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RESUMO

Diabetes mellitus (DM) caracteriza um grupo de doencas metabdlicas resultante de
defeitos na secrecdo e/ou acdo da insulina que levam a hiperglicemia. As plantas do
Género Bauhinia, pertencentes a Familia das Fabaceae, conhecidas como ‘“pata-de-
vaca” sdo utilizadas pela medicina popular para o tratamento de diabetes em varias
regides do mundo, tais como Africa, Asia bem como América Central e do Sul; estudos
prévios j& demonstraram atividade hipoglicemiante de extrato folhas de Bauhinia
monandra. Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas, de origem ndo imune, que
reconhecem e se ligam a carboidratos de forma especifica e reversivel. Uma lectina
presente em folhas da B. monandra (BmoLL, B. monandra Leaf Lectin), galactose
especifica, foi purificada através de cromatografia de afinidade em gel de guar. Apenas
uma banda foi revelada por eletroforese em gel de poliacrilamida, PAGE, para proteinas
nativas. Os efeitos da agdo hipoglicemiante do tratamento de BmoLL purificada em
camundongos NOD (NON OBESE DIABETIC), foi avaliado a na utilizacdo de trés
grupos de animais, cada grupo com (n=4), intraperitonealmente, por 21 dias. O grupo
tratado com BmoLL recebeu 60mg/kg/dia, o grupo controle para diabetes ndo tratado
recebeu veiculo, &gua. Grupo controle para valores normoglicémicos foram
camundongos que ndo desenvolveram diabetes. No grupo tratado o0s picos
hiperglicémicos foram vistos antes do tratamento, em uma média de glicose (307,50 +
83,30 mg/dL), equivalente ao grupo diabéticos ndo tratados 364,5+106,24 mg/dl. No
final do tratamento, 21dias, o grupo tratado (137,50 + 68,26mg/dL) atingiu valores
equivalentes ao grupo normoglicémico (110,50 + 16,66mg/dL). O controle nos niveis
glicémicos no grupo tratado mostrou apenas diferenca estatistica significante (p= 0,002)
em comparagdo com 0 grupo que recebeu apenas veiculo. Ja o grupo de camundongos
ndo diabéticos, ou seja, normoglicémicos quando comparado com o grupo tratado ndo
apresentou diferenca estatistica significante (p= 0,12) os testes foram realizados pelo
teste “t” de “Student”. Observando as consequéncias secundarias a hiperglicemia
apresentadas pelo grupo controle para diabetes ndo tratado, ndo foram apresentadas pelo
grupo tratado com BmoLL nem pelo grupo controle de niveis normoglicémicos;
conclui-se que a acdo do tratamento com BmoLL ao ser capaz de controlar os niveis
glicémicos a valores normais de forma continua minimizou também as complicagdes
secundarias a hiperglicemia, durante todo o periodo de 21 dias. Necessarios estudos
posteriores para entendimento dos mecanismos pelos quais a BmoLL tem seu efeito
hipoglicemiante.

Palavras-Chave: Bauhinia monandra, Lectina BmoLL, camundongos NOD, Diabetes

Mellitus, atividade hipoglicemiante.



ABSTRACT

Diabetes mellitus ( DM ) features a group of metabolic disorders resulting from defects
in the secretion and/or insulin action leading to hyperglycemia. The plants of the genus
Bauhinia, belonging to the family Fabaceae, known as "paw-of-cow™ are used in folk
medicine for the treatment of diabetes in many parts of the world such as Africa, Asia
and Central and South America; previous studies have demonstrated hypoglycemic
activity of leaf extract of Bauhinia monandra. Lectins are proteins or glycoproteins of
non- immune origin which recognize and bind carbohydrates specifically and reversibly
form. A lectin present in the leaves of B. monandra (BmoLL , B. monandra Leaf
Lectin), specifically galactose was purified by affinity chromatography on guar gel.
Only one band was revealed by polyacrylamide gel PAGE for native proteins. The
effects of treatment with hypoglycemic action BmoLL purified NOD (non obese
DIABETIC) was evaluated using the three groups of animals, each group (n=4)
intraperitoneally for 21 days. The treated group received 60mg/kg/day BmoLL, the
control group received untreated diabetes vehicle, water. Values for the control group
were normoglycemic mice did not develop diabetes. In the group treated hyperglycemic
peaks were seen before treatment, at an average glucose (307.50 + 83.30mg/dL),
equivalent to the untreated diabetic group 364.5 = 106.24mg /dl. At the end of
treatment, 21 days, the treated group (137.50 £ 68.26mg/dL) achieved equivalent to the
normoglycemic group (110.50 + 16.66mg/dL) values. The control on blood glucose
levels in the treated group showed only statistically significant difference (p=0.002)
compared with the group that received only vehicle. The group of non-diabetic mice, ie,
normoglycemic compared with the treated group showed no statistically significant
difference (p=0.12) tests were performed by the "t" of " Student” test. Observing the
secondary consequences hyperglycemia presented by the control group to untreated
diabetes, were not presented by the group treated with BmoLL nor the normoglycemic
control group levels, it is concluded that the action of treatment with BmoLL to be able
to control blood glucose levels to normal values continuously also minimized the
complications secondary to hyperglycemia during the whole period of 21 days.
Required further studies to understand the mechanisms by which BmoLL has its
hypoglycemic effect .

Keywords: Bauhinia monandra, Diabetes Mellitus, hypoglycemic activity, Lectin
BmoLL, NOD mice.
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1. INTRODUCAO

As plantas tém sido usadas como fontes de medicamentos, por populagGes em
todo o mundo, é perceptivel o interesse no estudo por plantas medicinais, como
exemplo as plantas do Género Bauhinia, Familia Fabacea. No Brasil sdo conhecidas
como “pata-de-vaca“ e as suas folhas sdo usadas popularmente em forma de chas
(infusdo) para o tratamento de diabetes, como anti-inflamatorio e analgésico.

Existe a necessidade de pesquisa cientifica na busca de comprovacdo ou
desmistificacdo de tais plantas, pois 0 uso por parte populacdo sem avaliacdo pode
trazer riscos, por extratos de plantas terem em sua composicao diversas substancias que
podem apresentar toxicidade, como também € preciso comprovar e identificar os
compostos que apresentam as propriedades desejadas, sendo necessarias purificacdes de
tais compostos.

Foi purificada uma lectina presente em folhas da espécie Bauhinia monandra
(BmoLL, B. monandra Leaf Lectin), dentre diversos compostos purificados de plantas
estdo as lectinas que sdo proteinas ou glicoproteinas que se ligam a carboidratos de
forma nao-catalitica, por reconhecimento especifico e reversivel sendo de origem nao
imune. Tais carboidratos presentes nas lectinas podem desempenhar papeis importantes
no armazenamento ou na transmissdo de informacdo dentro da célula ou entre as
células, assim sdo excelentes em investigacdes como agentes terapéuticos.

Diante das atividades encontradas em outras lectinas e do uso da medicina
popular das plantas do género Bauhinia, na espécie B. monandra ha possibilidade dos
relatos feitos pela populacéo das atividades biologicas encontradas nessa espécie terem
como principio ativo a lectina BmoLL. Desta forma o objetivo do presente estudo sera
investigar, propriedade hipoglicemiante da lectina BmoLL (B. monandra Leaf Lectin)

em camundongos diabéticos (NOD, non-obese diabetic).
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.2 Lectinas
2.1.1 Generalidades

Lectinas sdo todas as proteinas que possuem pelo menos um dominio de
reconhecimento a carboidratos, assim lectinas e carboidratos, se ligam de forma
especifica e de maneira reversivel, ndo exercendo sobre tais carboidratos atividades de
anticorpo ou enzima (BARONDES, 1988; AMBROSI et al., 2005; LAM et al., 2010).

