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RESUMO

CARDOSO, Veronica da Silva. Efeitos da piperina em frangos de corte (Gallus gallus)
com intoxicacdo experimental por aflatoxinas. 2007. 47p. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia Veterindria). Instituto de Veterindria, Departamento de Microbiologia e
Imunologia Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2007.

Este trabalho teve como objetivo analisar a interferéncia da administragao da piperina em
frangos de corte com intoxicacdo prolongada por aflatoxinas. O experimento foi realizado
em duas fases: (i) os frangos foram separados em quatro grupos teste (n=15 aves/ grupo),
que receberam diferentes concentragdes de piperina (1,12; 2,25 e 4,5mg/kg por via oral/14
dias), e um grupo controle, que foi inoculado apenas com o veiculo; (ii) os frangos foram
separados em 3 grupos (n=15 aves/grupo), um grupo que recebeu apenas piperina (2,25
mg/kg), um grupo que recebeu apenas aflatoxinas (2,0 mg/kg) e outro grupo recebeu
piperina (2,25 mg/kg) em associagdo com aflatoxinas (2,0 mg/kg), todos por via oral/ 14
dias. Ao final do experimento, os frangos foram abatidos e avaliados quanto aos indices de
produtividade, parametros hematolégicos e parametros histopatoldgicos de todo trato
digestorio. Os resultados obtidos na primeira fase mostraram que a piperina, nas doses
empregadas, ndo interferiu nos indices de produtividade ou nos valores de hematdcrito,
hemoglobina, fibrinogénio e numero de hemacias, com excecdo das doses mais elevadas de
piperina, as quais foram capazes de promover um aumento na contagem total de leucocitos.
A dose de 2,25 mg/kg de piperina ndo foi téxica ou imunossupressora e as lesdes
histopatoldgicas observadas foram dose dependente. Na segunda fase do experimento,
observou-se que de acordo com os indices de produtividade, o grupo que recebeu piperina
em associa¢ao com aflatoxinas obteve melhor desempenho comparativamente com aqueles
que receberam apenas aflatoxinas. A piperina na concentra¢iao de 2,25 mg/kg reduziu de
forma significativa a imunossupressao e as lesdes histopatoldgicas causada pelas
aflatoxinas. Desta forma, pode-se sugerir que a piperina interfere de forma positiva na
intoxicagdo de frangos de corte por aflatoxinas, diminuindo seus efeitos toxicos.

Palavras chave: Aflatoxinas, Piperina, Frangos de corte.



ABSTRACT

CARDOSO, Verodnica da Silva. Effects of the piperine in broiler chickens (Gallus
gallus) with experimental aflatoxins intoxication. 2007. 47p. Dissertation (Master's
degree in Veterinary Microbiology). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Microbiologia e Imunologia Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2007.

The aim of the present study was to analyze the interference of the administration of
piperine in broiler chickens with prolonged aflatoxins intoxication. The experiment was
accomplished in two phases: (i) the chickens were separate in four groups test (n=15
broilers / I group), that received different piperine concentrations (1.12, 2.25 and 4.5mg/kg
orally/14 days), and a control group, that was only inoculated with the vehicle; (ii) chickens
were separate in 3 groups (n=15 broilers/group), a group that received only piperine (2.25
mg/kg), a group that received aflatoxins only (2.0 mg/kg) and another group that received
an association of piperine (2.25 mg/kg) and aflatoxins (2.0 mg/kg), all orally / 14 days. At
the end of the experiment, the chickens were slaughted and productivity indexes,
hematological parameters and histopathological parameters of every digesting tract were
evaluated. The results obtained in the first phase showed that the piperine, in the employed
doses, didn't interfere in the productivity indexes nor in the result of the values of
hematocrit, hemoglobin concentration, fibrinogen and erythrocyte counts, except for the
highest doses of piperine, which were capable to promote an increase in the total counting
of the white blood cells. The dose of 2.25 piperine mg/kg was not toxic or had and the
histopathological lesions observed were dose-dependent. In the second phase of the
experiment, it was observed that the productivity indexes in the group that received the
association piperine and aflatoxins obtained better performing comparatively with those
that just received aflatoxins. The piperine in the concentration of 2.25 mg/kg reduced in a
significant way the immunosuppresor activity and the histopathological lesions caused by
the aflatoxins. It can be suggested that piperine interferes in a positive way, reducing the
toxic effects of the aflatoxins intoxication in broiler chickens.

Keywords: Aflatoxins, Piperine, Broiler Chickens.
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira vem evoluindo nos ultimos anos, com técnicas de criagdo e
manejo que proporciona o abate das aves em menos tempo, com maior peso € menor custo.
O nivel tecnoldgico alcancado pela avicultura industrial nacional colocou a atividade em
posicao privilegiada em relacao a outras no cendrio da pecudria brasileira, com um nivel de
produtividade que vem permitindo ao pais se manter como um dos maiores produtores e
exportadores mundiais de carne de frango no ano de 2006. Entretanto, perdas com
micotoxicoses, pela contaminagdo das racdes para aves, € 0 processo cronico de intoxicacao
téem sido identificados, onde as aflatoxicoses sdao responsdveis por enormes prejuizos
econOmicos decorrentes da utilizacdo de alimentos contaminados por estas substincias
téxicas. Os aspectos econdmicos estdo diretamente relacionados a piora na conversao
alimentar, no ganho de peso, elevadas taxas de morbidade e mortalidade.

Considerando que todo o desequilibrio no mecanismo imunolégico pode conduzir a
uma patologia, a exposi¢do a substincias que interferem no sistema imune sdo sempre de
grande interesse para a comunidade cientifica. Deste modo, estudos com produtos naturais
potencialmente imunomodulatérios vém sendo estabelecidos. H4 um grande interesse no
emprego de substancias naturais na produgdo animal, principalmente se tais substancias nao
produzem residuos detectdveis em seus derivados (carne, ovos, leite). A idéia € utilizar
substancias naturais como componente nas racdes, visando aumentar a resisténcia do
organismo animal contra diversas doengas, intoxicacdes e adversidades ambientais.

Desta forma, a piperina tem sido alvo de pesquisas, por ser um produto natural
facilmente isolado, em grande quantidade, a partir da pimenta do reino preta (Piper nigrum
Linn.), por apresentar efeitos bioldgicos relevantes e ser rapidamente eliminada. Estudos
desenvolvidos em mamiferos comprovaram suas atividades bioldgicas, como sua agdao
inibidora sobre os efeitos toxicos da aflatoxina, que contribuiram para o crescente interesse
do estudo sobre esta substincia. A capacidade da piperina em diminuir significativamente a
imunossupressiao, poderia melhorar a resposta imunoldgica das aves (frangos de corte),
sabidamente prejudicada por acdo das aflatoxinas.

A introducdo da piperina na racdo de frangos de corte em experimentos futuros
poderia proporcionar melhorias na produtividade das aves ao diminuir os efeitos
prejudiciais da intoxicacao por aflatoxinas.

A possibilidade da utilizagdo da piperina na producdo de aves, como um agente
protetor contra aflatoxicoses desperta grande expectativa, principalmente pelos resultados
significativos demonstrados em outras espécies.



2 OBJETIVOS
Este trabalho teve como objetivo verificar se a administracao de piperina em frangos
de corte diminui os efeitos de uma intoxicagdo prolongada por aflatoxinas, e contribuir para
o conhecimento da atividade modulatéria da piperina sobre a intoxicacdo de frangos de

corte, na fase inicial de crescimento com aflatoxinas. Desta forma buscou-se:

1. Determinar a acdo de diferentes doses de piperina sobre os parametros hematolégicos de
frangos de corte;

2. Analisar os efeitos das diferentes doses de piperina através de exames histopaldgicos;

3. Avaliar a influéncia da piperina sobre o efeito toxico das aflatoxinas em frangos de corte.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Micotoxicoses

Micotoxicose € o nome dado as doengas causadas pela ingestdio de metabdlitos
téxicos produzidos por fungos (micotoxinas) que afeta tanto os animais quanto o homem.
Existem algumas centenas de tipos de micotoxinas, sendo a toxidez, a freqii€éncia de
ocorréncia e os Orgdos alvos, consideravelmente variados em relacdo a cada toxina
(HOERR, 1991; MOSS, 1996).

A natureza téxica das micotoxinas para aves foi primeiramente observada em 1960,
na Inglaterra, quando ocorreu a morte de mais de cem mil perus (BLOUNT, 1961). Estudos
revelaram que o agente causal era uma micotoxina presente na farinha de amendoim que
fazia parte da racdo das aves (ALCROFT et al., 1961).

As micotoxinas sdo geralmente encontradas em concentracdes baixas em graos
contaminados por fungos toxigenos e poucas vezes sao observados indices muito elevados.
Por isso os casos agudos que apresentam sintomatologias e alteracdes anatomopatolégicas
evidentes sdo menos freqiientes, predominando os efeitos cronicos que ndo despertam a
atencdo do clinico. Menos evidentes, porém mais significativos do ponto de vista
econdmico, sdo as perdas devido as intoxicagdes subagudas causadas por baixos niveis da
toxina, que mesmo em baixos niveis interferem na resposta imunolégica (CRUZ, 1995;
SANTURIO, 2000).

3.1.1 Ocorréncia das micotoxinas

A presenca de micotoxinas em graos € freqiiente, sendo extremamente dificil
impedir totalmente esta ocorréncia (WOOD, 1992; RODRIGUEZ-AMAYA; SABINO,
2002). Além disso, determinam prejuizos a saide animal e a economia em relacdo a
animais de producdo, e normalmente nao sao correlacionados com a ingestdo de alimentos
contaminados por micotoxinas (CRUZ, 1995; SANTURIO, 2000).

As principais condi¢des que favorecem o desenvolvimento de fungos no
armazenamento tanto de graos quanto de alimentos sdo: temperatura, umidade dos graos,
pH, taxa de oxigenacdo, periodo prolongado de armazenamento, grau de contaminagio,
condigdes fisicas dos graos (LILLEHOJ, 1973).

Dentre as micotoxinas de maior importancia destacam-se as aflatoxinas (B, By, G;
e Gy), por serem as mais toxicas e por serem produzidas em graos e alimentos (MORAES,
2004).

Constantemente sdo divulgados dados que confirmam a presenca freqiiente de
aflatoxinas em alimentos, para consumo humano e em ragdes animais, com concentracoes
variadas e eventualmente elevadas. Entretanto em muitos destes levantamentos foram
detectadas concentragdes baixas, que acarretam quadros sub-clinicos (SABINO, 1980,
1990; BALDISSERA et al., 1992; RIBEIRO et al, 2000; SANTURIO, 2000;
RODRIGUEZ-AMAYA; SABINO, 2002; OLIVEIRA et al., 2006).



3.1.2 Aflatoxinas

As aflatoxinas sao metabdlitos secundarios produzidos por algumas cepas de fungos
do género Aspergillus, principalmente das espécies A. flavus, A parasiticus e A. nomius
(MOSS, 1996). A ocorréncia e producdo de aflatoxinas estdo associadas a presenca e
crescimento de fungos toxigenos, comuns em paises de clima tropical e subtropical,
principalmente quando produtos agricolas tais como milho, amendoim, castanha, améndoa,
noz, pistache e constituintes de racdo sdo armazenados em condi¢des inadequadas de
umidade e temperatura (SABINO, 1980; POHLAND; WOOD, 1987).

