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RESUMO

A Mucuna pruriens € uma planta da familia Fabaceae tipica de regides tropicas e
atualmente estudada devido a presenca de levodopa, substancia utilizada para o
tratamento da doenca de Parkinson (DP). A DP é uma desordem neurolégica de
causa ainda desconhecida, que acomete principalmente os idosos. Sabe-se que as
espécies reativas de oxigénio e os radicais livres podem contribuir para o avango
dessa doenca. Alguns estudos, realizados principalmente na india, demonstram que
a utilizacdo da M. pruriens para o tratamento da DP apresenta resposta superior ao
tratamento feito com levodopa, por esse motivo e devido ao pequeno numero de
estudos que contemplam essa planta em nosso pais o presente trabalho foi
realizado. O extrato da M. pruriens foi preparado para que fosse possivel analisar a
presenca de compostos fendlicos; quantificar, através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), o teor de levodopa; testar o produto em camundongos
submetidos aos sintomas de parkinsonismo através da avaliagdo de sua fungao
motora em campo aberto; e finalmente avaliar a atividade antioxidante do extrato,
através de testes colorimétricos, entre os quais o ensaio de reducao do complexo de
fosfomolibdénio, o ensaio de reducdo do radical livre DPPH® e o ensaio de reducgdo
do radical ABTS*". Os resultados encontrados demonstraram alta concentragéo de
levodopa no extrato, 0,12g de levodopa por mg de extrato, no entanto, a presenca
dessa substancia nao foi suficiente para reverter os sintomas da DP nos animais.
Observou-se que camundongos do grupo controle, tratados apenas com salina,
apresentaram significativa diferenca (p<0,05) quando comparados aos animais que
receberam com extrato nos paradmetros de locomogao, levantar e imobilidade
quando comparados aos grupos tratados com extrato. Os resultados obtidos
também demonstraram que a planta possui alta concentracdo de compostos
fendlicos, 6,48g em 100g de semente seca de mucuna, o qual sugeria que o extrato
possuia importante atividade antioxidante. Esta atividade foi estudada e os valores
apresentados confirmaram esta correlacdo. O ensaio com fosfomolibdénio mostrou
que o extrato possuia atividade inferior a da vitamina C. Entretanto, os ensaios
realizados com os radicais ABTS®*" e DPPH®apresentaram valores semelhantes aos
encontrados em literatura e que evidenciaram importante atividade antioxidante
quando comparados aos valores de substancias comumente utilizadas como padrao
para essa avaliagcdo, como o Trolox, a quercitina, o acido ascoérbico e o butil hidréxi
touleno (BHT). A avaliacédo da atividade antioxidante de um padrao de levodopa, no
entanto, foi superior por se tratar de um composto fendlico isolado. Dessa forma



pdde-se concluir que apesar da presenca de levodopa e da intensa atividade
antioxidante, outros fatores ainda ndo detectados, prejudicaram a avaliagdo da
funcdo motora dos animais e, portanto novos estudos devem ser conduzidos a fim

de elucidar melhor esse resultado.

Palavras chave: Mucuna pruriens, doenga de Parkinson, antioxidante, levodopa,

compostos fendlicos



ABSTRACT

Mucuna pruriens (L.) Dc. is a plant of Fabaceae family, typically found at tropical
regions and currently studied due the L-Dopa presence, a drug employed to treat the
Parkinson disease (PD) treatment. PD is a neurological disorder of unknown cause,
affecting mainly the elderly population The disease advance can be launched by the
oxygen reactive species (RON). Scientific studies conducted at India showed best
results with M. pruriens employment, when compared to L-Dopa. Considering these
best results and the few studies developed in Brazil, enrolling this plant, the present
research was developed. Using the M. pruriens extract, the phenolic presence was
analyzed; the concentration of L-Dopa in the extract was determined by high
performance liquid efficiency (HPLC); it effects on parkinsonism animal model motor
function were evaluated and, finally, its antioxidant activity. The results showed a
high L-Dopa concentration (0,12g/ mg of extract). Even though, the L-Dopa
concentration applied at animal model tests was not enough to revert the
parkinsonism symptoms. When compared with the control group, animal does not
treat with the extract showed better results for locomotion, uprising and immobility
(p<0,05). The high phenolic concentration verified at M. pruriens extract (6,489 in
100g of M. pruriens dry seeds) suggests the extract would have an important
antioxidant activity. The antioxidant activity studies confirmed this correlation. The
fosfomolibdenum assay showed minor activity of extract when compared with
ascorbic acid. ABTS and DPPH assays showed similar values when compared with
the literature. They had evidenced important antioxidant activity to the standard
substances used for this evaluation, as Trolox, quercitine, ascorbic acid and BHT. An
L-Dopa pattern, an isolated phenolic substance, showed superior antioxidant activity.
This study concluded that although the L-Dopa presence and high antioxidant
activity, other factors not yet detected, had harmed the evaluation of motor function
of mice and, therefore new studies must be lead to better elucidate these results.

