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REBIOD

GAGINI, Thalita BragaAcgé&o da piperina sobre a intoxicagcdo experimental de ratos por
aflatoxinas. Seropédica: UFRRJ, 2007. 51p. (Dissertacdo, Mestrado ecnolvblogia
Veterinaria)

A piperina (1-piperoil piperidina), principal amida constituirte pimenta pretaP{per
nigrum Linn.) e da pimenta longaP( longum Linn.), apresenta diversos efeitos
farmacoldgicos e bioquimicos, como a inibicdo de enzimas dobatistao hepatico,
interferindo na biotransformacado de xenobidticos e substanciasrpndécgenas ativadas pela
via do citocromo P450. A literatura descreve a piperina como semdz,@a vitro, de
diminuir a citotoxidez e a genotoxidez da aflatoxina e células de ratos, através da
competicdo pelo citocromo P450. Devido a importancia da contaroindgagraos por
aflatoxinas, este trabalho teve como objetivo verificarpacdade da piperina em diminuir,
in vivo, 0s danos causados por essas toxinas. Inicialmente, grupos daribsgem LOU-
M foram inoculados, via oral, com diferentes doses de pipetia2;(2,25 e 4,50 mg/kg de
peso corporal), visando avaliar a toxidez dessa amida no modetal aempregado.
Parametros como: ganho de peso, analises anatomopatoldgicapatbiégica, além das
alteracdes nos valores hematologicos foram investigados. Addodel2 mg/kg de peso
corporal de piperina demonstrou ser segura nos ensaios biolégicosemfamgada nos
ensaios de intoxicagdo experimental de ratos com aflatoxin@s. gfupos de ratos foram
inoculados com piperina (1,12 mg/kg de peso corporal), aflatoxinaggfa®0g de peso
corporal) e, piperina + aflatoxinas, sendo avaliados os mesmam@tros acima descritos. A
piperina foi capaz de interferir na toxidez das aflatoximasyivo, diminuindo de forma
acentuada as lesdes histopatolégicas evidenciadas nos amitosisados e, revertendo de
forma significativa a imunossupressédo mediada pelas aflatoxin

Palavras chaveaflatoxinas, piperina, intoxicacdo experimental, ratos.



ABSTRACT

GAGINI, Thalita BragaEffect of piperine on experimental intoxication by aflatoxinasm
rats. Seropédica: UFRRJ, 2007. 51 p. (Dissertation, Veterinacyoldiology Msc.)

Piperine (1- piperoyl piperidine) main black peppRipper nigrumLinn.) and long pepper
(Piper longumLinn.) alkaloid presents several pharmacological and bioclareftects as
enzymes inhibition from hepatic metabolism interfering on xenobiotidspao-carcinogenic
substances biotransformation activated by P-450 cytochromo cicleording to the
scientific bibliography reports, piperine has been able “im¥flor decreasing cytotoxicity as
well as aflatoxin Bl genotoxicity on mice cells through the cortipetiby P-450
cytochromo. Due to the importance of grains contamination byoaiitets, this survey had as
proposal to verify piperine ability for decreasing “in vivo” sonemages caused by these
toxins. On first, at different piperine doses (1,12; 2,25 and 4,5&ghd.ou-M strain rats
groups were inoculated by oral administrated to evaluated thideatokicity on animal
pattern. Parameters as: weight grain, anatomopathological atoghatielogical analyses
beyond changes on hematological values have been researgwthePioses (1,12 mg/Kg)
has showed to be appropriate as well as safe on biological asghitshas been used on rats
experimental intoxication assays by aflatoxins. Three rats grougse inoculated with
piperine (1,12 mg/Kg), aflatoxins (72 pg/ 100 g) as well as pipetiaflatoxins according to
the same parameters above described. Piperine has beermrailviterfering “in vivo” on
aflatoxins toxicity, conspicuously decreasing histopathologicaliegwon intoxicated animals
and significantly returning immunosupression mediated by aflatoxins.

Key-words: aflatoxins, piperine, experimental intoxication,.rats
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1. INTRODUCAO

As aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios, produzidos por algepas de fungos
do géneroAspergillus principalmente das espéciés flavuse A parasiticus 0os quais se
desenvolvem naturalmente em produtos alimenticios, como feijim, amendoim, arroz e
trigo, entre outros. S&o conhecidos alguns compostos similareshatkxsgpelo termo
aflatoxina, porém, os principais tipos de interesse médico-sarséo identificados como:B
B2, G1 e G@. Em saude animal, varias espécies domésticas e denespacdo sao sensiveis
aos seus efeitos toxicos agudos, mutagénicos, carcinogénicomegéteicas, sendo o figado
o principal 6rgdo atingido. De modo anélogo, em salde publica, asxefes tém sido
identificadas como fatores envolvidos na etiologia do céncer ibep&b homem,
consequente a ingestdo de alimentos contaminados. Existemceéasddas que outras doencas
como a sindrome deeyee okwashiorkor também sdo associadas as aflatoxinas.

A piperina (1-piperoil piperidina) é a principal amida constitlida pimenta preta
(Piper nigrum Linn.) e da pimenta longaP( longum Linn.), as quais sao usadas
mundialmente como temperos e como componentes em medicamentos aelopreg
medicina alternativa para o tratamento de asma e bronquite cemtas doencgas. Essa amida
natural exerce diversos efeitos farmacoldgicos e bioquimicos, que
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aflatoxinas

Micotoxinas sdo produtos do metabolismo secundéario de fungos que contaminam
alimentos e ragfes. A sua ingestdo pode resultar em deengde em animais, e também no
homem (HAYES, 1981). As doengas causadas pelas micotoxinas sftnadas
micotoxicoses e geralmente sdo classificadas de acordo caimtomas resultantes da
ingestdo (SMITH; MOSS, 1985). A micotoxicose classica em hum@rmgrgotismo, que
durante os séculos IX e X causou numerosos surtos de gangrena ergétitando em
amputacdo de membros e morte. A Ordem de Santo Antonio foi estdbaho século Xl
para prover hospitais para aqueles acometidos por esta condigi@sApor volta de 1850 a
doenca foi associada com o consumo de cereais, especifica@etei®, contaminado com o
fungo Claviceps purpure§SMITH; MOSS, 1985; BENY, 1988).

Através dos anos, tem havido numerosos surtos de diferentes micsésxiem
humanos e animais que tendem a ser endémicas em certa&Efesaglos incluem a doenca
do arroz amarelo no Japéo e o eczema facial de ovelha na BlavaiZ.

As micotoxinas sdo geralmente encontradas em concentragdes em graos
contaminados por fungos toxigenos e poucas vezes sdo observados indzederados.
Por isso os casos agudos que apresentam sintomatologias éedtexagtomopatoldgicas
evidentes sdo menos freqientes; predominam os efeitos cronicdogqiespertam a atencao
do clinico. Menos evidentes, porém mais significativas do pontdstie econémico, sdo as
perdas devido as intoxicagbes subagudas causadas por baixos niveimalaMesmo em
baixos niveis as aflatoxinas interferem na resposta imunoldgiceando os animais mais
suscetiveis as doencas infecciosas e parasitarias e dimirrugsalopeténcia imunoldgica as
vacinagdes (CRUZ, 1995).

Embora 20 compostos, todos designados como aflatoxinas, tenham sido jsolados
termo, usualmente refere-se a quatro metabdlitos deste grupbifudanocumarinas
produzidas principalmente péispergillus flavuse Aspergillus parasiticusentre outrosklas
foram nomeadas BB, G, e &, todas de ocorréncia natural. Estes quatro compostos sao
distinguiveis pela cor de sua fluorescéncia, sob luz ultravifBetdlue ou azul e G= green
ou verde), com o namero subscrito relacionado a sua mobilidade croffiatog? aflatoxina
B, € encontrada em maior concentracAepergillus flavusproduz apenas ARBe AFB;
enquantdAspergillus parasiticuproduz além destes, compostos adicionais.

