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RESUMO

GAGINI, Thalita Braga. Acao da piperina sobre a intoxicacio experimental de ratos
por aflatoxinas. Seropédica: UFRRJ, 2007. 51p. (Dissertagdo, Mestrado em
Microbiologia Veterinaria)

A piperina (1-piperoil piperidina), principal amida constituinte da pimenta preta (Piper
nigrum Linn.) e da pimenta longa (P. longum Linn.), apresenta diversos efeitos
farmacoldgicos e bioquimicos, como a inibi¢do de enzimas do metabolismo hepético,
interferindo na biotransformacao de xenobidticos e substincias pro-carcindgenas ativadas
pela via do citocromo P450. A literatura descreve a piperina como sendo capaz, in vitro, de
diminuir a citotoxidez e a genotoxidez da aflatoxina Bi em células de ratos, através da
competicdo pelo citocromo P450. Devido a importincia da contaminagdo de grdos por
aflatoxinas, este trabalho teve como objetivo verificar a capacidade da piperina em
diminuir, in vivo, os danos causados por essas toxinas. Inicialmente, grupos de ratos da
linhagem LOU-M foram inoculados, via oral, com diferentes doses de piperina (1,12; 2,25
e 4,50 mg/kg de peso corporal), visando avaliar a toxidez dessa amida no modelo animal
empregado. Parametros como: ganho de peso, andlises anatomopatologica e
histopatologica, além das alteragdes nos valores hematoldgicos foram investigados. A dose
de 1,12 mg/kg de peso corporal de piperina demonstrou ser segura nos ensaios bioldgicos e
foi empregada nos ensaios de intoxicagdo experimental de ratos com aflatoxinas. Trés
grupos de ratos foram inoculados com piperina (1,12 mg/kg de peso corporal), aflatoxinas
(72 ng/100g de peso corporal) e, piperina + aflatoxinas, sendo avaliados os mesmos
parametros acima descritos. A piperina foi capaz de interferir na toxidez das aflatoxinas, in
vivo, diminuindo de forma acentuada as lesdes histopatoldgicas evidenciadas nos animais
intoxicados e, revertendo de forma significativa a imunossupressdo mediada pelas
aflatoxinas.

Palavras chave: aflatoxinas, piperina, intoxicagdo experimental, ratos.



ABSTRACT

GAGINI, Thalita Braga. Effect of piperine on experimental intoxication by aflatoxinas
in rats. Seropédica: UFRRIJ, 2007. 51 p. (Dissertation, Veterinary Microbiology Msc.)

Piperine (1- piperoyl piperidine) main black pepper (Pipper nigrum Linn.) and long pepper
(Piper longum Linn.) alkaloid presents several pharmacological and biochemical effects as
enzymes inhibition from hepatic metabolism interfering on xenobiotics and pro-
carcinogenic substances biotransformation activated by P-450 cytochromo cycle.
According to the scientific bibliography reports, piperine has been able “in vitro” for
decreasing cytotoxicity as well as aflatoxin B 1 genotoxicity on mice cells through the
competition by P-450 cytochromo. Due to the importance of grains contamination by
aflatoxinas, this survey had as proposal to verify piperine ability for decreasing “in vivo”
some damages caused by these toxins. On first, at different piperine doses (1,12; 2,25 and
4,50 mg/Kg) Lou-M strain rats groups were inoculated by oral administrated to evaluated
this amide toxicity on animal pattem. Parameters as: weight grain, anatomopathological
and histopathological analyses beyond changes on hematological values have been
researched. Piperine doses (1,12 mg/Kg) has showed to be appropriate as well as safe on
biological assays and it has been used on rats experimental intoxication assays by
aflatoxins. Three rats groups were inoculated with piperine (1,12 mg/Kg), aflatoxins (72 g/
100 g) as well as piperine + aflatoxins according to the sarne parameters above described.
Piperine has been able for interfering “in vivo” on aflatoxins toxicity, conspicuously
decreasing histopathological injuries on intoxicated animais and significantly retuming
immunosupression mediated by aflatoxins.

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



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

LISTA DE TABELAS

Influéncia da administragao oral de diferentes doses de
piperina, em ratos, sobre o ganho médio de peso e peso médio
do figado, bago e timo.

Lesdes histopatoldgicas observadas nos grupos de animais
inoculados por via oral, com diferentes doses de piperina.

Influéncia da administragdo oral de diferentes doses de piperina
em ratos, sobre os valores médios de hemacias, leucocitos e
contagem diferencial de leucdcitos.

Interferéncia da piperina no ganho médio de peso e peso médio
do figado e rim em animais inoculados, por via oral, com
piperina, aflatoxinas ou piperina + aflatoxinas.

Lesdes histopatologicas observadas no figado de ratos
inoculados com piperina, aflatoxinas e piperina + aflatoxinas

Efeito da intoxicacao de ratos com aflatoxinas na dosagem
sérica das enzimas alanina aminotransferase, aspartato
aminotransf eras e e fosfatase alcalina.

Pagina

16

17

18

20

21

24



LISTA DE QUADROS

Pagina
Quadro1  Delineamento experimental para teste de concentracdes de 13
piperina.
Quadro 2  Delineamento experimental para teste de intoxicagdo por 14

aflatoxinas



Figura 1

Figura 2

Figura 3
Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

LISTA DE FIGURAS

Estrutura quimica das aflatoxinas Bi, B2 ,G1 e Ga.

Metabolismo da Aflatoxina B, (World Health Organization,
1979).

Fotos A e B. Foto A - Pimenta negra e B - Pimenta longa.
Estrutura quimica da piperina.

Fotos A e B - Ratos da linhagem LOU-M empregados como
modelo experimental.

Fotos dos resultados do exame dos cortes histopatoldgicos, de 1
a 14. Alteragdes histopatoldgicas no figado de ratos que
receberam por via oral, o veiculo (1 e 2),a piperina (3 ¢ 12).a
aflatoxina ( 4 a 9) e piperina + aflatoxina (10, 11, 13 e 14)

Efeito da piperina sobre a leucopenia induzida através da
intoxicacao de ratos com aflatoxinas.

Efeito da piperina (1,12 mg/kg) nos valores médios relativos a
contagem diferencial dos leucdcitos.

Efeito da administracao oral da piperina e/ou aflatoxinas sobre
o numero de leucécitos antes (barras vazias) e depois da
inoculagdo (barras cheias).

Pagina

11

22

25

26

27



LISTA DE ABREVIACOES, SIGLAS OU SIMBOLOS.

ng/1000g — Micrograma por cada cem gramas de peso corporal

ad libitum — A vontade.

AFB) — Aflatoxina B

AFB: — Aflatoxina B>

ALT — alanina aminotransferase

AP — fosfatase alcalina

AST — aspartato aminotransferase

B1 — B =Dblue (cor da fluorescéncia) 1 = referente a mobilidade cromatografica
B2 — B = Dblue (cor da fluorescéncia) 2 = referente a mobilidade cromatografica
CCD — cromatografia de camada delgada

CLAE - cromatografia liquida de alta eficiéncia

CMI — concentragao minima inibitdria

CYP 4502B1 — Citocromo P quatrocentos e cingiienta, dois B - referente a especificidade
pela aflatoxina B

DMSO - dimetilsulfoxido

DTH — delayed-type hypersensitivity / hipersensibilidade de tipo tardio

EDTA — Ethylene Diamine Tetracetic Acid / acido etilenodiamino tetra-acético
FAO — Food and Agriculture Organization

G1 — G = green (cor da fluorescéncia) 1 = referente a mobilidade cromatografica
G2 — G = green (cor da fluorescéncia) 2 = referente a mobilidade cromatografica
IARC - International Agency for Research in Carcinogenesis (Agencia Internacional para
Pesquisa de Carcindgenos)

MAPA — Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento

mg/kg — Miligrama por quilograma

ng/kg — Nanograma por quilograma

P450 — citocromo P quatrocentos e cinqiienta

Pf — Ponto de fusao

S.E. — Desvio padrao

TNF-a — Interferon alfa

ul — Microlitro



10.

SUMARIO

Introdugao
Revisdo de Literatura

2.1. Aflatoxinas

2.2. Piperina
Justificativa
Objetivos

Material e Métodos
5.1. Modelo biolégico
5.2. Metodologia
Resultados

6.1. Analise das diferentes concentragdes de piperina no modelo
experimental proposto

6.2. Ensaio de intoxica¢ao com aflatoxinas
Discussao

Conclusoes

Referéncias Bibliograficas

Anexos

Pag.

10
11
11
12
16

16

19
28
33

34

40



Ac¢do da piperina sobre a intoxicacio experimental de ratos por aflatoxinas

1. INTRODUCAO

As aflatoxinas sdo metabolitos secundarios, produzidos por algumas cepas de
fungos do género Aspergillus, principalmente das espécies A. flavus e A parasiticus, os
quais se desenvolvem naturalmente em produtos alimenticios, como feijdo, milho,
amendoim, arroz e trigo, entre outros. S3ao conhecidos alguns compostos similares
designados pelo termo aflatoxina, porém, os principais tipos de interesse médico-sanitario
sao identificados como Bi, B2, G1 ¢ G2. Em saude animal, varias espécies domésticas e de
experimentacao sdo sensiveis aos seus efeitos toxicos agudos, mutagénicos, carcinogénicos
e teratogénicos, sendo o figado o principal 6rgao atingido. De modo analogo, em satude
publica, as aflatoxinas tém sido identificadas como fatores envolvidos na etiologia do
cancer hepatico no homem, conseqiiente a ingestdo de alimentos contaminados. Existem
evidéncias de que outras doengas como a sindrome de Reye e o kwashiorkor, também sao
associadas as aflatoxinas.