Key words: Mucuna pruriens, antioxidants, Parkinson disease, phenolic compounds;
L-Dopa



1. INTRODUCAO

A espécie Mucuna pruriens (L.) Dc. é tipica de regides tropicais e
conhecida por possuir diversas propriedades medicinais. A semente desta planta
possui levodopa (MISRA; WAGNER, 2004), farmaco de primeira linha para o
tratamento da doencga de Parkinson. A importancia do estudo das substancias
presentes na semente de Mucuna pruriens esta principalmente relacionada as
suas possiveis acdes sobre o sistema nervoso central (SNC). Estudos recentes
tém demonstrado que o tratamento com M. pruriens controla os sintomas da
doenga de Parkinson (MANYAM; DHANASEKARAN; CASSADY, 2005). Foi
verificado que, com o emprego da técnica indiana Ayurveda, apds a
administracdo da mesma concentragao de levodopa isolada e com a semente de
Mucuna sp. pulverizada, a segunda apresenta resposta mais efetiva
(NAGASHAYANA et al.,, 2000). Um estudo desenvolvido nos Estados Unidos
mostrou que a administragdo de 125 ou 250 mg/kg de levodopa sintética em
ratos possui efeito inferior ao da administragao de capsulas de 2,5 ou 5,0 g/kg de
M. pruriens (HUSSIAN; MANYAM, 1997). Essa planta também possui atividade
significativamente alta quando comparada com a levodopa em modelo de
parkinsonismo em ratos lesados por 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (MANYAM;
DHANASEKARAN; CASSADY, 2005).

Estudos sugerem que as propriedades antioxidantes de Mucuna sp.
devem ser urgentemente analisadas, devido aos beneficios que estas podem
trazer aos seus consumidores (SIDDHURAJU; BECKER, 2001a). Ensaios
clinicos sobre a relagao entre diversas doengas degenerativas, que acometem
principalmente os idosos, e a efetividade de varios antioxidantes, vém
aumentando uma vez que o cérebro possui uma alta sensibilidade aos danos
oxidativos (FLOYD, 1999).

Com todas as propriedades que a M. pruriens possui descritas na
literatura internacional, torna-se necessario que estudos sejam realizados com
plantas cultivadas em territorio nacional, uma vez que o solo, o clima, a umidade,
entre outros, sao fatores que interferem diretamente na concentracdo das

substancias presentes nas plantas medicinais.

Atualmente ha uma subutilizacido dessa espécie no pais, uma vez que



essa é utilizada apenas para fixar nitrogénio da atmosfera e fornecer matéria

organica ao solo.

Com o crescente envelhecimento da populagao brasileira e consequente
aumento de doengas cronicas ndo transmissiveis, a M. pruriens podera ser uma
alternativa para o controle de sintomas e tratamento destas doencas,

principalmente a doenca de Parkinson.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Determinar a atividade biolégica da semente de Mucuna pruriens

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Determinar o teor de compostos fendlicos no extrato de Mucuna. pruriens.

