UFRRJ

INSTITUTO DE VETERINARIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

DISSERTACAO

Avaliacdo da capacidade protetora da piperina (ex&ida a partir das
sementes dé&iper nigrum L.), sobre parametros relacionados ao sistema

iImune de frangos de corte intoxicados experimentalemte por aflatoxina B,.

Isabela Silva de Castro

2010



v F

s -;Hi*ﬂr
. | ".I:, 1_
& ‘l-f,,t'

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
_INSTITUTO DE VETERINARIA ,
CURSO DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

AVALIACAO DA CAPACIDADE PROTETORA DA PIPERINA
(EXTRAIDA A PARTIR DAS SEMENTES DFPiper nigrumL.), SOBRE
PARAMETROS RELACIONADOS AO SISTEMA IMUNE DE FRANGOS
DE CORTE INTOXICADOS EXPERIMENTALMENTE POR
AFLATOXINA B ;.

ISABELA SILVA DE CASTRO

Sob a Orientacéo da Professora
Maria das Gracas Miranda Danelli

e Co-orientacao do Professor
Carlos Mazur

Dissertacao  submetida como
requisito parcial para obtencao do
grau deMestre em Ciéncias no

Curso de PoOs-Graduacdo em
Ciéncias Veterinarias, Area de
Concentracao em Sanidade Animal

Seropédica, RJ
Fevereiro de 2010



574.2326
C355a
T

Castro, Isabela Silva de, 1984-

Avaliacdo da capacidade protetora da
Piperina (extraida a partir das sementes de
Pi per ni grum L.), sobre parametros
rel acionados ao sistema imune de frangos de
corte intoxicados experimentalmente por
Aflatoxina B 1. / Isabela Silva de Castro —
2010.

43 f.: il

Orientador: Maria das Gracas Miranda
Danelli.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Programa

de P6s-Graduacado em Ciéncias Veterinarias.
Bibliografia: f. 35-43.

1. Aflatoxina - Teses. 2. Frango de
Corte -  Microbiologia - Teses. 3.
Micotoxinas - Teses. |. Danelli, Maria das
Gracas Miranda, 1962- . Il. Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro. Programa

de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias
1. Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA R )
CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

ISABELA SILVA DE CASTRO

Dissertagfio submetida como requisito parcial para obtengéo do grau de Mestre em Ciéncias,
no Curso de Pés-Graduagdo em Ciéncias Veterindrias, area de Concentra¢io em Sanidade
Animal.

DISSERTAGAO APROVADA EM 04/02/2010.

Uil

Prof®. Dr*. Marid das Gragas Miranda Danelli. UFRRJ
(Orientadora)

Prof®. Di®. Virginia Léo de Almeida Pereira. UFF

44 2. a
yf%?. Dr®. Gloria Maria Direito. UFRRJ




AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Professora Maria das Gracasrda Danelli, e ao meu co-
orientador Carlos Mazur pelo incentivo, paciéno@grtunidade e confianca.

A minha mae, Marilu Silva de Castro por todo apommpreenséo e por tudo que sou
hoje.

A Diego de Mello Conde de Brito por todo apoio oenpanheirismo.

Aos professores do Departamento de Biologia animal,Area de Histologia e
Embriologia, da UFRRJ, Armando Sales, Rosa Mariacht&aMendes, Aparecida Alves do
Nascimento, e a técnica de laboratério llza Lucadi€lreles pela atencéo e colaboracdo, sem
0S quais nao poderia ter concluido os objetiva@ttas neste estudo.

A professora Marilene de Farias Brito Queiroz, dep@tamento de Epidemiologia e
Saude Publica/ UFRRJ, pela sua atencéo.

A professora Gloria Maria Direito pelo auxilio nag@ucio da toxina utilizada.

Ao professor Marco Edilson Freire de Lima pela pgéah e fornecimento da piperina.

Ao Departamento de Producédo Animal do Institut@detecnia/ UFRRJ, em especial
ao Setor de Avicultura, principalmente a profesgonatina Amorim Ribeiro de Lima pela
colaboragdo no manejo e manutencgédo das aves.

Em especial a minha amiga Verbdnica da Silva Cardpso todo apoio, ajuda e
incentivo nos momentos mais dificeis.

A todos os integrantes do Laboratério de Imunolegi4roses, que de alguma forma
participaram da execuc¢éo do projeto.

Ao CNPqg pela concessdo da bolsa de mestrado nespdaieiros semestres e a
FAPERJ pela concessao da bolsa nos dois ultimos.

Enfim, a todos que de alguma forma cooperaram garelusdo desta etapa da minha

vida profissional.



RESUMO

CASTRO, Isabela Silva déAvaliacdo da capacidade protetora da piperina (extaida a
partir das sementes dePiper nigrum L.), sobre parametros relacionados ao sistema
imune de frangos de corte intoxicados experimentalemte por aflatoxina B;. 2010. 43p
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinariasidgda Animal). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Microbiologia e Imunologia VeteimaJniversidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

As aflatoxinas sdo produtos toxicos do metabolismcundario de fungos, frequentemente
encontradas em gréos e racdes. A aflatoxipagAFB;) é o tipo produzido em maior
quantidade e que possui maior potencial toxicorebmd efeitos causados pela intoxicagdo em
frangos de corte e poedeiras podem-se citar a digdio da produtividade devido a
diminuicdo de ganho de peso e da postura de @&i@ed no figado com alteracbes nos niveis
de enzimas hepéticas, danos cromossémicos, caéciesg e imunossupressao levando ao
aumento da suscetibilidade as infeccbes e dimiauiigi resposta vacinal. A piperina, por
outro lado, é um produto natural extraido da pimetd reino Riper nigrun), que possui
propriedade citoprotetora, demonstrada pela suacaigale antioxidativa e antiapoptotica,
além de possuir efeito imunoprotetor frente a wapgoodutos imunotoxicos. Sendo assim, o
presente estudo teve como objetivo contribuir paraconhecimento da capacidade
imunoprotetora da piperina adicionada a racaojsamalo possiveis efeitos sobre parametros
imunologicos em frangos de cort&dllus gallug intoxicados por AFB Para realizar o
estudo 60 frangos de corte machos, com 7 dias abie,d foram divididos em 4 grupos
(n=15): grupo controle (6leo de soja), grupo AKB,5 mg AFB/kg de peso corporal, via
oral), grupo piperina (60 ppm misturada a racagjupo piperina + AFB(60ppm piperina e
0,5mg AFB/kg peso corporal). Todos os grupos foram vacinadagra o virus da doenca de
Newcastle (NDV) aos 9 e 28 dias de idade. Inicialimeos grupos controle e AFBram
examinados visando a determinacéo da capacidaitdodecacdo das aves pela concentragéao
de AFB (0,5 mg/Kg) empregada no estudo, através da nsierap pesagem do figado,
dosagem das enzimas AST e GGT, analise do efeittoxico sobre a medula 6ssea
(frequéncia de PCE) e pesquisa de micronucleo graatios do sangue periférico. Uma vez
determinado o efeito téxico da AlrBos frangos de corte, avaliou-se a capacidad@d&am
suprimir os efeitos imunotoxicos dessa micotoxateaves da necropsia, pesagem e analise
histopatolégica dos 6rgaos linféides (timo, bursa Fhbricius e bacgo), contagem total e
diferencial de leucocitos e analise da respostamabpara o NDV. A concentracdo de AFB
empregada no estudo foi capaz de promover intokicaps frangos de corte, demonstrada
pela diminuicdo do ganho de peso, alteracfes lagafaumento de peso e alteracdo do
aspecto macroscopico do figado, aumento das enzihegmticas AST e GGT),
comprometimento da medula 6ssea (diminuicdo dalémca de PCE) e aumento da
presenca de micronucleos em eritrocitos sanguirdés, ter sido capaz de promover danos
ao timo das aves, demonstrada pela diminuicdo do pe 6rgdo, bem como, alteracbes
macro e microscoépicas. O efeito toxico sobre a maedssea e timo promoveu evidente
leucopenia, com diminuicao significativa dos lirtdés e heterdfilos circulantes. Os efeitos
toxicos da AFB sobre a resposta vacinal ndo foi tdo evidente quaara os outros
parametros estudados relacionados ao sistema irAwadministracao de piperina a racao das
aves foi capaz de impedir os efeitos imunotoxicaA8B, em todos os aspectos avaliados
nesse estudo.

Palavras-chave Piperina, Aflatoxina B Frangos de corte.



ABSTRACT

CASTRO, Isabela Silva d&valuation of piperine (extracted from Piper nigrum L. seeds)
protective availability under organs and cells reléed with immune system of broiler
chickens experimentally intoxicated with aflatoxin B;. 2010. 43p Dissertation (Master
Science in Veterinary Science, Animal health). itogt de Veterinaria, Departamento de
Microbiologia e Imunologia Veterinaria, Universidadrederal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2010.

Aflatoxins are toxic products from molds secondamgtabolism, usually found in grains and
feed. Aflatoxin B (AFB,) is the type produced in major quantity and posseshe greatest
toxic potential. Among the effects produced in laged broiler chickens intoxication, can be
mentioned, the productivity decrease due to redadt body weight gain and laying eggs
reduction, liver lesions with alterations in hepatinzymes levels, chromosomes damage,
carcinogenesis and immunosuppression leadingctease in susceptibility to infections and
vaccinal response decrease. In the other handrinepiss a natural product extracted from
black pepperRiper nigrumL.) and own citoprotective properties, showedtbyantioxidative
and antiapoptotic capacity, moreover it possessgaunoprotective effects against many
immunotoxic products. Therefore, this research dirtee contribute to the knowledge of
immunoprotective ability of piperine added in feedlssessing possible effects under
immunological parameters in broiler chickens intated by AFB. To perform the study 60
male broiler chickens, 7 days old, were dividea iftur groups (n=15), control group (soya
oil), AFB; group (0,5 mg AFBkg of body weight, orally ), piperine group (60pmmn feed)
and ppiperine-AFBgroup (piperine 60ppm and 0,5mg/kg of body weigt&ll groups were
vaccinated against Newcastle disease virus at 928ndays old. Initially, the control and
AFB; groups were examined aiming the determination BBAconcentration (0,5 mg /kg)
ability in broiler chickens intoxication, by thavér necropsy and weighing, AST and GGT
enzymes dosage, citotoxic effects assessment ore bwmarrow (PCE frequency),
micronucleus research in red blood cells. Oncettec effect of AFB as determined in
broiler chickens, were evaluated the piperine Bbilh suppress the immutoxic effects of
AFB;, by necropsy, weighing and histophatological lgses of the lymphoid organs
(thymus, bursa of Fabricius and spleen), total diffdrential circulating leukocytes counts,
and vaccinal response to Newcastle disease virtB; Aoncentration used in this study was
able to promote broiler chicken intoxication, showsy the decrease in body weight gain,
hepatic alterations, ( weight increase and livgreat alterations and AST and GGT hepatic
enzymes), bone marrow damage (reduce in PCE freguemd increase in micronucleus
presence in red blood cell. This concentration BBAwas able to promote damages in birds
thymus, showed by the reduce in the organ weightl macroscopic and microscopic
alterations. The toxic effect on bone marrow anghs promoted marcable leucopeny, with
significant reduce in circulating lymphocytes argtenophils. The toxic effects of ARBn
vaccinal response were not evident as much as otherune parameters studied. The
administration of piperine in chicks feed was aol@void the AFB immunotoxic effects in
all aspects evaluated in this study.