Cerca de 18 compostos similares sdo classificados como aflatoxina, porém, somente
as aflatoxinas B, By, G; e G, (Figura 1) apresentam importancia toxigénica conhecida
(OMS, 1983). Virias espécies domésticas e de experimentacdo sdo sensiveis aos seus
efeitos toxicos agudos, mutagé€nicos, carcinogénicos e teratogé€nicos, sendo o figado o
principal 6rgao atingido (HUSSEIN; BRASEL, 2001).
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Figura 01. Estrutura molecular das aflatoxinas Bi, B, G; e G, (HUSSEIN;
BRASEL, 2001).



3.1.3. Propriedades fisicas e quimicas das aflatoxinas

Biossinteticamente as aflatoxinas sdo bisfuranocumarinas, derivadas de
decacetideos (SMITH; ROSS, 1991). Essas micotoxinas sdao moléculas de baixo peso
molecular, com grande similaridade estrutural, recebem a designacdo B ou G devido a
propriedade de emitirem coloracdo azul (blue= B) ou verde-azulada (green= G) sob luz
ultravioleta (ASAO et al.,, 1963). Do ponto de vista quimico, sdao cumarinas
termorresistentes, pouco soliveis em agua, e bastantes soliveis em solventes organicos
moderadamente polares como cloroférmio, metanol, etanol e dimetilsulféxido (DMSO), e
quando secas apresentam ponto de fusdo de 269°C. As aflatoxinas quando dissolvidas em
solventes polares, sdo instaveis a acdo de luz ultravioleta, agentes oxidantes, ou a condi¢des
extremas de pH (< 3 e > 10), mas sdo degradadas facilmente através da reagdo com amonia
ou hipoclorito de sédio (IARC, 1993).

3.1.4 Absorcao e biotransformacao das aflatoxinas

Em frangos de corte, as aflatoxinas sdo rapidamente absorvidas pelo trato
gastrointestinal. Uma vez absorvida, a aflatoxina B; (AFB;) é imediatamente ligada, de
forma reversivel, a albumina e, em menor escala, a outras proteinas. Formas de aflatoxinas
ligadas e ndo ligadas a proteinas séricas espalham-se pelos tecidos, especialmente o figado
(WYATT, 1991; SANTURIO, 2000).

Ao atingir o figado sdo biotransformadas pelo sistema microssomal hepatico por
enzimas do citocromo P-450. Como parte do processo de detoxificacdo sdo formados
biotransformados, como AFB,a e 8,9-epdxido AF, estes sdo reativos e se ligam de forma
covalente, com constituintes intracelulares, incluindo DNA e RNA. Além disso, alteram a
sintese de proteinas no tecido hepatico, comprometendo o funcionamento do figado. Tal
fato acarreta uma profunda altera¢ao nas propriedades funcionais e na sintese das proteinas
das aves (WYATT, 1991).

A biotransformacdo da AFB,, particularmente, tem sido estudada com maior
interesse, uma vez que guarda estreita relacdo com seus mecanismos de acdo tdxica.
Clifford e Rees (1996) demonstraram que apds uma hora da ingestdo da aflatoxina, ja ha
inibicdo da sintese protéica, fato que sugere que a toxina entra no nicleo do hepatdcito,
une-se a0 DNA e deste modo inibe a sintese de DNA-polimerase e reduz a sintese de RNA-
mensageiro.

Existe atualmente consenso, entre grande parte dos especialistas, de que a AFB; &,
na realidade, um pré-carcinégeno, o qual requer ativagdo metabdlica para manifestar seus
efeitos téxicos (IARC, 1993).

3.1.5 Efeitos biolégicos e toxidez das aflatoxinas

Patologias diversas podem decorrer da exposi¢do as aflatoxinas, com intensidade e
caracteristicas dependentes de fatores como concentracdo e periodo de exposi¢cdo a toxina.
Em funcdo destes, podem ser observados efeitos agudos, subagudos e cronicos (LAZARRI,
1993; HUSSEIN; BRASEL, 2001).

A aflatoxina B; € a que apresenta o maior poder toxigeno, seguida pela Gy, B, e G;
(LESSON et al., 1995). As aflatoxinas t€ém sido identificadas como fatores envolvidos na
etiologia do cancer hepatico no homem, conseqiiente a ingestao de alimentos contaminados
(IARC, 1993).



Os efeitos mais comuns observados em aves nas intoxicagdes cronicas por
aflatoxinas se manifestam por uma acentuada redu¢do na produtividade, caracterizado por
diminui¢do da velocidade de crescimento e da eficiéncia alimentar, provocados pela
redu¢do do metabolismo protéico e menor absor¢do de gorduras (WYATT, 1991;
WEIBIKING et al., 1994; CRUZ, 1995; CLIFFORD; REES, 1996). A aflatoxicose cronica
caracteriza-se microscopicamente pela degeneracdo dos hepatdcitos com presenca de
figuras de mitose, a qual pode estar circundada por ductos biliares proliferados e tecido
fibroso (HOERR, 1991).

As aflatoxicoses agudas e subagudas ndo sdo relatadas comumente sendo
caracterizadas por desordens hepdticas, prostracdo, anorexia e, dependendo da dose
ingerida, alta mortalidade (LEESON et al., 1995). Os achados histopatolégicos da
aflatoxicose aguda pode revelar degeneracdo gordurosa, necrose, aumento do nucleo dos
hepatdeitos com marginalizacdo da cromatina e nucléolo proeminente; ¢ comum observar-
se uma ripida proliferacdo dos ductos biliares. Os rins apresentam lesdes semelhantes a
glomerulonefrite e os pulmdes podem apresentar congestao (MORAES, 2004).

Ortatali et al. (2004), observaram frangos de corte intoxicados com 100png de
aflatoxinas/kg de racdo ao final de 42 dias e constataram que os figados apresentaram
lesdes significativas (p < 0,05), quando comparados com um grupo controle. As principais
alteracdes encontradas foram: degeneracao hidréfica e vaciolos de gordura nos hepatécitos
centrolobulares.

A degeneragao gordurosa hepdtica e proliferacdo dos ductos biliares causadas por
aflatoxinas induzem diversas alteracdes séricas (FERNANDEZ et al., 1995; OLIVEIRA et
al., 1997).

Com relacgdo a diferencas de susceptibilidade as aflatoxinas, em fun¢do do sexo e da
idade animal em qualquer espécie, encontraram-se evidéncias de maior sensibilidade nos
individuos mais jovens e que os machos apresentam maior sensibilidade a acdo da toxina
do que as fémeas, aparentemente por envolvimento de fatores hormonais (GURTOO;
MOTYCKA, 1976).

Ao estudarem o efeito da administracdo cronica de Aflatoxina B, sobre as enzimas
de biotransformacgao hepatica de coelhos, Guerre et al. (1996), observaram a diminuicao do
ganho de peso destes e andlises bioquimicas dos componentes do plasma revelaram
hepatotoxidade, dose dependente, caracterizada por lise celular e colestase. Os autores
também evidenciaram uma maior diminui¢do do total de enzimas pertencentes a familia do
citocromo P-450 hepatico no grupo que recebeu a maior dose de aflatoxina (0,10 mg/kg),
que o grupo que recebeu 0,05 mg/kg de AFB, o qual apresentou apenas a diminuicao de
algumas isoenzimas.

Os efeitos negativos destas micotoxinas, no desempenho de frangos de corte, foram
demonstrados em um estudo onde as aves foram alimentadas com altos niveis (3.5 mg/kg
de alimento) de uma mistura de aflatoxinas (79% AFB;, 16% AFG;, 4% AFB, ¢ 1%
AFG;). Resultando na reduc¢do do peso corporal e aumento dos pesos do figado e rins
destas aves (SMITH; ROSS, 1991).

Especificamente com frangos de corte, os efeitos das aflatoxinas mostraram-se
notadamente maiores na fase inicial de crescimento. Os animais foram intoxicados
experimentalmente, recebendo aflatoxinas apenas nos primeiros 21 dias, demonstraram
perdas irreversiveis no ganho de peso até o abate, onde os efeitos na produtividade se



mantiveram, mesmo com a dieta isenta de toxinas na fase final (HUFF et al., 1986;
MARIANI, 1998).

Quezada et al., (2000), avaliaram os efeitos da aflatoxina B; administrada na rac¢ao
(0,5, 1,0, 2,0 ug/g de racao/dia) de frangos de corte até os 28 dias de idade das aves e
observaram alteragdes na peso relativo e na concentracdo de proteinas encontradas no
figado e no rim, com severas alteragdes no metabolismo e na atividade secretora desse
orgaos.

Entre os principais sinais clinicos e alteragdes patolégicas observadas nas aves com
aflatoxicose destacam-se uma acentuada lesdo hepdtica, a presenca de pequenas
hemorragias, especialmente nos musculos do peito, anorexia, reducdo do ganho de peso e
da produgao de ovos, diminuicdo da velocidade de crescimento, deficiéncias imunoldgicas,
carcinogénese, mutagénese e teratogénese (GROOPMAN et al., 1980; CAST, 1989;
CRUZ, 1995).

Em frangos de corte, os efeitos negativos causados pelas aflatoxinas, estdo
intimamente relacionados a imunossupressdo afetando a Bursa de Fabricius, timo, bago
além da medula 6ssea reduzindo conseqiientemente o parénquima desses Orgdos € 0s
respectivos pesos levando a baixas respostas vacinais e ao surgimento de doencgas
inespecificas. Ao alterar a Bursa de Fabricius, se alteram os fatores humorais de defesa,
registrando-se, por outro lado, alteracdes nos padrdes da resposta celular, com a involugao
do timo. Quando esta toxina estd presente, se observa reducdo da atividade imunoldgica
seja por prejudicar o sistema complemento, por diminuicio da quantidade de
imunoglobulinas, decréscimo da atividade fagocitica e linfocitaria, ou por outras reagoes
inespecificas. Os efeitos da depressdo imunoldgica tendem a ser tempordrios, ou seja,
somente ocorrem durante o periodo de exposi¢do, ndo existindo, portanto efeitos residuais
apos a retirada da dieta contaminada (BORDIN, 1995).

No sistema gastrointestinal, podem ser observadas alteragdes como diarréia e
hemorragia intestinal, atrofia de vilosidades, necrose e fibrose. No sistema cutaneo observa-
se ictericia, conseqiiente a desordem hepatica. No sistema cardiovascular, leva a fragilidade
vascular com conseqiiente hemorragia em diversos 6rgdos. No sistema reprodutor, podem
ser observadas embriotoxidez e teratogenia. No sistema enddcrino, as alteragdes ocorrem
nas glandulas adrenais, observando-se aumento do volume e necrose (CRUZ, 1995).