A piperina (1-piperoil piperidina) ¢ a principal amida constituinte da pimenta
preta (Piper nigrum Linn.) e da pimenta longa (P. longum Linn.), as quais sdo usadas
mundialmente como temperos € como componentes em medicamentos empregados na
medicina alternativa para o tratamento de asma e bronquite, entre outras doencas. Essa
amida natural exerce diversos efeitos farmacologicos e bioquimicos, que resultam em
acOes: antiparasitaria, inseticida, antipirética, analgésica, antiinflamatoria, contraceptiva,
antiespermatogénica e atua na inibicdo de enzimas do metabolismo hepatico. Uma das

fungdes mais investigadas € sua interferéncia na biotransformacao de xenobioticos e
substancias pro-carcinogenas.

A interferéncia da piperina no mecanismo de a¢do das aflatoxinas ainda é pouco
estudada. A pesquisa conduzida por Reen e colaboradores, em 1997, evidenciou que a
piperina, in vitro, foi capaz de diminuir significativamente a toxidez da aflatoxina B; em
hepatocitos de ratos, através da competi¢do pelo citocromo P450.

Devido a importancia da contaminac¢do de diversos graos por aflatoxinas e das
evidéncias, in vitro, que a piperina oferece um potente efeito quimiopreventivo contra a
ativacao de pro-carcinogénicos, este trabalho busca verificar a capacidade da piperina em
diminuir, in vivo, os danos causados por essas toxinas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aflatoxinas

Micotoxinas sd@o produtos do metabolismo secundario de fungos que contaminam
alimentos e ragdes. A sua ingestdo pode resultar em doenga e morte em animais, ¢ também
no homem (HAYES, 1981). As doencas causadas pelas micotoxinas sdo chamadas
micotoxicoses e geralmente sdo classificadas de acordo com os sintomas resultantes da
ingestao (SMITH; MOSS, 1985). A micotoxicose classica em humanos € o ergotismo, que
durante os séculos IX e X causou numerosos surtos de gangrena ergdtica, resultando em
amputagdo de membros e morte. A Ordem de Santo Antonio foi estabelecida no século XI
para prover hospitais para aqueles acometidos por esta condi¢do. Apenas por volta de 1850
a doenga foi associada com o consumo de cereais, especificamente centeio, contaminado
com o fungo Claviceps purpurea (SMITH; MOSS, 1985; BENY, 1988).

Através dos anos, tem havido numerosos surtos de diferentes micotoxicoses em
humanos e animais que tendem a ser endémicas em certas areas. Exemplos incluem a
doenga do arroz amarelo no Japdo e o eczema facial de ovelha na Nova Zelandia.

As micotoxinas sdo geralmente encontradas em concentragdes 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 anatomopatoldgicas
evidentes sdo menos freqiientes; predominam os efeitos cronicos que niao despertam a
atencdo do clinico. Menos evidentes, porém mais significativas do ponto de vista
econdmico, sdo as perdas devido as intoxicagdes subagudas causadas por baixos niveis da
toxina. Mesmo em baixos niveis as aflatoxinas interferem na resposta imunolégica,
tornando os animais mais suscetiveis as doengas infecciosas e parasitarias e diminuindo a
competéncia imunoldgica as vacinagdes (CRUZ, 1995).

Embora 20 compostos, todos designados como aflatoxinas, tenham sido isolados,
o termo, usualmente refere-se a quatro metabolitos deste grupo de bifuranocumarinas
produzidas principalmente por Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, entre outros.
Elas foram nomeadas Bi1, B2, Gi, Gz, todas de ocorréncia natural. Estes quatro compostos
sao distinguiveis pela cor de sua fluorescéncia, sob luz ultravioleta (B = blue ou azul e G =
green ou verde), com o numero subscrito relacionado a sua mobilidade cromatografica. A
aflatoxina B, é encontrada em maior concentragao. Aspergillus flavus produz apenas AFB:1
e AFB2, enquanto Aspergillus parasiticus produz além destes, compostos adicionais.
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Figura 1. Estrutura quimica das aflatoxinas Bi, B,, Gi e G2, (McLEAN, 1995).

Do ponto de vista da toxicologia, a aflatoxina pode ser considerada como uma
ameaga quadrupla - uma potente toxina, um mutdgeno, um teratogeno e um carcindgeno
(UENO; UENO, 1978). A toxidez letal da AFB1 varia em diferentes espécies animais, de
extremamente susceptiveis (trutas, patos perus, caes, coelhos, ovelhas e ratos) a resistentes
(macacos, galinhas e camundongos). As aflatoxinas tém sido relacionadas a formagao de
aductos em DNA e com o desenvolvimento de cancer extra-hepatico.

A hipotese de associacdo causal entre a ingestdo de aflatoxinas e o
desenvolvimento de enfermidades humanas continua sendo objeto de controvérsias;
mesmo assim, desde a descoberta das aflatoxinas, em 1960, diversos paises adotaram
limites de tolerancia para essas toxinas em produtos destinados ao consumo humano. No
Brasil, foi estabelecido em 1996, o limite de 20 pg/kg de peso corporal, para a soma das
fragdes B1 e Gi1, onde AFB1 < 15 g/kg, em qualquer tipo de alimento, conforme determina
a resolucao 54/96 (MAPA, 2002). Desconhece-se, contudo, se este valor ainda representa
ou nao risco significativo para o desenvolvimento do cancer hepatico. Na ultima década,
porém, intensas pesquisas contribuiram para melhor caracterizar os possiveis efeitos das
aflatoxinas sobre a saude humana, com destaque para os experimentos sobre a atividade
biologica da AFB1 nas células hepaticas, no ambito molecular, e sua aplicacdo em estudos
populacionais (MCLEAN, 1995).

As aflatoxinas s3o absorvidas no trato gastrintestinal e biotransformadas
primariamente no figado, por enzimas microssomais do sistema de fun¢des oxidases mistas.
Estas enzimas pertencentes a superfamilia das enzimas do citocromo P-450 e suas
isoformas constituem parte do processo de detoxificacdo de uma ampla variedade de
xenobidticos no organismo. A biotransformacdo da AFB: tem sido estudada com maior
interesse, uma vez que guarda estreita relagdo com seus mecanismos de acao toxica. Existe
atualmente consenso, entre os especialistas, de que a AFB1 ¢, na realidade, um pro-
carcinégeno, o qual requer ativagdo metabolica para manifestar seus efeitos toxicos
(SWENSON et al, 1974)



Quando um alimento contaminado por aflatoxinas ¢ consumido, estas sao
metabolizadas no figado e produzem a formagao de um metabolito intermediario altamente
reativo. A ligacdo deste metabolito ao DNA resulta na ruptura da transcricdo € em uma
proliferagao anormal de células, guiando a mutagénese e carcinogénese (GUENGERICH,
2001). Patterson (1973) tragou a trilha de biotransformacdo da AFB, em células
susceptiveis. Apds o transporte através da membrana plasmatica, a molécula ¢ ativada por
mono-oxigenases microssomais de fungdo mista para formar AFBi-8,9-epdxido que, por
sua vez, pode se ligar ao DNA nuclear resultando em dano celular.

A AFBI pode ser também reversivelmente convertida por uma NADPH-redutase
a aflatoxicol. O aflatoxicol entdo pode atuar tanto como um assimilador quanto como
reservatorio para AFB: (PATTERSON, 1973). O sistema microssomal de mono-
oxigenases ¢ também responsavel por transformar a AFB1 em moléculas polares tal como
AFM, e AFP,, que podem ser eliminadas pelos hepatocitos, mas o epoéxido pode vir a se
ligar a acidos nucléicos e proteinas e ¢ convertido na forma carcinogénica da AFBi
(SWENSON et al., 1974)

A carcinogénese hepdtica representa o mais importante efeito de toxidez das
aflatoxinas. Esta capacidade tem sido demonstrada extensivamente, sobretudo em relagdo a
AFB1 em muitas espécies animais, incluindo peixes, aves, roedores, carnivoros e primatas.
Nesses animais, as aflatoxinas induzem a formacdo de carcinoma hepatocelular, mesmo
quando ingerida em quantidades tdo baixas quanto 0,2 ng/kg de peso corporeo
(CASTEGNARO et al, 1991; CREPPY et al, 1993), 0 que permite considera-la como um
dos mais potentes hepatocarcinégenos naturais, sendo em 1993, classificada como quimico
carcindgeno de classe I pela IARC (International Agency for Research in Carcinogenesis,
1993). Embora o figado seja o alvo primario, o desenvolvimento de tumores em outros
orgdos, como o pancreas e intestino, tem sido observado em animais alimentados com
racoes contendo aflatoxinas, sendo também associada ao aparecimento de tumores
primarios e metastases (STONER et al, 1982).

Estudos demonstraram que multiplas isoformas do citocromo P 450 podem ativar
a aflatoxina B1 (CYP1A1, CYP1A2, CYPIB1, CYP2A6, CYP2B6 ¢ CYP3A4), mas com
potencial mutagénico reduzido se for transformada, por exemplo, pelo CYP2B6.
Experimentos de imunoinibicdo e de inibicdo quimica tem indicado que as isoformas
CYPIA2 e CYP3A sdao os maiores responsaveis pela ativagdo deste promutdgeno no
figado (CRESPI, et al 1997).

