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RESUMO

Os indices de obesidade e diabetes sdo preocupantes. No Brasil, estima-
se que 40% da populacdo adulta possuam excesso de peso. Dai a necessidade de
adjuvantes que possam auxiliar na perda de peso e na diminui¢do da glicemia. O
inibidor de a-amilase apresenta-se como uma alternativa promissora por
interferir na digestdo e consequentemente na absor¢cdo de carboidratos
provenientes da dieta. Tal inibigdo resulta em diminui¢do da disponibilidade
caldrica e da glicemia poés prandial. O feijao branco ¢ a principal fonte de
inibidores protéicos de o-amilase (a-Al). Desta forma, objetivou-se neste
trabalho padronizar a extracdo e avaliar os métodos de precipitacdo a-Al do
feijdo branco, além de testar vias alternativas de purificagdo. Adicionalmente,
foram realizados ensaios para verificar a agdo inibitdria e estabilidade do extrato
de farinha de feijao branco (FFB) sobre enzimas digestivas na presenga de fluido
gastrico simulado e a possivel toxicidade pelo teste do Cometa. In vivo, foi
realizado um ensaio bioldgico utilizando ratos Wistar diabéticos como modelo
experimental para avaliagdo da eficacia e da seguranca decorrentes da
administragdo de FFB por 21 dias. Os resultados obtidos indicaram a 4gua como
extrator, na propor¢do de 1:5, seguida de 3 re-extracdes sob agitagdo por 15
minutos e tratamento a 70°C por 5 minutos, como op¢ao mais rapida e eficaz.
Dentre as precipitagdes do inibidor os melhores resultados foram verificados
com adi¢do de sulfato de amodnio e por alteragdio de pH. A utilizacdo da
precipitacdo do a-Al de FFB por pH configura-se como o melhor procedimento
de pré purificagdo, possibilitando uma grande economia de reagentes e de tempo
de analise. Na tentativa de purificagdo do a-Al por vias alternativas, nenhuma
eliminou a inibicdo da tripsina. Verificando-se a estabilidade da molécula no
processo de digestdo, apds a simulagdo do fluido géstrico, as enzimas a- amilase
e o-glicosidase foram inibidas pela FFB. Adicionalmente, ndo foi verificada
acdo hemolitica nos ensaios preliminares de toxicidade. Utilizando o teste do
Cometa foi possivel observar que as doses de FFB testadas ndo foram
genotodxicas considerando as 4 horas em que as células foram submetidas a
presenga dos tratamentos. Os resultados obtidos no ensaio realizado com os ratos
mostraram uma tendéncia a diminui¢do da glicemia a partir de 20 dias de
tratamento. No entanto, os niveis séricos de amilase mostraram-se diminuidos, o
que pode estar relacionado a ocorréncia de danos acinares ndo confirmados pela
histologia em microscopia optica.

Palavras-chave: Feijdo branco. Inibidor de o- amilase. Atividade anti-
diabetogénica. Avaliagdo toxicologica.

*Qrientador: Prof. Custddio Donizete dos Santos — UFLA.
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ABSTRACT

The rates of obesity and diabetes are worrying. In Brazil, it is estimated
that 40% of adults have excess weight. Hence the need for adjuvants that can
assist in weight loss and reduction in blood glucose. The a-amylase inhibitor is
presented as a promising alternative because it interferes with digestion and thus
absorption of carbohydrates from the diet. Such inhibition results in decreased
availability of calories and postprandial blood glucose.The white bean is the
main source of a-amylase inhibitors protein (a-Al). Thus, this study aimed to
standardize the extraction and precipitation methods to evaluate the a-Al from
white beans, and to test alternative ways of purification. Additionally, tests were
conducted to verify the stability and inhibitory activity of the extract of white
bean flour (WBF) on digestive enzymes in the presence of simulated gastric
fluid and the possible toxicity of the Comet test. In vivo, an assay was performed
using Wistar diabetic rats as an experimental model to evaluate the efficacy and
safety from the administration of WBF for 21 days. The results showed that the
water as extractor, the rate 1:5, followed by three re-extractions under stirring
for 15 minutes and treatment at 70 ° C for 5 minutes, as faster and more
effective option. Among the precipitation the best results were obtained with
addition of ammonium sulfate and pH change. The use of the precipitation of a-
Al of WBF for pH appears as the best pre-purification procedure, allowing a
great economy of reagents and analysis time. In an attempt to purify the a-Al by
alternative pathways, none eliminated the inhibition of trypsin. Verifying the
stability of the molecule in the process of digestion, after simulation of gastric
fluid, the enzymes a-amylase and a-glucosidase was inhibited by the WBF.
Additionally, there was no hemolytic toxicity in preliminary tests. In preliminary
tests of cytotoxicity for Comet, doses for WBF tested were not genotoxic
considering the 4 hours when cells were subjected to the presence of treatments.
The results obtained with the assay with rats showed that despite the trend to
decrease blood glucose before 20 days of treatment, no significative decrease
during the period evaluated in the treated group. However, serum levels of
amylase were shown decreased. This may be related to the occurrence of cell
damage in the pancreas, unconfirmed by histological analysis with optical
microscopy.

Keywords: White beans. o-amylase inhibitor. Anti-diabetogenic activity.

Toxicological assessment.
*Adviser: Prof. Custddio Donizete dos Santos — UFLA



1 INTRODUCAO

A prevaléncia da obesidade tem aumentado progressivamente e seu
tratamento € imprescindivel, pois ela esta associada ao aparecimento de diversas
doengas cronicas, principalmente o diabetes mellitus tipo 2.

Apesar de ser uma das enfermidades metabdlicas mais antigas da
humanidade, as opc¢des farmacoldgicas para tratamento da obesidade sdo
limitadas e apresentam diversos efeitos colaterais. O uso de medicamentos deve
sempre visar o auxilio no processo de mudanga de estilo de vida e facilitar a
adaptagdo as mudancas dietéticas. Assim, a farmacoterapia deve servir como
auxiliar no controle dietético e ndo como estrutura fundamental do tratamento da
obesidade.

A existéncia de mitos e fantasias a respeito de medicamentos ¢ muito
comum. Para muitos individuos, tratamentos farmacoldgicos, em especial com
produtos ditos “naturais”, constituem a melhor solucdo para seus males, na
crenca de que estes possuem os efeitos desejados sem a presenca de efeitos
colaterais. Vale a pena salientar que o uso pode ndo ser eficaz, nem destituido de
riscos.

Desta forma, os fitoterapicos sdo amplamente utilizados para a reducdo
de peso e da hiperglicemia, porém, por ndo se tratar de substancias purificadas,
os efeitos do uso dessas formulagdes sdo desconhecidos. Grande parte dos
medicamentos ditos “naturais” ndo possui estudos que justifiquem seu uso.
Pesquisas cuidadosas sdo necessarias para a verificacdo da eficacia e da
seguranca. Possiveis maleficios sdo decorrentes, principalmente, da presenca de
fatores antinutricionais, como inibidores enzimaticos, hemaglutininas, fitatos, e
saponinas, entre outros.

O feijdo (Phaseolus wvulgaris L.) ¢ um dos mais importantes

componentes da dieta alimentar do brasileiro e matéria prima para obtengdo da



faseolamina (inibidor de o amilase). Os inibidores da enzima o-amilase,
extraidos do feijao, com efeitos na inibi¢do da digestdo e absor¢do do amido
como complementadores de dietas para perda de peso e efeito hipoglicemiante
em pacientes portadores de diabetes mellitus ndo-insulino dependentes (DM 2),

¢ de grande valia, dada a necessidade de alternativas terapéuticas.

1.1 Objetivo geral

Padronizar a extracdo e sugerir processos de desnaturagdo dirigida e/ou
métodos para purificagdo em grande escala do inibidor de o amilase extraido do
feijdo branco como alternativas aos processos preconizados com o objetivo de
obter maior rendimento € menor custo operacional e avaliar os efeitos da

administragdo da farinha de feijdo branco em ratos wistar diabéticos.

1.2 Objetivos especificos

1 — Padronizar a extracao e isolar o inibidor de a-amilase de farinha de feijao
branco.

2 — Avaliar a estabilidade de inibidores de enzimas digestivas presentes na
farinha de feijao branco frente ao fluido gastrico simulado.

3 — Avaliar a toxicidade in vitro por meio de triagem por hemolise radial e teste
do Cometa e in vivo por dosagens bioquimicas sangiiineas e de analises
histopatoldgicas utilizando ratos wistar diabéticos como modelo experimental.

4 — Avaliar o uso da farinha de feijdo branco levando-se em consideracdo a
presencga dos fatores antinutricionais com relagdo a dose e os riscos/beneficios

da ingestdo destas substancias.



2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 Prevaléncia e impacto econémico e social da diabesidade.

Um balango energético positivo resultante da disparidade entre a
disponibilidade e o consumo de energia pelo organismo leva ao ganho de peso, €
eventualmente, a obesidade. Atualmente, a tendéncia global no ganho de peso
representa uma grande ameacga a saude mundial. Adiposidade (sobrepeso e
obesidade) constitui um fator de risco para uma variedade de doencas cronicas e
distarbios como dislipidemia, hipertensdo arterial, diabetes tipo II, doengas
cardiovasculares, osteoartrite e alguns tipos de cancer (Tucci et al., 2010).

A obesidade propicia o aumento de casos novos de diabetes e o risco de
mortalidade por problemas cardiovasculares. O agravante ¢ que em individuos
obesos, a presenga de diabetes adiciona um risco maior & doenca coronariana
(Tucci et al., 2010).

O diabetes mellitus (DM) ¢ uma condi¢do na qual o organismo perdeu,
parcialmente, o poder de metabolizar os agucares fornecidos pelos alimentos
ingeridos. Como resultado, ocorre a hiperglicemia (Negri, 2005).

A maior incidéncia de diabetes é a do tipo 2, na qual o organismo nao
produz insulina em quantidades suficientes para controlar a glicemia, ou as
células do corpo ndo sdo capazes de responder normalmente ao hormonio. O
diabetes tipo 2 acomete, em geral, adultos com mais de 40 anos, mas esta se
tornando cada vez mais comum entre pessoas mais jovens. Como aconteceu com
a obesidade, a incidéncia do diabetes atinge propor¢des epidémicas. E os dois
males guardam uma funesta relagdo, tanto que especialistas criaram o
neologismo "diabesidade": O excesso de peso e a obesidade sdo os principais

fatores de risco modificaveis do diabetes tipo 2 (Natércia, 2010).



Uma associag@o positiva entre obesidade e risco de desenvolvimento de
DM tipo II tem sido recorrentemente observada em estudos transversais e
prospectivos. O risco de desenvolver DM cresce continuamente com o aumento
do indice de massa corporal (IMC) e da idade. Na presenga de um IMC acima de
22, o risco de diabetes aumenta 25% para cada elevagdo de 1,0 kg/m’. Além
disso, o risco para o desenvolvimento de complicacdes cronicas estd diretamente
associado a elevacdo no IMC. Dos individuos acometidos pelo diabetes, 80 a
90% tém excesso de peso (Oliveira et al., 2010).

Em 2005, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) informou que 1,6
bilhdes de adultos foram classificados com sobrepeso, enquanto que pelo menos
400 milhdes foram considerados obesos. A OMS prevé que para os proximos
dez anos, um aumento de 100% das taxas globais de sobrepeso e obesidade, e
em 2015, haveria cerca de 2,3 bilhdo de adultos com sobrepeso ¢ 700 milhdes
com obesidade (Tucci et al., 2010). Ja para o diabetes, segundo projecao da
Federacdo Internacional de Diabetes, sediada em Bruxelas (Bélgica), em 2025 o
numero de portadores dessa doenca devera atingir a marca de 350 milhdes
(Natércia, 2010).

Estratégias para perda de peso e controle da glicemia normalmente
envolvem uma combinagdo de mudangas dietéticas limitando a ingestdo
caldrica, aumento da atividade fisica, terapia comportamental, farmacoterapia, e,
em casos extremos, cirurgia. Embora a popularidade da dieta natural e a
disponibilidade de suplementos destinados a perda de peso tenham aumentado
drasticamente nos ultimos anos, a sua terapéutica e eficacia ainda s3o incertas
em muitos casos (Celleno et al., 2007).

Muitas espécies de plantas tém sido usadas etnofarmacologicamente ou
experimentalmente para auxiliar o tratamento do diabetes. Algumas substancias

podem ter potencial terapéutico, enquanto outras podem produzir hipoglicemia



como efeito colateral devido a sua toxicidade, especialmente hepatotoxicidade
(Negri, 2005).

Pesquisas de drogas que atuem fornecendo uma alternativa viavel para
controle do peso e diminui¢ao da glicemia com abordagens farmacolégicas que
auxiliem o tratamento da obesidade e do diabetes tém sido bem-sucedidas,
especialmente quando trata-se de moléculas que afetem a absorcdo ou a
disponibilidade dos nutrientes. Neste contexto, destaca-se o inibidor da a-

amilase, por interferir na digestdo de carboidratos provenientes da dieta.

2.2 Carboidratos

Carboidratos sdo as moléculas organicas mais abundantes na natureza.
Certos carboidratos, como o agiicar comum (sacarose) ¢ o amido, sdo a base da
dieta na maior parte do mundo e sua oxidagdo é a principal via metabolica
fornecedora de energia para as células. Estruturalmente, podem ser classificados
em monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos. O amido ¢ a fonte mais
importante de carboidratos na alimentagdo humana, representando 80-90% de
todos os polissacarideos da dieta, e o principal responsavel pelas propriedades
tecnoldgicas que caracterizam grande parte dos produtos processados (Nelson et

al., 2007).

2.2.1 Amido

Estruturalmente, o amido ¢ um homopolissacarideo composto por
cadeias de amilose e amilopectina. A amilose ¢ formada por unidades de glicose
unidas por ligagdes glicosidicas a-1,4. Ja a amilopectina é formada por unidades
de glicose unidas em a-1,4 e a-1,6, formando uma estrutura ramificada. As

proporgdes em que essas estruturas aparecem diferem em relagdo as fontes



boténicas, variedades de uma mesma espécie e, mesmo numa mesma variedade,

de acordo com o grau de maturac@o da planta (Eliasson, 2004).

Formas moleculares
Amilose

A amilose € um polimero essencialmente linear, formado por unidades
de a-D-glicopiranose ligadas em a-1,4, com poucas ligagdes a-1,6, entre 0,1% e
2,2%. (Figura 1A). Essa molécula possui nimero médio de grau de
polimerizagdo de 500-5000 unidades de residuos de glicose (Eliasson, 2004). O
peso molecular € da ordem de 250.000 Daltons (1500 unidades de glicose), mas
varia muito entre as espécies de plantas e dentro da mesma espécie, dependendo
do grau de maturagdo. Moléculas de amilose de cereais sdo geralmente menores
do que aquelas de outras origens (ex. tubérculos e leguminosas) (Denardin &

Silva, 2009).
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FIGURA 1A) Estrutura da amilose. B) Estrutura da amilopectina. Adaptado de
Lajolo & Menezes (2006).
Amilopectina

A amilopectina € o componente ramificado do amido. Ela ¢ formada por
cadeias de residuos de a-D-glicopiranose unidos em a-1,4, sendo fortemente
ramificada (uma ramificagdo a cada 17 a 25 unidades), com 4% a 6% das
ligagdes a-1,6 (Figura 1B) (Lajolo & Menezes, 2006).

A amilopectina apresenta um grau de polimerizacdo de 4700 a 12800
unidades de residuos de glicose. As cadeias individuais podem variar entre 10 e
100 unidades de glicose. A amilopectina ¢ digestivamente degradada pela agdo
da a-amilase nas unides a-1-4, produzindo dextrinas a-limite (cadeias residuais
que contém os pontos de ramificagdo) e, posteriormente, por acdo das enzimas

pululanase e isoamilase que atuam nas liga¢des a-1-6, produzindo maltose



(Denardin & Silva, 2009). As cadeias de amilopectina estdo organizadas de
maneiras diferentes, sugerindo uma classificagdo de cadeias A, B e C (Figura 2).
O tipo A é composto por uma cadeia ndo-redutora de glicoses unidas por
ligacdes a-1,4 sem ramificagdes, sendo unida a uma cadeia tipo B por meio de
ligacdes a-1,6. As cadeias do tipo B sdo compostas por glicoses ligadas em a-1,4
e a-1,6, contendo uma ou vérias cadeias tipo A e podem conter cadeias tipo B
unidas por meio de um grupo hidroxila primario. A cadeia C ¢ Gnica em uma
molécula de amilopectina, sendo composta por ligacdes a-1,4 e a-1,6, com
grupamento terminal redutor (Lajolo & Menezes, 2006).
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FIGURA 2 Classificacdo das cadeias da amilopectina em tipo A, B ¢ C.
Denardin & Silva, 2009.



2.2.2 Digestio e absorcio

Nos seres humanos, entre 40% e 80% da ingestdo caldrica total ¢é
representada por carboidratos em suas diversas formas, sendo a fonte de energia
mais importante. Segundo a estrutura quimica, os carboidratos podem ser
classificados nas formas de absor¢do como absorviveis, digeriveis, fermentaveis
e ndo fermentaveis. Carboidratos absorviveis (monossacarideos, compreendendo
uma unica unidade, como a glicose, galactose, frutose, xilose e ribose), por
defini¢do, ndo precisam ser digeridos para serem transportados para o sangue.
No entanto, uma vez que um carboidrato compreenda duas ou mais unidades,
necessita ser digerido enzimaticamente para que seja absorvido (Englyst &
Englyst, 2005).

Na dieta humana, os principais carboidratos digeriveis sdo dissacarideos,
tais como sacarose (agucar comum) ¢ lactose (agucar do leite), e polissacarideos
maiores, como os amidos, que constituem a principal fonte de carboidratos na
maioria das dietas ocidentais. Em contraste, carboidratos fermentaveis ndo
podem ser digeridos e as enzimas ndo podem quebrar facilmente as ligagoes
glicosidicas. No entanto, no coélon, esses carboidratos s3o facilmente
metabolizados pelas bactérias através do processo de fermentacdo. Da mesma
forma, se os carboidratos de facil digestdo, como a sacarose e lactose forem mal
digeridos ou mal absorvidos, eles também serdo fermentados no intestino grosso.
Os produtos finais principais da fermentacdo de carboidratos sdo acidos graxos
de cadeia curta (acetato, propionato e¢ butirato) e gases (dioxido de carbono,
hidrogénio ¢ metano) (Cummings et al., 2001). Eles podem ser absorvidos no
intestino grosso (fornecendo energia), usados como substratos pelas bactérias,
liberados como flatos, ou excretados na forma de biomassa nas fezes. Alguns
carboidratos (tais como os componentes da parede da célula vegetal) ndo sdo

digeridos/absorvidos nem fermentados. FEles passam através do trato
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gastrointestinal (GI) na maior parte inalterados e sao eliminados nas fezes (Tucci
etal., 2010).

O processo fisiologico de digestdo dos carboidratos ocorre pela agdo de
enzimas distribuidas ao longo do trato gastrointestinal. Amilases salivar e
pancreatica, bem como as glicosidases das microvilosidades do enterocito
duodenal atuam sequencialmente sobre os carboidratos, reduzindo-os a
monossacarideos, que sdo absorvidos (Thomazi et al., 2008).

A digestdo dos carboidratos comega na boca pela acdo da a-amilase
salivar, que hidrolisa as ligagdes a-1,4 do amido, os produtos desse processo sdo
maltose, maltriose e dextrina de pequeno porte. O processo de digestdo do amido
continua no intestino delgado pela acdo da a-amilase secretada pelo pancreas
(Tucci et al., 2010). O intestino delgado ¢ o principal local de absor¢do de
monossacarideos. Dois mecanismos sdo responsaveis pelo processo: transporte
ativo e difusdo facilitada (Thomazi et al., 2008). O processo de digestdo é
completado pelas enzimas componentes da membrana liberadas nas
microvilosidades duodenais (maltase, sacarase, a-dextrinase e lactase, também
conhecidas como dissacaridases ou glicosidases) que produzem a glicose, outros
monossacarideos absorviveis, frutose, e galactose. Uma pequena propor¢ao dos
monossacarideos pode ser absorvida de forma passiva, no entanto, uma proteina
transportadora ¢ requerida (Tucci et al., 2010). Monossacarideos absorvidos sdo
distribuidos para a circulagdo e enviados ao figado, 6rgdo que regula a glicemia
tanto no periodo pds-prandial quanto em periodos de jejum (Thomazi et al.,

2008).
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2.3 Mecanismos de hidroélise da ligacio glicosidica

A clivagem da ligagdo glicosidica envolvendo enzimas glicoliticas pode
ocorrer por dois mecanismos principais SN2, relacionados a substituicdo
nucleofilica direta por molécula de agua no carbono anomérico C-1 de glucose,
com inversao de estereoquimica (I), menos comum, normalmente observada em
glucoamilase, ou pelo mecanismo bimolecular de substitui¢do com formagao de
intermediario covalente, que resulta em retencdo de configuragdo (II), conforme
demonstrado na Figura 3. Somente enzimas que atuam com retencdo de
configuracdo apresentam atividade de transglicosilacdo, como diversas a-
glucosidases (Krasikov et al., 2001). No mecanismo I, um grupo carboxilico age
como 4cido e outro como base, diferentemente do mecanismo II, no qual um

grupo de &cido carboxilico age como acido e base e o outro, como nucleoéfilo.

e W
o 1 o L
1 -
< o

o~
- H— o
P (o N |-|0"ﬂ—'*-f}a'__—D
GOV L A
HO
HO r-H—DH GH
o -0 HUT__.;LJ
RS lum

T oW -~ <P
,
11

H— o H O 0 HO
I \—) o "_'O\ £ e
HOY LN Hg LY ¥ HO L
o o 7 o4 HO }o ~ Fo k)
H - H
=0 o o 0., .0
fa Ry ¥ AR o lm

FIGURA 3 Mecanismos I e II propostos para clivagem da ligacdo glicosidica
pela acdo de glicosidases (Melo & Carvalho, 2006).

No entanto, algumas evidéncias tém sugerido a geragdo de ion no estado
de transicdo, pelo mecanismo SN1, com participagdo de aminoacidos do sitio

catalitico contendo grupos carboxilicos, com clivagem da ligagdo entre o

=}
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carbono anomérico ¢ o oxigénio glicosidico, gerando espécies positivamente
carregadas, como carbocation (A) e ion oxocarbénio (B) (Figura 4). O estado de
transicdo necessario para hidrélise da ligagdo glicosidica é caracterizado pela
orientagdo pseudo-axial da ligacdo C-O a ser quebrada e conformagao distorcida

“skew” (Melo & Carvalho, 2006).
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FIGURA 4 Formacdo de carbocation (A) e ion oxocarbénio (B) durante a
clivagem da ligagdo glicosidica pela acdo de glicosidases (Melo & Carvalho,
2006).