A sintese de lipideos no figado é gravemente afetada pela acdo da AFB; devido a
inibicdo da producdo das enzimas responsdveis pela sintese e elongacdo de dcidos graxos
no figado. A sintese de gordura nas aves ocorre praticamente apenas no figado; ao contrario
dos mamiferos, as aves ndo sintetizam lipideos no tecido adiposo. Além disso, a producdo
de bile aumenta, onde esta se encontra muito diluida e com baixas concentracdes de sais
biliares. Isso reduz sua funcao normal de ativar as lipases no intestino e auxiliar na digestao
como redutora da tensdo superficial e agente saponificador das gorduras e outras
macromoléculas. Por causa disto, ocorre uma importante redu¢ao na absor¢do de gorduras,
trazendo ainda como conseqiiéncia, uma reduc@o no processo de absorcdo de vitaminas
lipossolaveis (VIEIRA, 1995).

Giacomini et al. (2006), observaram que o coracdo, figado e as carcagas de frangos
de corte intoxicados, apresentavam um aumento significativo de peso e dos demais 6rgaos
como o bago, moela. As carcagas coletadas durante as andlises anatomopatoldgicas
realizadas ao final do experimento com 42 dias de idade, ndo apresentaram diferencas



significativas (p>0,05) do peso da carcaga em relacdo ao peso vivo. Os autores também
demonstraram que estas aves apresentaram diminui¢cdo de consumo de ragdo, ganho de
peso e que apresentaram falta de uniformidade.

3.1.6 Hematologia aviaria e aflatoxicoses

O uso da hematologia e da quimica sanguinea representa uma ferramenta de grande
utilidade para estabelecer um diagndstico definitivo, permitindo orientar e aprofundar a
natureza de situagOes fisiopatoldgicas que afetam as aves. Diversas enfermidades avicolas
provocam alteragdes nos parametros hematoldgicos. Dentre estas cita-se a anemia infecciosa
aviaria, leucoses e micotoxicoses (KOHAYAGANA et al., 2001 CARDOSO; TESSARI,
2003).

O sistema imunoldgico das aves opera de acordo com os mesmos principios do sistema
imunoldgico dos mamiferos (SHARMA, 1984). Os mondcitos, macréfagos, heterdfilos e
linfécitos constituem os componentes celulares das respostas imunoldgicas nas aves
(MORGULIS, 2002).

As células do sistema imunolégico das aves dividem-se de acordo como a morfologia
nuclear. Os agranuldcitos sdo constituidos por linfécitos, macréfagos, mondcitos e trombdcitos.
Os granuldcitos sdo constituidos por heteréfilos, eosinéfilos, baséfilos e mastdcitos, estes ndo
possuem especificidade para os antigenos, mas tém importante papel na fase aguda da infecc¢io
(MORGULIS, 2002).

O hemograma consta de uma série de provas que possibilitam detectar
anormalidades que se apresentam em certos fendmenos fisiopatolégicos importantes nos
animais e no homem e que se refletem no sangue. A contagem total e diferencial de
leucdcitos € de extrema importancia para o diagnostico de doengas no homem e também ¢é
importante para doengas avidrias. Na maioria das espécies avidrias, o percentual de
linfécitos € maior que qualquer outro elemento celular, compreendendo de 40-70% da
contagem total, sendo os heterdfilos o segundo grupo (NORIEGA, 2000).

Na avicultura, as aflatoxinas podem levar a condenacdo de todo o plantel de frangos
de corte e de postura contaminados, significando um enorme prejuizo ao produtor, ja que a
exposicdo de frangos as aflatoxinas em baixas concentragdes na racdo, resultam num
quadro de comprometimento da resposta imunolégica mediada por células (WYATT, 1991;
ESPADA et al., 1992).

Biachini et al. (2005), incorporaram AFB; na rac@o de frangos de corte, machos da
linhagem Ross, durante 21 dias, com quatro diferentes doses da toxina. As aves receberam
doses entre 50,0 e 2,450ug de AFB,/kg na ragdo, e apresentaram alteracdes hematoldgicas
com caracteristicas dose dependente, compativeis com a intoxicagdo por aflatoxinas.

As aflatoxinas induzem uma supressdo hematopoiética que afeta tanto glébulos
vermelhos quanto glébulos brancos, o que gera anemia e leucopenia, sendo que destes sua
gravidade depende de fatores como a concentracdo e o tempo de exposicao (TUNG et al.,
1975; PEROZO et al., 2003).

A avaliagdo da concentracdo de proteinas totais € o parametro hematoldgico mais
relacionado com a ocorréncia das aflatoxicoses e permite monitorar o grau de exposicao as
aflatoxinas. Isto se explica gracas ao mecanismo de acdo das aflatoxinas, pois uma vez
biotransformadas pelo citocromo P-450 no figado, sdo capazes de intergir com DNA, RNA



e com proteinas intracelulares inibindo a transcricao e sintese de proteinas. (LEESON et al.,
1995; OGUZ et al., 2000, PEROZO et al., 2003).

Tessari et al., 2006 avaliaram os efeitos da aflatoxina B; (AFB;) e da fumonisina B,
(FB;) sobre o hemograma e o leucograma de frangos alimentados com ragdo contendo as
toxinas isoladamente e em associagdo, nos niveis de 0, 50 e 200ug de AFB; kg'l, e/ou 0, 50
e 200mg de FB, kg''. Os frangos foram alimentados com as racdes contaminadas do 8° até
0 41° dia de vida. As aves de todos os grupos alimentados com micotoxinas apresentaram
reducdo (P<0,05) nos valores de hematdcrito, hemoglobina e nimero de hemécias,
caracterizando um quadro de anemia, sendo que os grupos mais afetados foram os que
receberam as maiores concentracdes das toxinas em associacdo. Observou-se um menor
(P<0,05) nimero de leucdcitos em todos os tratamentos, porém esta reducdo foi mais
intensa nos grupos tratados com 200pg kg™ de AFB;, com ou sem FB;.

Natt e Herrick (1951) descreveram um diluente estdvel, de facil preparo, o qual permite
rdpida diferenciacdo de vdrios tipos de células sangiiineas de aves, capacitando assim a
contagem direta de eritrdcitos e leucdcitos de uma mesma amostra de sangue.

3.2 Piperina

A piperina (1-piperoil piperidine) é o componente ativo presente em diversas
espécies de pimenta do reino (Piper sp.), (Figura 2), sendo a piperina a principal amida
constituinte de vdrias espécies de pimenta como na pimenta preta (Piper nigrum Linn.) e
pimenta longa (Piper longum Linn.), que sao usadas mundialmente como temperos € como
ingrediente em sistemas de medicina alternativa (PARMAR et al., 1997).
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Figura 02. Estrutura molecular da piperina (BAJAD et al., 2002).

3.2.1 Biotransformacio e excreciao da piperina

A biotransformacdo dos fairmacos e outros produtos como extratos naturais envolve
dois tipos de reacdo bioquimica, conhecidos como reacdo de Fase I e de Fase II. Como a
piperina € um composto lipofilico passa por estas duas fases. A maior parte da piperina
administrada é absorvida pelo intestino e rapidamente biotransformada no figado, pela
demetilacdo do grupamento metilenodioxido da piperina (BHAT; CHANDRASEKHARA,
1986).

A biotransformagdo € realizada, principalmente, pelo sistema microssomal do
citocromo P-450 dos hepatdcitos. Este sistema inclui a biotransformacdo por redugao,



hidrdlise, hidroxilagdo, carboxilacio e demetilacdo, fornecendo um produto solivel
excretdvel. Outro processo eficaz de degradacdo se faz pela conjugacdo com o 4cido
glicurénico, glicina, 4cido sulfirico, glutamina, acetato, cisteina e glutation (RANG et al.,
2004).

A piperina € biotransformada totalmente e € rapidamente excretada, sem deixar
residuos detectdveis nos tecidos. Estudos realizados revelaram que nenhum residuo
detectdvel de piperina e seus intermedidrios foram observados apds 24h da ingestdo
(BHAT; CHANDRASEKHARA, 1986).

Atualmente, o citocromo P-450 é considerado como uma familia de proteinas muito
semelhantes entre si (isoformas); vérias centenas de membros desta familia de proteinas ja
sao conhecidas, cada uma com diferente especificidade (RANG et al., 2004).

3.2.2 Mecanismo de acao da piperina

A piperina apresenta diversas atividades bioldgicas e farmacoldgicas como:
antiparasitiria (GHOSHAL et al., 1996), antipirética, analgésica (VIRINDIR et al., 1997);
antiinflamatéria (GUPTAU et al., 2000); contraceptivo e antiespermatogénico (MALINI et
al., 1999); anti-oxidante (MITTAL; GUPTA, 2000).

As propriedades inseticidas de extratos da pimenta do reino sdo conhecidas desde
1924 (SCOOT; MCKIBBEN, 1978), sendo a piperina um dos principais constituintes
responsaveis por esta atividade inseticida (PARMAR et al., 1997; ESTRELA et al., 2003).

A atividade anticarcinogénica da piperina tem sido demonstrada, em diversos estudos,
inibindo a proliferacdo celular (ALLEMEH et al. 1992; NAKINTI et al., 1998; PRADEEP;
KUTTAN, 2002; SELVENDIRAN et al., 2004; SUNILA; KUTTAN, 2004).

Platel e Srinivasan (2000) relataram que a piperina incorporada na dieta de ratos
proporcionou uma melhora na digestao dos alimentos fornecidos, onde esta melhora estava
relacionada a um aumento nas enzimas digestivas como: lipase, amilase, tripsina e realcou
a atividade da quimiotripsina pancreatica.

A piperina parece inibir diferentes isoformas do citocromo P-450 assim como UDP-
glicorunil transferase e arilhidrocarbono hidroxilase hepética e outras enzimas envolvidas
no metabolismo de xenobidtico. Atal et al. (1985), sugerem que a piperina prejudica a
biotransformacao de pré-carcindgenos e, portanto a geracao de seus intermedidrios reativos.

A atividade imunomodulatéria do extrato de pimenta e da piperina pode estar
relacionada a acdo combinada de respostas imunes humoral e celular. Os resultados
indicaram que o extrato da pimenta e a piperina isolada poderiam agir como um
imunomodulador ndo-téxico e que apresentariam propriedades antitumorais (SUNILA;
KUTTAN, 2004).

O estudo realizado por Dogra et al. (2004), evidenciou-se um efeito imunosupressor
relevante em ratos, onde a administragdo de diferentes doses de piperina ocasionaram a
diminui¢do da populagdo das células do timo e dos linfécitos periféricos.

A interferéncia da piperina no mecanismo de acdo das aflatoxinas foi relatada por
Reen et al. (1997) que demonstraram redugdo da citotoxicidade e a genotoxicidade da
aflatoxina B; in vitro. A piperina proporcionou um potente efeito quimiopreventivo contra
proé-carcindgenos ativados pelo citocromo P-450 em hepatdcitos de rato, in vitro.