As aflatoxinas também tém sido estudadas por enfraquecer o sistema imunologico.
Geralmente, a inibi¢do da sintese de proteinas pode resultar em alteragcdes na concentragao
de proteinas no soro, guiando a supressao de substancias humorais ndo-especificas. Quanto
a imunidade inata, as aflatoxinas podem ter um efeito imunosupressivo sobre macrofagos
depois a exposicao in vivo, a qual foi relacionada a redug¢do da atividade antitumoral
(MOON, 1999). As aflatoxinas inibem fortemente a producdo de interferon alfa,
interleucina 1 e 6 e a habilidade fagocitica dos macréfagos (MOON, 1999).
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Figura 2. Metabolismo da Aflatoxina B; (World Health Organization, 1979).

Existem evidéncias concretas que sugerem que as aflatoxinas suprimem a fungao
imune por afetar a imunidade dependente de células Tem varias espécies animais. Estudos
com ratos, coelhos e camundongos reforgam estes achados (RAJSUDDIN et al., 1990 e
1993). A imunosupressdo pela toxina pode resultar de varios mecanismos tais como
diminui¢do da concentragdo protéica ou sintese de DNA, mudanga ou perda de atividade
enzimdtica e mudancas no metabolismo ou ciclo celular, o que podem resultar em necrose
individual de células ou necrose (CUSUMANO et al., 1995 e 1996; DUGYALA,;
SHARMA, 1996). Doses subagudas de AFB, em porcos da guiné podem resultar em
deficiéncia de complemento (THURSTON et al, 1972). Em altas doses, AFB, reduz os
niveis de imunoglobulina G e A, guiando a uma deficiéncia de imunidade adquirida. Pier
(1992) reportou que as micotoxinas podem reduzir a eficacia da imunidade adquirida
durante a vacinacao.

Doengas secundarias relacionadas a micotoxinas podem resultar do
enfraquecimento do sistema imune. Animais mostraram aumento da suscetibilidade a
candidiase, coccidiose, salmonelose e deficiéncia imunologica geral. Assim, as
micotoxinas podem predispor os animais a doencgas infecciosas, resultando em decréscimo
de produtividade (PESTKA; BONDY, 1990) e possibilidade de mortalidade como
resultado de complicacdes.



2.2. Piperina

A utilizagdo de plantas com fins terapéuticos, para tratamento, cura ou prevencao
de doengas ¢ uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. No inicio
dos anos 90, a Organizagdo Mundial de Satde (OMS) divulgou que 65-80% da populagdo
dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como unica forma de
acesso aos cuidados basicos de saide (AKERELE, 1993).

Muitos autores tém discutido a importancia e o potencial de plantas medicinais
como fonte de novos agentes terapéuticos (CORDELL et al., 2001). Mendelsohn e Balick
(1995) concluiram que existem 375 mil plantas de importancia farmacéutica nas florestas
do mundo, das quais apenas 1/8 teriam sido descobertas. A elucidacdo dos componentes
ativos presentes nas plantas e seus mecanismos de a¢ao sao um desafio para a ciéncia.

O género Piper pertence a familia Piperaceae que apresenta cerca de 700 espécies.
As espécies do género Piper, amplamente distribuidas nas regides tropicais e subtropicais
do mundo, sdo usadas medicinalmente para fins diversos. As espécies do género Piper
apresentam importancia comercial e econdmica por serem pimentas usadas, mundialmente,
como temperos picantes. (revisado por PARMAR et al., 1997).

Os registros mais antigos do consumo de pimentas datam de aproximadamente
nove mil anos, resultado de exploragdes arqueologicas em Tehuacan, no México. Outros
sitios arqueologicos pré-historicos (2500 a.C.) sdo conhecidos no Peru, nas localidades de
Ancon e Huaca Prieta.

A pimenta-do-reino (Piper nigrum) ¢ uma planta trepadeira originaria da India. E
a mais importante especiaria comercializada mundialmente e ¢ usada em larga escala como
condimento, € também em industrias de carnes e conservas.

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de pimenta-do-reino, oscilando entre a
segunda e terceira posi¢do no mercado mundial. Das 50 mil toneladas por ano, o Pais
exporta 45 mil, principalmente para a Europa e para os Estados Unidos.

Figura 3 — Foto A - Pimenta negra e B - Pimenta longa.
(fotos tiradas pelo Prof. Gilberto de Andrade Fraife Filho, Ceplac/Cepec).



A piperina foi a primeira amida isolada do género Piper. Esta previne a
carcinogénese de estobmago e figado induzida por carcindégenos quimicos (KHAJURIA et
al., 1998) e protege da citotoxidez induzida por aflatoxina B1 (AFB1) e genotoxidez em
células de hepatoma de rato H4IIEC3 (SINGH et al., 1994). A piperina foi um agente ndo
genotoxico quando ensaiado no teste de Ames usando Salmonella typhimurium, teste do
micronucleo, teste de anormalidades na forma do esperma e teste de letalidade em
camundongos sui¢cos (KAREKAR et al., 1996), mas inibe enzimas do metabolismo
enzimatico hepatico (ATAL et al., 1985), podendo assim. causar alteragdes na sua
biodisponibilidade.

A biodisponibilidade ¢ uma caracteristica das substancias administradas a um
sistema bioldgico intacto e pode ser definida como a quantidade e velocidade na qual o
principio ativo € absorvido a partir da fonna farmacéutica e se torna disponivel no sitio de
acdo (CARCAMO, 1982; LIEBERMAN et al., 1990). Ela esta intimamente relacionada
com a absorcao da substancia ativa.
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Figura 4. Estrutura quimica da piperina (LAMBERT, 2004).

Além disso, a piperina tem sido recentemente estudada quanto ao seu efeito
inibitério na metastase de pulmdo induzida por células de melanoma B16F-10 em
camundongos (PRADEEP; KUTTAN, 2002), na estimulacao, proliferacao e diferenciacao
de melanécitos (VENKATASAMY et al., 2004), toxidez no ensaio de letalidade usando
Artemia sp (PADMAIJA et al., 2002), efeito protetor em carcinogénese de pulmao induzida
por benzo(a)pireno em camundongos suicos (SELVENDIRAN et al., 2004) e atividades
imunomodulatoria e antitumoral (SUNILA; KUTTAN, 2004). A piperina também
apresentou efeito inibitério na produgdo de 6xido nitrico ¢ TNF-a in vitro e in vivo
(PRADEEP; KUTTAN, 1999), além de apresentar propriedades hipotensoras in vivo
(DUARTE et al., 2004) ¢ efeito inibitorio na monoamino oxidase (LEE et al., 2005).
Pradeep e Kuttan (2004) demonstraram que a piperina também ¢ um inibidor do fator
nuclear kP (NF-kB) e da expressdo de genes de citocinas pro-inflamatorias em células de
melanoma B16F-10, o que de acordo com os autores, pode explicar a atividade
antimetastatica da piperina.

A piperina também apresenta uma atividade contraceptiva em camundongos
machos e ratos (MUNSHI; RAO, 1972). Ela inibe a fertilizagdo de o6vulos e
espermatozoéides in vitro por queda do influxo de calcio dentro do esperma, o que leva a
inibigdo da reagao do acrossomo (PIYACHATURAWAT et al., 1991). Em fémeas de rato,
causa aborto quando administrada diversas vezes durante a gestacao (MALINI, 1999).

Estudos sugerem que a piperina possui propriedades inibitérias contra a
ciclooxigenase-l, uma importante enzima que atua na formacdo de prostaglandinas, as
quais sdo importantes mediadores no desenvolvimento de doencgas inflamatorias tal como o
reumatismo (GLEITZ et al, 1997, VENKATESHWARLU, 1997). Stohr comprovou com



seu trabalho em 2001 que a piperina, presente em varios extratos de pimenta testados, pode
atuar nao s6 como inibidor da ciclooxigenase-1, mas também da 5-lipoxigenase. Esta se
constitui em outra enzima chave no metabolismo do 4cido araquiddnico, que ¢ responsavel
pela formacgao de leucotrienos pro-inflamatorios que desempenham fungao fundamental na
indugdo da asma (SMITH, 1996).

A piperina contrapde-se ao citocromo P-4502B1 mediando a citotoxidez e
genotoxidez da AFB1 nas células por inibicdo de ativacdo da toxina e pode, desta forma,
oferecer um potente efeito quimiopreventivo contra pré-carcindgenos ativados pela via do
CYP 4502B1. Ela age diretamente no citocromo, impedindo a atividade destas enzimas
(REEN et al., 1997).

Virias centenas de membros da familia de isoformas da P-450 j& sdo conhecidas,
cada uma com diferente especificidade para o substrato. O citocromo P-450 ¢ importante
na hidroxilacdo de muitas drogas diferentes, como os barbituratos e outros xenobidticos,
particularmente se elas sdo hidrofobicas e relativamente insoluveis. A fase 1 do
metabolismo, por meio de diversas reagdes, transforma compostos estranhos ao organismo
em substancias mais soliveis em dgua, o que permite sua eliminagdo na urina. Infelizmente,
por esse mesmo processo, alguns compostos se convertem em substincias toxicas,
subvertendo o sistema de detoxificagao.