13
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Figura 1. Estrutura quimica das aflatoxinasB,G; e G (McLEAN, 1995).

Do ponto de vista da toxicologia, a aflatoxina pode ser considevatta wuna ameaca
guadrupla — uma potente toxina, um mutageno, um teratbgeno e um carci(fldg&;
UENO, 1978). A toxidez letal da ARBvaria em diferentes espécies animais, de
extremamente susceptiveis (trutas, patos perus, caes, caslblbgms e ratos) a resistentes
(macacos, galinhas e camundongos). As aflatoxinas tém sidioneldas a formacdo de
aductos em DNA e com o desenvolvimento de cancer extra-hepético

A hipétese de associacdo causal entre a ingestdo de afigtexindesenvolvimento de
enfermidades humanas continua sendo objeto de controvérsiasp nassim, desde a
descoberta das aflatoxinas, em 1960, diversos paises adotaita® die tolerancia para essas
toxinas em produtos destinados ao consumo humano. No Brasil, foi esthbelm 1996, o
limite de 20 pg/kgle peso corporal, para a soma das fracges@®, onde AFB 15 pg/kg,
em qualquer tipo de alimento, conforme determina a resolucdo TMIABA, 2002).
Desconhece-se, contudo, se este valor ainda representa ou pasigimsficativo para o
desenvolvimento do céncer hepatico. Na Ultima década, poréemsast pesquisas
contribuiram para melhor caracterizar os possiveis efeitosftEtexinas sobre a saude
humana, com destaque para os experimentos sobre a atividade aide@i€RB nas células
hepaticas, no a&mbito molecular, e sua aplicacdo em estudoagopais (MCLEAN, 1995).

As aflatoxinas sdo absorvidas no trato gastrintestinal e hsbtrenadas
primariamente no figado, por enzimas microssomais do sisteffumgies oxidases mistas.
Estas enzimas pertencentes a superfamilia das enzimas do ci
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Quando um alimento contaminado por aflatoxinas € consumido, estas sé&o
metabolizadas no figado e produzem a formacdo de um metabdlitoediério altamente
reativo. A ligacdo deste metabdlito ao DNA resulta na ruptlararanscricdo e em uma
proliferacdo anormal de células, guiando a mutagénese e cémaseg(GUENGERICH,
2001). Patterson (1973) tracou a trilha de biotransformacao daekfrBélulas susceptiveis.
Apdés o transporte através da membrana plasmatica, a molécalivada por mono-
oxigenases microssomais de funcdo mista para formag-8PBepoxido que, por sua vez,
pode se ligar ao DNA nuclear resultando em dano celular.

A AFB; pode ser também reversivelmente convertida por uma NADPH-redatas
aflatoxicol. O aflatoxicol entdo pode atuar tanto como um asslori quanto como
reservatério para AFRPATTERSON, 1973). O sistema microssomal de mono-oxigenases €
também responsavel por transformar a AEBI moléculas polares tal como AEl AFR,
que podem ser eliminadas pelos hepatdcitos, mas o epoxido podesevitigar a acidos
nucléicos e proteinas e € convertido na forma carcinogénica da (SWBEENSONet al,

1974)

A carcinogénese hepética representa o mais importante efeittoxidez das
aflatoxinas. Esta capacidade tem sido demonstrada extensiearseintetudo em relagéo a
AFB; em muitas espécies animais, incluindo peixes, avedpme® carnivoros e primatas.
Nesses animais, as aflatoxinas induzem a formacdo de caacinepatocelular, mesmo
quando ingerida em quantidades tdo baixas quanto 0,2 rigkgpeso corpéreo
(CASTEGNAROet al, 1991; CREPP¢t al, 1993), o que permite considera-la como um dos
mais potentes hepatocarcinégenos naturais, sendo em 1993, clasgificadagquimico
carcindgeno de classe | pela IARDtérnational Agency for Research in Carcinogenesis
1993). Embora o figado seja o alvo primério, o desenvolvimentarderés em outros
orgéos, como o pancreas e intestino, tem sido observado em animaigados com racdes
contendo aflatoxinas, sendo também associada ao aparecimento atestyprimarios e
metastases (STONER al 1982).

Estudos demonstraram que multiplas isoformas do citocromo P 450 @iivema
aflatoxina B (CYP1Al1l, CYP1A2, CYP1B1, CYP2A6, CYP2B6 e CYP 3A4), mas com
potencial mutagénico reduzido se for transformada, por exemplo, @E&¥P2B6.
Experimentos de imunoinibicdo e de inibicdo quimica tem indicado aguésoformas
CYP1A2 e CYP3A sao os maiores responsaveis pela ativac@ ptestutdgeno no figado
(CRESPI et al 1997).

As aflatoxinas também tém sido estudadas por enfraquecer masisteinologico.
Geralmente, a inibicdo da sintese de proteinas pode resultdreeacdes na concentragéo de
proteinas no soro, guiando a supressao de substancias humoraipec#@®&s. Quanto a
imunidade inata, as aflatoxinas podem ter um efeito imunosupressbre macréfagos
depois a exposi¢da vivo, a qual foi relacionada a reducao da atividade antitumor@IQN|,
1999). As aflatoxinas inibem fortemente a producéo de interferonradeucina 1 e 6 e a
habilidade fagocitica dos macréfagos (MOON, 1999).
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Figura 2. Metabolismo da Aflatoxing(®/orld Health Organization, 1979).

Existem evidéncias concretas que sugerem que as aflatoxinasiesaupd funcao
imune por afetar a imunidade dependente de células T em eagésies animais. Estudos
com ratos, coelhos e camundongos reforgam estes achados (RASWDM@L, 1990 e
1993). A imunosupressdo pela toxina pode resultar de varios mecarts&is0s0mo
diminuicdo da concentragdo protéica ou sintese de DNA, mudanparda de atividade
enzimatica e mudancgas no metabolismo ou ciclo celular, o que pedeattar em necrose
individual de células ou necrose (CUSUMAN®Dal, 1995 e 1996; DUGYALA; SHARMA,
1996). Doses subagudas de AFBn porcos da guiné podem resultar em deficiéncia de
complemento (THURSTONet al 1972). Em altas doses, AFBeduz os niveis de
imunoglobulina G e A, guiando a uma deficiéncia de imunidade adquPRiéa.(1992)
reportou que as micotoxinas podem reduzir a efichcia da imunatiglgrida durante a
vacinagao.

Doencas secundérias relacionadas a micotoxinas podem resultaratpiecimento
do sistema imune. Animais mostraram aumento da suscetileil@aandidiase, coccidiose,
salmonelose e deficiéncia imunoldgica geral. Assim, atoxinas podem predispor os
animais a doencas infecciosas, resultando em decréscinmrodatividade (PESTKA;
BONDY, 1990) e possibilidade de mortalidade como resultado de wags.
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2.2. Piperina

A utilizacdo de plantas com fins terapéuticos, para trationeura ou prevencao de
doencas é uma das mais antigas formas de pratica medicihah@aidade. No inicio dos
anos 90, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) divulgou que 65-80% da popmidaca
paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinaistoora forma de acesso
aos cuidados basicos de saude (AKERELE, 1993).

Muitos autores tém discutido a importancia e o potencial déaglanedicinais como
fonte de novos agentes terapéuticos (CORDELIal, 2001). Mendelsohn e Balick (1995)
concluiram que existem 375 mil plantas de importancia farmaeéndis florestas do mundo,
das quais apenas 1/8 teriam sido descobertas. A elucidacéordpsnentes ativos presentes
nas plantas e seus mecanismos de acao sdo um desaficipasa

O génerdPiper pertence a famili®iperaceaegue apresenta cerca de 700 espécies. As
espécies do génemiper, amplamente distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do
mundo, sao usadas medicinalmente para fins diversos. As espécig&neroPiper
apresentam importancia comercial e econdmica por serem pimes#gdas, mundialmente,
como temperos picantes. (revisado por PARMARL, 1997).