Identificar quali e quantitativamente a presenca de levodopa no extrato de
M. pruriens

Comparar a atividade antioxidante do extrato de Mucuna pruriens com a

atividade de um padrao comercial de levodopa de alto grau de pureza

Analisar o efeito do extrato de M. pruriens na atividade geral de

locomogao, movimento de levantar e imobilidade.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Mucuna pruriens e SUBSTANCIAS ASSOCIADAS

A espécie Mucuna pruriens (L.) Dc. (Figura 1) é uma planta da familia
Fabaceae (RAJESHWAR et al., 2005) nativa de regides tropicais, especialmente,
india, Africa e llhas do Pacifico (BIOSOURCING..., 2005). E conhecida
popularmente como feijdo-veludo, mucuna, nescafé, po-de-mico, fava-coceira,
cabeca-de-frade, cowage, vaca-coceira, feijao de Bengal, feijao-de-mauritius,
feijao-comichoso, krame, pica-pica, chiporro, feijao-de-bufalo, feijao da Florida,
feijao-cabeludo-da india, feijao-de-gado e mucuna vilosa (RAINTREE..., 2005).

Vs LS

w1 ] I'I

i
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FIGURA 1 - Mucuna pruriens: Em A, FOTO DA PLANTA EM CRESCIMENTO; EM
B DETALHE DE SEMENTES VERDES DE Mucuna pruriens ; EM C,
DETALHE DE VAGENS DA PLANTA E DE SEMENTES PRETAS DE
Mucuna pruriens .

FONTES: O AUTOR; MOTHERHERBS, 2007; HORIZONHERBS, 2007.



Essa planta possui capacidade nutricional comparavel a soja, com
semelhantes proporcdes de proteinas, lipideos, minerais e outros nutrientes. As
sementes s3o utilizadas como alimento em diversos paises como india, Filipinas,
Nigéria, Gana e alguns paises da América Latina, no entanto, esta utilizacéo é
limitada devido a presenca de substancias como os compostos fendlicos, as
lectinas, inibidores de proteases (tripsina e quimotripsina), fitatos e saponinas, as
quais podem inteferir na digestdo e absor¢do dos nutrientes (SIDDHURAJU,;
BECKER, 2005). Devido a presencga dessas substancias, a M. pruriens nédo deve
ser consumida sem um prévio tratamento térmico (SIDDHURAJU; BECKER,
2001b). O preparo doméstico ndo afeta o valor nutricional dessa espécie de
feijdo, no entanto, devido a desnaturagédo térmica, reduz as concentragbes das
substancias antinutricionais citadas, mantendo-as em valores aceitaveis para o
consumo (SIDDHURAJU; BECKER, 2001 b).

O preparo doméstico nao afeta o valor nutricional dessa espécie de feijao,
no entanto, devido a desnaturacao térmica, reduz as concentra¢des das diversas
substancias antinutricionais, como os compostos fendlicos, inibidores da tripsina
e quimotripsinas, fitatos e saponinas, mantendo-os em valores aceitaveis para o
consumo (SIDDHURAJU; BECKER, 2001b).

Todas as partes desta planta possuem propriedades medicinais. A
designagao pruriens dada a espécie, é devida ao prurido causado quando se
entra em contato com os “pélos” que a vagem da planta apresenta
(RAINTREE..., 2006). Essa sensacado se deve a serotonina presente nessas
estruturas (SZABO; TEBBETT, 2002). Historicamente, essa planta é utilizada no
tratamento de depressao, desordens nervosas e mentais e do aparelho
reprodutor, como a infertilidade masculina (TRIPATHI; UPADHYAY, 2002).
Possui acao anti-helmintica, afrodisiaca, adstringente, analgésica e carminativa
(RAINTREE..., 2006). Na india, é utilizada em um sistema de medicina
denominado Ayurveda, cuja pratica teve inicio ha cerca de 4.500 anos a.C.
(MANYAM, 1990).