De uma forma interessante, Atal et al., (1985), descreveram o aumento da
biodisponibilidade de drogas e de alguns suplementos nutritivos pela piperina, por atuar
inibindo o mecanismo de glicuronizagao no figado e intestino delgado. A piperina aumenta
a atividade de drogas como a nimesulide, por exemplo, por atuar como um potente inibidor
de enzimas metabolizadoras da droga, como as isoformas do citocromo P 450, resultando
em um aumento nao-especifico da sua biodisponibilidade. No que se refere as drogas, a
piperina suprime quadros convulsivos por estimular a liberacao de 5-HT do cértex cerebral
(MORI et al., 1985) e catecolamina da glandula adrenal (KAWADA et al., 1988).

Foi reportado que o tratamento com a piperina aumentou a biodisponibilidade de
Epigalocatequina-3-galato (EGCG) — a maior catequina componente do cha verde e talvez
seu constituinte mais ativo — em camundongos. A administracdo intragéstrica de 163.8
umol/kg de EGCG e 70.2 umol/kg de piperina a camundongos machos CF-1 aumentou o
nivel de Cmax no plasma 1,3 vezes comparado com os animais tratados apenas com
EGCG. A piperina provou aumentar a biodisponibilidade de EGCG por inibir a
glicuronizagao e o transito gastrintestinal (LAMBERT, et al, 2004).

A atividade imunomodulatoria da piperina pode ser devida a acdo combinada das
respostas imunes celular e humoral. Sendo assim, a piperina pode atuar como um
imunomodulador nao-téxico o qual possui também propriedades antitumorais (SUNILA,
2001).

Os efeitos da piperina sobre o sistema imunologico estdo sendo investigados e
demonstram resultados contraditérios na literatura, cabendo estudos mais aprofundados
sobre o tema (DOGRA et al., 2004; SUNILA et al., 2004).



3. JUSTIFICATIVA

Devido a importancia da contaminagao de graos por aflatoxinas e das evidéncias, in
vitro, de que a piperina oferece um potente efeito quimiopreventivo contra a ativagdo de
pro-carcinogénicos, este trabalho busca verificar a capacidade da piperina em diminuir, in
vivo, os danos causados por essas toxinas. A comprova¢dao da agdo da piperina sobre a
metabolizacdo das aflatoxinas pode apresentar uma excelente alternativa para sanar o
problema de intoxicagao por aflatoxinas, podendo esta ser usada como aditivo em ragdo e
outro tipo de alimentos sujeitos & contaminagdo pelos fungos, apresentando a vantagem de
ser um produto de origem natural, de baixo custo e facil obtengao.



4. OBJETIVOS

4.1. Geral: Avaliar a agdo protetora da piperina sobre ratos intoxicados de forma
prolongada com aflatoxinas.

4.2. Especificos:

4.2.1. Determinar a influéncia de diferentes doses de piperina sobre os parametros fisicos
(peso), hematologicos e bioquimicos;

4.2.2. Analisar a toxidez de diferentes concentragdes de piperina através de exames
histopatologicos;

4.2.3. Determinar a capacidade toxica e imunossupressora das aflatoxinas no modelo
experimental proposto;

4.2.4. Avaliar a interferéncia da piperina no processo de intoxicacdo 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 linhagem LOU-M (Figura 4)
obtidos do Biotério do Instituto de Biologia da Universidade Federal Fluminense e
mantidos no Biotério de Criagdo do Instituto de Veterinaria, UFRRJ durante a semana de
adaptacdo. Durante os ensaios bioldgicos, os animais foram separados em grupos (n > 6)
no Biotério de Experimentacdo Animal do Instituto de Veterinaria, UFRRIJ, sob condicdes
ambientais padrio (temperatura controlada e ciclos de luz e escuriddo de 12 h), recebendo
racdo adequada e dgua ad libitum. As doses de aflatoxinas e piperina foram calculadas
diariamente de acordo com a variagdo de peso de cada animal. Os animais foram
submetidos a eutandsia sob anestesia inalatdria em campanula com éter. O manejo dos
animais foi realizado seguindo os principios éticos, de forma a amenizar a0 maximo o
sofrimento destes.

A racdo oferecida aos animais foi avaliada quanto a uma possivel contaminag¢ao por
aflatoxinas. Um estudo de quantificagdo de aflatoxinas encontrada foi feito por meio de
técnica de extragdo desenvolvida por Rodrigues ¢ Amaya (2002) e posteriormente, este
extrato foi submetido a uma anélise por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) segundo Direito (1989). De acordo com os resultados obtidos nesta quantificagio
foi excluida a hipodtese de haver intoxicacdo incidental dos animais por meio de ragao
contaminada. O extrato provou estar livre da presenga da citada toxina.

Figura 5. (Foto A e B) Ratos da linhagem LOU-M empregados como modelo experimental.
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5.2. Metodologia

5.2.1. Obtencio e preparo da piperina

A piperina foi isolada a partir do p6 dos frutos secos de Piper nigrum Linn., através
de uma adaptacao realizada sobre a metodologia descrita originalmente por Ikan (1991). A
amida, em sua forma pura (pf: 125-126°C), foi obtida com rendimento em torno de 7%
(RIBEIRO, 2004). Além da comparagdo do ponto de fusdo, o produto natural foi
caracterizado através dos métodos convencionais de andlise (RMN 'H. 13C, IV e EM),
apresentando dados espectrométricos compativeis com os descritos na literatura (IKAN,
1991). A piperina foi dissolvida em 1ml de 10% de DMSO/etanol 95% no momento do
uso.

Para a preparagdo da solu¢do de piperina nas diferentes concentragdes, a amida
dissolvida em dimetilsulfoxido DMSO/etanol foi diluida em solugdo salina tamponada, pH
7,2, misturada v/v em 6leo de milho da marca Salada e vigorosamente homogeneizada,
sendo administrada 200 1 da mistura, por animal, via oral, através de seringa propria.

5.2.2. Obtencdo e preparo das Aflatoxinas

As aflatoxinas foram produzidas a partir de cultivos, em meio YES (Anexo), da
cepa de Aspergillus parasiticus CMDB 0460, cedida pela Fiocruz, forte produtor de AFB1,
AFB2, AFG1, e AFG2, mantidos por 11 dias em estufa a temperatura de 37°C. Apds este
periodo as culturas foram maceradas e entdo passaram por um processo de extracdo com
cloroférmio (50 mL/ placa), filtradas em filtro de papel Whatman n° 1 e o extrato obtido
foi concentrado até residuo em rotoevaporador. Os extratos foram, posteriormente, diluidos
em 1,0 mL de cloroféormio e analisados por cromatografia de camada delgada (CCD), em
placas de silica gel 20 X 20 cm, que foram ativadas por 1 hora em temperatura de 120°C.
Os extratos foram aplicados com micro-seringas, a uma distdncia de 1,0 cm entre cada
aplicacdo. A fase movel escolhida foi composta de tolueno:cloroférmio:acetato de etila:
acido férmico 90%, na propor¢do de 70:50:50:20. A quantificacdo foi feita por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com sistema equipado com bomba
Waters, modelo 510, injetor Rheodine (loop de 201), detector de UV-Visivel Merck-
Hitachi modelo L-4250 e integrador Merck-Hitachi, modelo D-2500. Aliquotas dos
extratos foram eluidas com a mistura acetato de etila:n-hexano (3:2.5, v/v) com fluxo de
1,5 ml/min em fase normal, com coluna Microsorb 4,6x15cm, 5u, Varian®. A deteccao foi
realizada a 360nm, segundo Direito (1989).

Para a preparacao da solug¢do de aflatoxinas administrada aos animais, os residuos
dos extratos quantificados foram dissolvidos em 6leo de milho comercial da marca Salada
e homogeneizados em banho de ultra-som por 15 min. As solu¢des foram diluidas
considerando a dose a ser administrada e mantendo o volume de 200ul (duzentos
microlitros), a 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 concentracées de piperina no modelo experimental
proposto

Os ratos foram divididos em quatro grupos de seis animais, sendo diariamente
pesados e inoculados com solucao de piperina em diferentes concentracoes (1,12; 2,25; 4,5
mg/kg de peso corporal), via oral, por 23 dias consecutivos, para escolha da dose de
piperina que melhor se ajustava ao modelo animal. O grupo controle foi inoculado apenas
com o veiculo (10% de DMSO / Etanol a 95%), misturado a PBS e diluido em o6leo de
milho da marca Salada. As concentragdes de piperina foram diluidas no mesmo veiculo,
sendo também acrescidas de PBS e 6leo de milho. O sangue dos animais foi coletado com
EDTA antes das inoculagdes e depois, durante a eutanasia, para a realizagdo da
leucometria, contagem diferencial de leucdcitos e hematimetria. Apds os 23 dias foi
realizada a necropsia, € posteriormente coletados estomago, duodeno, jejuno, ileo, figado e
rins para avaliacdes histopatologicas, sendo o figado e os rins pesados.

Quadro 1. Delineamento experimental para teste de concentracdes de 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 consecutivos.

5.2.3.2. Ensaio de intoxicacao com aflatoxinas

Os animais foram divididos em trés grupos de dez (grupo P — 1,12 mg/kg de peso
corporal de piperina; grupo A — 72g/100g de peso corporal de aflatoxinas e grupo P+A —
piperina + aflatoxina), sendo diariamente pesados e inoculados, por via oral, conforme o
Quadro 1. O sangue dos animais foi coletado no inicio do experimento por meio da veia
caudal com EDTA e ao final do experimento, por meio de pung¢do intra-cardiaca com e
sem EDTA para a realizacio da leucometria, contagem diferencial, hematimetria e
dosagem enzimatica. Em seguida, procedeu-se a necropsia e posteriormente foram
coletados o figado e os rins para avalia¢do histopatoldgica. Os sinais de toxidez e morte
dos animais foram observados por um periodo de 24 dias.
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Quadro 2. Delineamento experimental para teste de intoxicagdo por aflatoxinas.