Os estudos sugerem que a piperina atua em mais de uma isoforma do citocromo
P450; entretanto, a exata natureza das formas envolvidas ainda ndo € conhecida
(HANDSCHIN; MEYER, 2003).
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3.2.3 Biodisponibilidade promovida pela piperina

A piperina € relatada em muitos artigos por aumentar a biodisponibilidade de
algumas substancias uma vez que inibe a biotransformacao hepatica e intestinal de certas
drogas como no caso do curcumin (SHOBA et al., 1988), do propanolol e theofilina
(BANO et al., 1991).

Atal et al. (1985), descreveram o aumento da biodisponibilidade de drogas e de
alguns suplementos nutritivos pela piperina, por atuar inibindo o mecanismo de
glicuronidagdo no figado e intestino delgado.

No que se refere as drogas, a piperina suprime quadros convulsivos por estimular a
liberacdo de 5-HT do cortex cerebral (MORI et al., 1985) e catecolamina da glandula
adrenal (KAWADA et al., 1988). Em outro estudo a administracdo de 5,0 mg de piperina
por 14 dias, em voluntdrios humanos, demonstrou significantes aumentos nos niveis de
beta-caroteno no soro, e também aumento da biodisponibilidade de vitamina B6 e vitamina
C (BADMAEYV et al., 1999); a mesma dose produziu resultados similares envolvendo a
coenzima Q10 (BADMAEY et al., 2000).
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4 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado em duas etapas: o primeiro ensaio voltado para o
estabelecimento da concentragdo ndo téxica de piperina no periodo de 29 de abril a 20 de
maio 2006, e o segundo ensaio, para a avaliacdo da interferéncia da piperina no efeito
téxico prolongado das aflatoxinas em frangos de corte em fase de crescimento no periodo
de 29 de julho a 19 de agosto de 2006.

4.1 Aves e Manejo

Pintos de um dia da linhagem de corte Cobb Avian 48, 200 no primeiro ensaio e
400 no segundo ensaio, cedidos pela granja Planalto-filial Pitangui, MG, foram alojados em
um galpao convencional no sistema cama, até os 21 dias de idade, no Setor de Avicultura
da fazenda do Instituto de Zootecnia da Universidade Federal Rural do Rio de janeiro
(IZ/UFRRJ), localizado no municipio de Seropédica — RJ.

Os pintos foram mantidos na primeira semana, em um circulo sob temperatura de
32° C, num unico circulo de prote¢cdo com uma campanula a central gés, cinco comedouros
tipo bandeja (0,28m” cada) e quatro bebedouros tipo pressio (2,5L cada). As temperaturas
ambientais (médxima e minima) foram registradas diariamente, no periodo de
experimentacdo (Anexo 1 e 2). Ao final de cada ensaio foram avaliados o ganho de peso, a
conversdo alimentar e o consumo de ragdo por grupo de aves.

As aves foram vacinadas ainda no incubatério contra a doengca de Marek, ndo
recebendo qualquer tipo de imunégeno durante o periodo de experimentacao no galpao.

Aos sete dias de idade as aves foram sexadas sendo os machos pesados e separados
para selecdo dos que permaneceriam no experimento. Foram utilizados 60 pintos machos
no primeiro ensaio e 45 pintos machos no segundo ensaio, sendo que o grande nimero
inicial permitiu a selecdo de pintos bastante uniformes. Os pintos foram distribuidos em
quatro boxes (um grupo de 15 pintos/boxe) para a realizacdo da primeiro ensaio e em 3
boxes (um grupo de 15 pintos/boxe) para a realizacdo do segundo ensaio. Apds o
alojamento nos boxes, os bebedouros e comedouros foram substituidos por dois bebedouros
pendulares automadticos e 2 comedouros tubulares por boxe. Os animais foram mantidos
sob condicdes ambientais padrdo, com luz natural e, recebendo racio balanceada e dgua ad
libitum.

As aves receberam nos dois ensaios uma racdo pré inicial de 1 a 7 dias de idade
(Anexo 3) e racdo inicial de 8 a 21 dias de idade (Anexo 4), sendo que as exigéncias
nutricionais foram estabelecidas de modo a atender as recomendacdes de Rostagno et al.
(2005). Previamente, foram realizadas andlises micotoxicolégicas dos componentes das
racoes (SOARES; RODRIGUEZ-AMAYA, 1989), nos quais ndo foram encontradas
concentracdes detectaveis de aflatoxinas, ocratoxina A e zearalenona.

Ao final do experimento os frangos com 21 dias de idade foram pesados e
submetidos a jejum de seis horas, foram pesados novamente e abatidos. Ao abate cada
frango foi atordoado, sangrado, escaldado a 54'C por 2 minutos, depenado em maquina
depenadeira e eviscerado manualmente, retirando-se ainda os 6rgados selecionados para as
andlises.
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4.2 Padroes de Aflatoxinas

As solucdes padrdes de aflatoxinas (AFB;, AFB,, AFG, e AFG, — Sigma) foram
preparadas segundo a metodologia da AOAC (1995).

4.3 Obtencao e Preparacio das Solucoes de Piperina

O material empregado no estudo foi purificado a partir do p6 dos frutos secos da
pimenta-do-reino (Piper nigrum Linn.), através de uma adaptacdo realizada na metodologia
descrita originalmente por IKAN (1991), pelo professor Marco Edilson Freire de Lima,
DQ/ICE/UFRRJ. A amida em sua forma pura foi dissolvida em 10% dimetilsulféxido
(DMSO)/etanol 95% e diluida em solucdo salina tamponada (PBS), pH 7,2. Em seguida, a
solucdo de piperina, nas concentragdes de 1,12; 2,25 e 4,50 mg /kg vivo, foram
vigorosamente misturadas (v/v) em 6leo de milho no momento do uso, obtendo-se o
volume final de ImL por frango.

4.4 Obtencao e Preparo das Solucoes das Aflatoxinas

As aflatoxinas foram obtidas a partir de cepas de Aspergilus parasiticus (CMDB
0336- FIOCRUZ-RJ), e cultivadas em Agar YES por 11 dias a 25 °C (Anexo 5). Apds o
crescimento do fungo, foram realizadas as extracdes das coldnias inteiras, macerando-as
com 50 ml de cloroférmio. O macerado foi filtrado em filtro de papel Whatman n° 1,
obtendo-se o extrato que foi concentrado até residuo e, posteriormente, diluido em 1,0 ml
de cloroférmio. A seguir foi analisado por cromatografia de camada delgada (CCD), em
cromatofolhas de silica gel 60 — 20 X 20 cm 0,2 mm de espessura (Merck n°® 5553),
previamente ativadas por 1 hora em temperatura de 120°C. A fase movel utilizada foi
composta pela mistura tolueno:cloroférmio:acetato de etila: 4cido férmico, na propor¢ao de
35:25:25:10 (v/v/viv) (SOARES; RODRIGUEZ-AMAYA, 1989).

A quantificacdo foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
em sistema de fase normal utilizando a coluna Microsorb, Vican, 4u, 4,6x15cm. Os
extratos foram eluidos com acetato de etila:n-hexano (3:2.5, v/v) com fluxo de 1,5 ml /min.
A deteccao foi realizada a 360nm (Detector UV-Visivel L-4250, Merk-Hitachi) e o célculo
das concentragdes foram realizados por comparacdo de dreas com os picos dos padrdes. Os
extratos quantificados e secos foram mantidos em freezer até o momento da administracao
nas aves.

As solucdes de aflatoxinas administradas aos animais foram obtidas pela dissolucao
dos extratos secos com volume conhecido de 6leo de milho, homogeneizados com ultra-
som por 10 min. Destas solu¢cdes foram retiradas aliquotas na concentragao estabelecida
para a administragcdo nos frangos.
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4.5 Material Biologico para Analise

Amostras de sangue foram coletadas no inicio (aves com sete dias de idade) e no
momento do abate (aves com 21 dias de idade) com EDTA (4cido etilenodiamino
tetracético de sédio) para a realizacdo das andlises hematoldgicas. Ao final dos ensaios, as
visceras (proventriculo, moela, jejuno, ileo, ceco e figado) foram retiradas e enviadas para
avaliacdo histopatoldgica.

4.6 Delineamento Experimental

4.6.1 Ensaio com diferentes concentracoes de piperina

Frangos de corte machos, com oito dias de idade foram divididos em quatro grupos
(n=15/grupo), sendo diariamente pesadas e inoculadas, com solu¢do de piperina nas
concentracdes de 0,00; 1,12; 2,25 e 4,50 mg/kg de peso vivo (p.v.), sendo 1,0 mL
administrado por via oral (gavagem)/ ave, por 14 dias. O grupo controle (0,00 mg/kg p.v.)
foi inoculado apenas com o veiculo utilizado para diluicdo da piperina. As doses
empregadas foram escolhidas tendo como base o trabalho realizado por Piyachaturawat et
al. (1983), as quais representam, respectivamente, 1/8, 1/4 e 1/2 das doses geralmente
usadas no tratamento de humanos (9 — 13 mg/kg).

4.6.2 Ensaio para avaliacao dos efeitos da piperina na toxidez das aflatoxinas

De acordo com os resultados alcancados nos experimentos realizados na primeira
fase, a dose de 2,25 mg de piperina por quilo peso vivo foi aparentemente segura para o
modelo animal empregado e, por isso, selecionada para os experimentos de intoxicagao dos
frangos de corte com aflatoxinas.

A concentragdo de aflatoxinas empregada no estudo foi previamente estabelecida a
partir de resultados descritos por Biachini et al. (2005).

Frangos de corte com oito dias de idade foram divididos em trés grupos: grupo
piperina (P) — 2,25 mg/kg; grupo aflatoxinas (A) — 2,0 mg/kg e grupo piperina associada a
aflatoxinas (A+P), com 15 animais/grupo, sendo diariamente pesados e inoculados por via
oral durante 14 dias (8° ao 21° dia de idades) (Quadro 1).
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Quadro 01. Delineamento experimental do ensaio de avaliacdo dos
efeitos da associagdo piperina e aflatoxinas.

Grupo Piperina’ Aflatoxinas®
P 2,25 mg/ kg 0
A 0 2,0 mg/ kg
P+A 2,25 mg/ kg 2,0 mg/ kg

' Inoculacdo por 14 dias consecutivos.
*. Inoculagdo por 13 dias, a partir do 2°dia da inoculacdo com piperina.

4.7 Metodologia de Avaliacao do Experimento

4.7.1 Indices de produtividade

Foram avaliados, o consumo de ra¢do, ganho de peso, conversio alimentar e o peso
médio relativo do figado, no periodo de 8 a 21 dias de idade. As aves foram pesadas no
inicio e no final do periodo experimental para determinacdo do ganho de peso. Da mesma
forma, o consumo de ragdo foi calculado considerando-se a racdo fornecida, os desperdicios
e as sobras de racdes nos comedouros, durante o periodo experimental. Posteriormente
calculou-se a conversdo alimentar que consistiu na relagdo do consumo médio de ragdao
sobre o ganho médio de peso das aves, no final de cada ensaio. Apenas o figado foi
avaliado e utilizado para o cdlculo do peso relativo, que foi calculado considerando a
relacdo do peso médio do figado em relacdo ao peso médio vivo multiplicado por 100.