Keywords: Piperine, Aflatoxin B, Broiler Chicken.
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1 INTRODUCAO

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzmwsfungos que entram na dieta
de animais e humanos através da contaminacao diretalireta de graos e cereais. Uma vez
ingerida, as micotoxinas sdo de dificil detecca@nluzindo, em muitos casos, sindromes
moderadas que s&o facilmente confundiveis com dgsencausadas por outros
microrganismos.

Aflatoxinas s@o micotoxinas produzidas principalteepelos fungosAspergillus
flavuse A. parasiticus Dentre os tipos ja descritos, as principais s&®B;, AFB,, AFG; e
AFG,, sendo a primeira encontrada em maiores concéeag com maior potencial toxico.
Em saude animal, varias espécies domésticas e piireentacdo sdo sensiveis aos seus
efeitos toxicos agudos, mutagénicos, carcinogénioeratogénicos, sendo o figado o
principal 6rgdo atingido.

Na avicultura, as micotoxinas podem levar a concimae todo o plantel de frangos
de corte e de postura contaminados, significand@monme prejuizo ao produtor. Os niveis
de aflatoxinas em produtos vegetais e racoes nsilBéan sido considerados elevados pelos
integrantes do Programa Nacional de Micotoxinassrivie em baixos niveis, as aflatoxinas
estdo relacionadas com a diminuicdo da produtieidah aves aparentemente saudaveis,
levando a diminuicdo de ganho de peso e da posteravos, além de causar efeito
genotéxico, carcinogénico, lesbes no figado indizimalteragbes nos niveis de enzimas
hepaticas e efeito imunossupressor observado petergo da suscetibilidade as infeccdes e
diminuicao da resposta vacinal.

Na ultima década, dada sua importancia, diverssgyieadores tém se debrucado
sobre o estudo de produtos (adicdo de adsorveatds substancias antioxidantes a racao) e
formas de inativacdo (radiacédo, elevacdo da terysejade aflatoxinas, na tentativa de
diminuir seus efeitos toxicos.

A piperina € uma amida natural extraida da pimdotaeino, sendo descrita na
literatura como um potente quimioprotetor contrasetBos produtos toxicos, como
benzo(a)pireno, cadmio, 1-metil-4-fenil piridiniue até mesmo sobre AEBlemonstrando
resultados positivos contra seus efeitos citot&iea@enotoxicos sobre hepatdcitos de ratos,
in vitro.

Diversos aspectos contribuem para o interesse solpetencial da piperina como
aditivo natural no setor avicola como: (i) a posisiide de seu isolamento em grande
quantidade, (ii) possuir baixo custo de producég, fdo produzir acumulo de residuos
detectaveis no organismo animal, (iv) além de soarfedade citoprotetora, demonstrando,
claramente, sua capacidade antioxidativa, anti@tiopte, de restauracdo de células com
respostas mitogénicas proliferativas ou altera¢éestipicas, sugerindo seu uso preventivo
ou terapéutico em condi¢cdes de comprometimentastEnsa imunoldgico.

Assim, devido a capacidade da AFpromover efeito supressor sobre o sistema
imune de aves, levando a importantes perdas ecoadme o evidente efeito protetor da
piperina sobre o efeito toxico da AFBm ratos, identificamos a necessidade de avaliar o
efeito imunoprotetor da piperina misturada a ragho frangos de corte intoxicados
experimentalmente com ARB objetivando gerar informagbes que permitam o
desenvolvimento de medidas preventivas para eveptesevem ao comprometimento do
sistema de defesa do organismo. Portanto, segusdargumentos dissertados acima, a
hipotese defendida neste trabalho, € de que aindpseja capaz de amenizar ou mesmo
impedir os efeitos imunotoxicos causados pela AFB



Sendo assim, o0 objetivo geral deste estudo foiribomt para o conhecimento da
capacidade protetora da piperina adicionada a ragdalisando possiveis efeitos sobre
parametros imunologicos em frangos de co@all(s gallu3. Como objetivos especificos
pretendeu-se:

(i) Determinar os efeitos citotoxicos e genotdxida concentracdo de AEB
empregada no estudo.

(i) Avaliar a acdo da piperina sobre o sistemarioldgico e sua capacidade protetora,
evidenciando os aspectos macroscopicos e micrazddos 6rgdos linféides (timo, bursa de
Fabricius e baco).

(i) Avaliar o efeito da piperina na acdo supmasda AFB sobre os linfécitos
circulantes.

(iv) Avaliar o efeito da piperina sobre a respostxinal dos frangos de corte
intoxicados por AFBe imunizados com vacina para o virus da doendéedeastle.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Micotoxinas

As micotoxinas sdo produtos toxicos do metabolissezundario de fungos
filamentosos que, quando presentes em alimentosnadss a alimentacdo humana ou
animal, podem causar danos a saude. Assim, asaxiicas tornam-se, além de um problema
de saude publica, uma preocupacdo no ambito ecoondmeivido aos prejuizos causados a
agricultura, a producéo animal e de seus derivedOSSEIN; BRASEL, 2001).

Historicamente, sdo reconhecidos casos graves d#axicoses como, por exemplo,
a ocorréncia de uma doenca letal na Russia, dusaségunda guerra mundial, denominada
“Aleucia téxica alimentar”. Essa doenca, que afetmumanos, foi relacionada a uma
manifestagéo toxica de fungos contaminantes desgs&mdo mais tarde atribuida a toxina T-
2, produzida pelo fungbBusarium sporothrichioide§SZCZECH, 1978).

No entanto, foi apds o episodio ocorrido na déael®0, no Reino Unido, com a
morte de milhares de aves domeésticas (perus, fsargpatos), que a importancia dessas
substancias foi reconhecida. A doenca ficou coklaeciomo “Doenca X dos perus”, e
posteriormente, descobriu-se que a morte de tamsas estava relacionada a presenca de
fungos toxigénicos, principalmente dspergillus flavusna farinha de amendoim que era
incorporada a racdo. A partir deste acontecimdatajescoberta uma das micotoxinas mais
estudadas atualmente, a aflatoxina (SPENSLEY, 1963)

2.2 Aflatoxinas

As aflatoxinas sé&o produzidas principalmente porgbs do génerdspergillus
embora nem todos sejam produtores. Entretantoosaspergillus flavuse oA. parasiticus
as espécies que mais preocupam tanto por serermspouanto por produzirem aflatoxinas
em produtos agricolas com destino ao consumo hureamoimal. Segundo Probst et al.
(2007) e Azziz-Baumgartner et al. (2005 oflavusfoi o responsavel pela contaminagéo de
plantacdes de milho, no Quénia em 2004, que reseltoum surto de aflatoxicose aguda em
humanos, com 317 casos relatados, dentre os RAéiathis.

Além da cultura de milho, tais fungos sao facilreeahcontrados em amendoins e
derivados (SABINO et al.,, 1999), em sementes deddlg (GOYNES; LEE, 1989),
améndoas, pistache e nozes (BAYMAN et al., 2002).

Os primeiros tipos de aflatoxinas isolados foraAF8&,, AFB,, AFG,, AFG; (Figura
1), sendo suas denominacfes relacionadas a cor deedténcia que emitem quando
excitadas por luz ultravioleta (B-blue; G-green).AxB; é o tipo isolado em maiores
quantidades, seguido pela AE@FB,, AFG,. A ordem de citotoxicidade aguda e crbnica é:
AFB;> AFG; > AFB, > AFG,, (MCLEAN; DUTTON, 1995). Deste modo, observa-se qu
AFB; além de ser encontrada em maiores quantidadelsetam a que possui maior potencial
toxico sendo portanto, a de maior destaque.
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Figura 1. Estrutura quimica das aflatoxinag B,, Gi, G, (HUSSEIN; BRASEL, 2001).

2.3 Aflatoxina B;

Existem diversos estudos em relagdo aos efeitoSF#a sobre o organismo, como
por exemplo, efeito mutagénico e carcinogénicodgseassociada ao desenvolvimento do
carcinoma hepatocelular em humanos (WILD; MONTESANRQ09). Além disso, pode-se
destacar também, efeitos teratogénicos, como tesgoor Wangikar et al. (2005) que
demonstraram alterac6es patomorfolégicas em fetscaklhos provenientes de maes
intoxicadas.

Segundo Cuccioloni et al. (2009), estudasvitro, demonstram ainda que este
composto pode agir como inibidor competitivo detgases de serina, como a trombina,
tripsina e elastase. Essas enzimas estdao envoktdasna série de processos fisiolégicos e
respostas celulares como digestdo, coagulacdoespasta inflamatéria. Da mesma forma,
Meissonnier et al. (2008) sugerem que a ingest@erarental de AFBpor suinos, acarreta
uma diminuicdo da imunidade celular, que podemardiir a resposta a protocolos vacinais e
aumentar a susceptibilidade a infeccdes.

Apesar da AFBser considerada, dentre as aflatoxinas, a de matencial téxico, é
seu metabolismo que a potencializa. Ao ser ingeradaAFB, € absorvida pelo trato
gastrointestinal, e ao chegar a corrente sangsiéga de forma reversivel a albumina, e em
menor escala, a outras proteinas. Tanto as folgeaks quanto as nao ligadas espalham-se
pelo organismo, principalmente através do figadoest®l o6rgdo, a AFB sofre
biotransformacéao pela acdo do sistema microssoepatico (WYATT, 1991).

A biotransformacdo € a alteracdo quimica sofrida ¥@mobidticos no organismo,
normalmente sob acdo de enzimas especificas opeitiisas. Portanto, nesse processo 0s
metabodlitos formados possuem propriedades difeserdas drogas originais, com
caracteristicas mais hidrofilicas, com o objetiv® fdcilitar a excrecdo pelo organismo
(MEYER, 1996). Contudo, nem sempre as drogas sdivaas, e assim, alguns metabdlitos
acabam apresentando atividade aumentada ou prageedoxicas, dentre elas, no caso da
AFB;, a mutagenicidade, a teratogenicidade, imunosssgoee a carcinogenicidade.



O citocromo P450, uma enzima do sistema microssbeadtico, parece exercer um
papel fundamental na biotrasnformacao da AFBravés de epoxidagdo da dupla ligacdo do
éter vinilico, presente na estrutura bi-furanéidendolécula desta toxinda-se origem ao
produto AFB-8,9-epoxido (GALLAGHER et al., 1994). Este prodéocapaz de se ligar
covalentemente a moléculas de DNA, RNA e proteiggando aductos de DNA,
caracterizando seu potencial mutagénico, carcinogénteratogénico (SOTOMAYOR et al.,
2003). O efeito genotoxico gerado pela biotransém@o da AFBpbdde ser demonstrado por
Reen et al. (1997) que avaliaram a presenca deomticieos em células de ramsters
geneticamente modificadas (V79 MZr2B1) tratadasjtro, com AFB e com um composto,

a piperina, capaz de inibir o citocromo P4502B1stBl@studo Reen et al. (1997) observaram
que a biotransformacdo da AFB1 foi capaz de aumemtproducdo de micronucleos,
entretanto, na presenca de piperina essa prodimpé@nuéh significativamente, demonstrando
que a AFB necessita ser metabolizada para gerar tal efeitotgxico e, que a piperina foi
capaz de inibir o citocromo responsavel por talrbitsformacéo.