As interacdes entre lectinas e carboidratos ocorrem através de especificidade
com ligacOes reversiveis de determinada lectina com glicoproteinas ou grupo de
carboidratos (oligossacarideos) ou um carboidrato especifico (PEUMANS e VAN
DAMME, 1995, PEUMANS et al., 2001, WU et al., 2006, ). Quando lectinas interagem
com carboidratos em uma solucdo, pode haver a partir das ligagdes entre as moléculas
lectina e carboidrato, aglutinacGes, em geral a presenca de aglutinagdo em um
determinado meio é visto como caracteristica da presenca de lectinas.

A caracteristica de aglutinacdo de eritrdcitos por lectinas teve seu primeiro relato
em 1888 por Stilmark que atribui aglutinacGes de eritrdcitos a presenca de uma proteina
a partir de uma preparagédo proteica parcialmente pura, no extrato da planta conhecida
por mamona, Ricinus communis (KENNEDY et al., 1995), sendo observado em 1889
por H. Helin uma hemaglutinina toxica em sementes de Jequiriti, Abrus precatorius,
(SHARON e LIS, 1988).

Além das lectinas outras moléculas como anticorpos anticarboidratos também
aglutinam células, assim devido especificidade as lectinas eram consideradas
semelhantes aos anticorpos, mas diferem quando se refere a similaridade estrutural,
onde entre as lectinas ha diversidade enquanto os anticorpos sdo estruturalmente

similares (VAN DAMME et al., 1998).
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Outros relatos de lectinas ja nos anos 40, Boyd e Reguera observaram
aglutininas em sementes com especificidade para antigenos dos grupos sanguineos
humanos (SHARON e LIS, 1988), Novamente a caracteristica de aglutinar eritrocitos
tendo algumas lectinas com afinidade especifica até mesmo para grupos sanguineos.

O termo Lectinas foi usado pela primeira vez no ano de 1954 por Boyd e
Shapleigh, pois Lectinas vem do Latim: Lectus, que significa selecionado, foi usado
devido a capacidade de ligacdo reversivel a carboidratos e aglutinacdo seletiva a
eritrécitos de grupos sanguineos especificos (PEUMANS e VAN DAMME, 1995), foi
determinante a escolha do termo lectinas na descoberta e definicdo dessas proteinas a
seletividade a carboidratos, assim como a diversidade estrutural.

O estudo dessas proteinas com atividade hemaglutinante foi aprofundado em
1960, pois comecaram a ser pesquisadas aplicabilidades (GABOR at al., 2001). Em
1965, Agrawal e Goldstein isolaram a lectina Con-A, Concanavalina-A, extraida de
Canavalia ensiformis uma leguminosa, a partir de uma cromatografia de afinidade em
uma matriz de dextrana (Sephadex), tendo a lectina afinidade a glicose e seus derivados.
Em 1981 Lectinas encontradas tanto em animais quanto em plantas estavam sendo
purificadas (DEBRAY, 1981).

Atualmente lectinas sdo consideradas de natureza ubiqua, pois estdo presentes
em todos os organismos como plantas (YAN et al., 2010) virus, bactérias e fungos
(TRIGUEIROS et al., 2003;) além de peixes (SILVA et al, 2012; KANIA et al., 2010),
serpentes (NUNES et al., 2011) entre outros animais (ZHAO et al., 2009; WANG et al.,
2009; KILPATRICK, 2002; BATTISON e SUMMERFIELD, 2009), como também
lectinas foram ainda isoladas de células-tronco embrionarias (ALVAREZ-MANILLA et

al., 2010).
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As lectinas sdo formadas por cadeias polipeptidicas que sdo ricas em
aminoacidos &cidos e hidroxilados, tendo interacBes hidrofobicas, pontes de hidrogénio
podendo ter também pontes dissulfeto, conferindo maior estabilidade, lectinas podem
ser ligadas covalentemente a sua estrutura a um complexo glicidico geralmente de 4-
10% da massa total da molécula, sendo que porcéo glicidica liga-se apenas a asparagina,
serina ou treonina. Na asparagina pode ocorrer a ligagdo GICNAc tanto em vegetais
como em animais (HELENIUS e AEBI, 2004; KENNEDY et al., 1995).

As lectinas se dividem em inumeras classificacdes dentre elas as lectinas de
plantas tiveram sua classificacdo por Peumans e Van Damme (1998) com base na
estrutura: Merolectinas: possuem um Unico dominio ligante a carboidrato, néo
precipitando glicoconjugados nem aglutinando células, portanto proteinas de pequeno
tamanho. Hololectinas: com no minimo dois dominios idénticos ou homologos se ligam
a agUcares similares ou ao mesmo carboidrato, podem aglutinar células e precipitar
glicoconjugados, sdo di ou multivalentes. Quimerolectinas: moléculas com um ou mais
dominios ligantes a carboidratos, associados com outro dominio distinto, tento outra
atividade bioldgica podendo ser enzimatica ou ndo, independente do dominio ligante a
carboidratos. Superlectinas: possuem no minimo dois dominios ligantes a carboidratos,
estruturalmente diferentes, assim tém capacidade de reconhecer agucares distintos.

Diante de sua diversidade estrutural consequentemente cada lectinas pode
apresentar caracteristicas proprias, em uma variedade de especificidade lectinas
diferentes tem especificidades diferentes, entdo podem interagir com glicoproteinas ou
grupo de carboidratos (oligossacarideos) ou um carboidrato especifico podendo ser
através de sitios de ligacdo geralmente localizados na superficie da molécula proteica,
sabendo que a seletividade € obtida por pontes de hidrogénio, interacbes de Van der

Walls, interagOes hidrofobicas entre a lectina e o carboidrato (KENNEDY et al., 1995;
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SHARON, 1993; COMINETTI et al., 2002; SHARON e LIS, 2002), podendo ainda a
partir de um sitio adicional de natureza hidrofébica acionar interagdes entre proteinas
(BARONDES et al., 1988; SHARON e LIS,1990).

Durante a busca por aplicabilidades bioldgicas das lectinas é preciso um
processo de purificacdo, quando se observa que a maioria das lectinas é soltvel em
agua, solucdo salina e/ou tampdo, sendo necessérias técnicas para eliminar outras
moléculas (contaminantes), o que envolve mecanismos como temperatura, solucdo
extratora entre outros (KAWAGISHI et al., 2001; OSHIKAWA et al., 2000; MOURE et
al., 2001). Além da eliminacdo de outras moléculas é preciso manter a lectina estavel
fora de seu meio biol6gico, uma técnica usada para verificagdo da presenca e da
estabilidade das lectinas em uma determinada solucéo é atividade hemaglutinante.

A possibilidade de verificacdo da atividade hemaglutinante das lectinas em
determinada solugdo seja um extrato ou uma proteina pura em solucdo tampdo, por
exemplo, se da devido a especificidade de lectinas por eritrdcitos, estes podem ser
tratados enzimaticamente por tripsina dentre outros; como também quimicamente por
glutaraldeido ou formaldeido, tratamento que podem ou ndo aumentar a sensibilidade
das células a lectina, como também com eritrocitos ndo tratados (CORREIA e
COELHO, 1995; COELHO e SILVA, 2000; MO et al., 2000).

Atividade Hemaglutinante pode ser vista no esquema da (Figura 1) onde no
campo (A) nas lectinas formam uma malha junto aos eritrocitos devido sua
especificidade com os carboidratos presentes na superficie destes, observando no campo
(B) na presenca de carboidratos livres as lectinas se ligam a esses carboidratos e ndo
mais aos eritrocitos, nos dois campos sdo mostradas imagens das microplacas

representadas nos esquemas.
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Figura 1. (A) Representacdo esquematica da rede de eritrocitos promovida pela lectina de
ligacdo a carboidratos de superficie e (B) inibigdo da atividade hemaglutinante por carboidratos

livres. (insergdes). Aspectos de ensaio em placas de microtitulagdo (PAIVA et al., 2011).

