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RESUMO

O Bisfenol A (BPA) faz parte de uma familia de produtos quimicos usados na
fabricacdo de materiais plasticos, como garrafas de agua, garrafas e embalagens
reutilizaveis. Varios estudos tém demonstrado que o BPA apresenta efeitos toxicos
guando ingerido, causando exposicdo direta do trato gastrointestinal de humanos e
animais a essa substancia. Assim, o objetivo deste trabalho é analisar os efeitos da
administracéo de BPA no sistema nervoso entérico de ratos Wistar jovens. Os animais
foram divididos em trés grupos: controle, éleo de milho (OM) e Bisfenol A (BPA). Do
15° ao 30° periodo pés-natal, os filhotes de BPA receberam doses diarias de BPA (5
mg kg-1), enquanto os filhotes do grupo OM receberam apenas doses de 0,3 ml de
6leo de milho e o grupo controle ndo recebeu nenhuma. substancia. No 31° periodo
pos-natal, os animais dos trés grupos estudados foram eutanasiados. A regido do ileo
foi coletada e submetida a técnica de histoquimica NADH-d para deteccdo de
neurdnios do plexo mioentérico e processamento histoldgico para avaliagdo da parede
e mucosa intestinal. Além disso, o transito gastrointestinal foi avaliado pela progressao
do azul de metileno. No grupo BPA, houve aumento do nimero de neurbnios entéricos
e alteracdes na mucosa. Observou-se a espessura das camadas musculares, bem
como diminuicdo da progressao do azul de metileno. O BPA tem efeito toxico na
parede e mucosa intestinal, bem como nos neurénios do plexo mioentérico, indicando
alteracdes na motilidade intestinal.

Palavras-chave: Bisfenol A, Sistema Nervoso Entérico, Trato Gastrointestinal,
Mucosa Intestinal, Xenoestrogénio.
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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™), 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 INTRODUCAO

O Bisfenol A (BPA) € um xenoestrogénio sintético, que passou a ser utilizado
na producao de plasticos em geral, principalmente, de policarbonatos e resinas epoxi.
Dessa maneira, encontrou-se um composto transparente, leve, forte e ao mesmo
tempo duradouro, o que deu maior resisténcia aos produtos (KAZEMI et al., 2016);
BESERRA et al., 2012). O BPA é amplamente utilizado em uma gama de produtos,
incluindo mamadeiras, tubulacbes de agua, recipientes de armazenamento de
alimentos, garrafas, brinquedos e equipamentos médicos e eletrdnicos
(BENACHOUR; ARIS, 2009; MICHALOWICZ, 2014).

Os seres humanos séo cronicamente expostos a doses baixas de polimeros
a base de BPA (CAMARCA et al., 2016). A principal via de exposicdo € a alimentar,
quando o BPA acaba por entrar no organismo através da ingestdo de alimentos
armazenados ou embalados com resinas epOxi ou policarbonato, onde € absorvido e
distribuido ao corpo através da corrente sanguinea (NIEHS, 2010; VANDEBERG et
al., 2009). Considerando os potenciais riscos para a saude, alguns paises limitaram a
aplicacdo do BPA na industria (USMAN; AHMAD, 2016) e proibiram seu uso em
produtos destinados a alimentacdo de recém-nascidos (FDA, 2012).

O intestino permite a absorcao de nutrientes e 4gua, sendo um dos primeiros
orgaos de contato com o alimento ingerido, sendo também responséavel pela protecdo
contra agentes e fatores indesejaveis. Evidéncias apontam para uma possivel
influéncia de estrogénios, como o BPA, na manutencdo da estrutura do epitélio
intestinal, direcionando a uma diferenciacéo e proliferacédo celular pela expresséo de
receptores de estrogénio a e  (BRANISTE, 2011; BRANISTE, 2009). Isso pode
impactar diretamente o sistema nervoso entérico, pois é o principal responsavel pela
regulacédo da motilidade intestinal, com a atividade da camada mucosa, incluindo a
secrecdo de enzimas e hormoénios e/ou a absor¢cdo de nutrientes (FURNESS et al,
2014).

O SNE estéa presente em todo trato digestorio tubular e é formado por redes
interconectadas ou plexos de neurdnios, seus axonios e células gliais entéricas. Este
sistema é dividido em plexo submucoso, responsavel pela inervacdo da mucosa e pela
regulacdo da secrecdo, absorcdo e do fluxo sanguineo e o plexo mioentérico,
responsavel pelo controle da motilidade intestinal (FURNESS, 2012).
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Métodos histoquimicos sdo amplamente utilizados para analise bioquimica e
morfologica do sistema nervoso. A técnica do NADH-diaforase marca o corpo celular
de todos os grupos de neurdnios através de uma reacdo de oxirredugdo catalisada
pela enzima mitocondrial nicotinamida adenina dinucleotideo-diaforase formando
granulos de formanzana de cor azul e insolliveis 0 que permite uma avaliacao
guantitativa dos neurbnios dos plexos entéricos (CASTELUCCI et al.,, 2002;
GABELLA, 1971; GOMES et al., 2006; GREGGIO et al., 2010).

Atualmente, sdo escassas pesquisas relacionadas aos efeitos do BPA no
intestino de individuos 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 etaria e determinar se possuem caracteristicas em

potencial, visto que uma das vias importantes de contaminacao por BPA € a alimentar.