2.4 Alfa amilase

No processo de degradacdo do amido, as enzimas envolvidas podem ser
classificadas de acordo com o modo de agdo em endoamilases, exoamilases e
enzimas de desramificacdo. As endoamilases sdo representadas pelas a-amilases,
que hidrolisam o amido nas ligacdes internas. As exoamilases englobam as
glicoamilases fingicas e as B-amilases bacterianas e de cereais. Estas liberam
unidades de glicose e maltose a partir das extremidades do polimero. Ja as
enzimas de desramificagdo atuam sobre as ligagdes glicosidicas a-1,6 que nao
podem ser clivadas por a- e B-amilases (Silva, 2008).

A a-amilase é encontrada em plantas, animais, ¢ microorganismos e
catalisa a hidrélise dos carboidratos complexos em aglicares simples, como

maltose, maltotriose e glicose. Oficialmente, ¢ denominada o-1,4-glucano-4-
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glucanohidrolase classificada pela sigla EC 3.2.1.1. atuante sobre ligacdes
glicosidicas o-1,4. A hidrolise pela o-amilase ocorre em diversos passos,
comecando com a ligacdo do substrato a enzima, seguida da separagdo do
polimero, e um processo hidrolitico para liberacdo de diversas moléculas
menores (Antunes, 2008).

Estudos de difracdo de raios-X da amilase pancreatica suina forneceram
uma prospeccao do mecanismo enzimatico da amilase (Whitcomb et al., 2007).
A degradacdo do amido pelas a-amilases in vifro tem dois mecanismos
propostos: o ataque multiplo e o ataque em multicadeia. No primeiro, a enzima
pode se ligar a uma determinada regido do substrato e liberar apenas uma
molécula, enquanto que a outra por¢do mais longa do polimero ¢ retida para
posterior hidrolise. Ja no ataque em multicadeia, a acdo da enzima ocorre com
apenas uma reagdo hidrolitica, que resulta em duas moléculas de tamanho
semelhante (Muralikrishma & Nirmala, 2005).

Cerca de 5-6% do total de proteinas nas secre¢des pancredticas sdo o-
amilase, uma glicoproteina de 512 aminoacidos com um peso molecular de 57,6
kDa, com uma tunica cadeia polipeptidica. Ao contrario de outros zimogénios
pancreaticos, a o-amilase ndo tem uma pro-forma inativa (Whitcomb et al.,
2007). Em mamiferos e insetos, a o-amilase ¢ estruturada em trés dominios
protéicos: o dominio A, que proporciona estrutura para as duas porgoes
flexiveis, o dominio B, com forma¢do mista de folhas B e a-hélices, e uma
unidade globular que constitui o dominio C, localizado no lado oposto a insergdo

do dominio B em A (Figura 5) (Kandra et al., 2005).
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Dominio A

Daminio B

Dominie C

FIGURA 5 Estrutura terciaria da a-amilase pancreatica. Dominio A em
vermelho, dominio B em amarelo ¢ dominio C em azul. O ion célcio (esfera
azul) e o ion cloreto (esfera amarela) estdao ligados aos dominios A e B. A figura
exemplifica um derivado da acarbose (em verde) ligado ao sitio ativo. Payan,
2004.

A ligagdo do substrato a enzima ocorre nos subsitios formados na
interface dos dominios A e B, sendo que o numero e a natureza quimica dos
subsitios variam de acordo com a origem da o-amilase. A integridade estrutural
da enzima ¢ calcio dependente, e necessita de ions cloreto para exercer atividade
catalitica. Os sitios de ligagdo desses ions, que sdo funcionalmente importantes
para a atividade enzimatica, envolvem também os dominios A e B (Payan,
2004). O sitio de ligagdo do substrato contém 5 subsitios, com o sitio catalitico
posicionado no subsitio 3. O substrato pode ligar-se pelo residuo de glicose nos
subsitios 1 ou 2, permitindo a clivagem entre o primeiro e o segundo ou segundo
e terceiro residuos de glicose. Por conseguinte, amilase preferencialmente cliva
o interior da molécula, especificamente as ligacdes o-(1,4). Os produtos

resultantes da digestdo pela a-amilase sdo uma mistura de maltose, maltotriose e
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unidades ramificadas de glicose que contém 6-8 unidades de glicose com
ligagdes tanto a-(1,4) e a-(1,6). Posteriormente, enzimas intestinais da borda em
escova: maltase e isomaltase completardo a digestdo do amido (Whitcomb et al.,
2007).

A inibicdo da a-amilase humana pode dificultar a digestdo dos
carboidratos complexos, reduzindo assim a absor¢do e consequente diminui¢ao
da disponibilidade de promovendo ou apoiando a perda de peso e a diminuigao

da glicemia pés-prandial (Chokshi, 2007).

2.5 Inibicio da a-amilase

Inibidores de o-amilase foram identificados em muitas espécies de
plantas. Em 1943, Kneen e Sandstedt descreveram a inibicdo da atividade
enzimatica por substancias derivadas de trigo, centeio, sorgo. Bowman
encontrou atividade semelhante em extratos aquosos de feijdo branco. Desde
entdo, os inibidores de a-amilase foram isolados de varias outras espécies
vegetais, incluindo muitas variedades de feijado comum, Phaseolus vulgaris
(branco, vermelho e preto) (Chokshi, 2007).

Diversos tipos de compostos organicos sdo conhecidos por sua atividade
inibitdria sobre a a-amilase. Geralmente inibidores ndo protéicos sdo moléculas
de baixo peso molecular (compostos fenodlicos e acgucares). Os inibidores
protéicos podem ser classificados de acordo com a estrutura. HA um grupo
encontrado em fungos do género Streptomyces e outros 6 grupos oriundos de
vegetais superiores (Silva, 2008).

Segundo Richardson (2001), os inibidores de a-amilase protéicos podem
ser classificados de acordo com sua estrutura terciaria em 6 tipos: proteina-CM,

kunitz, taumatina, knotina, tionina e lectina.
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As proteinas-CM s@o também conhecidas como inibidores de origem
cereal, com até 160 residuos de aminoacidos. Geralmente tem atividade ndo
somente sobre a-amilases como também sobre tripsinas, ao contrario de outros
inibidores que apresentam especificidade apenas para amilases (Svensson et al.,
2004).

Proteinas tipo kunitz sdo inibidores com massa molecular de 20 kDa e
foram estudados por inibir especificamente a-amilases de insetos e também a
subtilisina (uma serino protease).

Os inibidores protéicos tipo taumatina, knotina e tionina inibem as a-
amilases de insetos, mas ndo as de mamiferos. O milho contém o inibidor
zeamatina, do tipo taumatina. O tipo knotina é representado pelo inibidor isolado
do amaranto (Amaranthus hypochondriacus L.), também conhecido como pau-
roxo. Com 32 residuos de aminoacidos, ¢ o menor inibidor ja descrito. Ja o
tionina ¢ representado pelos inibidores do sorgo (Sorghum bicolor L.) (Svensson
et al., 2004).

Os inibidores do tipo lectina (a-Al) sdo tipicamente representados pelos
inibidores encontrados no feijdo comum (Phaseolus vulgaris), e sdo descritas 3
isoformas. A isoforma mais caracterizada, conhecida como a-All, foi
identificada como um inibidor da o-amilase homodlogo a fitohemaglutinina
(PHA). A segunda variante da a-Al, chamado a-Al2, ¢ encontrada em alguns
tipos de feijoes selvagens. Estas duas variantes alélicas tém especificidades
diferentes de inibicao. All inibe a-amilase pancreatica de mamiferos, bem como
a a-amilase do C. maculatus e C. chinensis, mas ndo inibe a a-amilases do Z.
subfasciatus (ZSA). Em contraste, o a-Al2 ndo inibe as trés primeiras amilases
mencionadas, mas inibe a ZSA (Franco et al., 2002).

Para chegar a sua forma ativa, compreendendo duas subunidades
glicopeptidicas ndo covalentemente ligadas, a ¢ B, de 7,8 e 14 kDa,

respectivamente, os a-Als sdo pos-traducionalmente modificados. A protedlise
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que leva a ativagdo de a-All foi estudada por espectrometria de massa.
Resultados sugerem que ocorra uma clivagem simples na porg¢do carboxi
terminal de Asn77, presumivelmente por uma protease de sementes Asn-
especifica. Asn79 ¢ removido, aparentemente, pela acdo de uma
carboxipeptidase. Além disso, 19 residuos C-terminais da cadeia  do a-All sdo
retirados. a-Al2 mostra clivagens semelhantes a a-All, mas com um padrdo de
glicosilagdo um pouco diferente. Ambos os inibidores (a-All e a-Al2), na forma
madura apresentam uma estrutura heterotetramérica de duas cadeias a e duas
cadeias B altamente glicosiladas (Pueyo et al., 1993).

A terceira isoforma, a-AIL (também conhecida como a-Al3), isolada de
Phaseolus vulgaris cv Rico 23 possui uma proteina de cadeia simples. Esta
proteina pode representar um intermediario evolutivo entre fitoemaglutininas
(PHA), arcelinas e inibidores de a-amilase. Curiosamente, inibe especificamente
a-amilases fungicas e, adicionalmente, possui atividade hemaglutinante,
mostrando que essas duas atividades ndo sdo excludentes e que a clivagem
provavelmente ndo é um pré-requisito para inibicdo de a-amilase (Franco et al.,

2002).

2.5.1 Inibidor de a-amilase de feijao branco

Extratos brutos de feijao comum contendo inibidores da a-amilase tipo
lectina foram usados in vivo como bloqueadores da absor¢do de amido no inicio
de 1980, para o controle da glicemia de individuos portadores de diabetes
mellitus e obesidade. Essas primeiras tentativas foram sem sucesso, devido a
presenca indesejavel de PHAs e inibidores de proteases no extrato. Mais tarde,
resultados mais consistentes foram obtidos a partir da administracdo de a-Al
purificado. Esta classe de inibidores tem sido utilizada por suas propriedades

inseticidas para proteger as sementes da predacdo de insetos, e a farinha de
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feijdo branco usada como auxiliar no tratamento da obesidade ¢ do diabetes
(Franco et al., 2002).

No feijoeiro, o a-All acumula-se nas sementes, perfazendo de 9 a 11%
do total de proteinas. Na semente ¢ concentrado no eixo, com teores trés vezes
maiores do que nos cotilédones. Aparentemente, isso ocorre porque nesta regidao
ha uma glicosilagdo mais eficiente. Nao foi detectado a-All em outros 6érgaos da
planta (Obiro et al., 2008).

A sintese do AIl no feijao branco ocorre ao mesmo tempo em que
formam-se as proteinas faseolina e fitohemaglutinina (PHA), sendo acumulado
nos vacuolos de armazenamento de proteinas. O a-All ¢ uma lectina do feijdo
comum, que ¢ sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso, modificada no
complexo de Golgi pela remogdo de um peptideo marcador e apoés uma N-
glicosila¢do, ¢ transportada para os vacuolos de armazenamento de proteina
onde ¢ proteoliticamente processada. Eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de dodecil sulfato de soédio (SDS-PAGE), realizada nas fragdes
microssomais, mostraram que fragdes de 30 a 35 KDa estdo associadas ao
reticulo endoplasmatico, enquanto que uma de 14 a 19 kDa estdo associadas ao
complexo de Golgi e vactiolos de armazenamento (Moreno et al., 1990). O a-
All ¢é detectavel 17 dias apos a polinizagdo nos cotilédones e no eixo da
semente, a partir dai, hd um aumento constante e a concentracdo maxima ocorre
depois de 28 dias de maturidade. Ha necessidade de pesquisas para avaliar a
relagdo entre o teor de o-All e a maturagdo para definicdo da melhor época para
obten¢do de um rendimento maximo com maior economia (Obiro et al., 2008).

O a-All caracteriza-se por uma natureza tetramérica, o que justifica as
observagdes de que cada molécula do inibidor de All inibe duas moléculas de a-
amilase pancreatica, classificando-o como divalente em seu modo de agdo
inibitéria. Desta forma, tem sido relatado em varios estudos uma relagdo

estequiométrica de 2:1 em relagdo a proporgao 1:1 da acarbose e ciclodextrinas,
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configurando-se, in vitro, um inibidor mais potente do que a acarbose, baseando-
se na concentragdo molar. No entanto, com base no peso molecular, devido ao
menor peso da acarbose, a taxa de reacdo com a enzima ¢ muito mais rapida,
pois ndo ha necessidade de alteragdo conformacional durante o processo de

ligacao (Obiro et al., 2008).

2.6 Efeitos fisiologicos do inibidor de a-amilase de feijao branco

Evidéncias experimentais crescentes tém sugerido que extratos ou
derivados de feijdo branco, Phaseolus vulgaris (Fabaceae), podem ter a
capacidade de reduzir a ingestdo de alimentos, o deposito lipidico corporal e a
glicemia (Maccioni, 2010).

Os efeitos da utilizacdo do o-Al também tém sido demonstrados na
reducdo da glicemia pos prandial e da concentracdo plasmatica de insulina.
Além disso, quando administrado em conjunto com as refeigdes, o a-Al tém-se
mostrado eficaz na reducdo da absorgdo gastrointestinal de carboidratos, sem
causar desconforto (Chokshi, 2007).

Recentemente, tem sido realizada uma série de experimentos com o
objetivo de caracterizar os efeitos anorexigenos de um extrato seco padronizado
de P.vulgaris recém-produzido, denominado Beanblockw®™. Sua administra¢io
aguda e cronica € dose dependente na redu¢do da ingestdo de alimentos em ratos
e camundongos. Notadamente, esse extrato mostrou-se eficaz na redugdo da
ingestdo de alimentos e liquidos altamente palataveis, incluindo biscoitos
amanteigados e bebidas achocolatadas e de alimentos regulares ou amido
enriquecido, o que sugere que os derivados de Phaseolus vulgaris podem ter
capacidade de reduzir seletivamente o apetite para a ingestdo destes produtos

(Maccioni, 2010).
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O mecanismo exato do efeito do extrato seco de Phaseolus vulgaris na
ingestdo de bebidas achocolatadas ainda é desconhecido. Sugerem-se dois
mecanismos de acdo na tentativa de elucidar, além deste, os efeitos sobre a
ingestdo alimentar, peso corporal e glicemia. Ambos os mecanismos sao
baseados na presenca de trés lectinas: fitohemaglutininas, arcelinas e inibidores
de a-amilase (trés isoformas isoladas de feijdo). Estas lectinas possuem graus
elevados de sequéncia (40-95%) de aminodcidos com similaridade.
Especificamente, a inibicdo da a-amilase pancreatica: (a) suprime o
metabolismo do amido, resultando em uma diminui¢do da glicemia, e (b) atrasa
0 esvaziamento gastrico, produzindo saciedade ¢ por sua vez, diminuindo a
ingestdo de alimentos, como citado anteriormente. No entanto, o efeito sobre a
absorcdo de carboidratos e no metabolismo, no caso das bebidas achocolatadas
empregadas na investigagdo, com teor insignificante de amido e agucares
complexos, torna improvavel que a inibicdo intraluminal da a-amilase
desempenhe um papel relevante. Mecanismos adicionais podem envolver as
lectinas, que ligam-se as microvilosidades intestinais, estimulando a liberagdo de
colecistocinina (CCK) e peptideos glucagon-like que modulam a regulagdo

central da saciedade, do apetite € do consumo de alimento (Maccioni, 2010).

2.7 Antinutrientes e feijao branco

Além dos o-Al, o feijio contém substincias antinutricionais
potencialmente toxicas relacionadas a efeitos deletérios como a reducdo da
eficiéncia alimentar, alteragdes histopatologicas e até morte em animais de
laboratério. O feijdo comum possui alguns atributos indesejaveis, tais como:
fitatos, fatores flatulentos, compostos fenolicos, inibidores enzimaticos, lectinas
e alergénicos, os quais devem ser eliminados para sua efetiva utilizacdo (Pereira

et al., 2009).
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Em seres humanos, o consumo de feijao cru ou mal cozido tem sido
associado ao severo, mas passageiro, desconforto gastrointestinal. Esses efeitos
tém sido atribuidos em grande parte as fitohemaglutininas (PHA), que estdo
presentes em niveis elevados no feijao cru. O teor de PHA ¢é dependente da
variedade (Fantini et al., 2009). Lectinas sdo glicoproteinas que podem exibir
proporgdes variaveis de subunidades leucdcitos reativas (L-PHA) e eritrdcitos
polipeptideo reativas (E-PHA), que sdo reduzidas durante o cozimento do feijao.
O feijdo branco cru pode conter 20.000-70.000 unidades PHA.g"' comparado a
200-400 unidades de PHA no feijao cozido (Chokshi, 2007).

Além das lectinas, destacam-se também os inibidores de proteases,
como o inibidor de tripsina. Sdo substancias de natureza protéica que interferem
na atividade de sistemas enzimdticos do trato digestivo. As proteases sdo
enzimas que hidrolisam as ligacdes peptidicas como primeiro passo para a
absor¢do das proteinas. Esta inibi¢do se traduz, in vivo, numa redugdo da
digestdo protéica (Pereira et al., 2009). O inibidor de protease mais abundante no
feijao é o de Bowman-Birk (BBI), termoestavel, com peso molecular ao redor de
9000 Da, tem 2 sitios ativos, inibindo simultaneamente a tripsina ¢ a
quimotripsina. A forte inibi¢do de tripsina tem sido associada a hiperplasia e/ ou
hipertrofia pancreatica, pelo aumento excessivo da secre¢do de tripsina pelo
mecanismo de auto-regulagdo por feed back. No entanto, atualmente o interesse
por esta classe de inibidores de proteases € principalmente baseado nas
descobertas de que o BBI pode atuar como agente preventivo do cancer in vitro
e in vivo. Os BBIs também mostraram atividade antiinflamatéria pela inibi¢ao de

proteases envolvidas no processo inflamatério (Amorim et al., 2009).
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2.8 Perspectivas dos estudos do a-Al de feijao branco

Além da perspectiva como auxiliar no tratamento da obesidade e do
diabetes pela diminui¢do da disponibilidade calorica e da glicemia pos prandial,
estudos tem demonstrado que a inibicdo da a-amilase pode atuar reduzindo a
incidéncia de cancer de célon. O aumento da atividade microbiana no trato
gastrointestinal resultante do consumo de a-All pode intensificar o processo de
fermentacdo do amido, com consequente elevagdo dos niveis de butirato.
Sugere-se que o butirato cause uma resposta apoptotica aos danos do DNA
causados por carcinogénese genotdxica no colon distal. Tal resposta promove a
remoc¢do de clones mutantes que evoluiriam & malignidade. Além disso, a
presenca do a-All no trato gastrointestinal ocasiona uma a¢do similar ao amido
resistente, que possui efeito pré-biotico e uma maior concentragdo de amido nao

digerido para ser fermentado, produzindo butirato (Obiro et al., 2008).

2.9 Consideracoes finais

O o-All extraido de feijdo branco apresenta-se como um promissor
auxiliar no tratamento da diabesidade. Ha varios aspectos que ainda requerem
estudos, como a dose ideal ¢ a seguranga decorrente do uso deste inibidor, bem
como efeitos provenientes da alteragdo da digestdo dos carboidratos a longo
prazo. Além disso, faz-se necessario um entendimento aprofundado do
mecanismo de inibi¢do da a-amilase que possa embasar a prospecgdo de
inibidores sintéticos. Adicionalmente o a-All apresenta perspectivas inovadoras

na prevengao de cancer colo retal.
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1 RESUMO

Os inibidores de alfa-amilase tem sido indicados como auxiliares para
produzir perda de peso e controlar o diabetes mellitus tipo 2 pela reducdo da
absor¢cdo do amido. Foi padronizado neste trabalho o processo de extragdo de
inibidor alfa-amilase do feijao branco determinando os parametros referentes a
escolha e proporcdo de extrator, tempo de agitagdo e o tratamento térmico. Os
resultados indicam a metodologia utilizando a 4gua como extrator, na propor¢ao
de 1:5 seguido de 3 re-extracdes consecutivas, sob agitacdo por 15 minutos e
tratamento de 70 © C por 5 minutos como a op¢do mais rapida e eficiente na
extracdo de inibidor.

Palavras-chave: inibidor de a-amilase, extragdo, feijao branco.
2 SUMMARY

Alpha-Amylase inhibitors have been indicated as auxiliary for loss of
weight and in the management of diabetes mellitus type 2 for the reduction of
the absorption of the starch. This work standardized the process of extraction of
white beans alpha-amylase inhibitor determining the extractor, time of agitation
and the conditions for thermal treatment. The results indicate the water as
extracting, in the ratio of 1:5, followed for 3 consecutives extractions under
agitation for 15 minutes and 70°C thermal treatment for 5 minutes as faster and
efficient option in the extraction of inhibitor.

Keywords: a-amylase inhibitor, extraction, white bean.
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3 INTRODUCAO

A necessidade de novos farmacos tem estimulado a pesquisa de moléculas
que atuem como inibidores enzimaticos 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 feijdo. Esta inibi¢do induz
tolerancia aos carboidratos, saciedade, perda de peso e prolonga o esvaziamento
gastrico; efeitos que podem ser uteis no tratamento da obesidade e diabetes
mellitus ndo insulino-dependente’.

Os inibidores de a-amilase foram extraidos e purificados a partir de varias
fontes. Os métodos relatados envolvem tratamento por calor, dialise, e
cromatografias de filtragdo molecular, troca ionica, interagdes hidrofobicas e de
afinidade. A etapa de preparag@o da amostra torna-se um desafio para obtengdo
de métodos mais rapidos, que utilizem menores volumes e uma extragdo
eficiente. Sabendo-se que processos de purificagdo comegam com uma extragao
inicial, esta ¢ uma etapa crucial para o sucesso no rendimento final.

O método usado para extrair as proteinas tem efeitos importantes nas suas
propriedades. O tratamento alcalino apresenta iniimeros inconvenientes, tais
como, desnaturacdo protéica, formacdo de compostos toxicos (lisinoalanina),
escurecimento da amostra e extragio de compostos ndo-protéicos °. Muitos
métodos tém sido propostos ao longo dos anos para a extracdo do inibidor
protéico de a-amilase, mas ndo existe uma metodologia considerada universal
avaliando-se todos os pardmetros da extracao.

