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APLICACAO DO TESTE DO COMETA PARA AVALIAR OS EFEITOS DA FARINHA DE
FEIJAO BRANCO SOBRE O DNA DE LINFOCITOS HUMANOS

LUCIANA LOPES SILVA PEREIRA', LIVIA CABRAL SATIRO?; SILVANA MARCUSSFT,
LARISSA FONSECA ANDRADE?, CUSTODIO DONIZETE DOS SANTOS’®

RESUMO

A farinha de feijdo branco tem sido largamente utilizada pela populacdo por seus efeitos
hipoglicemiantes e emagrecedores provenientes da faseolamina (inibidor de a-amilase). No entanto,
apresenta fatores antinutricionais em elevadas concentrag¢des, dentre eles o inibidor de tripsina. Este
trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o potencial de inducdo de efeitos genotdxicos de
farinha de feijao branco utilizando o teste do Cometa e adicionalmente propor a utilizagdo do corante
iodeto de propideo em detrimento do brometo de etidio. O teste foi realizado com farinha de feijao
branco em trés concentracdes (3,92; 9,52 e 18,18 ug/mL). Os resultados obtidos mostram que as
doses testadas ndo foram genotdxicas. A substituicdo do brometo de etidio, geralmente utilizado como
corante nesta técnica pelo iodeto de propidio foi satisfatéria. A vantagem desta mudanga encontra-se
no fato de que o brometo de etidio € mutagénico e, pela caracteristica de iniciador tumoral, sob
exposi¢do cronica, pode ser cancerigeno.

Palavras-chaves: Genotoxicidade, Farinha de feijdo branco, teste do Cometa.
INTRODUCAO

A necessidade de novos farmacos tem estimulado a pesquisa de moléculas que atuem como
inibidores enzimdticos e a triagem de substratos e/ou inibidores que se liguem seletivamente as
enzimas. Os inibidores protéicos de a-amilase (1-4 o D-glucan-glucanohidrolase, EC 3.2.1.1) sdo
amplamente distribuidos em plantas, principalmente em cereais (trigo e cevada) e feijao. Esta inibi¢cdo
induz tolerancia aos carboidratos, saciedade, perda de peso e prolonga o esvaziamento géstrico; efeitos
que podem ser Uteis no tratamento da obesidade e diabetes mellitus ndo insulino-dependente (CHEN et
al., 2008). O uso cotidiano da farinha de feijdo branco, dada a presenca do inibidor de a-amilase
conhecido como faseolamina, tem se tornado cada vez mais frequente. No entanto, estudos revelam a
presenca de fatores antinutricionais importantes no feijdo cru, dentre eles o inibidor de tripsina
(PEREIRA et al., 2009). Os efeitos nocivos dos inibidores de tripsina em animais alimentados com
leguminosa crua sao complexos.

Estudos com animais monogdstricos tém atribuido a estes inibidores efeitos deletérios,
principalmente alteracdes metabdlicas do pancreas (aumento da secrecdo enzimdtica, hipertrofia e
hiperplasia) e redu¢do da taxa de crescimento. Portanto ao detectar a presenca do inibidor de tripsina,
constata-se que antes de recomendar o seu uso, deveriam ser investigados os beneficios e maleficios
que tal recomendacdo poderia acarretar (PEREIRA et al., 2009). Neste contexto, objetivou-se verificar
a possivel inducao de danos no DNA de células humanas, utilizando o teste do Cometa, ja que ndo
existem trabalhos envolvendo a andlise do potencial genotéxico da farinha de feijdo branco cru. O
teste do cometa € um ensaio simples, rdpido, sensivel e de baixo custo quando comparado a outros
testes para deteccdo de danos citogenéticos. Esta técnica consiste na imersao de células vidveis em gel
de agarose, lise da membrana celular por detergentes e sais alcalinos, e posterior eletroforese. Sob
condicdes alcalinas de eletroforese, as células com danos no DNA apresentam maior taxa de migragdo
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em dire¢do ao anodo, devido a quebras de fita simples ou dupla e sitios l4beis alcalinos simulando a
aparéncia de um cometa (cabeca e cauda) (PAVAO et al., 2007). Nesta pesquisa, ainda foi proposta
uma nova forma de coloracdo do DNA contido nas ldminas, substituindo-se o brometo de etidio,
geralmente empregado e padronizado na técnica, sendo moderadamente téxico e altamente
mutagénico, por iodeto de propidio.