Diante da busca por caracterizar e purificar uma lectina & atraves da analise de
inibicdo da atividade hemaglutinante, utilizando diferentes tipos de carboidratos, que é
verificada a especificidade de uma lectina (GABOR et al., 2001; OTTA et al., 2002). A
caracterizacdo de uma lectina se faz durante a purificacdo junto as informacdes obtidas
como tamanho molecular, solubilidade, carga e afinidade especifica de ligacdo a
carboidratos que determinam uma purificacdo e caracterizam uma lectina (CORREIA e
COELHO, 1995). Para conhecimento das propriedades basicas e funcbes bioldgicas das
lectinas sdo de extrema importancia sua purificacdo e caracterizacdo (CARTWRIGHT
et al., 2004).

A caracterizacdo de uma lectina trds uma real importancia para manutencdo
dessa proteina fora de seu meio bioldgico, além de trazer informacfes que ajudam a
entender alguma acdo bioldgica que a lectina apresente, porém lectinas distintas podem
apresentar caracteristicas semelhantes e mesmo assim aplicabilidades bem diferentes.

Em um protocolo de purificacdo de lectinas sao feitos extratos e destes é preciso
determinar atividade hemaglutinante e concentracdo proteica, em seguida sdo ainda

17



submetidos a purificacdo parcial por precipitacdo seletiva de proteinas com sais, onde
sulfato de aménio é o sal mais comumente utilizado devido a sua solubilidade, o sal
remove a camada de solvatacdo das proteinas fazendo com que as mesmas se
precipitem; posteriormente sdo dialisados, através da utilizacdo de uma membrana
(celulose) semipermeavel (PAIVA e COELHO, 1992; COELHO e SILVA, 2000;
YEASMIN et al., 2001; DELATORRE et al., 2006).

Durante o processo de purificacdo estdo presentes no extrato bruto alguns
agentes como taninos, lipideos ou céations divalentes em altas concentra¢fes e podem
aglutinar eritrocitos (RUDIGER, 1998); podendo fazer necessario o ensaio de
precipitacdes por polissacarideos ou glicoproteinas (YAMAGUCHI et al.,, 1998;
KAWAGISHI et al., 2001; GOLDSTEIN et al., 2007; JAYATI et al., 2005). O ensaio
de precipitagdo com carboidratos além de determinar a real presenca de lectinas no meio
também revela a especificidade da lectina.

Em geral protocolos de purificacdo de lectinas depois de um fracionamento
salino para purificagdo parcial e realizada dialise, sdo usadas técnicas de cromatografias,
em sua maioria sdo cromatografias de afinidades (GERLACH et al., 2002) assim como
de filtracdo em gel (REGO et al., 2002; SINGH et al., 2011), de troca i6nica (NG e YU,
2001; SINGH et al., 2011).

Durante avaliacdo do grau de pureza e caracterizacdo estrutural de uma lectina
sdo usados metodos eletroforéticos em gel (STRYER, 2004), sendo possivel definir a
massa molecular de subunidades a partir da desnaturagdo proteica na presenca de
detergente sulfato sédico de dodecila (SDS), com a possibilidade da desnaturacédo
(COELHO e SILVA, 2000; PAIVA et al., 2006), como também através de coloracao

especifica, determinar sua possivel natureza glicoproteica (FENG et al., 2006).
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As lectinas devido sua diversidade possuem inimeras agdes biologicas e vém
sendo investidas em uma variedade de aplica¢bes biologicas dentre elas capacidade de
mucoadesdo, citoadesdo e citoinvasdo; estas vém sendo investigadas quanto a sua
aplicacdo em sistemas de liberacdo de drogas (GABOR et al., 2004).

Entre outras aplicacdes lectinas tém demonstrado um papel importante na area
de microbiologia, pois demonstram acdo contra o crescimento de bactérias gram-
negativas e gram-positivas, além de atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos
(DOM et al., 2008), pois sdo capazes de detectar sutis diferencas na estrutura de
carboidratos complexos presentes na superficie bacteriana (LUO et al., 2007).

Estudos recentes na Cancerologia Experimental demonstraram que lectinas
podem detectar diferengcas no comportamento metastatico das células tumorais diante
das alteragbes na glicosilacdo que ocorrem durante a transformagdo maligna
(DAMODARAN et al., 2008; ARAB et al., 2010).

Assim sendo lectinas podem ser usadas em uma variedade de aplicacOes
biolégicas ainda como identificacdo de microorganismos e grupos sanguineos,
estimulagcdo mitogénica de células imunes, monitoramento sobre a superficie de células
normais e neoplésicas além de aglutinar células (GOLDSTEIN et al, 1980.; SHARON,

2008).

2.1.2 Lectinas de plantas

Lectinas podem ser encontradas em todos os tecidos de planta como, por
exemplo, (RATANAPO et al., 2001), folhas (COELHO e SILVA, 2000), cascas,
bulbos, tubérculos (RUDIGER et al., 2001), sementes (SHARMA et al., 2010), raizes
(SOUZA et al., 2011), frutos, rizomas (PEUMANS et al., 2000) e cerne das plantas (SA

et al., 2009).
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As lectinas encontradas em plantas tém suas funcbes biolGgicas, ou seja, na
planta, constantemente debatidas por terem uma diversidade estrutural muito ampla,
pois diferem em varios aspectos como composi¢do de aminoacidos, estrutura e nUmeros
de subunidades, estrutura terciaria e massa molecular; sabe-se que tais aspectos das
lectinas sdo determinantes quanto a sua especificidade por carboidratos; assim como
também sdo debatidas sua acdo ou aplicabilidade bioldgica, fora do seu meio natural.
(SILVA, 2008).

Desta forma lectinas conferem diferentes propriedades bioquimicas, devido a
inimeras variedades de estruturas moleculares, assim no organismo da planta ndo se
espera uma funcdo para todas as lectinas de plantas, como também uma lectina pode ter
mais de uma funcdo (SANZ-APARICIO et al., 1997; RUDIGER et al., 2000). Da
mesma forma acontece fora de seu meio bioldgico, onde uma lectina pode apresenta
diversas acles, assim como uma determinada acdo biolégica pode nédo se apresentar em
mais de uma lectina.

Diversos estudos apontam que lectinas de plantas podem ter propriedades
atuantes na organizacdo celular, na mitose induzida, fagocitose, mecanismos de defesa
(PEUMANS e VAN DAMME, 1995), armazenamento e transporte de carboidratos na
manutencdo e extensdo da parece celular (SANTOS-MAGALHAES et al, 2004),
regulacdo e sinalizacdo celular (JIANG et al., 2006), na ativacdo de enzimas
(KESTWAL et al., 2007) além de armazenamento ou transporte de carboidratos em
sementes, como também inibic&o de crescimento de fungos (SHARON e LIS, 2003).

Dentre funcGes biologicas de lectinas de plantas algumas atuam em mecanismos
defesa inibindo crescimento de algumas bactérias fitopategénicas como lectinas Isolada
do cerne de Aroeira (Myracrodruon urundeuva)], assim como na adesdo de agentes

infecciosos as células hospedeiras (HIRSCH, 1999).
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Devido ampla diversidade estrutural e consequentemente inimeras aplicagdes
biotecnoldgicas de lectinas vegetais algumas podem ser citadas, como por exemplo,
deteccdo de doencas relacionadas a sintese de glicanas, estudo da estrutura de
carboidratos em virus, bactéria e na superficie de célula de animais (SHARON e LIS,
2004).

