de densidade em cada grupo. As setas 
pontilhadas mostram neurônios fortemente marcados. As cabeças dos neurônios de seta são 
fracamente marcadas Barras de escala: A, E, I = 125 µm; B, F, J = 50 µm; C, G, K = 25 µm, D, H, L = 
10 µm. 
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Figura 7 - Histograma da densidade neuronal no plexo mioentérico do íleo dos grupos controle, OM e 
BPA. 
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Neurônios por campo: marcação positiva para atividade de nicotinamida adenina dinucleotídeo-

diaforase. Os dados são de n=5 e são expressos em média ± erro padrão. OM: óleo de milho; BPA: 

Bisfenol A. (* versus grupo controle) P < 0,05. 

 

5.3 Análise de Motilidade Gastrintestinal 

Nos animais do grupo BPA houve diminuição significativa (47,1% e 43,5%) na 

progressão do azul de metileno ao longo do intestino delgado in vivo quando 

comparados aos grupos controle e OM. Não foram observadas diferenças 

significativas na motilidade gastrointestinal ao comparar o OM e o grupo controle 

(Figura 8). 

 

Figura 8 - Progressão do corante azul de metileno ao longo do trato gastrintestinal no íleo de rato em 
animais de controle, OM e BPA. 
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Progressão em cm.  Os dados são de n=5 e são expressos em média ± erro padrão. OM: óleo de milho; 
BPA: Bisfenol A. (* versus grupo controle; ** versus grupo OM) P < 0,05. 
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06 DISCUSSÃO 

Roedores são comumente utilizados como modelos de pesquisa 

experimentais e têm fornecido uma ampla base de conhecimento em relação à sua 

fisiologia e patogênese (LAPCHIK, et al., 2010; SIROIS, 2007). O presente estudo 

utilizou o rato Wistar, porque este apresenta facilidade de trabalho, adequabilidade ao 

protocolo e disponibilidade. A constituição anatômica visceral do rato é similar à do 

homem, apresenta porte pequeno, de fácil manuseio cirúrgico, além do baixo custo.  

Controvérsias sobre a segurança dos plásticos na indústria alimentícia vêm 

sendo debatidas. Plastificantes e aditivos plásticos, amplamente utilizados para 

conferir flexibilidade, resistência e facilidade de manuseio às embalagens plásticas, 

migram do envoltório plástico para os alimentos ou bebidas (GUERREIRO et al., 

2018). Devido à falta de ligações não covalentes entre plastificantes e as embalagens 

plásticas, pode haver significativa lixiviação e volatilização, levando a contaminação 

ambiental e alimentar (LE et al., 2008). Por esta razão principal, o interesse aumentou 

na investigação dos efeitos induzidos em organismos pela presença de xenobióticos, 

incluindo compostos relacionados à dieta (SERRANO et al., 2014). 

A dose escolhida que foi presumida segura por muitos anos, baseado em 

estudos toxicológicos realizados para avaliação de risco (NOAEL - Nível Sem Efeitos 

Adversos Observáveis) foi de 5 mg/kg/dia. (TYL et al. 2002). Essa dose também foi 

utilizada em trabalhos no metabolismo lipídico (CARNEVALI et al., 2017), no sistema 

nervoso central (Jardim NS et al, 2017) e no estresse oxidativo hepático (Müller SG et 

al, 2018). Em janeiro de 2015, a EFSA reduziu a dose segura a um TDI de 4 µg/kg/dia 

enquanto se aguarda dados de um estudo de longo prazo em ratos (EFSA, 2015).  A 

aplicação via oral foi definida pois é a principal via de exposição ao BPA em humanos 

(NIEHS, 2010).  

O presente estudo demonstrou que o BPA não teve efeito nos pesos corporais 

inicial e final, contudo, o peso ganho expressou declínio significativo no grupo tratado 

com BPA. Estes resultados podem ser atribuídos ao efeito tóxico do BPA que poderia 

influenciar nas vias homeostáticas corporais, como por exemplo mecanismos neurais 

que controlam o apetite (SCHWITZGEBEL et al, 2009). Além disso, BPA pode alterar 

as enzimas antioxidantes em diferentes sistemas corporais (HASSANI et al., 2017). 

Os resultados do presente trabalho estão de acordo com os dados obtidos por Abdel-

Rahman et al. (2018), Bushra Munir et al. (2017) e Christiansen et al. (2014), onde 

obtiveram uma redução significativa no peso ganho em ratos tratados com BPA. 
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Porém, esses dados divergem aos achados de Rubin; Soto (2009) onde ratos machos 

e fêmeas expostos ao BPA mostraram um aumento no peso corporal; no entanto, o 

aumento foi mais persistente nas fêmeas do que nos machos. Estes sugerem que a 

exposição precoce ao BPA pode influenciar vários mecanismos importantes para a 

regulação do peso corporal, incluindo a deposição de adipócitos, absorção de glicose 

e homeostase. Abdel-Rahman et al. (2018) sugerem que variação nos resultados do 

peso pode ser devido à composição da dieta, período e via de exposição, doses e 

estirpe animal. 