O estudo feito por Reen et al. (1997) além de dsiman a necessidade de
biotransformagdo da AFRBpara geracdo de seus efeitos, também mostra @nrefgi da
utilizacdo do teste do micronucleo para dectecgidaho genético. H4 duas décadas, 0 uso
do teste de micronucleos (MN) na investigacdo dmsosl cromossdmicos tem recebido
consideravel atencdo (STICH et al., 1983), pois ronigcleos sdo fragmentos de
Cromossomos ou cromossomos que ndo foram incomg®iaal nucleo principal na mitose e
consequentemente aparecem apenas em células qaeearsofdivisdo celular (FENECH;
MORLEY, 1985). Portanto, sua presenca nas célutaseéultado de um dano cromossémico
estrutural ou alteracdo numeérica durante a miteB&IECH et al., 1999; CELIK et al., 2003).
Sendo assim, a analise de sua producdo permiteeecéle de tais danos, sendo assim, sua
quantificacdo permite a determinacdo do efeito @gemm causado por xenobidticos
(FENECH, 2000).

Existem ainda outros compostos gerados pelo sisteitrssomal hepatico, através
de hidratacdo, hidroxilacdo e O-demetilacédo da ABBo eles: AFRB, AFM1, AFQ,; e AFR.

As AFM;, AFQ,, AFP; sdo compostos polares que séo liberados dos kbépaté excretados
na bile e na urina. A AFRBleva a diminuicdo de sintese protéica podendoecpmtemente,
causar imunossupress@agura 2) (SANTURIO, 2000).

| AFLATOXINA B, \.-.l

Sistema Enzimatico I 5
Microssomal do Figado i.'.s Ia Reg"!hse
(SEMF) itoplasmatic

1]
—_— 1HRC) L AFLATOXICOL

e ——
Epoxidagio i —
| HIdronFal;ao | | O-Dimetilagio |

do Afatoxina || AFB., | AFM1 [ AFQ, | AFP, |

Ligagao Imbﬁﬁ_—““N
icdo
covalente ¢/ ’, Ovos
Ac. nucléicos de Enzimas - Excregéo
(DNA) - na Bile e

—

¥ T urina
MUTAGENESE DIMINUIGAQ DA SINTESE PROTEICA
TERATOGENESE Imunossupressao, inibigao dos fatores
CARCINOGENESE Il e VIl da coagulagio sangiiinea

Figura 2. Metabolismo da AFBem aves (SANTURIO, 2000).



2.4 Aflatoxicose em Aves

A aflatoxicose na avicultura € um problema de pupacdo mundial, jA que € comum
a lidentificacdo de aflatoxinas em alimentos dedbemaao consumo animal. Segundo
levantamento feito por Binder et al. (2007), quelisaram a ocorréncia desta toxina em
diversos paises distribuidos pela Europa, Asiaeafia, grande parte das amostras recebidas,
entre elas milho, arroz, racéo, ingredientes daodtigo, farelo de trigo, amendoim e outros,
tinham contaminagdo por micotoxinas. O sudoestesedeste da Asia e a Oceania foram as
regides onde houve o maior nimero de amostrasiyassipara AFB, sendo encontradas
concentracbes médias de 38, 52 e 34 pg/kg, respectnte. Dentre os diferentes tipos de
amostras, as maiores concentracfes foram encaomtrasa milho, um dos principais
constituintes de racdo para aves, e em ragOegzéidak.

Da mesma forma, Fraga et al. (2007) em estudo® solproducéo de aflatoxinas e
ocratoxina em racao voltada para avicultura, evid@am alta incidéncia e concentracdo de
AFB; em racbes no Estado do Rio de Janeiro, Brasil.sBarvez, Dalcero et al. (1997)
isolaram AFB nas concentracdes de 17-197 ng/g em ragOes patdtana, produzidas em
cinco fabricas diferentes em Cérdoba, Argentina.

Assim, as aflatoxinas sao frequentemente isolagaxlem causar perdas expressivas
para produtores e para a economia, além de causfamento animal, afetando
principalmente criagdo de aves, como frangos de eode postura.

Corroborando com essa possibilidade, Mariani (19@&)statou que a ingestao
prolongada de aflatoxinas, a partir da concentragid0 ppm, diminuiu o desempenho de
frangos de corte principalmente na fase inicia{ldias) de crescimento. Da mesma forma,
Giambrone et al. (1985) evidenciaram os efeitosddass de AFB(100, 200, 400 e 800 ppb)
administrada em perus e frangos de corte por 42 Hisses autores observaram diminui¢cao
significativa do ganho de peso e conversao alimgaea ambas as espécies, a partir de 400
ppb para peru e 800 ppb para frangos de corte. Aléso, vale ressaltar que ocorreu
diminuicdo da imunidade celular, de forma dose dépete. No mesmo estudo Giambrione
et al. (1985) evidenciaram morbidade e mortalidamabinada de 40% para concentracao de
400 ppb e de 100% para 800 ppb para perus. Les@gétidas graves também foram
encontradas, para ambas as espécies, sendo ossfrdmgortes mais resistentes. Tais lesfes
variaram com as concentracbfes e com o animal ekiuagaas de forma geral, o figado
apresentou-se macroscopicamente amarelado, comujzsté e microscopicamente, com
proliferacdo ductular, desorganizacdo de placashafmtocitos e hepatdcitos porta com
citoplasma vacuolizado.

Um dos principais efeitos toxicos das aflatoxinas €&angos de corte € a
hepatotoxicidade. As lesdes hepaticas, quando denadas a severas, levam a alteracdes nos
niveis séricos de enzimas relacionadas a funcaétibapcomo, por exemplo, a enzima
aspartato amino-transferase (AST) e gama glutaashferase (GGT). Segundo Tessari et al.
(2005), aves intoxicadas experimentalmente com A¢fB diferentes concentracdes (0, 50 e
200 pg/kg) por 42 dias, apresentaram um aumendfisggivo desta enzima a partir de 50ug
de AFB/kg. De forma semelhante, Bintvihok et al. (2008)se&rvaram um aumento
significativo das enzimas AST e GGT em frangos ddecintoxicados com AFRBnas
concentracdes de 50 e 100 ppb.

Quanto ao efeito imunotoxico, Qureshi et al. (1998)servaram que pintos
provenientes de galinha poedeiras intoxicadas fteoginas nas concentracdes de 0,2, 1,0 e
5,0 mg/kg, 2 vezes por semanas durante 14 diestatn resposta vacinal significativamente
menores para a resposta secundaria contra hend@c@sneiro (antigeno T-dependente) em
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todas as concentracdes utilizadas. Ja para antipémiependente d8rucellla abortus a
diferenca sO foi significativa para a concentraci@ 5,0 mg/kg, além de demonstrarem
macrofagos com potencial fagocitico reduzido.

Segundo Kumar et al. (2003), os 6rgédos linféidesbtam podem ser afetados pela
AFB;. Frangos de corte intoxicados com 0,5 ppm da #oa&kibiram uma diminuicdo no peso
relativo da bursa de Fabricius demonstrando, bigikchmente, congestdo de leve a moderada
e infiltrado de heterodfilos. No timo, da mesma farrhouve diminuicdo do peso relativo do
orgdo, congestdo, areas multifocais de hemorragiiménuicdo da espessura da regido
cortical. Por outro lado, no baco, houve aumentpeko relativo do 6rgao, congestao, areas
multifocais de hemorragia, atividade linfocitolétideve da regido periarteriolar do tecido
linféide, além de demonstrarem titulos vacinaisti@om virus da doenca de Newcastle
diminuidos significativamente.

2.5 Combate a Aflatoxicose

A intoxicacdo pela ingestédo de alimentos contanusgubr aflatoxinas é combatida de
diversas formas, como por exemplo, através davewgid fisica, adicdo de adsorventes a
racdo e utilizacdo de substancias antioxidantegekas formas de inativacao por fatores
fisicos podemos citar o uso de altas temperatacsia de 150°C, para inativa-la ao menos
parcialmente (RUSTOM, 1997). A exposicado a luzavitleta também demonstrou efeito,
reduzindo o nivel de ARBem 45,7% em figos contaminados experimentalmemtep0Oug
AFB1/kg (ALTUG et al., 1990). Ainda segun@hanem et al. (2008), a degradacao da AFB
correlaciona-se positivamente com o aumento da desadiacdo gama. As porcentagens de
degradacédo da ARBoram mais altas na dose de 10 kGy, obtendo-seestle inativacdo de
58,6% para amendoim, 68,8% para pistache descas84di@ para pistache com casca,
81,1% para milho e 87,8% para arroz, 90% em ragées cevada, 86% para farelo de trigo,
84% para milho.

Existe também uma série de adsorventes utilizadms diminuir os efeitos toxicos da
AFB;, como o aluminosilicato de calcio-sédio hidratagoe segundo Denli e Okan (2006)
inibiu 0 aumento da atividade da enzima AST e dsopgo figado, além de mudancas
histopatoldgicas, sugerindo que este adsorventeudiira efeito negativo de aflatoxinas em
frangos de corte.

Segundo Ortatali e Oguz (2001) e Ortatali et £I08) a adicdo simultdnea do mineral
clinoptilolito em ragbes contaminadas por aflatasinmelhora moderadamente os efeitos
histoldgicos negativos sobre o figado e orgaositiles. Ibrahim et al. (2000) observaram que
a bentonita de sédio diminuiu significativamenteefeito negativo das aflatoxinas na
porcentagem de fagocitose e na meédia da atividddgdeitica de heterofilos. Além disso, os
autores destacam a melhora contra o efeito suprelsso aflatoxinas sobre os titulos de
anticorpos capazes de inibir a hemaglutinacéo s via doenca de Newcastle em frangos de
corte vacinados.

Além dos compostos ja citados, a utilizacdo deoaidtantes também vem sendo
estudada, na tentativa de melhorar os efeitos dasspelas aflatoxinas. Abdel-Wahhab e
Aly, (2003) avaliaram o efeito de diferentes extsavegetais antioxidantes como, o alho,
repolho e cebola, em ratos intoxicados por aflai@si Os autores constataram que houve uma
melhoria significativa em todos os parametros estad (ingestédo alimentar, uréia, creatinina,
colesterol e as enzimas aspartato amino-transfesageeroxido dismutase e glutationa).
Naffeti et al. (2008) evidenciaram que o extrato Rleamnus alaternug. (planta com
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atividade antioxidante) diminuiu significativamerstegenotoxicidade induzida pela A
vitro. Da mesma forma, Yener et al. (2009) testaramfeisos protetores do extrato de
semente déJrtica dioica L. em ratos intoxicados por aflatoxinas, obsereanglhoras em
relacdo as altera¢des histopatoldgicas do figalibenzimas hepaticas.

2.6 Piperina

As espécies de pimenta, em especial a pimentahdo-fleiper nigrumL.) e a pimenta
longa Piper longumL.), sdo amplamente usadas como temperos e cognediante em
sistemas de medicina alternativa para tratamentbvéesas doencas como asma e bronquite,
dentre outras (PEI, 1983).

A piperina(Figura 3) é a principal amida constituinte dessas espé@gsrdenta, e é
abundante nestas planta, sendo extraida dos Betas com rendimento que varia entre 3 a
7% (IKAN, 1991), além de apresentar toxicidade et para células de mamiferos e aves
(PATHAK; KHANDELWAL, 2006, 2007, 2008; CARDOSO etl.a2009). Essa amida
natural exibe uma variedade de efeitos biologicosmo atividade antipirética, analgésica,
anti-inflamatéria, antidepressiva, antioxidativati@apoptotica, antitumoral, antimetastatica,
imunomoduladora, anti-parasitaria e hepatoprote(gf@UL; KAPIL, 1993; PRADEEP;
KUTTAN, 2002; SUNILA; KUTTAN, 2004; RIBEIRO et al2003; SELVENDIRAN et al.,
2005a; SELVENDIRAN et al., 2005b; PATHAK; KHANDELWA 2006; SRINIVASAN,
2007).