Aradjo, JVS 19

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Analisar os efeitos da exposicdo ao Bisfenol A sobre o ileo de ratos Wistar
jovens.

2.2 Objetivos especificos

Apébs a administragdo do BPA em ratos jovens:

a) avaliar se ha alteracbes na densidade dos neurénios;

b) analisar a morfologia do intestino;

c) avaliar alteracbes na organizacdo celular da mucosa intestinal e das
camadas musculares, por meio de técnicas histoquimicas;

d) analisar alteracdes na velocidade do transito gastrintestinal.



Aradjo, JVS 20

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Bisfenol A

O Bisfenol a (BPA) € um mondmero do plastico policarbonato de nome
quimico 2,2-bis (4-hidroxifenil) propano. Suas propriedades fisico-quimicas
correspondem a um peso molecular equivalente a 228,29 g/mol, temperatura de
fusdo: 155 — 157 °C e ponto de ebulicdo de 220 °C a 5 hPa5, em temperatura ambiente
€ uma substancia sélida, branca, cristalina, geralmente sob a forma de flocos ou pé
com odor fendlico (MICHALOWISCZ, 2014). Ele é pertencente ao grupo dos
difenilalcanos, composto por dois anéis fenodlicos unidos por uma cadeia carbonada,
através de uma ponte de metil, com dois grupos funcionais de metil ligados a ponte e
presenca 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
plasticos em diversas utilidades como na preparacao de policarbonatos; producéo de
mamadeiras e chupetas; brinquedos; utensilios domésticos; embalagens retornaveis
de agua; cervejas e refrigerantes; frascos para alimentos infantis ou ainda na area
farmacéutica, em resinas de implantes médicos e dentarios como obturacdes
dentarias e selantes, eletrodomésticos e lentes de 6culos (BESERRA et al., 2012;
MANNIKAN et al., 2013; MICHALOWICZ, 2014). Pode ser encontrado também em
discos compactos e equipamentos de seguranca resistentes a impacto, revestimento
automobilisticos, entre outros (NIEHS, 2010).

A exposicao ao BPA pode ocorrer pela via ocupacional, ambiental e alimentar
(MICHALOWICZ, 2014). A via ocupacional esta restrita especificamente a
trabalhadores de industrias que mexem diretamente com a sintese de BPA e
fabricacéo de seus subprodutos. A via ambiental resulta da contaminacao atmosférica,
aguatica e dos solos, tendo a industria e processo de reciclagem de papel térmico
como causadores (MICHALOWICZ, 2014; BERNARDO et al., 2015). O transporte do
BPA em ambiente aquatico contaminado caracteriza a maior rota de distribuicdo do
mondmero para os demais compartimentos do meio ambiente e sua velocidade de
degradacdo biolégica apresenta um tempo variado, onde o tempo de meia-vida no
solo varia entre 1 a 180 dias, ja na agua de 2,5 a 4 dias (GHISELLI; JARDIM, 2007).

Com relacdo a exposicao por via alimentar, esta acontece quando o BPA
acaba por entrar no organismo apos ingestdo de alimentos armazenados ou

embalados com resinas epoxi ou policarbonato (NIEHS, 2010). Essa contaminacao
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ou lixiviagdo ocorre quando os produtos sdo submetidos a alteracdes de temperaturas
induzindo uma despolimerizagéo, ou entéo, polimerizacdo incompleta dos produtos a
base de BPA durante a fabricagdo, causando a liberacdo do composto e de seus
derivados para o meio, podendo ser detectados em alimentos enlatados, liquidos
engarrafados e no ar que respiramos (COOPER; KENDIG; BELCHER, 2011).

Segundo a organizacdo mundial de saude (WHO, 2010) a exposicéo diaria ao
BPA em criancas com idade de 0 a 6 meses amamentadas exclusivamente por
lactante foi de 0,3 pg/kg de peso corporal, jA em criangas ha mesma faixa etaria de
idade, alimentados com férmula liquida em mamadeiras de policarbonato foi de 2,4
pg/kg por dia em média, sendo um motivo de preocupacao, especialmente para os
pais, porque alguns estudos com animais de laboratério relataram efeitos no
desenvolvimento de fetos e recém-nascidos expostos a baixas doses de BPA (NHIES,
2010; GEENS et al., 2012).

Em relacdo aos grupos de risco de exposicdo ao BPA alimentar focando
principalmente em recém-nascidos e criancas devido a condi¢cdo de massa corporal,
redefiniu-se que os parametros toleraveis para limite de BPA no organismo (T.D.l. —
Ingestdo Diaria Toleravel) em 0,05 mg / Kg de massa corporal (GATTI, 2009). A
agéncia de Vigilancia Sanitaria, por sua vez, preconiza um limite de exposicdo maxima
(LME) de 0,6 mg/kg (ANVISA, 2011).

Devido a falta de precisdo sobre possiveis efeitos toxicos, alguns paises,
inclusive o Brasil, optaram por proibir a importacdo e fabricacdo de mamadeiras que
contenham BPA, considerando a maior exposi¢do e susceptibilidade dos individuos
usuarios deste produto. Esta proibicdo esta vigente desde janeiro de 2012 e foi feita
por meio da Resolugcdo RDC n° 41/2011. Assim, mamadeiras em policarbonato nao
podem ser comercializadas no Brasil (ANVISA, 2011).