Em 1937, um grupo de cientistas indianos isolou da semente da mucuna a
levodopa (L-Dopa) (MANYAM, 1990), farmaco de primeira linha para o

tratamento da doenca de Parkinson, e desde entdo, a demanda por essa planta



vem crescendo continuamente. Atualmente, sabe-se que o maior constituinte
fendlico das sementes da mucuna €& a levodopa (aproximadamente 5%)
(DAXENBICHLER et al., 1971). Em menor quantidade, aproximadamente 0,25%,
encontram-se as tetraidroisoquinolinas metiladas, como a 1-metil -3 carboxi-6,7-
dihidroxi-1,2,3,4-tetraidroisoquinolina (MCDTIQ), ou n&o metiladas, como a 6,7-
dihidroxi-1,2,3,4-tetraidroisoquinolina (CDTIQ) (MANYAM, 1990; SIDDHURAJU,;
BECKER, 2001b) (Figura 2). Estas substancias estdo presentes nas raizes,
caules, folhas e sementes (SZABO; TEBBETT, 2002).
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FIGURA 2: ESTRUTURAS QUIMICAS: (A) L — 3 — CARBOXI - 6, 7 — DIIDROXI - 1, 2, 3, 4 -
TETRAIDROISOQUINOLINA (CDTIQ); (B) A 1-METIL — 3 — CARBOXI - 6, 7 — DIIIDROX - 1, 2, 3,
4 - TETRAIDROISOQUINOLINA (MCDTIQ)

FONTE: SIDDHURAJU; BECKER ( 2001b)

Tanto a levodopa, como as tetraidroisoquinolinas, metiladas ou nao,
oxidam-se facilmente em pH alcalino, altas temperaturas (70-100°C), ou em
presenca de umidade ou agua, formando compostos coloridos escuros
(SIDDHURAJU; BECKER, 2001b).

Diversas 1,2,3,4 — tetraidroisoquinolinas (T1Q) também estao presentes no
cérebro, algumas sdo endodgenas enquanto outras n&do sdo sintetizadas, mas
sempre estdo presentes no tecido cerebral (ANTKIEWICZ-MICHALUK et al.,



2001). As TIQs néo sintetizadas estéo presentes em certos géneros alimenticios
e atravessam a barreira hematoencefalica (FELIPPE JUNIOR, 2004). Estudos
demontram que quando administradas cronicamente em ratos, as TIQs produzem
degeneragdo dos neurdnios dopaminérgicos, no entanto, nem todas as sé&o
igualmente toxicas. Enquanto as N-metil derivadas parecem ser neurotdxicas, as
1-metil derivadas parecem possuir atividade neuroprotetora (ANTKIEWICZ-
MICHALUK et al., 2001). Pesquisadores verificaram que entre os derivados
endogenos, a 1 —metil -1,2,3,4-tetraidroisoquinolina (1MeTIQ) possui atividade
neuroprotetora, enquanto que a 1-benzil-1,2,3,4-tetraidroisoquinolina (1BnTIQ)
possui propriedades neurotdxicas, apresentando-se com niveis elevados em
pacientes com a doenga de Parkinson, além de produzir tremores e rigidez
quando administrada intraperitonealmente em macacos e ratos e possuir
atividade antidopaminérgica. Verificou-se também que as propriedades pré-
parkinsonismo da 1BnTIQ eram prevenidas pela 1MeTIQ (YAMAKAWA et al.,
1999; ANTKIEWICZ-MICKALUK et al. 2001). Assim, pacientes portadores da
doenca de Parkinson tendem a ter um aumento de 1BnTIQ no fluido cérebro-
espinhal, enquanto que a 1MeTIQ tende estar reduzida (YAMAKAWA et al.,
1999).

Outras substancias estdo presentes nas diversas partes da M. pruriens,
entre elas, é possivel citar a nicotina, a fisostigmina, a serotonina (DUKE, 1981),
a bufotenina, a colina, a N, N - dimetil - triptamina e alguns compostos inddlicos
(GHOSAL et al. 1971)

A fisostigmina € um composto anticolinérgico cuja administragdo resulta
em acumulo e exacerbacao dos efeitos da acetilcolina, levando a estimulacéo do
trato gastrintestinal, miose e contragcdo dos musculos liso e esquelético. A
intoxicagao por este farmaco pode levar a confusao, ataxia, dificuldade na fala e
em casos extremos, convulsdo, coma e morte por depressdo respiratoria
(SZABO; TEBBETT, 2002).

As triptaminas, bufoteninas e N,N-dimetiltriptamina sdo compostos que
estdo relacionados a serotonina e possuem potentes efeitos sobre o cérebro,
podendo causar alucinagbes. A serotonina, encontrada especialmente nas

vagens e folhas, € um neurotransmissor que possui diversos efeitos sobre os



nervos, musculo liso, trato gastrintestinal e sistemas respiratério e cardiovascular
e quando em contato com a pele, causa sensacdo de queimacdo intensa,
inflamac&o, ardéncia e coceira (SZABO; TEBBETT, 2002).