Outras lectinas vegetais como a lectina (CramoLL 1,4) purificada de sementes
de Cratylia mollis apresentou atividade cicatrizante em camundongos normais e
imunodeprimidos (MELO et al., 2007; MELO et al., 2011) como também, a lectina
ArtinM de Artocarpus integrifolia apresentou capacidade de conferir resisténcia contra

infeccOes por ativacdo de neutr6filos (TOLEDO et al., 2009).

2.2 Género Bauhinia

O género Bauhinia foi criado em 1753, por Carolus Linnaeus, em homenagem
ao botanico franco-suico Gaspar Bauhin e compreende cerca de 300 espécies (LEWIS,
1987).

As plantas deste género estdo entre as plantas medicinais encontradas em varias
regides do mundo tais como Africa, Asia bem como América Central e Sul, as plantas
do Género Bauhinia, pertencentes & Familia das Fabaceae, conhecidas como “pata-de-
vaca‘“ ou “unha-de-vaca” sao utilizadas em forma de chas ou outras preparagdes para o
tratamento de diabetes e outras enfermidades, como infeccGes e processos dolorosos
(YEH et al., 2003; KHALIL et al., 2008, SILVA e CECHINEL-FILHO, 2002).

Diversos estudos sobre plantas deste géneros sujerem inumeras atividades
biologicas como para extratos organicos de Bauhinia variegata que apresentaram

atividade antibacteriana (PAREKH et al., 2006), em outro estudo extratos de Bauhinia
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microstachya demostraram atividade antioxidante in vitro (BIANCO e SANTOS,
2010).

Foi observado também que extratos alcodlico e aquoso de B. variegata podem
diminuir os niveis plasmaticos de colesterol, triglicérido, LDL e VLDL e aumentam 0s
niveis de HDL, além de demonstrar atividade antioxidante (RAJANI e ASHOK, 2009).
Em outros estudos extrato de Bauhinia forticata apresentou atividade hipoglicemiante,
reduzindo também niveis de triglicerideos e colesterol, em ratos diabéticos (LINO et al.,
2004; CUNHA et al., 2010), assim tais plantas medicinais podem ser Uteis no
tratamento de diabetes e outros problemas relacionados com o metabolismo de lipideos.

Estudos prévios ja demonstraram que diante da atividade hipoglicemiante de
Bauhinia thoningii houve uma diminuicdo em riscos de doencas coronarianas causadas
por complicagbes durante o Diabetes, em ratos com diabetes induzido por Aloxana
(OJEZELE e ABATAN, 2011).

Foi descrito que a espécie Bauhinia divaricata teve atribuida sua atividade
hipoglicemiante a sua capacidade de inibir a a-amilase por inibigdo da absorcéo de
glicose pelo intestino (ANKLI et al., 2002), em outro estudo também foi revelada
atividade hipoglicemiante, como o0 extrato aquoso da Bauhinia megalandra
(GONZALES-MUJICA et al., 2003).

Em humanos, pacientes que ja faziam uso de algum medicamento para Diabetes
Mellitus tipo 2, foi visto uma significativa diminuicdo dos niveis glicémicos para o
grupo tratado com infusdo de B. forticata em relacdo ao grupo controle (MORAES et
al., 2010).

Segundo Pepato e colaboradores (2010) em ratos com diabetes induzido foi
verificado também um nivel significativo de toxicidade consequéncia do tratamento do

extrato de B. forticata.

22



Em outros estudos com as plantes do género Bauhinia, foi verificada atividade
hemaglutinante na fracdo globulina das sementes de B. malabarica (VIDJAYA-
KUMARI et al., 1993), Bauhinia purpurea, Bauhinia racemosa e Bauhinia vahlii
(RAJARAM e JANARDHANA, 1991), e ainda foi identificada lectina de ligacdo a N-
acetil-D-galactosamina, a partir de sementes de Bauhinia purpurea (SARKER et al.,

1993).

2.2.1 Bauhinia monandra

Entre as espécies estudas a Bauhinia monandra apresentou em extrato aquoso de
folhas, propriedade hipoglicemiante em ratos (MENEZES et al., 2007), como também
atividades antioxidantes (ARGOLO et al., 2004).

Podendo ser observado na (Figura 2) aspectos de Bauhinia monandra, sendo

apresentado na imagem folhas e flores.

Figura 2. Aspectos de Bauhinia monandra.

Em trabalhos recentes uma lectina de raizes secundarias de Bauhinia monandra
(BmoRoL) apresentou atividades antifingica e termiticidal, contra espécies
fitopatogénicas de Fusarium e foi mais ativo em Fusarium solani e termiticidal sobre os
trabalhadores e soldados de Nasutitermes corniger (SOUZA et al., 2011).

Em estudos prévios foi purificada uma lectina em folhas da B. monandra

presente (BmoLL, B. monandra Leaf Lectin), galactose especifica, através de
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cromatografia de afinidade em gel de guar. Apenas uma banda foi revelada através de
eletroforese em gel de poliacrilamida, PAGE, para proteinas nativas. Mais de 2 mg de
BmoLL foram obtidas de 5 g de pé de folhas (COELHO e SILVA, 2000).

Entre suas aplicagdes biologicas BmoLL reconhece de forma seletiva sorotipos
de dengue, atribui-se aos diferente padrdes de glicoproteinas produzidos pelo soro
devido a resposta imune de pacientes infectados pelo virus da dengue (ANDRADE et
al., 2011).

Assim como o comportamento interfacial de BmoLL e sua capacidade de
interagir com monocamadas lipidicas foram estudados por meio de medicGes da tensao
superficial (ROSILIO et al., 2004), como também acdo inseticida da BmoLL foi
avaliada sendo ativa contra larvas de Zabrotes subfasciatus e Anagasta kuehniella
(MACEDO et al., 2007).

Em outro estudo BmoLL apresentou possivel efeito antioxidante néo
apresentando genotoxicidade nem citotoxicidade em células e bactérias, assim ndo

apresentando efeito toxico (SISENANDO et al., 2009).

2.3 Diabetes Mellitus

Em sua origem a palavra Diabetes vem de uma palavra grega que significa
“poliuria, polidispsia, polifagia”, sendo Mellitus derivado do latim que significa “mel”
ou “doce”, relatos dos sintomas fora elucidados no primeiro século d.C., por Areteu da
Capaddcia quando descreve uma afeccdo cronica caracterizada por sede intensa, urina
volumosa e adocicada (GOLDFINE e YOUNGREN, 1998; REZENDE, 2004; AIRES
et al, 2008).

Em sua fisiologia normal para armazenamento energético o corpo utiliza glicose,

acidos graxos e outros, tendo o figado e o pancreas enddcrino no controle destes
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suprimentos, também para fins metabdlicos o sistema respiratério e circulatorio
abastecem o organismo no fornecimento de oxigénio (COSTANZO, 2007).

Como mostrado na (Figura 3) na constituicio do pancreas as ilhotas de
Langerhans e os &cinos; a secre¢do de sucos digestivos no duodeno é feita através dos
acinos, enquanto as ilhotas de Langerhans secretam hormoénios no organismo. As ilhotas
sdo constituidas de células beta que secretam insulina, células alfa secretam glucagon
além de células delta que secretam somatostatina; em suas func¢des a insulina facilita o
transporte da glicose na corrente sanguinea para os tecidos corporais, reduzindo assim
0s niveis de glicose no sangue, enquanto o glucagon aumenta a liberacdo de glicose
armazenada no figado para a corrente sanguinea. A somastatina é responsavel pela
inibicdo da insulina e do glucagon, além de diminuir a atividade gastrintestinal apés a
ingestdo de alimentos, tendo assim em um balango energético um aumento do uso dos
tecidos para com os alimentos absorvidos (GUYTON e HALL, 2000; COSTANZO,

2007).

lihota de
Langerhans
/

Acinos
pancreaticos

Figura 3. llhota de Langerhans no pancreas (PORTH, 2007).
A secrecdo da insulina é aumentada em resposta ao aumento da glicose
sanguinea para entrada da glicose no espaco intracelular nos tecidos, aproximadamente
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dois tercos da insulina é transportada apds uma refeicdo, depois os niveis de secrecao
baixam sendo mantidos apenas em niveis normais, é demonstrado na (Figura 4) esse
mecanismo (RANG et al., 2007).