O metabolismo e distribuicdo do BPA difere significativamente entre humanos
e roedores. Em primatas humanos e ndo humanos, ocorre quando uma dose Unica
(baixa ou elevada) de BPA é extensamente absorvida a partir do trato gastrintestinal
apos administracdo oral e o composto sofre metabolizacdo de primeira passagem
completa no figado e parede intestinal, sendo conjugado com acido glucurénico o
transformando em glucuronideo de BPA (BPA-glucoronideo) ou reagindo com sulfato
para formar o BPA-sulfato, como principais metabdlitos. Este glucuronideo €, em

seguida, transportado para o sangue e levado até os rins, para ser excretado na urina
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de uma forma rapida, 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 0 mesmo processo de biotransformacédo, porém nesta
espécie o BPA sofre recirculacao entero-hepatica. Uma vez excretado do figado pela
bile no trato gastrintestinal como conjugados do BPA, estes conjugados sao
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 xenoestrogénio sintético (SOHRAB
et al., 2016), caracterizado como um disruptor endécrino, por interferir com sintese,
secrec¢dao, transporte, ligacdo acdo ou eliminacdo de horménios naturais no proprio
organismo (VANDEMBERG et al., 2009; BETANCOURT et al.,, 2012; COOPER,;
KENDIG; BELCHER, 2011; THARP et al., 2012). Baixas doses de BPA podem levar
a distirbios enddcrinos e patologias como doencas reprodutivas e obesidade
(MANNIKKAM et al., 2013), diabetes (ALONSO-MAGDALENA et al., 2011) e
hipertenséo arterial (BAE et al., 2012; SHANKAR et al., 2012), bem como doencas
cardiovasculares e propenséo a infarto (LIND; LIND, 2011), além de possiveis 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 hormonio
da tireoide, agindo como um antagonista, impedindo a ligacao da triiodotironina (T3),
sendo propenso ao desenvolvimento de hipertireoidismo.

Ha evidéncias substanciais que indicam que a exposi¢cdo ao BPA desde os
primeiros anos de vida, abaixo da dose de referéncia oral, pode levar ao aumento da
susceptibilidade ao cancer de mama e de prostata (SEACHRIST et al., 2016). O efeito
carcinogénico do BPA ainda ndo esta bem elucidado e ainda é alvo de muitas
pesquisas. Um modelo experimental utilizando primatas ndo humanos constatou
sensibilidade da glandula mamaria a exposicdo ao BPA, apresentando aumento do
sistema ductal da glandula (THARP et al., 2012). Em outros estudos usando ratos,
bem como o realizado por Cao et al. (2013), observou que a exposicdo ao BPA
durante a gestacao e lactagdo poderia induzir & neoplasia mamaria na sua prole

O BPA é detectado em praticamente todos os tecidos humanos (figado,
medula 0ssea, testiculos, urina, sangue, saliva, sémen, placenta, corddao umbilical,
feto, liquido amnidtico e leite) (MAFFINI et al., 2006) e esta altamente disseminado no
meio ambiente (KANG; KATAYAMA; KONDO, 2006).
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3.2 Sistema Digestoério e Sistema Nervoso Entérico

O aparelho digestério compreende todos os 0Orgdos responsaveis pela
apreensdo, digestdo quimica, absorcdo de alimentos e agua e eliminacdo da parte
nao absorvida. Sendo formado pela boca, faringe, eséfago, estbmago e intestinos
delgado e grosso, e suas glandulas anexas (glandulas salivares, pancreas e figado)
(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 ileo, sendo
sustentados pelo grande mesentério, ja o intestino grosso compde-se de ceco, colon
(ascendente, transverso, descendente e sigmoide) e reto. (DYCE; SACK; WENSING,
2004).

A funcdo do intestino delgado esta relacionada a digestdo e absor¢cdo de
nutrientes necessarios para a manutencao, o crescimento e as demais necessidades
energéticas do organismo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012). Os componentes do
intestino apresentam certas caracteristicas estruturais em comum, dessa forma, trata-
se de um tubo oco composto por um limen, que apresenta varia¢cdo no seu diametro,
circundado por uma parede formada por 4 camadas: mucosa, submucosa, muscular
e serosa (GENESER, 2000).

A camada mucosa possui um revestimento epitelial simples cilindrico, uma
lamina propria de tecido conjuntivo frouxo e uma muscular da mucosa. A camada
submucosa é composta por tecido conjuntivo denso fibroelastico e um plexo nervoso
submucoso, também denominado plexo de Meissner. As duas primeiras camadas séo
ricas em vasos sanguineos e linfaticos 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 contracdes
de segmentacéao e peristalse (GARTNER; HIATT, 2007).

A serosa € formada por uma camada delgada de tecido conjuntivo frouxo,
revestida por um epitélio pavimentoso simples. Na cavidade abdominal, a serosa que
reveste os 6rgdos é denominada peritdnio visceral e estd em continuidade com o
mesentério (GARTNER; HIATT, 2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012).

O trato gastrintestinal difere de todos os outros orgaos periféricos porque

possui um extenso sistema nervoso intrinseco, denominado SNE que controla as
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funcdes viscerais mesmo quando estd completamente separado do SNC (BAYLISS;
STARLING, 1899).