Grupos Piperina! Aflatoxinas?
p 1,12 mg/kg 0

A 0 72 ng/100gr

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

!. Animais inoculados com piperina por 23 dias consecutivos.
2, Animais inoculados com afla por 21 dias, a partir do 3° dia da inoculagdo com piperina.
P. piperina, A. aflatoxinas e P + A. Piperina + Aflatoxinas.

5.2.4. Metodologia de avaliacao dos experimentos:

5.2.4.1. Variac¢ao de peso

Os animais foram submetidos a pesagem diaria e de acordo com o peso médio de
cada grupo foi calculada a dose de piperina ou aflatoxinas administrada. Ao final do
experimento foi feita a avaliagdo estatistica dos animais quanto ao ganho de peso.

5.2.4.2. Necropsia

A avaliacdo dos orgdos e visceras foi feita em seguida a eutandsia, quando foi
observada a presenga de alteracdes macroscopicas de tamanho ou coloracdo dos orgaos e
presenca de lesdes.

5.2.4.2. Histopatologia

Para realizacdo dos exames histopatologicos os 6rgdos foram coletados e fixados
em formalina tamponada a 10%. Posteriormente esse material foi processado pelos
métodos usuais, incluidos em parafina, cortados em micrétomo a Sum e corados pela
hematoxilina-eosina, no Laboratorio de Coccideos e Coccidiose, DPA/IV, pelo Dr. Walter
Teixeira Leira. As ldminas foram encaminhadas ao Laboratério de Histopatologia,
DESP/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¢ao de 1/20 em solucdo de Tiirk e os
leucdcitos contados em hemocitometro.

5.2.4.5. Hematimetria

O sangue foi diluido na propor¢do de 1/200 em liquido de Gawer e os eritrocitos
contados em hemocitometro.

5.2.4.6. Contagem Diferencial

A distensdo sangiiinea foi corada pelo método Panotico Rapido e, a contagem das
células brancas foi feita em lente objetiva de imersao. Para tal foram contadas 100 células
no total.

5.2.4.6. Dosagem enzimatica

Foram realizadas as dosagens enzimaticas Alanina Aminotransferase, Aspartato
Aminotransferase e Fosfatase Alcalina, empregando Kits comerciais da marca
LABORLAB, nos soros obtidos apos o ensaio de intoxicagao.

5.2.4.7. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + S.E. de no minimo seis animais por
grupo. As comparagdes foram realizadas com grupos controles apropriados através de
analise de variancia (Newman-Keuls ou Kruskal-Wallis) e os valores de probabilidade
inferiores a 0,05 (p < 0,05) considerados significativos.
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6. RESULTADOS

6.1. Andilise das diferentes concentracdes de piperina no modelo experimental
proposto.

Durante os ensaios de toxidez da piperina ndo foram verificadas alteracdes no
estado geral dos animais, contabilizando 100% de sobrevivéncia em todas as
concentragdes empregadas.

Os resultados expressos na Tabela 1 mostram o ganho médio de peso e o peso
médio dos 6rgdos nos grupos inoculados com diferentes concentragcdes de piperina. Os
resultados obedeceram a uma distribuicdo normal; nao sendo observada diferenca
significativa no ganho de peso entre os grupos ao final de 23 dias de inoculagdo. Todavia,
observou-se aumento significativo no peso do figado, bago e timo nos grupos inoculados
com 2,25 e 4,50 mg/kg de peso corporal de peso corporal de piperina.

Tabela 1. Influéncia da administracao oral de diferentes doses de piperina, em ratos, sobre
o ganho médio de peso e peso médio do figado, baco e timo.

Dose de Peso do 6rgio” (g)

Piperina' Ganho de peso (g) Figado Bago Timo
0,00 75,16 * £ 5,477 3,409 *+0,108 0,270 *+ 0,039 0,264 *+ 0,039
1,12 55,61 *+9,403 3,190 *+ 0,387 0,260 * £ 0,049 0,246+ 0,073
2,25 60,19+ 15,27 5,228 °+ 0,533 1,757 °+ 0,247 1,721 °+ 0,247
4,50 73,39+ 17,17 5604°+0,449  1,585°+0,283  1,582°+0,234

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

! mg/kg de peso corporeo.

2 mg/100g de peso corporeo.

8¢ b Jetras iguais sdo resultados sem diferenca estatistica (p > 0,05), letras diferentes sdo resultados
estatisticamente significativos (p < 0,001).

Os dados de ganho de peso e peso dos orgéos estdo expressos pela média do grupo + o desvio padrdo de seis
animais.

Quanto a avaliagdo histopatologica, os animais inoculados apenas com o veiculo
DMSO/Etanol (grupo controle) e o grupo de animais inoculados com piperina, na
concentracdo de 1,12 mg/kg de peso corporal, apresentaram discretas alteracdes no figado,
tais como megalocitose, necrose individual de células e infiltrado de células
mononucleares. Entretanto, nos grupos inoculados com piperina na dose de 2,25 e 4,50
mg/kg de peso corporal, foram constatados edema da propria do jejuno e necrose
individual de células no figado, caracterizados como de grau leve a moderado. Na dose de
4,50 mg/kg de peso corporal também foram observados pequenos focos de células
mononucleares e necrose individual nos hepatocitos. Nenhum grupo apresentou alteragdes
significativas nos rins (Tabela 2).
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Tabela 2. Lesdes histopatoldgicas observadas nos grupos de animais inoculados por via
oral, com diferentes doses de piperina.

Doses em mg/kg de peso corpdreo

Lesdes Histopatologicas 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 G- T T

mononucleares

Legenda: auséncia de lesdo -; discreta (+); leve +; leve a moderada + (+).
F- figado
I- intestino

Os valores médios obtidos no hemograma e no leucograma nos diferentes grupos
experimentais estdo demonstrados na Tabela 3. O nimero médio de hemadcias e leucocitos
totais obedeceu a uma distribuicdo normal; ndo sendo observada diferenca significativa
entre os grupos. A contagem diferencial dos monocitos, neutrdfilos e eosindfilos, nio
obedeceram a uma distribui¢do normal, para andlise estatistica foi empregado o teste
Kruskall-Wallis e a comparacdo das médias dos grupos foram feitas pelo teste de Dunns.
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Tabela 3. Influéncia da administracdo oral de diferentes doses de piperina em ratos, sobre
os valores médios do nimero de hemacias, leucécitos e contagem diferencial de leucocitos.

Dose de
piperina!

Hemacias
(x 10%mm?)

Leucocitos
(x 10*/mm?)

Linfocitos
(x 10°*/mm’)

Monocitos
(x 103/mm?)

Neutrofilos
(x 10°*/mm?)

Eosinofilos
(x 10°>/mm’)

0,00

1,12

2,25

4,50

5,993 2+1,133

6,516 2+ 0,786

5,8112+0,962

5,398 2+ 1,082

7,992+ 1,440

6,125+ 6,624

71322+2,055

7,377*£ 1,290

55422+ 1,143

4,833 2+ 0,345

44342+ 1,691

4,167 %+ 9,994

0,813 2+ 0,296

0,536 2+ 0,270

1,077*£ 0,618

1,029 4 0,468

1,446 ® + 0,461

0,715 % £ 0,229

1,441 %+ 0,770

2,087 ©** + 1,326

0,159+ 0,077

0,041 ** + 0,032

0,087 ® +0.073

0,100 ® + 0,088

Os dados de hematimetria e leucometria estdo expressos pela média do grupo+ desvio padrdo de seis animais.

"' mg/kg de peso corporeo.

Analise estatistica para os dados com distribui¢do normal foi feita por analise 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.

®nas colunas: letras diferentes significa diferenga significativa (* p < 0,05; ** p <0,01).
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6.2. Ensaio de intoxica¢cao com aflatoxinas.

Durante os ensaios de intoxica¢ao com aflatoxinas ndo ocorreu 0bito ¢ nem foram
observadas alteragdes no estado geral dos animais.

Os resultados expressos na Tabela 4 demonstram o ganho médio de peso e o peso
médio do figado e rins nos grupos inoculados com piperina, aflatoxinas e piperina +
aflatoxinas. Os resultados obedeceram a uma distribui¢do normal, ndo sendo observada
diferenca significativa no ganho de peso entre os grupos ao final do experimento. Da
mesma forma, ndo houve alteragdo significativa no peso do figado e dos rins nos grupos
inoculados.

As lesdes observadas nos cortes histopatologicos estdo demonstradas na Tabela 5.
Nos animais inoculados com 1,12 mg/kg de peso corporal de piperina foram observados
apenas focos incidentais de lesdes consideradas discretas em sua maioria, que podem ser
devidas a fatores ambientais ou estarem relacionadas ao veiculo usado na diluicdo da
piperina. Nos animais inoculados com aflatoxinas verificaram-se congestdo, megalocitose,
necrose individual e necrose incipiente de hepatdcitos e focos de infiltrado de células
mononucleares. Tais lesdes foram mais discretas ou ausentes no grupo que recebeu o
tratamento piperina + aflatoxinas. Nao foram observadas lesdes renais significativas em
nenhum grupo, por esta razao ndo constam na referida tabela.