4.7.2 Analises hematolégicas

Com 7 dias de idade, antes do inicio de ambos os ensaios, foram coletadas amostras
de sangue de cada ave por grupo, por meio de venopuncgdo basilica (veia alar), usando-se
anticoagulante (EDTA), na propor¢ao de 25 uL para 1,0 a 1,5 mL de sangue. Este primeiro
hemograma foi utilizado como valor padrdo normal. Uma segunda amostra foi coletada ao
término de cada ensaio apds 14 dias de experimentagdo (aves com 21 dias de idade).

Apo6s as coletas, realizadas sempre pela manha, as amostras contidas nas seringas
foram acondicionadas e transportadas sob refrigeracdo e encaminhadas ao Laboratério de
Patologia Clinica, do Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, para serem analisadas.
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As amostras de sangue foram transferidas para tubos de pléstico, onde foram
realizadas as seguintes provas hematoldgicas: concentracdo de proteinas plasmadticas totais
(PPT)), determinada por meio do método de refratometria (COLES, 1984); concentragao de
hemoglobina (HB), dosada através do método de oxihemoglobina e centrifugacdo da
amostra a 1.000 X g por 10 minutos para a determinacdo da densidade Optica no
fotocolorimetro (Klett Summersom®), e correcao do valor para a unidade de hemoglobina
(CAMPBELL; DEIN, 1984); determinacdo do fibrinogénio plasmético (FP) e hematdcrito
(HT) efetuadas através do método do microhematdcrito segundo metodologia descrita por
Jain (1993); contagens de hemdcias e leucdcitos totais realizadas em hemocitometro,
utilizando-se a solu¢@o de Natt e Herrick (NATT; HERRICK, 1951), (Anexo 6).

A contagem de leucécitos foi realizada na diluicdo de 1/100 e a contagem de
hemacias na diluicdo de 1/200. Foram contados os leucécitos do quadrante 1 mm° central
(25 subdivisdes do reticulo melhorado da cidmara de Neubauer) e; os eritrocitos foram
contados neste mesmo quadrante em 1/5 de mm” (cinco subdivisdes do reticulo melhorado
central da cdmara de Neubauer). Os respectivos fatores de corre¢do para as contagens totais
de leucdcitos e de eritrocitos foram o nimero de células contadas vezes 1.000 e 10.000,
respectivamente; considerando-se drea, altura da camara e diluicao.

A contagem diferencial de leucécitos foi realizada por meio de esfregacos
sangiiineos corados com hematoxilina-eosina (Pandtico Répido) para determinacdo dos
valores relativos e posteriormente dos valores absolutos de linfécitos, heteréfilos,
mondcitos eosindfilos e basofilos.

Por meio de férmulas padronizadas os indices de Wintrobe (WINTROBE, 1933)
foram calculados os seguintes indices: volume globular médio (VGM) e concentragao de
hemoglobina globular média (CHGM).

4.7.3 Coleta dos 6rgaos e anatomopatologia

Amostras foram coletadas do proventriculo, moela, jejuno, ileo, ceco e figado para
avaliacdo histopatoldgica. As avaliacdes macroscopicas foram feitas no momento do abate,
quando foram observadas, principalmente, alteragdes de tamanho e colora¢do dos 6rgaos,
presenca de lesdes de parénquima e nas mucosas.

4.7.4 Processamento histolégico

Os 6rgaos coletados foram fixados em formalina tamponada a 10%, acondicionados
em potes de vidro e enviados para o setor de Histopatologia do Laboratério de Coccidios e
Coccidioses do Instituto de Veterindria da UFRRIJ, sob supervisdao do Dr. Walter Leira
Teixeira Filho e professor Dr. Carlos Wilson Gomes Lopes. Os cortes foram feitos
conforme as técnicas histoldgicas descritas por Luna (1968), sendo estes corados com
hematoxilina e eosina. Os cortes histopatoldgicos dos 6rgidos foram observados ao
microscopio Optico quanto a estimativa do grau de lesdo relacionada ao 6rgio e a patologia
apresentada. Caracterizou-se o grau de lesdo conforme a escala demonstrada no quadro 2.
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Quadro 02. Escores de lesao histopatoldgica referentes ao grau de lesdo apresentado.

Grau de Lesao Escores
Auséncia -
Leve +
Moderada +(+)
Acentuada ++

4.8 Analise Estatistica

Os resultados obtidos nos diferentes grupos, com distribuicio normal, foram
analisados através da andlise de varidncia, com as médias comparadas por teste de
Newman-Keuls; nos resultados eventualmente ndo normalizaveis, a andlise foi realizada
pelo teste ndo paramétrico KrusKal-Wallis, sendo as médias dos grupos comparadas pelo
teste de Dunn. As diferengas foram consideradas significativas em p < 0,05.
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Algumas etapas referentes ao experimento realizadas no Instituto de Zootecnia da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro podem ser observadas na figura 3.

Figura 03. Registro fotografico, A- Interior do galpdo 3 (Setor de Avicultura do
[Z/UFRRJ); B- Chegada dos pintos, com 1 dia de idade, C- Interior da fabrica de ragdo
(IZ/UFRRJ); D- Interior da fabrica de ra¢ao (IZ/ UFRRIJ); E- Pintos com 3 dias de idade,
dentro do circulo de protecio com uma campanula central, segundo ensaio; F-
Procedimento de administrag¢do oral das substancias utilizadas no experimento, pintos com
8 dias de idade.
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S RESULTADOS

Durante o periodo experimental ndo foram detectadas alteragdes clinicas no estado
geral das aves. Como também o0s animais nao apresentaram sinais clinicos de intoxicagao
em nenhum dos grupos inoculados. A taxa de mortalidade observada foi de 0 % para todos
os tratamentos empregados.

5.1 Ensaio de Avaliacao dos Efeitos de Diferentes Concentracoes de Piperina

5.1.1 Indices de produtividade

Na Tabela 1 estdo listados os resultados obtidos quanto aos parametros: ganho
médio de peso, consumo médio de racdo, conversdo alimentar, peso médio do figado em
relac@o ao peso vivo dos frangos aos 21 dias de idade.

Os resultados referentes ao ganho médio de peso e peso do figado em relacido ao
peso vivo obedeceram a uma distribuicdio normal, ndo sendo observada diferenca
significativa ao final de 14 dias de inoculacao.

Tabela 01. Médias e desvios padrdes da influéncia da administracdo oral de diferentes
concentracdes de piperina, em frangos de corte, sobre o ganho médio de peso, consumo
médio de racdo, conversao alimentar, peso médio do figado/ kg de peso vivo aos 21 dias de
idade.

Ganho médio  Consumo médio de Conversao Peso médio relativo do
Piperina' de peso (g) racdo (g) alimentar * figado (g/kg p.v.)3
0,00 824 * £32,82 1108,67 1,345 2,35%+0,195
1,12 786,9 * + 43,62 1159,33 1,473 2,36+ 0,196
2,25 842,5*+ 43,75 1100,67 1,306 2,31%+£0,226
4,50 789,0 * + 34,12 1098,00 1,391 227%+0,152
! mg/kg de peso vivo.

(&)

consumo médio de rag¢do/ ganho médio de peso.

(Peso médio do figado /peso médio vivo) x 100.
* nas colunas: médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente (p>0,05).
Andlise estatistica por andlise de varidncia; as médias foram comparadas segundo o teste Newman-Keuls.

3

19



5.1.2 Avaliacao histopatolégica

Os dados obtidos na histopatologia revelaram auséncia de lesdes aparentes no
proventriculo, duodeno, jejuno, ileo e ceco, em todas as concentragdes de piperina testadas,
quando comparada ao grupo controle. Todavia, a anélise histopatologica do figado revelou
infiltrado de células mononucleadas em todas as concentracdes de piperina, com
caracteristicas dose dependente. Na concentracdo de 4,50 mg de piperina/kg p.v., também
foi observado areas de necrose do endotélio de ductos biliares.

5.1.3 Analises hematologicas

Os valores médios obtidos no hemograma e leucograma nos diferentes grupos
experimentais estdo demonstrados na Tabela 2 e 3, respectivamente.

No hemograma foram avaliados os seguintes parametros: hematimetria, hematdcrito,
concentracdo de proteinas plasmadticas totais, fibrinogénio plasmdtico, concentragdo de
hemoglobina, volume globular médio e concentragao de hemoglobina globular média. Todos
os parametros obedeceram a uma distribuicdo normal, ndo sendo observada diferenca
estatistica significativa entre os grupos.

Em relacdo a leucometria global e a leucometria diferencial, ambas obedeceram a
uma distribui¢do normal sendo observada diferenca estatistica, onde se pode observar um
aumento no numero total de leucdcitos e monocitose no grupo inoculado com 2,25 mg/kg e
4,5 mg/kg e um aumento significativo de heterdfilos em todos os grupos testados com
piperina. Ocorreram também, alteracdes no nimero médio de linfocitos e eosindfilos,
porém nao obedeceram a uma distribuicdo normal, sendo que o grupo inoculado com 2,25
mg/kg obteve um maior niimero destes tipos celulares.
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Tabela 02. Médias e desvios padroes dos valores médios do hemograma avaliados em funcdo das diferentes doses de piperina
apo6s 14 dias do primeiro ensaio.

Dose de Hematimetria

piperina'  (x 10%/uL) HT? (%) PPT’ (g/dL) Fp* HB’ (g/dL) VGM® (fL) CHGM' (%)
0,00 22190200 31,53%%2,949 2,620°+0,319 153,3°+8338 7,96*+0,872 1425*+11,69 25,08°*+1,222
1,12 2,193*+0,207 32,71*+2400 2,557°+0,179 150,0*°+51,89 824*+0,785 149,8°+10,21 25,20+ 1,947
225  2229%%0,100 3233°+1496 2,793%+0,260 166,7°+81,65 831°+0,761 147,0°+7,264 25,70*+2,157
450  2318*+0253 32332225 27707°+0415 146,7*+83,38 7,87°+0,732 1395°+16,03 24,43 "+2,603

"mg piperina/kg peso vivo.

* Hematdcrito. * Proteinas Plasmaticas Totais. * Fibrinogénio Plasmatico. > Hemoglobina. ® Volume Globular Médio.

Globular Média.

*nas colunas: médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente (p>0,05).

Os dados tabulados estdao expressos pela média do grupo * desvio padrdo de 15 animais.
A andlise estatistica para os dados com distribuicdo normal foi feita por andlise de varidncia, com as médias comparadas pelo teste Newman-Keuls; dados

sem distribuicdo normal foram analisados pelo teste de Kruskall-Wallis com as médias comparadas pelo teste de Dunns.

7 Concentracio de Hemoglobina

21



Tabela 03. Valores médios e desvios padrdes do leucograma avaliados em funcdo das diferentes doses de piperina apos 14 dias
de experimentacao.