Figura 3. Estrutura quimica da piperina (PARMAR et al., 1997

O efeito quimioprotetor da piperina vem sendo fak® investigagbes. Segundo
Selvendiran et al. (2004), a suplementacdo orghiperina a camundongos suicos albinos,
pode modular a enzima ATPase e reduzir a formaegacadicais livres na carcinogénese
induzida por Benzo(a)pireno. Da mesma forma, Selivan e Sakthisekaran (2004)
concluiram que a administracdo de piperina dimisignificativamente o0s niveis de
peroxidacao lipidica, proteinas carbonilas, cortelrl acido nucléico e sintese de poliamina,
que se encontram aumentadas em animais com careepubndo induzido pelo
Benzo(a)pireno. Lee et al. (2006) também descraveraotencial protetor da piperina contra
células PC12 intoxicadas por 1-metil-4-fenil pinidim. Além dos efeitos jA descritos sob
varios compostos téxico e imunossupressores, aripgpdambém exerce efeito sobre
intoxicagdo por AFB in vitro, em células de hamsters chineses V19, diminuindo
citotoxicidade e a producéo de micronucleo (REEA.e1997).



A atividade imunomoduladora da piperina também veendo recentemente
investigada, porém, com resultados contraditérioslantp a sua capacidade
imunoestimulatdria. Sunila e Kuttan (2004) descrawveque a piperina foi capaz de aumentar
a resposta imune humoral para antigeno T-dependgnteamundongos inoculados com
piperina (1,14 mg/dose/animal), via intra-peritdndadavia, no mesmo ano, Dogra et al.
(2004) demonstraram que, pelo contrario, a pipesimaimiu a resposta imune, de forma
dose-dependente, em camundongos inoculados pogegyjaveom 1,14, 2,25 e 4,5 mg/kg. A
dose de 1,14 mg/kg foi considerada segura paranasajemonstrando qualquer efeito toxico
para células e tecidos imunes (DOGRA et al. 2004).

Pathak e Khandelwal (2006, 2007, 2009) demonstrarawmitro, que a piperina por Si
s6 néo foi capaz de modular a blastogénese oucadute células B e T, porém, demonstrou
eficiente efeito imunoprotetor, apresentando atidel antioxidadativa, antiapoptética e
restauracdo da capacidade mitética e funcionainaécitos e esplendcitos de camundongos
intoxicados por cadmio, sugerindo seu uso terap@etin condicbes imunossupressoras. Esse
efeito protetor da piperina também foi verificadogAFB, in vitro, por Singh et al. (1994),

e, in vivo, em estudos desenvolvidos por nosso grupo. Nestados, verificamos que a
piperina foi capaz de impedir os efeitos imunosssgwres da aflatoxinas em ratos
intoxicados (GAGINI et al., no prelo).

Kim e Lee (2009) avaliaram a atividade anti-infladme e antiasmatica da piperina em
modelo murino de asma. Nesse modelo, a piperigd 4,5 mg/kg) administrada oralmente
em camundongos sensibilizados com ovalbumina fpazade prevenir a infiltracdo de
eosindfilos e inflamag&o no tecido pulmonar. Talitef anti-inflamatério ocorreu devido a
supresséao da sintese de IL-4, IL-5, IgE e histansngerindo que o mecanismo terapéutico
seja baseado na acao supressora da piperina satfivielades de células T e sobre a producgéo
de citocinas-Th2. Os resultados contraditérioslesles pela literatura mostram a necessidade
de maiores estudos sobre a capacidade imunomodaladessa amida natural,
principalmente, levando-se em conta a dose e devaministracdo empregada.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Aves e Manejo

Primeiramente, 200 pintos machos, de um dia da, Wd linhagem comerci@obb
avian500 (linhagem de frango corte) foram obtidos a paiiGianja Gramado Avicultue
Agropecuaria, RG. Destes, 60 pintos foram escothidsando obtencdo de aves uniformes
para inicio do ensaio. Todos os pintos foram pesagara que a distribuicdo dos mesmos
obedecesse a uniformidade de peso vivo (236 g &).1&té o sétimo dia de idade, as aves
foram alojadas em galpdes convencionais da FaZexgirimental no Setor de Avicultura do
Instituto de Zootecnia, UFRRJ, com circulo de py@tecom campéanula a gas, comedouros
tipo bandeja e bebedouros tipo copo, com temperauumidade monitoradas através de
termdmetro de temperatura méxima e minima, recebe@dio adequada e aqdlibitum

No sétimo dia, os pintos foram transferidos parasdoaterias metalicas com trés
andares cada, com dois compartimentos de 0,9GBxx030m, por andar, contendo cada um,
bebedouro infantil do tipo copo (2,5 L) e comedotipo bandeja. Utilizou-se, portanto, um
total de 12 compartimentos, sendo, distribuidosccanimais em cada compartimento.

Aos dez dias de idade, os comedouros e bebedmfeodis foram substituidos por
comedouro e bebedouros tipo calha, que ficavanaria pxterna das unidades experimentais,
cujo comprimento equivalia as dimensdes do compartio que tinham em média 10 cm de
largura.

A composicdo da racdo para frangos de corte atemdeaxigéncias nutricionais
segundo Rostagno (2005), sendo elaborada na fabeicacdo do Instituto de Zootecnia da
UFRRJ. Previamente, foram realizadas anéalises omimmidgicas da racdo, segundo
metodologia de Soares e Rodriguez-Amaya, (1989) ooauxilio da Profa. Dra. Gléria
Maria Direito, IV/UFRRJ, para que ndo ocorresseteratdes nos parametros imunoldgicos e
hematolégicos influenciadas por micotoxinas que epgdm estar contaminado 0s
componentes da ragao (graos).

O alojamento das aves e a elaboracdo da racao femmados com o auxilio da
Profa. Dra. Cristina Amorim Ribeiro de Lima, 1Z/URR.

Este trabalho foi realizado de acordo com as narréacas, sendo aprovado pela
Comisséo de Etica na Pesquisa da UFRRJ (COMER) sdimero de protocolo 015/2008.

3.2 Obtencéo da Piperina e Incorporacdo na Racao

A piperina foi cedida pelo Prof. Dr. Marco Edilséreire de Lima, ICE/UFRRJ. A
amida natural foi purificada a partir dos frutosagedePiper nigrumL., empregando etanol
como solvente, conforme descrito por lkan (199&jn cendimento de 5-7% e elevado grau
de pureza (~98%), determinado por GC-MS, demorttrggonto de fusédo (128-129°C) e
dados espectrométricosH( and 1*C NMR, IR e MS) idénticos ao reportado na literatur
(ARAUJO-JUNIOR et al., 1997; SIDDIQUI et al., 1997)

ApoOs sua obtencdo, a piperina foi incorporada aaata concentracdo de 60 ppm,
concentracdo esta estabelecida previamente emireepéos realizados em nosso laboratorio
(CARDOSO, 2009). Ap6s a incorporacdo da piperina@agio, foram realizadas analise e
quantificacdo da mesma por cromatografia gasosaspectometria de massa para
confirmacado da presenca, e da concentracdo desdfdmida na racao.
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3.3 Obtencéo e administracdo de AFBem frangos de corte

As aflatoxinas foram obtidas no Nucleo de Pesquviaslogicas e Micotoxicologicas
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeipgrar de cepas daspergilus parasiticus
(CMDB 0336, origem: NRRL 2999ultivadas em agar YES por 11 dias a 25 °C. Apts es
periodo as culturas foram submetidas a processexttacdo com cloroformio P.A. (50
mL/placa), filtradas em filtro de pap@/hatmann® 1, e o extrato obtido foi concentrado até
residuo em rotoevaporador. Os extratos secos fqrasteriormente, diluidos em 1,0 mL de
cloroférmio e analisados por cromatografia de cardlgada (CCD), em folhas de silica gel
20 X 20 cm, ativadas por 1 hora a 120°C. Os exré&icam separados com a fase movel
composta de tolueno: cloroformio: acetato de efileido formico 90%, na proporcao de
70:50:50:20.

ApoOs a confirmacao da presenca de ARB CCD foi feita uma CCD preparativa, ou
seja, nova corrida dos extratos também em folhasila gel (20 X 20 cm) de espessura
maior para a purificacdo da ARBcom as mesmas condi¢cdes citadas anteriormente. Os
pontos correspondentes as caracteristicas de héareia e corrida compativel com o padrédo
de AFB,, na silica gel, foram retirados da silica por aggm e subseqientemente extraidos
por cloroformio. Esses extratos foram entdo filbka@m filtro de papeWhatmann©® 1, e
concentrados em rotoevaporador. Os extratos seras diluidos em 1,0 mL de cloroférmio.

A quantificacdo da AFBfoi realizada por cromatografia liquida de alt&iéhcia
(CLAE), utilizando coluna de silica (coluna Microlsp Vican, 4up, 4,6 x 15 cm),
cromatografo liquido equipado com bombas Watersdétao 510), injetora Rheodyne
(Rheodyne®, Cotati, California — EUA) cofoop de 20 uL, detectores de fluorescéncia
Agilent série 1100 e de UV-VIS Merk-Hitachi L-42%0 Chromato-integrador D-2500, do
Nucleo de Pesquisas Micoldgicas e Micotoxicologdadniversidade Federal Rural do Rio
de Janeiro.

A deteccao da fluorescéncia foi obtida com exéatagde 330 nm e emisséo de 460 nm
e comparada com UV a 350nm. As fases moveis wtdigdoram compostas pela mistura de
acetato de etila:n-hexano (3:2.5, v/v), para déeqgor fluorescéncia, e com a mistura de
metanol:agua (1:1, v/v), para a deteccéo por UV.

Os extratos foram evaporado, em rotoevaporadorexrato seco foi dissolvido em
Oleo de soja a temperatura de 60°C com o auxilioltdessom por 30 minutos. . Os animais
foram pesados todos os dias durante o periodo pkrimentacdo e a quantidade de AFB
calculada para satisfazer a concentracdo de 0,mdék peso corporal. A ARBfoi
administrada diariamente, por gavagem, utilizarel@iso de soja como veiculo, até o final
do experimento.
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3.4 Protocolo de Vacinacéo

Todos os frangos receberam duas doses de vacina\@&n La Sota, laboratério
Bio-Vet S/A) para o virus da doenca de Newcasteodular: a primeira dose com 9 dias de
idade e a segunda dose da vacina com 28 dias de, ipara avaliar a resposta vacinal
priméria e secundéaria. A resposta imune humorah marvacinacdo foi acompanhada
semanalmente (aos 9, 14, 21, 28, 35 dias de idaée) final do experimento (Figura 4). Os
soros foram obtidos por coleta de sangue, pelagoude veias alares (braquial ou ulnar) e
foram armazenados a -20 °C e, posteriormentejogaid a presenca de anticorpos especificos
por ensaio imunoenzimético (ELISA) e titulacdo déicrpos protetores através da técnica
de inibicdo da hemaglutinacao (HI).

Dias
de idades
7 9 10 14 21 28 35
Acbes 17 dose Inicio da Coleta de Coleta de 27 dose Abate
realizadas vacmagio administragic  sangue gangue vacinagio
AFE1 Coleta de sangue
Coleta de Coleta de
. Coleta orgios
5 zangue
e & linfoides, fizgado
Inicio da
admimstragdo
Pipenna

Figura 4. Esquema de vacinacdo e das principais acdes kadiziurante o experimento.
Com sete dias de idade os frangos foram separatiogrepos (n=5) e alojados em
compartimentos separados. A experimentacdo tee® iapos dois dias de adaptacdo dos
frangos ao novo ambiente.

