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RESUMO 

 

Introdução: Tem sido demonstrado os efeitos danosos da contaminação por 

Bisfenol A (BPA) em períodos críticos do desenvolvimento humano, como gestação 

e infância. Do ponto de vista endócrino, muito se sabe a esse respeito, porém, em 

relação a desfechos cardiovasculares, a literatura é escassa quanto aos 

mecanismos de ação através dos quais esse disruptor endócrino poderia agir. Além 

disso, muitas pesquisas são realizadas com indivíduos adultos, quando na verdade, 

sabe-se que muitas doenças que aparecem nessa fase têm suas origens na 

infância. Neste estudo, foram avaliados os efeitos do BPA na infância e a ação 

protetora do kefir nesse contexto.  

Métodos: Animais Wistar-Kyoto machos foram desmamados com 25 dias de vida e 

foram divididos em três grupos. O grupo BPA foi tratado com BPA (100µg/Kg/dia), 

por gavagem, 60 dias. O grupo BPA Kefir recebeu diariamente a mesma dose de 

BPA e em outro momento uma dose de kefir (0,3 mL/100g). Esses dois grupos 

foram comparados com ratos que receberam leite acidificado por gavagem 60 dias 

para controle negativo. A função endotelial vascular foi avaliada em anéis de aorta, 

através da resposta de relaxamento à acetilcolina (ACh). A produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e de óxido nítrico (NO) foi avaliada através da utilização 

dos bloqueadores como apocinina e L-NAME na reatividade vascular à ACh e de 

marcadores por meio de citometria de fluxo no tecido vascular. 

Resultados: Foram observados efeitos prejudiciais da contaminação por BPA e um 

efeito protetor significativo do kefir. O grupo BPA apresentou pressão arterial (PA) 

elevada e o tratamento com kefir atenuou a PA. O grupo BPA apresentou redução 

no relaxamento induzido pela ACh quando comparado ao grupo controle (~ 81 ± 3% 

vs. ~ 95 ± 2%). Interessantemente, no grupo BPA kefir (92 ± 2%) observou-se uma 

vasodilatação induzida pela ACh semelhante a do grupo controle.  O bloqueio da 

NADPH-oxidase promoveu aumento no relaxamento dos anéis de aorta no grupo 

BPA, entretanto, não alterou a vasodilatação dos animais do grupo controle e BPA 

kefir. A análise de citometria de fluxo das células endoteliais da aorta revelou 

aumento da produção de ROS e diminuição da biodisponibilidade do NO no grupo 

BPA, sendo que, o tratamento com kefir foi capaz de normalizar para níveis de 



 
 

animais do grupo controle os níveis de ROS e NO. A microscopia eletrônica de 

varredura mostrou lesão endotelial na superfície vascular dos BPA, o que foi 

parcialmente revertido com a administração do kefir.  

Conclusão: A contaminação por BPA na infância aumentou o ganho de peso 

corporal, elevou a pressão arterial, causou disfunção endotelial, promoveu 

desequilíbrio entre ROS/NO, e promoveu alterações na arquitetura endotelial e 

provocou dano ao DNA da célula da aorta. O tratamento com kefir foi capaz de 

conferir uma ação protetora, diminuindo de maneira significativa os danos causados 

pelo BPA.  

 

Palavras-chave 

Bisfenol a, contaminação ambiental, infância, Kefir, probióticos, estresse oxidativo, 

disfunção endotelial, hipertensão 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

 

Introduction: Although the harmful effects of Bisphenol A (BPA) contamination in 

infancy has been demonstrated, the mechanisms of action of cardiovascular 

outcomes still is scant. Here, we demonstrate the effects of BPA in infancy and the 

protective action of kefir. 

Methods: Animals (25 days old) were treated with BPA (100 µg/Kg/day) for 60 days 

(BPA group), or administered with kefir (0.3 mL/100 g) in addition to BPA (BPA kefir 

group), compared with non-treated rats (Control group).The vascular endothelial 

function was evaluated in aortic rings through the relaxation response to 

acetylcholine (ACh) and specific blockers. The balance between reactive oxygen 

species (ROS) and nitric oxide (NO) synthase was assessed through flow cytometry 

in the vascular tissue.  

Results: The BPA group developed high blood pressure (+10%) and the analysis of 

vascular reactivity showed an impaired ACh-induced relaxation (~80%). The further 

analysis by using NADPH, NOS and COX blockers revealed that the impaired 

vasorelaxation was due to increased ROS production (+12%), NO bioavailability (-

12%) and increased vasoconstriction to prostanoids (+36%) compared with the 

Control group. Kefir treatment reverted those effects significantly. Analysis of the 

aortic cells showed increased •O2- production (1942±39 a.u.) and decreased NO 

bioavailability (1250±30 a.u.) compared with the Control group (1374±146 and 

2777±25 a.u., P<.05) and kefir reverted these values (1298±57 and 2517±57 a.u.). 

Conclusion: Contamination by BPA in this model caused hypertension and 

endothelial dysfunction and it was accompanied by a vascular ROS/NO imbalance, 

damage of endothelial layer and pro-apoptotic effects. The novelty is that the 

treatment using probiotic kefir was able to attenuate the progression of the above 

BPA effects.  

Keywords: Bisphenol A, environmental contamination, infancy, kefir, oxidative 

stress, endothelial dysfunction, high blood pressure 
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1 - INTRODUÇÃO  

1.1 Contaminação ambiental e as doenças cardiovasculares  

Sabe-se que as doenças cardiovasculares (DC) são um grande problema de 

saúde pública, e constituem a principal causa de morte no Brasil e no mundo. Essas 

doenças que até alguns anos atrás acometiam apenas adultos, tornando-se 

presentes na vida de pessoas cada vez mais jovens, incluindo crianças.  

Devido à sua gravidade e repercussões na saúde humana e também a todas 

as questões sociais e econômicas envolvidas, muito tem sido discutido a respeito 

dos contribuintes genéticos, fisiológicos e fisiopatológicos nas DC. Se por um lado, 

diversos estudos comprovam a forte relação entre dieta e estilo de vida com as DC, 

por outro, muitos pesquisadores vêm demonstrando que fatores ambientais como a 

poluição e a contaminação por substâncias tóxicas, também constituem importantes 

fatores de risco para DC como disfunção endotelial, hipertensão, infarto agudo do 

miocárdio entre outras (1, 2).  

A literatura aponta para uma significativa relação entre contaminação por 

metais pesados como mercúrio, chumbo, arsênio, cádmio, entre outros, e por 

compostos químicos, chamados de disruptores endócrinos, entre eles o Bisfenol A 

(BPA) e o desenvolvimento de DC (3, 4).  

Em um mundo cada vez mais globalizado e industrializado, a contaminação 

ambiental pelo uso do tabaco, poluentes originados pelas indústrias e componentes 

químicos práticos, baratos e versáteis, vem despertando o interesse do meio 

científico por pesquisas que desvendem seus mecanismos de ação e repercussões 

na saúde dos indivíduos nas mais diferentes faixas etárias.  

Apesar dos esforços e leis propostas pelas nações mais desenvolvidas no 

sentido de diminuir as fontes de contaminação ambiental, sabe-se que essa meta 

ainda está longe de ser alcançada. Isso porque, entre as características do estilo de 

vida moderno estão a busca constante por praticidade, fabricação de produtos com 

maior tempo de prateleira, produção em grande escala e hábitos de vida distantes 

de nossos antepassados, especialmente no que se refere à alimentação e cuidado 

com o meio ambiente.  Consequentemente, várias doenças crônicas que geralmente 

acometem o indivíduo adulto (cardiometabólicas) e idoso (demência), podem ter 

suas origens na infância devido à exposição à diversos contaminantes (5).  
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1.2 Bisfenol A (BPA)  

Dentre os diversos contaminantes ambientais destaca-se o Bisfenol A (BPA) 

que age como um disruptor endócrino (DE) (6), interferindo nos sistemas hormonais, 

produzindo efeitos adversos de desenvolvimento, reprodutivos, neurológicos e 

imunológicos em mamíferos (5).  

O BPA é um difenol, formado pela união de dois grupos fenóis com uma 

acetona, possui fórmula molecular igual a C15H16O2 e ponto de fusão entre 152 e 

158ºC. Trata-se de um composto orgânico que constitui a unidade básica de 

polímeros e revestimentos de alto desempenho.   

O BPA é muito utilizado na fabricação de policarbonato, um tipo de plástico 

duradouro, de grande transparência e alta resistência ao calor e ao impacto. Além 

disso, pode reagir com a epicloridrina para formar uma resina epóxi, um plástico 

termo estável que endurece quando misturado com um catalisador, presente em 

vernizes utilizados para revestimentos de embalagens metálicas de alimentos, no 

revestimento de aplicações industriais e de consumo (7).  

 

 

 

Figura 1. Fórmula estrutural do BPA. Fonte: Friques, 2019 (8). 

  

O composto está presente em DVDs, visores de capacetes para motociclistas, 

em coberturas transparentes, nas janelas de aviões, computadores, 

eletrodomésticos, armações e lentes de óculos, tintas, revestimentos internos de 

enlatados (comida, bebida), garrafas de água, encanamentos, recipientes de 

armazenamento de alimentos, equipamentos médicos e de segurança, capacetes, 

materiais de construção, brinquedos, selantes dentários, entre outros produtos. O 

Bisfenol A também está entre os componentes de formulações de aditivos 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Fenol
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antioxidantes no PVC maleável (fios e cabos) e como preparador de cor em papéis 

térmicos, como por exemplo, em extratos bancários. Dentre os vários disruptores 

endócrinos, o BPA é um dos compostos sintéticos mais utilizados no planeta, com 

uma produção anual de cerca de 5 milhões de toneladas nos Estados Unidos, 

porém, seu uso tem crescido cerca de 13 a 19% por ano no continente Asiático, o 

que tem chamado a atenção de todo o mundo (9).  