Tecidos como cérebro e sistema nervoso usam quase exclusivamente a glicose
para seu uso energetico, diferente de tecidos corporais como figado ou musculos
esqueléticos onde seu uso é opcional, caso ndo tenha o uso da glicose ela passa a ser
armazenada como glicogénio, quando esses tecidos saturam seus niveis de glicogénio
ela € convertida em &cidos graxos e armazenada como triglicerideos nas células
adiposas (COSTANZO, 2007).

A decomposicdo do glicogénio se da entre as refeicdes quando os niveis de
glicose baixam ocorre a glicogenolise, caso precise o figado pode sintetizar glicogénio a
partir de outras moléculas energéticas, acontece entdo a gliconeogénese (NELSON e

COX, 2011).

Pancreas

fihotas de
Langerhans

»

Figura 4. Producdo e acdo da insulina no organismo humano.

Fonte: http://www.medicinapratica.com.br
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Diabetes Mellitus (DM) ¢ caracterizado por ser um grupo de doencas
metabdlicas resultante de defeitos na secre¢do e/ou acdo da insulina que levam a
hiperglicemia (FREGONESI et al, 2004).

O Diabetes é classificado em quatro grandes tipos de acordo com a Associagao
Americana de Diabetes (ADA, 2009); sendo Diabetes tipo 1 (DM1), antes conhecido
por insulino-dependente; Diabetes tipo 2 (DM2), ndo insulino-dependente; Diabetes
gestacional; Alteragcbes do metabolismo ou da homeostase da glicose como
endocrinopatias causadas por infeccfes, drogas, defeitos genéticos na funcéo das células
betas do pancreas e etc.

O diabetes tipo 1 (DM1) e o tipo 2 (DM2) sdo classificados de acordo com a sua
etiologia e ndo mais como “insulino dependente” ou “ndo-insulino dependente” (THE
EXPERT COMMITTE ON THE DIAGNOSIS AND CLASSIFICATION OF
DIABETES MELLITUS, 2003) s&o as formas mais encontradas sendo a DM2 cerca de
90% dos casos (RIBEIRO et al; 2006); é visto que o DM1 é caracterizado por uma
resposta imunolégica, auto-imune, na destrui¢do das células-beta produtoras de insulina,
ocorre frequente em jovens, em uma faixa etaria de 0 a 15 anos em alguns casos entre
40 a 50 anos (GOWER et al., 2009/2007; THE EXPERT COMMITTE ON THE
DIAGNOSIS AND CLASSIFICATION OF DIABETES MELLITUS, 2003).

O DM2 associado a obesidade age na resisténcia a acdo da insulina levando a
perda células beta pancreéaticas, em muitos casos nao se faz necessario o uso de insulina
exogena (OLIVEIRA e MILECH, 2004).

Em DML1 diante da auséncia de insulina ocorre mobilizacdo de &cidos graxos
com lipolise para aumento da gliconeogénese hepética ocorrendo assim liberacdo de
cetonas (PORTH, 2007). Desta forma a hiperglicemia com aumento de cetoacidos no

metabolismo levando a cetoacidose diabética tras consequéncias como perda de peso
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(GROSS et al., 2002; MIRANZI et al., 2008), além de promover estresse oxidativo
induzindo formacdo de produtos de glicacdo e ativagdo da proteina quinase C (PKC)
(NISHIKAWA et al, 2000).

Diante de um desequilibrio metabdlico no DM1 s&o decorrentes distdrbios nos
balancos hidricos e eletroliticos, como o0 aumento da glicose sanguinea leva também ao
aumento da carga filtrada de glicose pelos rins, que excede a capacidade reabsorvida do
tibulo proximal. A glicose ndo absorvida produz a diurese osmotica, polidria e sede
intensa, ou seja, polidipsia; visto que a polidria pode causar hipotensdo, a falta de
insulina também provoca efluxo de K, resultando em hipercalemia (BELL et al., 2010;
WOLFSDOREF et al., 2006; DUNGER et al., 2004; GIUGNO et al., 2005), além de
acelerar o desenvolvimento da aterosclerose (ARONSON e RAYFIELD, 2002) visto
também reducdo da sintese de prostaciclinas e 6xido nitrico (COLWELL e NESTO,
2003).

Dentre outras complicagdes é vista a neuropatia periférica, anormalidade
sensorio-motora em regides periféricas do corpo abrangendo inimeras manifestacdes
em um conjunto de sindromes (GAGLIARDI, 2003; SCHEUERMANN-FREESTONE
et al., 2003).

Estudos apontam em diabéticos alteracBes cardiovasculares macroangiopatias
(grandes vasos) e microangiopatias (pequenos vasos) (HODGSON et al., 1990;
RAHMAN et al., 2006), sendo a hipertenséo associada a alteracdo da funcéo e estrutura
dos vasos, um consideravel fator de risco cardiovascular (JONHSTONE et al., 1993;
COOPER et al.,, 2001; RAHMAN et al., 2006). Outras microangiopatias foram
encontradas como a retinopatia que é conhecida como a causa mais frequente de
cegueira (SOBREVIA e MANN, 1997; KLEIN, 2010) e as forma de alteragfes micro

vasculares e macrovasculares estdo associadas com mortalidade em DM1 (SHIVU et

28



al., 2010).

Complicagdes decorrentes de doencas metabdlicas o Diabetes Mellitus que séo
comuns nas emergéncias médicas sdo complicacbes como coronariopatias, acidentes
vasculares, doengas renais e contribui para amputacGes das extremidades inferiores
(GUYTON e HALL, 2000; GAMBA et al., 2004; BORTOLETTO, 2010).

Dentre os portadores de DM1 a evolugdo clinica da doenca é rapida, sendo
necessario acompanhamento médico para diagnostico e tratamento que exige inicio
precoce, oportunamente com insulina (ROCHA et al., 2002), incluindo cuidados com
endocrinologista (RIBEIRO et al., 2006), visto também a possivel necessidade de
acompanhamento psicolégico, diante da possibilidade de depressdo (POUWER et al,
2010).

Em criancas e adolescentes com DM1 cetoacidose diabética é uma causa
frequente de admissdo em Emergéncias Hospitalares ou Unidades de Tratamento, sendo
vista como principal causa de morte relacionada com edema cerebral (WOLFSDOREF et
al., 2006; DUNGER et al., 2004; LAWRENCE et al., 2005).

Tratamento dado a portadores de DM1 ¢é baseado em doses de insulina por longo
prazo, apenas em alguns casos DM2 necessitam fazer uso, sendo necessarias diferentes
formulacGes de insulina, pois diferem em sua duracdo e acdo; cada formulacdo de
insulina é indicada de acordo com cada caso clinico, sendo insulina humana produzida
por tecnologia do DNA recombinante (RANG et al., 2007).

Diabetes mellitus, doenca metabdlica caracterizada por aumento anormal da
glicose no sangue, j& afeta cerca de 246 milhdes de pessoas em todo o mundo. A
estimativa € de que, até 2025, esse nimero aumente para 380 milhdes. No Brasil, a
ocorréncia média de diabetes na populacéo adulta (acima de 18 anos) é de 5,2%, 0 que

representa 6.399.187 de pessoas (DADOS ESTATISTICOS — DIABETES, 2011),
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sendo que 5% a 10% desses sdo acometidos pelo DM1 (FRANCO, 2005).