Os registros mais antigos do consumo de pimentas datam de aplaxiemde nove
mil anos, resultado de exploragdes arqueoldgicas em Tehuacan,xito.M8utros sitios
arqueoldgicos pré-histéricos (2500 a.C.) sdo conhecidos no Peru, nasdmssade Ancon e
Huaca Prieta.

A pimenta-do-reingPiper nigrum) é uma planta trepadeira originaria da india. E a
mais importante especiaria comercializada mundialmentauga@a em larga escala como
condimento, e também em inddstrias de carnes e conservas.

O Brasil € um dos maiores produtores de pimenta-do-reino, osciland@mesggunda
e terceira posicao no mercado mundial. Das 50 mil toneladas pay &ads exporta 45 mil,
principalmente para a Europa e para os Estados Unidos.

Figura 3- Foto A- Pimenta negra e B-dPita longa.
(fotos tiradas pelo Prof. Gilberto de Andrade Fraifad;ilCeplac/Cepec).
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A piperina foi a primeira amida isolada do géneiper. Esta previne a carcinogénese
de estbmago e figado induzida por carcindgenos quimicos (KHAJ@RIAL, 1998) e
protege da citotoxidez induzida por aflatoxina BFB1) e genotoxidez em células de
hepatoma de rato H4IIEC3 (SING&{ al, 1994). A piperina foi um agente ndo genotoxico
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ndo s6 como inibidor da ciclooxigenase-1, mas também da 5-lipoxigéisiaese constitui
em outra enzima chave no metabolismo do &cido araquidbnico, quepansavel pela
formacdo de leucotrienos pro-inflamatérios que desempenham ffng8@amental na
inducéo da asma (SMITH, 1996).

A piperina contrapfe-se ao citocromo P-450@fdiando a citotoxidez e genotoxidez
da AFB, nas células por inibicAo de ativacdo da toxina e pode, desta,foferecer um
potente efeito quimiopreventivo contra pré-carcinégenos ativados pe#oVCYP 4502B
Ela age diretamente no citocromo, impedindo a atividade dastasas (REENt al, 1997).

Vérias centenas de membros da familia de isoformas da P-4&0 ¢@nhecidas, cada
uma com diferente especificidade para o substrato. @reitm P-450 é importante na
hidroxilacdo de muitas drogas diferentes, como os barbituratos es oxgnobidticos,
particularmente se elas séo hidrofobicas e relativament@wesal A fase 1 do metabolismo,
por meio de diversas reacdes, transforma compostos estranhoswaisneogem substancias
mais sollveis em agua, o que permite sua eliminacao na lmfielizmente, por esse mesmo
processo, alguns compostos se convertem em substancias tSumastendo o sistema de
detoxificagéo.

De uma forma interessante, Ata&t al (1985), descreveram o0 aumento da
biodisponibilidade de drogas e de alguns suplementos nutritivos pelinaipgor atuar
inibindo o mecanismo de glicuronizacdo no figado e intestino delgagiperina aumenta a
atividade de drogas como a nimesulide, por exemplo, por atuar corpotante inibidor de
enzimas metabolizadoras da droga, como as isoformas do citoerdbiy resultando em um
aumento ndo-especifico da sua biodisponibilidade. No que se refei®gas, a piperina
suprime quadros convulsivos por estimular a liberagdo de 5-Hortexcerebral (MORlet
al., 1985) e catecolamina da glandula adrenal (KAWAdAL, 1988).

Foi reportado que o tratamento com a piperina aumentou a biodisponibiligad
Epigalocatequina-3-galato (EGCG) - a maior catequina componecteaderde e talvez seu
constituinte mais ativo - em camundongos. A administracd@éstdca de 163.8 umol/kg de
EGCG e 70.2 umol/kg de piperina a camundongos machos CF-1 aumentel de@imax
no plasma 1,3 vezes comparado com 0sS animais tratados apen&G€&E A piperina
provou aumentar a biodisponibilidade de EGCG por inibir a glicuronizagéaotréansito
gastrintestinal (LAMBERTet al 2004).

A atividade imunomodulatéria da piperina pode ser devida a acédo coabilas
respostas imunes celular e humoral. Sendo assim, a piperina pgae camo um
imunomodulador ndo-téxico o qual possui também propriedades antitunGBtaidLA,
2001).

Os efeitos da piperina sobre o sistema imunolégico estdo senestigados e
demonstram resultados contraditorios na literatura, cabendo estudospnudiindados sobre
o tema (DOGR/Aet al, 2004; SUNILAet al, 2004)
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3. JUSTIFICATIVA

Devido & importancia da contaminacdo de gréos por aflatoxinas evid&nciasin
vitro, de que a piperina oferece um potente efeito quimiopreventivo @atreacdo de pro-
carcinogénicos, este trabalho busca verificar a capacidgapataa em diminuirin vivo, 0s
danos causados por essas toxinas. A comprovacao da acao da piiedrasetabolizacéo
das aflatoxinas pode apresentar uma excelente alternatiza spaar o problema de
intoxicacdo por aflatoxinas, podendo esta ser usada como aditivo &mneranptro tipo de

alimentos sujeitos a contaminagéo pelos fungos, apresentandtagera de ser um produto
de origem natural, de baixo custo e facil obtencéo.

20



4. OBJETIVOS

4.1. Geral: Avaliar a acdo protetora da piperina sobre ratos intoxicadfigrda prolongada
com aflatoxinas.

4.2. Especificos:

4.2.1. Determinar a influéncia de diferentes doses de piperina smbiparametros fisicos
(peso), hematolégicos e bioquimicos;

4.2.2. Analisara toxidez de diferentes concentracOee piperinaatravés de exames
histopatolégicos;

4.2.3. Determinar a capacidade tdéxica e imunossupressorafldasimas no modelo
experimental proposto;

4.2.4. Avaliar a interferéncia da piperina no processo de @ag&0 prolongada das
aflatoxinas nesse modelo experimental.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Modelo biolégico

Foram utilizados 54 ratos machos, adultos jovens, da linhagemM.QEigura 4),
obtidos do Biotério do Instituto de Biologia da Universidade Fedduahinense e mantidos
no Biotério de Criacdo do Instituto de Veterinaria, UFRRJ durardemana de adaptacao.
Durante os ensaios biologicos, os animais foram separados em @rdp6sno Biotério de
Experimentagdo Animal do Instituto de Veterinaria, UFRRJ, sob coesliambientais padréo
(temperatura controlada e ciclos de luz e escuriddo de 12ebshendo racdo adequada e
aguaad libitum As doses de aflatoxinas e piperina foram calculadas demiende acordo
com a variagdo de peso de cada animal. Os animais foram Eldsm&teutanasia sob
anestesia inalatéria em campanula com éter. O manejo doaisffioi realizado seguindo os
principios éticos, de forma a amenizar ao maximo o sofrimestesie

A racgdo oferecida aos animais foi avaliada quanto a uma pbssitaminagcéo por
aflatoxinas. Um estudo de quantificacdo de aflatoxinas encontradaittoipor meio de
técnica de extragdo desenvolvida por Rodrigues e Amaya (2008%teriprmente, este
extrato foi submetido a uma anélise por meio de Cromatografiadeigieé Alta Eficiéncia
(CLAE) segundo Direito (1989). De acordo com os resultados obtidas quessttificacéo foi
excluida a hipétese de haver intoxicacdo incidental dos animaismpmr de ragéo
contaminada. O extrato provou estar livre da presencaatia diixina.

