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RESUMO

Espécies do género Bauhinia sdo conhecidas na medicina popular por seus efeitos no
tratamento do diabetes, doenca responsavel por causar distirbios no metabolismo de lipideos,
proteinas e carboidratos, resultando em diversas desordens fisiologicas devido a falhas na
producdo e/ou secre¢do de insulina pelas células B das ilhotas pancreaticas. Diabetes tipo 2,
causado pela destruicdo parcial das células B pancreaticas, ¢ a forma mundialmente

diagnosticada em mais 90 % dos casos. Esse trabalho teve por objetivo avaliar se a lectina
isolada das folhas da espécie Bauhinia monandra, denominada BmoLL, possui efeito

hipoglicemiante quando administrada (2 mg/Kg) em ratos machos diabéticos. BmoLL exibiu
AH com eritrécitos glutarizados de coelho (AH: 2.048%), bem como teor proteico (0,52
mg/mL). SDS-PAGE revelou duas bandas proteicas, equivalentes as subunidades ja descritas
para BmoLL em literatura (de 33 e 26 kDa). Para o desenvolvimento do ensaio bioldgico,
ratos machos (com 150 g) foram induzidos a desenvolver diabetes mellitus tipo 2 (por
administracdo intraperitoneal de estreptozotocina, 100 mg/Kg), confirmada pelo teste de
tolerancia intraperitoneal a glicose. 4 grupos de animais (n=6) foram submetidos a diferentes
tratamentos por gavagem, durante 20 dias: grupo | - animais normoglicémicos (ingestdo diaria
de tampdo citrato-fosfato 0,01 M em NaCl 0,15 M, pH 6,5); grupo Il — animais diabéticos
(DM) sem tratamento (ingestdo diaria de tampdo); grupo Ill - animais diabéticos (DM)
tratados com BmoLL (ingestdo de 2 mg/Kg/dia); grupo IV - animais diabéticos (DM) tratados
com Glibenclamida (ingestdo de 0,071 mg/Kg/dia). A cada 5 dias, foi avaliado o nivel
glicémico dos animais. BmoLL apresentou atividade hipoglicemiante, reduzindo os niveis
séricos de glicose nos ratos em 63,5 % enquanto a Glibenclamida reduziu em 40,25 %.
Portanto, conclui-se que BmoLL (a 2 mg/Kg) foi capaz de controlar os niveis de glicose no
sangue, reduzindo niveis séricos de modo mais efetivo que farmaco comercial Glibenclamida.

Palavras-chave: Planta, Proteina, Antidiabética.
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1. INTRODUCAO

Cerca de 425 milhGes de adultos convivem com o diabetes no mundo e a perspectiva é
gue no ano de 2045 esse numero aumente para 629 milhdes, o que a torna uma emergéncia de
salde global ja que, além de afetar o bem-estar, o diabetes causa impacto
econdmico substancial sobre os paises e 0s sistemas nacionais de saude, devido ao aumento
do uso destes servicos e a perda de produtividade no trabalho (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2017).

O diabetes mellitus (DM) é um distarbio metabolico caracterizado pela hiperglicemia,
resultado da secrecdo defeituosa da insulina pelas células B do pancreas, da acdo ineficiente
da insulina sobre as células ou de ambas alteracdes.

O DM pode ser dividido em diabetes tipo 1, causada pela perda total de secrecdo de
insulina desencadeada por processos autoimunes e diabetes tipo 2, mais prevalente na
populacédo, causada por uma combinacdo de resisténcia a acdo da insulina pelas células e uma
insuficiente resposta insulinica secretéria (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014).

O tratamento do diabetes envolve, a principio, mudancas no estilo de vida, controle
alimentar, bem como a prética de exercicios fisicos. Quando essas mudangas ndo sdo efetivas
para controlar o diabetes, a administracdo de medicamentos antidiabéticos se torna necessaria
(ANDERSON; KENDALL; JENKINS, 2003). Os farmacos sdo a principal forma de
controlar o diabetes tipo 2 atualmente; porém, algumas pessoas sofrem efeitos colaterais
(KOSKI, 2006; NATHAN et al., 2009). Por isso, é urgente a descoberta de drogas
antidiabéticas de origem natural, que sejam eficientes e capazes de causar minimos efeitos
adversos.

Alternativamente ao uso de farmacos, o diabetes e outras diversas doencas tém sido
controladas com o uso de uma diversidade de espécies de plantas (PEPATO, et al., 2002;
BUSNARDO et al., 2010; PETROVSKA, 2012); sdo utilizadas diferentes partes das plantas
como raizes, folhas, sementes, entrecascas e frutos, administrados na forma de chas ou mesmo
consumidos na alimentacdo na forma de saladas, geleias e polpas (AYYANAR; SUBASH-
BABU; IGNACIMUTHU, 2013).

As propriedades farmacoldgicas e efeitos terapéuticos de produtos de origem vegetal
sdo resultado da acdo de moléculas biologicamente ativas, como muitos metabolitos primarios
e secundarios, entre esses encontram-se as lectinas (BOURGAUD et al., 2001). As lectinas
sdo proteinas de origem ndo imunoldgica que se ligam especificamente e de forma reversivel

a carboidratos (GOLDSTEIN et al., 1980). Essas proteinas tém ampla distribui¢do na natureza
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e tém sido predominantemente isoladas a partir de sementes de leguminosas, embora sejam
também encontradas em outros tecidos vegetais (LAM; NG, 2011).

Diversas lectinas ja foram bem caracterizadas e estudadas quanto aos seus efeitos
biolégicos, como atividade antioxidante, antinoceptiva, anti-inflamatéria, imunomoduladora,
antitumoral, hipoglicemiante, inseticida entre outras atividades (KABIR, 1998; KAVALALI
et al., 2003; MACEDO et al., 2007; GHOSH; MAITI, 2007; GAVROVIC-JANKULOVIC et
al., 2008; SILVA et al.,, 2009; CAMPOS et al., 2016), demonstrando que a acdo
hipoglicémica é apenas uma das propriedades bioldgicas que podem ser promovidas por
lectinas (KAVALALLI et al., 2003; LI et al., 2012; ROCHA, et al. 2013).