Neste contexto, o objetivo neste trabalho foi padronizar e otimizar o
processo de extracdo do inibidor de a-amilase de farinha de feijdo branco (FFB)
testando parametros como escolha do extrator, tempo de agitacdo, propor¢ao de

extrator e tempo do tratamento térmico a 70°C.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiais e equipamentos

O feijao branco (Phaseolus vulgaris) foi cultivado em Campo Belo, MG,
e adquirido em supermercado local. Para obtencdo da farinha, os graos foram
triturados em moinho manual e a seguir em um moinho de facas (TE 631
Tecnal) a fim de obter uma granulometria menor.

Os reagentes empregados no preparo dos extratores foram em grau PA. Os
extratos foram obtidos apés agitacdo em agitador horizontal e centrifugados em
centrifuga com rotor horizontal Sigma 2-5.

A enzima a-amilase pancreatica suina foi do tipo VI, da SIGMA, tendo como
substrato uma solugdo de amido 1%. Os ensaios de inibicdo enzimatica foram
realizados em banho-maria a 37°C.

As medidas de absorvancia foram feitas utilizando-se de espectrofotdmetro

UV/Vis Varian Cary 50.

4.2 Preparo dos extratos de FFB

Os graos com casca foram lavados com agua destilada, secos em estufa
com circulagdo de ar a 30°C até peso constante, sendo, em seguida, moidos até a
obten¢do de uma granula¢do em torno de 60 mesh e acondicionados, em frasco
hermeticamente fechado, ao abrigo da luz, até a utilizagdo nas extragoes.

Os extratores utilizados foram: agua destilada, soluc¢do salina (0,2M),
tampao Tris/HCI 0,05M, pH 7,0 e tampao Tris/HCl 0,05M e salina 0,2M. A
farinha de feijdo branco e o extrator foram agitados por 1 hora, filtrados em
tecido organza e centrifugados por 10 minutos a 2500g. O sobrenadante

contendo a proteina inibidora foi utilizado nas analises.
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4.3 Condigoes de extragdo

O melhor solvente determinado pelo ensaio de comparagdo entre os
extratores foi utilizado para a extracdo do inibidor de a-amilase de FFB em 5
periodos de tempo: 15, 30, 60, 120 ¢ 180 minutos.

O extrato de FFB foi preparado nas proporgdes 1:5, 1:10, 1:20 e 1:40. A
FFB e o extrator foram agitados por 1 hora, filtrados em tecido organza e
centrifugados por 10 minutos a 2500g. Foram feitas re-extracdes da seguinte
forma: o precipitado foi ressuspendido no mesmo volume inicial, agitado e
centrifugado conforme a etapa anterior. O precipitado obtido passou pelo mesmo
processo que foi repetido por cinco vezes, o que foi denominado extracdo
consecutiva. Os extratos provenientes das re-extracdes € o extrato bruto
acrescido dos re-extratos foram reunidos ¢ as analises de inibi¢do enzimatica
foram realizadas levando-se em consideragdo as dilui¢des ocorridas no processo.

O extrato de FFB foi aquecido em banho-maria a 70°C por diferentes
periodos de tempo (5, 15, 30, 45 ¢ 60 minutos). Apos o tempo determinado o
extrato foi centrifugado e as proteinas desnaturadas foram removidas por
centrifugagcdo a 2500g por 10 minutos. A inibi¢do enzimatica foi testada no

sobrenadante.

4.4 Ensaio de inibi¢do da a-amilase

A atividade de amilase inibida foi determinada segundo Noelting &
Bernfeld’, a partir da diferenca entre a atividade na auséncia (controle sem
inibidor) e na presenca do inibidor, apds pré-incubacdo da enzima com o extrato
protéico contendo o inibidor por 20 minutos a 37°C. O ensaio foi cinético, sendo
que, em cada analise, a mistura de reagdo foi incubada por quatro periodos de
tempo. Os controles sem enzima (branco de substrato) e sem substrato (branco

enzima) foram incubados do mesmo modo. A inclinagdo da reta (grafico
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absorbancia X tempo), diretamente proporcional a atividade enzimatica, foi
determinada e utilizada para os célculos de inibi¢ao.

A atividade de oa-amilase foi expressa em unidades (U) que
correspondem a formagdo de um pmol de agucar redutor por minuto nas
condi¢des de ensaio. Um UIA/g (unidade de inibi¢do de a-amilase) corresponde

a inibi¢do total de 1 U de a-amilase por grama de FFB.

4.5 Determinagdo da atividade inibitoria especifica

A atividade inibitoria especifica foi expressa como unidade de inibi¢ao
de a-amilase por grama de proteina (UIA/g de proteina).
A quantificacdo das proteinas foi realizada pela metodologia proposta

por Bradford.?

4.6 Anadlise estatistica

Os resultados foram avaliados estatisticamente mediante a Analise de
Variancia (ANOVA) e as médias comparadas entre si através do teste de Scott

Knott ao nivel de 5% de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes para avaliar as melhores condigdes para extracao do inibidor
de a-amilase de FFB foram realizados com base nas metodologias descritas na

literatura.

5.1 Condigoes de extragdo

5.1.1 Comparagdo entre os extratores:

A tabela 1 mostra os valores obtidos para a inibicdo da a-amilase em

UIA/g farinha utilizando quatro extratores.

Tabela 1 Inibi¢do da a-amilase em unidades de inibi¢ao (UIA/g) por diferentes

extratos de FFB

Extrator UIA/g * farinha
Agua 54,07°
Salina 50,11°
Tampao Tris 36,88 °
Tampao Tris/Salina 28,50 ¢

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

Pode-se verificar que os melhores extratores foram agua e solucdo
salina, que ndo apresentaram diferenca significativa quanto a extracdo do

inibidor. Varios solventes sdo comumente utilizados na extragdo do inibidor

(6,7,8)

/e . , ~ .9 ~ .
protéico de a-amilase, destacando-se a agua , 0 tampao Tris’, o tampao Tris

(10, 11, 12) @, 13, 14, 15, 16)

acrescido de salina

e a solucdo salina . Entretanto,
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considerando os fatores custo ¢ facilidade de preparo e/ou obtencdo e os

resultados obtidos, a 4gua apresenta-se como a op¢ao mais vantajosa.

5.1.2 Influéncia do tempo de agitagdo

Foram testados 5 tempos de agitacdo (Tabela 2).

Tabela 2 Inibicdo da a-amilase em unidades de inibicdo (UIA/g) por extratos

aquosos de FFB obtidos em diferentes tempos

Tempo de agitagdo UIA/g *
15 minutos 47,54°
30 minutos 47,15°
60 minutos 46,35
120 minutos 44,77%
180 minutos 43,18°

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

O extrato preparado em agua e agitado por 15, 30, 60, 120 e¢ 180
minutos ndo apresentou diferenca na quantidade de inibidor extraido, conforme
verificado analisando-se a inibigdo mostrada na Ttabela 2. Ha uma variedade de
informagdes quanto ao tempo de agitacdo na extracdo do inibidor citadas na
literatura que varia desde lhora 1910 > horas " '” 3 horas’, 4 horas®, 5 horas de
agitagdo” até a agitagio over night!'* ',

Como o aumento no tempo de agitagdo ndo acarretou uma melhor

extragdo do inibidor, o tempo utilizado nas analises posteriores foi de 15

minutos de agitacao.
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5.1.3 Influéncia da propor¢do de extrator

A FFB foi submetida a extragdo em agua nas diversas proporgdes

encontradas na literatura de 1:3* ', 1:5, 1:10"> %17 1.207- 1319 ¢ 1:40.

Tabela 3 Inibicdo da a-amilase em unidades de inibi¢do (UIA/g) por extratos

aquosos de FFB em diversas proporcdes e 3 re-extracdes.

Proporgao de UlA/g * (sem re- UIA/g *(ap6s 3 re-
FFB:agua extragoes) extragoes)

1:5 51,01° 61,81°

1:10 50,79 54,90°¢

1:20 42,14° 49,93°¢

1:40 47,02° 52,90°¢

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

A propor¢do FFB:agua igual a 1:3 apresentou-se muito densa,
impedindo uma eficiente agitacdo e foi desprezada. A propor¢ao FFB:4gua, ndo
alterou a extra¢do do inibidor.

Em adigdo, foram realizados testes de re-extragdes ndo encontrados na
literatura para avaliar se a inibi¢do aumentaria com extracdes consecutivas.
Foram feitas re-extracdes sucessivas e constatou-se que apds a terceira re-
extracdo ndo havia atividade inibitoria da a-amilase.

Os resultados obtidos sugerem que o esquema extragdo do inibidor de a-
amilase de feijao branco em agua na propor¢do de 1:5, sob agitagdo por 15

minutos seguido de 3 re-extra¢des, apresenta uma maior inibigao.
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5.1.4 Influéncia do tempo de exposi¢do a temperatura de 70°C

O tratamento do extrato a 70°C ¢ feito como uma etapa de pré
purificagdo do inibidor de a-amilase.

O extrato protéico preparado nas condigdes estabelecidas anteriormente,
foi colocado a 70°C para desnaturagdo das proteinas termoldbeis contaminantes®.

A inibicdo testada apos o tratamento térmico pode ser verificada na Tabela 4.

Tabela 4 Inibi¢do da a-amilase (UIA/g) pelo extrato de FFB e extrato de FFB
deixado a 70°C por 5 periodos de tempo

Tempo de exposicao a 70°C UIA/g * UIA/g de proteina
5 minutos 66,89" 504,52
15 minutos 57,44° 328,42°
30 minutos 48,41° 220,39¢
45 minutos 35,08°¢ 135,71°¢
60 minutos 27,87¢ 137,19°¢
Sem tratamento térmico 64,44° 473,78°

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

Verifica-se que e extrato de FFB exposto a temperatura de 70°C por 5
minutos ndo apresentou perda da inibicdo da a-amilase, quando comparado ao
extrato que ndo foi exposto a mesma temperatura. Houve formagdo de
precipitado, indicando a desnaturagdo de proteinas interferentes instaveis nestas
condi¢des, o que ¢ confirmado pelo resultado da atividade inibitoria especifica
que revelou ser maior com 5 minutos de exposi¢do a 70°C. E importante
padronizar o tempo ideal para exposicdo do extrato de FFB a esta temperatura
porque o inibidor da a-amilase € protéico e pode ser desnaturado perdendo sua

fungao.
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A exposicdo do extrato a partir de 15 minutos ocasiona uma diminuigao
gradativa da inibi¢do da a-amilase, sugerindo que o inibidor comeca a sofrer
desnaturacdo e perder a funcdo em decorréncia de alteracdo da conformacgio
original. Em processos iniciais utilizados na purificagdo do inibidor de a-amilase
foi utilizado um tratamento a 70°C por 15 minutos'’. No entanto, observamos
que ap6s este tempo hd um decréscimo de 10,86% da inibi¢do da enzima quando
comparado a inibi¢do pelo extrato sem tratamento térmico. Apds a exposicao do
inibidor protéico por 30 e 60 minutos a 70°C, foi observada uma perda da
atividade inibitoria de 25% de 57%, respectivamente, semelhante a encontrada
por Yamaguchi’, que relata uma perda de 30% para 30 minutos e de 50% para

60 minutos na mesma temperatura.
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6 CONCLUSAO

A metodologia escolhida para a extragdo do inibidor protéico de a-amilase de
feijao branco pode afetar a quantidade extraida e a sua qualidade. Neste estudo,
os solventes, as propor¢des, re-extracdes e a temperatura influenciaram
significativamente na eficiéncia da extragdo. Os resultados obtidos indicam a
metodologia utilizando 4gua como extrator, na propor¢do de 1:5 seguida de 3 re-
extracdes sob agitacdo por 15 minutos e tratamento a 70°C por 5 minutos, como

opcao mais rapida e eficaz na extrag@o do inibidor.
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1 RESUMO

Dietas suplementadas por “starch blockers”, como sdo popularmente
denominados os inibidores de a-amilase, tém sido adotadas de forma crescente.
O inibidor extraido do feijao branco diminui o contetido calérico fornecido pela
ingestdo de carboidratos por inibir a enzima o-amilase. As técnicas de
precipitacdo de proteinas em solugdes aquosas, com posterior recuperacao do
precipitado, constituem uma das mais importantes operagdes unitarias de
processos de recuperagdo e purificacdo destas moléculas. Neste contexto, o
objetivo neste trabalho foi analisar o perfil da precipitagdo do inibidor de a-
amilase de feijdo branco perante diferentes precipitantes em varias
concentragoes de saturagdo e sugerir o processo mais eficaz e vantajoso. Os
resultados indicam a metodologia utilizando precipitacdo por pH como opgao de
menor custo ¢ eficaz na precipitacio do inibidor quando comparada aos
precipitantes acetona, etanol e sulfato de amdnio.

PALAVRAS-CHAVE: Obesidade; a-amilase; precipitagdo; inibigdo.
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2 INTRODUCAO

A o-amilase (1-4 o D-glucanglucanohidrolase, EC 3.2.1.1) esta envolvida na
digestdo de carboidratos. Os inibidores protéicos da a-amilase sdo amplamente
distribuidos em plantas, principalmente em cereais (trigo e cevada) e feijdo. O
uso destes inibidores tem sido feito para reducao da hiperglicemia pés-prandial
como ferramenta auxiliar na busca de nutracéuticos e fitofarmacos para controle
da obesidade e do diabetes mellitus ndo insulino-dependente. Esta inibicao induz
tolerancia aos carboidratos, saciedade, perda de peso e prolonga o esvaziamento
gastrico."”” De acordo com a Organizagio Mundial da Saude (OMS)®, mais de
180 milhdes de pessoas em todo o mundo sdo portadoras de Diabetes mellitus
com provavel aumento para mais que o dobro em 2030. Segundo estimativa da
OMS aproximadamente 1,6 bilhdes de adultos no mundo estdo acima do peso e
pelo menos 400 milhdes sdo obesos, nimeros que poderdo chegar a 2,3 bilhdes e
mais de 700 milhdes, respectivamente, em 2015 o

Dietas suplementadas por “starch blockers”, como sdo popularmente
denominados os inibidores de a-amilase, tém sido adotadas de forma crescente.
Acredita-se que o inibidor extraido do feijao branco diminua o contetido calorico
fornecido pela ingestdo de carboidratos por inibir a enzima o-amilase,
responsavel pela conversdao dos carboidratos complexos (amido) em agucares
simples e consequentemente diminuindo a absor¢do de agucar no intestino
delgado.’

Metodologias para purificacdo do inibidor foram propostas desde a década de
1980 e os processos relatados envolvem tratamento por calor, precipitagdo,
dialise, e cromatografias de filtracdo molecular, troca ibnica, intera¢des
hidrofébicas e de afinidade. A etapa de preparagdo da amostra torna-se um
desafio para obtencdo de métodos mais rapidos, que utilizem menores volumes e

concentragdo mais eficiente de proteinas inibidoras. Dentre as etapas comumente
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utilizadas, a precipitac@o de proteinas € frequentemente encontrada, devido a sua
alta capacidade de concentrar a molécula de interesse e pelo seu baixo custo,
estando presente em quase todos os processos de purificagio * > 2. Neste
contexto, a precipitagdo se insere como uma etapa intermediaria entre a
separag¢do inicial e uma pré-purificagdo, ocorrendo, geralmente, entre uma
primeira etapa de separacdo sdlido-liquido, realizada por centrifugacdo ou
filtracdo, e a purificacao final utilizando-se adsor¢ao ou cromatograﬁa.4

A precipitagdo de proteinas como operacdo unitaria é projetada baseando-se
tanto em sua solubilidade, um fator de equilibrio termodindmico, quanto em
fatores cinéticos que regem a nucleagdo (tempo de indug@o) e o crescimento das
particulas (cinética de crescimento e sedimentagdo). As técnicas de precipitacao
de proteinas em solugdes aquosas, com posterior recuperagao do precipitado,
constituem uma das mais importantes operagdes unitarias de processos de
recuperacdo e purificacdo destas moléculas. Proteinas podem ser precipitadas ou
cristalizadas a partir de uma variedade de sistemas de solventes, co-solventes,
aditivos ¢ modificacdes do ambiente fisico-quimico da solug@o. Dentre os
métodos utilizados pode-se citar: adi¢do de sais, mudanca de pH e adi¢do de
solventes ou polimeros organicos.’

Neste contexto, o objetivo neste trabalho foi analisar o perfil da precipitagdo
do inibidor de a-amilase de feijdo branco perante diferentes precipitantes em

varias concentragdes de saturag¢do e sugerir um processo mais eficaz e vantajoso.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais e equipamentos

O feijao branco, cultivado na cidade de Campo Belo, MG, foi adquirido
num supermercado local. Para obtencao da farinha, os graos foram triturados em
moinho manual e, em seguida num moinho de facas (TE 631 Tecnal) para
obtencdo de uma granulometria menor.

Os extratos foram obtidos apdés 15 minutos de agitacdo em agitador
horizontal e centrifugados a 10000g em centrifuga Jouan modelo GR2022.

A enzima o-amilase pancreatica suina (tipo VI SIGMA) teve como substrato
uma solugdo de amido 1%. Os ensaios de inibicdo enzimatica foram realizados
em banho-maria a 37°C.

As medidas de absor¢do foram feitas utilizando-se de espectrofotometro

UV/Vis Varian Cary 50.

3.2 Preparo dos Extratos de Farinha de Feijao Branco

Os graos com casca foram lavados com agua destilada, secos em estufa
com circulagdo de ar a 30°C até peso constante, sendo, em seguida, moidos até a
obtencdo de uma granulagdo em torno de 60 mesh, e acondicionados em frasco
hermeticamente fechado, ao abrigo da luz, até a utilizag@o nas andlises.

Os extratos protéicos foram preparados em agua destilada na propor¢ao
1:5 FFB: 4gua. O extrato foi agitado por 15 min, centrifugado a 10000g por 10
min a 4°C e o sobrenadante separado (S1). O sedimento foi novamente
homogeneizado em agua e centrifugado nas mesmas condi¢des anteriores para a
separacdo dos sobrenadantes (S2, S3 e S4). Obteve-se o sobrenadante total (St)
pela mistura dos quatro sobrenadantes. O St foi colocado em banho-maria 70°C

por 5 min e centrifugado a 10000 g por 10 min. Foi retirada uma aliquota do
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sobrenadante final de St para determinagdo do teor protéico e para as

precipitacdes.

3.3 Precipitacio com Adicdo de Sal (NH4),SO, ou Solventes Organicos
(Acetona e Etanol)

Inicialmente foram realizados estudos preliminares da precipitagdo das
proteinas na presenca de diferentes concentragdes de saturagdo com sulfato de
amonio, etanol ou acetona. Empregaram nove concentragdes: 10% (v/v), 20%
(v/v), 30% (v/v), 40% (v/v), 50% (v/v), 60% (v/v), 70% (v/v), 80% (v/v), e 90%
(v/v). A precipitagdo ocorreu por uma noite, a 4°C para o sulfato de amoénio e a -
20°C para o etanol e a acetona. Em seguida, as fra¢des, nas diversas
concentragdes de saturacdo de precipitante, foram centrifugadas a 10000 x g por
10 min e o precipitado contendo as proteinas foi coletado. Os precipitados
provenientes do sulfato de amonio foram dialisados contra agua e os
provenientes da acetona e etanol foram deixados a temperatura ambiente até
total evaporacao dos solventes.

Os extratos aquosos contendo a proteina inibidora em cada concentragdo
de saturagdo foram utilizados nas analises de teor protéico e de inibigdo da a-

amilase.

3.4 Dialise

Apos a pré-concentragdo das proteinas pelo sulfato de aménio, a solucao
do extrato (1,5mL) foi acondicionada em uma membrana semipermeavel de
celofane (polimero derivado da celulose) e o material foi dialisado contra
2000mL de 4agua destilada a 4°C. A agua destilada foi trocada em intervalos de 4
h, durante um periodo de 24h.
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3.5 Precipitacao isoelétrica por variacio de pH

O extrato protéico, preparado conforme descrito anteriormente,
apresentou um pH igual a 6,3. Para precipitacdo isoelétrica de proteinas
interferentes os valores de pH foram ajustados como proposto por Pusztai et al.’
O pH foi ajustado para 5,0 com HCI Imol.L "' e deixado em geladeira a 4°C por
uma noite com posterior centrifugagdo a 10000g por 10 min. Ao sobrenadante
recolhido foi adicionado NaOH Imol.L " até o pH 9,5 e novamente colocado em
geladeira por uma noite e centrifugado conforme descrito anteriormente. O
sobrenadante foi recolhido e o pH foi corrigido com HCI 1mol.L" para 6,9 para

posteriores analises de inibi¢do enzimatica e teor de proteina.

3.6 Atividade Inibitoria sobre a a-amilase

O efeito inibidor sobre a atividade de amilase foi determinado segundo
Noelting & Bernfeld,” a partir da diferenga entre a atividade na auséncia,
controle sem inibidor, e na presenca do inibidor, apos pré-incubagdo da enzima
com o extrato protéico contendo o inibidor por 20 min. a 37°C. O ensaio foi
cinético, visto que em cada analise a mistura de reacdo foi incubada por quatro
periodos de tempo (10, 20, 30 e 40 min). Controles sem enzima (branco de
substrato) e sem substrato (branco enzima) foram incubados do mesmo modo. A
inclinacdo da reta (grafico absorbancia x tempo), diretamente proporcional a
atividade enzimatica, foi determinada e utilizada para os célculos de inibicao.
A atividade de a-amilase foi expressa em unidades (U) que
correspondem a formagdo de um pmol de aglcar redutor por minuto nas
condigdes de ensaio. 1 UlA(unidade de inibi¢do de o-amilase) corresponde a

inibicdo total de 1U de a-amilase.
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3.7 Determinac¢ao da Concentracio de Proteinas Totais

A quantificagdo das proteinas totais nos extratos foi realizada
empregando-se a metodologia descrita por Bradford.' Para a obtengdo da curva
analitica, 0,ImL da solugdo padrdo de proteina (40 a 200 pg/mL de BSA) foi
adicionada a 2,0 mL da solu¢do do reagente (Azul Brilhante de Commassie).
Apds 15 min de reagdo a absorbancia do complexo formado foi medida
espectrofotometricamente em 595 nm. Construida a curva analitica, adicionou-se
0,ImL do extrato bruto a solucdo do reagente; a absorbancia do complexo
formado foi medida também em 595 nm depois de 15 min de reacdo, para

determinagdo da concentragdo de proteina no extrato.