Embora o contaminante esteja presente em muitas formas no dia a dia desse 

mundo moderno extremamente industrializado, acredita-se que a maior fonte de 

exposição ao BPA seja através da alimentação, por meio da contaminação dos 

alimentos e bebidas que ficam em contato com a substância durante seu 

armazenamento. A instabilidade química entre as moléculas do BPA possibilita que 

o mesmo se desprenda da embalagem e contamine os alimentos, através de uma 

reação entre o BPA com o ácido ou base dos alimentos ou pela exposição a 

variações de temperaturas (10). Mas dados recentes sugerem que é crescente a 

contaminação através do contato com o papel térmico e que há, pelo menos algum 

tipo de exposição a partir da água potável, selantes dentários e possivelmente até 

através da inalação de partículas do pó doméstico (11). 

Devido ao seu uso em grande escala pela indústria e o descaso dos órgãos 

fiscalizadores em diversos países, é possível que em muitos locais, o próprio meio 

ambiente, água, ar e solo estejam contaminados por esse composto químico (12). 

Nesse contexto, a distribuição generalizada de BPA tem provocado preocupações 

mundiais sobre suas possíveis associações com doenças humanas, entre elas 

alterações comportamentais, diabetes, obesidade, doenças cardiovasculares e 

alguns tipos de câncer (13).  

 Em 2011, o composto foi encontrado em cerca de 95% das amostras de 

urina da população americana. Ele também foi identificado no soro de mulheres 

grávidas, no líquido amniótico e no sangue do cordão umbilical durante o 

nascimento (14).  

 

1.3 Contaminação por Bisfenol A (BPA) nos primeiros mil dias 

Em relação aos disruptores endócrinos, dentre eles o BPA, observa-se uma 

“janela crítica de exposição”. Esta fase é aquela que compreende nosso estado de 

maior vulnerabilidade, onde a exposição resulta em mais efeitos deletérios para a 

saúde humana. A literatura vem apontando uma janela crítica de exposição que 
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compreende o período de cerca de 3 meses antes da concepção para os 

espermatozóides, a fase intrauterina para o feto e gestante e os dois primeiros anos, 

para a criança (8). Essa fase coincide com o que ficou conhecido dentre os estudos 

da área da pediatria como o “período ouro do desenvolvimento humano” (15,16).  

Costa et al. (17), concordam que as principais vias de contaminação humana 

são através do consumo de alimentos e absorção cutânea, porém, ressaltam que a 

exposição durante os estágios iniciais de desenvolvimento também pode ocorrer por 

via transplacentária e durante a amamentação.  

Diversos autores mostram que a contaminação por BPA durante a gestação, 

pode acarretar em prejuízos para a saúde do bebê. Prejuízos esses que vão desde 

risco aumentado para alterações congênitas, pois o composto pode afetar a síntese 

de DNA (18, 19) até efeitos irreversíveis sobre o desenvolvimento da criança como 

aumento significativo no peso de nascimento de crianças do sexo masculino, 

obesidade infantil e alterações comportamentais (20). Nesse sentido, há alguns 

anos, nos Estados Unidos, a Food and Drug Administration (FDA) emitiu uma 

avaliação identificando o BPA como causador de possível risco à saúde de fetos, 

bebês e crianças, alegando que após a polimerização, algumas moléculas BPA 

permanecem livres podendo migrar contaminando alimentos e bebidas (21). 

A contaminação por BPA em fases iniciais da vida tem apresentado vários 

efeitos deletérios na prole, como o decréscimo na produção de esperma nos 

homens, a estimulação de liberação de prolactina e a promoção de proliferação de 

células em câncer de mama nas mulheres, o aumento da má formação nos 

aparelhos reprodutivos feminino e masculino, inibição dos hormônios tireoidianos, o 

fenômeno de maturação precoce em garotas e outras perturbações genéticas (20).  

Também tem sido observado relação positiva entre a contaminação por BPA 

nos primeiros mil dias, da fecundação aos dois anos de vida, e prejuízos 

cardiovasculares, mostrando uma janela de suscetibilidade à contaminação 

ambiental  nessa fase que pode deixar consequências por toda a vida (22). O BPA 

leva a um aumento do estresse oxidativo, e disfunção endotelial, inclusive em 

crianças (23). 

 

1.4  Legislação sobre o uso do Bisfenol A 

A preocupação sobre o uso do BPA tem crescido internacionalmente. O 

Canadá foi o primeiro país a tornar ilegal a substância, em setembro de 2010, 



22 
 

apesar da oposição da indústria. França e Dinamarca baniram o BPA pouco depois. 

O governo dinamarquês chegou a proibir o uso do produto em qualquer alimento 

para crianças de até três anos de idade.  

Por precaução, 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, por meio da Resolução RDC n. 41/2011. No 

Brasil, a proibição do uso do BPA aplica-se somente a mamadeiras e artigos 

similares destinados à alimentação de lactentes. Para as demais aplicações, existem 

limites de migração para essa substância definidos nas Resoluções RDC n. 56/2012 

e 17/2008, que devem ser observados para qualquer material que se destine ao 

contato com alimentos como embalagens, equipamentos e utensílios (24). 

 

1.5 Efeitos do Bisfenol A (BPA) sobre o sistema cardiovascular 

Lang et al. (25), relataram pela primeira vez, que níveis mais elevados de 

BPA urinário estavam significativamente associados a um aumento da incidência de 

doenças cardiovasculares (DC). Desde então, é crescente o número de estudos 

demonstrando associação positiva entre a contaminação por BPA e o risco 

aumentado para diversas DC, como a hipertensão, aterosclerose, doença cardíaca 

coronária, infarto do miocárdio e angina (6, 26). Estudos experimentais sugerem que 

a exposição ao BPA tanto aguda como crônica poderiam afetar o funcionamento 

fisiológico do sistema cardiovascular (4). 

Embora limitadas, as evidências atuais sugerem que a exposição ambiental 

ao BPA pode ser um fator de risco que contribui para as DC e diversos autores 

apontam para a necessidade de aprofundar a avaliação do potencial de toxicidade 

de BPA sob esse ponto de vista, incluindo a realização de pesquisas que 

investiguem os mecanismos celulares e moleculares pelos quais o tóxico do BPA 

levaria à uma disfunção endotelial e consequentes danos cardiovasculares (4, 27,  

11). 

Caampang et al. (28), avaliaram os efeitos da administração diária de BPA em 

camundongas prenhas correlacionando a contaminação com suas repercussões 

cardiovasculares. Os resultados desse trabalho mostram pela primeira vez que a 

exposição pré-natal ao BPA resulta em alterações no crescimento, aumento da 

adiposidade e prejuízos na homeostasia da glicose em filhotes machos e fêmeas. A 
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prole também apresentou pressão sistólica aumentada e, nos filhotes machos, isso 

foi acompanhado por um tônus vascular prejudicado. Naquele estudo, foi mostrado 

uma curva dose efeito ao agonista α1-adrenérgico, fenilefrina, na qual verificou-se 

uma exacerbação da resposta vasoconstrictora do grupo contaminado por BPA em 

relação ao controle. Na resposta vasodilatadora dependente do endotélio, não se 

verificou uma influência do contaminante sob o efeito da ACh. Por outro lado, na 

avaliação da resposta vasodilatadora independente do endotélio, através do doador 

de óxido nítrico, Nitroprussiato de Sódio (SNP), verificou-se uma atenuação da 

resposta vasodilatadora no grupo contaminado. Embora trate-se de um trabalho 

relevante, o mesmo, não desvendou os mecanismos moleculares pelos quais a 

disfunção endotelial ocorre frente à essa contaminação. Consequentemente, faz-se 

necessário a realização de outros estudos que elucidem essa questão visando 

também explorar as vias pelas quais o músculo liso do vaso sanguíneo se altera na 

presença desse contaminante no período intrauterino. 

Conforme ilustrado no esquema abaixo, o BPA poderia afetar a reatividade 

vascular principalmente via endotélio, no entanto, como vimos acima, o único estudo 

que investigou esse efeito vascular nesses casos, não observou essa ação, apenas 

efeitos sobre o músculo liso vascular. Assim, ressalta-se a importância de nossa 

investigação visando um melhor detalhamento sobre esse tema.  
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Figura 2. Esquema ilustrativo dos efeitos de vários contaminantes ambientais sobre a 

função vascular, incluindo o efeito do BPA sobre a disfunção endotelial. Fonte: Kirkley & 

Sargis, 2014 (29). 

 

1.6 Terapias não farmacológicas nas disfunções cardiovasculares 

É indiscutível a importância dos tratamentos farmacológicos nas doenças 

cardiovasculares, especialmente nos casos mais graves. Entretanto, é crescente o 

interesse social e científico pela busca de alternativas não farmacológicas como 

parte de um estilo de vida saudável para a prevenção e até tratamento dos casos 

mais leves de hipertensão, disfunção endotelial, etc.  

Nesse contexto, é importante resgatar na história da humanidade, que o 

consumo de alimentos para fins preventivos e curativos vem fazendo parte dos 

hábitos de diversas culturas. Está bem documentado, inclusive, que vários fármacos 

normalmente utilizados hoje em dia são estruturalmente derivados a partir de 

substâncias de origem natural (30).  

 



25 
 

1.6.1 Kefir, ação antioxidante e reparativa ao dano endotelial  

Em um contexto de busca por qualidade de vida, desde 1920, vem sendo 

utilizada a prática de se realizar algum tipo de modificação no alimento para 

aumentar seu potencial nutritivo. Esse processo foi mais forte inicialmente no Japão, 

onde, em 1984 cientistas utilizaram o termo "alimentos funcionais" para produtos 

alimentícios fortificados com constituintes especiais que possuíam efeitos 

fisiológicos adicionais (31). 