Figura 5. (Foto A e B) Ratos da linhagem LOU-M empregado®anodelo experimental.
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5.2. Metodologia
5.2.1. Obtencao e preparo da piperina

A piperina foi isolada a partir do p6 dos frutos secoBider nigrumLinn., através de
uma adaptacdo realizada sobre a metodologia descrita origmelper Ikan (1991). A
amida, em sua forma pura (pf: 125-12F foi obtida com rendimento em torno de 7%
(RIBEIRO, 2004). Além da comparagdo do ponto de fusdo, o produto nddiral
caracterizado através dos métodos convencionais de andlise tRMNC, IV e EM),
apresentando dados espectrométricos compativeis com os desaritibsratura (IKAN,
1991). A piperina foi dissolvida em 1 mL de 10 % de DMSO/et@s% no momento do uso.

Para a preparacdo da solugcdo de piperina nas diferentesnitagdes, a amida
dissolvida emdimetilsulfoxido DMSO/etanol foi diluida em solucdo salina tampongHa,
7,2, misturada v/v em 6leo de milho da marca Salada e vagjoesge homogeneizada, sendo
administrada 20&1 da mistura, por animal, via oral, através de serimgprja.

5.2.2. Obtencéo e preparo das Aflatoxinas

As aflatoxinas foram produzidas a partir de cultivos, em &i8(Anexo), da cepa de
Aspergillus parasiticus CMDB 046@edida pelaFiocruz forte produtor de AFB AFB,,
AFG; e AFG, mantidos por 11 dias em estufa a temperatura de 37°C. Apés detioas
culturas foram maceradas e entdo passaram por um process@g@oesom cloroformio (50
mL/ placa), filtradas em filtro de pap@lhatmann® 1 e o extrato obtido foi concentrado até
residuo em rotoevaporador. Os extratos foram, posteriormente, dileido$,0 mL de
cloroférmio e analisados por cromatografia de camada delgada)(E@placas de silica gel
20 X 20 cm, que foram ativadas por 1 hora em temperatura de 120%xtr@®s foram
aplicados com micro-seringas, a uma distancia de 1,0 cem@adea aplicagdo. A fase movel
escolhida foi composta de tolueno:cloroférmio:acetato de eit&do formico 90%, na
propor¢cdo de 70:50:50:20. A quantificacdo foi feita por cromatografiadéiqde alta
eficiéncia (CLAE), com sistema equipado com bomba Watergelo 510, injetor Rheodine
(loop de 20ul), detector de UV-Visivel Merck-Hitachi modelo L-425@tegrador Merck-
Hitachi, modelo D-2500. Aliquotas dos extratos foram eluidas comstrmiacetato de
etila:n-hexano (3:2.5, v/iv) com fluxo de 1,5 ml/min em fasenagrcom coluna Microsorb
4,6x15cm, 54, Varian®. A deteccao foi realizada a 360nm, segunelibo{it989).

Para a preparacgdo da solucéo de aflatoxinas administradai@ass, os residuos dos
extratos quantificados foram dissolvidos em 6leo de milho corhetaianarca Salada e
homogeneizados em banho de ultra-som por 15 min. As solu¢des foramsdiluidaderando
a dose a ser administrada e mantendo o volume de 200ul (duzentostrosyrch ser
administrado por animal, por via oral, através de gavagem.
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5.2.3. Procedimento Experimental

5.2.3.1. Analise de diferentes concentracdes de piperin@d modelo experimental
proposto

Os ratos foram divididos em quatro grupos de seis animais, senidoéiate pesados
e inoculados com solucéo de piperina em diferentes concentra¢bs2,25; 4,5mg/kg de
peso corporal), via oral, por 23 dias consecutivos, para escoldasdade piperina que
melhor se ajustava ao modelo animal. O grupo controle foi inocufs®a com o veiculo
(10% de DMSO/ Etanol a 95%), misturado a PBS e diluido em 6éleo lde da marca
Salada. As concentragcfes de piperina foram diluidas no mesiooloy sendo também
acrescidas de PBS e 6leo de milho. O sangue dos animaisef@idmotom EDTA antes das
inoculacdes e depois, durante a eutanasia, para a realizac@&uabmetria, contagem
diferencial de leucdcitos e hematimetria. Apés os 23 diasrefaiizada a necropsia, e
posteriormente coletados estdmago, duodeno, jejuno, ileo, figatlns para avaliacdes
histopatolégicas, sendo o figado e os rins pesados.

Quadro 1. Delineamento experimental para teste de cong@ssrde piperina.

Grupos Piperina®
Controle 0,00
A 1,12 mg/kg
B 2,25 mg/kg
C 4,50 mg/kg

! Animais inoculados com piperina por 23 dias congeos.

5.2.3.2. Ensaio de intoxicagdo com aflatoxinas

Os animais foram divididos em trés grupos de dez (grupo P — 1,12 dw/ggso
corporal de piperina; grupo A — 72 pg/100g de peso corporal de aflatexgragpo P+A -
piperina + aflatoxina), sendo diariamente pesados e inoculados, gparalj conforme o
Quadro 1. O sangue dos animais foi coletado no inicio do experimentogiorda veia
caudal com EDTA e ao final do experimento, por meio de puingé@oecardiaca com e sem
EDTA para a realizagcdo da leucometria, contagem difexknegematimetria e dosagem
enzimatica. Em seguida, procedeu-se a necropsia e poster@ifioram coletados o figado e
0s rins para avaliacdo histopatologica. Os sinais de toxidemrte dos animais foram
observados por um periodo de 24 dias
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Quadro 2. Delineamento experimental para teste de intoxicacadflgtoxinas.

Grupos Piperina® Aflatoxinas?
P 1,12 mg/kg 0

A 0 72 1g/100gr

P+A 1,12 mg/kg 72 ug/100gr

! Animais inoculados com piperina por 23 dias congeos.
2, Animais inoculados com afla por 21 dias, a paki°dia da inoculacdo com piperina.
P. piperina, A. aflatoxira® + A. Piperina + Aflatoxinas.

5.2.4. Metodologia de avaliagdo dos experimentos:

5.2.4.1.Variagao de peso

Os animais foram submetidos a pesagem diaria e de acordo peso médio de cada
grupo foi calculada a dose de piperina ou aflatoxinas admutastfeo final do experimento
foi feita a avaliagé@o estatistica dos animais quangaabo de peso.

5.2.4.2. Necropsia

A avaliagdo dos o¢rgaos e visceras foi feita em seguidatanasia, quando foi
observada a presencga de alteracdes macroscopicas de tamanhoragé@alos 6rgédos e
presenca de lesdes.

5.2.4.2.Histopatologia

Para realizacdo dos exames histopatolégicos os 6rgéos foletados e fixados em
formalina tamponada a 10%. Posteriormente esse material foispaoice pelos métodos
usuais, incluidos em parafina, cortados em microtomo a 5um dosopala hematoxilina-
eosina, no Laboratdrio de Coccideos e Coccidiose, DPA/IV, pel@/Biter Teixeira Leira.
As laminas foram encaminhadas ao Laboratério de HistopatolD&8P/IV para serem
examinadas pela Dra. Marilene de Farias Brito Queiroz.
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5.2.4.4. Leucometria

O sangue dos animais foi diluido na propor¢do de 1/20 em solucddrkle os
leucocitos contados em hemocitdmetro.

4.2.4.5. Hematimetria

O sangue foi diluido na propor¢cédo de 1/200 em liquiddsdwer e 0s eritrocitos
contados em hemocitémetro.

5.2.4.6.Contagem Diferencial

A distensdo sanguinea foi corada pelo método Pandtico Réapido e, aeonvortag
células brancas foi feita em lente objetiva de imerBaca tal foram contadas 100 células no
total.