3.8 Determinaciio da Atividade Inibitéria Especifica

A atividade inibitoria especifica (UIA/mg de proteina) foi calculada pela
razdo entre a inibi¢do da atividade da enzima por 1 grama de FFB (UIA/g FFB)
e o teor de proteina total (mg proteina/g FFB).

3.9 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados estatisticamente mediante a Analise de
Variancia (ANOVA) e as médias comparadas entre si através do teste de Scott

Knott ao nivel de 5% de significancia.
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4 RESULTADOS

4.1 Precipitacdo com Solventes Organicos

A precipitacdo do inibidor de a-amilase foi maior com o aumento da
concentrag@o de solvente organico. A precipitacdo mostrou-se mais eficiente em

concentragdes acima de 60 % de acetona (Figura 1) e 80% de etanol (Figura 2).
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FIGURA 1 Inibi¢do especifica (UIA/mg proteina) da a-amilase pelo inibidor
extraido de FFB em concentracdes crescentes de acetona.
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FIGURA 2 Inibi¢cdo especifica (UIA/mg proteina) da a-amilase pelo inibidor
extraido de FFB em concentragdes crescentes de etanol.
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4.2 Precipitacdo com Adicao de Sais

A inibicdo especifica mais elevada da a-amilase foi obtida com 50% de

sulfato de amoénio (Figura 3).

254

2,04

L
[l
Il

UIA/mg proteina
e
o
1
m/\m

o
v
1

0,0 n

% Sulfato de amonio

FIGURA 3: Inibicao especifica (UIA/mg proteina) da a-amilase pelo inibidor
extraido de FFB em concentracdes crescentes de sulfato de amonio.

4.3 Precipitacao por isoelétrica por variacao de pH

A inibicdo especifica da o-amilase apds precipitacdo do inibidor por
variagdo do pH foi de 2,079 + 0,192, o que demonstra eficiéncia no processo de

precipitacao.

4.4 Comparacao entre os Precipitantes

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos nos procedimentos de pré-
purificag@o do inibidor de a-amilase obtido da FFB. As porcentagens de acetona,
etanol e sulfato de amoénio demonstrados foram as que apresentaram maior

inibicdo especifica.
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Tabela 1 Perfil da inibicdo especifica da a-amilase comparando-se os agentes

precipitantes.
Amostra Inibicao da Proteinas Inibicdo Fator de
a-amilase*  totais (mg/g)  especifica**  purificagdo
Extrato bruto 66,89 +7,15 132,62+53 0,501 +0,05° 1
(NH4)2S04 50% 34,84 +£ 2,35 17,68 +1,3 2,147+0,360" 4,28
Isoelétrica 36,83 +£2,34 18,36 £0,8 2,079+0,192° 4,15
Etanol 80% 59,95+5,44 64,16+3,7 0,959+0,036° 1,91
Acetona 90% 59,4+24 66,72+ 4,7 0,789+ 0,04 " 1,57

*Inibig¢do expressa em Unidade de inibi¢ao de a-amilase/g de FFB (UIA/g FFB)

**Inibi¢do expressa em Unidade de inibi¢do de a-amilase/mg de proteina
(UIA/mg proteina). Os valores com as mesmas letras sobrescritas ndo diferem
entre si, em nivel de 5% de significancia, pelo teste de Scott Knott.

Observou-se que os maiores valores de inibicao especifica foram obtidos

com a precipitacao por pH e com sulfato de aménio com 50% de saturagdo, que

ndo apresentaram diferencga estatistica significativa (p>0,05).
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5 DISCUSSAO

5.1 Precipitacido com Solventes Orgéanicos

A literatura cita algumas teorias para elucidar o processo bioquimico de
precipitacdo das proteinas pela adicdo de solventes organicos. Na precipitacao
de proteinas em solugdes aquosas por adigdo de solventes organicos, a atividade
quimica da 4gua ¢é reduzida conforme se aumenta a concentragao do co-solvente
apolar, devido principalmente ao deslocamento e a imobilizacdo parcial das
moléculas de agua pela hidratagdo do solvente organico, diminuindo a
capacidade de solvatagdo da proteina pela agua. Além disto, neste tipo de
sistema, a atracdo entre as cargas opostas das moléculas de proteina ¢
intensificada devido a reducdo da constante dielétrica do meio. Com o
deslocamento da estrutura ordenada de agua ao redor das areas superficiais da
proteina pelo solvente organico, ocorre uma maior interacdo entre estas
macromoléculas, que tendem a se agregar e precipitar.’ Outros afirmam que,
diferente dos processos de precipitacdo por “salting-out” e da precipitagdo
isoelétrica, a precipitacdo por adigdo de solventes organicos parece ser mais
direcionada pelas interagdes eletrostaticas entre as moléculas de proteina que
pelo chamado efeito hidrofobico."

Dentre os solventes organicos utilizados, os mais citados sdo a acetona e
o etanol, por sua completa miscibilidade na dgua e por ndo reagirem com a
proteina.’

A vantagem da precipitagdo com acetona e com etanol € que o solvente
pode ser rapidamente evaporado do sedimento a temperatura ambiente sem a
necessidade de processos posteriores para remogdo do precipitante. Tal processo

1.15

foi utilizado por Yang et al.” na purificagdo parcial e caracterizacdo da

glicoproteina inibidora da a-amilase de feijao branco.
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5.2 Precipitacio com Adicio de Sais

A precipitagcdo de proteinas pelo gradativo aumento da concentracao de
sais € um processo muito importante para a separacdo de misturas complexas de
proteinas, uma vez que a concentracdo de sal necessaria para precipitacdo ¢
diferente para cada uma. Neste estudo, a melhor precipitacdo do inibidor ocorreu
com 50% de sulfato de amoénio. Diversos autores utilizaram uma faixa de 30 a
60% para precipitar o inibidor de a-amilase de feijao branco como uma etapa
prévia & purificagdo em coluna cromatografica e em sistema aquoso bifasico.”

O sulfato de amdnio € o sal mais utilizado em “salting-out” devido a sua
alta solubilidade em &gua, a baixa densidade de suas solugdes, & posi¢do
favoravel deste ion na série de Hoffmeister, a auséncia de efeitos desnaturantes e
ao fato de prevenir o crescimento de bactérias na solucdo. Apesar das vantagens
inerentes a técnica, a necessidade de um tratamento da fase precipitada, para a
retirada do sal e obtengdo do produto desejado em maior grau de pureza
(sobretudo no caso de aplicagcdes farmacéuticas), e por alterar as andlises de
inibicdo enzimatica e tratamento da fase sobrenadante, para a recuperagio do sal
para sua reutilizagdo e/ou descarte da fase liquida (de forma a evitar a
contamina¢do ambiental), limita em parte as aplicagdbes do processo de

precipitagio por “salting-out” devido ao custo destes tratamentos.”

5.3 Precipitacio por pH

A precipitacdo por pH mostrou-se eficiente com a vantagem de nao
gerar residuos e ter menor custo que as demais. Tal processo ¢ bastante utilizado
como etapa prévia de purificacdo do inibidor em coluna cromatografica com

. A . 11 . ~ . yq . 9
resina de troca idnica e de interac¢do hidrofobica.
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5.4 Comparacoes entre os Precipitantes

Dentre as precipitagdes do inibidor, os melhores resultados foram
verificados com adi¢do de sulfato de amonio e por alteragao de pH.

Ha varias limita¢des relacionadas a utilizagdo do sulfato de amoénio
citadas anteriormente. Neste sentido, o inibidor de a-amilase de FFB obtido por
precipitacdo variando-se o pH apresenta alta inibicdo especifica quando

comparado com o extrato protéico bruto.
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6 CONCLUSAO

A utilizagdo da precipitagdo do inibidor de a-amilase de FFB por pH
configura-se como um procedimento de pré-purificacdo eficaz, possibilitando
uma grande economia de reagentes e de tempo de analise. Este procedimento
pode ser empregado como etapa preliminar a purificagdo em colunas
cromatograficas, sistema aquoso bifasico ou como processo de pré concentragao

do inibidor.

PEREIRA, L. L. S.; SANTOS, C. D.; PEREIRA, C. A.; MARQUES, T. R,
SATIRO, L. C. Precipitation of o-amylase inhibitor from white beans:
evaluation of methods. Alim. Nutr., Araraquara, v.21 , n.1, p.15-20 , jan./mar.,

2010.
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7 ABSTRACT

Diets supplemented by "starch blockers" as they are popularly known as
inhibitors of a-amylase, has been increasingly adopted. It is believed that the
inhibitor extracted from the beans decrease the calorie content provided by
intake the carbohydrates by inhibiting the enzyme a-amylase. The technique of
precipitation of proteins in aqueous solutions, with subsequent recovery of the
precipitate, is one of the most important unit operations in processes of recovery
and purification of these molecules. In this context, the objective of this study
was to analyze the precipitation inhibitor a-amylase of beans with different
precipitants at various concentrations of saturation and suggest the most
effective and beneficial. The results indicate the method used by pH
precipitation as the most inexpensive and effective in precipitating the inhibitor
as compared to the precipitating acetone, ethanol and ammonium sulfate.

KEYWORDS: Obesity; a-amylase; precipitation; inhibition.
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PURIFICACAO PARCIAL DO INIBIDOR DE 0-AMILASE EXTRAIDO
DA FARINHA DE FEIJAO BRANCO.

Luciana Lopes Silva Pereira, Custédio Donizete dos Santos, Livia Cabral Satiro,
Stefania Priscilla de Souza, Marcelo Murad Magalhaes, Luiz Carlos de Oliveira
Lima.

1 RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi explorar meios alternativos € menos onerosos a
serem utilizados como processos de purificacdo do inibidor de a-amilase (a-Al).
Para tanto, foram testados individualmente: extragdo com variagdo de pH (de 3 a
10) e temperatura (70 a 95°C), precipitagdo diferencial (acetona, etanol e sulfato
de amoénio), cromatografia de filtragdo molecular e irradiacdo (2,5 ¢ 5 kGy) da
farinha de feijao branco. Nenhuma das vias de purificagdo propostas extinguiu o
efeito inibidor sobre a tripsina. No entanto, apesar do inibidor de tripsina ter sido
considerado um fator antinutricional importante por muitos anos, atualmente,
tem—se atribuido a ele agdo anticancer e antiinflamatéria. Tais descobertas
requerem uma avaliacdo da dose ingerida de inibidor de tripsina do feijdo branco
e possiveis efeitos benéficos e/ou maléficos in vivo.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris, inibidor de a-amilase.

2 ABSTRACT

The objective this research was to explore alternative process and cheaply for
purification of a-amylase inhibitor (a-Al). For both, were individually tested
extraction with different pH (3-10) and temperature (70 to 95° C), differential
precipitation (acetone, ethanol and ammonium sulfate), gel filtration
chromatography and radiation (2.5 and 5 kGy) of white bean flour. None of the
alternatives being purified eliminated the inhibition of trypsin. However, despite
the trypsin inhibitors have been considered an important anti-nutritional factor
for many years, currently, has been attributed to him anticancer and anti-
inflammatory effects. These findings require an evaluation of the ingested dose
of trypsin inhibitor from white bean and possible beneficial effects and /or
dangerous in vivo.

Keywords: Phaseolus vulgaris, a-amylase inhibitor.
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3 INTRODUCAO

O feijado comum (Phaseolus vulgaris, L.) ¢ uma rica fonte de nutrientes,
sendo considerado no Brasil como o alimento basico para a populagdo, tanto nas
areas rurais quanto urbanas (Costa et al., 2006). Prové quantidades significativas
de proteinas, carboidratos, acidos graxos insaturados (4cido linoléico), fibra
alimentar, especialmente fibra soluvel, e ¢ uma excelente fonte de minerais e
vitaminas (Cardenas, 2008). Apesar de tais vantagens, essa leguminosa possui
também quantidades apreciaveis de fatores antinutricionais que, por sua vez,
apresentam tanto efeitos benéficos, tais como o controle de doengas cronicas e
prevencdo de cancer, quanto efeitos adversos diminuindo a digestibilidade ou
biodisponibilidade dos nutrientes (Cardenas, 2006). Como fatores
antinutricionais presentes no feijdo pode-se citar fitatos, fatores flatulentos,
compostos fendlicos, inibidores enzimaticos (de proteases e amilase), lectinas e
alergénicos (Pereira et al., 2009). Dentre estes, ressaltam-se os inibidores
enzimaticos de tripsina e amilase.

Os inibidores de proteases, como o inibidor de tripsina, sdo substancias
que interferem na atividade de sistemas enzimaticos do trato digestivo. Esta
inibicdo se traduz, in vivo, numa redugdo da digestdo protéica (Pereira et al.,
2009). Os inibidores de proteases protéicos do feijdo apresentam baixa qualidade
nutricional devido a composi¢ao aminoacidica peculiar com teores reduzidos de
metionina, glicina, valina, fenilalanina e triptofano. Apesar de representarem
apenas 2,5% da proteina total do feijdo, contribuem com cerca de 40% do
conteudo total de cisteina e no entanto, este aminodcido nao ¢ biodisponivel, em
razdo da alta resisténcia ao ataque enzimadtico apresentada pelos inibidores
(Chiaradia e Gomes, 1997).

Os efeitos nocivos dos inibidores de tripsina em animais alimentados

com leguminosa crua sdo complexos, incluindo principalmente alteragdes
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metabdlicas do pancreas (aumento da secrecdo enzimatica, hipertrofia e
hiperplasia) e redug¢do da taxa de crescimento (Pereira et al., 2009). Por outro
lado, estudos tém reportado que os inibidores de protease sdo efetivos em
reverter o processo carcinogénico induzido quimicamente e pela radiagdo com
raios X in vitro ¢ in vivo (Amorim, 2009). Contudo, permanece ainda a questio
se a ingestdo cronica de baixas concentragdes de inibidores constituiria risco a
saude humana, principalmente para determinados grupos da populacdo, como
criangas e vegetarianos (Cardenas, 2006).

Ja os inibidores de amilase do feijdo branco, inibem a-amilase de larvas
de insetos, mas ndo sdo ativos contra as amilases a ou B do proprio feijao. Por
isto tem sido proposto que o seu papel fisiologico seria o de proteger a semente
contra ataques de insetos. Tais inibidores sdo capazes de inibir a a-amilase
salivar e pancreatica suina, mas nao as a-amilases microbianas nem as fungicas
(Yamada et al.,, 2001). Se os inibidores de a-amilase sdo nutricionalmente
importantes ¢ uma controvérsia, entretanto, estes certamente diminuem a taxa de
hidrélise do amido, induzindo perda de peso e prolongam o esvaziamento
gastrico; efeitos que podem ser tUteis no tratamento da obesidade e do diabetes
mellitus (Chen, 2008).

Ha um grande interesse na purificacdo do inibidor de o-amilase.
Métodos relatados envolvem tratamento com calor, didlise e cromatografia em
DEAE-celulose, Sephadex G-100 e CM-celulose. Tais técnicas apresentam
desvantagens para preparagdes em grande escala, pelo custo elevado e
capacidade limitada de purificagdo (Chen et al., 2008). Assim, para explorar
meios alternativos e menos onerosos como processos de purificagdo do inibidor
de a-amilase (a-Al), foram testados individualmente: extracdo com variagdo de
pH e temperatura, precipitacdo diferencial, cromatografia de filtragdo molecular
e irradiagdo da farinha de feijao branco. O objetivo foi extrair o inibidor de a-

amilase e retirar o inibidor de tripsina da farinha de feijao branco.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtengdo da farinha de feijao branco (FFB)

O feijao branco foi cultivado em Campo Belo, MG, e adquirido em
supermercado no municipio de Lavras, MG. Os grdos com casca foram lavados
com agua destilada, e secos em estufa com circulagcdo de ar a 30°C até peso
constante. Para obtencao da farinha (FFB), os graos foram triturados em moinho
manual e em seguida em um moinho de facas (TE 631 Tecnal) para obtengdo de

granulometria menor ou igual a 60 mesh.
4.2 Atividade das enzimas

Foram utilizadas nos ensaios as enzimas a-amilase pancreatica suina do

tipo VI (SIGMA) e tripsina pancreatica suina tipo II (MERCK).

4.3 Atividade de a-amilase

A atividade de a-amilase foi determinada segundo a metodologia
proposta por Noelting & Bernfeld, 1948 em que 50 pL da amostra e 50 uL de
enzima o-amilase preparada em tampdo Tris 0,05 mol L', pH 7,0 acrescido de
NaCl 38 mmol L e CaCl, 0,1 mmol L'l, foram pré-incubados, por 20 minutos,
em banho-maria a 37°C. Apds adicdo de 100 pL do substrato (amido 1%), a
mistura foi incubada por quatro periodos de tempo (10, 20, 30 ¢ 40 min.) ¢ a
reagdo interrompida adicionando-se 200 upL do reagente acido 3,5
dinitrosalicilico e a absorbancia do produto da mesma lida em espectrofotdometro

a 540 nm, apos a reacdo de oxi-reducdo.
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4.4 Atividade de tripsina

A atividade de tripsina foi determinada segundo a metodologia proposta
por Erlanger (1961); 200 uL da amostra e 200 pL de enzima foram incubados
em banho-maria, a 37°C, por quatro periodos de tempo (10, 20, 30 ¢ 40 min.),
apds adicdo de 800 pL do substrato p-benzoil-D-L arginina p-nitroanilida
(BApNA) preparado em tampdo TRIS 0,05 mol L™, pH 82. A reagio foi
interrompida adicionando-se 200 pL de acido acético 30% e a absorbancia do

produto lida em espectrofotometro a 410 nm.

4.5 Determinacdo da inibi¢cdo

A inibigdo das enzimas foi calculada a partir da determinacdo das
inclinagdes das retas (grafico absorbancia x tempo) dos ensaios de atividade das
enzimas controle (sem amostra) e enzimas + inibidor (com amostra). A
inclinacdo da reta é decorrente da velocidade de formagao de produto por minuto
de reagdo e a presenca do inibidor ocasiona uma diminui¢do nessa inclinagao.
Para calcular a atividade da a-amilase, a partir dessa inclinac¢do, os valores de
absorbancia foram convertidos em pmol de produto por meio de uma curva
padrdo de glicose enquanto, para a tripsina, foi utilizado o coeficiente de
extingdo molar do BApNA determinado por Erlanger (1961). As inibigdes das
enzimas também foram calculadas em porcentagem, pela inclinacdo das retas
segundo a equagao:

(controle) — (inibido)
(controle)

1% = x100
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4.6 Meios alternativos de purificagdo

Objetivando encontrar processos alternativos € menos onerosos de
purificacdo do inibidor de a-amilase (a-Al), foram testados: extragdo com
variagdo de pH e temperatura, precipitacdo diferencial, cromatografia de
filtracdo molecular e irradiag¢do da farinha de feijdo branco. A Figura 1 apresenta

o fluxograma das alternativas testadas.

Farinha de
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J— . _ | . 1 .
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FIGURA 1 Vias de purificagdo do inibidor de a-amilase de farinha de feijao
branco.

4.6.1- 1%via de purificagdo: Tratamento térmico e com variagdo de pH

Foram preparados extratos de FFB em tampdes na propor¢ao 1:5 (p/v),
com valores de pH definidos. Do pH 3,0 ao 6,0, foi utilizado o tampdo citrato-
fosfato, tampao Tris para os pHs 7 ¢ 8 e tampao Gly NaOH para os pHs 9.0 ¢
10.0. Cada extrato foi agitado em agitador horizontal a temperatura ambiente

durante 1 hora. Os extratos de FFB em diferentes tampdes foram aquecidos em
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banho-maria a 70, 75, 80, 85 ¢ 90°C por 15 minutos. Apds o tempo determinado,
os extratos foram resfriados e centrifugados a 2500g por 10 minutos. As
proteinas desnaturadas foram sedimentadas e removidas apds a centrifugagdo. A

inibicdo enzimatica foi testada no sobrenadante.

4.6. 2- 2°via de purificagdo: Precipita¢do diferencial

Ao extrato aquoso de FFB 1:5 (m/V), foram adicionados agentes
precipitantes acetona, etanol e sulfato de amonio em nove concentragdes: 10%
(v/v), 20% (v/v), 30%(v/v), 40%(v/v), 50%(v/v), 60%(v/Vv), 70%(v/V), 80%(V/V)
e 90%(v/v) (Pereira et al., 2010). A precipitacdo ocorreu por uma noite, a 4°C
para o sulfato de amoénio e a -20°C para o etanol e a acetona. Em seguida, as
fragdes, nas diversas concentracdes de saturacdo de precipitante, foram
centrifugadas a 10000 x g por 10 min e o precipitado contendo as proteinas foi
coletado. Os precipitados provenientes do sulfato de amoénio foram dialisados
contra agua por 24 horas a 4°C e os provenientes da acetona e etanol foram
deixados a temperatura ambiente até total evaporagdo dos solventes. Os
sedimentos ressuspendidos em agua foram utilizados nas analises de teor

protéico segundo Bradford, 1976 e de inibi¢do da a-amilase e da tripsina.

4.6.3- 3“via de purificagdo: Cromatografia de exclusdo molecular

O procedimento foi realizado a 4°C com a coluna de filtragdo molecular
Sephacryl HR300 (1,6 X 60 cm), equilibrada com tampao fosfato de sédio 0,05
mol.L™, pH 7.5, até que a leitura em 280 nm permanecesse constante, com
valores abaixo de 0,02. As elui¢des foram feitas com o mesmo tampao.

Para determinacao do volume vazio da coluna, foi aplicado 2mL de Blue
dextran (PM 2.000KDa) 2mg/mL e as fragdes coletadas e lidas em

espectrofotometro a 620nm até que a leitura permanecesse constante, com
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valores abaixo de 0,02. A soluc¢do de Blue dextran e a amostra foram aplicadas
no injetor e introduzidos na coluna por arraste pela fase moével (tampao fosfato
de sodio 0,05 mol.L™, pH 7.5), com o auxilio de uma bomba peristaltica a taxa
de 22mL.h". Apds a permeagio do Blue dextran, efetuou-se a limpeza do gel da
coluna bombeando o tampao de eluigdo por 24 horas.

O extrato de farinha de feijao branco (EFFB) utilizado na cromatografia
foi preparado segundo a metodologia proposta por Pereira et al. (2010),
utilizando-se 4gua como extrator, na propor¢do de 1:5 seguida de 3 re-extragoes,
sob agitagdo por 15 minutos e tratamento a 70°C por 5 minutos com posterior
precipitacdo por variacdo de pH.

Apos a injecdo da amostra, o eluato foi continuamente recolhido em
fracdes de 2,0 mL com o auxilio do coletor de fragdes. A identificagdo da
presenga de proteinas nos tubos contendo os permeados foi realizada pela leitura
da absorbancia em espectrofotometro a 280 nm. As fracdes obtidas foram
submetidas ao ensaio de inibicdo enzimatica da a-amilase e tripsina, e os teores
de proteina determinados segundo a metodologia de Bradford (1976).