Contagem diferencial (n.° células x 10°/uL)

1 ;.
Dose Leuc%cnos Heteréfilos Linfocitos Mondcitos Eosinéfilos
(x 10*/uL)
0,00 30,072 + 4,079 7,64% +2.395 19,50%+ 3,907 2,688 + 0,993 0,083%+ 0,185
1,12 35002 +4,899  1024°+2,184 21,22% + 4,157 3,569 + 1,361 0,146 + 0,227
2.25 46,47°+ 11,830  12,72° + 4,483 27.39°+7.188 5,497° + 2387 0,406° + 0,390
4,50 42,00°+9,032  11,18°+2.781 24,83 + 6,988 5,740° + 1,984 0,204+ 0,292
" mg piperina/kg peso vivo.
a, b, c

nas colunas: médias com letras iguais nao diferem estatisticamente (p>0,05).
Os dados tabulados estdao expressos pela média do grupo + desvio padrdo de 15 animais.

Andlise estatistica para os dados com distribuicdo normal foi feita por andlise de variancia, com as médias comparadas pelo teste Newman-Keuls; dados
sem distribui¢do normal foram analisados pelo teste de Kruskall-Wallis com as médias comparadas pelo teste de Dunns.
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5.2 Avaliacao da Acao da Piperina na Toxidez das Aflatoxinas

5.2.1 Indices de produtividade

Os resultados do segundo ensaio, como ganho médio de peso, consumo médio de
racdo, conversdao alimentar, peso médio do figado em relacdo do peso vivo, em uma
intoxicacdo prolongada por aflatoxinas, em frangos de corte aos 21 dias de idade, foram
expressos na tabela 4.

Os resultados obedeceram a uma distribuicdo normal, observando-se diferenga
significativa (p< 0,05) no ganho médio de peso e no peso médio do figado em relagdo ao
peso vivo do grupo que foi inoculado somente com aflatoxinas ao final de 14 dias de
experimentacdo. Esse grupo experimental, apenas como dado ilustrativo, numericamente
apresentou menor consumo médio de racdo e uma melhor conversdo alimentar quando
comparado aos demais grupos.

Tabela 04. Médias e desvios padrdes da influéncia sobre o ganho médio de peso, consumo
médio de racdo, conversdo alimentar e peso médio do figado (g/kg de peso vivo) da
administracdo oral de piperina na intoxicacdo prolongada de aflatoxinas, em frangos de
corte.

Consumo médio  Conversdao Peso médio relativo do
Grupo  Ganho de peso (g) de ragdo (g) alimentar' figado (g/kg p.v.)?

P’ 836,7 * + 36,39 1101,0 1,316 2,32%+0,4546

A 760.0 ° + 62,40 1090,0 1,434 2,65°+0,1170

P+AS 8040+ 48.85 1102,0 1.370 2,29°£0,1448

" consumo médio de ragdo/ ganho médio de peso.

? (Peso médio do figado /peso médio vivo) x 100.

? Piperina (2,25 mg kg™ de piperina).

4 Aflatoxinas (2,0 mg kg™ de aflatoxinas).

> Piperina associada a aflatoxinas (2,25 mg kg™ de piperina e 2,0 mg kg de aflatoxinas).

% ® has colunas: médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente (p>0,05).

Andlise estatistica por andlise de variancia; as médias foram comparadas segundo o teste Newman-Keuls.

5.2.2 Avaliacao histopatolégica

Os escores histolégicos das lesdes do figado, proventriculo e duodeno estdo
apresentados na Tabela 5.

No figado do grupo das aves inoculadas apenas com piperina, foi observado um
discreto aumento de infiltrado de células mononucleares, com o endotélio dos ductos
biliares apresentando aspecto normal. O mesmo n@o ocorreu no grupo inoculado com
aflatoxinas, neste foi observado congestdo e necrose do endotélio de ductos biliares, com
infiltrado de células mononucleares no parénquima. Também foram evidenciadas dreas
com células apoptéticas e com megalocitose, caracterizando alteracdes sugestivas de
intoxica¢do. No entanto, no grupo inoculado com piperina associada a aflatoxinas apesar da
presenca de infiltrado de células mononucleares, os ductos biliares apresentaram-se sem
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lesdes aparentes e arranjo celular dentro dos padrdes de normalidade. Portanto, apesar do
parénquima hepatico apresentar lesdes, estas foram significativamente mais discretas neste
grupo.

O proventriculo do grupo das aves inoculadas com aflatoxinas apresentou um
acentuado aumento de infiltrado de células mononucleares e destruicdo dos dpices das
vilosidades da mucosa, quando comparado com os dois outros grupos, que apenas
apresentaram uma discreta infiltracao de células mononucleares.

Com relacdo ao duodeno o grupo inoculado com piperina ndo apresentou lesdes
aparentes, enquanto que no grupo inoculado com aflatoxinas foram evidenciados edema e
necrose das vilosidades, e que no grupo inoculado com piperina associada a aflatoxinas
também foram detectadas dreas de necrose nas vilosidades, porém de menor intensidade e
extensdo, quando comparado ao grupo inoculado com aflatoxinas isoladamente.

Tabela 05. Escores das lesdes histopatoldgicas observadas no figado(F), proventriculo
(PV), duodeno (D) da administracido oral de piperina em uma intoxicacdo prolongada de
aflatoxinas (por 13 dias consecutivos), em frangos de corte.

Grupos
P! A P+A’
Tipos de Lesoes F| pv| D F| PV D F PV D
Mitose - - - - - + R _ +
Apoptose - - - ++ - ++ - . +
Megalocitose - - - ++ ++ ++ . . }
Infiltrado de células mononucleares| + + - ++ ++ ++ | +H(+ + ++
Congestdo - - - ++ - ++ - - +(+)
Necrose - - - ++ ++ ++ - - +(+)
Vacuolizacio - - - ++ ++ | 4+ - - -
Edema - - - | |- - .

! Piperina (2,25 mg kg™ de piperina)

* Aflatoxinas (2,0 mg kg™ de aflatoxinas).

? Piperina associada a aflatoxinas (2,25 mg kg™ de piperina e 2,0 mg kg™ de aflatoxinas)
- auséncia; + leve; +(+) moderada; ++ acentuada
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5.2.3 Analises hematologicas

A Tabela 6 expressa os resultados do hemograma obtido nos grupos inoculados com
piperina, aflatoxinas e no grupo piperina associado a aflatoxinas.

Os valores médios obtidos na contagem do nimero de hemdcias obedeceram a uma
distribuicao normal, sendo observada diferenca significativa (p< 0,05) entre os trés grupos.
Com relagdo ao hematdcrito e proteinas plasmdticas totais, observou-se uma diminui¢dao
significativa no grupo inoculado apenas com aflatoxinas e no grupo inoculado com piperina
associado a aflatoxinas, sendo que no primeiro, houve uma diminui¢cdo mais acentuada em
ambos os parametros analisados.

O fibrinogénio aumentou significativamente no grupo inoculado com piperina
associado a aflatoxinas, ndo houve diferencas significativas com relagdo a hemoglobina
entre os grupos testados. O volume globular médio apresentou maior aumento no grupo das
aflatoxinas, embora as variagdes no grupo da piperina associado a aflatoxinas também
foram significativas, enquanto que a concentracdo de hemoglobina globular média
aumentou significativamente no grupo das aflatoxinas e no grupo da piperina associado a
aflatoxinas, porém todos estes parametros analisados se mantiveram dentro dos valores de
normalidade referentes a espécie animal utilizada para o experimento.

A Tabela 7 mostra os valores médios da leucometria global nos diferentes grupos
experimentais, onde podemos verificar uma leucopenia significativa promovida pelas
aflatoxinas, quando comparada ao grupo da piperina e da piperina associada a aflatoxinas
(Figura 4). Na contagem diferencial dos leucdcitos, observou-se linfopenia € monocitose
nas aves inoculadas com aflatoxinas e linfocitose € monocitose mais acentuada no grupo
inoculado apenas com piperina. Nao houve diferencas significativas entre os valores
médios obtidos na contagem de heterdfilos e eosinéfilos (Figura 5).
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Tabela 06. Médias e desvios padrdes da influéncia da administracdo oral de piperina em frangos de corte intoxicados com
aflatoxinas, sobre o hemograma.

Grupo H&mlaglé?ﬁr)‘a HT (%)' PPT (g/dIy? FP* HB (g/dl)* VGM (fI)S  CHGM (%)
P’ 2487 %+0,098 30,67%+1,447 3,140%°+0,177 186,7*°+83,38 7.54*+0,472 1234%+5954 24,63%+1,981
A8 1,903°+0,123 28,53°+1,885 2.533°+0,176 146,7*+7432 746°+0,498 1503°+11,10 26,19°+ 1,656

P+A’ 2,193°+0,140 29,13°+1,246 2,613°+£0,210 380.0°+67.61 7.79*+0,352 133,3°+£9333 26,74° + 1,053

Os dados tabulados estdao expressos pela média do grupo * desvio padrdo de 15 animais.

! Hematécrito. * Proteinas Plasmaticas Totais. * Fibrinogénio Plasmético. * Hemoglobina. * Volume Globular Médio. ® Concentragio de Hemoglobina
Globular Média.

“P€ nas colunas: médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente (p>0,05).

! Piperina (2,25 mg kg de piperina). 8 Aflatoxinas (2,0 mg kg de aflatoxinas).

? Piperina associada a Aflatoxinas (2,25 mg kg™ de piperina e 2,0 mg kg™ de aflatoxinas).

Andlise estatistica para os dados com distribui¢do normal foi feita por andlise de variancia, com as médias comparadas pelo teste Newman-Keuls;

dados sem distribui¢do normal foram analisados pelo teste de Kruskall-Wallis com as médias comparadas pelo teste de Dunns.
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Tabela 07. Médias e desvios padrdes do leucograma avaliados em func¢do da associacdo de aflatoxinas com piperina.

Contagem diferencial (n.° células x 10° /uL)

Leucécitos
Grupo (x 10% puL) Heterofilos Linfécitos Mondcitos Eosinoéfilos
p! 33,73*+£3348  8,565°+2,078 21214*+2,053 3,844°+0,981  0,084%+0,194
A? 19,00°+2563  7.909%+1,067 7.405°+1.834 3.675*+0818  0,011%+0,041

P+A’ 26,60° +4,102 7277°+ 1,157  18203°+2903  1,102"+0,337 0,018 +0,070

! Piperina (2,25 mg kg™ de piperina). * Aflatoxinas (2,0 mg kg de aflatoxinas).

3 Piperina associada a Aflatoxinas (2,25 mg kg™ de piperina e 2,0 mg kg™ de aflatoxinas).

Os dados tabulados estdao expressos pela média do grupo * desvio padrdo de 15 animais.

ab¢ has colunas: médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente (p>0,05).