Uma espécie medicinal usada como hipoglicemiante e rica em lectinas, Bauhinia
monandra, é uma planta pertencente a familia Fabaceae, nativa da Asia, porém amplamente
encontrada em varias regides do mundo incluindo o Brasil (BALOGUN; FETUGA, 1985;
CARIBE; CAMPOS, 1991). Essa e vérias outras espécies do género Bauhinia sdo usadas no
tratamento do diabetes; as folhas s@o consideradas antidiabéticas, diuréeticas e
hipocolesterolémicas (MORS et al., 2000).

Uma lectina galactose especifica isolada de folhas de B. monandra, denominada
BmoLL (COELHO; SILVA, 2000), j& revelou acdo biocida sobre larvas de insetos
(MACEDO et al., 2007), auséncia de genotoxicidade e citotoxicidade, potencial antioxidante
(SISENANDO et al., 2009), acéo anti-inflamatoria e antinociceptiva (CAMPOS et al., 2016)
entre outras aplicacGes. Porém, seu efeito no tratamento do diabetes mellitus tipo 2 ainda nédo
foi avaliado.

Ainda sdo escassos 0s estudos farmacolégicos que avaliam a acdo hipoglicemiante da
BmoLL. Desta forma, é importante avaliar se a BmoLL é o agente biologicamente ativo
responsavel pela acdo hipoglicemiante da espécie B. monandra, explorada na medicina

popular para tratar diabetes mellitus tipo 2.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Diabetes Mellitus

O diabetes mellitus (DM) ndo é considerado uma Unica doenga, mas compde um grupo
heterogéneo de distirbios no metabolismo que apresenta como caracteristica comum a
elevacdo da glicemia sanguinea (hiperglicemia), resultante de defeitos na acdo do horménio
insulina, na secre¢do de insulina pelas células B das ilhotas pancreaticas ou de ambos os
defeitos, acarretando diversas complicaces no metabolismo dos carboidratos, lipidios e
proteinas do diabético (MARITIM; SANDERS; WATKINS, 2003; OLIVEIRA; MILECH,
2004). A hiperglicemia cronica esta associada com danos, disfuncdo e faléncia de varios
orgdos, tecidos e células, especialmente olhos, rins, nervos, coracdo, figado e vasos
sanguineos (ANSTEE; TARGHER; DAY, 2013; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2014).

Cerca de 425 milhGes de adultos convivem com o diabetes no mundo e a perspectiva é
que até o ano de 2045 esse numero atinja a marca de 629 milhdes de pessoas com o diabetes
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017). De 1990 a 2015, a prevaléncia do
diabetes no Brasil aumentou de 3,6 para 6,1 %, e a taxa bruta de mortalidade a cada 100.000
habitantes aumentou em mais 90 %, tornando-se a 42 causa de incapacidade trabalhista no
Brasil devido a complicacdes relacionadas a cronicidade do diabetes (DUNCAN et al., 2017).

Existem duas principais classes clinicas: o diabetes mellitus tipo 1 presente em menor
parte da populacdo, e o tipo 2, forma mais comum em adultos e, recentemente, vem crescendo
também o ndmero de criangas acometidas por esse disturbio (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2017). Além dessas duas classes clinicas do diabetes, existe
ainda o diabetes gestacional que é detectado durante a gestacdo e estd associado
principalmente a resisténcia a insulina, causada pelos horménios placentarios, oferecendo
riscos para a gestante e para o bebé e podendo se estender apds a gestacdo, evoluindo para o
diabetes tipo 2 (BUCHANAN; XIANG, 2005).

2.1.1. Diabetes mellitus tipo 1
O diabetes tipo 1 é a forma diagnosticada em 5 % a 10 % dos casos, sendo resultado

da destruicdo das células B-pancreéticas, que leva a consequente deficiéncia na producdo e

secrecdo do hormonio insulina. Na maioria dos casos, essa destrui¢do de células f ¢ mediada



13

por processos autoimunes causados por maltiplas predisposi¢des genéticas. Porém, existem
casos em que ndo h& evidéncias de processo autoimune, sendo, portanto, referidos como
forma idiopatica do diabetes tipo 1 (KUKKO et al., 2005; ATKINSON; EISENBARTH;
MICHELS, 2014; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014).

O diagnostico do diabetes tipo 1 esta associado a sintomas como polidipsia (excessiva
sensacdo de sede), polifagia (fome excessiva) e polidria (urinar em excesso) no inicio da
doenca, juntamente com hiperglicemia evidente e cetoacidose; esses sintomas Sdo 0sS
marcadores do diagndstico, principalmente em criancas e adolescentes e, em menor grau, em
adultos, sendo necesséario o uso imediato de insulina exdgena como forma de tratamento
vitalicio (ATKINSON; EISENBARTH; MICHELS, 2014).

2.1.2. Diabetes mellitus tipo 2

O diabetes tipo 2 € a forma mais diagnosticada, correspondendo a 90 % a 95 % dos
casos. Caracteriza-se por defeitos na acao e secrecdo da insulina, bem como pela resisténcia
das células a mesma. Um dos fatores associados ao surgimento do diabetes tipo 2 é a
obesidade que, em certo grau, gera resisténcia a acdo da insulina sobre as células
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014). A prevaléncia do diabetes tipo 2 vem
aumentando em todo o mundo, particularmente nos paises em desenvolvimento, em conjunto
com o aumento das taxas de obesidade e ocidentalizacdo do estilo de vida (INZUCCHI et al.,
2012).

Diversas complicagcbes estdo associadas ao diabetes tipo 2, como doencas
cardiovasculares, cegueira, insuficiéncia renal, aumento do risco de desenvolvimento de
cancer, doenca psiquiatrica grave, declinio cognitivo, doenca hepatica cronica, artrite, outras
condicdes de morbidade e até a morte (MARITIM; SANDERS; WATKINS, 2003;
INZUCCHI et al., 2012).

O tratamento do diabetes envolve, a principio, mudangas no estio de vida, como aderir
a uma dieta saudavel e a pratica de exercicios fisicos. Quando essas mudangas ndo sao
efetivas para controlar o diabetes, a administragdo de medicamentos antidiabéticos se torna
necessaria (HU et al., 2001; ANDERSON; KENDALL; JENKINS, 2003; LINDSTROM et
al., 2006; KNOWLER et al., 2009).