A atividade inibitéria especifica (UIA/mg de proteina) foi
calculada pela razdo entre a inibi¢do da atividade da enzima por 1 grama de FFB

(UIA/g FFB) e o teor de proteina total (mg proteina/g FFB).

4.6.4- 4°via de purificagdo: Irradia¢do

A farinha de feijao branco foi irradiada com doses de 2,5 e 5,0 kGy, em
um Irradiador Gama de Pesquisa com fonte de césio 137, localizado no Centro
Tecnologico do Exército (CTEx), Rio de Janeiro, sendo o tempo de exposicao
calculado considerando-se a atividade atual da fonte (com taxa de dose de 1,8

kGy/h).
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O irradiador ¢ do tipo cavidade com fonte de césio 137 autorecolhivel,
controlada por um sistema eletro-eletrénico, com portas blindadas moveis.
Possui ainda varios sistemas de seguranga, que incluem dispositivos logicos e
travas fixas, que garantem o funcionamento seguro, eliminando qualquer
possibilidade de exposi¢do acidental a fonte (Lima et al., 2009).

A FFB irradiada foi conduzida ao Laboratério de Bioquimica da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde foram realizadas as anélises de

inibicdo enzimatica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- 1%via de purifica¢do: Tratamento térmico e com varia¢do de pH

O inibidor de a-amilase (a-Al) foi instavel ao aumento da temperatura

possivelmente ocorrendo desnaturagdo protéica e perda da fungdo (Tabela 1).

Tabela 1: Porcentagem de inibi¢do da a-amilase apos tratamentos térmicos por

15 minutos do EBFFB extraido em diferentes pHs e diluidos 1:10.

Temperaturas
pH 70°C 75°C 80°C 85°C 90°C
3,0 59%+1,12 48%=+0,44 nd nd nd
4,0 69%+0,67 53%+0,89 nd nd nd
5,0 76%=+2,13 50%=+1,12 nd nd nd
6,0 75%+4,13 45%+3,54 nd nd nd
7,0 75%+0,87 67%+5,12 nd nd nd
8,0 72%+1,65 40%=+1,23 nd nd nd
9,0 63%=1,32 37%+0,98 nd nd nd
10,0 64%+0,76 22%+0,55 nd nd nd

Os resultados s3o a média de 3 repeti¢des + desvio padrao.
Diluicao do extrato bruto de FFB 1:10.
nd corresponde a inibi¢ao ndo detectada.

Pode-se verificar que diferentemente do a-Al (Tabela 1), o inibidor de

tripsina permaneceu estavel em todos os tratamentos testados (Tabela 2).
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Tabela 2: Porcentagem de inibigo da tripsina apos tratamentos térmicos por 15

minutos do EBFFB extraido em diferentes pHs e diluidos 1:10.

Temperaturas
pH 70°C 75°C 80°C 85°C 90°C
3,0 100% 100% 100% 100% 100%
4,0 100% 100% 100% 100% 100%
5,0 100% 100% 100% 100% 100%
6,0 100% 100% 100% 100% 100%
7,0 100% 100% 100% 100% 100%
8,0 100% 100% 100% 100% 100%

9,0 97,2%+ 1,3  96,9%*277 96,4%+0,9 96%+0,6 957%+1,3
10,0 91,6 %+2,1 93,1%+1,9 92,1%+0,88 91,6%+1,2 92,6%+1,3

Os resultados sdo a média de 3 repeti¢des = desvio padrao.
Diluicao do extrato bruto de FFB 1:10

O inibidor de tripsina do feijdio ¢ do tipo Bowman-Birk (BBI) e
apresenta estrutura compacta e elevada resisténcia a inativacdo térmica
(Genovese & Lajolo, 2001). Ao contrario do a-Al, que perdeu completamente a
atividade inibitdria a partir de 15 minutos a 80° C; mesmo a 90°C, o BBI causou
uma elevada inibi¢do da atividade da tripsina em todos os pHs testados. Os BBI
sdo moléculas muito resistentes ao calor, forca ionica e pH; sdo pequenos (76
residuos de aminodcidos), contendo sete pontes dissulfeto e ligacdes de
hidrogénio que permitem uma estrutura muito estavel, garantindo suas
atividades mesmo em condic¢des desfavoraveis como temperaturas altas e pH
drasticos (Amorim, 2009). Além do inibidor de tripsina protéico (BBI) o feijao ¢é
rico em taninos, que permanecem ativos, mesmo apds o cozimento por 60
minutos e podem atuar como inibidores de tripsina resistentes ao calor (Silva e
Silva, 1999). A inibi¢do resistente ao calor pode ser atribuida a presenca de

polifendis e a inativagdo incompleta dos inibidores de tripsina protéicos, sendo a
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atividade inibitoria final um somatorio das duas inibi¢des (Chiaradia e Gomes,
1997).
Pode-se notar uma pequena queda na atividade inibitéria da tripsina

quando o inibidor foi extraido em pH fortemente alcalino (pH 9,0 ¢ 10,0).

5.2- 2%via de purificagdo: Precipitagdo diferencial

Neste ensaio o objetivo ndo foi quantificar a inibi¢do, e sim avaliar o
comportamento dos inibidores de tripsina e de a-amilase na presenca de
diferentes agentes precipitantes. A precipitagdo do inibidor de a-amilase pela
adicdo de solventes orgénicos (acetona e etanol) e de sal (sulfato de amonio) em
diversas faixas de saturacdo foi testada por Pereira et al., 2010. Acreditava-se
que diferencas na estrutura e no peso molecular desses inibidores implicariam
em um perfil distinto de precipitagdo, ocasionando a separacdo dos dois tipos de
inibidores. No entanto, pode-se observar na Figura 2, que quando ocorre a
precipitacdo do inibidor de a-amilase, o inibidor de tripsina também precipita

em todas as faixas de concentragdo e agentes precipitantes testados.
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FIGURA 2 Perfil da porcentagem de inibi¢do das enzimas tripsina e o-amilase
por inibidores do EBFFB, precipitados por acetona, etanol e sulfato de amonio
em 9 concentragoes.

Conforme observado, ndo foi possivel remover o inibidor de tripsina do

EBFFB por precipitacdo diferencial.
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5.3- 3%via de purificagdo: Cromatografia de exclusao molecular

Antes de aplicar a amostra, uma solu¢do de Blue dextran 2mg/mL foi
aplicada na coluna Sephacryl HR 300. O cromatograma obtido estd exposto na
Figura 3.

O movimento da zona de cor azul foi observado e apresentou-se
compacto e uniforme. A coluna cromatografica utilizada apresentou-se
homogénea e sem bolhas. Segundo Collins et al. (2007), a homogeneidade da
coluna pode ser verificada com uma solugdo colorida, geralmente Blue Dextran
2000 (Pharmacia- Amersham biosciences), em uma concentragdo de 2 mg mL ™.
O exame da coluna em luz tramsmitida também permite ver falhas, bolhas de ar,

€ outros.

0,30+

0,25+

) [ ]
0,20
1 L]
0,15
) /_
| ]

Abs (620nm)

o

N

o
1

u

\

./ ....l

0,00 llllllllllllll'/ EEEEEEEEEEE

0,05+

T T T T T T T T T
0 20 40 60 80

Volume (mL)

FIGURA 3 Perfil cromatografico do Blue dextram (PM 2000 KDa) na
concentragdo de 2mg/mL aplicado na coluna Sephacryl HR300 (16X60cm)
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Apés aplicagdio do EFFB, os maiores picos de proteina foram
observados em 90mL e entre 136 e 174 mL (Figura 4). No entanto, o inibidor de
a-amilase foi completamente eluido entre 114 e 130mL (Figura 5).

As fragdes contendo o inibidor de a-amilase foram testadas também
quanto a inibicdo da atividade de tripsina. O a-Al de feijdo branco possui PM
estimado entre 30 a 36 KDa (Yang et al, 2008, Pusztai et al., 1995, Pueyo et al.,
1993) e entre 45 e 50 kDa (Lee et al., 2002, Marshall e Lauda, 1975,
Yamaguchi, 1993) e o inibidor de tripsina protéico Bowman-Birk (BBI), PM de
8 a 9kDa (Amorim, 2009, Cardénas, 2006, Pusztai et al., 1995).

Apesar da diferenga de tamanho entre o a-Al e o BBI, nas fracdes

contendo o a-Al, a tripsina foi 100% inibida, denotando a presenca do inibidor

de tripsina e nao somente o de a-amilase.
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FIGURA 4 Perfil cromatografico da elui¢do de proteinas a 280nm da solucao de
FFB aplicada na coluna Sephacryl HR300 (16X60cm).
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Os BBI apresentam estrutura em cadeia Unica, rica em residuos de
cisteina que lhes confere uma estrutura rigida e bastante conservada. As
principais enzimas inibidas por BBI sdo tripsina e quimotripsina, uma vez que
sua estrutura possui dois loops ou duas “cabeg¢as de inibi¢do”, sendo uma para a
tripsina e outra para a quimotripsina. Além dessas enzimas, os BBI podem inibir
ainda a catepsina G, a elastase e a quinase (Amorim, 2009).

Algumas proposi¢des podem sugerir a eluicdo conjunta dos inibidores
das enzimas a-amilase e tripsina.

Apesar da diferenca de tamanho entre os inibidores de BBI e a-Al, a
coluna Sephacryl HR 300, possui poros que retém proteinas globulares com PM
na faixa entre 10 a 1500 kDa. Esperava-se que o a-Al fosse eluido antes do BBI,
ja que na cromatografia por exclusdo molecular, as moléculas se separam de
acordo com seus tamanhos e pesos moleculares; moléculas maiores eluem
primeiro da coluna, enquanto moléculas menores eluem no final da permeagéo
(Silva e Cabello, 2006). Segundo Collins et al. (2007), se o limite de exclusdo
molar do gel estd muito acima da maior massa molar, a resolu¢do diminui, o que
pode ter acontecido neste caso.

Deve-se considerar ainda que ha relatos de inibidores duplos de a-
amilase e tripsina. Dentre os a-Al de origem vegetal tem-se: knotinas, y-
tioninas, proteinas-CM, inibidores tipo-Kunitz, taumatinas e lectinas. As
proteinas-CM possuem até 160 residuos de aminodcidos. Geralmente tém
atividade ndo somente sobre a-amilases como também sobre tripsinas, ao
contrario de outros inibidores que apresentam especificidade apenas sobre
amilases (Svensson et al., 2004). J4 & conhecida a presenca de a-Al do tipo
lectinas no feijao branco, porém, a presenga de inibidores do tipo proteinas-CM

ainda nao foi sugerida.
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FIGURA 5 Porcentagem de inibicdo da a-amilase nas fragdes coletadas por
cromatografia de exclusdo molecular em coluna Sephacryl HR300 (16X60cm).

Finalmente, pode-se sugerir que os a-Al, que sdo processados para a
forma ativa por meio de modificacdes pos-traducionais, como clivagem
proteolitica e glicosilacdes, para originar a estrutura heterotetramérica com 2
cadeias o e duas cadeias B, tenham sido hidrolisados, originando as subunidades
o e B, com 7,8 e 14 KDa, respectivamente (Del Sarto et al., 2007). As
subunidades possuem PM muito préximo ao do BBI, e neste caso, eluiriam
juntos da coluna.

Com relacdo ao rendimento da purificagdo, o EFFB apresentou uma
inibicdo especifica de 0,473UIA/mg de proteina antes da cromatografia. As
proteinas provenientes das fracdes contendo o inibidor apresentaram uma
inibigdo especifica de 9,26 UIA/mg de proteina, e consequentemente um fator de
purificacdo de 19,58 (Tabela 3). No entanto, a purificacdo do a-Al foi parcial,

dada a presenga de inibi¢do da atividade de tripsina nas fragdes coletadas.
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Tabela 3 Etapas da purificacdo parcial do inibidor de a-amilase da farinha de

feijao branco.

Etapa da purificagdo UIA/g* de proteina  Fator de Purificagdo
Extrato bruto 0,473 1
Tratamento térmico 70°C 5 min. 0,504 1,06
Precipitacdo isoelétrica 2,079 4,39
Cromatografia de filtracdo 9,26 19,58
molecular

* UIA/g: unidade de inibi¢do da a-amilase corresponde & inibicdo total de 1 U
de a-amilase por grama de proteina da FFB, sendo que (U) corresponde a
formacao de um pmol de aglicar redutor por minuto nas condig¢des de ensaio.

5.4- 4via de purifica¢do: Irradiagdo

No Brasil, a irradiagdo de alimentos é permitida mediante o decreto n°
72718 de 29 de agosto de 1973. Conforme a Resolugdo-RDC N° 21 de
26/01/2001, qualquer alimento pode ser tratado com a radiacdo ionizante
considerando que a dose minima absorvida deve ser suficiente para alcancar a
finalidade pretendida e, a dose maxima deve ser inferior aquela que
comprometeria as propriedades funcionais e ou os atributos sensoriais do
alimento (Huachaca, 2002). Em 1980, o Comité de Especialistas sobre
Irradiagdo de Alimentos da FAO/IAEA/OMS concluiu que "...a irradiagdo de
qualquer item de alimento com dose média de até 10 kGy ndo apresenta dano
toxicologico e ndo introduz problema especial nutricional ou microbiologico"
(WHO, 1981). A partir dai, a Comissao do Codex Alimentarius da FAO/OMS
adotou, em 1983, o Codex General Standard para Alimentos Irradiados,
limitando a dose média a 10 kGy (FAO, 1984).

O efeito da irradiag@o-y na inibicdo de o-amilase e tripsina por extrato

de farinha de feijao branco estd demonstrado na Tabela 4.
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Tabela 4 Efeito da irradiagdo-y na inibi¢do de a-amilase e tripsina por extrato de

farinha de feijdo branco.

Dose irradiada (kGy) % inibicdo da a-amilase* % inibi¢do da tripsina

Controle 66,7% * 100%
2,5 52,5%" 100%
5,0 55,4% ° 100%
CV 8,41 0

CV: coeficiente de variagdo.

Diluicao do extrato bruto de FFB 1:25.

*Qs valores com as mesmas letras sobrescritas ndo diferem entre si, em nivel de
5% de significancia, pelo teste de Scott Knott.

Pode-se verificar que o inibidor de tripsina nao foi alterado e a inibigdo
da a-amilase foi diminuida apds a radiag@o nas doses testadas. Esperava-se uma
queda da atividade inibitdria da tripsina, ja que tem sido atribuida uma perda da
acao do inibidor em amostras irradiadas pela clivagem das ligagdes dissulfeto
(Armelin et al., 2007). Ha relatos de degradacdo dos inibidores de protease
expostos a radiagao v, diretamente proporcional a dose. Tem sido reportada uma
relacdo linear significativa entre a perda da atividade inibitoria de tripsina e o
aumento da dose de radiagdo em grao de bico. Na soja, constatou-se uma queda
de 54,5%, 62,7% e 72,5%, na inibi¢do da tripsina in vitro apds uma exposicao a
radiagdo nas doses de 10 kGy, 30 kGy e 60 kGy, respectivamente (Siddhuraju et
al., 2002). No entanto, doses acima de 10 kGy ndo sdo recomendadas (Armelin
et al., 2007).

Houve uma diminui¢do da inibi¢do da a-amilase apos a radiagdo, e o
aumento da dose utilizada ndo interferiu nesta queda. A perda da inibigdo da a-
amilase também foi observada apds exposi¢do da farinha desengordurada de

Moringa peregrina a doses de 7 e 10 kGy. Neste caso, a queda da atividade
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inibitéria da o-amilase apds o tratamento com irradiacdo com 7 kGy foi
semelhante ao tratamento térmico a 70°C por 120min (Siddhuraju et al., 2002).
A irradiagdo, apesar de mostrar-se uma pratica promissora, utilizada
para estender a vida-de-prateleira e reduzir as perdas das safras, durante a
armazenagem do feijdo (Mechi et al., 2005), ndo configurou-se uma opgao
vantajosa para utilizacdo da farinha com efeito fitoterdpico; ja que reduz a

inibi¢do desejavel da a-amilase sem interferir na inibi¢ao da tripsina.
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6 CONCLUSOES

Nenhuma das vias de purificagdo propostas eliminou a inibigdo da
tripsina. No entanto, a cromatografia de exclusdo, precedida pela extragao,
tratamento térmico a 70°C e precipitacdo isoelétrica apresentou um fator de

purificacdo de 19,58.
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1 RESUMO

Objetivou-se realizar ensaios de inibicao de enzimas envolvidas na digestdo de
carboidratos (o-amilase e a-glicosidase) e de lipidios (lipase pancreatica), pela
farinha de feijao branco (FFB), visando detectar inibidores, e verificar a
estabilidade destes frente ao fluido gastrico simulado, além de realizar uma
triagem toxicologica pela analise de atividade hemolitica. Apds a simulagdao do
fluido gastrico as enzimas o- amilase e a-glicosidase foram inibidas pela FFB,
revelando-se um importante auxiliar na redugdo da absor¢do de carboidratos da
dieta, e consequentemente um promossor complemento ao tratamento da
obesidade ¢ do diabetes. Adicionalmente, ndo foi verificada agdo hemolitica nos
ensaios preliminares de toxicidade.

Descritores: a-amilase, a-glicosidase, lipase.

2 ABSTRACT

The objective was to perform tests of inhibition of enzymes involved in
digestion of carbohydrates (a-amylase and a-glucosidase) and lipids (lipase
pancreatic) using the white bean flour (WBF), in order to detect inhibitors and to
verify the stability of these front the simulated gastric fluid, and a toxicological
screening analysis by hemolytic activity. After simulation of gastric fluid the
enzymes o-amylase and a-glucosidase were inhibited by WBF, revealing an
potential of reduction of the absorption of carbohydrates in the diet, and
consequently an adjunct to treatment of obesity and diabetes. Additionally, there
was no hemolytic action in preliminary toxicity tests.

Keywords: a-amylase, a-glucosidase, lipase.
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3 INTRODUCAO

A obesidade vem crescendo acentuadamente ao redor do mundo nos
ultimos anos e os potenciais riscos de sua prevaléncia e progressao envolvem as
dislipidemias, hipertensdo, doengas coronarianas, diabetes, entre outras. 1.23

Atualmente, estdo disponiveis diversos produtos para o controle do peso
e diminui¢do da glicemia, incluindo preparagdes farmacoldgicas e suplementos
dietéticos, que objetivam restringir a absor¢do de energia, sendo a maioria
constituida de extratos vegetais.*” Especial atencio tem sido dada recentemente
aos chamados “bloqueadores de amido”, embora ndo haja evidéncias cientificas
confidveis da sua eficacia.® Estes suplementos consistem de concentrados
protéicos de feijao, que sdo conhecidos por conter altos niveis de inibidor de a-
amilase, uma proteina conhecida como Faseolamina (a-Al). Além de ser uma
fonte de nutrientes essenciais, o feijdo possui constituintes quimicos que sdo
considerados componentes com acao funcional, como os flavondides, incluindo
flavonois, glicosilados ou ndo, antocianidinas, proantocianidinas e isoflavonas,
bem como acidos fendlicos.” Cabe aqui ressaltar que, alimento funcional é um
“alimento convencional ou similar a este em aparéncia, consumido como parte
da dieta normal, que apresenta efeitos fisiologicos benéficos e/ou reduz o risco
de doengas cronicas, além de suas fung¢des nutricionais basicas”. Estudos
realizados com diversas variedades de feijdo demonstraram o seu potencial
como alimento funcional, devido a sua a¢do na diminui¢ao dos riscos de doencas
cardiovasculares, redug¢do no indice glicémico para portadores de diabetes,
aumento na saciedade e na prevengdo do cancer. ® Acredita-se que, por
eventualmente impedir a digestdo dos carboidratos complexos, este inibidor
possa reduzir a disponibilidade caldrica e de agucares simples para serem

absorvidos, promovendo assim a perda de peso e uma diminuigio da glicemia.’
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A prospeccdo de alternativas terapéuticas, principalmente de origem
vegetal, apresenta-se como op¢do promissora para a descoberta de novos
fitoterapicos e fitomedicamentos, visto que a grande diversidade de espécies
vegetais ainda ndo estudadas representa um vasto campo de moléculas a serem
descobertas.'’ Nesse contexto, alvos moleculares como enzimas e receptores tém
sido estudados para a busca de medicamentos, baseados no mecanismo de
inibigdo enzimdtica que ocasiona alteragdes benéficas no metabolismo e o uso
no tratamento de doencas."’

As enzimas amilase e glicosidases sdo responsaveis pelo processamento
de carboidratos provenientes da dieta, atuando na quebra do amido e na absor¢éo
de monossacarideos pelos enterocitos. Dessa forma, inibidores dessas enzimas,
presentes em plantas oferecem uma estratégia promissora para o controle da
hiperglicemia associada ao diabetes tipo 2, obesidade e hipertensdo por meio da
redugdo da quebra do amido e da absorgdo da glicose no intestino. '

Adicionalmente, a lipase envolvida no metabolismo de lipideos
apresenta-se também como interessante alvo de inibidores, uma vez que sua
inibicdo promove redugdo na absor¢do de triglicerideos da dieta, ocasionando
diminui¢io do aproveitamento caldrico e perda de peso.''

Diante do exposto, o objetivo neste trabalho foi realizar ensaios de
inibicdo de enzimas envolvidas na digestdo de carboidratos (o-amilase e a-
glicosidase) e de lipidios (lipase pancreatica), com extrato bruto de farinha de
feijdo branco (FFB), visando detectar a atividade de inibidores, e verificar a
estabilidade destes frente a um fluido gastrico simulado. Além de se realizar

uma prévia triagem toxicoldgica da FFB pela analise de atividade hemolitica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencdo da farinha de feijao branco (FFB) e preparo do extrato

O feijao branco foi cultivado em Campo Belo, MG, ¢ adquirido em
supermercado local. Os graos com casca foram lavados com agua destilada, e
secos em estufa com circulacdo de ar a 30°C até peso constante. Para obtengdo
da farinha (FFB), os graos foram triturados em moinho manual e em seguida em
um moinho de facas (TE 631 Tecnal) para obten¢do de uma farinha com
granulometria menor ou igual a 60 mesh.

As amostras foram misturadas com agua destilada na proporgao 1:5
(p/v) e colocadas em agitador horizontal a temperatura ambiente durante 1 hora.
Em seguida, a mistura foi centrifugada por 15 minutos a 2.500 x g. O
precipitado foi descartado e o sobrenadante, denominado extrato bruto de
farinha de feijao branco (EBFFB), utilizado nas analises de inibi¢do das

enzimas.