Diversos autores caracterizam os alimentos funcionais como aqueles capazes 

de oferecer benefícios adicionais aos inerentes à sua composição nutricional, à 

saúde do consumidor, podendo desempenhar um papel potencialmente importante 

na redução do risco de doenças crônicas não transmissíveis (32). 

Para Candido & Campos (33), alimentos funcionais são todos os alimentos ou 

bebidas que, consumidos na alimentação cotidiana, podem trazer benefícios 

fisiológicos específicos graças à presença de ingredientes fisiologicamente 

saudáveis. 

Os alimentos funcionais apresentam capacidade de atuar em funções 

fisiológicas auxiliando na proteção contra doenças crônicas degenerativas (diabetes, 

hipertensão, câncer, doenças cardiovasculares, osteoporose) e infecções 

microbianas (34). 

Um importante grupo de alimentos funcionais são os prebióticos, os  

probióticos e os simbióticos. Prebióticos são carboidratos não digeríveis, também 

chamados de fibras dietéticas, que estimulam seletivamente a proliferação ou a 

atividade de populações de bactérias desejáveis no intestino. Já os probióticos, são 

considerados como alimentos ou suplementos alimentares que contenham 

microrganismos vivos importantes na manutenção da microbiota intestinal e junto 

com uma alimentação saudável, promovem a saúde. Entre esses produtos, 

destacam-se os leites fermentados, que são resultantes da fermentação 

microbiológica do leite (35). 

Já os simbióticos são misturas sinérgicas de prebióticos e probióticos, que 

são usados ou administrados com o objetivo de beneficiar a saúde do hospedeiro. 

Por outro lado, o termo "simbiótico" também tem sido usado para descrever 

diferentes microrganismos vivos que coabitam, cada um obtendo benefícios  
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específicos do outro (simbiose) na microbiota intestinal, termo este que se aplica ao 

kefir (36). 

A palavra kefir é derivada da palavra turca Keyif, que significa "bom 

sentimento". Originada nas montanhas do Cáucaso, a bebida é tradicionalmente 

consumida na Europa Oriental, Rússia e Sudoeste da Ásia. Porém, nos últimos 

anos, vem sendo observado um aumento no consumo de kefir em muitos países, o 

que tem sido relacionado às suas propriedades únicas sensoriais e história 

associada a efeitos benéficos para a saúde humana (37). 

No Brasil, o conhecimento desta bebida e de seus benefícios não são muito 

difundidos e a fabricação de kefir é em sua maior parte artesanal (35). Trata-se de 

uma bebida fermentada pela ação de bactérias e leveduras que estão associadas 

simbioticamente nos chamados grãos de kefir. De fácil preparo, apresenta 

consistência semelhante ao iogurte, sendo ligeiramente efervescente e espumoso 

(38). 

Nos grãos de kefir, podem estar presentes várias espécies de bactérias 

(gêneros Lactobacillus, Lactococci, Leuconostocs e Acetobacter), e leveduras 

(gêneros Kluyveromyces, Candida, Torula, Saccharomyces), que coexistem numa 

associação simbiótica (37). 

O kefir, preparado pela fermentação dos grãos em solução aquosa de açúcar 

mascavo, é uma forma bastante consumida pela população brasileira, mas suas 

propriedades funcionais ainda são pouco relatadas na literatura. A maioria dos 

estudos utiliza o kefir tradicional, fermentado em leite. Na literatura, há trabalhos 

reportando efeitos benéficos do "kefir de leite": na atividade antitumoral (39); como 

antialérgico (40); na melhora da digestão e tolerância à lactose (38); na inibição da 

proliferação de microorganismos patogênicos a nível intestinal (41). 

O efeito hipocolesterolêmico do kefir também vem sendo estudado e a 

maioria dos trabalhos aponta para resultados positivos. Tamai et al. (42), 

investigaram os efeitos de um kefir-leite produzido por 10 tipos de bactérias ácido-

láticas e Saccaromyces cerevisae na concentração sérica e hepática de lipídeos em 

ratos alimentados com uma dieta rica em colesterol. O colesterol total e os níveis de 

fosfolipídeos séricos reduziram significativamente nos ratos suplementados com 

kefir. Entretanto, no estudo de ST-Onge et al. (43), com humanos, o kefir (leite) não 

afetou as concentrações de colesterol total, LDL, HDL e triglicerídeos (TG) no 

sangue dos indivíduos após 4 semanas de tratamento. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3833126/#b27-bjm-44-341
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Um estudo realizado por nosso grupo (26), avaliou os efeitos do tratamento 

crônico com kefir em aorta de ratos espontaneamente hipertensos, verificando se o 

tratamento seria capaz de reverter o prejuízo endotelial e por quais vias estaria 

atuando. O trabalho demonstrou, pela primeira vez, que o probiótico kefir é capaz de 

atenuar a disfunção endotelial em vasos de condutância de animais SHR, através da 

diminuição da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e, 

consequentemente, reestabelecendo a biodisponibilidade de Óxido Nítrico, NO. 

Além disso, o kefir também foi capaz de promover reendotelização dos vasos, e 

devido a um maior recrutamento de células progenitoras endoteliais (EPC), o qual 

pode contribuir para a reparação morfológica nos animais SHR (figura 3). 

 

Figura 3. Resumo dos efeitos benéficos do probiótico Kefir sobre a disfunção endotelial em 

SHR, de acordo com os resultados de Friques et al., 2015 (26). 

 

Assim, nosso grupo tem demonstrado que o simbiótico kefir, diminui o 

estresse oxidativo, aumenta o número de células progenitoras endoteliais (EPC), 

restaurando a função endotelial na hipertensão (26). Por ser um alimento funcional, 

seus efeitos vão além da nutrição e sua população de lactobacilos e leveduras é 

capaz de trazer beneficios ao microbioma. Sabe-se que em determinadas 
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circunstâncias, incluindo a infância, esse microbioma pode ser afetado por vários 

fatores tais como a contaminação ambiental, levando a uma disbiose cujas 

conseqüências podem ser a disfunção de vários órgãos e sistemas, dentre eles o 

cardiovascular, na maioria das vezes caracterizado por elevação da pressão arterial, 

disfunções endotelial e cardíaca (44). Daí a reconhecida importância do uso de 

probióticos para prevenir ou reverter os estados de disbiose e assim, 

consequentemente, garantir a saúde do hospedeiro (36).  

 

1.7 Hipótese 

Apesar dos vários estudos que comprovam os efeitos maléficos que a 

exposição ao BPA causa à saúde humana, os efeitos desse contaminante sobre a 

função vascular, assim como seus mecanismos de ação, ainda não foram 

esclarecidos. Portanto, nosso estudo testou a hipótese que a contaminação por BPA 

na infância levaria à disfunção endotelial, com repercussões na pressão arterial, e 

que o kefir teria uma ação profilática nesse contexto.   
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2. JUSTIFICATIVA  

 A literatura mais recente no campo da nutrição e pediatria mostra que as 

diferentes fases que compreendem os primeiros mil dias são consideradas críticas 

para o desenvolvimento humano por tratar-se de uma janela de grande 

suscetibilidade epigenética. Agressões sofridas nesse período podem deixar 

sequelas por toda a vida (45). Nesse sentido, a preocupação em investigar os 

efeitos da contaminação por Bisfenol A nesta fase é extremamente relevante. 

Associar essa contaminação a possíveis efeitos cardiovasculares pode ser uma 

importante contribuição científica para o estudo da fisiopatologia das doenças 

cardiovasculares, abrindo novas perspectivas investigativas sobre o tema.  
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3. OBJETIVOS  

 

3.1 Geral 

Avaliar a função endotelial de ratos Wistar expostos ao Bisfenol-A a partir do 

desmame, bem como os efeitos profiláticos do kefir. 

 

3.2 Específicos  

Avaliar a função endotelial de anéis de aorta, através de curvas concentração-

efeito com acetilcolina e aenilefrina. 

Avaliar as vias moleculares envolvidas mediante bloqueadores 

farmacológicos clássicos, L-Name, Apocinina, Indometacina e NS398. 

Avaliar a participação do estresse oxidativo nos efeitos do bisfenol A.  

Avaliar a integridade da superfície endotelial vascular através da microscopia 

de varredura. 

Avaliar as possíveis ações protetoras do kefir em um contexto de 

contaminação por bisfenol-A. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Figura 4. Esquema simplificado sobre o desenho metodológico do estudo. Fonte: Própria 

(2019).   

 

4.1 Animais 

Ratos Wistar desmamados aos 25 dias de vida provenientes do biotério do 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Fisiológicas da Universidade Federal do 

Espírito Santo (UFES), foram mantidos em gaiolas individuais e mantidos em 

ambiente com iluminação artificial (ciclo claro-escuro de 12h), temperatura de 20-25 

ºC e umidade de 70%, de acordo com o recomendado. Os ratos receberam ração e 

água ad libtum e foram cuidados de acordo com as normas estabelecidas pela 

Comissão Nacional de Biossegurança (CNTBIO), mediante prévia aprovação pelo 

Comitê de Ética no Uso de Animais Experimentais (CEUA/UFES, protocolo 

nº63/2016). 

 

4.2 Preparo e administração do kefir e BPA 

Os grãos de Kefir, provenientes da Universidade Vila Velha, ES, foram 

adicionados em leite integral, pasteurizado e resfriado (UHT). Utilizou-se uma 

proporção de 4% ou seja, 40 gramas de grãos para 1 litro de leite. O leite inoculado 

com os grãos foi mantido em temperatura ambiente por 24 horas. Após esse 

período, foi realizada uma filtração dos grãos através de uma peneira plástica e o 

produto resultante mantido sob refrigeração entre 5ºC a 15ºC por 24hs para que as 
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leveduras multiplicassem. Ao término desse processo, o Kefir foi fracionado em 

tubos "falcon" e acondicionado em freezer à -20º C (46).  

O BPA foi adquirido comercialmente (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA, 

#133027) e foi preparado na concentração final de 0,1 mg/ml.  