Uma ampla variedade de agentes farmacoldgicos esta disponivel para o tratamento do
diabetes tipo 2 (BOLEN et al., 2007; BLONDE, 2010). Para complementar as terapias mais

antigas, como intervengdes no estilo de vida e o uso da insulina, o surgimento de diversas
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classes de medicamentos hipoglicemiantes aumentou o nimero de opgdes de tratamento
disponiveis para o diabetes tipo 2 (NATHAN, 2007). Agentes terapéuticos para o diabetes
devem ser baseados em sua eficacia na reducao da glicose, promover efeitos extraglicémicos
que podem reduzir as complicacbes a longo prazo, e permitir 0 uso com seguranca,
tolerabilidade, facilidade de uso e baixo custo (NATHAN et al., 2009).

O tratamento do diabetes tipo 2 envolve quatro principais classes de agentes
hipoglicemiantes orais: as sulfonilureias, que atuam reduzindo o nivel da glicose plasmatica
primariamente, estimulando o aumento da secrecdo de insulina a partir do estimulo as células
B, causando hipoglicemia; as biguanidas, representadas pela metformina, o Unico farmaco da
classe atualmente disponivel no mercado, cujo mecanismo primario consiste em uma
diminuicdo dos niveis de glicose no sangue a partir da diminuicdo da gliconeogénese no
figado, além de promover o aumento da sensibilidade a insulina em tecidos periféricos e a
diminuicdo da absorgédo de glicose no intestino; inibidores de a-glicosidase, drogas que agem
interferindo na absorcdo dos carboidratos pelas células intestinais, cujo efeito resulta,
primariamente, na reducdo dos niveis de glicose poés-prandial no plasma, e 0S seus
mecanismos de acdo consistem em agirem como competidores e inibidores reversiveis da o-
glicosidase e a-amilase impedindo, assim, o fornecimento de glicose, por inibirem a quebra
enzimética de polissacarideos complexos como o amido; por fim, as tiazolidinedionas, que
aumentam a sensibilidade dos tecidos muscular e adiposo a insulina, diminuem a producdo de
glicose hepatica e sdo potentes e seletivos agonistas dos receptores y nucleares, que regulam a
transcricdo de genes envolvidos no controle da producdo, transporte e utilizacdo de glicose
(KOSKI, 2006).

Os medicamentos utilizados na pratica clinica para tratar 0 DM ndo sdo capazes de
restaurar com sucesso 0s niveis normais de glicose em muitos pacientes, e causam efeitos
colaterais como nauseas e episodios de hipoglicemia; além disso, tornam-se falhos no
decorrer do tempo e 0 uso continuo de drogas sintéticas antidiabéticas pode causar toxicidade
(KOSKI, 2006; NATHAN et al., 2009; DAVIDSON et al., 2018). Desse modo, torna-se cada
vez mais necessaria a procura por drogas antidiabéticas de origens naturais, que causem 0
minimo de efeitos adversos nos pacientes e sejam eficazes no tratamento do diabetes, sendo as

plantas consideradas uma alternativa nesta busca.

2.2.  Plantas usadas no controle da glicemia
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Antes mesmo da descoberta e producdo da insulina em laboratério e de farmacos
antidiabéticos, o tratamento do DM ja era realizado com o uso de plantas. Esse tratamento a
base de plantas € muito comum em paises ou regides menos desenvolvidas ou, ainda, em
regides isoladas e de dificil acesso, sendo uma alternativa terapéutica para diversas doencas
por promover nenhum ou poucos efeitos secundarios (LUNA; FEINGLOS, 2001;
FABRICANT; FARNSWORTH, 2001).

Alternativamente ao uso de farmacos antidiabéticos, partes de plantas vém sendo
utilizadas no controle do diabetes, como raizes, folhas, flores, sementes, entrecascas e frutos,
que sdo administrados na forma de cha ou mesmo consumidos na alimentacdo na forma de
saladas, geleias e polpas (AYYANAR; SUBASH-BABU; IGNACIMUTHU, 2013).

A atividade hipoglicemiante ja foi observada em diversas espécies vegetais. Singh e
Marar (2011) verificaram em extrato aquoso e metanolico de sementes de Syzygium cumini e
de frutos e sementes de Pisidium guajaya o efeito inibitério sobre a a-amilase salivar e
glicosidases pancredticas, hepéticas e intestinais de ratos. O extrato etanélico de folhas de
Butea monosperma demonstrou atividade hipoglicémica e antioxidante significativa em ratos
diabéticos (AKHTAR, et al., 2010). Em outro estudo realizado com extrato aquoso de Vinca
rosea (flores) e de Piper nigrum (sementes), foi observada atividade hipoglicemiante dos
extratos em ratos diabéticos, além de aumentarem os niveis de enzimas antioxidantes como
catalase e glutationa peroxidase (KALEEM; SHEEMA; BANO, 2005). A planta Eugenia
jambolana é bastante estudada quanto ao seu efeito hipoglicemiante, gastroprotetivo e
antioxidante (CHATURVEDI et al., 2007; SHARMA; HASIR; PRABHU, 2008).
Preparacdes de extrato etandlico de sementes de E. jambolana administradas em ratos
diabéticos foram capazes de reduzir o estresse oxidativo responsavel por danos celulares, o
que pode explicar seu efeito hipoglicémico (RAVI; RAMACHANDRAN; SUBRAMANIAN,
2004). Todos esses efeitos farmacoldgicos associados ao controle da glicemia sdo decorrentes
de biomoléculas ativas presentes nas plantas.

Diversas biomoléculas originadas do metabolismo primério e secundario das plantas
tém sido isoladas para estudos e aplicacfes, tendo em vista as suas agdes fisiologicas no
organismo humano, podendo ser usadas para o desenvolvimento de medicamentos mais
efetivos (SASIDHARAN et al., 2011). Alguns autores atribuiram os efeitos antidiabéticos das
plantas, devido principalmente a presenca de derivados de flavonoides como a kaempferitrina
(JORGE et al., 2004, SOUSA et al. 2004), quercetina (ALADE et al., 2012), saponinas e
outros glicosideos (RAVI; RAMACHANDRAN; SUBRAMANIAN, 2004). Outra classe de

metabolitos séo as proteinas, que estdo entre as macromoléculas bioldgicas mais abundantes,
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sendo extremamente versateis em suas func@es. Elas participam das atividades celulares tanto
como enzimas como inibidores enzimaticos, hormonios, transportadores, reserva, estruturais e
regulatérias. Entre essas proteinas com efeitos biologicos e bastante estudadas, encontram-se
as lectinas, classe de proteinas que se ligam de forma especifica e reversivel a carboidratos, e
devido a essa caracteristica podem desempenhar diversos efeitos bioldgicos (KUMAR, et al.
2012; ROCHA, et al., 2013).