3.5 Delineamento Experimental

Aos sete dias de idade os frangos de corte (n F@@mn separados em quatro grupos
de 15 animais cada, conforme descritoTadela 1 A alimentacdo dos frangos com racéo
misturada com piperina teve inicio aos nove diasiddele, um dia antes do inicio da
intoxicacdo com AFB(10 dias de idade). As aves foram pesadas diante a quantidade
de AFB, a ser administrada foi recalculada quando nedessar
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Tabela 1.Tabela demonstrando o tratamento em cada um dpsgexperimentais.

Tratamentos
G
rupos Piperina (ppm) AFB; (mg/kg)
C 0 0
P 60 0
A 0 0,5
PA 60 0,5

C- Grupo controle: frangos que receberam apenadaule (6leo de soja) utilizado na gavagem dos
animais com AFR P- Grupo piperina: frangos que receberam piperiisdurada a racdo. A- Grupo
AFB;: frangos que receberam AEBor gavagem. PA- Grupo piperina + AFRrangos que foram
alimentados com racdo contendo piperina e intoxgadm AFB. O tempo de experimentag&o durou
26 dias, sendo os frangos abatidos, conforme asnez@acdes do Ministério Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), aos 35 dias de idade.

O sangue das aves foi coletado aos 9, 14, 21,38das de idade para obtencéo do
soro para pesquisa de anticorpos. Também foi feilketa de sangue no dia do abate, uma
parte coletada com EDTA, para a realizagdo da gentaotal e diferencial de leucdcitos e
para o teste de micronucleo, e outra parte foitadéesem anticoagulante, para dosagem das
enzimas hepaticas aspartato amino transferase (A§a@ma glutamil transferase (GGT). Ao
final do experimento, os frangos foram pesadop@s gejum de seis horas foram abatidos. A
eutanasia foi realizada através de atordoamentoicsegle sangria. Apds eutanasia, 0S
animais foram escaldados a 32 por 2 minutos, depenados em maquina e eviscerados
manualmente. Em seguida, foi realizada a necropsiea verificacdo de alteragbes
macroscopicas nos orgaos linféides e figado. Fetado o timo, o baco e a bursa de
Fabricius para avaliacdo histopatoldgica e pesagenfigado para necropsia e pesagem.

3.6 Verificacao da Intoxicacéo pela AFB

Foram realizados testes para verificar se a coragitt de AFB utilizada (0,5mg/kg)

foi suficiente para causar intoxicacdo. Os endai@sn realizados somente no grupo controle
e no grupo da AFBgrupo A). Dentre as caracteristicas principaigttaicacdo causada por
esta micotoxina, foram avaliados os efeitos: (Preco ganho de peso; (ii) hepatotdxicos
como, o aumento do peso do figado, lesGes maclioasoe dosagem da enzima hepatica
AST e GGT; (iii) citotoxico para medula 0ssea, &gda frequéncia de eritrocitos imaturos
(PCE) no sangue periférico; (iv) genotéxicos atsagté verificacdo de danos ao DNA, pelo
teste do micronucleo.
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3.6.1 Avaliacéo das alteracdes hepaticas

As avaliacbes macroscopicas foram feitas no mamelat abate, quando foram
observadas possiveis alteragfes no tamanho (gesmacédo ou presenca de lesdes aparentes
nos figados.

O sangue coletado sem anticoagulante, ap6s 2 lotamperatura ambiente, foi
centrifugado a 400 x g, por 5 minutos para obtemigAsoro. Os soros dos frangos dos grupos
C e A, foram submetidos a dosagem da enzima AST5€. @s analises foram realizadas
com “kit” comercial (Bioclin SA), utilizando espeofotometro automatico Bio-2000
(Bioplus), com calibracdo automatica e leitura ki @erformance. Os testes foram realizados
por método cinético, de acordo com a metodologiacata pelo fabricante.

3.6.2 Frequéncia de PCE e teste do micronucleo

Um esfregago do sangue periférico de cada anioadeito, sendo no dia posterior
fixados em metanol P.A. por 15 minutos. Em seguadalaminas foram lavadas em agua
destilada e coradas com solucdo de Giemsa 10%. Apdagem, as laminas foram
codificadas e armazenadas em caixas apropriadesyperatura ambiente, até o momento da
leitura. A analise citogenética foi realizada entnwscopio 6ptico em resolucdo 1000 x. A
analise das laminas foi realizada em teste cegolose numero de eritrocitos policromaticos
(PCEs) e eritrocitos normocromaticos (NCEs) deteacd em um total de 500 eritrdcitos,
por lamina (duas por animal), sendo portanto, giigacia de PCE dada pela sua porcentagem
em um total de 500 eritrdcitos. Ja para o testenaoonucleo foi feita a contagem de 1000
hemacias por lamina (duas laminas/animal) (CAMPA®&IAal., 1999; GRISOLIA, 2002)
sendo determinado o namero de PCEs micronucleddN®CEs) e NCEs micronucleados
(MNNCESs). Os micronucleos (MNs) foram identificadesguindo o critério proposto por
Fenech et a(1999).

3.7 Avaliagéo do Efeito Imunoprotetor da Piperina
3.7.1 Avaliagdo macroscopica e pesagem dos érgdofoides

Para avaliacdo do efeito imunoprotetor da pipeswiare a intoxicagao por AkrBos
orgaos linfoides (timo, bursa de Fabricius e bal@®)10 animais de cada um dos grupos,
foram inspecionados macroscopicamente, sendo a@®ofaaksiveis alteracdes. O peso do
baco e da bursa foi dada pela média do peso domase&ntretanto, para o timo foi feita
pesagem dos 6rgdos e em seguida contagem do ndenrdululos, e entdo calculada a média
do peso por nédulo timico.
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3.7.2 Andlise histopatoldgica dos 6rgaos linfoides

Os ¢6rgéos linféides de quatro animais/grupo foraadbs em solucdo de Bouin
(BUERGELT, 1997) por 6 horas. Posteriormente, banbwcessivos de alcool 70% foram
aplicados sobre as amostras para a retirada didofixam seguida, desidratadas em uma série
de concentracdo crescente de éalcoois. Apés a desjdo do material, as amostras foram
recortadas em fragmentos menores, diafanizadas il ex incluidas em parafina. Os
procedimentos histotécnicos foram realizados coapoio do Laboratério de Histologia,
IB/UFRRJ. As analises histolégicas foram realizadga secbes de pm, coradas por
hematoxilina/eosina (BEHMER et al.,, 1976) e exam@saem microscopia Optica com 0
microscépio Olympu’s (CH30) aumento de 200 e 400 x acoplada a uma eadigital
Nikon® (Colpix 4300).

A analise histopatologica dos cortes de teciddsities foram realizados levando-se
em conta a estimativa do grau de leséo relaciomadargdo e a patologia apresentada.
Caracterizou-se o grau de lesado conforme a esealartstrada nQuadro 1.

Quadro 1. Escores histopatoldgicos referentes as lesdemeadas nos cortes histolégicos
dos orgéos linféides (timo, baco e bursa de Falsjcapds 26 dias de experimentacéo.

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

3.7.3 Leucometria total e diferencial

A contagem de leucécitos totais foi realizada aipdp sangue periférico coletado
com anticoagulante no dia do abate. A contagemefdizada em hemocitémetro, através da
diluicdo do sangue em 1/100 utilizando-se a solugaNatt e Herrick (1951). O nimero total
de leucadcitos foi obtido multiplicando-se o numdeocélulas contadas nas 25 subdivisdes do
quadrante central do hemocitdmetro por 1000 (fd¢ocorrecdo, considerando-se area, altura
da camara e diluicéo).

A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada meio de esfregacos sangliineos
corados com solucdo de Giemsa 10% para determinag®o valores relativos e
posteriormente, dos valores absolutos de linféciteterofilos, mondcitos, eosindfilos e
basdfilos.
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3.7.4 Quantificacdo de anticorpos especificos pamvirus da doenca de Newcastle por
ELISA

A quantificacdo de anticorpos vacinais foi realzadravés do teste de ELISA nos
soro coletados aos 9, 14, 21, 28 e 35 dias de idadéorme as recomendacdes do fabricante
(FlockChek Newcastle Disease Virus Antibody TegsKiA leitura das densidades 6ticas foi
feita em espectrofotdmetro de placa (Bio-Rad 68&5%nm.

3.7.5 Titulacdo de anticorpos protetores para o virs da doenca de Newcastle pela
técnica de Inibicdo de Hemaglutinacéo (HI)

A técnica do HI foi realizada segundo as recomedem do Programa Nacional de
Sanidade Avicola do MAPA (BRASIL, 1994), com os mes soros empregados no ELISA.
Para esse teste, todos os soros foram inativadd30pminutos a 56°C em banho-maria. Em
seguida, foi feita absor¢do de anticorpos inesigesifatravés da incubacédo dos soros com
papa de heméacias de galinha 50%, v/v, por 1 hdrdGa A mistura foi centrifugada (400 x g/
5 minutos) e o sobrenadante guardado a 4 °C atgntento do teste.

Em placa de 96 cavidades, fundo em “U”, foi aeesado 25 pL de solucdo salina
tamponada (SST), pH 7,2 em todas as cavidadesgpguida foi feita a diluicdo seriada de
cada soro (1:2 até 1: 512). Acrescentou-se 25 plimis vacinal, obtido a partir do liquido
alantéico de ovos embrionados inoculados (BRASR94), a 4 UHA em cada cavidade.
Apo6s 30 minutos a temperatura ambiente, foi acrdade em todas as cavidades 25 pL de
uma suspensdo de hemacias 1%, sendo incubada p@r3thaminutos, procedendo-se a
leitura.

Para cada placa foi feito um controle de papa dedbms 1% (25 pL de papa de
hemacias 1% + 25 pL de SST) e um controle do ¥&bisuL do virus 4UHA + 25 uL de SST
+ 25 pL papa de hemacias). O titulo de anticopyesentes no soro foi determinado pela
maior diluicdo do soro capaz de inibir a atividdgsmaglutinante do virus, e o resultado
expresso pela média geométrica do titulo.

3.8 Anélise Estatistica

Os parametros avaliados foram mostrados em talbelagraficos, e os resultados
expressos como média + desvio padréo. A signifieZa@s médias do grupo controle e AFB
obtidas no estudo da capacidade toxica da concéotde AFB empregada nesse estudo foi
realizada pelo teste T (Mann-Whitney U). A sigréficia das médias dos diferentes
parametros entre 0s quatros grupos experimentassestudos da capacidade imunoprotetora
da piperina, foi avaliada por andlise de variand&OVA), empregando os testes de
Newman-Keulg Kruskal Wallispara compara¢édo dos grupos, nas analises pareasétrnao
paramétricas, respectivamente. A diferenca foi idenada significativa quande< 0.05. A
analise estatistica dos resultados obtidos foizaxdd através do progran@aphPad Prism
3.0 paraviS WindowgGraphPad Software, Inc., San Diego, CA, JSA
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4 RESULTADOS

Durante os 26 dias de experimentacédo foi verifiaada taxa de mortalidade de 3,3%
(2/60). As mortes foram verificadas em um frangmdy e outro com 29 dias de idade, dos
grupos piperina + AFB e AFB,, respectivamente, sendo estes necropsiados.
Macroscopicamente, os figados apresentaram umtagp&ido e fridvel, além do aumento
do tamanho, em ambos os animais. Entretanto odigadanimal intoxicado apenas com
AFB; apresentou-se com um aspecto palido e amarelads im&nso, sugestivo de
degeneracao gordurosa (esteat¢Sgjura 5).