O SNE esta presente em todo trato gastrintestinal tubular e é composto por
pequenos agregados de células nervosas, ganglios entéricos, conexdes neurais entre
esses ganglios e fibras nervosas que suprem os tecidos efetores, incluindo o masculo
da parede intestinal, o epitélio, os vasos sanguineos intrinsecos e as células
enteroenddcrinas (FURNESS, 2006, 2012). O numero total de neurdnios entéricos em
humanos chega de 400 a 600 milhdes, que é maior do que o numero total de neurdnios
de todos os ganglios simpaticos e parassimpaticos e aproximadamente igual ao
namero de neurdnios da medula espinal (FURNESS, 2006).

O plexo mioentérico esté localizado entre as camadas musculares longitudinal
e circular e é responsavel pelo controle primario da contragdo e relaxamento da
musculatura lisa gastrintestinal (KUNZE; FURNESS, 1999). O plexo submucoso
recebe esse nome devido a sua localizagdo na camada submucosa e é responsavel
pelo controle da absor¢éo e secrecao do epitélio, do fluxo sanguineo local e apresenta
uma funcdo neuroimune (COOKE, 1998) (Figura 1). As células gliais também estéo
presentes no SNE e contribuem na manutencéo da integridade da barreira epitelial
entre o limen intestinal e as células presentes no interior da parede das visceras
(MENDES et al., 2015; TOUMI et al., 2006; SAVIDGE et al., 2007).

Figura 1 - Representacdo esquematica do SNE do intestino delgado.
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FONTE: Adaptado de Furness, 2012.

A importancia do SNE € destacada pela variedade de neuropatias entéricas

gue sao causadas apos a falha de uma ou mais fungdes. Essas neuropatias tém sido
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agrupadas como neuropatias congénitas e de desenvolvimento; neuropatias
adquiridas e esporadicas; neuropatias associadas com outras doencas; e neuropatias
latrogénicas ou induzidas por drogas (FURNESS, 2012).

Geralmente os plexos entéricos seguem um padrdo ao longo do trato
gastrintestinal, porém, a densidade, o tamanho dos neurénios e o formato dos ganglios
podem variar em animais com idades diferentes (MATINI et al., 1997; MCKEOWN et
al., 2001; QU et al., 2008), ou quando submetidos a condi¢cdes experimentais como a
desnutricdo (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 neurbnios entéricos tém sido classificados por sua morfologia,
propriedades fisioldgicas, marcac¢des imunohistoquimicas e histoquimicas, estruturas
gue inervam, transmissores que utilizam e as conexdes que recebem (FURNESS,
2006). Esses podem ser agrupados em neurbnios motores, interneurénios e neurénios
aferentes intrinsecos primarios (IPANs), também chamados de neurbnios sensoriais
(FURNESS, 2006).

Os neurdnios motores do plexo mioentérico sao divididos em neurdnios
inibitorios e excitatérios das camadas musculares longitudinal e circular, responsaveis
pelo controle da motilidade intestinal. J& os neurdnios motores do plexo submucoso,
também chamados de neurdnios secretomotores e vasodilatadores tém como funcéo
a regulacao da secrecéo, absorcéao e do fluxo sanguineo (FURNESS, 2000, 2006).

Os interneurbnios entéricos sdo 0s neurdnios conectores e apresentam
projecdes na direcéo oral e na direcdo anal. Estdo envolvidos principalmente com os
reflexos propulsivos do intestino (FURNESS, 2000, 2006; POMPOLO; FURNESS,
1998). Os neurdnios sensoriais sdo aqueles responsaveis por captar os estimulos que
ocorrem na parede das visceras, como por exemplo o pH intestinal, a osmolalidade,
uma distenséo da parede do 6rgéo, entre outros (HAMMER; MCPHEE, 2014).

As camadas musculares do trato gastrintestinal apresentam como principais
funcdes uma propulsado direta, a mistura dos conteudos, capacidade de reservatorio
(notavelmente no estbmago) e a eliminagdo de patdgenos e substancias quimicas
nocivas. O grau de importancia do SNE para o controle coordenado da musculatura
varia com a regiao do trato gastrintestinal e com a circunstancia fisiolégica. O SNE
domina o controle da motilidade dos intestinos delgado e grosso, com excecao da
defecacgdo, que é responsabilidade do SNC (FURNESS, 2006, 2012).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Aspectos Eticos

O delineamento da pesquisa é do tipo experimental. Todos os procedimentos
descritos relacionados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui, registrado sob n° 291/17. Os
procedimentos realizados neste estudo estdo em conformidade com as diretrizes
éticas para experimentacao animal preconizadas com os preceitos da LEI n°® 11.794,
de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA).

4.2 Animais e Design Experimental.

Seis ratas Wistar gravidas (Rattus novergicus albinus) e trinta e nove filhotes
foram mantidos em condicfes padréao a 23 ° C, com ciclo claro-escuro de 12 horas, e
todos os grupos receberam dieta e agua ad libitum. As fémeas foram divididas
aleatoriamente em trés grupos: grupo controle, grupo 6leo de milho (OM) e grupo
experimental (BPA). Os filhotes foram separados das matrizes no 14° dia (desmame).
A partir do 15° dia, os filhotes de BPA (n=13) receberam doses diarias da substancia
(BPA - 5 mg kg-1 - Chem Service Inc.®, West Chester, PA) diluida em 0,3 ml de 6leo
de milho administrado por gavagem oral. Nos filhotes do grupo OM (n=13), apenas
0,3 ml de 6leo de milho foi administrado por gavagem oral e os filhotes do grupo
controle (n=13) ndo receberam nenhuma substancia. No 31° dia, esses animais foram
eutanasiados com overdose da associagdo anestésica de xilazina (10 mg kg-1) e
cetamina (80 mg kg-1) administrada por via intramuscular profunda. Em seguida, os
ratos foram submetidos a laparotomia mediana com exposi¢cao das al¢as intestinais,
na qual foram coletados os segmentos do ileo distal dos grupos estudados (controle,
OM e BPA).