A Tabela 6 mostra os resultados obtidos através da dosagem sérica das enzimas
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (AP)
ensaiadas a uma temperatura de 37° C. Todos os animais seguiram o mesmo padrao de
resultados e apresentaram niveis dentro dos limites de referéncia (ALT/35,1 + 13,3;
AST/42,9 = 10,1) no grupo da piperina e no grupo da piperina + afla. O grupo de animais
tratados com aflatoxinas apresentou seu nivel enzimatico aumentado para ALT e AST em
todas as andlises, entretanto, apenas com diferenca significativa para a ALT.

No ensaio de dosagem para a enzima fosfatase alcalina (AP), todos os animais
examinados apresentaram resultados similares; nao houve diferenca estatistica significativa
entre os grupos estudados.

Os valores médios obtidos na contagem do niimero de hemadcias e dos leucécitos
totais obedeceram a uma distribuicdo normal, ndo sendo observada diferenga significativa
entre os grupos quanto ao hemograma. A Figura 7 mostra os valores médios do niumero de
leucdcitos totais nos diferentes grupos experimentais, onde podemos verificar uma
leucopenia significativa promovida pelas aflatoxinas, quando comparada ao grupo da
piperina e da piperina + aflatoxinas.

A Figura 8 mostra os valores médios relativos a contagem diferencial dos
leucdcitos. Houve uma diminui¢do significativa do nimero de linfécitos dos animais
inoculados apenas com aflatoxinas, quando comparados aos animais inoculados com
piperina e com piperina + aflatoxinas.

A Figura 9 expressa o numero de leucocitos obtidos antes e apos da inoculagao dos
grupos com piperina e/ou aflatoxinas. Pode-se observar a diminuicdo significativa
(p <0,01) do nimero de leucdcitos apos a inoculacao dos animais apenas com aflatoxinas.
Essa supressdo da resposta dos leucdcitos ndo foi verificada nos animais que receberam
piperina + aflatoxinas.
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Tabela 4. Interferéncia da piperina no ganho médio de peso e peso médio do figado e rins
em animais inoculados, por via oral, com piperina, aflatoxinas e piperina + aflatoxinas.

Grupo Ganho de peso Figado Réim .
(2) (mg/ 100g) (x 10°/mm”)
Piperina 56,67 + 6,925 4,394 %+ 0,246 0,706 *+ 0,208
Aflatoxinas 51,20*+ 10,08 4,303+ 0,264 0,842 *+0,320
P+A 55,402+ 6,638 4,574*+ 0,291 0,750 2+ 0,303

Os dados de ganho de peso e peso dos 6rgaos estdo expressos pela média do grupo+ o desvio padrdo de 10
animais.
Analise estatistica por analise de variancia; as médias foram comparadas segundo o teste Newman- Keuls.

# nas colunas significa que nfio houve diferenca estatistica entre os grupos (p > 0,05).
P x A — Piperina x Aflatoxina.
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Tabela 5. Lesoes histopatologicas observadas no figado de ratos inoculados com piperina, aflatoxinas e
piperina + aflatoxinas

Piperina Aflatoxinas Piperina x Aflatoxinas

Lesdes hepaticas A B C D A B C D Al B C D
. +(+) a
Megalocitose H H H O HH L HH + H @
Mitose - H H - BB D f
Necrose individual de células - OGS - + ) ) )+ + OGS
Vgcuohzagéo de hepatomtos / ) i i ) (+) 4+ 44F ) i *) )
Citoplasma rarefeito
Infiltrado de cel. Mononucleares - - GO - OGS - - HFH
Necrose incipiente de hepatocitos - - - - + - - + - - +) -
++2

Necrose centrolobular a paracentral - - - - () () () et - - - -
Congestao centrolobular - - - - - ++) ++) ) - - - -

Legenda: auséncia de lesdo -; lesdo discreta (+); leve +; leve a moderada +(+); moderada ++; moderada a
acentuada ++(+); acentuada +++.

A, B, C e D — designacdo dos quatro animais separados para exame, em cada tratamento.

Lesdes em focos F
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Figura 6. Fotos dos resultados do exame dos cortes histopatoldgicos.

Foto | Flpdobrmeonuohmeo
veiculo (DMSO/Etanol), por via oral. Nota-se infiltrado
por Hx E.. 400 x

Foto 2. Finndodomnwntmlmemebmmo
veiwlo(DMSO'Emwl),porwloume

"Foto 4. Figado do rato B que recebeu 720/100g de
aflatoxinas, por via oral. Nota-se necrose incipsenie de
itos. Corado por Hx E. 160 x

Foio 5. Figado do rato A que recebeu 72ug/100g de
aflatoxinas, por via oral. Nota-s¢ necrose ¢ citoplasma
rarefeito (seta) em hepatocitos da periferia das dreas de
necrose incipiente. Corado por H x E. 160 x

Foto 6. Figado do rato A que recebeu 721g/100g de
aflatoxinas, por via oral. Figura anterior evidenciando a
necrose incipiente. Corado por H x E. 250 x

Continua
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Foto 7. Figado do rato B que recebeu 72g/100g de

Foto §. Figado do rato B que reccbeu 72ug/100g de

aflatoxinas, por via oral. Nota-se infiltrado de células | aflatoxinas, por via oral Nota-se megalocitose. Corado

mlemn.Cando nor Hx E. 400 x

-~ - -

Lt A SRRV TS

(telofase) Coradopor Hx E, 400x

¢ 1 “ 7 o « -\ R
e 5 Y e . ‘4

por Hx E. 400 x

Foto 9. Figado do rato 72ug/100g de | Foto 10 Figado do rato C que recebeu 1,12mg/kg de
aflatoxinas, por via oral. Notz-se figura de mitose | piperina + 72 ug/100g de aflatoxinas, por via oral.
Nota-se _rarefagdo/vacuolizagio dos

do citoplasma

Foto 11. Figado do rato C que recebeu 1,12mg/kg de | Foto 12. Figado do rato D que recebeu 1,12 mg/kg de
piperina + 72ug/100g de aflatoxinas, por via oral Nota- | piperina, por via oral. Nota-se figura de mitose
se necrose incipiente de hepatocitos e infiltrado de | (profase) Corado por H x E. 40x

células mononucleares. Coradopor Hx E 160 x

.

) -
A4 i e

iado do rato B que recebeu 1,12mg/kg de

| Foto 13 F

Foto 14. Figado do rato A que recebeu 1,12 mg/kg de

s Y

fi £ ' = 1 T + i i “..l Num
piperina + 72 pg/100g de aflatoxinas, via oral. Nota-se | piperina + 72 ug/100g de aflatoxinas, via
ﬁnpun de mitose (anifase). Corado por H x E_400x necrose individual de células. Corado por Hx E. 400x
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Tabela 6. Efeito da intoxicacdo de ratos com aflatoxinas na dosagem sérica das enzimas
alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase e fosfatase alcalina.

Dosagem enzimatica'

Grupo ALT (U/1) AST (U/1) AP (U/T)

Piperina 41,80%+ 12,89 44,50 *+ 21,45 444,30 *+ 215,90
Aflatoxinas 65,45b+10,58 58,092+ 17,86 447,00 *+ 134,60
P+A 30,20+ 11,20 50,902 +22,92 482,00 *+ 90,84

ALT (alanina aminotransferase), AST (aspartato aminotransferase), AP (fosfatase alcalina)
!ensaio a 37 °C.
Valores de referéncia: ALT- 35,1 + 13,3 U/I; AST-42,9 = 10,1 U/I; AP- 426 +£22,6 U/l
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Figura 7. Efeito da piperina sobre a leucopenia induzida através da intoxicacdo de ratos
com aflatoxinas. A administragdo oral de piperina (1,12 mg/kg de peso corporal) foi
iniciada 72 horas antes da intoxica¢cdo com aflatoxinas (72 pg/100 g), também por via oral.
Os resultados estdo expressos pela média do grupo + desvio padrdo de 1 O animais. A
analise estatistica foi feita por analise de varidncia (ANOVA), com as médias comparadas
pelo teste Newman-Keuls. * indica p< 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 médios relativos a
contagem diferencial dos leucécitos. Os resultados estdo expressos pela média do grupo +
desvio padrao de 1 O animais. A analise estatistica para os dados com distribuicdo normal
(neutrofilos e linfocitos) foi feita por analise de variancia (ANOVA), com as médias
comparadas pelo teste Newman-Keuls; dados sem distribuicdo normal (mondcitos e
eosinodfilos) foram analisados pelo teste de Kruskall-Wallis com as médias comparadas
pelo teste de Dunns. * indica p< 0,01 quando o grupo aflatoxinas foi comparado com os
grupos piperina e piperina + aflatoxinas (P+A).
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Figura 9. Efeito da administracdo oral da piperina e/ou aflatoxinas sobre o niimero de
leucdcitos antes (barras vazias) e depois das inoculagdes de piperina, aflatoxina ou piperina
+ aflatoxinas (barras cheias). Os resultados estdo expressos pela média do grupo + desvio
padrao de 10 animais. A andlise estatistica foi feita por andlise de varidncia (ANOVA),
comparando-se as médias de cada grupo antes e apds a inoculacdo pelo teste Newman-
Keuls. indica p< 0,01.
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7. DISCUSSAO

A pesquisa por novos agentes quimiopreventivos mais efetivos € menos toxicos tem
despertado um grande interesse na area da fitoquimica. A piperina, originaria das espécies
de pimenta preta e longa, tem sido usada por milhares de anos como tempero na dieta
humana e como constituinte da medicina alternativa sendo, recentemente, alvo de interesse
por demonstrar inibi¢do na formacao de radicais livres e no funcionamento das enzimas da
familia do citocromo P 450.