A nicotina, também presente na mucuna, € uma substancia extremamente
téxica, cujas doses de 40 a 60 mg sdo suficientes para matar um ser humano. E
absorvida no trato gastrintestinal, pelos pulmdes e através da pele (SZABO;
TEBBETT, 2002) .

3.2. ESTRESSE OXIDATIVO

3.2.1 Espécies Reativas de Oxigénio e Radicais Livres

Radical livre pode ser definido como qualquer espécie quimica capaz de
existéncia independente por conter um ou mais elétrons ndo pareados. Varia em
relagdo a sua reatividade quimica, podendo apresentar-se na forma de atomo ou
molécula (ROCCO, 2002).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sao radicais livres formados
durante o metabolismo celular (VALKO et. al, 2006). Os radicais derivados do
oxigénio representam a classe mais importante dentre os radicais livres formados
em organismos vivos (MILLER; BUETTNER; AUST, 1990). Assim, as EROs
podem ser definidas como qualquer molécula que contém oxigénio capaz de
gerar radicais ou espécies quimicas cujo ultimo orbital quantico possua um
elétron desemparelhado (PELEGRINI, 2005). A Tabela 1 apresenta as principais

espécies reativas de oxigénio.

Entre os mecanismos bioldgicos, para os quais 0s processos oxidativos
sdo importantes, destacam-se a apoptose, a fagocitose, a quimiotaxia das
células do sistema imune e a sinalizacdo para a formagdo dos trombos no
processo de coagulagédo sanguinea (JACOB; BURRI, 1996). Entretanto, o uso de
medicamentos, o tabagismo, as condigdes nutricionais, o consumo de alcool, a

poluicdo (MACHLIN, 1992) podem aumentar o numero de radicais livres no



organismo, levando a um desequilibrio entre essas substancias (EUROFEDA,
2005).

A grande quantidade de radicais livres pode danificar o DNA e esta
bastante associada as alteragdes que acompanham o envelhecimento, como por
exemplo, as diversas degeneragbes que ocorrem com o passar do tempo,
levando ao cancer e a doengas do coragao (GOH; BARLOW,; YOUNG, 2003;
EUROFEDA, 2005).

TABELA 1: ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

o Anion superéxido ou radical
2 superoxido

HO,, Radical perhidroxil

HZO2 Peréxido de hidrogénio

OH- Radical hidroxila

RO- Radical alcoxil

ROO- Radical peroxil

ROOH Hidroperéxido organico (ex.:

lipoperdxido)
102 Oxigénio singlet
RO- Carbonila excitada

FONTE: SIES, 1991.

As EROs podem causar dano oxidativo em varias macromoléculas
biolégicas. Os danos oxidativos ao DNA podem ocorrer sob condi¢des
metabdlicas normais e algumas s&o conhecidas por serem mutagénicas, no
entanto, existem enzimas especificas, capazes de reparar o DNA e, por
conseguinte, remover esses danos. Contudo, os sistemas de reparo ndo sao
perfeitos e ainda que removam 99% das lesdes, a porcentagem remanescente

pode elevar-se ao longo do tempo e acumular-se (FREI, 1994).

No sistema biologico, o processo de oxidagdo é induzido pelos radicais
livres e espécies reativas de oxigénio, os quais sdo formados como produtos de
diversas reacgdes bioquimicas e também pela cadeia transportadora de elétrons
(TRIPATHI; UPADHYAY, 2002; EUROFEDA, 2005). Normalmente, uma fragéao

de cerca de 95% do oxigénio é metabolizada até agua via cadeia de elétrons, os
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outros 5% formam os radicais livres (POVOA-FILHO, 1995). Os radicais livres
sao formados durante a entrada normal do oxigénio em uma infecgdo ou no
metabolismo oxidativo normal de certos substratos. Durante a respiracéo
aerobica normal, a mitocondria processa as moléculas de oxigénio, reduzindo-as
a agua. Nesse processo ocorre a produgédo de superoxido (O2°), peréxido de
hidrogénio (H.O,) e hidroxila (OH®) (PRASAD; COLE; KUMAR, 1999). No
entanto, como normalmente a mitocdndria ndo permite o extravasamento dos
radicais livres, os radicais nela formados n&o representam um grande risco a néo
ser que haja uma destruicdo ou isquemia dessa organela celular (POVOA;
POVOA-FILHO, 1995; PRASAD; COLE; KUMAR,1999).