Andlise estatistica para os dados com distribui¢do normal foi feita por andlise de variancia, com as médias comparadas pelo teste Newman-Keuls; dados sem
distribuicdo normal foram analisados pelo teste de Kruskall-Wallis com as médias comparadas pelo teste de Dunns.
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Leucécitos x 103/mL

P A A+P
grupos

Figura 04. Efeito da piperina sobre a leucopenia induzida através da intoxica¢ao de frangos
de corte com aflatoxinas. A administracdo oral de piperina (2,25 mg kg") foi iniciada 24
horas antes da intoxicacio com aflatoxinas (2,0 mg kg™'), também por via oral. Os
resultados estdo expressos pela média do grupo + desvio padrdo de 15 animais. A anélise
estatistica foi feita por andlise de variancia, com as médias comparadas pelo teste Newman-
Keuls.* indica p< 0,001, quando o grupo aflatoxina foi comparado com os grupos piperina
e piperina associados as aflatoxinas (P+A).
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Figura 05. Efeito da piperina (2,25 mg kg') nos valores médios relativos 2 contagem
diferencial dos leucdécitos. Os resultados estdo expressos pela média do grupo + desvio
padrao de 15 animais. A andlise estatistica para os dados com distribui¢do normal (A,
Heter6filos; C, mondcitos e D, linfécitos) foi feita por andlise de varidncia, com as médias
comparadas pelo teste Newman-Keuls; dados sem distribui¢do normal (B, eosinéfilos)
foram analisados pelo teste de Kruskall-Wallis com as médias comparadas pelo teste de

Dunns. * indica p< 0,001.
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6 DISCUSSAO

As aflatoxinas sdo responsdveis por alteracdes imunoldgicas, hematoldgicas e
histopatoldgicas, principalmente hepdticas, em diversas espécies animais, existindo uma
relacdo direta entre quantidade de micotoxina ingerida e intensidade dessas alteracdes. A
capacidade da piperina em diminuir os efeitos toxicos das aflatoxinas, sugerindo que a
piperina poderia ser utilizada como um agente quimiopreventivo contra pro-carcin0genos
que sejam ativados pela via do citocromo P-450, desperta grande interesse de estudo.

Com os resultados obtidos no primeiro ensaio, pode-se observar que as doses
empregadas ndo interferiram significativamente (p>0,05) no ganho médio de peso e no
peso médio relativo do figado dos animais apds 14 dias de administracdo com diferentes
concentracdes de piperina. Além disso, pode-se verificar que as diferentes concentracdes de
piperina utilizadas, aparentemente, nao interferiram na conversao alimentar € no consumo
médio de racdo dos frangos de corte neste ensaio. Estes resultados contrapdem-se aos
citados por Dogra et al. (2004), onde, avaliando o tamanho de diversos 6rgdos para as
mesmas doses em camundongos machos Swiss, verificaram aumento de peso do figado nos
tratamentos de 1,12 e 2,25 mg/kg, ja na dose de 4,50 mg/kg, o mesmo nao ocorreu, ficando
proxima do grupo controle.

As diferentes concentracdes de piperina também nao foram capazes de alterar de
forma significativa os valores médios do hemograma. Os valores de normalidade descritos
no presente experimento foram baseados em resultados de hemogramas e leucogramas
considerados normais em frangos de corte citados por Jain (1993); Noriega (2000);
Kohayagana et al. (2001); Cardoso; Tessari, (2003); Biachini et al. (2005); Tessari et al.
(2006), sugerindo assim que a piperina ndo interfere e/ou ndo age sobre os parametros
analisados.

No primeiro ensaio, de acordo com os efeitos da piperina sobre os leucdcitos,
observou-se um aumento significativo no nimero total das células brancas do sangue. Nas
maiores concentracdes de piperina (2,25 e 4,50 mg/kg de peso vivo) administradas, a
contagem diferencial também revelou alteracdes, apresentando aumentos significativos dos
diferentes tipos de leucdcitos.

A capacidade imunomodulatéria da piperina ainda é controversa. Sunila; Kuttan
(2004) verificaram um aumento no nimero de leucdcitos de camundongos inoculados com
10 mg/dose/animal de extrato de pimenta (Piper longum) e de 1,14 mg/dose/animal de
piperina intraperitonial por cinco dias consecutivos; todavia, esse aumento nao promoveu
variacdo significativa dos diferentes tipos celulares. Estes dados se contrapdem aos achados
de Dogra et al. (2004). Esses pesquisadores inocularam 1,12 mg/kg, 2,25 mg/kg 4,5 mg/kg
de piperina por cinco dias consecutivos em camundongos machos Swiss, por via oral, e
observaram que doses de 2,25 e 4,5 mg/kg causaram uma redugdo significativa na
contagem total de leucdcitos. Todavia, ndo houve variacao significativa dos diferentes tipos
de leucocitos.

Os resultados obtidos no presente experimento estdo de acordo com os resultados
observados por Sunila; Kuttan (2004), onde foi possivel observar um aumento significativo
(p<0,05) da leucometria total e dos diferentes tipos de leucécitos mostrando que a piperina,
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nas diferentes doses empregadas, foi capaz de estimular o sistema hematopoiético no
modelo animal (frangos de corte) proposto.

As andlises histopatolégicas dos diferentes grupos nao demonstraram lesoes
aparentes. Entretanto, o aumento da dose de piperina promoveu o aumento de infiltrados de
células mononucleadas e pontos de necrose incipiente do endotélio do ducto biliar na dose
de 4,50 mg/kg de peso vivo. Em murinos, Dogra et al. (2004), observaram altera¢des
significativas (p<0,05), como megalocitose e vacuolizagdao nos hepatdcitos, nas doses de
2,25 e 4,50 mg/kg., portanto, pode-se sugerir que no experimento presente a piperina em
doses mais elevadas pode causar alteragdes histopatoldgicas aparentes com caracteristica
dose dependente.

As doses de piperina utilizadas no experimento estio muito abaixo da DL50 e da
dose subaguda de 514 mg/kg e 350 mg/Kg de piperina por via oral, respectivamente,
observadas por Piyachaturawat et al. (1983) em diferentes espécies de roedores. Estes
autores ainda ressaltam que doses mais baixas que a dose subaguda sdo seguras para
mamiferos.

A relagdo dos efeitos da piperina sobre a toxidez das aflatoxinas demonstrou
alteracdes importantes nos indices de produtividade e nos parametros hematoldgicos e
histopatoldgicos empregados no experimento.

Os indices de produtividade avaliados nos grupos inoculados com piperina e
piperina associada a aflatoxinas foram os que demonstraram melhor desempenho. A
piperina influenciou positivamente o ganho médio de peso e o peso médio relativo do
figado em relagcdo ao grupo de frangos intoxicados por aflatoxinas. A dose de aflatoxinas
empregada no ensaio diminuiu de forma significativa (p< 0,05) o ganho médio de peso e
aumentou significativamente (p< 0,05) o peso médio relativo do figado dos frangos
intoxicados por aflatoxinas.

Os resultados alcangados estdao de acordo com o trabalho de Quezada et al. (2000),
estes autores verificaram aumento no peso relativo do figado em frangos de corte que foram
intoxicados com 2,0 ug aflatoxina B;/g de racdo por dia, a partir do 7° até o 21° dia de idade
e observaram redu¢do do ganho de peso corporal (20-30%) durante o periodo experimental
(até 28 dia de idade dos frangos). Resultados semelhantes foram observados por Huff et al.
(1986), demonstraram que os efeitos deletérios das aflatoxinas em frangos sdao maiores na
fase inicial de criacdo (até os 21 dias de vida), porém o reflexo negativo sobre o ganho de
peso € persistente até a fase final de criacao.

Os dados obtidos relacionados ao aumento de peso significativo do figado no grupo
inoculado com aflatoxinas coincidem com os dados obtidos por Giacomini et al. (2006), ao
avaliarem o peso relativo de 6rgaos de frangos alimentados com 3,0 mg de aflatoxinas/kg
de ragdo por 42 dias.

Hoerr (1991); Wyllie; Morehouse (1978) e Ortatali et al. (2004) descreveram as
lesdes da aflatoxicose hepdtica aguda como sendo responsdveis pela degeneracdo
gordurosa, necrose, aumento do nicleo dos hepatdcitos com marginalizacdo da cromatina e
nicleo proeminente, bem como pela rdpida proliferacio dos ductos biliares. Estas
caracteristicas também foram observadas no presente trabalho, onde o grupo de frangos
inoculado com 2,25 mg/kg de piperina apresentou no figado uma discreta infiltracdo
periportal de células mononucleares. No grupo inoculado apenas com aflatoxinas foram
observadas lesdes hepdticas compativeis com o quadro de intoxicacdo, onde se pode
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observar hiperplasia dos ductos biliares, infiltracdo periportal de células inflamatorias,
necrose e vacuolizacdo dos hepatdcitos.

Pdde-se de forma clara, evidenciar o aumento no tamanho do figado nas aves do
grupo inoculado com aflatoxinas e alteragdes hematoldgicas significativas (p<0,05), sendo
este resultado também semelhante ao obtido por Ledoux (1999).

A influéncia da piperina nas aves intoxicadas com aflatoxinas também foi avaliada
quanto aos parametros hematoldgicos. As aves inoculadas apenas com piperina na dose de
2,25 mg/kg apresentaram todos os valores dentro das faixas de normalidade, de acordo com
os dados reportados no primeiro ensaio e por Noriega (2000) e Cardoso; Tessari (2003);
Biachini et al. (2005), Tessari et al. (2006). No entanto, o grupo inoculado com aflatoxinas
apresentou redu¢do na hematimetria e no hematdcrito. Estes resultados indicam um quadro
de anemia decorrente da intoxica¢do por aflatoxina B;, conforme reportado por outros
autores (TUNG et al., 1975; JAVED et al., 1995).

Com relagdo proteinas plasmadticas totais, observou-se uma diminui¢do significativa
(p<0,05) no grupo inoculado com aflatoxinas e no grupo inoculado com piperina associado
a aflatoxinas, sendo que no grupo inoculado com aflatoxinas a diminui¢do foi mais
acentuada, porém se mantiveram de acordo com valores de normalidade descritos por
Noriega (2000) e Cardoso; Tessari (2003). De acordo com as constatacdes de Quezada et
al. (2000), as proteinas totais plasmdticas e a albumina apresentaram um significativo
decréscimo (p< 0,01) de 55% e 80% respectivamente em frangos de corte tratados com 2,0
mg/kg de aflatoxinas, observando-se um decréscimo mais acentuado com sete dias de
tratamento, semelhante ao observado no segundo ensaio do presente experimento. Um dos
principais efeitos dessa toxina € a inibi¢do da sintese protéica, causando assim uma queda
no nivel de proteinas plasmaticas (LEESON et al., 1995; OGUZ et al., 2000; SANTIN,
2000; PEROZO et al., 2003).

Tessari et al. (2006), alimentaram aves com rag¢do contendo niveis de 200 mg de
AFB//kg e determinam uma redu¢do nos niveis séricos de proteinas totais apds 20 dias de
exposi¢do continua através da ragdo. Com os resultados obtidos no segundo ensaio deste
experimento, pode-se sugerir que niveis mais baixos de aflatoxinas com exposi¢do por um
tempo prolongado, também podem levar a diminuicdo das proteinas plasmaticas totais.