Figura 5. Foto do figado de aves que morreram durante o iexpeto.A- figado da ave do
grupo piperina + AFB 6bito aos 17 dias de idad®: Figado da ave do grupo ALBbito
aos 29 dias de idade.

4.1 Determinacao dos efeitos toéxicos da concentracde AFB, empregada no estudo

Os frangos de corte intoxicados com ARBram avaliados quanto aos efeitos sobre:
ganho médio de peso das aves, peso relativo diofigiteracdo das enzimas hepaticas AST e
GGT e genotoxicos, citotoxicidade da medula ésseanes cromossémicos apos 26 dias de
experimentacao.

Os resultados observados, quanto ao ganho médgieste peso relativo do figado e a
dosagem da enzima hepatica AST e GGT no gruporAsaptaram aumento significativo em
relagdo ao grupo C, sugerindo efeito hepatotoxi@s resultados foram expressos como
média + desvio padrao e demonstradosTabela 2 Os figados das aves intoxicadas por
AFB; demonstraram alterac6es da aparéncia normal apaese aspecto friavel, palido e
amarelado.
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Tabela 2. Parametros citotoxicos relativos a intoxicacao grghda (25 dias) de ARERm
frangos de corte.

Grupos

Parametros
Controle AF1

Ganho médio de peso das aves (g) 2.039,3 + 63,54 1.929/0+ 37,0

Peso relativo do figadd(g/kg) 1,732+ 0,076 1,961+ 0,247
AST (UI/L) 283,0 + 59,60 468,7+177,3
GGT (UI/L) 9,278%+2,989 18,676 +2,791

€D etras diferentes na mesma linha mostram diferesgiasisticas significativas (p<0.05).

! Peso do figado/peso vivo.

Verificou-se aumento significativap€0,001) na freqiiéncia de microndcleos nos
eritrécitos do sangue periférico de frangos deecmtibxicados com AFBquando comparada
com frangos de corte ndo intoxicados (controle)m@sonudcleos foram evidenciados apenas
em NCE, provavelmente, pela baixa frequéncia de .POEaumento do numero de
microndcleos nos eritrocitos em frangos do grupo ey relagdo ao grupo C, foi
acompanhado pela diminuicdo da frequéncia de PC&angue periférico. A frequéncia de
microndcleos em eritrécitos sanguineos, e a relagfe eritrocitos imaturos (policromaticos
- PCE) e maduros (normocromaticos-NCE) das avegrdpo A e do grupo C estéo
demonstrados nBabela 3

Tabela 3. Média do numero de micronucleos encontrados end £0ifrocitos e contagem
diferencial de eritrocitos policromaticos e nornmméticos em um total de 500 eritrocitos
nos grupos controle e ARB

Tipos de eritrocitos

Tratamentos  Microntcleo PCE! NCE ? Freque(r;/cf)l)asde PCE
Controle 0,125 +0,35 105,60" +6,14 394,46°+ 6,14 21,12
AFB; 458+141 278%8+808 472, +8,66 5,58

T NUmeros de eritrécitos policromaticos;

2 Numero de eritrécitos normocromaticos;

®Frequéncia de PCE (%) = (n° PCE / n° PCE x n° NCE)O.

? letras minlsculas, diferenca estatistjse0(001), em uma mesma linha;

A letras mailsculas diferenca estatistjge0(001), em uma mesma coluna.

Os resultados foram analisados pelo teste t-Studanparamétrico (Mann Whitney U).
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A diminuicdo da frequéncia de PCE no sangue pariféé considerada como
indicador de citotoxicidade induzida por mutagén€3dZUKI et al., 1989), relevando o
potencial citotoxico da AFBsobre a medula Gssea. BAgura 6 mostra a presenca de
microndcleo em NCE do sangue periférico e a obgéovae heterofilos alterados (tdxicos)
nos esfregacos sanguineos dos animais intoxicato\& B;.

DX :

As‘ ”509 A

0 g
> dw <og,
'. 3 Q;.

£

Figura 6. Fotomicrografia com aumento de 1000 X em microicdptico (Olympu§
CH30). (A) NCEMN: Eritrécitos normocromaticos com micronuclemlicados pela seta.
PCE: eritrécitos policroméaticos, NCE: eritrécitosrmocromaticos(B) Heteroéfilos toxicos
observados em esfregacos sanguineos de frangosteééntoxicados com AFB
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4.2 Avaliacao do Efeito Imunoprotetor da Piperina

4.2.1 Avaliacdo macroscopica e pesagem dos érgaofoides

A avaliagdo macroscopica dos o6rgaos linféides cevel presenca de petéquias no
timo de animais intoxicados por ABdo encontradas nos outros grupos estud&agpsra
7). No entanto, o bago e a bursa de Fabricius nd@mEnaram lesdes macroscopicas em
nenhum dos grupos estudados.

Figura 7. Fotografia do timo nos diferentes grupos estuda@oscontrole; P - piperina; A-
AFBy; PA - piperina +AFB; Setas demonstrando pontos hemorragicos.

Através da andlise do peso médio do nédulo tinpiocdemos observar que houve uma
diminuicéo significativa do peso deste 6rgdo pagaupo de animais intoxicados por ALB
em relagdo aos demais grupos. O grupo de frangosegebeu piperina e foram intoxicados
com AFB, ndo apresentou mudanca significativa no peso ndmlioodulo timico, tanto em
relacdo ao controle quanto ao grupo que recebenaapg®perina. Por outro lado, ndo houve
diferenca significativa do peso médio do baco, denbursa de Fabricius, entre os diferentes
grupos estudaddgigura 8).
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Figura 8. Peso médio do nodulo timico (I), Peso médio do h@igoe Peso médio do bursa de
Fabricius (I11), em relacdo aos grupos controle f@erina (P), AFB(A) e piperina + AFB(PA). As
médias do peso dos érgaos foram analisadas qaaitmificAncia por analise de variancia one way
ANOVA, com as médias comparadas pelo testeNdeman Keuls® Letras minlsculas Indicam
diferenca estatistica, com p< 0,01.
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4.2.2 Histopatologia dos 6rgaos linféides

Na Tabela 4 estdo demonstrados os resultados da analise dtistogica dos 6rgéos
linféides de cada grupo experimental.

Timo: A analise dos cortes histolégicos do timo dos arsnmtoxicados com AFBe
que ndo receberam piperina, revelou na regido raedwngestdo multifocal, hemorragia
focal, necrose do tecido linféide com fibrose foealleplecéo de linfécitos. Ocorreu ainda,
mineralizacdo multifocal, principalmente na regiedular do timo. As lesGes causadas pela
AFB; estao representadaskigura 9 (A e B) Os frangos nao intoxicados (grupos controle e
piperina) ndo apresentaram qualquer alteracdo paistihgica nos cortes analisados, com
excecdo das aves alimentadas com 60 ppm de pipgueaapresentaram uma discreta
deplecéo de linfocitos. As lesdes observadas no (oongestdo, hemorragia e necrose) das
aves intoxicadas, ou a intensidade das lesdesogeanineralizacdo e deplecéo de linfocitos)
foram ausentes ou menores nos frangos intoxicaolos AFB; que foram tratados com 60
ppm de piperina misturada a rag¢&egura 9 D).

Baco: A AFB; promoveu leve congestdbigura 10) e necrose apenas para 0 grupo
de animais que nao receberam piperina. Por outi@m k& grupo de animais que receberam
apenas piperina apresentou apenas uma leve hemorrag

Bursa de Fabricius: Os cortes histologicos ndo apresentaram lesdeseahum dos
grupos estudados, nem mesmo a AR&D foi capaz de promover leséo tecidual na bugsa d
Fabricius(Figura 11).

Tabela 4.Niveis das lesdes encontradas nos o6rgaos linfdiishes, baco e bursa de Fabricius), para os
diferentes grupos estudados.

Timo Baco Bursa de
Lesdes & Fabricius

cc A° PP PA° C A P PA C A P PA
Congestéo - ++ - - -+ - - - - - -
Hemorragia - + - - - -+ - - - -
Necrose - +(+) - + -+ - - - - - -
Mineralizacéo - +(+) - + - - - - - - - -
Deplecéo de linfocitos - +(+) + + - - - - - - o
Fibrose - + - - - - - - - - - .

Grau das lesdes: - auséncia; + leve; +(+) moderatlacentuada
Grupos’controle,piperina 60 ppm*AFB; 0,5mg/kg € piperina + AFB.
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Figura 9. Fotomicrografia de corte histologico de timo caradm hematoxilina- eosina-
grupo AFB, aumento de 200)8 grupo AFB, aumento de 50XC-timo de animal do grupo
controle, com aumento de 100R: timo do grupo de piperina e AlBcom aumento de
100x.Seta preenchida indicando mineralizacao, rs&bapreenchida indicando fibrose e seta
tracejada indicando congestéo.
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Figura 10 Fotomicrografias de cortes histologicos de bagrado com hematoxilina- eosina,
aumento de 200x, de frangos de corte pertenceatgsugo controle (A) e de animal intoxicado por
AFB;(B). Seta indicando congestao leve.

Figura 11. Fotomicrografias de cortes histologicos da buesé&abricius, corados com hematoxilina-
eosina, aumento de 200x, de frangos de corte jgerites aos grupos controle (A) e intoxicado por
AFB(B).
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4.2.3 Leucometria e contagem diferencial

A capacidade da piperina em impedir a acao supeesE0AFB sobre os linfocitos
circulantes foi avaliada através da contagem doendrtotal de leucdcitos e sua contagem
diferencial em esfregaco sanguineo.Mgura 12 podemos observar que a AFBi capaz de
diminuir significativamente o nimero total de lecitds (p< 0,05) dos animais intoxicados,
porém, quando os frangos de corte receberam 60dgppiperina misturada a racéao, essa
diminuicdo nao foi observada (grupo PA), ndo hawvediterenca significativa em relacao ao
grupo controle e piperina.

Na contagem diferencial dos leucdcitos, obsenswdsninuicdo significativa do
namero de linfocitos (p<0,001) e heterofilos (p49,8o0s animais intoxicados com AF&M
relacdo ao grupo controle. A alimentacdo das awesracao contendo 60 ppm de piperina
nao alterou a contagem das diferentes tipos dédgos, entretanto, a piperina foi capaz de
impedir os efeitos téxicos sobre linfocitos e h&fieys em relacdo ao grupo contrgkgura
13).
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Figura 12. Efeito da piperina sobre a leucometria em frang@scorte intoxicados por ARBOs
resultados estdo expressos pela média aritméticaugm+ desvio padrdao de 15 animais/grupo (C,
controle; P, piperina; A, AFBPA, piperina + AFB). A andlise estatistica foi realizada por analse
variancia, com as médias comparadas pelo teste edembin-Keuls.? Letras diferentes indicam
diferenca estatistica, com p< 0,05.
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Figura 13. Efeito da piperina (60 ppm) nos valores médiostikela a contagem diferencial
dos leucdcitos: (A) Linfécitos; (B) Heterofilos; Y®ondcitos; (D) Eosindfilos. Os resultados
estdo expressos pela média do grigesvio padrdo de 15 animais. A analise estatigtica
os dados com distribuicdo normal (linfocitos e ritis) foi feita por andlise de variancia,
com as médias comparadas pelo teste Newman-Keatdpsdsem distribuicdo normal
(eosindfilos e mondcitos) foram analisados peldetele Kruskall-Wallis com as médias
comparadas pelo teste de Duriristras diferentes indicam diferenca estatistiosy p< 0,05.
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4.2.4 Pesquisa de anticorpos especificos para oudrda doenca de Newcastle

A pesquisa de anticorpos vacinais para o viruda#amca de Newcastle foi realizada
através da deteccdo de anticorpos totais e presetpelos testes de ELISA e HI,
respectivamente.