4.3 Peso dos Animais
Os ratos foram pesados no inicio 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 (1.B.wt) do peso corporal final (F.B.wt).
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4.4 Técnica de NADH-diaforase

Apoés a anestesia e laparotomia mediana, o ileo distal dos animais (n=5 para
cada grupo) foi coletado e lavado em solucdo de Krebs. Cada segmento do ileo foi
ligado com um fio de algodédo na extremidade proximal e delicadamente distendido
com solucédo de Krebs introduzido com uma seringa pela extremidade distal. Quando
o0 intestino ficou suficientemente distendido, a seringa foi retirada e as ligaduras foram
simultaneamente apertadas. Para realizar a marcagdo de neuronios foi utilizada a
técnica de histoquimica da NADH-diaforase (CASTELUCCI et al., 2002, GOMES et
al., 2006). Seguindo a incubacéo em solucéo de Krebs a temperatura ambiente de 15-
30 min, o intestino delgado foi transferido para um agente permeabilizante (Triton-X
100 0,3% em solugéo de Krebs) por 5 min e entdo submetido a 3 lavagens de 10 min
cada em solugdo de Krebs. As amostras foram incubadas por 4 h a temperatura
ambiente em 20 mL em um meio de incubac&o contendo 0,5 mg/mL de nitroazul de
tetrazolio (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO) em agua destilada, 0,1 mol/L tampé&o
fosfato de sddio, pH 7,3, agua destilada e 0,5 mg/mL da forma reduzida de 3-NADH
(Sigma, Estados Unidos). A reacao foi interrompida pela imersdo em uma solugéo de
10% de formalina tamponada, onde as amostras foram fixadas por no minimo 24 h a
temperatura ambiente. Para a realizacdo dos preparados de membrana, o ileo foi
seccionado, as camadas mucosa e submucosa foram removidas com auxilio de
instrumental cirdrgico sob microscépio estereoscopio; a seguir, 0os preparados totais
de membrana foram montados com glicerina tamponada entre lamina e laminula. A
analise qualitativa e o numero de neurbnios mioentéricos foram analisados,

mensurados e fotografados em fotomicroscépio binocular.

4.4.1 Densidade Neuronal

Quantificagdo neuronal. Os neurbénios mioentéricos foram identificados pela
presenca de intenso produto da reacédo formazan preenchendo o pericario, bem como
por nucleos grandes, redondos e nao corados. O nimero de neurdnios foi medido
examinando todas as preparacfes de montagem sob um microscopio optico de luz
com uma ampliagdo de 1000 x. Todos os neurdnios bem delimitados em cada
fragmento foram contados. Para a quantificacdo foram feitas contagens em 40

campos microscopicos alternados para cada animal.
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4.5 Analises Histolodgicas

Os tecidos colhidos (n=5) foram lavados em PBS, abertos na borda
mesentérica, colocados em jangadas de madeira e fixados em paraformaldeido 15%
por no minimo 36 h. Os tecidos foram tratados em concentragdes crescentes de alcool
(Synth, Brasil) e, a seguir, depurados em xilol (Anidrol, Brasil) e realizada a inclusao
em parafina histolégica (Easy Path, Brasil). Os tecidos foram cortados
longitudinalmente (5 pm) em micrétomo (Leica® RM 2235) e corados por Hematoxilina
(Qeel, Brasil) e Eosina (Dinamica, Brasil) (HE). Os cortes histolégicos foram montados
em balsamo do Canada (Synth, Brasil). As imagens foram adquiridas em microscopio
optico de luz LEICA® DM2000.

4.5.1 Analises Quantitativas

A altura das vilosidades e a largura do apice e da base das vilosidades foram
medidas. Dez vilosidades foram analisadas em campos aleatdrios (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 aleatérios (aumento de 400X) foram analisados em cada um dos
grupos estudados. Essas andlises foram realizadas com o software Leica® application

suite versao 4.

4.7 Avaliacédo da Motilidade Gastrintestinal

A avaliagdo da motilidade gastrointestinal foi realizada in vivo, por gavagem
oral, através da administragdo de azul de metileno 2,5% (Dinamica Brasil). A
progressdo do corante no trato gastrointestinal (%) foi avaliada apos 30 min nos
grupos controle, OM e BPA (n=5).

4.8 Analise estatistica

Médias + SE foram calculadas e comparadas por analise de uma via de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey para comparacbes multiplas. Os testes
estatisticos 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 caracteristico para roedores em
todos os grupos analisados, independente da aplicacdo da solugcdo. Porém, os
animais submetidos a exposicdo ao BPA apresentaram um padréo diferente, relevante
para a pesquisa. Durante a aplicacdo, os animais dos grupos controle e OM, mesmo
no manejo, apresentaram um padrdo de evacuacao rapido, tipico desses animais,
com fezes Umidas e claras.