O diabetes representa um alto custo financeiro para a sociedade e para 0s
sistemas de salde, devido alto indice de morte e incidéncia da doenca. O Sistema Unico
de Saude (SUS), devido a demanda e os gastos para prevencao, diagnéstico e tratamento
precisa de acOes financiadas e executadas pelos gestores dos trés niveis de governo:

federal, estadual e municipal (DADOS ESTATISTICOS — DIABETES, 2011).

2.3.1 Camundongos NOD (Non Obese Diabetic)

A linhagem NOD foi estabelecida a partir de uma raca com catarata (ICR), onde
uma sublinhagem desenvolveu diabetes espontaneamente, por cruzamento entre irmaos,
essa linhagem inicialmente foi desenvolvida no Japédo (KIKUTANI e MAKINO, 1992;

MAKINO et al., 1980).

Figura 5. Camundongos NOD (ATKINSON e LEITER, 1999).
Os camundongos da linhagem NOD desenvolvem uma autoimunidade, que
causa diabetes através da destruicdo das células produtoras de insulina, semelhante a
desenvolvida em humanos (KODAMA et al., 2003).
Com a destruicdo de 95% das células beta produtoras de insulina, se manifesta o
diabetes nos camundongos NOD (HERNANDORENA et al., 2001).
Na incidéncia do diabetes espontaneo ha uma variancia entre 50 e 90% em

fémeas e 0 e 20% em machos, variando nas diversas colénias pelo mundo (KIKUTANI
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e MAKINO, 1992; BACH, 1994).

Para desenvolvimento do diabetes espontdneo é preciso que os camundongos
sejam mantidos em ambiente livre de patogenos especificos (SPF), sabendo que em
condigdes contrarias, a incidéncia do diabetes diminui (BACH, 1994; BOWMAN et al.,
1994; SINGH e RABINOVITCH, 1993).

A partir de col6nias matrizes provenientes do Laboratorio INSERM U-25 Neker,
Paris, Franga, foi introduzida no Brasil a colonia da linhagem NOD, na Universidade
Estadual de Campinas (PAVIN e ZOLLNER et al., 1994).

Atualmente como modelos experimentais, os camundongos NOD, sé&o estudados
para compreensdo de processos como sinalizacdo de citocinas (SPOLSKI et al., 2008;
GRINBERG-BLEYER et al., 2010; ABLAMUNITS et al., 2012), antigenos especificos
para as ilhotas de Langerhans (BENDING et al., 2009), processo inflamat6rio nas
células betas pancredticas (JAIN et al., 2008), efeitos da glicose e inflamacdo na
vascularizagdo também das ilhotas de Langerhans e células betas (AKIRAV et al.,
2011) como tambeém genes que podem modular a suscetibilidade ao diabetes auto-
imune (CHEN et al., 2011) tais fatores sdo determinantes para desenvolvimento de
DM1.

Outros estudos com NOD buscam por novas intervengoes terapéuticas diante do
estudo das células reguladoras para protecdo contra o desenvolvimento auto-imune
(D’ALISE et al., 2008). Como também pesquisas relacionadas com células dendritricas
(TARBELL et al., 2007), células-tronco embrionérias (HANNA et al., 2009) e asma
alérgica (AUMEUNIER et al., 2010), dessa forma os NOD séo considerados bons
modelos experimentais para diversas areas pesquisas, para diabetes por desenvolverem
espontaneamente DM1 sdo o modelo experimental que mais se aproxima do DM1

encontrado em humanos.
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2.4 Possivel composto hipoglicemiante espécie Bauhinia monandra

O uso de produtos naturais como ferramenta em pesquisas médicas e
bioguimicas é de grande interesse econdémico para o Brasil diante de diversos estudos
que comprovam a acdo hipoglicemiante das plantas do género Bauhinia, observando
também outros estudos que apontam toxicidade presente em extratos por conterem
diversos compostos, & preciso um estudo que comprove a possivel atividade
hipoglicemiante de um composto pré-purificado ou puro, presente em alguma das
espécies do género Bauhinia, que ndo apresente a toxicidade encontrada nos extratos, na
busca por um principio bioativo para o tratamento da diabetes.

Sendo a lectina BmoLL da B. monandra, por ser purificada em quantidades de
miligramas torna esse estudo possivel, como também o crescimento cientifico usando
um modelo de impacto regional no Brasil, visando também uma melhoria na qualidade

de vida dos portadores do diabetes mellitus.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade hipoglicemiante da lectina de folhas de B. monandra em

camundongos NOD (diabéticos ndo obesos).

3.2 Objetivos Especificos

v" Purificar BmoLL.

v" Verificar atividade hemaglutinante da lectina.

v Avaliar concentrac6es de proteina da lectina purificada.

v Determinar o efeito da BmoLL em camundongos NOD (Non Obese
Diabetic), analisando os niveis de glicose.

v" Avaliar estatisticamente os resultados.
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Abstract

Diabetes mellitus (DM) is a group of metabolic disorders resulting from defects in
secretion and/or insulin action leading to hyperglycemia. Studies with various plants
having folk medicine reputation for its antidiabetic potencial have shown promising
results in experimental models of diabetes, such as leaf extract from Bauhinia
monandra. Lectins are proteins or glycoproteins of non-immune origin which recognize
and bind carbohydrates in a specific and reversible approach. This study aims to
investigate whether a highly purified Bauhinia monandra leaf lectin (BmoLL) have
hypoglycemic activity, in an experimental model. Non obese diabetic mice (NOD) were
treated by intraperitoneal administration of BmoLL (60 mg/kg/day), for 21 days. Its
effect was compared with that of diabetic untreated NOD, and with a group of
normoglycemic mice that received vehicle (water). After the treatment with BmoLL the
animals exhibited a significant (p=0.002) reduction (from 307.50+83.30 mg/dL to
137.50+68.26 mg / dL) in serum glucose, value similar to normoglycemic group
(110.50+16.66 mg/dL). The diabetic untreated NOD group showed glucose
concentration about 3-fold higher (364.5+£106.24 mg/dL). Furthermore, the
concentrations of triglycerides, total cholesterol and cholesterol of VLDL were also
significantly reduced by the treatment with BmoLL as compared with the diabetic
untreated animals. Therefore, this work suggests that BmoLL was able to control blood
glucose levels to normal values and minimized secondary complications of
hyperglycemia. The results may have a clinical significance for the diabetes mellitus
and may explain the basis for its use in folk medicine.

Key Words: Bauhinia monandra, BmoLL, NOD mice, Diabetes Mellitus, hypoglycemic
action.

This work was supported by: FACEPE, CNPq and CAPES.
49



1. Introduction

Diabetes mellitus (DM) is characterized by being a group of metabolic diseases
resulting from defects in the secretion and/or insulin action leading to hyperglycemia.
The diabetes Type 1 (DM1) and type 2 (DM2) are classified according to their etiology
and not as "insulin-dependent™ or "non-insulin dependent" [1].

The DML is characterized by a immunologic response, autoimmune destruction
of the beta cells that produce insulin, and occurs frequently in young people in an age
group 0-15 years, in some cases between 40 to 50 years [2; 3].

DM represents a high financial cost to society and health systems as well as
shows a high mortality rate. Currently, it affects about 347 million people worldwide
and it is estimated that it will be the 7th leading cause of death in 2030 [4]. Data from
2007 inform that, in Brazil, the average occurrence of diabetes in the adult population
(over 18 years) is 5.2%, representing 6,399,187 people among which 5 to 10% are
affected by DM1 [5].

The studies with herbal medicinal plants occur in various regions of the world
such as Africa, Asia and Central and South America. The plants of the genus Bauhinia,
belonging to the family Fabacea, known as "paw-of-cow" or "cow's claw" are used in
form of teas or other preparations for treatment of diabetes and other diseases, such as
infections and pain processes [6; 7; 8].