O fibrinogénio aumentou significativamente no grupo inoculado com piperina
associada a aflatoxinas. Esse aumento se manteve dentro dos padrdes de normalidade em
todos os grupos testados, estando de acordo com Jain, (1993). Esta elevacdo pode ser
explicada pelo fato de que o fibrinogénio € sintetizado no figado e durante a fase aguda da
inflamacdo, ele é liberado pelos hepatdcitos e seus niveis plasmdticos aumentam
acentuadamente. Grande parte desse fibrinogénio se polimeriza no local da inflamacao para
formar a fibrina A deposi¢do de fibrina também gera a trama onde proliferam as células
endoteliais e os fibroblastos, levando a cicatrizagcdo (CHEVILLE, 2004).

O volume globular médio aumentou significativamente no grupo de frangos que
receberam apenas aflatoxinas, enquanto que a concentracdo de hemoglobina corpuscular
aumentou significativamente no grupo de frangos que receberam aflatoxinas e no grupo da
piperina associada a aflatoxinas; porém, se mantiveram dentro dos valores de normalidade
descrito por Jain (1993); Noriega (2000); Cardoso; Tessari, (2003); Tessari et al. (2006)
referentes a esta espécie animal utilizada para o experimento.

Conforme Kokosharov (1998), os leucdcitos tém um papel importante na resposta
inflamatoria, sdo os apresentadores da defesa a uma infec¢do. A diminuicdo na leucometria
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absoluta observada no presente estudo (Figura 4) € coerente com os dados descritos por
Javed et al. (1995) e Oguz et al. (2000), porém contrdria aos resultados obtidos por
Fernadez et al. (1995) Estes ultimos autores observaram um aumento no ndmero de
leucdcitos circulantes de frangos de corte tratados com 2500ug/Kg de AFB; adicionada a
racdo. A mesma concentragdo de AFB foi utilizada por Oguz et al. (2000), o que parece ser
incoerente quanto aos efeitos das aflatoxinas sobre os 6rgidos hematopoiéticos das aves
Espada et al. (1992) relataram que a exposi¢do de frangos as aflatoxinas em baixas
concentracdes na racdo, resultam num quadro de comprometimento da resposta
imunolégica mediada por células.

Com relagdo ao ndmero relativo dos tipos celulares, observamos no estudo que
houve redugdo significativa na contagem de linfécitos das aves que receberam apenas
aflatoxinas. Esses resultados sugerem que a piperina influencia na diminui¢do da
imunossupressao causada pela aflatoxina, na dose empregada e no modelo animal proposto.
Todavia, a diminuicdo de mondcitos apenas no grupo que recebeu piperina associada a
aflatoxinas foi um resultado inesperado e precisa ser melhor avaliado.

Por tratar-se de um estudo pioneiro, com este perfil, restaram muitos
questionamentos, sendo assim, serdo necessdrias pesquisas mais aprofundadas sobre este
tema.

Com o conjunto de dados apresentados no presente estudo, pode-se sugerir que a
piperina no proposto experimento interferiu positivamente nos efeitos toxicos das
aflatoxinas, nos indices de produtividade, parametros hematolégicos e histopatolégicos.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados neste trabalho, podemos concluir que:

A dose de 2,25 mg/kg de piperina niao foi téxica ou imunossupressora para oS
frangos de corte. As lesdes histopatoldgicas observadas foram de grau discreto,
podendo ter relacao com fatores externos.

A piperina, nas concentracdes mais elevadas, foi capaz de promover um aumento
na contagem total de leucécitos e ndo promoveu alteragdes no hemograma das
aves.

Os indices de produtividade ndo foram afetados pelas concentracdes de piperina
testadas e a associacdo de piperina as aflatoxinas promoveu melhor desempenho
dos frangos comparativamente com aqueles expostos apenas as aflatoxinas.

A dose de 2mg/kg de aflatoxinas foi suficiente para promover alteragcdes negativas
significativas no segundo ensaio.

A piperina na concentragao de 2,25 mg/kg reduziu ou eliminou, in vivo, as lesdes
histopatoldgicas, caracteristicas de intoxicacdo e a imunossupressao causada pela
aflatoxina (2,0 mg/kg).

Desta forma, os resultados sugerem que a piperina pode interferir de forma positiva
diminuindo a intoxicagdo por aflatoxinas em frangos de corte.
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Anexo 01

Temperatura ambiental referente ao primeiro ensaio no periodo de 29 de abril

a 20 de maio de 2006.
Dia T® T° minima T° maxima
29/abril 22 °C 22°C 32°C
30/abril 24 °C 22 °C 28 °C
01/maio 24 °C 21°C 27 °C
02/maio 25°C 21 °C 30 °C
03/maio 25°C 21 °C 32°C
04/maio 22 °C 21 °C 30 °C
05/maio 20 °C 17 °C 24 °C
06/maio 21 °C 17 °C 26 °C
07/maio 20 °C 17 °C 25°C
08/maio 21 °C 18 °C 23 °C
09/maio 23 °C 19 °C 25 °C
10/maio 22 °C 20 °C 26 °C
11/maio 21°C 22 °C 25°C
120/maio 21 °C 20 °C 24 °C
13/maio 21°C 17 °C 26 °C
14/maio 22 °C 18 °C 26 °C
15/maio 20 °C 18 °C 25°C
16/maio 20 °C 16 °C 24 °C
17/maio 20 °C 18 °C 25°C
18/maio 20 °C 15 °C 23 °C
19/maio 25 °C 15 °C 30 °C
20/maio 19 °C 16 °C 25°C
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Anexo 02

Temperatura ambiental referente ao segundo ensaio no periodo de 29 de julho

a 19 de agosto de 2006.
Dia Te T° minima T° maxima
29/julho 22 °C 16 °C 26 °C
30/julho 21°C 13 °C 25 °C
31/julho 22 °C 12 °C 25 °C
01/agosto 21°C 12 °C 24 °C
02/agosto 24 °C 14 °C 25°C
03/agosto 21°C 12 °C 22 °C
04/agosto 20 °C 12 °C 20 °C
05/agosto 23 °C 18 °C 25 °C
06/agosto 25°C 18 °C 27 °C
07/agosto 25 °C 20 °C 30 °C
08/agosto 29 °C 19 °C 31°C
09/agosto 30 °C 21°C 33°C
10/agosto 27 °C 23 °C 33°C
11/agosto 32°C 18 °C 35°C
12/agosto 26 °C 19 °C 30 °C
13/agosto 30 °C 23 °C 32°C
14/agosto 26 °C 22 °C 34 °C
15/agosto 31°C 23 °C 35°C
16/agosto 25 °C 22 °C 35°C
17/agosto 31°C 27 °C 33°C
18/agosto 22 °C 22 °C 27 °C
19/agosto 24 °C 22 °C 28 °C
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Anexo 03

Composicao porcentual da dieta pré-inicial (0-7 dias de idade)

Ingredientes Composicao
Milho (7,46% PB)' 51,935

Farelo de Soja 41,506
Calcario Calcitico 1,190

Oleo de soja 2,392

Fosfato monobicalcico 1,803

Sal comum 0,510
DL-Metionina 0,303

Mistura Mineral-vitaminica® 0,120

Cloreto de Colina 0,042

Total % 100
Nutrientes Composiciao Calculada

Proteina Bruta (%)
Energia metabolizdvel (Kcal/Kg)
Sédio (%)

Célcio (%)

Fésforo disponivel (%)
Metionina (%)
Metionina+ Cistina (%)
Lisina (%)

Treonina (%)
Triptofano (%)

Acido Linoleico

23,2328
2.9250
0,2210
0,9310
0,4660
0,6536
1,0190
1,4350
0,9050
0,2885
2,5825

"Valor determinado no laboratério de Nutricdio Animal da UFRRIJ,
¥ Niveis de garantia por kg de produto: ferro: 60000 mg; cobre:13000 mg; manganés: 120000; zinco: 100000
mg; iodo: 2500 mg; selénio: 500 mg e excipien te g.s.p.: 1000 g; Vit. A: 6000000 UI; Vit D3: 2000000 UT; Vit
E: 12000 mg; Vit K;: 800 mg ; Vit B;: 1000 mg ; Vit B,: 4500 mg ; Vit B¢: 1500 mg ; Vit Bj: 12000 mg;
niacina: 30000 mg; pantotenato de célcio: 10000 mg; ac félico: 550 mg; biotina: 50 g; antioxidante: 5000 mg;

excipiente g.s.p.: 1000 g
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Anexo 04

Composicao porcentual da dieta inicial (8- 21 dias de idade).

Ingredientes Composicao
Milho (7,4% PB)1 57,464
Farelo de Soja (48,2%)1 36,523
Oleo de soja 2,275
Calcario Calcitico 0,839
Fosfato monobicalcico 1,818
Sal comum 0,489
DL-Metionina 0,197
Mistura Mineral® 0,100
Mistura Vitamfnica® 0,100
Cloreto de Colina 0,050
Coccidiostatico 2006 0,040
Promotor 2006 0,013
Total % 100
Nutrientes Composicao Calculada
Proteina Bruta (%) 21,2087
Energia metabolizavel (Kcal/Kg) 2.9800
Sédio (%) 0,2130
Cilcio (%) 0,8780
Fésforo disponivel (%) 0,4390
Metionina (%) 0,5260
Met + Cistina (%) 0,8710
Lisina (%) 1,2270
Treonina (%) 0,8340
Triptofano (%) 0,2609
Acido Linoleico 2,5891
Fibra Bruta (%) 3,2827

Y Valor determinado no laboratério de Nutricio Animal da UFRRIJ,

¥ Niveis de garantia por kg de produto: ferro: 60000 mg; cobre:13000 mg; manganés: 120000; zinco: 100000 mg; iodo:
2500 mg; selénio: 500 mg e excipien te g.s.p.: 1000 g

¥ Niveis de garantia por Kg do produto: Vit. A: 6000000 UL Vit D5: 2000000 UL Vit E: 12000 mg; Vit K5 : 800 mg ; Vit
B, : 1000 mg ; Vit B,: 4500 mg ; Vit Bs: 1500 mg ; Vit Bj,: 12000 mg; niacina: 30000 mg; pantotenato de calcio: 10000
mg; dc félico: 550 mg; biotina: 50 g; antioxidante: 5000 mg; excipiente g.s.p.: 1000 g
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Anexo 05

Composicio do meio de cultura utilizado no isolamento do fungo toxigénico
para producao de micotoxinas.

AGAR Extrato de Levedura Sacarose (YESA)

Extrato de Levedura 20g
Sacarose 150 g
Agar 15¢g
Agua destilada 1L




Anexo 06

Composicao da solucao de Natt e Herrick (1951).

Solucio de Natt e Herrick

Cloreto de soédio (Na CI) 388¢g
Sulfato de s6dio (Na2S04) 2,50 g
Fosfato dissédico 12 hidrato (Na2HPO4 12 H20) 291 ¢g
Fosfato de potassio (KH2PO4) 0,25 ¢g
Formalina (37%) 7,50 mL
Violeta de Metila 2B 0,10 g
pH final 7,3

Dissolver em dgua destilada e diluir para um volume total de 1.000 mL em um
frasco volumétrico. Apds ficar em repouso por 24 horas, filtrar a solucdo através de um

filtro de papel fino (Whatman No. 2).
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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