No grupo BPA, a evacuagéo foi sensivelmente reduzida, onde durante os dias
de aplicacao foi menor, e as fezes apresentaram aspecto mais seco. Frequentemente,
as fezes foram aderidas ao corpo do animal no momento da aplicacdo do BPA. Maior
qguantidade de fezes foi observada nos grupos controle e OM em relagcédo aos animais
do grupo BPA.

Ao analisar os pesos inicial e final, ndo foi observada diferenca 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

Parametro Controle OM BPA

. B. wt (g) 20.0+1.2 25.8+1.0 27.741.2
F. B. wt(g) 75.345.6 68.5+1.6 72.0+3.8
B. wt. G(g) 51.845.3 42.7+1.7* 42.3+3.4*

Os valores sdo expressos como médias + SE (n=6) em cada grupo. OM: dleo de milho; BPA: Bisfenol
A; |. 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 Anélises Morfologicas

Apbs a laparotomia mediana, as alcas intestinais expostas ndo apresentaram
diferencas macroscopicas entre os grupos controle, OM e BPA. Nos grupos controle
e OM, a integridade da mucosa intestinal foi mantida apresentando vilosidades
revestidas por epitélio cilindrico simples, composto de células absorventes e células
caliciformes. A lamina prépria apresentou uma constituicdo padrdo por tecido
conjuntivo frouxo, presenca de poucos linfocitos, vasos sanguineos e linfaticos e
glandulas tubulares denominadas criptas de Lieberkiihn. A submucosa é composta

por tecido conjuntivo frouxo, ricamente vascularizado, separado da mucosa por uma
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fina camada de musculo liso. A camada muscular é desenvolvida e, como em outros
O6rgaos cavitarios, € composta por uma camada circular interna e outra camada
longitudinal externa de musculo liso, onde o plexo mioentérico esta presente.
Revestindo o 6rgéo, 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 espacamento de vilosidades onde estavam
morfologicamente espessadas, apresentando formato irregular com epitélio cubico
simples (possivel metaplasia) e com grande concentracdo de células no apice. A
lamina propria é "desorganizada”, com presenca de células epiteliais, hemécias fora
dos capilares, o que sugere hemorragia, infiltrado inflamatério agudo com leucdcitos
e células eosinofilicas. Essas células também foram observadas na luz das criptas
intestinais, onde nos demais grupos de animais essas células ndo foram observadas.
Pontos de necrose também foram observados na base e no apice das vilosidades com
extravasamento de granulos 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 ileo 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 sao
semelhantes. Vilosidades altas e integrativas (MC: mucosa) com epitélio cilindrico simples (quadrado
pontilhado) com células caliciformes (seta); abaixo das criptas de Lieberkiihn estdo a camada
submucosa (SML); camada de musculo circular (CML); camada muscular longitudinal (LML). Entre as
camadas musculares estdo os ganglios de tamanhos variaveis, onde se localizam os corpos dos
neurdnios do plexo mioentérico (setas pontilhadas). ileo apés administragdo de 5 mg kg-1 de BPA
apresentava vilosidades com epitélio de formato irregular, lamina prépria "desorganizada" com intenso
aumento de células epiteliais no apice (circulo pontilhado); presenca de células inflamatérias (circulos
completos); numerosos eosindfilos (estrelas); presenca de hemacias fora dos vasos (ponta de seta)
com camada muscular mais fina. Barras de escala: A, E, | = 125 um; B, F, J=50 um; C, D, G, H, K, L
=25 pum.

A analise comparativa da morfometria da altura das vilosidades do ileo nao
revelou diferencas significativas (P > 0,05) entre os grupos controle (428,2 + 39,7),
OM (3954 + 78,9) e BPA (385,3 = 19,1) (Figura 3). No entanto, uma diferenca
significativa (P < 0,001) foi observada entre as regides do apice e da base das
vilosidades do ileo do grupo BPA. O apice 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 relacdo ao musculo ileo, a camada muscular circular BPA (131,6 + 21,9)
apresentou uma diminuicdo 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 diminuicéo 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) nao apresentou diferenca 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 sdo de n=5 e sdo expressos em média * erro padrao. OM: 6leo de milho; BPA: Bisfenol A. P
> 0,05.
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Figura 4 - Histograma da largura do apice e da base das vilosidades do ileo em ratos dos grupos
controle, OM e BPA.
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Apice (A) e base (B). Os dados s&o de n=5 e s&o expressos em média + erro padrdo. OM: 6leo 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 ileo em ratos dos grupos controle, OM e BPA.
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Camada muscular circular (A) e camada muscular longitudinal (B). Os dados sdo de n=5 e séo
expressos em média + erro padrdo. OM: éleo de milho; BPA: Bisfenol A. (* versus grupo controle; **
versus grupo OM) P < 0,05.

5.2 Andlise de NADH-diaforase

Em geral, em todos 0s grupos, os ganglios foram observados como estruturas
alongadas e paralelas, de tamanhos e formas diferentes com quantidades variadas de
neurdnios, ndo sendo possivel diferenciar os grupos quanto a isso. Em maior aumento
(1000x), foram observados neurbnios com diferentes formas, tamanhos e
intensidades de coloracdo. Os nucleos dos neurdnios do grupo BPA parecem maiores
guando comparados aos grupos controle e OM (Figura 6). Na avaliacdo da densidade
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de neurbnios 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 nao foi estatisticamente significativo (P > 0,05) (Figura 7).