2.3. Lectinas

Os primeiros estudos relacionados a atividade das lectinas comegaram a ser realizados
desde a descoberta da primeira lectina, detectada em extratos da mamona (Ricinus communis)
por Stillmark, em 1888; ao estudar a toxidade da planta, o pesquisador notou a capacidade de
aglutinacdo de eritrécitos devido a presenca de uma proteina extraida, denominada ricina
(SHARON; LIS, 1987).

Lectinas sdo consideradas uma classe de proteinas de origem ndo imunoldgica, que
possuem sitios especificos de reconhecimento a carboidratos ou glicoconjugados, através dos
quais podem realizar ligagcdes especificas e reversiveis com 0s mesmos. Seu carater ndo
imunolégico € devido a capacidade basica de promoverem ligacdo de forma anédloga a um
anticorpo, poréem lectinas ndo sdo derivadas do sistema imunoldgico e, inclusive, sdo
encontradas em organismos como plantas e bactérias que ndo possuem sistema imune
(GOLDSTEIN et al., 1980; PEUMANS; VAN DAMME, 1995; KOMATH; KAVITHA;
SWAMY, 2006). A habilidade de reconhecimento de glicoconjugados em superficies
celulares é explorada através dos ensaios de atividade hemaglutinante e de inibicdo de
atividade hemaglutinante (em presenca de carboidratos livres), amplamente utilizados para
deteccdo, confirmacao e caracterizacdo de lectinas em preparagdes (Figura 1).

As lectinas encontram-se distribuidas de forma heterogénea entre organismos, como
em bactérias (YAMAGUCHI et al., 1999; SATO et al., 2012) e fungos (NAGRE et al., 2010;
SINGH et al., 2010; FRANCIS et al., 2011; ERJAVEC et al., 2012). Nos animais, as lectinas
podem ser encontradas em diversos filos, podendo ser detectadas em fluidos como hemolinfa
e em liquidos celomicos. Dentre as lectinas isoladas de invertebrados, encontram-se as de
moluscos (BULGAKOV et al., 2004), crustaceos (COMINETTI et al., 2002; YANG et al.,
2007; SUN et al., 2008), insetos (CHEN; RATCLIFFE; ROWLEY, 1993) entre outros. Em
vertebrados, ja foram isoladas de peixes (PAN; TANG; GU, 2010), bovinos (ASHRAF et al.,
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2010), caprino (ASHRAF et al., 2011) entre outros animas. Porém, as lectinas vegetais sdo as

mais amplamente isoladas e estudadas até 0 momento.

Figura 1: Representacdo esquematica (A) da rede de aglutinacdo de eritrocitos promovida pela
ligagdo cruzada de uma lectina a carboidratos de superficie e (B) da inibicdo da atividade
hemaglutinante promovida pela presenca de carboidratos livres.

Lectina ‘ Eritrocito :.: Carboidratos Livres

Fonte: Autoria propria (2018)

Lectinas vegetais sdo consideradas todas as proteinas que possuem pelo menos um
dominio ndo catalitico, que se liga reversivelmente a um mono ou oligossacarideo especifico
(PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Considerando essa defini¢cdo de lectinas vegetais, foi
estabelecida a seguinte classificacdo de acordo com seus dominios de ligacdo a carboidratos:
Merolectinas possuem apenas um dominio de reconhecimento a carboidratos; Hololectinas
possuem pelo menos dois dominios de reconhecimento a carboidratos, podendo ser idénticos
ou apresentar alto grau de homologia (classe mais comum de lectinas); Superlectinas
apresentam ao menos dois dominios distintos de reconhecimento a carboidratos;
Quimerolectinas possuem, além de ao menos um dominio ligante a carboidrato, outro
dominio com outra atividade biolégica (PEUMANS; VAN DAMME, 1998).

Diversas lectinas vegetais ja foram bem caracterizadas e estudadas quanto aos seus
efeitos biolégicos, como atividade antioxidante (CUNHA et al., 2010), anti-inflamatéria e
antinociceptiva (CAMPOS et al., 2016), imunomoduladora (KABIR, 1998; GAVROVIC-
JANKULOVIC et al., 2008), antitumoral (GHOSH; MAITI, 2007), inseticida (MACEDO et
al., 2007; SILVA et al., 2009) entre outras atividades.
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Atividades hipoglicemiantes j& foram relatadas para lectinas extraidas de frutos de
Trichosanthes kirilowi (LI et al., 2012), cascas de Crataeva tapia (ROCHA et al., 2013),
sementes de Urtica pilulifera (KAVALALI et al., 2003). Seus mecanismos de acdo
correspondem ao aumento da secrecdo de insulina por meio das células B das ilhotas
pancredticas, ou ao mimetismo da acdo da insulina pela interacdo com os residuos de
carboidratos de glicoproteinas dos receptores de insulina, ou ainda, a interferéncia na
absorcéo da glicose através da inibicdo de amilases no intestino (KAVALALI et al., 2003; LI
etal., 2012).

Um género de plantas bastante estudadas no mundo quanto ao seu efeito
hipoglicemiante é o género Bauhinia, cujas espécies ja sdo utilizadas na medicina popular
para o tratamento do diabetes (NOGUEIRA; SABINO, 2013).

2.4.  Género Bauhinia e a espécie Bauhinia monandra

Plantas sdo utilizadas deste a antiguidade para tratar as mais variadas doencas devido a
presenca de biomoléculas ativas e suas propriedades farmacoldgicas variadas, como
antiinflamatérias,  antitumorais,  antioxidantes,  antimicrobianas,  anticancerigenas,
hipoglicemiantes, entre outras (COWAN, 1999; ARGOLO et al., 2004; LIGRESTI et al.,
2006; BUSNARDO et al., 2010; KUMAR et al., 2012; GREENWELL; RAHMAN, 2015;
CAMPOS et al., 2016).