A capacidade da piperina em aumentar, de forma inespecifica e com o
envolvimento direto do citocromo P 450, a biodisponibilidade de certas drogas e
suplementos nutritivos foi descrita por Atal et al. em 1985. Alguns anos depois, Reen et al.
(1997) demonstraram, in Vitro, que a piperina era capaz de competir com a aflatoxina B 1
pelo citocromo P 450 de células hepéaticas de ratos. Tal competi¢do foi capaz de diminuir a
citotoxidez e a genotoxidez da aflatoxina, sugerindo que a piperina poderia ser utilizada
como um agente quimiopreventivo contra pro-carcindogenos que sejam ativados pela via do
citocromo P 450.

Levando-se em conta os dados disponiveis na literatura sobre os efeitos in vitro da
piperina, nosso trabalho teve como objetivo central verificar a interferéncia da piperina
sobre a toxidez das aflatoxinas in vivo.

Para tal, inicialmente, grupos de ratos adultos jovens foram inoculados, por via oral,
com diferentes doses de piperina (1,12; 2,25 e 4,50 mg/kg de peso corporal) para avaliagao
de alguns parametros: interferéncia no ganho de peso; no tamanho de 6rgdos especificos
como figado, bago e timo; analises histopatoldgicas do estomago, duodeno, jejuno, ileo,
figado e rins; hematimetria, leucometria e contagem diferencial de leucdcitos.

As doses empregadas nesse estudo 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 de peso
corporal).

A avaliagao da DL50 e da toxidez subaguda da piperina em camundongos Swiss
albino, ratos Fischer e hamsters Syrian golden foi realizada por Piyachaturawat et al,
(1983). Neste estudo os autores utilizam animais de ambos os sexos ¢ em desmame,
separados por peso, para inoculagdo de piperina por diversas vias de administragdo, entre
elas a intragéstrica. Os resultados deste trabalho demonstram que a DL 50 da piperina para
administragdo intragastrica em ratos fémeas adultos foi de 514 mg/ kg de peso corporal,
ocorrendo 6bito em aproximadamente quatro horas. Os autores nao observaram nenhuma
alteracdo histopatoldgica significativa nos animais apos a necropsia, onde foi observada
apenas uma discreta hemorragia ou hiperemia do trato gastrintestinal. Foi observado que,
mesmo levando em conta as diferengas de sexo, idade e rota de administragao, os sinais
clinicos e sintomas foram similares entre as espécies tratadas com piperina.

Nesse estudo realizado por Piyachaturawat e seus colaboradores, a piperina na dose
de 100 mg/kg de peso corporal/ dia demonstrou ndo ser toxica aos animais, nem causar
alteracdes no ganho de peso, quando comparados aqueles que receberam apenas o diluente.
Entretanto, quando a dose ¢ aumentada para 350 e 500 mg/kg de peso corporal/ dia ocorreu
redu¢do no ganho de peso e aumento no numero de mortes, na necropsia observaram-se
severa hemorragia e edema do trato gastrintestinal.
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Os resultados dos testes de via de inoculagdo indicaram que a toxidez da piperina ¢
reduzida quando inoculada pela via intragastrica. Os dados da toxidez aguda confirmam os
citados por Singh et al. (1973), entretanto os valores da DL 50 para via intragastrica de
ambos ratos e camundongos neste estudo sdo maiores do que no experimento prévio. A
susceptibilidade dos animais a droga foi variavel em fun¢do da idade, sexo e linhagem. A
administracao intragastrica da piperina demonstrou reducao de sua toxidez, podendo ser
atribuida tanto a sua insolubilidade quanto a instabilidade quimica no estomago. As
maiores doses de piperina tendem a formar coldides no meio aquoso, conseqiientemente
ocorrendo menor absorgao.

Estes dados obtidos por Piyachaturawat et al. (1983) comprovam que a piperina é
segura para uso em doses mais baixas, como a dose padrao que usamos em nosso trabalho,
1,12 mg/ kg de peso corporal/ dia. Essa dose esta muito abaixo da dose subaguda usada por
eles, e como esta, também ndo interfere no ganho de peso, caracteristicas histopatologicas
dos 6rgaos ou padrao imunoldgico dos animais.

Em nosso trabalho, as doses de piperina empregadas nos ensaios nao interferiram
no ganho de peso dos animais aos 23 dias de inoculag¢do. Todavia, verifica-se que doses
maiores de piperina (2,25 e 4,50 mg/kg de peso corporal) promoveram aumentos
significativos do peso dos 6rgaos figado, bago e timo (Tabela 1).

Dogra et al. (2004), realizaram um trabalho onde analisaram os efeitos
imunotoxicoldgicos da piperina em camundongos machos, jovens da linhagem Swiss
albino. Neste estudo foram testadas as mesmas dosagens que usamos em nosso
experimento (1,12; 2,25 e 4,50 mg/kg de peso corporal), também administradas por via
oral, com a mesma solucdo diluente (10% DMSO/Etanol 95%), por cinco dias
consecutivos.

Dogra e seus colaboradores puderam observar que nenhuma das doses utilizadas
demonstrou efeito toxico evidente entre os animais. Quanto ao peso corporal, nenhum dos
tratamentos demonstrou alterar o indice padrdo, sem apresentar diferenca significativa.
Todos os animais, em todas as doses apresentaram ganho de peso médio préximo do grupo
controle. Foi constatado pelos autores aumento significativo de peso do figado e do bago
nos tratamentos de 1,12 e 2,25 mg/kg de peso corporal de piperina, o que ndo ocorreu na
dose de 4,50 mg/kg de peso corporal, que causou decréscimo no peso do bago e do timo.
Nenhuma das doses causou efeito significativo sobre o peso dos rins.

Constatamos em nosso trabalho que doses maiores proporcionaram aumento
significativo no peso do figado, baco e timo, ao final de 23 dias de experimentagao; o que
ndo foi observado na dose de 1,12 mg/kg de peso corporal, que se manteve proxima do
controle. Quando comparamos os resultados de ganho de peso corporal, encontramos
dados similares, onde neste trabalho, assim como no citado acima nao foram observadas
diferencas significativas no ganho de peso em nenhuma das doses empregadas. Talvez as
diferencas nos resultados de aumento no tamanho dos 6rgdos sejam devidas a diferenga no
tempo de experimentacao e/ou a espécie animal empregada.

Sunila e Kuttan (2004), estudaram as atividades antitumoral e imunomodulatéria da
piperina e do extrato alcodlico dos frutos da pimenta longa em camundongos jovens Balb/c
e Swiss albino, durante cinco dias consecutivos, por via intraperitoneal. Apods
administracao tanto da piperina (1,14 mg/ dose/ animal) quanto do extrato alcodlico dos
frutos da pimenta longa (10 mg/dose/animal) ndo foi observada nenhuma diferenca
significativa no ganho de peso corporal ou na contagem diferencial de leucocitos.
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Nossos resultados de ganho médio de peso foram similares aos relatados por SuniJa
e Kuttan (2004), em que ndo ha alteragao significativa neste item. Desta forma, podemos
concluir que a piperina ndo interfere no ganho de peso dos animais, nas doses testadas
neste trabalho, levando em consideragao os resultados obtidos por outros dois autores que
corroboram com nossos achados.

As analises histopatoldgicas do trato digestorio, figado e rins mostraram algumas
alteracdes celulares no figado, nas doses de 2,25 e 4,50 mg/kg de peso corporal (Tabela 2).
Dogra et al. (2004), também observaram alteragdes significativas (megalocitose e
vacuoliza¢do) nos hepatdcitos, nas doses de 2,25 e 4,50 mg/kg de peso corporal. De forma
semelhante ao observado em nosso trabalho, Dogra et al. (2004) verificaram que as doses
de piperina empregadas no estudo (1,12, 2,25 e 4,50 mg/kg de peso corporal) ndo geravam
alteragdes histologicas nos rins.

As alteragdes histopatoldgicas observadas no grupo que recebeu apenas o veiculo
empregado na diluicao da piperina podem ter sido causadas pelo dimetilsulfoxido (DMSO),
usado em combinacdo com o etanol a 95% para torna-la mais soluvel. Nao houve diferenca
aparente nas lesoes discretas observadas nos grupos inoculados com piperina (1,12 mg/kg
de peso corporal) e apenas com o veiculo.

Sendo assim, podemos considerar a dose de 1,12 mg/ kg segura para o consumo
dos animais e ndo causadora de alteracdes histopatoldgicas. J4 as maiores doses de
piperina (2,25 e 4,50 mg/kg de peso corporal) apresentaram lesdes de grau mais evidente
em areas do figado e até mesmo no intestino, o que nos leva a crer que ndo sejam seguras
para uso. Essas alteracdes nas maiores doses sao bem significativas e observadas também
em outros trabalhos, como o de Piyachaturawat et al. (1983), que observaram lesdes no
estdmago, trato urinario, adrenal e intestino delgado.

As doses de piperina empregadas ndo promoveram variagdo significativa no
numero total de hemacias e de leucdcitos nos animais inoculados (Tabela 3). Existiram
apenas variagdes pontuais para os neutrdfilos entre as doses de 1,12 e 4,50 mg/kg de peso
corporal e para os eosinofilos entre o grupo controle e a dose de 1,12 mg/kg de peso
corporal.

