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Administracéo oral depiperinaem frangosdecorte

Piperine oral administration on broiler’ chikens

Veronica da Silva Cardoso' Cristina Amorim Ribeiro de Lima"' Marco Edilson Freire de Lima"
Luis Eduardo Gomes DornelesV Walter Leira Teixeira Filho¥ Raquel Silva Lisboa
Daniel da Silva Guedes Junior' Gléria Maria Direito”

Maria das Gragas Miranda DandliV*

RESUMO

O efeito toxico da piperina, principal amida
presente em diversas espécies de pimenta, foi avaliada em
frangos de corte por meio da administracéo oral (0,00, 1,12,
2,25 e 4,5mg kg peso vivo) por 14 dias consecutivos. Foram
empregados 60 pintos machos (Cobb Avian 48) com sete dias
de idade, distribuidos aleatoriamente em quatro grupos
experimentais (n=15). Foram avaliados parametros como:
ganho de peso, peso relativo do figado e alteragles
hematol 6gicas e anatomopatolégicas. A administragéo oral
de piperina ndo interferiu no ganho de peso ou no peso relativo
do figado, além de ndo promover alteracdo no tamanho e na
coloragdo dos 6rgédos ou no aparecimento de lesdes de
parénquima e nas mucosas do 6rgdo. Todavia, alteracbes
histopatol6gicas dose-dependentes foram observadas. A
piperina nédo foi capaz de alterar significativamente os
parametros hematoldgicos analisados, com excecdo do
leucograma, em que as doses de 1,12mg e 2,25mg kg?
promoveram aumento do ndmero de heterdéfilos e do nimero
total de leucdcitos, respectivamente. Os resultados sugerem
que a dose oral de 1,12mg de piperina por quilo ndo é toxica
para frangos de corte, sendo semelhante aos resultados obtidos
para ratos e camundongos. Além disso, constatou-se a
capacidade da piperina em aumentar o numero total de
leucdcitos circulantes a partir da dose de 2,25mg kg* nessa
espécie animal.

Palavras-chave: frangos de corte, piperina, toxicidade.

ABSTRACT

The toxic effect of piperine, the main amide
compound of different pepper species, was evaluated on broiler
chickens by oral administration at 0.00, 1.12, 2.25 and 4.50mg
kg? concentrations for 14 days. Sixty seven days old male
chicks (Cobb Avian 48) randomly allocated to four experimental
groups (n=15) were used in this work. Parameters such as:
body weight gain, liver relative weight, hematological and
anatomopathological alterations were analyzed. The oral route
administration did not interfere on weight gain or liver relative
weight, as well as, any modification on size and organs color
and/or parenchyma/mucous membranes injuries were observed;
however, liver histopathological changes were noticed in a
dose-dependent manner. In addition, piperine did not alter
hematological parameters, except for leukocytes counting,
which at 1.12 and from 2.25mg kg caused an increase of
heterophils and in the total number of leukocytes, respectively.
The results suggest that 1.12mg kg of piperine orally
administrated is not toxic for broiler chickens, as previously
observed for rats and mice. Moreover, 2.25mg kg? of piperine
seems to increase the total number of leukocytes for this animal
specie.

Key words: broiler chicken, piperine, toxicity.

INTRODUCAO

Piperina (1-piperoil piperidine) é o
componente ativo presente em diversas espécies de
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pimenta (Piper sp.), usadas mundialmente como
temperos e como ingrediente em sistemas de medicina
aternativa (PARMAR et a., 1997). Essaamida é um
composto lipofilico absorvida no intestino e
rapidamente biotransformada no figado, pela
demetilagdo do seu grupamento metilenodioxido
(BHAT & CHANDRASEKHARA, 1986). Sua
biotransformac&o é realizada, principalmente, pelo
sistema microssomal do citocromo P-450 dos
hepatdcitos, sendo totalmente biotransformada e
rapidamente excretada, sem dei xar residuosdetectavels
nos tecidos ap0s 24 horas da sua ingestdo (BHAT &
CHANDRASEKHARA, 1986).