4.2 Obtencdo das enzimas

Foram utilizadas nos ensaios a enzima o-amilase pancreatica suina do
tipo VI (SIGMA) e lipase suina tipo II (MERCK). As a-glicosidases foram
obtidas a partir de duodeno suino fresco cedido pelo Departamento de Zootecnia
da Universidade Federal de Lavras. O tecido foi triturado em liquidificador com
tampao Tris-HCI 0,5 mol L', pH 8,0 a 4°C, para extracdo das enzimas das
membranas dos enterécitos e processado em “mixer” até completa
homogeneizacdo. O homogeneizado foi filtrado em malha de nylon e
centrifugado por 10 minutos, a 2.500 x g, a 4°C e utilizado como extrato

enzimatico.



86

4.3 Atividade das enzimas glicoliticas
4.3.1 Atividade de a-amilase

A atividade de o-amilase foi determinada segundo a metodologia
proposta por Noelting & Bernfeld (1948)" em que 50 pL da amostra e 50 pL de
enzima o-amilase sdo pré-incubados, por 20 minutos, em banho-maria a 37°C. O
substrato foi o amido 1% preparado em tampdo Tris 0,05 mol L', pH 7,0
acrescido de NaCl 38 mmol L™ e CaCl,0,1 mmol L. Apés adi¢do de 100 pL do
substrato, a mistura foi incubada por quatro periodos de tempo (10, 20, 30 e 40
min.). A reagdo foi interrompida adicionando-se 200 pL do reagente acido 3,5
dinitrosalicilico e a absorbancia, do produto da mesma, lida em

espectrofotometro a 540 nm.

4.3.2 Atividade de o-glicosidase

A atividade de oa-glicosidase foi determinada segundo Kwon et al.
(2006)", utilizando p-nitrofenil-a-D-glucopiranosideo 5 mmol L™ em tampio
citrato-fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 como substrato. No ensaio, 50 uL. da amostra,
100 pL de enzima e de 50 pL do substrato foram incubados em banho-maria, a
37°C, por quatro periodos de tempo (10, 20, 30 e 40 min.). A reagdo foi
interrompida adicionando-se 1 mL de NaOH 0,05 mol L' e a leitura da

absorbancia, do produto da mesma, aferida em espectrofotometro, a 410 nm.

4.3.3 Atividade de lipase

Em cada analise, a mistura de 100 pL de lipase, 50 uL. de EBFFB e 50
uL de substrato p-nitrofenilpalmitato 8 mmol L™ em tampdo Tris-HCI 0,05
mmol L' pH 8,0 contendo 0,1% de Triton-X100 foi incubada por quatro

periodos de tempo (10, 20, 30 e 40 min.). A reacao foi paralisada, transferindo-
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se os tubos para um banho de gelo e adicionando-se 1mL de tampao Tris-HCl
0,05 mmol L™ pH 8,0. O p-nitrofenol (produto da agdo da lipase sobre o p-
nitrofenilpalmitato) de coloracdo amarela foi lido em espectrofotdometro a 410

nm."

4.4 Determinacéo da inibicao

A inibicdo das enzimas foi obtida a partir da determinagdo das
inclinagdes das retas (absorbancia x tempo) dos ensaios de atividade das
enzimas controle (sem amostra) e enzimas + inibidor (com amostra). A
inclinagdo da reta é decorrente da velocidade de formagéo de produto por minuto
de reagdo e a presenga do inibidor ocasiona uma diminui¢do nessa inclinagdo. A
partir dessa inclinacdo, os valores de absorbancia foram convertidos em pmol de
produto por meio de uma curva padrio de glicose para a amilase e de p-
nitrofenol para as glicosidases e para lipase. Para uma maior seguranca dos
resultados os controles foram preparados em agua e em fluido gastrico simulado
neutralizado, para eliminar a possivel interferéncia deste na atividade das

enzimas.

4.5 Fluido géstrico simulado

Com o objetivo de simular o processo de digestdo no estdbmago in
vitro, foram também realizados os ensaios de atividades enzimaticas na presenga
de um fluido géastrico simulado. Para tal, o extrato de FFB foi incubado com o
fluido gastrico simulado na proporgdo 1:1, preparado segundo a The United
States Pharmacopeia - USP'® por 1 hora em banho-maria, a 37°C. Apds esse
periodo, o EBFFB em fluido foi neutralizado com bicarbonato de sodio solido

até pH 7,4 e s6 entdo realizados os ensaios de atividade.
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4.6 Atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi realizada utilizando placas de agar Sangue
(AS) 5% v/v, acrescidas com 0,01% de azida de sodio para evitar a proliferacdo
de microorganismos. Amostras contendo 40puL de solugdo aquosa de FFB em 7
concentragdes (65mg/mL, 90mg/mL, 115mg/mL, 140mg/mL, 165mg/mL,
190mg/mL e 215mg/mL) e o controle positivo (Triton X-100 a 1%) foram
inoculados em orificios feitos no gel. Cada concentracao da solucao de FFB e o
controle positivo foram inoculados em triplicata nas placas, sendo estas
incubadas a 37°C por 24h. A atividade hemolitica ¢ caracterizada pela presenca
dehalo de hemolise radial representada pela descoloragdo do gel ao redor do
local de inoculagdo das amostras. A medida do diametro das circunferéncias

descoloridas foi utilizada para a determinacdo da atividade hemolitica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade das enzimas glicoliticas e da lipase na presenca do extrato bruto
de FFB

Os resultados de inibicdo enzimatica do EBFFB sdo apresentados na
Tabela 1. A inibigcdo expressa em porcentagem ¢ relativa a atividade da enzima
na presenca do extrato bruto de FFB com uma dilui¢do que resulte em uma
inibicdo entre 60 e 80% para garantir a confiabilidade dos resultados.
Adicionalmente, a inibi¢do foi também calculada em unidades de inibi¢do; que

representa a atividade de enzima inibida por grama de FFB.

Tabela 1 Inibi¢do das enzimas digestivas a-amilase, a-glicosidase e lipase pelo

extrato bruto de FFB, com ou sem incubagdo do extrato com fluido gastrico

simulado.
Enzima Incubacio % Inibicao* Unidade de
inibicao*
o-amilase*** com fluido géstrico 79,1£2,49 58,8+3,89
sem fluido gastrico 81,8+1,33 54,1+£2,76
a-glicosidase** com fluido gastrico 70,0 530
sem fluido gastrico 0 0
Lipase** com fluido gastrico 0 0
sem fluido gastrico 0 0
*Unidade de inibi¢ao por g de FFB (Ul/g FFB). Média de 5 repeti¢cdes + desvio
padrao

** Diluicao do extrato bruto de FFB 1:5
*** Diluigdo do extrato bruto de FFB 1:10

Expressando a inibicdo de a-amilase em porcentagem, verifica-se 79,1%

e 81,81% com e sem exposi¢ao do extrato ao fluido géstrico, respectivamente. Ja
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para a-glicosidase a inibi¢ao foi de 70%, detectada apenas apos a agdo do fluido
gastrico (Tabela 1). Tais percentuais estdo dentro da faixa considerada como um
bom perfil inibitério de enzimas relacionadas ao metabolismo de carboidratos. '

Venkateswaran et al.'® constataram uma redugio significante dos niveis
séricos de colesterol, triglicérides, acidos graxos livres, colesterol total e VLDL
em ratos tratados com extrato aquoso de Phaseolus vulgaris por 45 dias. Em
adicdo, varios autores relataram atividade antihiperlipidémica atribuida ao feijao
branco.'®'"'®"” Contudo, neste trabalho, nio foi detectada inibi¢do da enzima
lipase pancreatica, envolvida no metabolismo lipidico, pela FFB, que poderia
explicar eventuais redugdes de lipideos sanguineos. Assim, outros mecanismos
podem ser sugeridos para promocdo deste efeito, que ndo a inibi¢do da lipase
pancreatica: inibicdo da HMG-CoA redutase, estimulacdao da colesterol-7-o-
hidroxilase (CYP7A1l), que converte o colesterol em &cidos biliares, e/ou
inibi¢do da absor¢ao do colesterol no intestino pela formagao de complexos com
compostos como os glicosideos e as saponinas.*

Para a a-glicosidase, a exposi¢do ao fluido gastrico ativou o inibidor; que
ndo havia atuado sobre a enzima antes da simulagdo do fluido, conforme
demonstrado na Figura 1. Tal fato sugere que o inibidor sofra alteragdo
estrutural como a hidrdlise de ésteres devido a alteragdo do pH. A hidrdlise
ocorre pela desestabilizagdo da carbonila do grupo éster pelo ion hidrogénio
(H"). Desta forma, a exposicdo das moléculas ao fluido gastrico pode acarretar
modifica¢des na estrutura do inibidor em decorréncia do pH acido e, neste caso,
promove a inibicdo da enzima que antes da simulagdo do fluido gastrico nao

ocorria.
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Figura 1 Atividade da a-glicosidase na ausénia do EBFFB (controle) e na
presenca do EBFFB com e sem exposi¢do ao fluido géstrico simulado.
Apesar de haver muitos inibidores protéicos de o—amilases descritos e

bem caracterizados, sua potencial aplicacdo farmacologica como auxiliar no
tratamento de obesidade, diabetes ou outros distirbios pode ser questionada. A
duvida ¢é se as proteases e o pH acido do fluido gastrico poderiam clivar as
ligacdes peptidicas destes inibidores protéicos, levando a perda da atividade
antes que a agio terapéutica ocorresse, como acontece em insetos.”' A simulagio
do fluido gastrico mostrou que a inibigdo da o—amilase ndo foi alterada nas
proporgoes utilizadas durante os ensaios conforme demonstrado na Figura 2.
Desta forma, sugere-se que o inibidor continuaria estdvel ap6s a passagem pelo

estomago durante a digestao.
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Figura 2 Atividade da a-amilase na ausénia do EBFFB (controle) e na presenga
do EBFFB com e sem exposi¢ao ao fluido gastrico simulado.

A inibi¢do das enzimas glicoliticas pode ser potencialmente utilizada
como uma terapia complementar efetiva para hiperglicemia pos-prandial, com a
vantagem de apresentar menos efeitos colaterais decorrentes da excessiva
inibi¢do de a-amilase pancredtica sem a inibi¢do da a-glicosidase, que resulta
em aumento da fermentacdo bacteriana anormal de carboidratos ndo digeridos
no colon.'”” Além disso, a forte inibicdo da a-glicosidase, ndo associada a
inibi¢do da a-amilase, provoca acimulo excessivo de oligossacarideos, como os
dissacarideos no intestino distal, resultando na alteracdo dos fluidos osmoticos e
em desordens intestinais que podem reduzir o tempo de contato entre a mucosa e
os nutrientes existentes no intestino.”? Diarréias e outros efeitos colaterais, como
flatuléncia e colica abdominal estdo associados ao uso desses inibidores, além do

desenvolvimento de tumores renais e danos hepaticos.”> Desta forma, a FFB ¢é
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promissora; ja que inibe a a-amilase (58,843,89UIA/g FFB), e a a-glicosidase
(530+£0U1G/g FFB) apos a simulagdo do fluido gastrico.

No ocidente os carboidratos correspondem de 40 a 50% das calorias
ingeridas e constituem o principal componente da dieta na forma de amido ou de
aglicares simples.” Verifica-se, positivamente, que o extrato bruto de FFB pode
apresentar efeito na diminui¢cdo da absorc¢ao de carboidratos in vivo por inibigdo
de enzimas envolvidas na digestdo. A presenca dessa atividade inibitdria pode
explicar, portanto, parte dos efeitos emagrecedor e hipoglicemiante, atribuidos a

FFB, relatados na literatura.?

5.2 Avaliacao toxicoldgica preliminar

O teste para verificacdo da a¢do hemolitica in vitro tem sido utilizado
como uma das metodologias de triagem para diversos agentes toxicos, sendo
empregado por diversos autores para a avaliagio toxicologica de plantas.****%°

A saponina é um surfactante natural e foi detectada em feijoes Kidney
(Phaseolus vulgaris), conjugada com o DDMP (2,3-diidro-2,5,diidroxi-6-metil-
4H-pirano-4-one.”” Os compostos surfactantes produzem efeito hemolitico por
dois possiveis mecanismos. Um dos mecanismos propostos ¢ a ocorréncia de
solubilizagdo da membrana plasmatica do eritrdcito, que romperia por se tornar
mais fragil. Outra hipdtese ¢ a ocorréncia de lise osmotica, por meio da alteragao
da permeabilidade da membrana plasmatica da hemécia.”®

Por outro lado, os compostos xenobidticos reduzidos, como, por
exemplo, os compostos fenoélicos, sdo capazes de promover hemdlise por meio
da oxidagdo da hemoglobina, formando metemoglobina.” Segundo Cardénas*’o
feijdo branco cru apresenta teor de catequina de aproximadamente

33,38mg/100g de feijao, valores bem inferiores aos encontrados nos feijoes

preto e carioca (61,01mg/100g e 102,45mg/100g, repectivamente).
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Apesar da presenca de agentes hemoliticos como as saponinas e
compostos fendlicos, constatou-se que o EBFFB, quando inoculado em placas
de AS, ndo apresentou atividade hemolitica em todas as concentragdes testadas,
sendo que a maior concentracao usada correspondeu a um valor 10 vezes maior
que a dose indicada para consumo humano. Por outro lado, o uso de solugdo de
Triton X100 a 1%, como controle positivo, promoveu halo de hemoélise com
diametro de de 5,7 mm; validando o processo, evitando resultados falso
negativos. Entretanto, o teste de hemolise in vitro serve apenas como triagem
para avaliagdo de toxicidade, sendo ainda necessaria a realizagdo de analises

complementares, como por exemplo, ensaios biolégicos com animais.
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6 CONCLUSOES

Ap6s a simulagdo do fluido gastrico as enzimas glicoliticas (a-amilase e
a-glicosidase) foram inibidas pela FFB, que revelou ser um potencial redutor da
absorc¢do de carboidratos da dieta, e consequentemente um promissor adjuvante
ao tratamento da obesidade e do diabetes. Adicionalmente, ndo foi verificada

acao hemolitica nos ensaios preliminares de toxicidade.
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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, Custédio Donizete Dos Santos, Livia Cabral Satiro,
Silvana Marcussi; Larissa Fonseca Andrade, Lisete Chamma Davide.

1 RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o potencial de indugdo de
efeitos genotoxicos de farinha de feijdo branco utilizando o teste do Cometa. O
teste foi realizado com linfocitos humanos presentes em sangue total,
imediatamente apds a coleta, através de incubacdo com solug¢do de farinha de
feijao branco em trés concentragdes (3,92, 9,52 e 18,18 pg/mL), a 37°C por 4 h,
seguida por preparagdo das laminas e avaliagdo da integridade dos nucleodides.
Amostras foram consideradas positivas (danos acima de 20%) quando os danos
observados no DNA celular foram maiores que no controle negativo. Constatou-
se que as doses testadas ndo apresentaram potencial genotoxico. Ainda assim,
seria prematuro fazer recomendagdes sobre a auséncia de riscos a satide humana
resultantes de danos no DNA uma vez que a exposi¢ao das células ao extrato
restringiu-se a 4 horas e ndo durante um ciclo celular completo. Adicionalmente,
outras informagdes sobre a toxicologia deverdo ser futuramente obtidas por
testes de mutagenicidade.

Palavras-chaves: Genotoxicidade, farinha de feijao branco, teste do Cometa.
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2 ABSTRACT

This study was conducted to evaluate the potential induction of genotoxic effects
of white bean flour using the Comet assay. The test was conducted with human
lymphocytes present in whole blood immediately after collection, by incubation
with a solution of whitebean flour in three concentrations (3.92, 9.52 and 18.18
mg / mL) at 37°C for 4 h followed by preparation of the slides and assessing the
integrity of the nucleoid. Samples were considered positive (above 20%
damage) when the observed damage in cellular DNA were higher than negative
control. It was found that the doses tested showed no genotoxic potential. Yet it
would be premature to make recommendations about the absence of risks to
human health resulting from DNA damage since the exposure of cells to the
extract was restricted to four hours rather than during a whole cell cycle.
Additionally, other information on the toxicology should be further obtained by
mutagenicity tests.

Keywords: Genotoxicity, white bean flour, comet assay.
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3 INTRODUCAO

A necessidade de novos farmacos tem estimulado a pesquisa de
moléculas que atuem como inibidores enzimaticos 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 feijdo. Esta
inibicdo induz tolerdncia aos carboidratos, saciedade, perda de peso e
prolongamento do tempo de esvaziamento gastrico, que podem ser uteis no
tratamento da obesidade e diabetes mellitus ndo insulino-dependente (CHEN et
al., 2008). O uso cotidiano da farinha de feijao branco tem se tornado cada vez
mais frequente, dada a presenca do inibidor de a-amilase conhecido como
faseolamina. No entanto, estudos revelam a presenca de fatores antinutricionais
importantes no feijdo cru (PEREIRA et al., 2009). Portanto, ainda ha duvidas
quanto a viabilidade do uso da farinha de feijdo cru considerando os beneficios e
prejuizos a satde.

Organismos vivos apresentam um genoma que estd sob constante agdo
de agentes exdgenos ou endogenos que podem afetar a integridade quimica do
DNA alterando as informacdes nele contidas. Diferentes alteragdes sdo
responsaveis pela instabilidade gendmica, tendo importante papel na
carcinogénese (JEFFORD; IRMINGER-FINGER, 2006). Assim, mutagdes
podem se originar em genes que controlam a sintese e reparo de DNA, o ciclo
celular ou a apoptose, levando a um aumento da taxa de mutacao basal, o que
esclarece satisfatoriamente o fato de haver multiplas mutagdes em tumores
(SARASIN, 2003).

Aberragdes cromossomicas, trocas entre cromatides irmas e formagao de
micronucleos em linfocitos do sangue periférico humano tém sido considerados

como alteragcdes biomarcadoras de exposigdo a agentes genotdxicos e
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carcinogénicos. Alguns pesquisadores assumem que o0s mecanismos de
formacao de danos no DNA sdo similares nos diferentes tecidos, e desta forma,
sugere-se que os niveis de danos nos linfocitos possam refletir os que ocorreriam
nos demais tecidos (ALBERTINI et al., 2000; NORPPA, 1997).

Para que um produto seja recomenddvel como alimento e/ou
medicamento, suas propriedades bioldgicas devem ser bem conhecidas. Entre os
testes recomendados pela Food and Drug Administration (FDA), destacam-se os
relacionados as atividades mutagénicas e antimutagénicas (FDA, 2001).

A Toxicologia Genética ¢ uma area que aborda principalmente os
estudos de mutagenicidade, carcinogenicidade e teratogenicidade. Nesta area
existem varios ensaios para biomonitoramento da mutagénese e genotoxicidade
e um dos testes utilizados para avaliagdo do potencial mutagénico ¢ o Cometa,
que é um ensaio simples, rapido, sensivel e de baixo custo quando comparado a
outros testes para detec¢do de danos no DNA (TICE et al., 2000). O Ensaio do
Cometa ndo ¢ utilizado para detectar mutagdes, mas sim lesdes gendmicas que,
apos serem processadas, podem resultar em mutacdo. Diferente das mutagdes, as
lesdes detectadas pelo ensaio do Cometa sdo passiveis de corregdo. Assim, o
ensaio pode ser também utilizado para estudos de reparo do DNA, trazendo
informagdes importantes sobre a cinética e o tipo de lesdo reparada, embora nao
possibilite inferir a fidedignidade do processo de reparo (ALBERTINI et al.,
2000). A técnica consiste na imersdao de células viaveis em gel de agarose, lise
da membrana celular por detergentes e sais alcalinos, e posterior eletroforese.
Sob condigdes alcalinas de eletroforese, os DNAs celulares que sofreram danos
apresentam maior taxa de migracdo em dire¢do ao anodo, devido a quebras de
fita simples ou duplas e sitios labeis alcalinos simulando a aparéncia de um
cometa (cabega e cauda) (PAVAO et al., 2007).

No caso da farinha de feijao branco, a utilizacdo do teste do Cometa

permitira avaliar se a dose recomendada para o consumo humano seria passivel
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de induzir danos ao DNA apds breve tempo de exposicdo das células
sanguineas.

Além disso, ndo hd dados na literatura relacionados a pesquisa de
mutagenicidade da farinha de feijao branco. Neste contexto, objetivou-se
verificar a possivel indugdo de danos no DNA de células humanas pelo teste do

Cometa.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Preparo da farinha de feijdo branco (FFB)

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

O preparo do homogeneizado de FFB, em concentracao de 0,2g/mL, foi

realizado em camara de fluxo laminar utilizando tampao PBS estéril.

4.2 Preparo dos tratamentos

Foi utilizado sangue periférico de 5 voluntarios com idade entre 21 e 40
anos, sem manifestagdo de sinais ou sintomas de doenca, apos consentimento
livrte e esclarecido. Individuos tabagistas ou ocupacionalmente expostos a
contaminantes ambientais (agrotoxicos, tintas, etc) e aqueles que utilizam
medicamentos de uso continuo foram excluidos da amostra. O sangue foi
coletado a vacuo e protegido da luz imediatamente apos a coleta. A seguir,
diferentes volumes do homogeneizado de FFB foram adicionados a aliquotas de
500 pL de sangue para obtencdo de amostras com concentragdes crescentes da
FFB (3,92; 9,52 e 18,18 pg/mL sangue). Além das amostras, foram preparados
os controles negativo (500 puL de sangue) e positivo (doxorrubicina 18,0 pg/mL
de sangue). A doxorrubicina ¢ um antitumoral da familia das antraciclinas, capaz
de causar dano ao DNA e, portanto, amplamente empregada como controle no
teste do cometa uma vez que sabidamente induz danos de nivel 3 e 4 em DNA

de células animais (BARCELOS et al., 2009).
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Todos os procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar e
ao abrigo da luz.

Finalmente, as misturas de sangue com os diferentes tratamentos foram
incubadas por 4 horas em estufa a 37°C. Logo em seguida procedeu-se ao ensaio

do Cometa.