O género Bauhinia é um dos géneros de plantas mais representativos em estudos que
avaliam as atividades biologicas de vegetais. Bauhinia é um género da familia Fabaceae,
composto por aproximadamente 300 espécies. Sdo plantas arbustivas, apresentando folhas
bilobadas e arredondadas, o que é considerada uma caracteristica marcante das espécies desse
género (SINOU et al., 2009).

Entre as espécies do género Bauhinia com propriedades farmacoldgicas variadas ja
relatadas, podem ser citadas a B. purpurea com atividade antifingica (BOONPHONG et al.,
2007), B. purpurea e B. variegata com acdo antiinflamatéria (YADAVA; REDDY, 2003;
BOONPHONG et al., 2007; ZAKARIA et al., 2007), B. holophylla e B. purpurea com agédo
antiulcerogénica (ZAKARIA et al., 2011; ROZZA et al., 2015), B. racemosa e B. variegata
com acdo antitumoral (RAJKAPOOR; JAYAKAR; MURUGESH, 2003; GUPTA et al.,
2004), B. racemosa, B. purpurea, B. microstachya e B. splendens com acdo analgésica
(WILLAIN FILHO et al., 1997; GADOTTI et al., 2005; GUPTA et al., 2005;
SHREEDHARA et al., 2009) e B. purpurea com habilidade de estimular a funcéo tireoidiana
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(PANDA; KAR, 1999). Extratos aquosos e etanolico, obtidos a partir de folhas secas de
Bauhinia monandra, quando administrados em ratas gravidas ndo causaram toxicidade
materna ou fetal e 0 extrato aquoso promoveu aumento da implantacéo e diminuicdo da perda
pos-implantacédo nas ratas gravidas (MENDES et al., 2010).

A acdo hipoglicemiante das espécies do género Bauhinia foi observada em estudos
realizados com extratos de B. monandra, B. holophylla, B. forficata, B. cheilandra, B.
candicans, B. thoningii, B. retusa, B. megalandra e B. variegata (FUENTES; ARANCIBIA-
AVILA; ALARCON, 2004; ESTRADA et al., 2005; ALMEIDA et al., 2006; MENEZES et
al., 2007; CUNHA et al., 2010; OJEZELE; ABATAN, 2011; KULKARNI; GARUD, 2016;
PINHEIRO et al., 2017). Menezes et al. (2007) observaram que extratos aquosos de folhas da
B. monandra, quando administrados em ratos diabéticos, apresentaram capacidade
hipoglicemiante, e atribuiram esse efeito a presenca de flavonoides. Porém, a acdo de outras
biomoléculas, como as lectinas, ndo é descartada.

A espécie B. monandra (Figura 2) estid incluida no Reino Plantae, Divisdo
Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida, Ordem Fabales, Familia Fabaceae, subfamilia
Caesalpinioideae, Tribo Cercideae, Género Bauhinia. B. monandra é conhecida popularmente
por “Pata-de-vaca, Unha-de-vaca e Orquidea-dos-pobres”. InfusGes feitas principalmente com
suas folhas sdo bastante utilizadas na medicina popular para o tratamento do diabetes, como
antioxidantes e como diuréticas (ARGOLO et al., 2004). Talvez o conhecimento empirico

tenha instigado pesquisadores a avaliar seu efeito hipoglicémico (MENEZES et al., 2007).

Figura 2: Bauhinia monandra (folhas, flores e vagens).

Fonte: Silva (2008).
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2.5. Lectina de Folhas de Bauhinia monandra: BmoLL

A lectina da folha de Bauhinia monandra, denominada BmoL.L, foi isolada por Coelho
e Silva (2000) em quantidade de miligramas (400 mg/Kg) e caracterizada como uma lectina
galactose especifica, constituida de duas bandas polipeptidicas reveladas por eletroforese em
gel de poliacrilamida contendo sulfato sodico de dodecila (SDS-PAGE), uma banda principal
de 33 kDa, glicosilada, e uma outra banda de 26 kDa, ndo glicosilada. A BmoLL apresenta
afinidade por eritrocitos de coelho tratados com glutaraldeido e eritrocitos humanos do
sistema ABO, apresentando atividade hemaglutinante apenas com os tipos B e AB. Tais
caracteristicas de especificidade a carboidratos e de habilidade para reconhecimento de
superficies celulares fazem da BmoLL e de outras lectinas ferramentas moleculares com
grande potencial biotecnolégico (CAGLIARI; KREMER; PINTO, 2018).

Rodrigues et al. (2003) observaram que a BmoLL conseguiu ser incorporada e
também adsorvida na superficie de nanoparticulas, mostrando ser ferramenta potencial em
medicamentos de administracdo oral, com liberacdo controlada. O comportamento interfacial
de BmoLL e sua habilidade de interagir com monocamadas de lipidios foi estudado por
medidas de tensdo superficial (ROSILIO et al., 2004). Outros estudos com a BmoLL
demonstraram acdo inseticida (MACEDO et al.,, 2007), que a mesma ndo possui efeito
genotdxico e citotdxico e, além disso, possui atividade antioxidante (SISENANDO et al.,
2009). Um biossensor sensivel e seletivo para a serotipagem do virus da dengue foi
desenvolvido com sucesso, utilizando a BmoLL (ANDRADE et al., 2011). A BmoLL foi
capaz de aglutinar uma estirpe ativa de P. aeruginosa isolada de folhas de B. monandra,
podendo exercer uma defesa em plantas contra o ataque de fitopatdgenos (RAMOS et al.,
2016). Aradjo (2015) e Campos et al. (2016) verificaram ainda efeito anti-inflamatorio e
antinociceptivo da BmoLL em ratos. Portanto, BmoLL é uma lectina promissora do ponto de
vista médico/farmacolégico.