No estudo de Sunila e Kuttan (2004), também nao houve diferenca significativa na
contagem diferencial de leucdcitos. Em contrapartida, Dogra (2004) evidenciou que as
doses de 2,25 e 4,50 mg/ kg causaram uma reducdo significante na contagem total de
leucocitos assim como na diferencial, mostrando aumento de neutréfilos. Alguns destes
dados podem ser observados no atual estudo, onde apesar da contagem total de leucocitos
ndo ter alteragdes significativas, houve um intenso aumento no numero de neutrdfilos na
contagem diferencial do grupo de 4,50 mg/ kg, e uma redugdo de eosinodfilos no grupo de
1,12 mg/ kg.

De acordo com os resultados alcangados nos experimentos realizados nessa
primeira fase, a dose de 1, 12 mg de piperina por quilo de peso corpdreo foi aparentemente
segura para o modelo animal proposto, sendo a dose de menor concentracdo com a maxima
atividade e, por isso, selecionada para os experimentos de intoxicagdo dos ratos com
aflatoxinas.

A concentragdo de aflatoxinas empregada em nosso estudo teve como base o
trabalho de Pozzi et al. (2000), sendo previamente estabelecida através de um ensaio piloto,
onde a dose de 72 pg/100g de peso corporal foi testada em trés ratos da linhagem LOU-M,
para comprovacao da sensibilidade da linhagem, e causou leucopenia e alteragdes
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histopatologicas compativeis com a intoxicagdo por aflatoxinas.

Para a realiza¢do da segunda fase do trabalho, os animais foram separados em trés
grupos: (P) grupo inoculado apenas com piperina (1,12 mg/kg de peso corporal), (A) grupo
inoculado apenas com aflatoxinas (72 ug/100g), (P+A) grupo inoculado com piperina
(1,12 mg/kg de peso corporal) e aflatoxinas (72 ng/100g de peso corporal).

Pozzi et al. (2000), intoxicando ratos Wistar com aflatoxina B1 (72 ug/100 g), por
via oral, durante 21 dias observaram diferenca significativa no ganho médio de peso e no
peso do figado e rim, a partir da segunda semana de intoxicagdao. Todavia, em nosso estudo
essa dose de toxina ndo foi capaz de alterar significativamente o ganho médio de peso dos
ratos intoxicados, quando comparado com os demais grupos. O mesmo ocorreu para o peso
do figado e rim (Tabela 4). Tal fato pode ter ocorrido por termos usado uma mistura de
aflatoxinas, onde a aflatoxina B1 € o componente em maior concentragdo e ndo a aflatoxina
B purificada.

Apesar da auséncia de hepatomegalia no grupo experimentalmente intoxicado com
aflatoxinas, provavelmente devido ao pouco tempo de inoculagdo, podemos observar
lesdes caracteristicas de intoxicagao, como megalocitose, mitose, congestao centrolobular
e necrose individual de células, que variaram de leve a acentuada no figado. Verifica-se
uma diminui¢do acentuada dessas alteracdes quando a piperina foi administrada em
conjunto com a aflatoxinas (grupo piperina + aflatoxinas), bem proxima as altera¢des
observadas no grupo inoculado apenas com a piperina (Tabela 5). Com base nesses
resultados podemos sugerir que a piperina, inoculada na dose de 1,12 mg/kg de peso
corporal diminuiu o efeito toéxico da aflatoxinas na dose de 72 pug/100 g.

Na analise histopatologica do estudo desenvolvido por Hinton e colaboradores
(2003), foram observadas mudancas histomorfologicas no figado, causadas pela aflatoxina
B 1, tais como megalocitose, vacuolizagdo, citoplasma rarefeito, infiltrados inflamatérios e
numerosas cé€lulas de Kupffer ativadas depois de 8 semanas de tratamento continuo e
intermitente, aumentando em tamanho e numero em 12 semanas, quando aparecem
também hiperplasia biliar, em ambas as doses de 1,6 ppm (continua e intermitente). As
lesdes foram mais proeminentes no grupo que recebeu a dose continuamente. Nao foram
observadas evidencias de inflamag¢ao no bago, mas efeitos na distribuicao de células dentro
dos micro-compartimentos esplénicos foram evidenciados a partir de 4 semanas de estudo.
Nas maiores doses, em contraste com o controle, os bacos apresentaram-se mais densos e
celulares, indicando imunoestimulagao.

O estudo feito por Hinton (2003), acresce nossos resultados, a partir do momento
em que sdo observadas as lesdes caracteristicas de intoxicagdo por aflatoxinas; este dado
confirma nossos achados, pois muitas das lesdes sao similares, mesmo tendo sido a toxina
administrada em dose ¢ via de inoculagao diferentes.

A lesdo hepatica evidenciada no grupo intoxicado com aflatoxinas foi comprovada
no ensaio de dosagem enzimatica (Tabela 6). A enzima ALT, marcador especifico de lesdo
hepatica, aumentou de forma significativa no grupo de animais intoxicados com
aflatoxinas; também houve uma diminuicdo significativa no grupo inoculado com piperina
+ aflatoxinas. Este resultado corrobora com os resultados descritos anteriormente, €
demonstram que a piperina foi capaz de diminuir a capacidade toxica das aflatoxinas no
modelo animal proposto. No trabalho de Pozzi et al (2000), com uma intoxicacao de 21
dias com 72 pg/l00g de peso de aflatoxina, os ratos da linhagem Wistar apresentaram
aumentos significativos nas concentragdes das enzimas ALT e AST, quando comparado ao
grupo controle.
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Mekia et al., 2004 utilizando ratos machos saudaveis da linhagem Sprague-Dawley,
com 100-150 g de peso corporal evidenciaram que o tratamento com aflatoxina (50 mg/kg
de peso corporal) foi capaz de aumentar significativamente a atividade de diversas enzimas
como a alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase
alcalina.

A capacidade imunotoxica das aflatoxinas foi demonstrada nas Figuras 7, 8 € 9. As
aflatoxinas na dose empregada diminuiram, de forma significativa, o niimero total de
leucocitos e, especificamente, os linfocitos. Essa leucopenia e linfopenia observada nos
animais intoxicados com aflatoxinas ndo foram evidenciadas no grupo dos animais
inoculados com piperina e aflatoxinas. Desta forma, podemos afirmar que a piperina 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 subcronicamente expostos a doses misturadas a dieta de 60,
300 e 600g de aflatoxina B/kg de peso corporal, durante 4 semanas, em dias alternados;
confirmam nossos achados, quando atestam que a AFB, suprime seletivamente a
imunidade mediada por células em ratos desmamando. A toxina suprimiu os niveis de CMI
apenas nas doses de 300 e 600 pg, como mensurado pelo ensaio de resposta DTH. Estes
dados sdao conclusivos para os autores de que as continuas exposi¢des a baixos niveis de
aflatoxina podem aumentar a susceptibilidade do hospedeiro a infecgdes e tumorogénese.

Os resultados alcancados pelo presente trabalho sugerem que a reversao da toxidez
das aflatoxinas pela piperina in vivo seja devida a competicdo dessa amida com as
aflatoxinas pelo citocromo P 450, in vitro.
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8. CONCLUSOES

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

A dose de 1,12 mg/kg de peso corporal de peso corporal de piperina nao foi
toxica ou imunossupressora para o modelo experimental proposto. As lesdes
histopatologicas apresentadas foram de grau discreto, podendo ter relagdo
com fatores ambientais ou com substancias usadas em sua diluicdo e nao
com a administragao da piperina.

A dose de 72ug/100g de peso corporal de aflatoxinas ndo foi suficiente para
promover diferenca significativa no ganho médio de peso e no peso dos
orgaos figado e rins entre os grupos ao final do experimento no modelo
experimental proposto. Porém, foi capaz de causar lesdes histopatologicas
caracteristicas de intoxicacao por aflatoxinas.

A piperina (1,12 mg/kg de peso corporal de peso corporal) foi capaz de
minimizar, in vivo, as lesdes histopatologicas caracteristicas de intoxicagao,
a dosagem da enzima ALT e a imunossupressdo causada pela aflatoxina 72
g/100g de peso corporal).

A reversdao da toxidez das aflatoxinas pela piperina, in vivo, reflete a
competi¢ao dessa amida com o sitio de ligagao das aflatoxinas no citocromo
P 450, 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 4dgua destilada q.s.p.

Liquido de Gower — 12,5 g de sulfato de sddio + 33,3 mL de acido acético glacial + 1000
mL de H20 destilada

Liquido de Tuerk — 0,1 mL de 4cido acético glacial + 0,1 mL de violeta de genciana + 1
O mL de H20 destilada

Tampao Salina 10% — 10 g de cloreto de so6dio + 1000 mL de H20 destilada

Eosina 0,5% — 0,5 g de Eosina + 80 mL de EtOH + 0,5 mL de acido acético + 20 mL de
HO destilada

Formalina tamponada a 10% — 900 mL de H20 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 + 37,3 g de Cloreto de potassio

Tampao fosfato (PBS) — 2,587 g de fosfato monopotassico (KH2PO4) + 8,494 g de fosfato
dissodico (Na2HPO42H20) + 8,5 g de cloreto de sodio + 1000mL de H20 destilada

Solucio diluente para piperina — 900 pul de Etanol a 95% + 100 pul de DMSO
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