5.2.4.7. Dosagem enzimatica
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6. RESULTADOS

6.1. Andlise das diferentes concentragGes de piperina n@delo experimental proposto.

Durante os ensaios de toxidez da piperina ndo foram verificitdeascées no estado
geral dos animais, contabilizando 100 % de sobrevivéncia em todasnesntracdes
empregadas.

Os resultados expressos na Tabela 1 mostram o ganho médio de peespar@dio
dos 6rgdos nos grupos inoculados com diferentes concentracdes de piperiraultados
obedeceram a uma distribuigdo normal; ndo sendo observada difsigmficativa no ganho
de peso entre os grupos ao final de 23 dias de inoculacdo. Toolasgsyou-se aumento
significativo no peso do figado, bago e timo nos grupos inoculados com£2 2% mg/kg de
peso corporal de peso corporal de piperina.

Tabela 1. Influéncia da administragédo oral de diferentes dosgipeténa, em ratos, sobre o
ganho médio de peso e peso médio do figado, bago e timo.

Dose de Peso do 6rg&dg)

Piperind  Ganho de peso (g) Figado Baco Timo
0,00 75,16 + 5,477 3,409+ 0,108 0,276 + 0,039 0,264 + 0,039
1,12 55,67+ 9,403 3,196 + 0,387 0,266+ 0,049 0,246+ 0,073
2,25 60,19 + 15,27 5,228 + 0,533 1,757 + 0,247 1,728+ 0,247
4,50 73,39+ 17,17 5,604 + 0,449 1,588 + 0,283 1,582 + 0,234

Anélise estatistica por andlise de variancia; édias foram comparadas segundo o teste Newman-Keuls
"mg/kg de peso corpoéreo.

2mg/100g de peso corpéreo.

2 e P _ letras iguais sdo resultados sem diferenca stitati(p >0,05), letras diferentes sdo resultados
estatisticamente significativos (p <0,001).

Os dados de ganho de peso e peso dos 6rgaos rgtésses pela média do grupo + o desvio padréoige se
animais.

Quanto a avaliacdo histopatoldgica, os animais inoculados apenas &eficulo
DMSO/Etanol (grupo controle) e o grupo de animais inoculados com r@pena
concentracao de 1,12 mg/kg de peso corporal, apresentaram distietacdes no figado,
tais como megalocitose, necrose individual de células eanfiitde células mononucleares.
Entretanto, nos grupos inoculados com piperina na dose de 2,25 e @/&f de peso
corporal, foram constatados edema da prépria do jejuno e necrogduadde células no
figado, caracterizados como de grau leve a moderado. Na do$&0deng/kg de peso
corporal também foram observados pequenos focos de células mononuelewese
individual nos hepatocitos. Nenhum grupo apresentou alteragcbes sityaic nos rins
(Tabela 2).
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Tabela 2. Lesfes histopatologicas observadas nos grupos de animaesdio® por via oral,
com diferentes doses de piperina.

Doses em mglkgpeso corpdreo

LesOes Histopatol6gicas 0,00 1,12 2,25 4,50

F I F I F I F I

Mitose - - - - + - - -

Megalocitose (+) - +) - + - + -

Necrose individual de células (*) - @) -+ () - + -

Edema da propria no jejuno - - - - - + - -

Infiltrado de cel. ) i ) i + i + i

mononucleares

Legenda: auséncia de lesédo -; discreta (+);4el@ve a moderada + (+).

F- figado

I- intestino

Os valores médios obtidos no hemograma e no leucograma nos difepanies
experimentais estdo demonstrados na Tabela 3. O nimero médio d@abesnkeucocitos
totais obedeceu a uma distribuicdo normal; ndo sendo observadagdifergnificativa entre
0s grupos. A contagem diferencial dos mondcitos, neutréfilos e etssnatio obedeceram a
uma distribuicdo normal, para analise estatistica foi emgoegaeste Kruskall-Wallis e a
comparacao das médias dos grupos foram feitas pelo te3tends.
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Tabela 3. Influéncia da administracédo oral de diferentessdibes piperina em ratos, sobre os valores médios do numero dedsemeécdcitos
e contagem diferencial de leucdcitos.

Hemacias Leucocitos Linfécitos Mondcitos Neutrofilos Eosindfilos
Dose de piperind  (x 10¥mm?) (x 10¥mm?®) (x 10¥mm®  (x 10¥mm3  (x 10¥mm3) (x 10¥mm?®)
0,00 5093+1,133 7,992+ 1,440 5542+1,143 0,813+ 0,296 1,446+ 0,461 0,159+ 0,077
1,12 6,516%+ 0,786 6,128+ 6,624 4,838+ 0,345 0,536°+ 0,270 0,715*+ 0,229 0,04} + 0,032
2,25 5,811°+ 0,962 7132+ 2,055 4,434+ 1,691 1,077°+ 0,618 1,441%°+ 0,770 0,087°+ 0,073
4,50 5,398%+ 1,082 7,377+ 1,290 4,167+ 9,994 1,029*+ 0,468 2,087*" + 1,326 0,100* + 0,088

Os dados de hematimetria e leucomesti@o expressos pela média do grupo + desvio@aderaeis animais.

» mg/kg de peso corpéreo.

Anadlise estatistica para os dados com distribuig@ronal foi feita por analise de varidncia, com adims comparadas pelo teste Newman-Keuls; dados sem
distribuicdo normal foram analisados pelo test&mdeskall-Wallis com as médias comparadas pelo @stBunns.

3P nas colunas: letras diferentes significa diferesigaificativa (* p< 0,05; ** p<0,01).
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6.2. Ensaio de intoxicagdo com aflatoxinas.

Durante os ensaios de intoxicagdo com aflatoxinas ndo ocorreu 6bito fonaem
observadas altera¢des no estado geral dos animais.

Os resultados expressos na Tabela 4 demonstram o ganho médio éeoppsso
médio do figado e rins nos grupos inoculados com piperina, aflatoxin@pegna +
aflatoxinas. Os resultados obedeceram a uma distribuicdo narémlsendo observada
diferenca significativa no ganho de peso entre os grupos aadéire{perimento. Da mesma
forma, ndo houve alteracéo significativa no peso do figalis eins nos grupos inoculados.

As lesbes observadas nos cortes histopatoldgicos estdo demaensérdaddoela 5. Nos
animais inoculados com 1,12 mg/kg de peso corporal de piperina foremvadss apenas
focos incidentais de lesdes consideradas discretas emasoda, que podem ser devidas a
fatores ambientais ou estarem relacionadas ao veiculo usatituipdo da piperina. Nos
animais inoculados com aflatoxinas verificaram-se congestdegalocitose, necrose
individual e necrose incipiente de hepatdcitos e focos de adfiitde células mononucleares.
Tais lesdes foram mais discretas ou ausentes no grupo queurecebtamento piperina +
aflatoxinas. Nao foram observadas lesdes renais signiisaém nenhum grupo, por esta
razao ndo constam na referida tabela.

A Tabela 6 mostra os resultados obtidos através da dosagem dasi@nzimas
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransféA&€) e fosfatase alcalina (AP)
ensaiadas a uma temperatura de 37° C. Todos os animais reeguireesmo padrdo de
resultados e apresentaram niveis dentro dos limites de réfef@h¢/35,1 + 13,3; AST/42,9
+ 10,1) no grupo da piperina e no grupo da piperina + afla. O grupo deisatretedos com
aflatoxinas apresentou seu nivel enzimatico aumentado para ABT e todas as analises,
entretanto, apenas com diferenga significativa para a ALT.

No ensaio de dosagem para a enzima fosfatase alcalina t@®gs os animais
examinados apresentaram resultados similares; ndo houve difestaifstiea significativa
entre os grupos estudados.