Em uma infeccdo viral ou bacteriana, as células fagociticas geram altos
niveis de oxido nitrico (NO), O,™ e H,O, para destruir os agentes infectantes, no
entanto, esses radicais podem danificar também as células normais (AMES;
SHIGENAGA; HAGEN, 1993).

Na degradacdo de acidos graxos e outras moléculas por peroxissomos,
ocorre a producéo de H,O, (PRASAD; COLE; KUMAR, 1999). Algumas enzimas
cerebrais como a monoamino-oxidase (MAO), tirosina-hidroxilase e L-
aminoacido-oxidase produzem H;O, como subproduto de suas atividades
(COYLE; PUTTFARCKEN, 1993). A oxidagédo do ascorbato e das catecolaminas
também gera H,O, (CHAN; FISHMAN, 1980). O estresse oxidativo também pode
gerar ions calcio (Ca?*) mediado pela ativacdo dos receptores de glutamato
(PRASAD; COLE; KUMAR, 1999). A ativacdo Ca**-dependente da fosfolipase A,
pelo N-metil-D-aspartato (NMDA) libera acido aracdénico, que por sua vez, libera
O, durante a biossintese dos ecosandides (CHAN; FISHMAN, 1980). O NO
formado pela éxido-nitrico-sintase, estimulada pelo Ca®*, pode reagir com o0 O,

para formar anions de peroxinitrito que podem formar OH* (BECKMAN et al.,
1990).

Algumas enzimas como a xantina-oxidase e a flavoproteina-oxidase
também podem formar anions superoxidos durante o metabolismo de seus
respectivos substratos (PRASAD; COLE; KUMAR, 1999)

Agentes externos podem aumentar o estresse oxidativo, entre eles estao:
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o uso abusivo de drogas e produtos quimicos e os poluentes do ar (POVOA;
POVOA-FILHO, 1995). O fumo eleva o nivel de NO (KIYOSAWA, 1990) e diminui
os niveis de antioxidantes (DUTHIE; ARTHUR; JAMES, 1991). Tanto o ferro
como o cobre livres, podem aumentar os niveis de radicais livres
(WINTERBOURN, 1995). Diversos alimentos possuem compostos fendlicos que

ao serem oxidados formam radicais livres (GOLD et al., 1992).

Atualmente, mais de 45 doengas sao conhecidas por serem mediadas por
radicais livres (TRIPATHI; UPADHYAY, 2002). Recentemente, diversos estudos
clinicos sobre doengas neurodegenerativas vém aumentando o alvo de sua
avaliagdo sobre a atividade de varios antioxidantes. As espécies reativas de
oxigénio e os danos oxidativos sdo importantes fatores envolvidos nesse
processo, onde o envelhecimento apresenta-se como um dos riscos mais

significativos para as desordens neuroldgicas degenerativas (FLOYD, 1999).

Durante a formacéao de radicais livres, o O, forma-se primeiro e pode ser
espontaneamente dismutado, formando o H,O, ou entao cataliticamente, através
de uma enzima superoéxido-dismutase (SOD), conforme apresentado na Figura 3.
As duas principais SODs no organismo sao a CuZn-SOD, presente no citoplasma
e a Mn-SOD, presente na mitocéndria (POVOA; POVOA-FILHO, 1995). O O, é
fracamente reativo, mas pode converter-se em espécies mais reativas devido a
possibilidade de dois radicais superoxidos combinarem-se com o H,O, gerando
o radical OH* (ANDERSON; PHILLIP, 1999)
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02 > 02-.