A análise histológica revelou que o Bisfenol não afetou a altura das 

vilosidades, porém, estas eram mais espessadas com uma grande concentração de 

células epiteliais no ápice. Visto essa alteração na morfologia da parede intestinal 

sugere-se que houve uma modificação tanto na capacidade de absorção quanto na 

seletividade desses elementos.  Foi visto por Braniste et al. (2011) que houve uma 

perda na capacidade de absorção das vilosidades em ratos expostos ao BPA. Sugere-

se que para melhorar a capacidade de absorção de nutrientes houve uma grande 

atividade celular das criptas de Lieberkuhn, onde se encontram células-tronco 

multipotentes, para aumentar o volume de células epiteliais e absortivas.  

Russell et al. (2012), mostraram que fatores extrínsecos como dieta e 

xenobióticos podem perturbar a microbiota e, assim, influenciar a suscetibilidade à 

doença. Segundo Aleksunes; Manautou (2007), após a absorção dos xenobióticos 

pelo lúmen intestinal e, posterior distribuição na circulação sistêmica, as enzimas 

metabólicas frequentemente convertem esses xenobióticos em formas menos tóxicas 

e mais solúveis em água, mas, em alguns casos, seu metabolismo gera mais espécies 

tóxicas, tornando o trato gastrointestinal particularmente suscetível a doenças do tipo 

oxidativo. 

As camadas musculares delgadas indicam que o BPA comprometeu a 

musculatura do segmento intestinal estudado, o que poderia induzir mudanças nos 

componentes do plexo mioentérico, podendo levar a uma alteração na motilidade 

intestinal nesses animais. Alves et al. (2014) relataram a redução da espessura da 

camada muscular em animais distróficos de 30/60 dias de idade e, de acordo com 

esses pesquisadores, essa redução poderia levar a distúrbios na resposta contrátil 

intestinal.  

No presente estudo os neurônios do plexo mioentérico foram observados e 

quantificados por meio de preparados de membrana do intestino delgado, uma forma 
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eficiente para estudo da população neuronal, pois permite uma amostragem de 

grande número de gânglios em apenas um único preparado (SAFFREY, 2004). 

Segundo Gabella (1971), o plexo mioentérico apresenta-se com gânglios dispostos 

paralelamente e com um número variável de neurônios que podem exibir coloração 

mais ou menos intensa. Características que foram vistas neste estudo, podendo esta 

intensidade de marcação estar relacionada a uma maior atividade de síntese proteica 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012). Essas observações em muito se assemelham 

àquelas verificadas por Gomes et al, 2006 no intestino delgado de ratos submetidos a 

privação proteica pré e pós-natal e realimentação pós-natal e por Mizuno et al. (2014) 

em camundongos obesos. 

No que diz respeito a densidade dos neurônios do plexo mioentérico reativos 

a NADH-d, nosso trabalho mostrou que o BPA levou a um aumento no número desses 

neurônios, onde parte exibiu uma coloração intensa. Foi descrito que os neurônios 

entéricos podem mudar suas propriedades morfológicas e químicas sob desordens 

funcionais no trato gastrointestinal afim de manter a homeostase (MAKOWSKA et al., 

2017; OPONOWICZ et al., 2018; SZYMANSKA et al., 2018). Com base em nossos 

achados, sugere-se que esse aumento na densidade neuronal representaria uma 

alteração no código químico dos neurônios mioentéricos, onde estes passaram a 

exibir características inibitórias. Foi descrito por Szymanska et al. (2018) que o BPA 

tem uma influência inibitória no íleo de porcos, onde houve um aumento na 

porcentagem de neurônios nitrérgicos, bem como uma diminuição nos neurônios 

colinérgicos. Sarkar et al. (2016) observaram que houve uma redução na motilidade 

duodenal de ratos, corroborando com nossos achados. 

Para concluir, este estudo mostrou que ratos expostos ao BPA durante as 

fases iniciais pós-desmame apresentaram distúrbios da homeostase intestinal 

causando uma perda na capacidade de absorção de nutrientes e processo 

inflamatório agudo. Em associação, esses distúrbios influenciaram na diminuição do 

trânsito gastrintestinal, medido pela progressão do azul de metileno nos animais vivos, 

resultando em uma alteração no peristaltismo, o que leva a sugerir alterações no 

código químico dos neurônios entéricos (neuroplasticidade). No presente estudo, a 

técnica do NADH foi limitante, não sendo possível determinar as diferentes classes 

neuronais, para isso se faz necessário um estudo mais aprofundado. Estes dados 

abrem novos campos de estudos para testar se os distúrbios precoces no sistema 
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digestório, neural, imune e na microbiota intestinal estão relacionados à exposição ao 

BPA. 
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