Studies have revealed hypoglycemic activity in Bauhinia plants which are used
in popular medicine, such as aqueous extract of Bauhinia monandra leaves in rats [9],
and aqueous extract of B. megalandra leaves [10], B. variegata [11] and B. forticata
[12; 13].

In humans, patients who had used any medication for Diabetes mellitus type 2,

has seen a significant decrease in blood glucose levels for the group treated with
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infusion of B. forticata in the control group [14].

Lectins are proteins with at least one carbohydrate recognition domain and can
bind specifically and reversibly to carbohydrates [15, 17]. The function of plant lectins
are discussed because they are related to their structural diversity, their specificity to
carbohydrates, as well as their biological function [16].

The lectin purified from leaves of B. monandra (BmoLL, B. monandra leaf
lectin) in milligram quantities; it is galactose-specific and can be isolated by affinity
chromatography on guar gel column [18]. BmoLL is constituted by a glycosylated
subunit of 33 kDa and a non-glycosylated subunit of 26 kDa; it is possible to obtain
more than 2 mg of BmoLL from 5 g of the powder from dried leaves [19]. The
biotechnological applicability of BmoLL is large: it possesses ability to interact with
lipid monolayers [20], showed insecticidal activity against larvae of Zabrotes
subfasciatus and Anagasta kuehniella [21], and is able to selectively recognize dengue
serotypes [22]. BmoLL did not show genotoxicity and cytotoxicity in a series of cell-
free and bacterial assays displaying a protective antioxidant effect [23].

The DM (non-obese diabetic) models are considered excellent for developing
DML similar to that found in humans. The NOD strain of mice develop autoimmune
diabetes by causing the destruction of insulin-producing cells, similar to that developed
in humans [24], with the destruction of 95% of the insulin-producing beta cells
manifested diabetes in NOD mice [25].

The NOD strain mouse was established from a cataract-prone strain (ICR), that
developed spontaneous autoimmune diabetes, by inbreeding; this strain was originally
developed in Japan [26; 27].The incidence of spontaneous diabetes vary among 50 and
90% in females and 0 e 20% in males [26; 28].

Colony matrices from the Laboratory INSERM U-25 Neker, Paris, France were
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introduced in Brazil at the Universidade Estadual de Campinas [27].

Thus there are studies for new diabetes therapies and experimental models help
to search for compounds that can assist in lowering blood glucose levels. Currently
popular medicine has opened possibilities of new compounds from plants many of
which have a glycemic control on patients with DM1 and DM2.

The hypoglycemic action of extracts from leaves of Bauhinia species, including
B. monandra, stimulates the identification of the active principles. In this study we
investigated the effect of BmoLL on reducing blood glucose levels of NOD female mice

when intraperitoneally injected.

2. Materials and Methods

2.1. Plant material

B. monandra leaves were collected at the campus of the Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE), Recife, Brazil. A voucher specimen is archived under number
57,462 at the Herbarium Dardano de Andrade Lima from the Instituto Agrondémico de
Pernambuco, Recife. The leaves were washed with tap water and dried at 28 °C for 2-3

days; following, tissues were powdered using a blender.

2.2. Animals

NOD mice were maintained in the Centro Multidisciplinar para Investigacéo
Bioldgica na Area do Laboratério de Ciéncia Animal (CEMIB) at the Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, S&o Paulo, Brazil. The colony was
originated from matrices maintained at the Laboratory INSERM U-25 Neker, Paris,

France. The animals were kept at a temperature of 22 + 2°C with light and dark cycles
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of 12/12 h (light from 6 to 18 h and dark from 18 to 6 h). The mice received food and
water ad libitum in the animal vivarium under sanitary conditions and free of known
pathogens (SPF). The mice are fasted for 12 h and after this period they have free access
to food. Animals were anesthetized intraperitoneally with sodium thiopental
(Thiopentax, Cristalia Chemicals Pharmaceuticals Ltd., Brazil) at the end of treatments
and sacrificed [28]. This work was approved by the Ethics Committee on Animal

Research (process number 23076.055063/2009-61; UFPE).

2.3. Purification of BmoLL

BmoLL was purified by a previously defined protocol [17]. B. monandra leaf
powder (15 g) was added to 150 ml of 10 mM citrate-phosphate buffer pH 6.5,
containing 0.15 M NaCl. The mixture was kept overnight at 4 °C under gentle shaking
using a magnetic stirrer. Next, the material was passed through gauze and centrifuged
for 15 min at 12,000 g at 4 °C. Ammonium sulfate at 60% saturation was added to the
supernatant in order to precipitate proteins; the material was kept under gentle agitation
at 28 °C for 4 h and then centrifuged (12,000 g, 4 °C, 15 min). The precipitate (0-60%
fraction) was ressuspended with distilled water in a final volume of 20 ml and dialyzed
against 10 mM citrate-phosphate buffer pH 6.5, containing 0.15 M NaCl. The 0-60%
fraction was loaded onto a guar gel column previously equilibrated with the citrate-
phosphate buffer. Extensive washing was performed until absorbance at 280 nm was
zero; the adsorbed protein (BmoLL) was recovered from the column with 200 mM
galactose prepared in citrate-phosphate buffer. BmoLL was evaluated for
hemagglutinating activity, after dialysis against distilled water, according to Correia and
Coelho [29] and protein concentration was measured according to Lowry et al. [30].

Purified BmoLL was stored at -20 °C.
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2.4. Treatment of diabetic mice with BmoLL

The fasting blood glucose of female mice, after 10 weeks of age, was checked
weekly using a glycophyte (OptiumXceed, Abbott Diabetes Care, USA), withdrawing
blood sample from the animal tail vein. Mice that showed glucose levels greater or
equal to 250 mg/dL were considered diabetic [31] and used in assays. The maximum
threshold detection of the glycophyte used was 499 mg/dL. Thus, blood glucose levels
higher than this value were considered as >500 mg/dL.

The effect of intraperitoneal treatment with BmoLL was evaluated in groups of
diabetic mice treated with the lectin during 21 days. Each group (n=4) was formed by
female NOD mice that had developed diabetes; one group was intraperitoneally treated
with BmoLL at 60 mg/kg/day (BmoLL-treated diabetic group) and another was treated
with distilled water (Non-treated diabetic group). A third group of non-diabetic animals
(mice that did not develop diabetes from the 10™ week of life) was monitored to
evaluate normoglycemia levels (Non-diabetic group). Each treatment was performed in

triplicate.

2.5. Biochemical and physiological analysis
The blood glucose levels from diabetic mice treated or not with BmoLL as well
as from non-diabetic group was determined weekly during the 21 days of treatment. All

glucose measurements were performed after a fast period of 12 h.

2.6. Evaluation of body weight
To analyze the gain or loss of weight of mice during the period of 21 days the
weight of animals was determined at the starting time of treatment and weekly until the

end (21% day). The starting time for each group corresponded to the time when diabetes
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was detected and thus treatment was started (initial weight and relative value of 100%).

The behavior of mice every day along experiment duration was also observed.

2.7. Statistical analysis
Results were expressed as mean * standard deviation; the significance of
differences between the groups was assessed using the Student’s t-test (significance at

p<0.05).

3. Results

3.1 Glucose Levels

Figure 1 shows the results from the weekly monitoring of blood glucose levels
from diabetic NOD mice treated or not with BmoLL. Time zero did not show
significant difference (p>0.05) among hyperglycemic peaks of the group which would
be submitted to treatment with BmoLL and the group that would receive only distilled
water. The non-diabetic group showed normoglycemic level of 104.25 + 22.43 mg/dL.
BmoLL-treated diabetic group showed a decrease in blood glucose levels from the first
week of treatment. The mean blood glucose level was 186.5+109.3 mg/dL at the 7 day,
with a high standard deviation value. The blood glucose levels did not alter significantly
(p>0.05) in the subsequent two weeks, however, there was a considerable decrease in
the standard deviation which can be linked to a better stabilizing effect of the lectin on
glucose levels. The non-treated diabetic group, in the same period, showed a significant
(p<0.05) increase in blood glucose concentration, reaching 443.5+28.6 mg/dL at the 7™
day and levels higher than 500 mg/dL at 14™ and 21% days. The non-diabetic group

showed similar normoglycemic levels during all the experiment. BmoLL-treated group
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at the last week (21% day) showed glucose levels below that used to consider mice as
diabetics (i.e. lower than 250 mg/dL) and close to the levels from non-diabetic

(normoglycemic) group.