¢ SOD
H202 cat » HZO + % 02

4— GSHPx

Fe ** H,O + GSSH

LEGENDA

OH°* O, — Oxigénio

GSSH — glutationa oxidada
GSHPx — glutationa-peroxidase
H,O — agua

GSH - glutationa

SOD - superoéxido-dismutase
H,O
Cat — Catalase

0," - Superoxido

H,02 — Peréxido de hidrogénio
OH — Radical hidroxila

Fe?" - fon ferro

FIGURA 3: FORMAGAO DOS RADICAIS LIVRES
FONTE: POVOA; POVOA-FILHO (1995)

O H20;, ndo é um radical livre, mas € um potente formador destes. Em
presenca de metais de transicdo, forma a mais deletéria ERO, o radical OH*
(POVOA; POVOA-FILHO, 1995). O H,O, pode ser formado pela redugdo
bivalente do oxigénio (Equacado 1) ou pela reacdo de duas moléculas (Equagéao
2), ocorrendo espontaneamente ou sendo catalisada pela SOD (SALTMAN,
1989).

20, +2e +2H" — O, + H,0, [ Equacgéo 1]

20, "+ 2H" - Oy + H,0, [ Equacéao 2]

O OH® é altamente reativo e pode reagir com moléculas capazes de doar

um elétron a compostos como enzimas, agucares, aminoacidos, acidos nucléicos
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ou fosfolipidios de membrana (JAY; BERTHON, 1998). Como ndo ha enzimas
que o metabolizem, provoca extenso perecimento tissular (POVOA; POVOA-
FILHO, 1995), possuindo potencial destrutivo e mutagénico (JAY; BERTHON,
1998).

O NO’ é um radical livre que apresenta potente acdo vasodilatadora e
parece desempenhar importante fungao nos tecidos nervosos. Possui inUmeras
funcdes de relevancia, tais como relaxamento vascular, atividade neuronal e
diminuicdo da agregacgao plaquetaria, assim como diversos efeitos deletérios
como choque endotdéxico, carcinogénese e esta presente nos processos
inflamatdrios. Suas fontes sdao o endotélio vascular, os neurénios, as plaquetas,
os macréfagos, os neutrdfilos, as células de Kuppfer e os hepatécitos (POVOA e
POVOA-FILHO, 1995).

No sistema nervoso central ha fixacdo de glutamato nos receptores
NMDA, provocando penetragdo de Ca?* que ativara a enzima 6xido nitrico
sintase (NOS) com formagédo de NO" a partir da arginina. No sistema imune, as
citocinas, toxinas de E. coli etc, provocam a formagdo no macrofago de NO™ por
um mecanismo semelhante; o NO' combina-se com o O, formando peroxinitrito
(OO0 NO’) (POVOA-FILHO, 1995)

O cérebro é extremamente sensivel aos radicais livres. A abundancia de
4cidos graxos polinsaturados facilita os processos proé-oxidantes (POVOA-
FILHO, 1995), uma vez que a peroxidagao desses acidos destréi a fungdo normal
da membrana e dos receptores celulares, tendo como consequéncia a
desnaturacao de proteinas, levando a desativagcao de enzimas e danos as pontes
de ligacdo do DNA (ROGERS et al; 2000). Outros fatores coadjuvantes sao o
elevado teor de ferro, baixo teor de quelantes deste e escassez de antioxidantes
nessa regigo (POVOA-FILHO, 1995).
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3.2.2. Antioxidantes

Antioxidantes sdo substéncias que previnem ou diminuem o desarranjo de
outras substancias pelo oxigénio (EUROFEDA, 2005). Podem agir bloqueando a
formagado de radicais livres ou interagindo com estes, inativando-os, portanto,
podem ser definidos como qualquer substancia capaz de doar elétrons para um
radical livre, tornando-o um composto eletricamente estavel (OLIVEIRA, 1999).
Do ponto de vista biolégico, pode-se definir antioxidantes como compostos que
protegem o sistema bioldgico contra os efeitos deletérios dos processos ou das
reacbes que levam a oxidagdo de macromoléculas ou estruturas celulares
(MONTEIRO, 2006).

Existem dois grupos de antioxidantes enddgenos: os antioxidantes

enzimaticos e os antioxidantes ndo-enzimaticos (UFRGS, 2007).