Os frangos de corte imunizados com a vacina paraug da doenca de Newcastle
apresentaram elevacdo do titulo de anticorposstaa todos os grupos, ao final do
experimento. Sendo assim, ndo foi detectada a digdio da resposta vacinal nos frangos de
corte intoxicados com AFRBatravés do teste de ELISA, apds a primeira erskgdose de
vacina(Figura 14 A).

A pesquisa de anticorpos protetores também mostimento significativo da média
geomeétrica dos titulos pelo teste de HI, apésragira e segunda dose da vadiRmura 14
B). Entretanto, houve uma diminuicdo na producaantie@pos protetores, no grupo de aves
intoxicadas com AFB embora a diferenca das meédias dos titulos entregrapos
experimentais ndo tenha sido significatifagura 14 B). A administracdo de piperina na
racdo das aves foi capaz de aumentar os tituldsaimcembora ndo significativamente,
quando comparado com o grupo controle e, e taloefi@i observado até mesmo no grupo de
frangos de corte intoxicados com Af-§ue receberam a piperina. Sendo assim, a piperina
misturada a racdo promoveu boa resposta de ardk@mtetores, impedindo os efeitos
supressores da ARBobre a resposta vacir(&igura 14 B).

A Tabela 5 mostra o aumento médio dos titulos de anticorpogeipres em cada
grupo experimental, evidenciando-se claramentenandicéo da capacidade de producdo dos
anticorpos protetores nos frangos intoxicados pbB,Ae, a capacidade da piperina de
impedir tal diminuicdo causada pela AF®s animais n&o intoxicados que receberam racéo
com 60 ppm de piperina apresentaram aumento d@®i@s protetores superior ao grupo
controle e igual ao grupo de animais que receberperina + AFB.

Tabela 5. Aumento das médias geométricas dos titulos deaptis protetores pelo teste de
Inibicdo da hemaglutinacdo nos diferentes gruppsmxentais.

PoOs-imunizacaod@se)

Grupos 19 dias 26 dias
Controle 5,0* 12,0
Piperina 5,7 16,9
AFB; 4,6 9,9
Piperina + AFB 10,7 16,4

* Considera-se significativo o aumento da médiang&taca do titulg4x.
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Figura 14. Titulos de Anticorpos vacinais para a doencga dedsstle testados por ELISA (A) e pelo
teste de Inibicdo da hemaglutinacdo (HI). A primeairsegunda dose da vacina foi feita aos 9 dias e
aos 28 dias de idade, indicados pelas setas. ¢arttierenca significativa entre os titulos vasrens

9 dias de idade e o titulo vacinal aos 28 diasddelé (todos os grupos). ** indica diferenca
significativa entre os titulos vacinais aos 9 diagdade e o titulo vacinal aos 35 dias de idamioé

0s grupos). Os dados, sem distribuicdo normalpfaaalisados pelo teste de Kruskall-Wallis com as
médias comparadas pelo teste de Dunns, com p< R@5.houve diferenca significativa entre os
grupos experimentais.
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5 DISCUSSAO

Aflatoxicose é uma intoxicacdo resultante da irigestia aflatoxina a partir de
alimentos e racfbes contaminadas. Dos tipos deoxiftats existentes, o tipo;BAFB;) €
geralmente predominante e também o mais toxicdotenmo primeiro 6rgdo alvo o figado
(SANTURIO, 2000; TESSARI et al., 2005). O metabolishepatico tem importante papel na
determinacao da toxicidade das aflatoxinas, seovouimo parametro de intoxicagdo. Desta
forma, alteragbes como: aumento do tamanho e pes$igabo, alteracdes na coloracdo e no
seu aspecto macroscopico e, alteracdo das enziepggidas, sdo bem evidenciados em
animais intoxicados (ORSI et al., 2007; MEISSONNI&Ral., 2007; YENER et al., 2009).
Outros parametros, como inibicdo do cresciment@ efttiéncia alimentar, diminuicdo da
producdo de ovos, sensibilidade aumentada as medimas e, inibicdo dos mecanismos de
resisténcia da imunidade, sao atribuidos a intg&icae aves por aflatoxinas (CRUZ, 1995).

O primeiro objetivo do presente estudo foi verifisa a concentracdo de AF[,5
mg/kg peso corporeo/gavagem) empregada reprodszigfeitos tOxicos caracteristicos de
intoxicacdo por essa micotoxina. Para tal, foi iadal o0 ganho médio de peso de frangos de
corte intoxicados com ARB além do aspecto macroscopico e peso relativoigkdd,
dosagem de enzimas hepaticas AST e GGT, e veédficdg freqiéncia de PCE e pesquisa de
micronucleos.

A concentracdo de 0,5 mg de A#BEg, administrada diariamente, por via oral,
equivale a administracao de 2-3 ppm de ARB racdo. Segundo a literatura, a contaminacgao
de racdo nessa faixa é capaz de causar intoxicaQév,observacado dos efeitos descritos
acima (ORTATALI; OGUZ, 2001; VALDIVIA et al., 2001)Como esperado, a intoxicacio
dos frangos de corte com AFBor 25 dias promoveu diminuigdo significativa (j38) do
ganho médio de peso, aumento significativo (p<0,d6) peso relativo do figado,
apresentando aspecto palido e coloracdo amarelada.

Aparentemente, as duas mortes obtidas nos grupasiois que receberam AFB
por gavagem estao relacionadas a intoxicacdo petztonina devido aos resultados obtidos
na necropsia dos figados, que apresentaram aspécts e coloracdo palida.

Shareef et al. (2008) verificaram que a mortalidaiée frangos de corte estava
diretamente relacionada ao aumento da concentdegaflatoxinas. Assim como no presente
estudo, a necropsia dos animais mortos revelouodiigado foi o principal 6rgao afetado,
sugerindo alteragBes caracteristicas de aflatoxicws tamanho e na coloragdo do figado
(palidez e coloracdo a amarelada).

A diminuicdo do ganho de peso é uma caracteristiempre presente nas
aflatoxicoses. Shareef et al. (2008) verificarane cu média do peso vivo diminui,
proporcionalmente, cerca de 100g de peso vivo gada 100 ppb a mais de aflatoxinas na
ragao.

Além da diminuicdo do ganho de peso de frangos dée cintoxicados
experimentalmente com ARB3mg/kg de racdo e 1 ppm na racéo, respectivaiméfdieivia
et al. (2001) e Gowda et al. (2009) observaram atondo indice de conversdo alimentar,
caracterizando diminuicdo da eficiéncia alimeniasa caracteristica pode ser explicada pela
capacidade da ARBagir como inibidor competitivo de enzimas proteaserina, como a
tripsina. Essa enzima tem um papel central na @digesendo responsavel pela ativacao de
enzimas, tais como quimiotripsina, carboxipeptidBse de varias lipases e amilases. Sua
inibicdo leva a uma falha na digestdo, diminuindodisponibilidade de nutrientes ao
organismo (CUCCIOLONI et al., 2009).
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As alteracbes de peso e aspecto macroscopico ddofigbservadas no presente
estudo, estdo de acordo com Espada et al. (19@2)atraveés da intoxicacdo oral de frangos
de corte com AFB por 21 dias, nas doses de 0,2 pg/g e 3,0 pgfeesie corporal, também
observaram alteracdo de coloracdo do figado (egloramarelada) e aumento significativo
do peso bruto desse 6rgdo. Da mesma forma, Ozn(8009) verificaram que alimentagdo
de frangos de corte com 150 e 300 ppb de ApiBmoveu alteracdes no figado, tornando-se
mais friavel, palido e amarelado.

A acdo da AFB sobre o figado promove lesfGes extensivas nos deues, com
liberacdo de enzimas hepaticas importantes no earmgriférico aumentando suas
concentracbes no soro (MOTTA, 2003). Segundo Schrait al. (2007), o aumento
significativo da enzima AST em aves sugere lesjmatiea grave e difusa, bem como
distirbios musculares. No entanto, altos niveisA8F sdo sugestivos de dano hepéatico
severo. Desta forma, Schmitd et al. (2007), comaidea enzima AST como um marcador
sensivel, mas néo especifico, de dano hepatico.

A GGT ¢€ outra enzima que, em nivel elevado no sgnigdica lesdo hepatica ativa
em frangos de corte. A elevacdo dos niveis sangsiide GGT, segundo Kaneko (1989),
indica colestase biliar e hiperplasia de ductdsyatdes comprovadamente provocadas pelas
aflatoxinas (BORSA et al., 1998).

Borsa et al. (1998), em seus estudos sobre a fudedenzimas hepaticas na
aflatoxicose aguda, verificaram que a deteccdoegatbtoxicidade pode ser feita através do
monitoramento dos niveis das enzimas AST e GGTono de frangos de corte com faixa
etaria entre 21 e 42 dias.

No presente estudo houve aumento significativoadestizimas no grupo tratado com
AFB;. Estes achados também estdo de acordo os resuttaddintvihok e Kositcharoenkul
(2006) que observaram aumento significativo dosigiséricos das enzimas AST e GGT em
frangos de corte intoxicados com AFBO e 100 ppb). Da mesma forma, Tessari et al5R0
durante a intoxicagao por AFEB200 pg/kg de racdo), por 41 dias, detectaram wmeato
significativo da enzima AST em frangos de cortez#? et al. (2000) também encontraram
niveis significativamente aumentados de AST e G@ATatos Winstar intoxicados por AFB
(72 ug AFB/100g de peso corporal), através de gavagem.

Os resultados obtidos em relacdo as alteracdesitepaomo aspecto/peso do figado
e a quantificacdo de AST e GGT, indicam que howsfid hepatica, e que estas sao
compativeis com as caracteristicas descritas ptogidacdo por AFB citadas na literatura,
indicando que a dose utilizada (0,5 mg/kg de pespocal) foi suficiente para causar
intoxicacao.

Além da analise da capacidade hepatotdxica da ntracéo de AFB (0,5 mg/Kg),
também foi avaliada sua capacidade citotoxica padula 0ssea, através da frequéncia de
eritrécitos imaturos (PCE) no sangue periférico ua £apacidade de promover danos
cromossOmicos, através da pesquisa de micronudes<sritrécitos dos frangos de corte
intoxicados.

Segundo Ribeiro et al. (2003) o efeito téxico dexanobidtico sobre a medula 6ssea
pode ser avaliada pela diminuicdo da frequénci®dg, indicando falha na producdo de
eritrécitos. No presente estudo, a frequéncia de R&Csangue periférico das aves intoxicadas
com AFB, foi 3,8 vezes menor que a encontrada no gruptraenevidenciando-se, mais
uma vez, a capacidade citotdxica da ARB concentracdo empregada.

Em camundongos, a toxicidade da medula 0ssea sstéiada, geralmente, com a
depressao medular de eritrocitos em torno de 80%hais do valor do controle (RIBEIRO et
al., 2003). Embora nédo existam dados na litergbara tal analise em frangos de corte, o
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mesmo calculo nos da o que seria uma depressadoanedu73,6 % no grupo da AEB
indicando um possivel efeito toxico medular.

A formacdo de microndcleos tem sido amplamente egaola na epidemiologia
molecular, como um biomarcador dos danos cromossed@ne da instabilidade do genoma,
sendo aplicada como teste de genotoxicidade emaanimtoxicados por xenobidticos
(IAMARCOVAI et al., 2007; BOLOGNESI et al., 2006).