Diversas atividades bioldgicas e
farmacol 6gi cas da pi perinajaforam demonstradasem
animaisdelaboratério eem humanos. A suplementacdo
de piperina promove atividade antiparasitaria
(GHOSHAL et a., 1996), antipirética, analgésica
(PARMAREet d., 1997), anti-inflamat6ria(GUPTA et d.,
2000), contraceptiva, antiespermatogénica(MALINI et
al., 1999), antioxidante (MITTAL & GUPTA, 2000),
inseticida(PARMAR et d., 1997; ESTRELA etd., 2003),
imunomoduladora (SUNILA & KUTTAN, 2004),
anticarcinogénica (PRADEEP & KUTTAN, 2002;
SELVENDIRAN et a., 2004; SUNILA & KUTTAN,
2004) equimioprotetora(PATHAK & KHANDELWA,
2007). Além disso, a piperina aumenta a
bi odi sponibilidade de algumas substéncias; elainibea
biotransformagdo hepéticaeintestinal de certasdrogas
como no caso do curcumin (SHOBA et al., 1998), do
propanolol e datheofilina (BANO et a., 1991) e de
outras drogas e outros suplementos nutritivos. A
piperina atua inibindo diferentes isoformas do
citocromo P-450 e outras enzimas envolvidas no
metabolismo de xenobidtico, como UDP-glicorunil
transferase e arilhidrocarbono hidroxilase hepética
(ATAL,eta., 1985, BADMAEYV etd., 1999). ATAL et
al. (1985) sugerem ainda gque a piperina prejudica a
biotransformagao de pré-carcindgenos e, portanto, a
geragdo de seus intermediérios reativos. Com base
nessas observagOes, REEN et d. (1997) demonstraram
a reducdo da citotoxicidade e a genotoxicidade da
aflatoxinaB, invitro, proporcionando um potente efeito
quimiopreventivo contra pro-carcinégenos ativados
pelo citocromo P-450 em hepatécitos de ratoin vitro.

Diversos aspectos contribuem para o
interesse pelo potencial da piperina como aditivo
natural no setor avicola: (i) €um produto natural isolado
em grande quantidade; (ii) tem baixo custo de
producdo; (iii) ndo produz acimulo de residuos
detectaveis no organismo animal; (iv) possui
propriedade citoprotetora, demonstrando claramente
sua capacidade antioxidativa, antiapoptética e de

restauracdo de células com respostas mitogénicas
proliferativas ou ateractes fenotipicas, sugerindo seu
uso terapéutico em condi¢des de comprometimento do
sistemaimunol 6gico de mamiferos.

Dessa forma, o excelente espectro de
importancia terapéutica da piperina em mamiferos
credencia o estudo dessa amida no modelo aves. O
presente estudo teve como objetivo verificar o efeito
téxico da piperina sobre diversos tecidos e diferentes
células sangliineas em frangos de corte.

MATERIAL E METODOS

Piperina: purificadaapartir dosfrutos secos
de Piper nigrum, empregando etanol como solvente,
conforme descrito por IKAN (1991). A amida natural
foi obtidacom rendimento de 5-7% ecom elevado grau
de pureza (~98%, determinado por GC-MS). O produto
isolado mostrou ponto de fusdo (128-129°C) e dados
espectrométricos (*H and *C NMR, IR and MS)
idénticos aos reportados na literatura (ARAUJO-
JUNIORetd.,1997; SIDDIQUI et d., 1997).

Aves e tratamento: 60 pintos machos, com
sete diasdeidade, dalinhagem de corte Cobb Avian 48
foram separados em quatro boxes (n=15) e mantidos
sob condi¢Bes ambientais do tipo padréo, com luz
natural, recebendo racdo balanceada e dguaad libitum,
de modo a atender as exigéncias nutricionais de
ROSTAGNO et a. (2005). Os grupos experimentais
foram divididos da seguinte forma: grupol, animais
inocul ados apenas com o veicul o empregado nadiluigdo
da piperina; grupo 2, 3 e 4, animais inoculados com
piperinanas concentragdesde 1,12, 2,25 e 4,50mg kg?
de peso vivo, respectivamente. A administracdo dos
tratamentos foi por via oral (gavagem), por 14 dias
consecutivos. As doses empregadas foram escol hidas
tendo como base o trabalho realizado por
PIYACHATURAWAT et al. (1983), as quais
representam, respectivamente, 1/8, 1/4 e 1/2 dasdoses
geralmente usadas no tratamento de humanos (9-13mg
kgl).