No dia 1 após o desmame, os ratos foram aleatoriamente divididos em 3 

grupos: Grupo contaminado: BPA (n=10), Grupo contaminado tratado com kefir: 

BPA-Kefir (n=10), Grupo não contaminado: Controle (n=10).   

O grupo BPA recebeu o BPA na dose de 100 µg/kg/dia por gavagem, 60 dias 

(28). O grupo BPA-Kefir recebeu kefir em uma dose de 0,3mL/100g peso corporal, 

por gavagem, como tem sido comumente utilizado no laboratório de Fisiologia e 

Farmacologia Translacional da Universidade Vila Velha (UVV) (26, 47, 48). Esse 

grupo, em um segundo momento, recebeu o Bisfenol, na dose de 100 µg/kg/dia por 

gavagem, 60 dias. As dosagens de BPA e kefir, foram ajustadas semanalmente de 

acordo com as mudanças de peso corporal dos animais. O grupo controle recebeu 

leite acidificado por gavagem 60 dias para controle negativo. 

 

4.3 Medidas ponderais e hemodinâmicas  

Inicialmente os animais foram pesados e distribuídos nos diferentes grupos, a 

partir daí foram pesados duas vezes por semana para adequação das doses de BPA 

e Kefir. No sexagésimo dia de tratamento, foram submetidos à verificação da 

pressão arterial. Para a realização da pletismografia ((IITC INC/Life Science, 23924 

VictoryBlvd, Woodland Hills, Ca 91367-1253 USA). Para isto, os animais foram 

aclimatados durante 3 dias, por cerca de 10 minutos no equipamento, para evitar a 

influência do estresse sobre a pressão arterial. No dia do registro, os animais foram 

acomodados na câmara aquecida dentro de um contentor com um cuff de pulso 

pneumático acoplado na região próxima à cauda. Um esfigmomanômetro foi 

insuflado e desinsuflado automaticamente e o valor de pressão arterial sistólica foi 

obtido por meio de sinais do transdutor acoplado a um computador (49). A 

temperatura foi controlada entre 29 e 32 ºC durante os 40 minutos em que cada 

animal permaneceu no equipamento. Foi realizada a média de 3 registros com 

diferença máxima de 10 mmHg. Foram descartados os registros associados às 

influências causadas por movimentos dos animais. Após medida da pressão, os 

animais foram eutanasiados com tiopental sódico (200mg/kg, i.p., Cristalia, São 

Paulo, Brasil) e o sangue foi coletado. 
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4.4 Estudos de função vascular na aorta 

Após a eutanásia os animais foram submetidos à toracotomia para exposição 

do coração e aorta, que foram cuidadosamente dissecadas do tecido conjuntivo, 

retiradas e acondicionadas em placa de petri contendo solução nutridora de Krebs 

modificada (NaCl 119.0, NaHCO3 25.0, glicose 11.2, CaCl2 1.6, KCl 4.7, KH2PO4 

1.2, MgSO4 1.2). Posteriormente, foram feitos anéis de aorta com aproximadamente 

4mm, que eram gentilmente colocados em triângulos de aço inoxidável e mantidos 

em cubas contendo solução de Krebs modificada, pH 7,4 a 37°C e constantemente 

aerada por mistura carbogênica contendo 95% O2 e 5% CO2, trocada a cada 30 

minutos (exceto durante os procedimentos farmacológicos). Os anéis foram 

conectados a um transdutor de força acoplado a um sistema de aquisição de dados 

(BIOPAC Systems, Santa Barbara, EUA). As respostas vasculares frente à 

administração de agentes vasoativos foram captadas e plotadas em curvas de 

variação de tensão em função da concentração das drogas administradas. 

Para execução dos protocolos de reatividade vascular, após a estabilização 

de 30 minutos, os vasos foram submetidos a doses crescentes de substâncias 

vasoativas, permitindo o registro da variação de tensão em função do tempo e a 

construção de curvas dose-resposta. A viabilidade dos anéis foi avaliada por meio 

de incubação de KCl 125 mM por 30 minutos. Considerou-se viáveis os anéis cuja 

contração máxima atingiu, no mínimo, o dobro do valor basal de tensão (1g). O teste 

da integridade do endotélio vascular foi realizado por meio da avaliação do 

relaxamento frente à acetilcolina (ACh, 10μM), após pré-contração com fenilefrina 

(Phe, 10μM). O endotélio foi considerado viável quando este relaxamento era maior 

que 80% da contração induzida por Phe.  

A reatividade vasoconstrictora dos anéis de aorta foi feita através de um 

agonista α1 adrenérgico, fenilefrina. Para isso, foram construídas curvas dose efeito 

de fenilefrina (1 à 30 μM) em anéis de aorta com endotélio. 

A avaliação da função endotelial foi realizada por meio da construção de uma 

curva de relaxamento dos anéis frente à administração de doses crescentes de ACh 

(10−11a 10−4.5 M), após pré-contração com Phe (10-6). Para efeitos de avaliação da 

participação do óxido nítrico na disfunção endotelial, foi realizada a construção de 

uma curva de relaxamento com ACh (10-11 a -104.5 M), em anéis pré-incubados com 

inibidor padrão não seletivo da enzima óxido nítrico sintase NG-nitro-L-arginina metil 

ester (L-Name, 100µM). Para avaliar a influência de ROS produzidas pela NADPH 
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oxidase no relaxamento vascular, foram realizadas curvas de relaxamento com ACh 

(10-11  a -104.5 M) na presença e ausência de apocinina (300 μM), um inibidor da 

enzima NADPH oxidase. As respostas obtidas pelo relaxamento provocado pela 

ACh foram expressas como porcentagem de relaxamento à pré-contração obtida 

pela Phe nos anéis de aorta. Nas curvas dose-resposta foram calculadas a resposta 

máxima (Rmáx) e o pEC50, que representa o valor da concentração que produz 50% 

da Rmáx. Para tal, foram usadas análises de regressão não-linear obtidas a partir 

das curvas dose-resposta. Para verificar a influência de prostanóides produzidos 

pela ciclooxigenase (COX) na vasodilatação, foram realizadas curvas concentração-

resposta à ACh na presença e ausência de indometacina (10μM) um inibidor não 

seletivo das COX 1 e 2 e também na presença e ausência de NS 398 (1μM) um 

bloqueador seletivo da COX2. Protocolo adaptado de Balarini et al. (50).  

 

4.5 Avaliação da produção de Radicais Livres na Aorta 

4.5.1 Isolamento das células da aorta 

As aortas foram coletadas e trituradas com tesoura cirúrgica e incubadas a 

37°C com solução de extração contendo colagenase tipo 1 (100U/mL Sigma-Aldrich, 

St. Louis, Missouri, EUA) dissolvidas em solução de tripsina e mantidas em agitador 

à velocidade de 200 rpm por 60 minutos. Após o período de incubação, o 

homogenato foi filtrado através de uma membrana de nylon (BD Falcon 70 µm) para 

remover resíduos celulares. O filtrado foi centrifugado a 1200 rpm por 10 minutos. 

Depois disso, as células foram lavadas com PBS e centrifugadas e finalmente 

ressuspensas em uma solução estoque contendo 95% de soro bovino fetal + 5% de 

DMSO, para posterior análise no citômetro de fluxo (51). 

 

4.5.2 Produção de ROS  

Dihidroetídeo (DHE) e 2’,7’- diacetato de dicloro fluoresceína (DCF-DA) foram 

usados para determinar os níveis intracelulares de ânions superóxido (•O2) e 

peróxido de hidrogênio (H2O2), respectivamente. Os níveis de ânion superóxido •O2- 

foram medidos por citometria de fluxo através da fluorescência emitida pelo etídeo, 

que é produto da oxidação do dihidroetídeo ou hidroetidina. A oxidação do DHE é 

quantitativamente proporcional à concentração de •O2- na célula. A produção de 

H2O2 foi estimada por meio da citometria de fluxo através da fluorescência emitida 
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pela diclorofluoresceína (DCF). Após entrar na célula sofre ação de esterases 

intracelulares, resultando na formação de um composto intermediário (DCFH), que 

pode ser oxidado pelo H2O2 formando um composto fluorescente 

diclorofluoresceína (DCF), que por ser apolar fica aprisionado no interior da célula.  

As células isoladas das aortas foram ressuspendidas em 1mL de solução 

tampão fosfato salino (PBS) na concentração de 1x106 células/mL e incubadas, no 

escuro, com DHE (160 mM) e DCF-DA (20mM), por 30 minutos à 37°C. Para 

controle positivo, as amostras foram incubadas por 5 minutos com 10μM 

doxorrubicina ou 50 mM H2O2, enquanto que para controle negativo as amostras 

foram incubadas apenas com etanol. As células então, foram lavadas e 

ressuspendidas com PBS, mantidas no gelo e protegidas da luz até a aquisição dos 

dados no citômetro de fluxo (FACS CantoII, Becton Dickinson, SanJuan, CA, EUA). 

A análise dos dados foi realizada com auxílio do software FACS Diva (Becton 

Dickinson, San Juan, CA) e a sobreposição dos histogramas foi construída usando o 

FCS Express software. Para quantificação da fluorescência emitida pelo DHE e 

DCF, as amostras foram analisadas em duplicatas, sendo adquiridos 10.000 eventos 

por leitura, as células foram excitadas a 488nm e os sinais foram obtidos utilizando 

filtros 585/42 e 530/30, respectivamente. Os dados foram expressos em média 

geométrica da intensidade de fluorescência emitida (MFI). 