4.3 Teste do Cometa

O teste do cometa foi realizado de acordo com a metodologia descrita
por TICE et al. (2000), com modificagdes. As laminas foram previamente
cobertas por solu¢do de agarose de ponto de fusdo normal (NMP) a 1%. Esta
camada foi utilizada para promover a adesdo da agarose de baixo ponto de fusdo
(LMP) contendo as células. Para tanto, uma aliquota (5uL) de cada suspensdo
celular contendo os tratamentos foi misturada a 100 pL de agarose LMP e
gotejada sobre a lamina, coberta com a laminula (24x60mm) ¢ mantida em baixa
temperatura (= 4°C) por Smin, até solidificagdo do gel. A seguir, a laminula foi
retirada ¢ as ldminas mergulhadas em solugdo de lise (2,5M NaCl, 100mM
EDTA, 10mM Tris, 1% Triton X-100, 10% DMSO; pH 10), protegidas da luz,
onde permaneceram por 24 h a 4°C. Apos esse periodo, as laminas foram
transferidas para uma cuba contendo solugdo de eletroforese (1 mM EDTA,
300mM NaOH; pH 13), deixadas em geladeira por 20 minutos e a seguir
colocadas na posi¢ao horizontal na cuba de eletroforese. A cuba foi preenchida
com a solugdo 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 exposi¢do dos
sitios alcali-labeis. A eletroforese foi conduzida a 4°C com 25V e 300mA, por
30min. Em seguida, as laminas foram retiradas da cuba, mergulhadas na solugao

tampao de neutralizac¢do (0,4M tris; pH 7,5) por 15min e colocadas em grade até
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a secagem completa, quando foram fixadas com etanol 100% por 3 minutos.
Posteriormente, foram coradas com iodeto de propidio na concentracdo final de
2,5 pg/mL utilizando um volume de 50uL, cobertas com laminula e visualizadas
ao microscopio de fluorescéncia Nikon ECLIPSE E400, em aumento de 400 X.
Foram analisados 100 nucledides por lamina, 4 laminas por individuo,

totalizando 2000 células por tratamento.

4.4 Analise estatistica

O dano no DNA foi avaliado analisando-se cada nucledide de acordo
com as cinco classes pré determinadas, que inicia em 0, quando nao ha formagdo
de cauda por ndo haver migracdo do material genético e vai até 4, considerado o
dano méximo por apresentar maior cauda e menor concentragdo de DNA na
cabega. Os cometas foram classificados conforme a extensdo do dano no DNA
em cinco categorias: sem danos (Classe 0: dano<5%), baixo nivel de dano
(Classe 1: 5-20%), médio nivel de dano (Classe 2: 20-40%), alto nivel de dano
(Classe 3: 40-85%) e totalmente danificado (Classe 4: dano>85%) Os niveis de
danos verificados para cada tratamento foram agrupados em porcentagens. A
frequéncia de danos (FD) foi calculada baseando-se no nimero de células com
cometa, considerando apenas danos acima de 20%. Os resultados foram
avaliados estatisticamente mediante a Andlise de Variancia (ANOVA) 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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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantidade de quebras de DNA induzidas pela farinha de feijao
branco (FFB) nas doses de 3,92, 9,52 ¢ 18,18 pg/mL foi estatisticamente igual
ao controle negativo (Tabela 1) em todas as classes, revelando auséncia de
genotoxicidade nas concentragdes utilizadas, considerando as 4 horas de
exposicdo das células aos tratamentos (Tabela 1). Houve uma predominéncia de
células sem dano (classe 0) ¢ com dano minimo (classe 1) em todas as
concentragoes testadas (Tabela 1).

Ensaios semelhantes usando o teste do Cometa tém sido realizados por
varios autores utilizando extratos de diversas plantas. Um desses estudos foi
realizado com extratos de Miconia, um género de planta popularmente utilizada
como analgésico e antineoplasico, e que também resultou em predominancia de
classe 1 no ensaio do cometa (SERPELONI et al., 2008).

WAN-IBRAHIM et al. (2010) estudaram os efeitos de 20 extratos
aquosos de plantas e observaram que apenas dois causaram danos maiores que
50% ao DNA, indicando dano severo. As plantas foram a V. pinnata, utilizada
no sudeste da Asia para tratamento de hipertensio arterial de forma popular e a
Q. infectoria utilizada por possuir atividade anti-radicais livres, dado o alto teor
de compostos fenolicos, dentre eles taninos e acido galico. Os autores
reportaram que o acido tanico, por ser um tipo de polifenol solivel na agua,
pode causar dano ao DNA na presenga de Cu(Il). Em contrapartida, hé relatos de
que o acido tanico pode induzir resisténcia ao DNA frente a danos induzidos por
alimentos mutagénicos e H,O, Diante deste paradoxo, uma analise critica da
citotoxicidade dos metabolitos de produtos naturais deve ser feita
cuidadosamente, levando-se em consideracdo os possiveis efeitos adversos e/ou
terapéuticos que os extratos podem causar e relaciona-los com a dose e o uso

cronico.
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Outros produtos naturais como guaco (Mikania glomerata Spreng),
espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss), acoita-cavalo (Luehea
divaricata Mart. et. Zucc) e salvia (Lippia alba Mill. NE) apresentam atividade
citotoxica e genotodxica induzidas por constituintes como cumarinas, taninos e
terpenos presentes em grande quantidade (STANGE et al., 2009).

Os compostos polifendlicos em feijoes sdo primariamente localizados na
cobertura da semente e em quantidades baixas ou insignificantes nos
cotilédones. As diferencas de coloragdo entre feijdes parecem influenciar a
concentragdo de taninos nos graos. Alguns autores obtiveram maiores teores de
taninos em leguminosas de cores diferentes comparadas com os graos de cor
branca (SILVA e SILVA, 1999). O feijao branco apresenta um teor de tanino de
aproximadamente 33,38 mg/100g feijao, enquanto que em outras cultivares,
como o feijao preto (diamante negro) e o carioca (pérola), os teores de tanino
sdo de 61,01 e 102,45 mg/100g feijdo, respectivamente (CARDENAS et al.,
2008). Essa menor concentragdo de tanino no feijao branco, - apesar da presenca
de outros compostos fendlicos, entre eles, os terpenos (saponinas), além de
lectinas (fitohemaglutininas) — poderia explicar os resultados obtidos neste
trabalho, isto ¢é, a auséncia de efeito toxico quando avaliado através do teste do

Cometa (Figura 1), nas condi¢des em que os experimentos foram realizados.
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FIGURA 1. Frequéncia de dano (FD) no DNA de linfocitos humanos tratados
com diferentes concentracdes de FFB. Resultados expressos em porcentagem de
FD nos nucledides com cometa considerando apenas danos acima de 20% (dano
> classe 2). Sendo CP: Controle positivo = doxorrubicina (DXR) 18,0 pg/mL e
CN: Controle negativo = somente o sangue sem qualquer adi¢do (os valores
expressam a média de 5 repeticdes £ DP). Diferenca significativa em relagdo ao
controle positivo (*p<0,01).

Observa-se um aumento crescente na frequéncia de dano acima de 20%
(dano > nivel 2) proporcional ao aumento da concentragdo de FFB. Porém,
conforme mostrado na Tabela 1, este aumento ¢é verificado principalmente nas
classes 1 e 2 e ndo ha aumento significativo de dano nas classes 3 e 4, como
ocorre com o controle positivo. Resultados semelhantes foram obtidos por
SANTOS et al. (2008), que ao avaliarem o efeito genotdxico de extratos aquosos
de Physalis angulata L. (Solanaceae), relataram uma elevacdo na frequéncia de
cometas com o aumento das doses de extrato, sendo que as classes 1 ¢ 2 foram

as mais observadas. As classes estdo demonstadas na Figura 2.
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Tabela 1. Média do nimero de células por classe de cometa apds tratamento

com diferentes concentragdes de solu¢do aquosa de FFB.

FFB FFB FFB

% Dano Controle  Controle (3.92 (9.52 (18.18

) (H* pg/mL)  pg/mL) pg/mL)
Classe 0** 66,08 a 0,25b 76,13a 46,29 a 49,52 a
Classe 1** 31,20 ¢ 3,83d 2342c¢ 48,03c¢ 36,37 ¢
Classe 2** 2,72 ¢ 38,23 f 045¢ 5,68 ¢ 10,43 ¢
Classe 3** 0,00 g 42,82 h 0,00 g 0,00 g 3,68 ¢
Classe 4** 0,00 1 14,87 j 0,00 1 0,00 1 0,00 1

Os resultados acima representam as médias dos valores obtidos em 3 ou 4
laminas.100 nucledides foram analisados em cada lamina, sendo 3-4
laminas/tratamento/voluntdrio. =~ Foram  utilizados 5  voluntarios (1
voluntario/experimento).

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

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

Portanto, os resultados deste trabalho, obtidos a partir do teste do cometa
sugerem que a farinha de feijdo branco encontra-se no perfil de substancias que
ndo causam efeitos genotdxicos e consequentemente mutagénicos ao DNA.
Ainda assim, esses resultados ndo embasam a seguranca do consumo
terapéutico, sendo necessario o cumprimento de todas as etapas de avaliagdo
pré-clinicas e clinicas, por diferentes experimentos cronicos e testes in vivo com

concentragdes variadas.
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FIGURA 2 Fotomicrografias de nucleoides de linfocitos humanos corados com
iodeto de propidio. Aumento de 200x.

A toxicidade de substancias ou extratos derivados de plantas representa
um dos principais problemas na validagao de fitoterapicos, sendo necessaria sua
avaliacdo em experimentos pré-clinicos. A diversidade de compostos quimicos
presentes nos produtos naturais implica numa pesquisa minuciosa de possiveis
acoes bioldgicas benéficas e/ou deletérias.

Ensaios adicionais analisando o uso cronico da farinha de feijao branco
sd0 uma perspectiva interessante para se avaliar a possivel ocorréncia de dano
cumulativo, ja que € plausivel sugerir que eventuais danos podem ndo ser

reparados e trazer algum prejuizo as células e ao individuo.
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6 CONCLUSAO

As doses de FFB testadas ndo foram genotoxicas considerando as 4
horas em que as células foram submetidas a presenca dos tratamentos, todavia ¢
prematura a recomendagdo quanto a eventuais riscos ou beneficios para a saude
humana, pois estudos adicionais de toxicidade, eficidcia e seguranca sdo

necessarios.
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INVESTIGACAO TERAPEUTICA E TOXICOLOGICA DA
ADMINISTRACAO DE FARINHA DE FEIJAO BRANCO EM RATOS
WISTAR.

Luciana Lopes Silva Pereira, Raimundo Vicente de Sousa, Custédio Donizete
dos Santos, Chrystian Araujo Pereira, Clarissa Ferreria de Moraes, Livia Cabral
Satiro.

1 RESUMO

No presente estudo, objetivou-se avaliar os possiveis efeitos terapéuticos e
toxicos decorrentes da administracao de farinha de feijdo branco em ratos Wistar
por 21 dias. O ensaio biologico foi realizado para avaliagdo das consequéncias
do uso da farinha de feijao branco (FFB) cru, na concentragdo correspondente a
dose diaria recomendada para exercer efeito hipoglicemiante e emagrecedor, que
¢ de 1.000mg de faseolamina/dia. A administragdo da FFB na dose de 1mg de
FFB/g de peso corporal em ratos Wistar com diabetes induzida por
estreptozotocina (STZ), durante um periodo de 21 dias, ndo provocou alteragdo
nos parametros fisioldgicos (consumo de agua, de racdo e volume de urina), nos
indicadores bioquimicos (colesterol total, fragdes e triglicérides), nas enzimas
hepaticas (Gama-GT, AST e ALT), e no peso dos 6rgaos (pancreas e figado),
assim como na excre¢do fecal de proteinas e lipideos. Por outro lado, uma
aumentada excrecdo de carboidratos nas fezes e o coeficiente de eficiéncia
alimentar (CEA) diminuido confirmam os resultados de inibi¢do da a-amilase.
Apesar da tendéncia a diminuicao da glicemia a partir de 20 dias de tratamento,
nao houve diminui¢do significativa durante o periodo avaliado no grupo tratado
e a hipoamilasemia observada sugere que altas doses de FFB podem apresentar
efeitos deletérios ao organismo decorrentes do uso cronico.

Palavras-chave: diabetes, faseolamina, inibi¢do enzimatica



118

2 ABSTRACT

The objective was to evaluate the possible therapeutic and toxic effects resulting
from administration of bean flour in white Wistar rats for 21 days. The assay
was performed to assess the consequences of using white bean flour (FFB)
crude, at a concentration that contains the dose for the recommended daily to
cause weight loss and hypoglycemic effect, which is 1,000 mg of phaseolamine /
day. The administration of FFB at 1 mg of FFB / g body weight in wistar rats
with diabetes induced by STZ in a period of 21 days, did not alter physiological
parameters (consumption of food and water, urine volume) in biochemical
markers (total cholesterol, fractions and triglycerides), liver enzymes (gamma-
GT, AST and ALT), and weight of organs (liver and pancreas) as well as in fecal
excretion of proteins and lipids. An increased excretion of carbohydrate fecal
confirms the results of inhibition of a-amylase. Serum levels of amylase were
shown to be able to contribute to the diagnosis of pancreatic injury, but did not
correlate with the severity of injuries. Thus, the decline of serum amylase
suggests the occurrence of cell damage in the pancreas, confirmed by
histological analysis. Despite the tendency to decrease blood glucose from 20
days of treatment, no significant reduction during the period evaluated in the
treated group. It can be concluded that despite the decreasing tendency of
hyperglycemia and can aid in weight loss by decreasing absorption of
carbohydrates in the diet, high doses of HBB may have deleterious effects on the
body resulting from chronic use.

Keywords: diabetes, phaseolamine, enzimatic inhibition
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3 INTRODUCAO

O termo "low-carb” tornou-se parte do vocabulario atual, € o nimero de
alimentos com reduzido teor de carboidratos e suplementos alimentares com
bloqueadores de amido destinados a perda de peso aumentou drasticamente nos
ultimos anos. Bloqueadores de amido sdo utilizados com o intuito de promover a
perda de peso e a diminuicdo da glicemia, interferindo na digestdo de
carboidratos através da inibi¢ao da a-amilase, enzima digestiva responsavel pela
quebra de carboidratos complexos (como o amido) em agucares simples, que
podem entdo ser absorvidos no intestino delgado. O resultado final é uma
reducdo potencial em calorias, disponibilidade de carboidratos e derivados
(Chokshi, 2006).

O feijao branco tem sido considerado a melhor fonte de um inibidor de
a-amilase, também conhecido como faseolamina. Extratos de feijao (Phaseolus
vulgaris), bem como alguns de seus componentes isolados, tém sido reportados
pelos efeitos na redugdo do apetite e no peso corporal e diminui¢do da glicemia
em ratos (Fantini et al., 2009). Estudos relatam que a administracdo diaria
repetida de extrato de feijao branco cru reduziu marcadamente a ingestdo didria
de alimentos em ratos com acesso a uma dieta enriquecida com amido; efeito
este, associado com uma redugdo no ganho de peso corporal, bem como uma
reducdo constante da glicemia (Tormo et al., 2007, Fantini et al., 2009).

As propriedades do feijdo branco o colocaram na lista dos mais
procurados por aqueles que querem perder peso, que enfrentam uma dieta
restritiva ou que possuem hiperglicemia. No entanto, além de inibidores de a-
amilase, o feijdo cru possui uma variedade de fatores antinutricionais e de
substancias potencialmente toéxicas que podem ocasionar uma reducdo na

eficiéncia alimentar e alteragdes histopatologicas (Chokshi, 2006).
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Neste contexto, objetivou-se avaliar os possiveis efeitos terapéuticos e
toxicos decorrentes da administracao de farinha de feijdo branco em ratos Wistar
com diabetes induzido por estreptozotocina. O ensaio biologico foi realizado
para avaliacdo das consequéncias do uso da farinha de feijao branco (FFB) cru,
na concentragdo correspondente a dose didria recomendada para exercer efeito

hipoglicemiante e emagrecedor.
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4 MATERIAIS E METODOS

A avaliagdo da eficacia e da toxicidade da farinha de feijdo branco
(FFB) foi realizada por meio de ensaios bioldgicos com ratos, conduzidos no
Biotério do Laboratério de Fisiologia e Farmacologia do Departamento de

Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras.

4.1 Material

4.1.1 Equipamentos

As andlises bioquimicas foram realizadas com o equipamento
Analisador Bioquimico Veterindrio Automatico Thermoplate. A glicemia
semanal foi determinada utilizando tiras reativas e o monitor Accu-Chek Active.
Reagentes

Para as analises de glicose, amilase, colesterol total, colesterol HDL,
triglicérides, AST, ALT e Gama-GT foram utilizados kits comerciais Labtest®
(Brasil).

4.1.2.0btencéo da farinha de feijao branco (FFB)

Os graos com casca foram lavados com agua destilada, secos em estufa
com circulagdo de ar a 30°C até peso constante, sendo, em seguida, moidos até a
obtencdo de uma granulacdo em torno de 60 mesh. A farinha obtida foi
acondicionada em frasco hermeticamente fechado, ao abrigo da luz, até o

momento da utilizagdo.
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4.1.3 Animais

Os animais utilizados foram ratos albinos da linhagem Wistar,
fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal de Lavras (UFLA). A
temperatura do biotério foi mantida a 21 + 2°C, com alternancia automatica de
claro-escuro em periodos de 12 horas. Os animais receberam dieta (ragdo propria
para a espécie, Nuvilab CR1%) e 4gua ad libitum. O ensaio teve duragio de 21
dias, contados a partir da confirmagdo da inducdo de diabetes. Durante todo o
experimento os animais ficaram em gaiolas metabdlicas individuais. Os
cuidados de higienizagdo e alimentacdo foram diarios e realizados por tratador
unico. O projeto foi submetido a avaliacdo prévia da Comissdo de Bioética da
Pro-Reitoria de Pesquisa da Universidade Federal de Lavras, sendo, sob o

protocolo n° 037/2010.

Estudo de eficacia e toxicidade

Foi realizado ensaio biolégico, durante 21 dias, para avaliacdo da
eficacia e toxicidade subcronica da FFB. No planejamento e execugdo da
pesquisa, foram obedecidas as recomendagdes da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL) e a Resolugido RE n°90 da Anvisa,
de 16 de marco de 2004, que determina a publica¢do do guia para a realizacdo de

estudos de toxidade pré-clinica de fitoterapicos.

4.2 Procedimentos experimentais:
4.2.1 Inducéo do diabetes

Foram utilizados 20 ratos divididos em dois grupos - controle e tratado -
ambos diabéticos. O diabetes foi induzido com uma solugdo de estreptozotocina

(STZ) Sigma® na dose de 60 mg/kg dissolvida em tampao de citrato de sddio
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0,01M com pH 4,5 no momento da inoculagdo intraperitoneal. Apds 15 dias, a
glicemia foi aferida para que se excluissem possiveis reversdes espontineas

precoces do diabetes mellitus induzido.
4.2.2 Administracao do tratamento

Ap6s a indugdo do diabetes e do periodo de adaptagdo, os animais foram
pesados e distribuidos em 2 grupos de dez animais cada um, discriminados de
acordo com o tratamento a ser administrado por gavagem: Grupo 1 (controle) —
agua e Grupo 2 (tratado) — FFB. A administragdo foi realizada diariamente por
gavagem, utilizando canula de ago inoxidavel e seringa esterilizados, no mesmo
horéario, pelo mesmo individuo, respeitando-se o volume maximo de 1 mL por
animal.

A FFB foi administrada diariamente, no grupo tratado, dissolvida em
agua, por gavagem na dose que contém a quantidade de proteina inibidora de a-
amilase (faseolamina) recomendada para humanos (1g/dia).

Para o calculo da dose, foi considerado o teor de proteina na FFB de
13% (Pereira et al., 2010). O teor de inibidor de o-amilase (faseolamina)
corresponde de 9 a 11% das proteinas da FFB (Obiro et al., 2008). Considerando
a recomendacdo didria de faseolamina, de 1 grama/dia; e o peso corporal médio
de um individuo humano adulto de 70kg, pode-se calcular a dose por grama de
peso corporal; que equivale a 1mg g peso corporal do animal. Para tanto, a
solucdo de FFB administrada ao grupo tratado foi preparada diariamente na
concentragdo de 0,2g mL", e o volume administrado calculado de acordo com o
peso de cada rato. Dessa forma, a cada animal foi administrado, por gavagem,
um volume de solugdo da amostra correspondente a dose calculada em fungéo
do seu peso corporal aferido no dia. O mesmo procedimento foi realizado para o

grupo controle ao qual foi administrada apenas agua.
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4.2.3 Coleta de dados

Os pesos dos animais, bem como os consumos de ragdo e agua
(diferenga entre a quantidade oferecida e a quantidade restante depois de 24
horas), foram anotados diariamente para avaliagdo de pardmetros, como ganho
de peso, curva de crescimento e variacdo do apetite e da sede. Foi aferido
também o volume de urina excretado e o peso seco das fezes, que foram
coletadas. Nas fezes, foram determinados os teores de umidade, proteina (%N x
6,25), lipideos, e carboidratos. O coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) foi
calculado pela relagdo direta entre a média de ganho de peso e de consumo de
ragdo pelos grupos.

Semanalmente, no mesmo dia e horério, a glicemia dos animais foi
aferida e o sangue coletado por meio da técnica de amputagdo da cauda.

Ao completar 21 dias de experimento, os animais foram submetidos a
jejum nas 12 horas anteriores ao sacrificio, que foi realizado com anestesia
prévia com Tiopental 25mg/kg intravenosa (IV), seguida por exsanguina¢io por
puncdo cardiaca. Apds o sacrificio, foi realizada também necropsia com retirada
de orgaos internos (coragdo, figado, rins, pancreas e duodeno), preparagdo de

laminas histologicas e pesagem do figado e do pancreas.

4.2.4 Analises laboratoriais do sangue

Utilizando-se o sangue coletado do coracdo, foram realizadas dosagens
laboratoriais para avaliagdo de parametros bioquimicos ou metabdlicos (glicose,
colesterol total, colesterol HDL, triglicérides ¢ Gama-GT, ALT, AST ¢ amilase).
Todas as analises foram realizadas no Laboratorio de Fisiologia e Farmacologia

do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras.