Os valores médios obtidos na contagem do nimero de hemacias e dosdgtiotais
obedeceram a uma distribuicdo normal, ndo sendo observada difeiggifjeativa entre os
grupos quanto ao hemograma. A Figura 7 mostra os valores médios do dénerodcitos
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Tabela 4. Interferéncia da piperina no ganho médio de peso engelo do figado e rins em
animais inoculados, por via oral, com piperina, aflatoxinas eipge aflatoxinas.

Ganho de peso Figado Rim
Grupo
(9) (mg/ 100g) (x 1&mn?)
Piperina 56,67+ 6,925 4,394 + 0,246 0,706 + 0,208
Aflatoxinas 51,26 + 10,08 4,308 + 0,264 0,842 + 0,320
P+A 55,40' + 6,638 4,574 + 0,291 0,756 + 0,303

Os dados de ganho de peso e peso dos 6rgédos gxtasses pela média do grupo + o desvio padrao de
10animais.

Analise estatistica por andlise de variarasanédias foram comparadas segundo o teste Nevi<eals.
#nas colunas significa que n&o houve diferencdistita entre os grupos (p > 0,05).

P x A- Piperina x Aflatoxina.
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Tabela 5. Les@es histopatoldgicas observadas no figado de ratdadesacom piperina, aflatoxinas e piperina + aflatoxinas

Piperina Aflatoxinas Piperina x Aflatoxinas
LesBes hepaticas A B C D A B C D A B C D

Megalocitose H*)a

g H ) () K () f + " ™
Mitose S T T o R O B O B GO B O B O B OB
Necrose individual de células i @ ) 4 HH) 4 + ) *
Vacuolizacdo de hepatdcitos
/Citoplasma rarefeito - - - - (T A L (+) -
Infiltrado de cel. Mononucleares i ) ) ) ) i i “F @) )
Necrose incipiente de hepatocitos i i i + i + . . +)
Necrose centrolobular a paracentral i i L b)) () :f . .
Congestéo centrolobular i i i i . HH) HH) ) . .

Legenda: auséncia de leséo -; lessweta (+); leve +; leve a moderada +(+); moderadanoterada a acentuada ++(+); acentuada +++;

A, B, C e D — designacao dos quatimais separados para exame, em cada tratamento.

LesBes em focbs
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Figura 6. Fotos dos resultados do exame dos cortes histopatoldgicos.

.

Foto 1. Figado do rato controle que recebeu apenaSoto 2. Figado do rato controle que recebeu apenas

veiculo (DMSO/Etanal), por via oral. Nota-se infitlo
de celulas mononucleares. Corado por H x E.. 400 x

= A o
Foto 3. Figado do rato
piperina, por via oral.
(anafase). Corado por H x E. 400 x

Bq

veiculo (DMSO/Etanol), por via oral, sem alteragfes
significativas. Corado por H x E. 250 x

/

ue recbeu1,12mg/kg Beto 4. Figado do rato B que recebeu ¢7200g de
Nota-se figura de mitosaflatoxinas, por via oral. Nota-se necrose incifgete

hepatdcitos. Corado por H x E. 160 x

/

aflatoxinas, por via oral. Nota-se necrose e cispla

aflatoxinas, por via oral. Figura anterior evidamclo a

rarefeito (seta) em hepatdcitos da periferia daasdde necrose incipiente. Corado por H x E. 250 x

necrose incipiente. Corado por H x E. 160 x

Continua
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Foto 7. Figado do rato B que recebeu ¢7200g de Foto 8. Figado do rato B que recebeu ¢7200g de
aflatoxinas, por via oral. Nota-se infiltrado dduts#s aflatoxinas, por via oral. Nota-se megalocitosera@o

mononucleares. Corado por H x E. 400 x por H x E. 400 x

Foto 9. Figado do rato C que recebeu ¢?200g de Foto 10. Figado do rato C que recebeu 1,12mg/kg de

aflatoxinas, por via oral. Nota-se figura de mitoggperina + 72 g/100g de aflatoxinas, por via oral.

(teléfase). Corado por H x E. 400x Nota-se rarefagcdo/vacuolizagdo do citoplasma dos
hepatocitos. Corado por H x E. 400x

Foto 11. Figado do rato C que recebeu 1,12mg/kg Fleto 12. Figado do rato D que recebeu 1,12 mg/kg de
piperina + 729/100g de aflatoxinas, por via oral. Notapiperina, por via oral. Nota-se figura de mitose
se necrose incipiente de hepatécitos e infiltrado ¢profase). Corado por H x E. 40x
células mononucleares. Corado por H x E. 160 x

Foto 13. Figado do rato B que recebeu 1,12mg/kg FEleto 14. Figado do rato A que recebeu 1,12 mg/kg de
piperina + 72 g/100g de aflatoxinas, via oral. Nota-spiperina + 72 g/100g de aflatoxinas, via oral. Nota-se
figura de mitose (anafase). Corado por H x E. 400x necrose individual de células. Corado por H x BOx4

34



Tabela 6. Efeito da intoxicacdo de ratos com aflatoxinas nagelmsaérica das enzimas
alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase ta$esédcalina.

Dosagem enzimatita

Grupo ALT (U/l) AST (U/l) AP (U/l)

Piperina 41,8G+ 12,89 44,50 + 21,45 444,30 + 215,90
Aflatoxinas  65,45" + 10,58 58,09+ 17,86 447,00+ 134,60
P+A 30,20 + 11,20 50,90 + 22,92 482,00 + 90,84

ALT (alanina aminotransferase), AST (aspartatonatnansferase), AP (fosfatase alcalina)
! ensaio a 37 °C.
Valores de referéncia: ALT — 35,1 + 13,3 U/l; ASB2,9 + 10,1 U/l; AP — 426 + 22,6 U/l
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Figura 7. Efeito da piperina sobre a leucopenia induzida através da irgasicie ratos com
aflatoxinas. A administragéo oral de piperina (1,12 mg/kg de perporal) foi iniciada 72
horas antes da intoxicagdo com aflatoxinasn@200 g), também por via oral. Os resultados
estdo expressos pela média do grupo + desvio padrdo de 10 animaddisé estatistica foi
feita por andlise de variancia (ANOVA), com as médias paradas pelo teste Newman-
Keuls. * indicap< 0,01 e **p < 0,05, quando o grupo aflatoxina foi comparado com os
grupos piperina e piperina + aflatoxinas (P+A).
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Figura 8. Efeito da piperina (1,12 mg/kg de peso corporal) nos valores nredidisos a
contagem diferencial dos leucécitos. Os resultados estdo so®rpsla média do grupo +
desvio padrdo de 10 animais. A analise estatistica para os dadodistribuicdo normal
(neutrdfilos e linfocitos) foi feita por analise de varian€ENOVA), com as médias
comparadas pelo teste Newman-Keuls; dados sem distribuicdo némmoalocitos e
eosindfilos) foram analisados pelo teste de Kruskall-Wallis asrmédias comparadas pelo
teste de Dunns. * indicg< 0,01quando o grupo aflatoxinas foi comparado com 0s grupos
piperina e piperina + aflatoxinas (P+A).
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Figura 9. Efeito da administracdo oral da piperina e/ou aflatoxirdseso numero de
leucécitos antes (barras vazias) e depois das inoculded@perina, aflatoxina ou piperina +
aflatoxinas (barras cheias). Os resultados estdo expressosn@dla do grupo + desvio
padrdo de 10 animais. A andlise estatistica foi feita pdisande variancia (ANOVA),
comparando-se as médias de cada grupo antes e ap0s a inoculatéstepdlewman-Keuls.
* indica p< 0,01.
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7. DISCUSSAO

A pesquisa por novos agentes quimiopreventivos mais efetivos e maiwas tem
despertado um grande interesse na area da fitoquimica. A pipeigiadria das espécies de
pimenta preta e longa, tem sido usada por milhares de anos copavdera dieta humana e
como constituinte da medicina alternativa sendo, recentemente, dalvinteresse por
demonstrar inibicdo na formacédo de radicais livres e no funcemtardas enzimas da familia
do citocromo P 450.