Desenho experimental: ao final de 14 dias
deexperimento, osfrangoscom 21 diasdeidadeforam
pesados e abati dos segundo normas estabel ecidas pela
instrucdo normativan® 3, de 17 dejaneiro de 2000, do
Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento
(http:/extranet.agricultura.gov.br/sislegis-consulta/
consultarlegislacao.do). O ganho de peso foi obtido
pelo cdculo da diferenca entre o peso das aves no
inicio eaofinal do experimento. Figado, proventriculo,
moela, duodeno, jejuno, ileo e ceco de todos os grupos
foram avaliados macroscopicamente quanto a
coloragdo, aforma, ao tamanho, aconsisténcia, ao odor
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e a presenca ou ndo de lesdes a0 exame visua e,
posteriormente, foram coletados efixadosem formalina
tamponada a 10% (pH 7,8). Duas secgdes dos tecidos
foram processadas de acordo com técnicas
hi stopatol 6gi cas usuais, sendo ostecidos corados com
hematoxilina-eosina, deacordo LUNA (1968). Oscortes
hi stol 6gi cos foram observados ao microscopio optico
e classificados quanto a estimativa do grau da
severidade da lesdo (ausente, discreta, moderada e
grave). Amostras de sangue foram coletadas com
EDTA, por meio de venopuncdo basilica(veiaaar), no
inicio e ao final do experimento paraarealizagdo das
andlises hematolégicas: concentragdo de proteinas
plasméticas totais (PPT), determinada por meio do
método derefratometria(COLES, 1984); concentracdo
de hemoglobina, dosada por meio do método de
oxihemoglobinae centrifugacéo daamostraa 1.000xg
por 10 minutos paraadeterminagdo dadensidade Optica
no fotocolorimetro (Klett Summersom®) e corregdo do
valor paraaunidade de hemoglobina(CAMPBELL &
DEIN, 1984); determinac&o do fibrinogénio e
hematocrito efetuadas por meio do método do
microhematdcrito segundo metodologia descrita por
JAIN (1993); por meio defdrmul as padronizadas, foram
calculados os seguintes indices: volume globular médio
(VGM) e concentracdo de hemoglobinaglobular média
(CHGM) (WINTROBE, 1933). As contagens de
hemécias e leucdcitos totais foram realizadas em
hemocitdmetro, utilizando-se asolugdo de Natt eHerrick
(NATT & HERRICK, 1951). A contagem diferencial de
leucaocitos foi realizada por meio de esfregacos
sangtiineos corados pelo Panético Répido®.

Andlise Estatistica: foi utilizado um
delineamento inteiramente casualizado, sendo os
resultados expressos pela média + desvio padrdo e
avaliados por meio daandlise devariénciaparamétrica
(ANOQVA), empregando o programa GraphPad Prism
4.0 (2003). Quando diferencas estatisticas foram
observadas, foi aplicado o teste de Newman-Keulsem
nivel de5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos iniciais sobre a toxicidade da
piperina, por diferentes vias (intravenosa,
intraperitoneal, subcuténea, intramuscular e
intragastrica), em camundongos, ratose hamstersforam
realizados, em 1983, por PIYACHATURAWAT et al.
Segundo os autores, a administragdo de piperina por
via intra-gastrica € bem tolerada em camundongos
machos adultos com DL, elevada (330mg kg™).
DOGRA et d. (2004) investigaram o efeito dapiperina
em camundongos swiss machos por cinco dias

consecutivos, estabelecendo a dose oral de 1,12mg
kg' como segura para a espécie; dose equivalente a
aproximadamente 1/8 da dose geralmente usada no
tratamento de humanos. Resultados semel hantesforam
obtidos no nosso laboratério, com ratos machos
adultos, em que a administragdo oral de piperina, em
doses superiores a 1,12mg kg* (2,25 e 4,50mg kg?),
promoveu alteragcdes anatomopatoldgicas ou
hematol 6gicas significativas, compativel com
intoxicacdo dose-dependente (Dra. Maria das Gragas
Danelli, comunicagdo pessoal).