Micronucleos séo fragmentos de cromossomos ou @eonwos inteiros deixados para
trds durante a anéfase. A quantificagdo dos mictens permite a detec¢cdo de danos
cromossOmicos tanto por perda de cromossomos, qoe sua quebra. O teste do
microndcleo determina efeitos genotdxicos e podeitiezado, ndo somente para a detecgédo
de danos genéticos agudos, mas também de danosrGFENECH, 2000).

Segundo Udroiu (2006), a analise de micronucleogmndcitos do sangue periférico
é indicada para condi¢des onde ha exposicéo cranioa produto genotoxico. Neste sentido,
a quantificacdo do micronucleo em eritrocitos narraméaticos informa eventos genotoxicos
que ocorreram em um tempo igual ao tempo de vidaedtrdcitos circulantes. Portanto, o
aumento significativo de micronucleos, em erit@Eihormocromaticos, no grupo de frangos
de corte tratado com ARBndica um efeito genotdxico cronico.

Apés verificagdo dos efeitos citotoxicos da AFBa concentracdo empregada no
estudo, foi verificado o efeito imunotoxico da maxina e a capacidade da piperina, amida
natural extraida da pimenta-do-reino, impedir e$sio.

Os efeitos negativos das aflatoxicoses sdo maigsdesnem frangos de corte e
galinhas de postura, sendo intimamente relacionadosunossupressdo. Em nosso estudo,
observamos diminuic&o significativa do peso retatio timo nas aves intoxicadas com AFB
(grupo A), além da visualizacdo de petéquias né@argnquanto a bursa de Fabricius e o
baco ndo mostraram alteracdes macroscopicas @sivei forma semelhante, Kumar et al.
(2003) observaram que a ingestdo de AKB,5 ppm) misturada a ragdo promoveu
diminuicdo do peso do timo e da bursa de Fabrigisamento do peso do baco. Ortatatli e
Oguz (2001) também evidenciaram atrofia do timoaebdrsa de Fabricius em frangos de
corte intoxicados com 2,5 mg de aflatoxinas/kg,Zibdias.

A andlise histopatolégica do timo das aves intal@saem nosso estudo revelou
congestdo acentuada, necrose, mineralizacdo e c¢édeplde linfécitos moderadas, e
hemorragia e fibrose leves, compativel com as tesideicas observadas por Kumar et al.
2003. Contudo, as lesdes normalmente descritasgplriasa e o baco como, deplegéo de
linfécitos e hemorragia (KUMAR et al., 2003; ORTATAOGUZ, 2001; ORTATALI et al.,
2005), nao foram observadas.

A acéo toxica da AFBsobre o timo se refletiu claramente na leucopeh&ervada,
associada a diminuicdo significativa dos linfocitmsculantes. Esses resultados estdo de
acordo com Oguz et al. (2000) que também observdnamuicdo na contagem de linfécitos
na intoxicacdo de frangos de corte por ARB,5 mg/kg de ragédo). No presente estudo
também foi evidenciada a diminuicdo significativa mimero de heterdfilos, concordando
com os resultados descrito por Hashem e MohameP)2fm frangos de corte intoxicados
com 4mg/kg racdo de ARBSegundo esses autores, o decréscimo da contagehdé
leucécitos, linfécitos e heterdfilos, pode ser devao efeito toxico da micotoxina sobre as
células circulantes, sequestro das células emoeeibu efeito da ARBsobre a medula 0ssea
e tecidos linféides.

Na literatura, existem diversos trabalhos mostram@dgao da AFBsobre a resposta
imune mediada por células. Estes efeitos foramriiesm frangos de corte intoxicados com
0,3 e 1,0 mg de AREg de racdo, por Ghosh et al. (1991). Os autolesergaram
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diminuicdo da resposta imune celular através déagem total de leucocitos e diferencial de
linfécitos sanguineos, teste de sensibilidade de @@ 2,4-dinitrofluorobenzeno e reacédo de
enxerto pelo hospedeiro, além de diminuicdo dadaile de macrofagos esplénicos. Além
disso, Jiang et al. (2005) observaram em humani®iauicdo da ativacao de células T e B,
além de uma diminuicdo significativa dos niveis pggforinas e granzinas em linfocitos

TCD8+.

No presente estudo, o emprego de 60 ppm de piperistarada a racdo impediu 0s
efeitos imunotéxicos da ARBeduzindo, de modo significativp<0,05), a atrofia timica, as
lesbes identificadas nesse orgao linféide, bem cardninuicdo dos linfécitos e heterofilos
do sangue.

O efeito imunoprotetor da piperina foi observado Pathak e Khandelwal (2009) em
camundongos intoxicados por caddmio. Os autoresrelemam uma diminuicdo das lesdes
observadas no timo e no baco dos animais intoxgadivavés da administracdo oral de
piperina na concentracdo de 2,5 mg/kg/dia, por a.dAlém disso, 0 mesmo estudo
evidenciou o efeito antiapoptético e antioxidangepiberina, auxiliando na restauracdo da
morfologia dos 6rgéos linféides avaliados.

A piperina possui reconhecida propriedade citopoote demonstrada por sua
capacidade antioxidativa, antiapoptotica e de uest@o de células com respostas
mitogénicas proliferativas, sugerindo seu uso &rtaipo em condi¢cdes de comprometimento
do sistema imunoldgico.

A AFB; exerce seu efeito, principalmente sobre a respostae mediada por células
(CAST, 2003; MEISSONNIER et al., 2008), sendo deite@sobre a resposta imune humoral
controverso. Segundo Meissonnier et al. (2008gflasoxinas tem efeito moderado sobre a
resposta imune humoral.

No presente estudo a administracao oral de 0,5emiyrdB;/kg de peso corpdreo nao
foi capaz de comprometer, de modo significativiesgposta vacinal para o virus da doenca de
Newcastle. Apesar de ter havido um aumento datialanticorpos pelo teste de Inibicdo da
hemaglutinacéo, entre o inicio e o final do experito nos animais que receberam apenas
AFB1, quando se compara a resposta vacinal entgeupss estudados, pode-se observar que
houve uma diminuicdo, embora nédo significativareentgrupo que recebeu AFB1 e os outros
grupos. E importante ressaltar que o grupo de asind intoxicados que receberam piperina
apresentaram aumento no titulo de anticorpos pre®it(16,9 vezes) superior ao observado
no grupo controle (12 vezes) e semelhante ao gepanimais intoxicados que receberam
piperina (16,4 vezes).

Diversos estudos realizados em diferentes espéniesais (suinos, coelhos, ratos e
galinhas) expostos a ArBambém mostraram o0 ndo comprometimento da respuositae
humoral especifica apos vacinacao ou sensibilizERABNANGALA et al., 1986; WATZL et
al., 1999, MARIN et al., 2002). Turner et al. (2D@8mbém falharam em demonstrar, em
humanos, correlacdo entre o nivel de aductos albtaflatoxina e titulo de anticorpos para
antigenos do virus rabico ou antigenos de pneuroscddeissonnier et al. (2008), nao
observaram alteracdo na concentracdo plasmaticantieorpos IgG anti-ovalbumina em
suinos expostos a dieta com AFB

Contraditoriamente, Qureshi et al. (1998) obsemamiferenca significativa na
titulacdo de anticorpos contra hemacias de carnsimopintos provenientes de galinhas
intoxicadas, a partir da dose de 0,2 mg de AkBde ragcdo. O mesmo efeito foi visualizado
para anticorpos anBrucella abortusa partir da dose de 5 mg de AR&®) de racdo. Kumar
et al. (2003) também observaram diminuicdo da cur@gho de anticorpos anti-virus da
doenca de Newcastle no soro de frangos de corieadis e intoxicados com 0,5 ppm de
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AFB;. Desta forma pode-se sugerir 0 que a capacidad&F@d em diminuir a resposta
vacinal depende de varios fatores como a espéciempo de intoxicacdo bem como a
concentracdo da toxina.

Diversas abordagens vém sendo pesquisadas visa&ddgap ou inativacdo das
aflatoxinas. O emprego de substancias antioxidantes dos pontos de interesse, uma vez
gue as aflatoxinas medeiam diversos efeitos dalstépbre tecidos através da inducéo de
estresse oxidativo (SHEN et al., 1994, 1996). Vexslu como repolho (WHITTY;
BJELDANES, 1987), brécolis (RAMSDELL; EATON 1988)oeuve de Bruxelas (SALBE;
BJELDANES, 1987), empregadas na alimentacdo des,raia 0 emprego de extratos
alcodlicos de alho, repolho e cebola (ABDEL-WAHHARBLY et al., 2003), demonstram
potencial na prevencéo da toxicidade induzida pafl@soxinas e geracédo de radicais livres
em ratos. Além disso, estudo conduzido com Oleidobd partir de sementes datiga
didica L. também indicam a capacidade de promover efb@gpatoprotetor em ratos
intoxicados com aflatoxinas por 90 dias, por susacalade antioxidante (YENER et al.,
2009).

Desta forma, é possivel sugerir que produtos adtotes, tal como a piperina, sejam
capazes de diminuir efeitos toxicos causados pEBy.ANo presente estudo pdde-se observar
que a piperina na concentracdo de 60 ppm diminsiiefeitos imunotoxicos causados pela
concentracdo de 0,5 mg AFBg de peso corporal, evidenciando uma melhora nos
parametros estudados em relagéo ao sistema imartant®, pode-se sugerir que a piperina
foi capaz de diminuir os efeitos imunotoxicos daBAFas concentracdes utilizadas.
Entretanto, algumas duvidas ainda persistem e siggm@sde aprofundamento no que diz
respeito aos conhecimentos sobre modo de acdopdangi e da sua acao direta sobre o
sistema imune, bem como, a acao da Asdbre do sistema imune humoral.
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6 CONCLUSAO

A concentracdo de ARButilizada (0,5 mg/kg de peso corporal) foi capazcdusar
alteracdes no ganho de peso, bem como alteracipesokieas, genotdxicas e toxicidade
medular nos frangos de corte, caracteristicas tdaiocacdo por AFB1. Da mesma forma, a
concentracdo de AFB1 utilizada causou alteracogmtvas nos parametros estudados
relacionados ao sistema imune.

Por outro lado, a piperina misturada a racdo dasgfys de corte ndo causou lesédo
aparente nos tecidos linféides, nem mesmo variaggdssconcentracdes das células imunes
estudadas. Além disso, a piperina foi capaz dezindaumento do titulo de anticorpos
vacinais protetores, sugerindo aparente capacidadeestimulante.

A administracdo concomitante de piperina na ra@&ofidingos intoxicados por AkB
foi capaz de diminuir ou impedir as lesdes histiglég no timo e baco, além de restaurar as
contagens total e diferencial de leucécitos.

Embora ndo tenha havido diferenca significativa quentificacdo de anticorpos
vacinais, os frangos de corte intoxicados com AEB5mg/kg) e alimentados com racéao
contendo 60 ppm de piperina apresentaram uma teladée recuperacdo dos titulos de
anticorpos protetores (HI), quando comparados aosags intoxicados que nao receberam
piperina misturada a racao.

Sendo assim, podemos concluir que a concentracdd-Bé& utilizada foi capaz de
causar intoxicacao e alteracdes no sistema imuem. &mo, a piperina adicionada a racao
na concentracdo de 60 ppm, foi capaz de exerceefaito protetor sobre os parametros
estudados, em frangos intoxicados experimentalmente AFB na concentracdo de 0,5
mg/kg de peso corporal.
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