Figura 6 - Neurdnios mioentéricos do ileo marcados para atividade de nicotinamida adenina
dinucleotideo-diaforase nos grupos controle, OM e BPA.
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Grupo controle (A-D), grupo OM (E-H) e grupo BPA (I-L). A seta mostra as diferentes conformacées do
plexo mioentérico. O circulo pontilhado mostra as diferencas de densidade em cada grupo. As setas
pontilhadas mostram neurfnios fortemente marcados. As cabecas dos neurbnios de seta séo
fracamente marcadas Barras de escala: A, E, 1 =125um; B, F,J=50um; C, G, K=25um, D, H, L =
10 pm.
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Figura 7 - Histograma da densidade neuronal no plexo mioentérico do ileo dos grupos controle, OM e
BPA.
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Neur6nios por campo: marcac¢do positiva para atividade de nicotinamida adenina dinucleotideo-
diaforase. Os dados sédo de n=5 e sdo expressos em média £ erro padrdo. OM: éleo de milho; BPA:
Bisfenol A. (* versus grupo controle) P < 0,05.

5.3 Analise de Motilidade Gastrintestinal

Nos animais do grupo BPA houve diminuig&o significativa (47,1% e 43,5%) na
progressdo do azul de metileno ao longo do intestino delgado in vivo quando
comparados aos grupos controle e OM. N&o foram observadas diferengas
significativas na motilidade gastrointestinal ao comparar o OM e o grupo controle
(Figura 8).

Figura 8 - Progresséo do corante azul de metileno ao longo do trato gastrintestinal no ileo de rato em
animais de controle, OM e BPA.
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Progressdo em cm. Os dados sao de n=5 e sao expressos em média + erro padrao. OM: 6leo de milho;
BPA: Bisfenol A. (* versus grupo controle; ** versus grupo OM) P < 0,05.
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06 DISCUSSAO

Roedores sdo comumente utilizados como modelos de pesquisa
experimentais e tém fornecido uma ampla base de conhecimento em relacdo a sua
fisiologia e patogénese (LAPCHIK, et al., 2010; SIROIS, 2007). O presente estudo
utilizou o rato Wistar, porgque este apresenta facilidade de trabalho, adequabilidade ao
protocolo e disponibilidade. A constituicdo anatdmica visceral do rato é similar a do
homem, apresenta porte pequeno, de facil manuseio cirargico, além do baixo custo.

Controvérsias sobre a seguranca dos plasticos na industria alimenticia vém
sendo debatidas. Plastificantes e aditivos plasticos, amplamente utilizados para
conferir flexibilidade, resisténcia e facilidade de manuseio as embalagens plasticas,
migram do envoltorio plastico para os alimentos ou bebidas (GUERREIRO et al.,
2018). Devido a falta de ligagbes néo covalentes entre plastificantes e as embalagens
plasticas, pode haver significativa lixiviacdo e volatilizacdo, levando a contaminacgao
ambiental e alimentar (LE et al., 2008). Por esta razao principal, o interesse aumentou
na investigacdo dos efeitos induzidos em organismos pela presenca de xenobibticos,
incluindo compostos relacionados a dieta (SERRANO et al., 2014).

A dose escolhida que foi presumida segura por muitos anos, baseado em
estudos toxicoldgicos realizados para avaliacdo de risco (NOAEL - Nivel Sem Efeitos
Adversos Observaveis) foi de 5 mg/kg/dia. (TYL et al. 2002). Essa dose também foi
utilizada em trabalhos no metabolismo lipidico (CARNEVALI et al., 2017), no sistema
nervoso central (Jardim NS et al, 2017) e no estresse oxidativo hepético (Miller SG et
al, 2018). Em janeiro de 2015, a EFSA reduziu a dose segura a um TDI de 4 pg/kg/dia
enquanto se aguarda dados de um estudo de longo prazo em ratos (EFSA, 2015). A
aplicacao via oral foi definida pois € a principal via de exposi¢cdo ao BPA em humanos
(NIEHS, 2010).

O presente estudo demonstrou que o BPA né&o teve efeito nos pesos corporais
inicial e final, contudo, o peso ganho expressou declinio significativo no grupo tratado
com BPA. Estes resultados podem ser atribuidos ao efeito toxico do BPA que poderia
influenciar nas vias homeostaticas corporais, como por exemplo mecanismos neurais
gue 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 estdo 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 reducdo 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 fémeas expostos ao BPA mostraram um aumento no peso corporal; no entanto, o
aumento foi mais persistente nas fémeas do que nos machos. Estes sugerem que a
exposi¢do precoce ao BPA pode influenciar varios mecanismos importantes para a
regulacéo do peso corporal, incluindo a deposicao de adipdcitos, absorcao de glicose
e homeostase. Abdel-Rahman et al. (2018) sugerem que variacdo nos resultados do
peso pode ser devido a composi¢cdo da dieta, periodo e via de exposicao, doses e
estirpe animal.