Diante de toda a importancia e problematica do diabetes afetando a populacdo
mundial, é urgente a descoberta de novos farmacos de origem natural que consigam reverter o
indice glicémico a niveis normais, sem causar efeitos adversos. Desse modo, as lectinas — tal
como a BmoLL — por apresentarem tantas propriedades biologicas, sdo moléculas com grande
potencial para uso no tratamento dessa e de outras desordens metabolicas. O género Bauhinia,
bastante explorado quanto seu efeito hipoglicemiante pela medicina popular e também pela
pesquisa cientifica, € uma importante fonte de exploracdo de bioativos, como as lectinas,

visando o desenvolvimento de novos farmacos naturais para tratar o diabetes. Nesse sentido, a
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espécie B. monandra j& demonstrou efeito hipoglicemiante através de extratos; porém, ainda
ndo se tem estudos avaliando a lectina isolada de suas folhas (BmoLL) quanto ao potencial
hipoglicémico em diabetes mellitus tipo 2. Considerando que a BmoLL é purificada em
guantidade de miligramas e que outras lectinas j& estudadas apresentam atividade
hipoglicemiante, a BmoLL pode ser o agente ou um dos agentes ativos nas folhas da B.

monandra, responsaveis por esse efeito.
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3. OBJETIVOS DA PESQUISA

3.1.  Objetivo geral

Avaliar a atividade hipoglicemiante da lectina da folha de Bauhinia monandra
(BmoLL) em ratos Wistas machos com diabetes tipo 2.

3.2.  Objetivos especificos

- Caracterizar as preparacdes proteicas obtidas a partir das folhas de B. monandra,;
- Caracterizar as preparac0es proteicas quanto ao teor proteico;
- Caracterizar o perfil eletroforético da BmoLL para confirmar o isolamento;

- Avaliar a atividade hipoglicemiante da BmoLL em ratos com diabetes mellitus tipo 2.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.  Autorizacdo do comité de ética

O estudo foi conduzido a Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade do Estado do Rio Grande do Norte (UERN) sobre o nimero (CEUA, N° ref.
005/17).

4.2.  Obtencdo do extrato e da fracéo proteica

Foi realizada a coleta da B. monandra para identificacdo boténica e arquivada com o
nimero de prova 57462, IPA, no Herbario Dardano de Andrade Lima (Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria, Recife, Brasil). Em seguida, as folhas foram
coletadas no campus central da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE, limpas,
desidratadas em temperatura ambiente e trituradas para a producdo de uma farinha. A farinha
foi submetida a extracéo (10 %, p/v) em tampao citrato-fosfato 0,01 M, pH 6,5, preparado em
NaCl 0,15 M, por 16h a 4 °C; em seguida, o material foi filtrado em gaze e centrifugado a
12000 g, por 15 min a 4 °C. O extrato bruto obtido (EB) foi submetido ao fracionamento
proteico com sulfato de amonio a 60 % de saturacdo, por 4h em temperatura ambiente,
seguido de centrifugacdo (8000 rpm, 4 °C, 20 min). O precipitado foi ressuspendido em
tampdo e dialisado contra dgua destilada durante 2 horas com troca a cada hora, em seguida
contra o tampdo de extracdo por mais 2 horas e troca a cada hora (COELHO; SILVA, 2000),
sendo denominado fracdo proteica F60.

4.3. Determinacdo da atividade hemaglutinante

A atividade hemaglutinante (AH) das amostras proteicas foi determinada em placas de
microtitulacdo, por meio de diluigdes seriadas em NaCl 0,15 M. A cada dilui¢do, foi
adicionado igual volume de uma suspensdo a 2,5 % em NaCl 0,15 M de eritrocitos
glutarizados de coelho ou do sistema ABO (CORREIA; COELHO, 1995). As placas foram
deixadas em repouso a 25 °C, por 45 minutos; ap0s repouso, os titulos de AH foram
determinados macroscopicamente, verificando a maior diluicdo apresentando total

hemaglutinag&o.
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4.4.  Determinagdo do teor proteico soluvel

O teor de proteinas soluveis presentes nas amostras obtidas foi determinado segundo o
método descrito por Lowry et al. (1951), utilizando uma curva padrdo de albumina sérica

bovina.

4.5.  Cromatografia de afinidade

F60 foi submetida a cromatografia de afinidade utilizando gel de guar, de acordo com
0 protocolo de isolamento pré-estabelecido (COELHO; SILVA, 2000), em que a lectina,
BmoLL, foi adsorvida ao gel e, em seguida, recuperada por eluicdo com tampdo citrato-
fosfato contendo 0,05 M de galactose. O pool cromatografico foi dialisado para a retirada da
galactose e obtencdo da BmoLL pura.

4.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida

O gel de concentracdo foi preparado na concentracdo de 3,5 % de poliacrilamida em
tampé&o Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, contendo SDS a 1 %. O gel de corrida foi preparado a uma
concentracdo de 12 % de poliacrilamida em tampéo Tris-HCI 3 M, pH 8,8, contendo SDS a 1
%. As amostras proteicas previamente quantificadas e liofilizadas foram solubilizadas em
tampé&o Tris-HCI 0,625 M, pH 6,7, contendo SDS a 2 %, glicerol a 10 % e - mercaptoetanol
a 5 %. Foi adicionado 10 pL de azul de bromofenol a 0,02 % para aplicacdo das amostras no
gel de concentracdo. A corrida eletroforética foi realizada sob amperagem constante (25 mA).
Apbs corrida eletroforética em temperatura ambiente, as bandas proteicas formadas foram
detectadas com coloracdo utilizando solucdo de Azul de Coomassie, seguida de descoloragédo
por lavagens sucessivas com acido acetico a 10 % (v/v).

4.7.  Ensaios bioldgicos

Ratos Wistar machos com aproximadamente dois dias de vida, obtidos do biotério
Central da UERN, permaneceram sob condi¢BGes controladas de foto-periodo de 12 h e
temperatura (22 + 2 °C), com racao e agua ad libitum. No quinto dia ap6s o nascimento dos