 

4.5.3 Biodisponibilidade do Óxido Nítrico 

A biodisponibilidade do óxido nítrico foi avaliada conforme descrito 

anteriormente (52) e para estimá-la utilizou-se diacetato de 4,5-diaminofluoresceína 

(DAF-2D, 2Μm), adicionado em uma suspensão de células (106) e incubado a 37°C, 

por 18 minutos, no escuro. Para controle positivo, as amostras foram incubadas com 

10 μM de nitroprussiato de sódio. As células então, foram lavadas, ressuspendidas 

com PBS, mantidas no gelo e protegidas da luz para aquisição imediata dos dados 

por citometria de fluxo, os dados foram analisados com auxílio do software FACS 

Diva e a sobreposição do histograma foi construída usando o FCS Express 

Software. Para quantificação da fluorescência emitida pelo DAF-2D, as amostras 

foram analisadas em duplicatas, sendo adquiridos 10.000 eventos por leitura, as 

células foram excitadas a 488nm, o sinal foi obtido utilizando filtro 530/30 e os dados 
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foram expressos em média geométrica da intensidade de fluorescência emitida 

(MFI). 

 

4.6 Análise do conteúdo do DNA 

A distribuição do ciclo celular foi avaliada por citometria de fluxo. Antes da 

coloração, 1 x 106 células foram fixadas em etanol frio a 70% por 2h a - 20ºC. As 

amostras de células foram lavadas, ressuspendidas em PBS gelado e incubadas 

com 200 mL de solução de coloração (20 mg/mL de RNAse A, 500 mg/ml de iodeto 

de propídio [PI], 1% de Triton X-100 v/v) por 30 min a 4ºC, no escuro. Assim, as 

células foram lavadas, centrifugadas por 10 min a 1200 rpm e ressuspensas em 

PBS. As amostras foram adquiridas em triplicata e 10.000 eventos foram utilizados 

para cada medição. O perfil do ciclo celular foi determinado usando um citômetro de 

fluxo FACSCanto II. As amostras foram adquiridas em triplicata e 10.000 eventos 

foram utilizados para cada medição para determinação do conteúdo de DNA. O 

método PI para detectar o DNA fragmentado baseia-se no princípio de que o 

marcador entra na célula após a permeabilização da membrana que marca o DNA. 

O DNA fragmentado de baixo peso molecular pode ser observado à esquerda do 

pico de células do DNA interfásico (2n) (53).  

A análise dos dados foi realizada pelo software FACSDiva através da 

observação do seguinte: a porcentagem de DNA fragmentado, o DNA interfásico, 

que indica que as células não estão se dividindo, e o DNA duplicado, que indica que 

as células estão em mitose (54). 

 

4.7 Determinação da viabilidade celular: apoptose 

As células aórticas apoptóticas foram quantificadas por coloração dupla com 

anexina V-FITC e iodeto de propídio (PI) usando o kit de detecção de apoptose (BD) 

da anexina V-FITC. Depois disso, as células foram lavadas duas vezes com PBS e 

ajustadas para 500μL em tampão de ligação (5 × 105 células). Em seguida, anexina 

V-FITC e PI foram adicionadas à suspensão celular, e as células foram suavemente 

submetidas ao vórtex. As células foram então incubadas por 15 min à temperatura 

ambiente (25°C) no escuro. Finalmente, as células foram analisadas por citometria 

de fluxo usando um FACSCanto II (BD). As células apoptóticas foram definidas 

como células positivas para anexina V (54). 
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4.8 Análise morfológica vascular através da microscopia eletrônica de 

varredura  

Para verificação da estrutura do endotélio presente na aorta os animais foram 

perfundidos com uma solução de fixação (Glutaraldeído 2,5%, Formaldeído 2% e 

tampão cacodilato 0,1 M). Após a perfusão a aorta foi removida, o tecido conjuntivo 

cuidadosamente retirado e a aorta foi mantida por um período de 24 horas na 

solução de fixação. Posteriormente, a aorta foi cortada e lavada em tampão 

cacodilato (0,1 M) por 3 vezes a cada 30 minutos, após a lavagem foi mantida em 

uma solução de pós-fixação contendo tetróxido de ósmio 1%, tampão cacodilato 0,1 

M e ferrocianeto de potássio 1,24%, em câmara escura, por um período de 1 hora. 

Foi feita então a lavagem com tampão cacodilato 0,1M e água MiliQ. Após o 

processo, foi realizada a desidratação com álcool em concentrações crescentes, 

secagem pelo ponto crítico com CO2, montadas em stubs e submetidas a uma 

camada de ouro no equipamento a vácuo. Os stubs foram visualizados no 

microscópio eletrônico de varredura (Jeol, JEM6610 LV, Jeol Inc. USA). As imagens 

foram obtidas no aumento de 50X (55). 

 

4.9 Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

As amostras foram previamente submetidas a testes de Shapiro-Wilk para análise de 

distribuição normal. Considerando que todas as amostras apresentaram distribuição 

Gaussiana, foram utilizados testes bioestatísticos paramétricos. Para as 

comparações das médias dos grupos foi utilizado o teste de Anova de 2 vias para 

medidas repetidas na análise das curvas dose-efeito e Anova de 2 vias para 

amostras completamente randomizadas nos demais protocolos. Após, foi realizado 

teste post-hoc de Tukey e os resultados analisados via software (Graph Pad Prism 

6, San Diego, CA, USA). O nível de significância foi estabelecido em p<0,05. 
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5. RESULTADOS 

5.1 Efeitos do BPA sobre o peso corporal e comportamento 

No início do tratamento todos os animais apresentavam (~25 dias) e peso 

corporal semelhante. O peso corporal foi avaliado semanalmente e ao término do 

tratamento os animais do grupo controle possuíam peso de 350±4 g. O grupo 

contaminado por Bisfenol-A, apresentou ganho de peso significativamente superior 

ao controle (13%, p <0,05). Nos animais contaminados que receberam kefir o ganho 

de peso foi de 4,5%, (p>0,05) comparado ao grupo controle, portanto, o ganho de 

peso foi menor do que o observado nos animais que receberam apenas BPA.  

Em relação ao comportamento, em uma análise qualitativa, observou-se, 

durante os sessenta dias de tratamento dos animais, uma notória diferença no grupo 

contaminado por BPA. Os ratos eram mais irritados, agressivos, resistentes à 

gavagem, apresentavam piloereção e pelos com coloração menos alva que os 

animais do grupo controle. Estas alterações comportamentais não foram observadas 

nos animais que receberam o kefir.  

 

5.2 Efeitos do BPA sobre a pressão arterial  

Os animais contaminados com BPA apresentaram um aumento da pressão 

arterial sistólica (+ 9%, Figura 5A), pressão arterial diastólica (+10%, Figura 5B) e 

pressão arterial média (+9%, Figura 5C) em comparação com o grupo controle. Os 

animais tratados com kefir, não apresentaram elevação dos níveis pressóricos em 

relação ao grupo controle, evidenciando o potencial efeito anti-hipertensivo deste 

leite fermentado (Figura 5). 
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Figura 5. Análise do efeito da contaminação por Bisfenol A sobre parâmetros 

hemodinâmicos de pressão arterial e frequência cardíaca em ratos acordados Wistar (n: 8 a 

10 por grupo). Os valores estão expressos como média ± EPM, *p<0,05 vs. grupo controle; 
#p<0,05 vs. grupo BPA.  

 

5.3 Efeitos do BPA sobre a reatividade vascular  

No teste de contração à Fenilefrina (Figura 6), a curva dose-efeito dos 

animais contaminados por BPA não foi estatisticamente diferente da curva dos 

animais do grupo controle. No entanto, o grupo que recebeu kefir apresentou menor 

resposta contrátil em relação tanto ao controle quanto ao grupo BPA. 

O relaxamento induzido por ACh nos anéis de aorta em todos os grupos está 

demonstrado na Figura 6, na tabela estão descritos os três principais parâmetros 

que determinam o resultado da curva (Rmax, EC50 e AUC).  

O grupo tratado com BPA apresentou valor de Rmax de ~81±3% (Figura 6A), 

significativamente menor que o observado no grupo controle, ~95±2%. Similarmente, 

a AUC desse grupo foi estatisticamente diminuída quando comparada ao controle (~ 

249 ± 19 a.u. x 319 ± 22 a.u. p< 0,05). No entanto, não observamos diferença entre 

os grupos no parâmetro que avalia a sensibilidade.  
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A administração diária de Kefir promoveu restauração da resposta 

vasodilatadora, aumentando a Rmax (92 ± 2%, p <0,05), a sensibilidade (7,8 ± 0,1 -

log M ACh, p <0,05) à ACh, mantendo a AUC (345 ± 20 a.u. p <0,01) similar a 

apresentada pelo grupo controle.  

 

Figura 6. Efeitos do BPA sobre a reatividade vascular à ACh (à esquerda) e Fenilefrina (à 

direita) em ratos Wistar (n: 9 a 10 por grupo). Os resultados de Rmax, EC50 e AUC estão 

demonstrados nas tabelas. Os valores estão expressos como média ± EPM, *p<0,05 vs. 

grupo controle; #p<0,05 vs. grupo BPA.  

 

Conforme descrito acima e considerando que o BPA não causou alteração na 

resposta vaso-contrátil à fenilefrina em nossos animais, o foco do nosso estudo 

passou a ser os mecanismos que envolvem os prejuízos da vasodilatação induzida 

pela ACh. 

 

5.4 Mecanismo de disfunção endotelial: o papel do NO 

A figura 7 mostra as curvas concentração-resposta à ACh na presença e 

ausência de inibição da via NOS por L-NAME nos três grupos de animais. O 

bloqueio dos anéis aórticos com L-NAME causou uma redução acentuada na 

resposta vasodilatadora à ACh no grupo controle (Figura 7A), atingindo um Rmax de 

0,9 ± 0,1%, no grupo BPA 6,9 ± 0,3% e no grupo BPA kefir  1,6 ± 0,2% (Figura 7B). 
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Dessa forma podemos observar que a contaminação por BPA causa uma redução 

da biodisponibilidade do NO e o tratamento com o kefir aumentou a disponibilidade 

desse importante vasodilatador em vasos de condutância.  