3.2 Evaluation Body weight

The control group normoglycemic keeps in a discrete weight gain in a very
stable manner. When considering the standard deviation it does not become really
significant with the initial value, with a value on the 21st day of 101.97 + 1.71%
compared with 100% from the beginning of treatment. The BmoLL treated group also
compared to the initial time, presented a slight weight loss within the first 7 days of
treatment relative value of 96.96 + 1.25%; it is possible that blood glucose levels in this
group were not stable (Figure 1) being stable among 15 and 21 days, the results 98.94%
+ 1.10 and 99.79 + 1.34%, were obtained during which the group regain weight was
observed (Figure 2).

Clearly weight loss occurred in the control group not treated for diabetes,
throughout the period in comparison with the initial value of 100%; this group at day 21
had a relative value of 87.07 + 2.01% (Figure 2).

It was observed in the mice during the entire time of 21 days some behavioral
changes in the control group untreated diabetes at the last 15 days, with a much greater
volume of urine, compared with other groups; also, it was observed in the same group a

perceived difficulty in vision, which can be considered as polyuria and loss of vision.

4. Discussion
The purification of BmoLL in milligram amounts using the procedure

established by Coelho and Silva [29] allowed the investigation of its in vivo
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hypoglycemic activity. Our study aimed to yield a scientific basis for the popular use of
B. monandra leaf extracts in order to reduce glycemia in diabetic people. Hypoglycemic
effect in rats induced by aqueous extracts from leaves of B. monandra has been reported
[8] but this activity was not attributed to any specific component.

The NOD mice that developed autoimmune diabetes by destruction of insulin-

producing cells were used to evaluate BmoLL effect as well as a control group (non-
treated diabetic). Some mice, as expected, did not reveal diabetes (normoglycemic) and
then they were separated into a non-diabetic group; at the end of experiment, it was also
observed whether these mice, in addition to be normoglycemic, did not show classic
effects of diabetes. The characteristics determined in BmoLL-treated group were
compared with those from both non-treated diabetic and non-diabetic groups.
The control group exhibited hyperglycemia that increased along the time. The results
showed that BmoLL was effective in decreasing the serum glucose levels of diabetic
NOD mice. Interestingly mice treated with BmoLL showed levels of glucose near to
those found in the group that did not develop diabetes. These data suggest that BmoLL
was able to compensate the lack of insulin production at least in regard to avoid high
glucose concentrations in plasma.

Ojezele and Abatan [32] detected hypoglycemic activity of a B. thoningiileaf
extract and hypothesized that the mechanism may involve inhibition of glucose
absorption at digestive tract level as well as glycolysis stimulation and inhibition of
gluconeogenesis. BmoLL, as a carbohydrate-binding protein, can interact with
glycosylated molecules and receptors that are involved with absorption and metabolic
use of glucose and thus may act in a similar form to that referred by these authors.

The non-diabetic group showed no significant variations in body weight while

the non-treated diabetic mice continually lose weight at the same time as they presented
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increasing hyperglycemic levels. BmoLL-treated group loses weight in just the first
seven days when it still showed hyperglycemia but from the 15" day the mice recovered
the lost weight showing final values near to the initial weight. These results allow
considering a clear relationship between reduction of glucose levels by BmoLL and
weight regain.

The difficulty in vision and polyuria observed in control group (untreated
diabetes) are reported as consequences of diabetes. The poorly controlled DM results in
microangiopathies such as retinopathy which is known as the most frequent cause of
blindness [33, 34]. We observed that BmoL L-treated diabetic group and normoglycemic
mice did not show difficulty in vision suggesting that the lectin effect also prevented
this complication of diabetes.

The increase in urine volume in diabetes has been linked to intense thirst
(polydipsia) due to disturbances in water balance and electrolytes as well as increased
filtration of glucose by the kidney, which exceeds the capacity of reabsorption by the
proximal tubule. The polyuria can cause hypotension andthe lack of insulin also causes

efflux of K™ resulting in hypocalcaemia.

5. Conclusion

In summary, noting the consequences secondary to hyperglycemia presented to the
control group untreated diabetes were not presented by the group treated with BmoLL
nor the control group of normoglycemic levels, it is concluded that the effect of
treatment with BmoLL to be able to control the blood glucose levels normal values
continuously also minimized complications secondary to hyperglycemia during the

entire 21 day of experimental period.
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Figure and captions
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Figure 1.Blood glucose levels from NOD mice treatment with pure BmoLL.Time 0
(zero), before treatment; time 7, 14, and 21 days of treatment (three groups, n = 4);
untreated diabetes group received vehicle (water); BmoLL treated diabetic group (60
mg/kg/day) and nondiabetic normoglycemic value group. BmoLL treated group showed
a statistically significant difference (p = 0.002) as compared with control group not
treated for diabetes treated group and compared with control group to normoglycemic
levels showed no statistically significant difference (p = 0.12).

*P < 0.05 vs. NOD diabetic mice; *P < 0.05 for the Normal Control NOD mice.
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Figure 2.NOD mice weighing during treatment with pure BmoLL, divided into time 0
(zero) start of treatment, with 7, 14 and 21 days of treatment groups: control group
received vehicle (water); group (BmoLL) treated (60mg/kg/day), non-diabetic group for
normoglycemic values. BmoLL treated group showed a statistically significant
difference (p = 0.02) as compared with control group not treated for diabetes, but the
treated group compared with the control group to normoglycemic levels showed no
statistically significant difference being (p = 0, 12).

*P < 0.05 vs. NOD diabetic mice; *P < 0.05 for Normal Control NOD mice.
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6. CONCLUSAO

Os efeitos da acdo hipoglicemiante do tratamento de BmoLL purificada em
camundongos NOD (NON OBESE DIABETIC), foi avaliado na utilizacdo de trés
grupos de animais, cada grupo com (n=4), por 21 dias. O grupo tratado com BmoLL
recebeu 60mg/kg/dia, o grupo controle para diabetes ndo tratado recebeu veiculo, gua.
Grupo controle para valores normoglicémicos foram camundongos que n&o
desenvolveram diabetes. No grupo tratado os picos hiperglicémicos foram vistos antes
do tratamento, em uma média de glicose (307,50 £ 83,30 mg/dL), equivalente ao grupo
diabéticos ndo tratados 364,5 + 106,24 mg/dl. No final do tratamento, 21dias, 0 grupo
tratado (137,50+68,26mg/dL) atingiu valores equivalentes ao grupo normoglicémico
(110,50£16,66mg/dL). O controle nos niveis glicémicos no grupo tratado mostrou
apenas diferenca estatistica significante (p= 0,002) em compara¢do com 0 grupo que
recebeu apenas veiculo. Observando as consequéncias secundarias a hiperglicemia
apresentadas pelo grupo controle para diabetes ndo tratado, ndo foram apresentadas pelo
grupo tratado com BmoLL nem pelo grupo controle de niveis normoglicémicos;
conclui-se que a acdo do tratamento com BmoLL ao ser capaz de controlar os niveis
glicémicos a valores normais de forma continua minimizou também as complicagdes
secundarias a hiperglicemia, durante todo o periodo de 21 dias. Necessarios estudos
posteriores para entendimento dos mecanismos pelos quais a BmoLL tem seu efeito

hipoglicemiante.
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