A andlise histologica revelou que o Bisfenol ndo afetou a altura das
vilosidades, porém, estas eram mais espessadas com uma grande concentracdo de
células epiteliais no apice. Visto essa alteracdo na morfologia da parede intestinal
sugere-se que houve uma modificacdo tanto na capacidade de absor¢cdo quanto na
seletividade desses elementos. Foi visto por Braniste et al. (2011) que houve uma
perda na capacidade de absorcédo das vilosidades em ratos expostos ao BPA. Sugere-
se que para melhorar a capacidade de absorcdo 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 extrinsecos como dieta e
xenobidticos podem perturbar a microbiota e, assim, influenciar a suscetibilidade a
doenca. Segundo Aleksunes; Manautou (2007), apGs a absorcdo dos xenobio6ticos
pelo limen intestinal e, posterior distribuicdo na circulagcdo sistémica, as enzimas
metabdlicas frequentemente convertem esses xenobidticos em formas menos toxicas
e mais sollveis em agua, mas, em alguns casos, seu metabolismo gera mais espécies
toxicas, tornando o trato gastrointestinal particularmente suscetivel a doencas do tipo
oxidativo.

As camadas musculares delgadas indicam que o BPA comprometeu a
musculatura do segmento intestinal estudado, o que poderia induzir mudancas nos
componentes do plexo mioentérico, podendo levar a uma alteragdo na motilidade
intestinal nesses animais. Alves et al. (2014) relataram a reducdo da espessura da
camada muscular em animais distroficos de 30/60 dias de idade e, de acordo com
esses pesquisadores, essa redugdo poderia levar a distarbios na resposta contratil
intestinal.

No presente estudo os neurbnios do plexo mioentérico foram observados e

guantificados por meio de preparados de membrana do intestino delgado, uma forma
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eficiente para estudo da populacdo neuronal, pois permite uma amostragem de
grande numero de ganglios em apenas um unico preparado (SAFFREY, 2004).
Segundo Gabella (1971), o plexo mioentérico apresenta-se com ganglios dispostos
paralelamente e com um numero variavel de neurénios que podem exibir coloracédo
mais ou menos intensa. Caracteristicas que foram vistas neste estudo, podendo esta
intensidade de marcacao estar relacionada a uma maior atividade de sintese proteica
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012). Essas observacbes em muito se assemelham
aquelas verificadas por Gomes et al, 2006 no intestino delgado de ratos submetidos a
privacao proteica pré e pos-natal e realimentacdo pos-natal e por Mizuno et al. (2014)
em camundongos obesos.

No que diz respeito a densidade dos neurdnios do plexo mioentérico reativos
a NADH-d, nosso trabalho mostrou que o BPA levou a um aumento no nimero desses
neurdnios, onde parte exibiu uma coloracéo intensa. Foi descrito que os neurénios
entéricos podem mudar suas propriedades morfolégicas e quimicas 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 gue esse aumento na densidade neuronal representaria uma
alteracdo no cddigo quimico dos neurdnios mioentéricos, onde estes passaram a
exibir caracteristicas inibitorias. Foi descrito por Szymanska et al. (2018) que o BPA
tem uma influéncia inibitéria no ileo de porcos, onde houve um aumento na
porcentagem de neurdnios nitrérgicos, bem como uma diminuicdo nos neurdnios
colinérgicos. Sarkar et al. (2016) observaram que houve uma reducdo na motilidade
duodenal de ratos, corroborando com nossos achados.

Para concluir, este estudo mostrou que ratos expostos ao BPA durante as
fases iniciais pos-desmame apresentaram disturbios da homeostase intestinal
causando uma perda na capacidade de absorcdo de nutrientes e processo
inflamatoério agudo. Em associacéo, esses disturbios influenciaram na diminuicdo do
transito gastrintestinal, medido pela progressao do azul de metileno nos animais vivos,
resultando em uma alteracdo no peristaltismo, o que leva a sugerir alteracbes no
codigo quimico dos neurbnios entéricos (neuroplasticidade). No presente estudo, a
técnica do NADH foi limitante, ndo sendo possivel determinar as diferentes classes
neuronais, para isso se faz necessario um estudo mais aprofundado. Estes dados

abrem novos campos de estudos para testar se os disturbios precoces no sistema
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digestorio, neural, imune e na microbiota intestinal estdo relacionados a exposicéo ao
BPA.
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ANEXOS

CARTA DE APROVACAO NO COMITE DE
ETICA E EXPERIMETACAO ANIMAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
FRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAC DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Campus Unwersitario Ministro Peirdnio Porlela, Bairro Ininga, Teresina, Plaul, Brasil; CEF- 64048550
Telefone (85) 3215-5734 _e-mail ceeapif@ufpiedw. br

MINISTERIO DA EDUCACAO E

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Efeitos da administrag&o gestacional do bisfenol A
sobre o sistema nervoso entérico de ratos wistar’, registrada n® 29117, sob a
responsabilidade da Profa. Dra. KELLY PALOMEBIT do Departamento de
Morfologia/CCS/UFPI que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de Pesquisa
Cientifica- encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, & com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentaco Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPIY da Universidade Federal do Piaui, em Reuniao na
presente data 26/05/2017.

. Finalidade () Ensino {X} Pesqmsa Clentlﬁca
Vigéncia da Autorizagao | Junho/ 2017 & Agostol 2019 - )
Espécie/Linhagem/raca Rato heterogénicol wistar

| N" de Animais 166 - i
Peso/ ldade | 2009/ Adulto _ S
Sexo - 117 Machos e 49 Fémeas |
Origem | Biotério Central-Universidade Federal do Piaui-Teresina/PL

Teresina, 26 de Maio de 2017.
Lois |-€_.-4_A.-‘--"'1f-ﬂ\-4 o Al A

Peot®; Zudrel. fde Mendonc:

Comil de Bfica em ExperimeniagsoAnimat-U i

Conrdenadora
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