MATERIAL E METODOS

Preparo da farinha de feijao branco

O feijdo branco foi cultivado em Campo Belo, MG, e adquirido em supermercado local. Os
graos com casca foram lavados com 4gua destilada, secos em estufa com circulagdo de ar a 30°C até
peso constante. Para obten¢@o da farinha, os graos foram triturados em moinho manual e em seguida
em um moinho de facas (TE 631 Tecnal) para obten¢do de uma granulometria menor.

Preparo das amostras

O sangue periférico foi coletado de 5 voluntdrios com idade entre 21 e 40 anos. Foram
excluidos da amostra individuos tabagistas ou ocupacionalmente expostos a contaminantes ambientais
(agrotoxicos, tintas, etc) e aqueles que utilizam medicamentos de uso continuo. O sangue foi coletado
a vacuo e protegido da luz imediatamente apds a coleta. Trés concentragdes (3,92, 9,52 e 18,18
pg/mL) de farinha de feijdo branco foram testadas quanto ao seus potenciais genotéxicos. Como
controle negativo foi utilizado sangue ndo tratado. Como controle positivo utilizou-se a doxorrubicina
a 180,0 ug/mL, um farmaco antitumoral da familia das antraciclinas muito utilizado em estudos de
genotoxicidade em fun¢do de sua capacidade de causar danos ao DNA (BARCELOS et al., 2009). As
solugdes para incubagdo, por 4 horas em estufa a 37°C, foram preparadas adicionando as amostras do
extrato a 500 pL de sangue. Logo em seguida foi realizado o ensaio do Cometa. Todo processo foi
realizado em camara de fluxo laminar e ao abrigo da luz.

Teste do Cometa

O teste do cometa foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Tice et al. (2000),
com modificacdes. As laminas foram previamente cobertas por solu¢do de agarose de ponto de fusdo
normal (NMP) a 1%. Esta camada é utilizada para promover a ades@o da agarose de baixo ponto de
fusdao (LMP) contendo as células. Para tanto, uma aliquota (SuL) de cada solug¢do pré-incubada foi
misturada a 100 pL. de agarose LMP e gotejada sobre a 1dmina, coberta com a laminula (24x60mm) e
mantida em baixa temperatura (+ 4°C) por 5Smin, até solidificagdo do gel. A seguir, a laminula foi
retirada e as laminas mergulhadas em solucdo de lise (2,5M NaCl, 100mM EDTA , 10mM Tris, 1%
Triton X-100, 10% DMSO, pH 10), protegidas da luz e deixadas por 24 h a 4 °C. Apés esse periodo,
as laminas foram transferidas para uma cuba contendo solucio de eletroforese (ImM EDTA, 300mM
NaOH; pH13) e deixadas em geladeira por 20 minutos. A seguir, foram colocadas na posi¢do
horizontal na cuba de eletroforese. A cuba foi preenchida com a solucdo de eletroforese recém-
preparada, a um nivel superior (0,25cm, em média) as laminas. Estas ficaram em repouso por 20min
para permitir o desenrolamento do DNA, o afrouxamento de suas ligacdes e a exposicao dos sitios
lcali-labeis. A eletroforese foi conduzida a 4°C com 25V e 300mA por 30min. Apds a eletroforese,
as laminas foram retiradas da cuba e mergulhadas na solu¢do tampao de neutralizagdo (0,4M tris; pH
7,5) por 15min. Apds secarem, foram fixadas com etanol 100% por 3 minutos. Posteriormente, foram
coradas com 50uL de solucdo de iodeto de propidio 2,5 pug/mL e cobertas com laminula e visualisadas
no microscépio de fluorescéncia Nikon Eclipse E400. Foram analisadas 100 células por ldmina, 4
laminas por individuo totalizando 2000 células por tratamento em aumento de 400 X.