animais, o diabetes tipo 2 foi induzido pela administracdo intraperitoneal (IP) de
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estreptozotocina (STZ) (100 mg/kg de massa corporal) diluida em tampao citrato (10 mmol/L,
pH 4,5) (ASHOKKUMAR; PARI, 2005). Ap6s 10 semanas, a instalacdo do diabetes tipo 2
foi confirmada, através do teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (IGTT), utilizando-se 2
o/kg de glicose IP, seguida de medida da glicemia - por puncdo da cauda do rato e retirada de
sangue suficiente para exame com fita em aparelho de glicemia capilar MediSense Optium
(Abbott Diabetes Care Inc Alameda — CA) - nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos. Animais
com elevacéo da glicemia apos glicose IP, e manutengdo de niveis maiores ou iguais a 200
mg/dL apo6s 120 minutos foram considerados diabéticos (DM). Em outros animais (para
estabelecimento do grupo controle) no lugar da STZ foi administrado apenas tampao citrato,
pH 4,5, por via IP, e 0s animais também foram submetidos ao IGTT, ap6s 10 semanas. Apds
0 IGTT descrito acima, os animais diabéticos foram divididos em 3 grupos, aleatoriamente,
contendo seis ratos cada (n=6). Os animais que receberam apenas tampao citrato, sem STZ,
formaram o grupo controle. Os 4 grupos de animais foram submetidos, por 20 dias, a ingestdo
por via oral (gavagem) de diferentes solugdes: grupo | — controle, animais normoglicémicos
(ingestdo diaria de tampéo citrato-fosfato 0,01 M, em NaCl 0,15 M, pH 6,5), grupo Il - DM
sem tratamento (ingestdo diaria de tampé&o), grupo 11l — DM tratados com BmoLL (ingestdo
de 2 mg/Kg/dia), grupo IV — DM tratados com Glibenclamida (ingestéo de 0,071 mg/Kg/dia).
A cada 5 dias durante o experimento, foi avaliado o nivel glicémico de cada animal, por
puncao da cauda dos ratos e retirada de sangue suficiente para exame com fita em aparelho de
glicemia capilar MediSense Optium (Abbott Diabetes Care Inc, Alameda — CA. Apoés 20 dias
de ingestdo das solucdes (tratamentos) e acompanhamento, os animais foram eutanasiados, de
acordo com o codigo de ética de utilizacdo de animais para pesquisa, por sedacdo com
cetamina (95 mg/Kg) + xilazina (10 mg/Kg) IP seguida de deslocamento cervical.

4.8.  Analise estatistica
Os resultados foram expressos como média * desvio padrdo. A andlise estatistica foi

realizada por anélise de variancia tow-way (ANOVA) com post hoc de comparacdo multipla

de Tukey. Os resultados foram expressos, considerando o nivel de significancia de 5 %.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A F60 obtida a partir do EB apresentou titulos de AH com eritrocitos glutarizados
humano tipo AB (AH: 32%) e com eritrécitos glutarizados de coelho (AH: 2.048), sendo
detectada a presenca lectinica na preparacdo. A F60 revelou também uma elevada
concentragéo proteica de 137,78 mg/mL. A cromatografia da F60 em gel de Guar resultou na
obtencdo de um pool proteico que, apds didlise, exibiu titulo de AH com eritrocitos
glutarizados de coelho (AH: 2.048™), bem como concentragdo proteica de 0,52 mg/mL,
confirmando a obtengdo de BmoLL biologicamente ativa.

A eletroforese (SDS-PAGE) resolveu o pool cromatografico dialisado, revelando duas
bandas proteicas, equivalentes as duas subunidades da BmoLL, as quais sdo descritas na
literatura como uma banda principal de 33 kDa e outra banda de 26 kDa (COELHO; SILVA,
2000). Assim, o perfil eletroforético confirmou o isolamento cromatografico da BmoLL, uma
lectina com afinidade a galactose.

O desenvolvimento do diabetes tipo 2 em ratos, induzido por STZ, foi confirmado
pelo IGTT; ratos ndo tratados com STZ foram confirmados, pelo IGTT, como
normoglicémicos.

BmoLL, a 2 mg/Kg/dia, apresentou atividade hipoglicemiante significante em ratos
com diabetes tipo 2 (Tabela 1), reduzindo os niveis séricos de glicose nos ratos em 63,5 %
enguanto a Glibenclamida reduziu em 40,25 % quando comparada a diferenca entre os niveis
glicémicos no inicio do experimento em relacdo ao ultimo dia. O grupo DM tratado com
BmoLL apresentou nivel glicémico préximo ao apresentado pelo grupo DM tratado com a
Glibenclamida no 20° dia (106,7 mg/dL + 4,7 e 95 mg/dL + 5,6, respectivamente). O grupo
DM sem tratamento apresentou nivel glicémico superior a 400 mg/dL no 20° dia,
confirmando o agravamento do DM devido auséncia de tratamento farmacolégico (Tabela 1).

Quando comparado o efeito tempo-resposta promovido nos grupos experimentais,
notou-se que o0s niveis glicémicos do grupo DM tratado com Glibenclamida foram
estabilizados a partir do 5° dia, enquanto o grupo DM tratado com BmoLL estabilizou seus

niveis de glicemia a partir do 10 ° dia (Tabela 1).
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Tabela 1: Glicemia de ratos com diabetes mellitus tipo 2 (induzido por estreptozotocina),
submetidos a diferentes tratamentos durante 20 dias.

Tratamentos
Dias Controle DM + BmoLL DM + GLB DM + Tampéao
0 127,5+4,6Db 291,8+6,7Bc 159+4,7Cb 332,8+5,8Ac
5 84,83+5,6Da 139,2+4,6Bb 103+5,1Ca 351,2+3,8Ab
10 84,5+5,0Da 115,7+4,6Ba 104,5+4,9Ca 409,3+4,2Aa
15 83,5+5,2Da 111,5+5,2Ba 9545,6Ca 409,7+5,2Aa
20 84,67+4,0Ca 106,7+4,7Ba 9545,6Ca 411,8+4,4Aa

Controle: animais normoglicémicos, submetidos a ingestdo diaria de tampdo citrato-fosfato
0,01 M; DM + BmoLL; DM + GLB; DM + tampdo. O dia zero indica a glicemia de jejum
(média de cada grupo) no inicio do experimento. Os valores foram expressos como média +
desvio padréo. As varidveis foram analisadas sob two-way ANOVA com post hoc de Tukey.
As letras maiusculas indicam diferencas entre os tratamentos no mesmo dia (linha) e as letras
mindsculas indicam diferencas no mesmo tratamento em dias diferentes (coluna),
considerando nivel de significancia de 5 %.

O grupo DM tratado com a Glibenclamida teve os niveis glicémicos controlados,
devido a acao deste farmaco de sulfonilureia que atua estimulando o aumento da secrecéo de
insulina, a partir do estimulo as células B das ilhotas pancreéticas (KOSKI, 2006). A
Glibenclamida estimula a secrecdo do horménio insulina através do fechamento direto dos
canais Karp, criando um influxo de Ca" e secrecdo de insulina. Este farmaco € utilizado ha
quase 60 anos para tratar o diabetes tipo 2 (ASHCROFT; RORSMAN, 2012).