 

Figura 7. Avaliação da via molecular da NOS/cGMP em anéis de aorta nos três grupos de 

animais estudados através do inibidor inespecífico L-Name (n: 8 a 10 por grupo). Os gráficos 

acima mostram os valores antes e depois do bloqueio nos três grupos. Os valores estão 

expressos como média ± EPM, *p<0,05 vs. grupo controle (sem bloqueio no respectivo 

grupo); #p<0,05 vs. grupo controle. 

 

5.5 Mecanismos de disfunção endotelial: o papel das ROS 

O grupo BPA (Figura 8B) apresentou uma resposta vasodilatadora diminuída 

em relação ao grupo controle e kefir (Figuras 8A e 8C). O bloqueio das ROS com a 

apocinina reverteu essa diminuição na resposta vasodilatadora (Rmax 73 ± 4% vs 85 

± 4%) nesse grupo (Figura 8B). Conforme mostrado na figura 8, nos animais controle 

não foi observado diferença entre a curva dose-efeito antes e após o bloqueio com 

apocinina (Rmax 84 ± 4% vs 83 ± 3%). E no grupo tratado com kefir, a curva dose-

efeito já se apresentava semelhante aquela do grupo controle, sendo assim, a  

repetição do teste mediante bloqueio com apocinina não resultou em qualquer 

alteração significante.  
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Figura 8. Contribuição do estresse oxidativo para a disfunção endotelial. Efeito do bloqueio 

da atividade da NADPH oxidase com a apocinina na curva de concentração-resposta 

acumulativa de acetilcolina (ACh) nos três grupos (n: 8 a 10 por grupo). Os valores estão 

expressos como média ± EPM, *p<0,05 vs. grupo controle (sem bloqueio no respectivo 

grupo); #p<0,05 vs. grupo controle. 

 

5.6 Mecanismos de disfunção endotelial: o papel dos prostanóides 

No grupo contaminado com BPA (Figura 9B), o bloqueio das Cox 1 e 2 

através da utilização da indometacina foi capaz de normalizar a curva concentração 

resposta à ACh quando comparado com a curva controle, sem bloqueio. Conforme 

mostrado na figura 9, nesse grupo, o bloqueio com indometacina causou um 

aumento significante na Rmax de 66±4% para 90±4% e também na AUC, de 

212±17% para 316±18%. Não foi observado diferença nos parâmetros analisados 

com o bloqueio seletivo da COX 2, com a utilização do NS 398. Diferentemente, no 

grupo controle (Figura 9A), a utilização dos bloqueadores da COX, não promoveu 

alteração significante na significante na curva concentração resposta à ACh. Nos 

animais contaminados com BPA que receberam kefir (Figura 9C), a disfunção 

endotelial foi totalmente abolida e, deste modo, as curvas se comportaram 

semelhantemente ao grupo de animais controle, isto é, os bloqueios não 

promoveram alterações.   
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Figura 9. Avaliação da participação dos Prostanoides. Efeito do bloqueio da atividade da 

Cox 1 e 2 com Indometacina e NS 398 na curva de concentração-resposta à acetilcolina 

(ACh) nos três grupos (n: 8 a 10 por grupo). Os valores estão expressos como média ± 

EPM, *p<0,05 vs. grupo controle (sem bloqueio no respectivo grupo); #p<0,05 vs. grupo 

controle. 

 

5.7 Avaliação da participação das principais vias de produção de ROS nas 

células da Aorta 

A figura 10 mostra que a contaminação por BPA provocou um aumento na 

produção de •O2
- (1.942 ± 39 a.u.) (Figura 10A) e H2O2 (1.573 ± 146 a.u.) (Figura 

10B), ONOO-/• OH- (2.078 ± 287 a.u.) (Figura 10C), em relação ao grupo controle 

(•O2-: 1.302 ± 12; H2O2: 1.047 ± 60; ONOO-/•OH-: 1.052 ± 28 a.u.) (Figura 10A, B e 

C). Esse aumento do estresse oxidativo foi abolido pelo uso do kefir (•O2
-: 

1.298±57; H2O2: 990 ± 21; ONOO-/•OH-: 723±20 a.u.), respectivamente (Figura 

10A, B e C) .  A citometria de fluxo também foi utilizada para avaliar a produção de 

NO (através da utilização do corante  DAF) na aorta dos três grupos de animais 

(Fig. 10D). A produção de NO foi significativamente menor nos animais 

contaminados por BPA (1.374 ± 50 a.u.), em comparação ao grupo controle (2.777 

± 96 a.u.) esse efeito foi revertido no grupo que recebeu o kefir (2.514 ± 57 a.u.). 
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Figura 10. Avaliação da produção de ROS (O2-, B: H2O2, C: ONOO-/• OH-) e de NO pela 

intensidade de fluorescência emitida pelo DHE, DCF, HPF e DAF, por citometria de fluxo 

(figuras A, B, C, D, respectivamente) em células vasculares isoladas de aorta (n: 6 a 7 por 

grupo).  Os valores estão expressos como média ± EPM, *p<0,05 vs. grupo controle; 
#p<0,05 vs. grupo BPA.  

 

5.8 Efeitos do BPA sobre a fragmentação do DNA em células de aorta 

A análise do conteúdo de DNA em células isoladas da aorta dos animais, 

figura 7, revelou um aumento expressivo na taxa de fragmentação do DNA  das 

células de animais contaminados com BPA (37±2,3 %) quando comparado  com o 

grupo o grupo controle (16±1,4 %). A administração de kefir foi capaz de diminuir 

significativamente a fragmentação do DNA de células vasculares (9,5±0,7 %) em 

relação ao grupo controle.  
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Figura 11. Quantidade de células na fase Sub-GO do ciclo celular em células de aorta (n: 6 

a 7 por grupo). Os valores estão expressos como média ± EPM, *p<0,05 vs. grupo controle; 
#p<0,05 vs. grupo BPA.  

 

5.9 Efeitos do BPA sobre a viabilidade e apoptose de células da aorta 

Na figura 12 observamos que a contaminação ambiental por BPA diminui a 

viabilidade celular.  O grupo contaminado apresentou redução da viabilidade quando 

comparado ao controle (61 ± 2,85 x 70 ± 2%) e o tratamento com Kefir foi capaz de 

aumentar significativamente este parâmetro (86 ± 0,91%) (Figura 12A). O oposto foi 

observado em relação à células inviáveis (Figura 12C). Simultaneamente, houve um 

aumento significativo na porcentagem de células apoptóticas no grupo BPA 

(11,6±1%) quando comparado ao grupo controle (6,0±1%) (Figura 12B). O grupo 

contaminado que recebeu kefir apresentou diminuição significativa na apoptose 

(3,0±0,9%).  

 

Figura 12. Efeitos do BPA sobre a viabilidade e apoptose das células de aorta. Os gráficos 

mostram a porcentagem de células viáveis, de células apoptóticas e células inviáveis (n: 6 a 

7 por grupo). Os valores estão expressos como média ± EPM, *p<0,05 vs. grupo controle; 
#p<0,05 vs. grupo BPA.  
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5.10 Análise da arquitetura endotelial por microscopia eletrônica de varredura 

A análise das fotomicrografias (Fig. 13) demonstrou que a aorta torácica dos 

animais do grupo BPA possuía uma evidente irregularidade na superfície endotelial 

que se apresentou descontínua e acidentada, com perda de sua estrutura normal, 

expondo a membrana elástica interna, observando-se a ocorrência de muitas 

lacunas (setas pretas). A administração do kefir conferiu proteção às células e à 

superfície endotelial dos animais que receberam esse tratamento, que embora 

ainda tenha apresentado algumas lacunas (seta preta) foi parcialmente coberta 

(seta branca), com menor extensão de áreas lesadas na camada íntima. Já o grupo 

controle mostrou uma camada de células endoteliais confluentes (seta branca) e 

superfície regular.  
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Figura 13. Microscopia eletrônica de varredura mostrando a estrutura endotelial 

representativa de aorta de rato Wistar, BPA e BPA-kefir (n: 4 por grupo). Imagem superior: 

corte transversal da aorta de um animal do grupo controle. Abaixo: estrutura endotelial nos 

diferentes grupos. Barra de escala: 200, 50 e 10 µm. Seta branca: Células endoteliais. Seta 

preta: diminuição do espessamento da superfície endotelial.  
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6. DISCUSSÃO  

Dentre os vários disruptores endócrinos conhecidos, o BPA é o composto 

mais utilizado pelo homem, com uma produção mundial anual de mais de 5 milhões 

de toneladas (9). Embora o contaminante esteja presente em muitas formas no dia a 

dia desse mundo moderno e extremamente industrializado, acredita-se que uma das 

maiores fontes de exposição ao BPA seja através da alimentação, por meio da 

contaminação dos alimentos e bebidas que ficam em contato com a substância 

durante seu armazenamento (56). 

A instabilidade química entre as moléculas do BPA possibilita que o mesmo 

se desprenda da embalagem e contamine os alimentos, através de uma reação 

entre o BPA com o ácido ou base dos alimentos ou pela exposição a variações de 

temperaturas (10, 57).  

Refletindo a dramática contaminação ambiental muitas vezes despercebida 

pela maioria das pessoas, Calafat et al. (58), demonstraram que o BPA estava 

presente em aproximadamente 95% das amostras de urina da população de 

referência de 394 adultos nos Estados Unidos (58). Ele também foi identificado no 

soro de mulheres grávidas, no líquido amniótico e no sangue do cordão umbilical 

durante o nascimento (14). Devido ao seu uso em grande escala pela indústria e o 

descaso dos órgãos fiscalizadores em diversos países, é possível que em muitos 

locais, o próprio meio ambiente, água, ar e solo estejam contaminados (12).  