Analise estatistica

Os resultados foram avaliados estatisticamente mediante a Anélise de Variancia (ANAVA) e
as médias comparadas entre si através do teste de Scot Knott ao nivel de 5% de significancia com
auxilio do software SISVAR (FERREIRA, 2000).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o ensaio do Cometa realizado conforme descrito na metodologia foram obtidos
resultados animadores, ou seja, a quantidade de quebras de DNA induzidas pela farinha de feijao
branco nas doses de 3,92; 9,52 e 18,18 ug mL"! foram estatisticamente iguais ao controle negativo
(tabela 1). A farinha de feijao branco, mesmo na concentragdo mais alta foi incapaz de ocasionar
danos significativos em nivel de DNA. Isso nos leva a crer que a farinha de feijdo branco encontra-se
no perfil de substincias que ndo causam efeitos genotéxicos e consequentemente mutagé€nicos ao
DNA.

Tabela 1 Média do nimero de células por classe de cometa apds tratamento com diferentes
concentracdes de solucdo aquosa de farinha de feijao branco (FFB).

FFB FFB FFB
% Dano Controle (-) | Controle (+)* | 3:92ng/ml) | (9.52pg/mL) (18.18 pg/mL)
Classe 0

(dano< 5%)** 66,08 a* 0,25 a' 76,13 2> | 46,29 a® 49,52 a*
Classe 1

(dano 5-20%)** | 31,20 b* 3,83 b 2342b> | 48,03 b 36,37 b
Classe 2

(dano 20-40%)** | 2,72 ¢' 38,23 ¢ 0,45 ¢! 5,68 ¢! 10,43 ¢!
Classe 3

(dano 40-85%)** | 0,00 d' 42,82 d* 0,00 d' 0,00 d' 3,68 d'
Classe 4

(dano> 85%)** | 0,00 ¢ 14,87 ¢* 0,00 ¢' 0,00 ¢' 0,00 ¢'

Os resultados acima representam as médias dos valores obtidos em 3 ou 4 laminas.

100 nucledides foram analisados em cada ldmina, sendo 3-4 1Aminas/tratamento/voluntario

Foram utilizados 5 voluntdrios (1 voluntdrio/experimento).

* Controle positivo = doxorrubicina (DXR) 18,0 ug/mL.

*#* Os valores com as mesmas letras sobrescritas ndo diferem entre si, em nivel de 5% de significancia, pelo teste de Scot Knott

Os danos causados ao DNA sdo passiveis de reparo, e o ensaio do Cometa € um “retrato” da
célula em um dado momento antes da atuagdo dos mecanismos de reparo celular (FERRARO, 2009).
Ensaios analisando o uso cronico da farinha de feijao branco sdo uma perspectiva interessante para se
avaliar a possivel ocorréncia de dano cumulativo, j4 que € plausivel sugerir que eventuais danos
podem ndo ser reparados e trazer algum prejuizo as células e ao individuo.

A substituicdo do brometo de etidio, geralmente utilizado como corante nesta técnica pelo
iodeto de propidio foi satisfatéria. A vantagem desta mudanca encontra-se no fato de que o brometo de
etidio é mutagénico e, pela caracteristica de iniciador tumoral, sob exposi¢do crdnica, pode ser
cancerigeno. A manipulacdo do brometo de etidio exige local especifico isolado, deixando residuos
que podem contaminar o ambiente e as vidrarias utilizadas.

CONCLUSAO

As doses de FFB testadas ndo foram genotdxicas considerando as 4 horas em que as células
foram submetidas a presenga dos tratamentos, todavia é prematura a recomendag@o quanto a eventuais
riscos ou beneficios para a saiide humana, pois estudos adicionais de toxicidade, eficicia e seguranca
sd0 necessdrios. A substitui¢cdo do brometo de etidio pelo iodeto de propidio na colorag@o das l1dminas
mostrou-se factivel e de boa reprodutibilidade na anélise visual.
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