Asdosesdepiperina(1,12, 2,25 e4,5mg kg
peso vivo) instituidas nestaavaliagdo ndo promoveram
morteou alteragBes clinicasno estado geral dosanimais.
Os animais ndo apresentaram alteragtes no ganho de
peso (Tabela 1) ou sinais clinicos de intoxicagdo em
nenhum dos grupos experimentais, sendo a piperina,
aparentemente, bem tolerada em frangos de corte. As
avaliagdes anatomopatol dgicas realizadas no momento
do abate ndo revelaram ateragbes no tamanho, na
forma, na consisténcia e na coloragdo dos 6rgéos ou
nas lesdes de parénquima e nas mucosas. A
histopatologia revelou auséncia de lesbes no
proventriculo, duodeno, jejuno, ileo e ceco, em todos
0s grupos experimentais. No tecido hepatico,
entretanto, foram detectadas | esbes nazona 2 do &cino
de Rapapport, que variaram de discretaagrave e estéo
mostradas natabela 2: infiltrado multifocal de células
mononucleares, predominantemente linfécitos,
estendendo-se ao parénquima hepético em todos os
grupos, sendo de grau discreto no grupo controle e
grupo 2 (1,12mg kg), moderado no grupo 3 (2,25mg
kg?t) egraveno grupo 4 (4,5mgkg?). Este dltimo grupo
exibiu ainda desarranjo trabecular e éreas de necrose
iniciad do epitélio dosductoshiliares. Esteatosetambém
foi observada com o aumento da dose de piperina,
sendo discreta e moderada nas doses de 2,25 e 4,50,
respectivamente. Outras alteragBes importantes no
tecido hepético foram observadas: discretae moderada
degeneragdo vacuolar do tecido hepético, congestao
eproliferagdo das células epiteliaisdosductoshiliares
nas amostras dos grupos que receberam 2,25 e 4,50mg
kg, respectivamente, caracterizando um quadro de
intoxicagdo dose-dependente. Resultados preliminares
obtidos por CARDOSO (2007) indicaram aindaque a
piperina ndo foi capaz de interferir na converséo
aimentar ou no consumo médio de racdo de frangos
de corte.

Osefeitosdaadministragdo oral de piperina
sobre 0s parametros hematol 4gi cos em frangos de corte
sd0 apresentados na tabela 1. O hemograma n&o
revel ou diferencasignificativa(P<0,05) entre osgrupos
experimentais, expressando valores hematol 6gicos
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Tabela 1 - Efeito da administragdo de piperina em frangos de corte com 21 dias.

Piperina (mg kg™

Parametros 0,00 1,12 2,25 4,50
Viabilidade (%) 100 100 100 100

Ganho de peso (g) 8242+ 32,82 786,97+ 43,62 842,52+ 43,75 789,0%+ 34,12
PRF (mg 100g?) 2,35%+0,19 2,36%+0,19 2,31%+0,23 2,27%+0,15
Hemécias (x10° mm’) 2,219%+0,20 2,1932+ 0,20 2,229%+0,10 23182+ 0,25
Hematdcrito (%) 31,537+ 294 32,712+ 2,40 32,337+ 1,49 32,33%+225
Hemoglobina (g dL™) 7,96+ 0,87 8,24%+ 0,78 8,31%+ 0,76 7,87%+0,73
MCV (fL) 142,5%+ 11,69 149,82+ 10,21 147,02+ 7,26 139,5%+ 16,03
MCHC (gdL™) 25,082+ 1,22 25202+ 1,94 25702+ 2,15 24,43+ 2,60
PPT (gdL?) 2,620+ 0,31 2,557 2+ 0,17 2,793%+ 0,26 2,7072+0,41
FP (mgdL™) 153,3%+ 83,38 150,02+ 51,89 166,7 %+ 81,65 146,7%+ 83,38
Leucécitos (x10° mm) 30,072+ 4,07 35,002+ 4,89 46,47°+ 11,83 42,00° + 4,03
Linfécitos (x10%/mm) 19,502+ 3,90 21,22% + 4,15 27,39°+ 7,18 24,83 + 6,98
Heterdfilos (x10° mm®) 7,647+ 2,39 10,24+ 2,18 12,72°+ 4,48 11,18+ 278
Monécitos (x10° mm®) 2,688+ 0,99 3,569°+ 1,36 5,497° + 2,387 5,740+ 1,98
Eosindfilos (x10° mm®) 0,083%+ 0,18 0,146%+ 0,22 0,406" + 0,39 0,204%+ 0,29