Tendo em vista o grande número de publicações alertando para os perigos do 

BPA, alguns países já baniram seu uso. Outros, como o Brasil, optaram por proibir a 

importação e fabricação de mamadeiras e artigos similares destinados à 

alimentação de lactentes que contenham BPA, considerando a maior exposição e 

susceptibilidade dos indivíduos usuários destes produtos (24). Porém, sabe-se que 

hoje o BPA está presente na vida de praticamente todas as pessoas, medidas 

pontuais não têm sido eficazes no sentido de impedir a contaminação humana e 

ambiental.  

Este estudo foi desenhado para investigar os efeitos da contaminação por 

BPA na função endotelial de ratos Wistar. Nosso principal objetivo foi avaliar a 

influência do Bisfenol-A na reatividade vascular e os possíveis efeitos do kefir nesse 

contexto. Sabe-se que a disfunção endotelial, na maioria das doenças 

cardiovasculares, pode ser caracterizada por uma perda na vasodilatação e/ou 
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aumento da resposta contrátil. Nesse sentido, verificamos primeiramente tanto a 

resposta contrátil ao agonista adrenérgico Fenilefrina quanto a resposta 

vasodilatadora ao agente padrão ouro para avaliação da reatividade vascular, 

Acetilcolina. Usando a abordagem padrão-ouro para avaliar a reatividade vascular 

dos anéis aórticos, observamos uma resposta de relaxamento prejudicada à ACh no 

grupo BPA, que ocorreu principalmente devido a um desequilíbrio nas vias NO/ROS, 

acompanhado por danos na superfície endotelial. Os animais contaminados tiveram 

menor produção de NO, apresentaram disfunção endotelial com aumento na 

participação de ROS no vaso e dos prostanóides vasoconstrictores. O BPA 

prejudicou a integridade da superfície endotelial vascular e, em células de aorta, 

causou danos ao DNA, diminuindo a viabilidade com simultâneo aumento da 

apoptose celular. A contaminação por BPA na infância também levou a um aumento 

no ganho de peso corporal e elevação na pressão arterial. Concomitantemente, 

demonstramos que a administração diária do kefir, causou uma melhora significativa 

da função endotelial vascular dos animais contaminados por BPA e minimizou de 

forma significativa os impactos causados pelo BPA. 

Um estudo realizado por nosso grupo, avaliou os efeitos do tratamento 

crônico com kefir em aorta de ratos espontaneamente hipertensos (26). Neste 

trabalho demonstramos, pela primeira vez, que o kefir é capaz de atenuar a 

disfunção endotelial em vasos de condutância de animais SHR, através da 

diminuição da produção de ROS e, consequentemente, reestabelecendo a 

biodisponibilidade de NO. Além disso, a administração de kefir também foi capaz de 

restaurar o endotélio da aorta, contribuindo para a reparação morfológica nos 

animais estudados (26).  

Em relação ao efeito obesogênico do BPA, é importante enfatizar que estudos 

recentes experimentais (59) e clínicos (60-63) têm mostrado resultados 

semelhantes. A contaminação por BPA tem sido relacionada a uma tendência ao 

excesso de peso em diversos trabalhos (62, 63). Uma coorte realizada com 500 

pares de mães e filhos mostrou aumento de peso associado à contaminação por 

BPA na Grécia (60). Neste estudo, os pesquisadores avaliaram as concentrações de 

BPA em amostras de urina coletadas da mãe durante a gestação e dos filhos 2,5 e 4 

anos após o nascimento e observaram maior prevalência de sobrepeso/obesidade à 

medida que as crianças ficavam mais velhas.  
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 Alguns mecanismos fisiológicos foram projetados tentando explicar a 

associação entre exposição ao BPA e obesidade. Por exemplo, estudo in vitro de 

Masuno et al. (64) mostraram que o BPA promove o acúmulo de gordura através da 

diferenciação de adipócitos. Além disso, Hugo et al. (65) demonstraram que O BPA 

se liga aos receptores de estrogênio nos adipócitos, inibindo a liberação do 

hormônio anti-obesidade, adiponectina, contribuindo para o ganho de peso. 

Em relação à elevação dos níveis pressóricos causada pelo BPA, o mesmo 

foi observado em camundongos de 8 semanas de idade, contaminados por via oral, 

utilizando uma ampla gama de doses (4 nmol/L a 400 μmol/L em água potável) 

durante 30 dias. O grupo tratado apresentou aumento de pressão arterial sistólica e 

diastólica em relação ao não tratado (27). Em humanos, uma coorte prospectiva de 

486 pares mãe-criança na Coréia, a maior exposição pré-natal ao BPA (medida na 

vigésima semanas de gestação) foi associada a um aumento significativo na 

pressão arterial aos 4 anos (66).  

De forma ainda não evidenciada anteriormente, demonstramos a ação 

protetora do kefir contra a elevação dos níveis pressóricos causada pela 

contaminação por BPA em nossos animais. Estudos anteriores nossos e de outros 

grupos de pesquisa mostraram os efeitos benéficos do kefir em diminuir a pressão 

sanguínea (26, 67, 68, 69, 70), sugerindo que esta bebida de leite fermentado pode 

ser útil em diferentes eventos cardiovasculares. Estes efeitos benéficos foram 

explicados pelo menos em parte, pela presença de bactérias e fungos nos grãos de 

kefir, por haver neles uma relação simbiótica próxima, resultando na produção de 

elementos bioativos (26,71,72). 

Estudos sugerem que o consumo crônico de produtos lácteos fermentados 

com compostos bioativos apresentam efeitos que impedem o desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares, incluindo o risco de hipertensão (72, 73). Pesquisas 

ômicas, como as de proteômica, têm identificado moléculas provavelmente 

responsáveis pelos efeitos biológicos observados nos tratamentos com bebidas 

lácteas (70, 74, 75).   

Este racional é corroborado por um estudo recente publicado por nosso 

laboratório realizado por Amorim et al. (70), no qual os efeitos do kefir foram 

avaliados em um modelo de hipertensão renovascular em animal. Nesse trabalho, o 

tratamento com kefir resultou em uma diminuição de 37mmHg na pressão arterial 

sistólica, com redução da atividade da enzima conversora da angiotensina (ECA) em 
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19%. Foram identificados 35 peptídeos anti-hipertensivos que através de uma 

análise “docking molecular” apresentaram interação com a enzima conversora de 

angiotensina sendo um possível inibidor da ECA (70). 

Em nosso estudo, observamos que animais contaminados com BPA 

apresentaram um prejuízo no relaxamento dependente do endotélio, ou seja, uma 

resposta diminuída à ACh quando comparados ao grupo controle, sendo que o 

principal mecanismo envolvido nesta vasodilatação reduzida é um desequilíbrio 

entre NO/ROS acompanhado de dano à estrutura do endotélio e alterações 

morfológicas. A contaminação por BPA resulta em deterioração da superfície do 

endotélio acompanhada por desequilíbrio NO/ROS e aumento de prostanóides 

vasoconstritores, como revelado através de bloqueadores específicos utilizados em 

protocolos clássicos de reatividade (76). 

Esse é o primeiro estudo que demonstra esses efeitos da contaminação por 

BPA na infância e também que o tratamento com kefir é capaz de restaurar a função 

endotelial desses animais, reduzindo a produção de ROS, aumentando a 

biodisponibilidade de NO. Vários estudos epidemiológicos indicam que a exposição 

ao BPA na população adulta está associada ao aumento do risco de doenças 

cardiovasculares, incluindo doença da artéria coronária cardíaca, angina, infarto, 

hipertensão e doença arterial periférica. Estudos experimentais sugerem que a 

exposição ao BPA tanto aguda como crônica poderia afetar o funcionamento 

fisiológico do sistema cardiovascular e diversos autores apontam para a 

necessidade de aprofundar a avaliação do potencial de toxicidade de BPA sob esse 

ponto de vista, incluindo a realização de pesquisas que investiguem os mecanismos 

celulares e moleculares pelos quais o tóxico do BPA levaria à uma disfunção 

endotelial e consequentes danos cardiovasculares (27,4,11). 

Nossos dados contrariam os resultados encontrados no único estudo que 

investigou a reatividade vascular em animais contaminados por BPA publicado até o 

momento (28). Os autores avaliaram os efeitos da administração diária de BPA em 

camundongas prenhas correlacionando a contaminação com suas repercussões 

cardiovasculares. Os resultados desse trabalho mostram que a exposição pré-natal 

ao BPA resulta em alterações no crescimento, aumento da adiposidade e prejuízos 

na homeostasia da glicose em filhotes machos e fêmeas. A prole também teve 

pressão sistólica aumentada e, nos filhotes machos, isso foi acompanhado por um 

tônus vascular prejudicado. Ao contrário do nosso, naquele estudo, foi mostrado na 
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curva dose efeito ao agonista α1-adrenérgico, fenilefrina, uma exacerbação da 

resposta vasoconstrictora do grupo contaminado por BPA em relação ao controle. 

Na resposta vasodilatadora dependente do endotélio, também diferentemente dos 

nossos resultados, não se verificou uma influência do contaminante sob o efeito da 

ACh. Por outro lado, na avaliação da resposta vasodilatadora independente do 

endotélio, através do doador de óxido nítrico, Nitroprussiato de Sódio (SNP), 

verificou-se uma atenuação da resposta vasodilatadora no grupo contaminado (28). 

Para abordar os mecanismos pelos quais o kefir produz efeitos benéficos 

sobre a função endotelial, primeiro investigamos a participação da via do NO/cGMP 

neste processo, examinando a resposta vasodilatadora dos anéis aórticos à ACh 

dependente do endotélio, inibindo a NOS com L-NAME.   