125

4.2.5 Analises laboratoriais das fezes

Do 2° a0 21° dia, as fezes dos grupos controle e tratado foram coletadas.
Amostras de cada grupo foram dissolvidas em agua, para afericdo do pH. O
restante das fezes dos dois grupos foi seco em estufa a 50°C até peso constante e
posteriormente triturado em um moinho de facas (TE 631 Tecnal) a fim de obter
um pd homogéneo, que foi utilizado na determinagdo dos teores de lipideos,
proteinas e carboidratos. O teor de proteina bruta foi determinado pelo método
semi-micro de Kjeldahl, conforme a AOAC (2000), convertendo-se o teor total
de N em proteina pelo uso do fator 6,25. O teor de lipideos foi determinado pela
extragdo com metanol e cloroférmio, de acordo com o método descrito por
Folch et al. (1957), e os carboidratos foram determinados pelo método de

antrona proposto por Trevelyan & Harrison (1952).
4.2.6 Histopatologia

Para as analises histopatoldgicas, foram preparadas laminas histoldgicas
a partir de fragmentos dos orgdos retirados na necropsia. No processamento
histologico, os o6rgdos foram seccionados em pequenos fragmentos, fixados com
formalina tamponada nas primeiras 24 horas e, depois, armazenados em alcool
70% para conservagdo, até o procedimento de inclusdo. Posteriormente, os
fragmentos foram processados para inclusdo em blocos de parafina que, a seguir,
foram submetidos a microtomia, resultando em cortes de cerca de 3 um de
espessura. Os cortes obtidos foram, entdo, corados pelo método da hematoxilina-
eosina (HE) e montados em laminas/laminulas de vidro, para avaliacdo

histopatologica com microscdopio Optico.
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4.3 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
com 2 tratamentos (controle e tratado) em 10 repeti¢cdes. Para o tratamento dos
dados, foi feita analise de varidncia e, para a comparacdo das médias, foi
empregado o teste de Scott- Knott, a 5% de probabilidade.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia, utilizando-se o

software SISVAR (Ferreira, 2000).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Inducéo de diabetes e efeito hipoglicémico

A definigdo operacional utilizada para diagnéstico do estado diabético
foi, perda de peso associada a duas glicemias acima de 400 mg/dL
(22,1mmol/L), 14 dias ap6s injegdo intraperitoneal da STZ (Delfino et al., 2002).
Os sinais clinicos mais relevantes observados nestes animais foram, poliuria,
perda de peso e alteragdes na pelagem, comuns em animais com niveis elevados
de glicemia (Lerco et al., 2003). Apos a indugdo, os 20 animais foram divididos
em 2 grupos que apresentaram boa homogeneidade em relagdo aos niveis
glicémicos no tempo zero (imediatamente antes do tratamento).

Com relagdo a gravidade da hiperglicemia observada apos a
administragdo intraperitoneal de 60mg/kg de STZ, houve um aumento
significativo da glicemia; que variou entre 397 e 487 mg/dL. Valores
semelhantes foram obtidos com o mesmo procedimento por outros autores
(Delfino et al., 2002; Santos Junior, 2006; Rodrigues et al., 2010).

A glicemia de jejum verificada no ultimo dia do experimento foi de 488
+ 64 mg/dL no grupo controle e 492 + 19 mg/dL no tratado. Nao foi observada
uma diminui¢do da hiperglicemia do grupo tratado. No entanto, vale ressaltar
que o efeito hipoglicemiante da faseolamina refere-se a glicemia pés-prandial, ja
que o inibidor de a-amilase interfere in loco na digestdo de carboidratos
provenientes da dieta, ndo necessitando de absorg@o para a corrente sanguinea
para exercer sua agao.

A glicemia média dos grupos no inicio do tratamento e apds 7, 14 e 21
dias foi de 424, 450, 464 ¢ 487mg/dL no grupo controle e 397, 447, 460 e
412mg/dL no grupo tratado, respectivamente. Desta forma, apds 21 dias houve

uma diminuicdo de 15,4% nos niveis de glicemia no grupo tratado em relagdo ao
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controle. Apesar desta tendéncia a queda da glicemia a partir de 20 dias de
tratamento, ndo houve diminuigdo significativa durante o periodo avaliado no
grupo tratado. Um periodo maior de avaliagdo seria necessario para a obtencao

de dados mais conclusivos.

5.2 Parametros fisioldgicos

No grafico da Figura 1 pode-se observar a curva de crescimento dos

animais tratados e controle, a cada 3 dias, durante todo o periodo do

experimento.
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FIGURA 1 Curva de crescimento dos ratos, durante os 21 dias de experimento.
Os pontos representam as médias £ desvio padrdo do peso médio do grupo
controle e tratado a cada 3 dias de experimento. Ndo houve diferenga
significativa entre os grupos em todas as semanas avaliadas.
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Verificou-se que os grupos, controle e tratado, ndo diferiram
significativamente entre si (p>0,05). No entanto, dados os altos niveis
glicémicos dos animais, o ganho de peso foi prejudicado; mesmo no grupo
controle.

O desempenho dos animais experimentais em relagdo ao consumo
médio de agua, de alimento, eficiéncia alimentar e volume médio didrio de urina

encontram-se sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1 Consumo médio didrio de ragdo, agua, volume de urina, e coeficiente
de eficiéncia alimentar durante os 21 dias do experimento, para os grupos

controle e tratado.

Parametros Controle Tratado Cv
Consumo médio de ragdo (g dia '1)* 32,10+2,5¢ 29,10+1,9¢ 10,11
Consumo médio de agua (mL dia '1)* 93,82+6,8a  100,76+10,6a 9,65
Volume de urina (mL dia '1)* 76,20+7,5b 72,60+4,9b 8,86
Coeficiente de eficiéncia alimentar 0,34+0,02d 0,22+ 0,01 e 7,59

*Valores sdo a média de cada animal por dia, durante os 21 dias de experimento.
* Os valores com as mesmas letras ndo diferem entre si, em nivel de 5% de
significancia, pelo teste de Scot Knott.

Em relagdo ao consumo de dieta; ndo foi observado, efeito da
administracdo de farinha de feijdo branco, ja que a ingestao diaria de rag¢ao pelos
grupos controle e tratado foi estatisticamente igual. Adicionalmente, ndo houve
alteracdo do consumo didrio de agua e do volume de urina entre os grupos.
Fantini et al. (2009), por outro lado, relataram diminui¢do do peso corporal, da
glicemia e da ingestdo alimentar em ratos. No entanto, tais resultantes foram
decorrentes da administracdo de 500 mg de extrato seco de Phaseolus. vulgaris
/kg do animal uma vez ao dia por 10 dias, e ndo da farinha de feijdo branco

utilizada em nosso estudo.
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A Tabela 2 contém resultados das analises de pH, umidade e teores de

carboidrato, lipideo e proteina das fezes durante todo o experimento.

Tabela 2 PH, umidade e proporcdo (%) de nutrientes excretados nas fezes secas

pelos ratos nos grupos controle e tratado.

Controle Tratado CV
Ph 6,93+0,2 a 7,11+0,4 a 4,86
Umidade (%) 62,5+1,9 b 64,4+3,5b 8,63
Carboidrato (mg.g'l) 24,26+2.4¢ 29,04+2,8 d 15,95
Lipidio (mg.g™) 46,04+6,2¢ 4521439 ¢ 18,58
Proteina (mg. g) 32,25+1,5 33,37x1,4 4,33

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

Verifica-se que nao houve diferenga entre o grupo tratado e o controle,
quanto ao pH, umidade e as quantidades totais de lipidio e proteina.

A excrecdo de carboidrato foi maior no grupo tratado, refor¢ando as
evidéncias de inibi¢do da a-amilase in vitro com diminui¢do da absorg¢do, e
consequente aumento na excrecao de carboidratos pelas fezes. A excregdo
aumentada de carboidratos pode justificar a menor eficiéncia alimentar do grupo
tratado em relagdo ao controle (tabela 1). Ao longo prazo, esta inibicdo pode
auxiliar na perda de peso pela diminuicdo da disponibilidade de caloria
proveniente dos carboidratos ingeridos e na diminui¢do da glicemia p6s-prandial
em individuos diabéticos. Deve-se ressaltar que uma agdo afetiva requer uma
dieta balanceada e a pratica de atividades fisicas diariamente.

Pesquisas com diversas cultivares demonstraram que o feijdo comum
varia amplamente quanto & presenca de inibidores de tripsina termoestaveis, e
que as ligacdes dissulfeto entre cisteinas contribuem para a estabilizagdo da

estrutura terciaria da proteina e, portanto, ha maior termoestabilidade desses
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inibidores (Lujan at al., 2008). Todavia, apesar da elevada inibi¢do da tripsina in
vitro, o teor de proteina excretado nas fezes ndo diferiu estatisticamente entre os
grupos controle e tratado. Pode-se sugerir que a inibi¢do da tripsina no duodeno
possa induzir uma maior producdo desta enzima pelo pancreas, com o objetivo
de manter a digestdo protéica intacta. Os inibidores de proteases aceleram a
secrecdo de enzimas por um mecanismo de “feedback” por meio da
colecistoquinina (CCK). Normalmente, a quantidade de enzimas secretadas pelo
pancreas ¢ regulada pelo teor de proteinas existente no limen intestinal. A
tripsina se liga a proteinas até que esteja em excesso; quando isso acontece, a
tripsina livre envia um sinal ao pancreas para reduzir a sintese de tripsinogénio.
Porém, quando o inibidor se liga a tripsina, a secrecdo pelo pancreas do
tripsinogénio ¢ maior. Isso resulta em hipertrofia do pancreas, uma resposta
biolodgica reversivel que nao ocasiona dano ao 6rgdo ou a sua fungdo (Duarte et
al., 2010).

Até recentemente ndo se sabia como a inativacdo da tripsina pelo
inibidor estimulava a producdo de CCK. Ja foi isolado do suco pancreatico de
ratos um “peptideo monitor”, o qual ¢ sensivel a tripsina. Esse peptideo age
como um sinal para liberagdo do hormdénio CCK na mucosa intestinal. A
inativacao desse peptideo pela tripsina leva ao bloqueio da liberacdo do CCK,
porém, quando a tripsina estd complexada com o inibidor, o peptideo esta livre
para induzir a liberagdo do referido horménio, cujo efeito € o aumento do
pancreas com a consequente elevagdo da secrecdo de enzimas digestivas (Duarte

et al., 2010).

5.3 Parametros bioquimicos

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados de alguns indicadores

bioquimicos dosados no sangue dos animais em estudo.
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Tabela 3 Niveis sanguineos médios' de colesterol total e fragdes nos grupos

controle e tratado.

Indicadores Controle Tratado Cv
Colesterol total (mg dL'l) 66,6+8,7 59,8+10,2 15,39
Triglicérides (mg dL'l) 48.2+14,2 49,4+13,2 28,42
HDL-C (mg dL™) 31,3+6,4 28,1+4,36 19,03
VLDL-C + LDL-C (mg dL™) 35,347,5 31,747,2 17,3

"Dados sdo a média + desvio padrio. Ndo houve diferenga significativa entre os
grupos.

A dosagem sanguinea de lipideos e enzimas hepaticas fornece
importantes parametros na determinacdo da seguranca de ingredientes funcionais
ou de produtos finais derivados de plantas submetidos a ensaios de toxicidade
(Patel et al., 2008). Os niveis elevados de colesterol total e triglicérides estdo
diretamente associados ao prognodstico de risco de aterosclerose coronariana,
doenca cardiaca isquémica e infarto, enquanto o colesterol HDL tem efeito
protetor contra esses distarbios. Os resultados das dosagens de colesterol total,
triglicérides e colesterol HDL foram estatisticamente iguais para oS grupos
tratados e controle e indicam que a FFB nao interferiu no metabolismo lipidico,
sugerindo que nao houve efeitos relacionados a alteracdes das taxas de lipideos
sanguineos, sejam eles benéficos ou deletérios.

No entanto, pode-se observar (Tabela 3), que apesar de ndo significativa,
houve uma diminuicdo de 10% na concentragdo sérica de colesterol no grupo
tratado. De maneira similar, foi observado que uma dieta a base de feijao Ouro
Branco administrada a ratos Wistar adultos por 28 dias, reduziram em 7% o
colesterol sérico, diferenca essa que também ndo se apresentou significativa

(Lujan at al., 2008). O efeito hipocolesterolemiante do feijao tem sido relatado e,
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embora os mecanismos de acdo ndo sejam ainda completamente entendidos,
apontam os possiveis efeitos das fibras soluveis, saponinas, proteinas e taninos

(Lujan at al., 2008).

5.4 Marcadores enzimaticos

5.4.1 Enzimas hepaticas

As enzimas hepaticas comumente incluidas nos perfis de triagem
bioquimica  sérica  s@o0  alanina-aminotransferase = (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e gama glutamil transpeptidase (Gama-GT). Os
resultados das dosagens das atividades destas enzimas no sangue dos animais

apods 21 dias de experimento estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 Niveis sanguineos médios’ de marcadores enzimaticos nos grupos

controle e tratado.

Indicadores Controle Tratado Cv
Gama-GT (UL™) 220,1+13,4a 220,9+13,3a 6,06
Amilase (UL™) 503,8+153,4b 295,9+60,8¢ 32,44
ALT (UL 176,1+40,5d 158,06+31,5d 24,06
AST (UL™M 159,9+31,0e 127,5+25,4¢ 28,97

' Dados sdo a média + desvio padrio.
Os valores com as mesmas letras ndo diferem entre si, em nivel de 5% de
significancia, pelo teste de Scot Knott.

A elevacdo dos niveis sérico das atividades enzimaticas atribuida a
disfuncao hepatica pode ser decorrente da ruptura dos hepatocitos, resultantes de
necrose ou das alteragdes na permeabilidade da membrana celular (Kaneko,
1989). Lesoes ou destruicdao das células hepaticas liberam as transaminases para

a circulagdo (Motta, 2009).



134

Com base nos dados da Tabela 4, denota-se que os valores de AST, ALT
e Gama-GT foram estatisticamente iguais para os dois grupos. Tal constatagao
sugere que ndo houve danos as fungdes hepaticas e pancreaticas de acordo com
os parametros bioquimicos analisados.

Também em relagdo a enzima gama-GT, ndo houve diferencas
significativas entre os grupos analisados. A gama-GT tem aplicagdo principal no
estudo de desordens hepato-biliares, apresentando maior especificidade que
outras enzimas hepaticas, como a fosfatase alcalina e as transaminases (Motta,
2009). Assim, o resultado de gama-GT sugere positivamente, que a FFB nao tem
efeito hepatotoxico (Tabela 4). A elevagdo dos niveis séricos de gama-GT
observada nos 2 grupos esta relacionada ao diabetes. Estudos comprovam que,
por razdes ndo bem estabelecidas, pacientes diabéticos apresentam atividade de

gama-GT elevada (Arsa et al., 2009).

5.4.2 Enzima pancredtica

A amilase sérica, por sua vez, apresentou variag@o significativa entre os
grupos, sendo mais reduzida no grupo tratado (Tabela 4). A amilase pancreatica
¢ uma molécula protéica envolvida na quebra do amido e glicogénio alimentar
em maltose, com aplicacdo clinica no diagndstico de pancreatite aguda.
Considerando-se que o pancreas ¢ o 6rgdo mais frequentemente afetado pelos
fatores antinutricionais presentes na farinha de feijdo cru, havia uma expectativa
de que eventuais danos ao pancreas poderiam refletir em elevacdo da amilase
sérica no grupo tratado, o que ndo ocorreu de fato. No entanto, a correlagdo entre
o dano pancredtico e hiperamilasemia deve ser cuidadosamente considerada. Em
estudo realizado com indugdo de pancreatite moderada e grave em ratos Wistar,
observou-se que os valores de amilase foram significativamente menores em

ratos do grupo com pancreatite, quando comparados com o controle, e
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retornaram aos niveis basais em 2 semanas, acompanhando a regeneragio
pancredtica, como evidenciado pelos padrdes histologicos neste periodo de
evolugdo. Desta forma, a significativa reducdo da sintese de enzimas
pancreaticas, pela lesdo das células do pancreas, pode resultar em diminuicao
dos seus niveis séricos (Ramos et al., 2005).

Estes achados permitem inferir que os niveis plasmaticos de amilase nao
se correlacionam diretamente com a gravidade da les@o. A correlagdo inversa
entre este pardmetro e a gravidade da lesdo pancreatica foi descrita e atribuida ao
declinio na capacidade de secrecdo quando o dano celular pancreatico é grave.
Esta analise é compativel com a observacdo de que os niveis mais altos de
amilase sérica sdo encontrados nos modelos experimentais de pancreatite
caracterizados por edema intersticial e morte minima de células. O edema
pancreatico, que nao ¢ indicativo de gravidade, demonstrou melhor correlacao
com a hiperamilasemia, sendo que os indices usuais para o diagndstico de
pancreatite grave, como necrose acinar apresentam correlacdo inadequada ou
mesmo inversa com o nivel de amilase sérica (Ramos et al., 2005).

Em estudo avaliando o desempenho e pardmetros séricos de ratos
alimentados com dietas contendo soja integral crua, a amilase sérica apresentou
variagdo significativa entre os grupos experimentais, sendo mais reduzida no
tratamento com 100% de substitui¢do de proteina da clara do ovo por proteina
de soja (Campello et al., 2009). Neste caso, os autores relacionaram a auséncia
de hiperamilasemia com manuten¢@o da integridade da estrutura pancreatica sem
desencadeamento de resposta inflamatdria. Contrariamente, em nossos estudos,
sugerimos que a diminui¢do significativa do teor de amilase sérica no grupo
tratado com FFB, pode estar relacionada a danos a estrutura celular pancreatica
possivelmente pela hipersecre¢do de tripsina para compensar a acdo inibitoria
desta enzima. Concordamos que embora se devam considerar as dificuldades em

se estimar a percentagem de extensdo da necrose tecidual, os baixos niveis de
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enzimas pancredticas séricas sugerem significativa necrose das células acinares

(Ramos et al., 2005).

5.5 Peso dos 6rgéaos

Os principais antinutrientes encontrados no feijdo prejudicam
principalmente as células do pancreas ¢ do figado podendo causar hiperplasia e
hipertrofia destes 6rgdos. Assim, o peso destes 6rgdos em animais tratados em
relagdo aos ndo-tratados foi utilizado como pardmetro para verificagdo de
alteracdes anatomicas. Nao houve diferenga entre os grupos controle e tratado. O
peso médio do figado foi 6,12+0,5 ¢ 6,39+1 e do pancreas 0,11+£0,04 e

0,12+0,03, para os grupos controle e tratado, respectivamente.

5.6 Exame histol6gico

Na Figura 2 sdo apresentadas imagens microscopicas capturadas dos
orgdos submetidos aos processamentos histologicos. Nao foram observadas
alteracdes macroscopicas, a disseccdo, nos o6rgdos analisados: rim, intestino,
pancreas, coracdo e figado. Os processamentos histoldgicos ocorreram de forma
similar, em todos os grupos. Para cada 6rgdo/animal/grupo, foi realizada uma
fotomicrografia de area mais significativa. Nao foram observadas lesdes ou
alteragdes microscopicas significativas (hematoxilina-eosina, HE) entre os
tecidos animais avaliados entre os grupos controle e tratado (Fotomicrografias a

eb).
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FIGURA 2 Fotomicrografias(esquerda grupo controle e direita grupo tratado) na
ordem: rim, coragdo, pancreas, intestino delgado e figado, utilizando coloragéo
HE com aumento de 400x.
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A possivel alteragcdo pancreatica denotada pela hipoamilasemia ndo foi
verificada na histologia. No entanto, o periodo de tempo do experimento pode

nao ter sido suficinte para revelar tais danos pela microscopia optica
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6 CONCLUSOES

A administra¢do de FFB na dose de 1mg de FFB/g de peso corporal em
ratos Wistar com diabetes induzido por STZ, por um periodo de 21 dias resultou
numa diminui¢cdo da eficiéncia alimentar ¢ aumento da excrecdo fecal de
carboidratos, o que sugere a inibigdo da a-amilase in vivo. No entanto, nao foi

observada reducao da glicemia no periodo observado.
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ANEXOS

ANEXO A

TABELA 1A Resumo da analise de variancia do consumo
médio diario de racdo (CMR), agua(CMA),
volume de urina (VU), e coeficiente de
eficiéncia alimentar (CEA), durante os 21
dias do experimento, para os grupos

controle e tratado.

TABELA 2A Resumo da andlise de variancia do pH,
umidade e propor¢ao (%) de nutrientes
excretados nas fezes secas pelos ratos nos

grupos controle e tratado.

TABELA 3A Resumo da analise de variancia dos niveis
sanguineos médios de colesterol total e

fragdes nos grupos controle e tratado.

TABELA 4A Resumo da analise de variancia dos niveis
sanguineos  médios de  marcadores

enzimaticos nos grupos controle e tratado.
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TABELA 1A Resumo da analise de variancia do consumo médio diario de ragao
(CMR), agua (CMA), volume de urina (VU), e coeficiente de eficiéncia

alimentar (CEA), durante os 21 dias do experimento, para os grupos controle e

tratado.

Quadrado médio
FV GL CMR CMA VU CEA
Grupo 1 3,3660™° 140,3615™ 38,0163™  0,0427
Residuo 10 1,024 89,126 43,846 0,0005
CV (%) 10,11 9,65 8,86 7.59
Média 31,66 97,86 74,74 0.29
geral

NS Teste F ndo significativo, a 5% de probabilidade.

TABELA 2A Resumo da analise de varidncia do pH, umidade e propor¢ao (%)
de nutrientes excretados nas fezes secas pelos ratos nos grupos

controle e tratado.

Quadrado médio

FV GL pH Umidade Carboidrato Lipidio Proteina

Grupo 1 0,1998™ 10,8871™ 193,4550 4,1666  3,8081"°
NS

Residuo 10 0,1165  9,9381 18,2658 2,6893  2,0212

CV (%) 4,86 8,63 15,95 18,58 4,33

Média 7,02 36,54 26,79 27,92 3281

geral

NS Teste F nio significativo, a 5% de probabilidade.
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TABELA 3A Resumo da analise de variancia dos niveis sanguineos médios de

colesterol total e fragdes nos grupos controle e tratado.

Quadrado médio

FV GL Colesterol Triglicérides HDL VLDL +
LDL

Grupo 1 136,4466™°  4,4220™° 29,4521 20,7628

Residuo 10 93,0616 19,1403 32,4515 9,26

CV (%) 15,39 28,42 19,03 17,30

Média 62,66 48,68 29,94 33,50

geral

™ Teste F nio significativo, a 5% de probabilidade.

TABELA 4A Resumo da analise de variancia dos niveis sanguineos médios de

marcadores enzimaticos nos grupos controle e tratado.

Quadrado médio

FV GL Gama- Amilase ALT AST

GT
Grupo 1 1,5604™  126072,29 948.7837"°  3063.6362™°
Residuo 10 11,7883 18318,43 164,5653 1798.7007
CV (%) 6,06 32,44 24,06 28,97
Média 220,56 417,16 168,58 146.39
geral

NS Teste F nio significativo, a 5% de probabilidade.