Os dados tabulados estéo expressos pela média do grupo + desvio padréo (DP) de 15 animais.
abenas fileiras: médias seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente (P<0,05). PRF (Peso relativo do figado); VCM (volume celular
médio); CHCM (concentragdo hemoglobina celular média); PPT (proteina plasmética total); FP (fibrinogénio plasmético).

dentro dos indices de normalidade descritos para
frangos de corte (JAIN, 1993; NORIEGA, 2000).
Todavia, emrelagdo aleucometriaglobal ediferencid,
houve aumento significativo no nimero total e
especifico dos leucdcitos nos grupos inoculados com
2,25mg kgte 4,5mg kg. Com relagdo ao nimero de
heterdéfilos, observou-se aumento significativo em
todos os grupos testados com piperina quando
comparados com o grupo controle. Aparentemente, a
administracdo de piperina por gavagem promoveu
estimulacdo do sistema imunolégico das aves,
corroborando os resultados obtidos recentemente por
SUNILA & KUTTAN (2004). Esses mesmos
pesquisadores demonstraram a capacidade
imunomodulatéria e antitumoral da piperina em

camundongos, observando aumento da celularidade
da medula 6ssea e de células a-esterase positivas,
aumento do nimero de leucdcitos totais e de células
formadoras de placas no baco, promovendo elevacao
do titulo de anticorpos circulantes, isto &, da resposta
imune humoral.

Em mamiferos, a suplementacdo oral de
piperina promove, dentre outros efeitos, a prevencéo
dedanoscelulares, devido ao seu papel anti-oxidativo
e anti-apoptaético. A atividade antioxidante direta da
piperina contra varios radicais livres foi exploradain
vitro por MITTAL & GUPTA (2000). Recentemente,
PATHAK & KHANDELWAL (2007) demonstraram,
além da capacidade anti-oxidativa e anti-apoptética,
que a piperina era capaz de restaurar a capacidade

Tabela 2 - Lesdes histopatoldgicas observadas no figado de frangos de corte inoculados por via oral com piperina em diferentes

concentragdes por 14 dias.

L esdes histopatol 6gicas observadas no figado

0,00 1,12 2,25 4,50
Degeneracéo de hepatécitos - - (+) +
Congestéo - - (+) +
Infiltrado de células mononucleares +) +) + ++
Esteatose - - (+) +
Proliferacdo dos ductos biliares -

Necrose de ducto biliar -

- ) +

Legenda: ausénciade lesdo - ; lesdo discreta (+); lesdo moderada +; lesdo grave ++.

CiénciaRural, v.39, n.5, ago, 2009.
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proliferativae as alteragdesfenotipicas (CD4/CD8) de
célulasimunesintoxicadas por cadmium.

A determinagdo da dose oral segura e a
aparente estimulacdo do sistema imunoldgico
promovido em frangos de corte, aliadas as propriedades
bi ol 6gi cas e farmacol 6gi cas da pi perinajademonstradas
em mamiferos, incentivam o estudo dessa amidanesse
modelo animal (PIYACHATURAWAT et al, 1983;
GUPTA et al., 2000; SUNILA & KUTTAN, 2004;
PATHAK & KHANDELWA, 2007). No setor avicola,
estudos sobre aincorporagdo de substancias naturais,
como fitoterdpicos ou promotores de desempenho
alternativos, vém sendo estimulados, principal mente,
estudos com substancias que aumentem a resisténcia
do organismo animal contra diversas doencas,
intoxicacdes ou adversidades ambientais que
comprometem o sistemaimunol 6gico das aves.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos sugerem que a
administragdo oral de 1,12mg de piperinakg? de peso
vivo por 14 dias consecutivos néo foi toxica para
frangos de corte, promovendo estimulacdo significativa
(P<0,05) do nimero de heterdfilos. O aumento dadose
oral de piperina em frangos de corte proporcionou
alteracOes histopatol 6gicas dose-dependente nos
tecidos analisados e el evago significativa (P<0,05) do
numero total e especifico de leuctcitos.
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