A capacidade da piperina em aumentar, de forma inespeeifiomn o envolvimento
direto do citocromo P 450, a biodisponibilidade de certas drogas e sapbsnmutritivos foi
descrita por Atakt al em 1985. Alguns anos depois, Redral (1997) demonstraranm
vitro, que a piperina era capaz de competir com a aflatoxinpeRil citocromo P 450 de
células hepaticas de ratos. Tal competicdo foi capazmaudr a citotoxidez e a genotoxidez
da aflatoxina, sugerindo que a piperina poderia ser utilizada camo agente
quimiopreventivo contra pro-carcinégenos que sejam ativados pela gisocromo P 450.

Levando-se em conta os dados disponiveis na literatura sobre os iefeitins da
piperina, nosso trabalho teve como objetivo central verificateaferéncia da piperina sobre
a toxidez das aflatoxinas vivo.

Para tal, inicialmente, grupos de ratos adultos jovens foraculados, por via oral,
com diferentes doses de piperina (1,12; 2,25 e 4,50 mg/kg de pes@bqpm avaliacdo de
alguns parametros: interferéncia no ganho de peso; no tamanho dee&sE@ciicos como
figado, bago e timo; analises histopatologicas do estdbmago, dugejeno, ileo, figado e
rins; hematimetria, leucometria e contagem diferemgdeucdcitos.

As doses empregadas nesse estudo foram escolhidas tendo como itzdsgho t
realizado por Piyachaturawat al, (1983), as quais representam, respectivamente, 1/8, 1/4 e
1/2 das doses geralmente usadas no tratamento de humanos (§/kdl8apeso corporal).

A avaliacdo da DL50 e da toxidez subaguda da piperina em camundewisss
albino, ratos Fischer e hamsters Syrian golden foi realigad®iyachaturawadt al, (1983).
Neste estudo os autores utilizam animais de ambos 0s seroglesmame, separados por
peso, para inoculacdo de piperina por diversas vias de adagawstrentre elas a
intragastrica. Os resultados deste trabalho demonstram que 80Dda piperina para
administragdo intragastrica em ratos fémeas adultos foi dangl4g de peso corporal,
ocorrendo Obito em aproximadamente quatro horas. Os autores naeaseenenhuma
alteracdo histopatoldgica significativa nos animais apdsceopsia, onde foi observada
apenas uma discreta hemorragia ou hiperemia do trato gasitraiteBoi observado que,
mesmo levando em conta as diferencas de sexo, idade e rathnd@stracdo, os sinais
clinicos e sintomas foram similares entre as espéciagasatom piperina.

Nesse estudo realizado por Piyachaturawat e seus colaboradupesire na dose de
100 mg/kg de peso corporal/ dia demonstrou ndo ser tOxica aos anmaiscausar
alteragbes no ganho de peso, quando comparados aqueles que recebemm dihsrae.
Entretanto, quando a dose é aumentada para 350 e 500 mg/kg de pest/ dapacarreu
reducdo no ganho de peso e aumento no nimero de mortes, na necrapsarashsse
severa hemorragia e edema do trato gastrintestinal.

Os resultados dos testes de via de inoculacao indicaram tqu&lez da piperina €
reduzida quando inoculada pela via intragastrica. Os dados da tagidea confirmam os
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citados por Singlet al (1973), entretanto os valores da DL 50 para via intragasigieanbos
ratos e camundongos neste estudo sdo maiores do que no experimeno Arévi
susceptibilidade dos animais a droga foi variavel em fudgémade, sexo e linhagem. A
administragdo intragastrica da piperina demonstrou reducdo denddaz, podendo ser
atribuida tanto a sua insolubilidade quanto a instabilidade quimiestdmago. As maiores
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trabalho, levando em consideragdo os resultados obtidos por outros dwiss agiie
corroboram com nossos achados.

As andlises histopatoldgicas do trato digestério, figado enmstraram algumas
alteracdes celulares no figado, nas doses de 2,25 e 4,50 mg/ggodeopporal (Tabela 2).
Dogra et al (2004), também observaram alteracdes significativas (cwtgse e
vacuolizagdo) nos hepatdcitos, nas doses de 2,25 e 4,50 mg/kgodeopgoral. De forma
semelhante ao observado em nosso trabalho, @oga(2004) verificaram que as doses de
piperina empregadas no estudo (1,12, 2,25 e 4,50 mg/kg de pesaaljondor geravam
alterag@es histoldgicas nos rins.

As alteracdes histopatologicas observadas no grupo que recelmas apgeiculo
empregado na diluicdo da piperina podem ter sido causadas pelilstifidxido (DMSO),
usado em combinacdo com o etanol a 95% para torna-la mais sol@wehohve diferenca
aparente nas lesfes discretas observadas nos grupos inoculadosecima (lifl2 mg/kg de
peso corporal) e apenas com o veiculo.

Sendo assim, podemos considerar a dose de 1,12 mg/ kg seguracpasarno dos
animais e ndo causadora de alteracdes histopatologicasndéoass doses de piperina (2,25
e 4,50 mg/kg de peso corporal) apresentaram lesdes de graevidaige em areas do figado
e até mesmo no intestino, 0 que nos leva a crer que ndo sejarasspara uso. Essas
alteracdes nas maiores doses sdo bem significativas e aaserteanbém em outros
trabalhos, como o de Piyachaturawhtl (1983), que observaram les6es no estbmago, trato
urinario, adrenal e intestino delgado.

As doses de piperina empregadas ndo promoveram variagdocaigrafino nimero
total de hemécias e de leucdcitos nos animais inoculados|gTapeExistiram apenas
variacdes pontuais para os neutréfilos entre as doses de 1,12negdkfQle peso corporal e
para os eosinofilos entre o grupo controle e a dose de 1,12 mgikgaleorporal.

No estudo de Sunila e Kuttan (2004), também ndo houve diferenca sitgrafina
contagem diferencial de leucdcitos. Em contrapartida, D@§@4] evidenciou que as doses
de 2,25 e 4,50 mg/ kg causaram uma reducdo significante naerontaal de leucdécitos
assim como na diferencial, mostrando aumento de neutréfilganaldestes dados podem ser
observados no atual estudo, onde apesar da contagem total detdsuc@aciter alteracdes
significativas, houve um intenso aumento no numero de neutrofilosntagem diferencial
do grupo de 4,50 mg/ kg, e uma reducgéo de eosindfilos no grupo dedl,&g. m

De acordo com os resultados alcancados nos experimentos reafieadasprimeira
fase, a dose de 1,12 mg de piperina por quilo de peso corpéreo fitapante segura para
o modelo animal proposto, sendo a dose de menor concentragdo coama atévidade e,
por isso, selecionada para os experimentos de intoxicacdatdesom aflatoxinas.

A concentracao de aflatoxinas empregada em nosso estudo teveasenwtiabalho
de Pozziet al (2000), sendo previamente estabelecida através de um enstip quilde a
dose de 72 g/ 100 g de peso corporal foi testada em trés ratos da linha@elM, para
comprovacao da sensibilidade da linhagem, e causou leucoperEeaedas histopatologicas
compativeis com a intoxicagdo por aflatoxinas.