Os niveis elevados de glicose sanguinea no grupo DM sem tratamento foram devido a
acdo da STZ, considerado um glicosideo nitrosoureia natural, isolado da bactéria
Streptomyces achromogenes. A STZ atua estimulando a producdo de radicais livres, que leva
a destruicdo parcial ou permanente das células B das ilhotas de Langerhans do pancreas. Este
xenobiotico tem sido usado para induzir o diabetes; porém, também é considerado um agente
quimioterapico, utilizado no tratamento de tumores carcinoides e enddcrinos do péancreas.
Uma Unica dose administrada em ratos pode produzir um modelo experimental do diabetes
tipo I ou tipo Il (MARLES, FARNSWORTH, 1995; LENZEN, 2008).

Alguns estudos ja apontaram efeitos hipoglicemiantes associados a proteinas de
origem vegetal (KHANNA et al. 1981; VENANCIO et al. 2003) e lectinas vegetais tém
demostrado efeito hipoglicemiante in vivo. Li et al. (2012) verificaram o efeito de uma lectina
extraida de Trichosanthes kirilowi na reducdo da glicemia em camundongos diabéticos

induzidos por aloxana. Kavalali et al. (2003) administraram em animais, por 30 dias, uma
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lectina isolada de sementes de Urtica pilulifera, causando reducéo de 28 % da glicemia. Paula
et al. (2017) relataram que uma lectina extraida das folhas de Moringa oleifera (denominada
de Mo-LPI) foi avaliada em dose Unica de 500 mg/kg, por via IP, em ratos com diabetes
induzido por aloxana, promovendo reducéo da glicemia de 34,3 %, 60,9 % e 66,4 %, ap0s 1, 3
e 5 horas, respectivamente.

Em um estudo recente avaliando as atividades bioldgicas da BmoLL, Araujo (2015)
observou o efeito hipoglicemiante desta lectina em uma linhagem de camudongos NOD
(non-obese diabetic) como modelo do diabetes tipo 1, por administracdo IP de BmoLL
durante 21 dias (60 mg/Kg/dia). BmoLL reduziu em 55,3% a glicemia, além de reduzir os
niveis de triglicerideos e VLDL-colesterol e ndo apresentar toxicidade para os camundongos,
uma vez que ndo induziu a morte nem a perda de peso na dose de 2000 mg/kg.

Devido a capacidade das lectinas reconhecerem e ligarem especificamente e de forma
reversivel a carboidratos e a moléculas glicoconjugadas (GOLDSTEIN et al., 1980), essas
biomoléculas podem desenvolver diversos efeitos biolégicos. Em um outro estudo com
BmoLL, Rosilio et al. (2004), levando em consideracdo o potencial hipoglicemiante desta
lectina, estudou a interacdo da mesma com monocamadas lipidicas a fim de desenvolver
sistemas de lipossomas para protecao e entrega da lectina no organismo.

Os mecanismos de acdo de moléculas vegetais, entre essas as lectinas, no controle da
glicemia podem envolver o efeito inibitério de enzimas, como a-amilase salivar e glicosidases
pancreaticas, hepaticas e intestinais, reduzindo a disponibilidade de glicose no organismo pela
dificuldade de absorcdo de carboidratos complexos (SINGH; MARAR, 2011). Shirwaikar et
al. (2004), ao estudar o efeito do extrato aquoso de folhas de Annona squamosa, levantou a
hipotese de que o efeito hipoglicemiante esta associado a potencializagdo do efeito da insulina
no plasma, aumentando a secrecdo pancreatica da mesma pelas células p existentes, ou ainda
por sua liberacdo da forma ligada. O mesmo também foi relatado por Kavalali et al. (2003) ao
analisar a lectina extraida de sementes de U. pilulifera, denominada UPSL (U. pilulifera seed
lectin), e por Stanely et al. (2000) ao avaliar o extrato aquoso de raizes de Tinospora
cordifolia. Ojezele e Abatan (2011) apontaram que o efeito hipoglicémico de um extrato de
folhas de Bauhinia thoningii pode estar relacionado & inibi¢do da absorgéo de glicose no nivel
também que as lectinas vegetais, além de seus efeitos variaveis, podem atuar no controle da
glicemia mimetizando a insulina no organismo, através de interacbes com 0s residuos

glicoproteicos do receptor da insulina (PURELLO et al., 1983).
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De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho, BmoLL promove a regulagéo in
vivo dos niveis de glicose no sangue, sendo mais efetiva que o farmaco comercial em termos
de percentual de reducéo, na dose avaliada. Por isso, € uma biomolécula bastante promissora
quanto ao futuro desenvolvimento de farmaco natural para o controle do diabetes tipo 2.
Considerando os mecanismos ja propostos em literatura para biomoléculas vegetais, o efeito
hipoglicemiante da BmoLL pode estar associado a sua habilidade de se ligar a carboidratos ou
glicoconjugados de superficies celulares, a enzimas, de potencialmente mimetizar a acao da
insulina ou estimular a sua producéo e liberagcdo. Buscando esclarecer seu mecanismo de acdo
hipoglicémica bem como seu potencial protetivo contra danos associados ao diabetes, outras

investigacdes estdo andamento.
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6. CONCLUSOES

O protocolo de isolamento pré-estabelecido permitiu a obtencdo com sucesso da
BmoLL purificada.

BmoLL revelou atividade hemaglutinante frente a eritrdcitos glutarizados humanos, e
eritrécitos glutarizados de coelho, bem como teor proteico, confirmando a manutencéo da sua
atividade bioldgica, ap6s o processo de isolamento.

O perfil eletroforético revelado foi equivalente ao ja descrito em literatura para
BmoLL, confirmando que o isolamento lectinico proposto foi alcancado.

BmoLL a 2 mg/kg/dia foi capaz de reduzir os niveis séricos de glicose em ratos com
diabetes tipo 2 em 63,5 % e a Glibenclamida em 40,25%, estudos complementares estdo em
desenvolvimento para avalair se BmoLL atua sobre outros paramentros bioquimicos e

fisilogicos.
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