Ao estudarmos o papel da eNOS sobre o relaxamento vascular das aortas 

dos nossos animais utilizando o bloqueio farmacológico L-NAME, verificamos que o 

bloqueio da eNOS promoveu uma redução drástica na vasodilatação do grupo 

controle, o que demonstra a importância do NO em promover a vasodilatação 

nesses animais. O bloqueio de eNOS no grupo BPA aboliu o relaxamento induzido 

por ACh e levou a vasoconstricção dose dependente à ACh, indicando assim uma 

menor ação da acetilcolina em promover uma resposta vasodilatadora dependente 

do endotélio, prevalecendo sua ação vasoconstrictora no músculo liso vascular, que 

podemos atribuir à reduzida atividade da via da NOS no endotélio. O grupo que 

recebeu kefir apresentou resposta de relaxamento similar ao controle o que se 

refletiu na ΔAUC (diferença entre antes e depois do bloqueio L-NAME) que foi maior 

no grupo controle e no grupo kefir indicando um aumento significativo da via do NO 

na vasodilatação induzida por ACh em relação ao grupo BPA. O relaxamento 

residual sob o  bloqueio de NOS com L-NAME pode ser atribuído aos fatores 

relaxantes da via dos prostanoides, como a prostaciclina PGI2.  

Estudos realizados em diferentes modelos experimentais avaliaram o NO 

basal e verificaram sua redução em diversas doenças associadas à disfunção 

endotelial (77). Assim, nossos resultados apontam para uma diminuição da 

biodisponibilidade de NO e a disfunção endotelial nos animais contaminados por 

BPA e que o tratamento com kefir aumentou de maneira significativa o NO basal, 

acarretando numa melhora da função endotelial.   

Verificamos também a influência das ROS em modular a vasodilatação, sabe-

se que a maior produção de ROS ocorre por conta da NADPH oxidase no sistema 
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mitocondrial. Para avaliar a contribuição de ROS no prejuízo da função endotelial foi 

estudado em um grupo de animais a resposta de relaxamento à ACh pela incubação 

dos anéis aórticos com apocinina. Não houve diferença entre a curva dose-efeito 

antes e após o bloqueio com apocinina no grupo controle, porém, no grupo BPA, o 

bloqueio da ROS reverteu a diminuição da resposta vasodilatadora. No grupo BPA 

Kefir que já apresentava curva dose-efeito semelhante ao controle, o bloqueio com 

apocinina não resultou em qualquer alteração significante.  

Foi observado que os animais BPA apresentavam um aumento da 

participação de ROS em comparação aos animais controle, sendo que o kefir foi 

capaz de diminuir o aumento da participação das ROS no relaxamento, reduzindo 

então, o estresse oxidativo e promovendo uma melhora na vasodilatação. Nossos 

resultados estão de acordo com outros que relacionam a disfunção endotelial a um 

aumento da geração de ROS e uma diminuição da biodisponibilidade de NO (78, 

79). Outros autores demonstram uma relação entre hipertensão e estresse oxidativo 

com o aumento da produção de ROS e também um prejuízo na reatividade vascular 

(80, 81).  

Além das ROS, os prostanóides vasoconstritores derivados da ciclooxigenase 

1  (COX-1) e 2 (COX-2) são mediadores que podem participar da disfunção 

endotelial (82). Diversos estudos têm demonstrado que há um aumento na 

expressão da COX-2 e da participação de seus derivados na vasoconstrição 

dependente do endotélio, assim como a resposta vasodilatadora em pessoas 

hipertensas e em vários modelos animais de hipertensão (83, 84). Em condições 

fisiológicas, a atividade da COX-1 parece estar envolvida na produção de PGI2 que 

tem ação vasodilatadora, enquanto que na hipertensão a COX-1 sintetiza 

prostanoides vasoconstritores (85). Embora através de mecanismos ainda não 

completamente definidos, parece haver uma estreita relação entre ROS e produtos 

derivados da COX. As ROS podem aumentar a expressão e ou ativação da COX 

(86, 87) e tratamentos antioxidantes tendem a  abolir o papel da COX na resposta 

contrátil dependente do endotélio (88).  

Em nosso estudo avaliamos a participação dos derivados da COX na 

vasodilatação mediada pela ACh por meio do bloqueio com indometacina associado 

ao NS 398. Nossos dados mostram que a contaminação por BPA diminui a resposta 

vasodilatadora no grupo controle e que o bloqueio da indometacina, promoveu a 

mesma vasodilatação padrão do grupo não contaminado, mostrando a participação 
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dos prostanóides nesse contexto. O bloqueio específico da COX 2, com NS398, não 

mostrou diferença no grupo BPA o que nos diz que a via que está influenciando 

nessa redução da vasodilatação é via da COX 1. Quando comparamos a área 

abaixo da curva dos três grupos observamos que nos animais contaminados por 

BPA há uma menor participação dos prostanóides derivados do ácido araquidônico 

quando comparados com o grupo controle, sugerindo a participação desta via no 

relaxamento à ACh. O kefir foi capaz de aumentar a participação dos derivados da 

COX no relaxamento à ACh, conforme mostramos anteriormente, esse simbiótico 

pode diminuir a produção de ROS, aumentando a vasodilatação, promovendo uma 

melhora da função endotelial (26).  

A disfunção endotelial geralmente está relacionada a um desequilíbrio entre 

as espécies reativas de oxigênio (89) e nosso grupo comprovou anteriormente que a 

utilização do kefir reduz o estresse oxidativo, aumentando a biodisponibilidade de 

NO nas células endoteliais de aortas (26). Para confirmar a hipótese de que a 

contaminação por BPA na infância levaria a um desequilíbrio entre a produção de 

ROS/NO e que o kefir poderia ter um efeito protetor nesse contexto, utilizamos a 

citometria de fluxo para avaliar a produção de algumas espécies reativas de oxigênio 

(•O2
−, H2O2, e •ONOO-/• OH-) e a produção de NO na aorta dos animais. O BPA 

provocou um aumento na produção das ROS estudadas e uma diminuição 

significativa na produção de NO. O grupo que recebeu o simbiótico kefir e o BPA 

apresentou resultados similares ao controle, o que evidencia o poder antioxidante da 

bebida num contexto de disfunção endotelial causada pela contaminação por BPA 

na infância.  

Os resultados encontrados estão de acordo com o observado em outros 

estudos que demonstraram que o tratamento com kefir em ratos e humanos foi 

capaz de reduzir o desenvolvimento de fatores de risco associados a doenças 

cardiovasculares (90, 91). Outros trabalhos têm observado uma melhora da 

reatividade vascular associada com a redução do estresse oxidativo em seres 

humanos e animais com distúrbios metabólicos quando tratados com probióticos 

Lactobacillus (69, 90).  

Outro dado interessante obtivemos quando avaliamos a fragmentação do 

DNA em células de aorta. A análise do ciclo celular, mostra um aumento da taxa de 

fragmentação celular no grupo contaminado por BPA e a ação reparadora do Kefir 

nesse contexto. O mesmo ocorreu ao avaliarmos a viabilidade e apoptose nas 
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células de aorta, ou seja, o BPA diminui a viabilidade celular, e essa ação é abolida 

pela administração de Kefir. O aumento nos níveis de ROS se correlacionou 

positivamente com os níveis de apoptose indicando que o estresse oxidativo pode 

estar envolvido nas vias de ativação apoptóticas.  O kefir foi capaz de proteger o 

DNA das células da aorta dos efeitos do estresse oxidativo. A restauração do 

equilíbrio NO/ROS observado na aorta contribuiu para o restabelecimento da função 

normal dessas células, conforme observado em estudos recentes de nosso 

laboratório (26, 52, 54, 77, 92-94) e por outros (80, 95, 96). 

Os efeitos da contaminação por BPA também puderam ser observados na 

morfologia dos vasos estudados. Enquanto o grupo controle apresentava uma 

camada de células endoteliais confluentes, os contaminados por BPA exibiram 

superfície endotelial irregular, descontínua e acidentada e os animais que receberam 

tratamento com kefir apresentaram uma superfície endotelial contendo células 

regeneradas, que cobriam parcialmente a área íntima lesada. Diversos fatores levam 

às alterações estruturais e funcionais dos órgãos, o aumento na produção de ROS é 

muito comum nesses casos. Estudos mostram que a interação entre estresse 

oxidativo e inflamação influencia diretamente a mobilização de células progenitoras 

endoteliais (97) e, indiretamente, leva à desnudação da superfície endotelial (98). 

Em estudo anterior (26) mostramos que o kefir promove aumento da produção de 

NO pelas células endoteliais, aumentando a mobilização das EPC para locais onde 

há lesão endotelial, uma vez mobilizadas na circulação periférica, as EPC localizam 

as áreas lesadas da artéria e contribuem na sua re-endotelização (99, 100). 
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7. CONCLUSÃO 

Esse estudo demonstra, pela primeira vez, que a contaminação por Bisfenol A 

na infância leva à uma disfunção endotelial em vasos de condutância de ratos 

Wistar, aumenta o ganho de peso corporal, eleva os níveis pressóricos e provoca 

dano às células da aorta. Nesse trabalho comprovamos também que, o simbiótico 

kefir é capaz de atuar positivamente no contexto da contaminação por BPA, 

atenuando a disfunção endotelial, abolindo o aumento na produção de ROS, 

reestabelecendo a biodisponibilidade de NO e contribuindo para a reparação 

morfológica nos vasos dos animais estudados. O presente trabalho é inovador no 

que tange a aplicação de um alimento funcional para prevenção dos efeitos da 

contaminação por BPA. Além disso, nossos animais foram contaminados a partir do 

desmame, por volta do vigésimo quinto dia de vida (o que em humanos equivaleria a 

cerca de 6 meses de idade) até por volta dos 3 meses (o que corresponderia a uma 

criança de 2 anos). Isso demonstra que quando a contaminação ocorre, mesmo 

após a gestação, período geralmente apontado como de maior suscetibilidade aos 

contaminantes ambientais, é suficiente para deixar marcas na saúde do indivíduo 

por toda a sua vida.    

Figura 14. Esquema simplificado sobre os efeitos da contaminação por BPA na infância e a 

ação protetora do kefir. Fonte: Própria (2019).   
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