Para a realizagcdo da segunda fase do trabalho, os aninaais $eparados em trés
grupos: (P) grupo inoculado apenas com piperina (1,12 mg/kg de pesaborigrgrupo
inoculado apenas com aflatoxinas (7@ 100 g), (P+A) grupo inoculado com piperina (1,12
mg/kg de peso corporal) e aflatoxinas (Zf 100g de peso corporal).
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Pozziet al (2000), intoxicando ratos Wistar com aflatoxina(B g/ 100 g), por via
oral, durante 21 dias observaram diferenca significativa no ganttio oeé peso e no peso do
figado e rim, & partir da segunda semana de intoxicagdo. apdavinosso estudo essa dose
de toxina ndo foi capaz de alterar significativamente o ganho naé&dipeso dos ratos
intoxicados, quando comparado com os demais grupos. O mesmo ocorreupes@ do
figado e rim (Tabela 4). Tal fato pode ter ocorrido por termesdo uma mistura de
aflatoxinas, onde a aflatoxina B o componente em maior concentragdo e ndo a aflatoxina B
purificada.

Apesar da auséncia de hepatomegalia no grupo experimert@lmtaxicado com
aflatoxinas, provavelmente devido ao pouco tempo de inoculacdo, podbsarsar lesdes
caracteristicas de intoxicagdo, comegalocitose, mitoseongestao centrolobular e necrose
individual de células, que variaram de leve a acentuada rinfigarifica-se uma diminuicao
acentuada dessas alteragbes quando a piperina foi administradajanto com a aflatoxinas
(grupo piperina + aflatoxinas), bem proxima as altera¢cdes obssrmadgrupo inoculado
apenas com a piperina (Tabela 5). Com base nesses resytatBmos sugerir que a
piperina, inoculada na dose de 1,12 mg/kg de peso corporal diminuiutm téfeco da
aflatoxinas na dose de 72/ 100 g.

Na analise histopatologica do estudo desenvolvido por Hinton e colatesd@603),
foram observadas mudangas histomorfol6gicas no figado, causadasflaiixina B, tais
como megalocitose, vacuolizacéo, citoplasma rarefeito radis inflamatorios e numerosas
células de Kupffer ativadas depois de 8 semanas de trataremtinuo e intermitente,
aumentando em tamanho e nimero em 12 semanas, quando aparecem hipaiptasia
biliar, em ambas as doses de 1,6 ppm (continua e intermitég#elesdes foram mais
proeminentes no grupo que recebeu a dose continuamente. N&o foraradaseridencias
de inflamacdo no baco, mas efeitos na distribuicdo de céldasroddos micro-
compartimentos esplénicos foram evidenciados a partir de 4 seamestudo. Nas maiores
doses, em contraste com o controle, os bacos apresentaranissdenmsds e celulares,
indicando imunoestimulagéo.

O estudo feito por Hinton (2003), acresce nossos resultados, &partivmento em
que sdo observadas as lesdes caracteristicas de intoxicac@dlapaxinas; este dado
confirma nossos achados, pois muitas das lesdes sao simit@ssap tendo sido a toxina
administrada em dose e via de inoculagéo diferentes.

A lesdo hepética evidenciada no grupo intoxicado com aflatoxinasrfggrovada no
ensaio de dosagem enzimatica (Tabela 6). A enzima ALT, daraspecifico de leséo
hepatica, aumentou de forma significativa no grupo de animaisdatins com aflatoxinas;
também houve uma diminuigdo significativa no grupo inoculado com maperaflatoxinas.
Este resultado corrobora com os resultados descritos anteriorraedé&monstram que a
piperina foi capaz de diminuir a capacidade téxica das aftetexno modelo animal
proposto. No trabalho de Poztial (2000), com uma intoxicagéo de 21 dias com 72 pg/100g
de peso de aflatoxina, os ratos da linhagem Wistar apreserdaraentos significativos nas
concentracdes das enzimas ALT e AST, quando comparado ao grumdecont

Mekia et al, 2004 utilizando ratos machos saudaveis da linhagem Sprague—Pawley
com 100 — 150 g de peso corporal evidenciaram que o tratamentolatori@d (50 mg/kg
de peso corporal) foi capaz de aumentar significativameat&idade de diversas enzimas
como a alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotrassfg AST) e fosfatase
alcalina.

A capacidade imunotéxica das aflatoxinas foi demonstrada nasa&igui8 e 9. As
aflatoxinas na dose empregada diminuiram, de forma signiigativnimero total de
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leucocitos e, especificamente, os linfocitos. Essa lemi@pe linfopenia observada nos
animais intoxicados com aflatoxinas nao foram evidenciadas no dgospanimais inoculados
com piperina e aflatoxinas. Desta forma, podemos afirmar gipeana foi capaz de reverter
a capacidade imunossupressora das aflatoxinas.

Os dados obtidos no trabalho realizado por Raisuddin e colaboradores (1993), onde
ratos recém desmamados foram subcrénicamente expostos a doseslaisiudieta de 60,
300 e 600 g de aflatoxina Bkg de peso corporal, durante 4 semanas, em dias alternados;
confirmam nossos achados, quando atestam que a AA\fBime seletivamente a imunidade
mediada por células em ratos desmamando. A toxina suprimiu os tévEisll apenas nas
doses de 300 e 600y, como mensurado pelo ensaio de resposta DTH. Estes dados sao
conclusivos para os autores de que as continuas exposicdes a baiosien aflatoxina
podem aumentar a susceptibilidade do hospedeiro a infectdmsmgénese.

Os resultados alcangados pelo presente trabalho sugerem geesaaela toxidez das
aflatoxinas pela piperina vivo seja devida a competicdo dessa amida com as aflatoxinas
pelo citocromo P 450n vitro.
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8. CONCLUOES

De acordo com os resultados apresentados neste trabalho, podemas qoec!

A dose de 1,12 mg/kg de peso corporal de peso corporal de piperina téactiou
imunossupressora para 0 modelo experimental proposto. As lesGepatoi®gicas
apresentadas foram de grau discreto, podendo ter relacdo @wes faimbientais ou com
substancias usadas em sua diluicdo e ndo com a adméostiaiperina.

A dose de 729/100g de peso corporal de aflatoxinas néo foi suficiente para promover
diferenca significativa no ganho médio de peso e no peso dos diggms e rins entre 0s
grupos ao final do experimento no modelo experimental proposto. Hoiérapaz de causar
lesbes histopatoldgicas caracteristicas de intoxicacaolptmdfias.

A piperina (1,12 mg/kg de peso corporal de peso corporal) foi ckgpanimizar,n
vivo, as lesdes histopatoldgicas caracteristicas de intoxicagimsagem da enzima ALT e a
imunossupressao causada pela aflatoxinan§7P00g de peso corporal).

A reverséo da toxidez das aflatoxinas pela pipenmneiyo, reflete a competicdo dessa
amida com o sitio de ligacao das aflatoxinas no citoc®®b0,in vitro.
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ANEXOS

Meio YES (Extrato de Levedura e Sacarose) 20 g de extrato de levedura, 150 g de
sacarose, 15 g de agar, 1 L de agua destilada g.s.p.

Liquido de Gower —12,5 g de sulfato de sodio + 33,3 mL de &cido acético glacial + 1000
mL de HO destilada

Liquido de Tuerk — 0,1 mL de &cido acético glacial + 0,1 mL de violeta de geacial0
mL de HO destilada

Tampao Salina 10% -10g de cloreto de sédio + 1000 mL dgoHlestilada

Eosina 0,5% -0,5 g de Eosina + 80 mL de EtOH + 0,5 mL de Acido acético + 28aO
destilada

Formalina tamponada a 10% -900 mL de HO destilada + 100 mL de formol + 1 g de
carbonato de calcio

Hematoxilina de Harris (0,1%) - 0,5 g de Hematoxilina + 10 mL de Glicerina + 25 g de
Sulfato de aluminio + 0,1 g de lodeto de potassio +37,3CQjateto de potassio

Tampao fosfato (PBS) 2,587 g de fosfato monopotassico @rRi,) + 8,494 g de fosfato
dissédico (NgHPQ,2H20) + 8,5 g de cloreto de sdédio + 1000mL d®Hestilada

Solucéo diluente para piperina 900 ul de Etanol a 95% + 100 pl de DMSO
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