Os antioxidantes enzimaticos sdo a primeira linha de defesa contra as
espécies reativas de oxigénio ou os radicais livres. Incluem substancias que,
quando presentes em pequenas concentracdes, retardam ou inibem a oxidagao
de substratos oxidaveis e podem agir em diferentes niveis da cadeia oxidativa
(UFRGS, 2007). As principais enzimas antioxidantes sao as superéxido
dismutases, as catalases e a glutationa peroxidase (GSH-Px). As SOD localizam-
se no citosol (Cu-Zn SOD) e na mitocondria (Mn SOD) e catalisam a conversao
do O, em H;O, as catalases encontram-se predominantemente nos
peroxissomos e catalisam a conversdo de H,O, em agua e a GSH-Px encontra-
se no citosol, mitocdndria e no meio extracelular e tem a fungao de converter o
H>O, em agua e hidroperéxidos em alcoois estaveis (OLIVEIRA, 1999; UFRGS,
2007)

Os antioxidantes ndo-enzimaticos incluem compostos sintetizados pelo
organismo como a glutationa, a bilirrubina, a ceruloplasmina, a melatonina, o
acido urico, ou aqueles ingeridos através da dieta regular como o acido
ascorbico, o alfa-tocoferol, o selénio, o cobre, o zinco, o beta-caroteno e os
flavonoides (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004)

Os antioxidantes exdgenos séo provenientes da natureza através da dieta
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ou elaborados sinteticamente (OLIVEIRA, 1999). As plantas possuem excelentes
propriedades antioxidantes e esses efeitos podem ser atribuidos, entre outros,
aos seus componentes fendlicos (SOONG; BARLOW, 2004).

Alguns antioxidantes sintéticos podem apresentar toxicidade e requerem
altos custos para sua manufatura, mas mostram baixa eficiéncia quando
comparados aos antioxidantes naturais (SOONG; BARLOW, 2004).

3.2.2.1. Compostos fendlicos

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, os mais ativos e
frequentemente encontrados sdo os compostos fendlicos (DECKER, 1997). Os
compostos fendlicos abrangem um extenso grupo de substancias que possuem

um anel aromatico contendo pelo menos uma hidroxila (ANJO, 2004).

As atividades benéficas destes compostos podem ser atribuidas a
capacidade de sequestrar os radicais livres (DECKER, 1997). Essas substancias
podem inibir o processo de oxidagdo em determinados sistemas, mas isto néo
significa que possam proteger as células de todos os tipos de danos oxidativos.
Em determinadas condig¢des, esses compostos podem apresentar atividade pro-
oxidante (DECKER, 1997). Os antioxidantes fendlicos funcionam como
sequestradores de radicais e, algumas vezes, como quelantes de metais
(SHAHIDI e WANASUNDARA, 1992).

Nos feijoes comuns, o conteudo de polifendis varia de acordo com a
coloracédo da casca. Segundo BRESSANI (1993), os feijdes comuns vermelhos,
marrons, pretos e brancos apresentam, respectivamente, o teor médio de 12,6;
7,8; 6,6 e 2,3 mg/g (expresso em catequina). ELIAS, FERNANDEZ e BRESSANI
(1979) trabalharam com amostra de feijdo comum e encontraram, em &acido
ténico/g de amostra, o teor de 3,8 e 3,9 para duas amostras de feijao branco, 9,3

para uma amostra de feijdo vermelho e 9,2 e 6,7 para amostras de feijdes pretos.

Segundo ADEBOWALE, ADEYEMI e OSHODI (2005), a concentragao de

fendis em diferentes espécies de mucuna varia de 4,34% a 7,75%, e a espécie
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Mucuna pruriens possui um teor de 7,75 + 0,02 gramas por 100g de sementes

Secas.

3.2.3. Avaliagao da Atividade Antioxidante

Existem diversos métodos para a avaliagdo da atividade antioxidante.
Entre as varias técnicas in vitro empregadas, destacam-se aquelas que
consistem em determinar a atividade antioxidante frente a substancias
cromoégenas de natureza radical. A perda da cor ocorre de forma proporcional a

concentracao da substancia que possui essa atividade (KUSKOSKI et al., 2005).

Diferentes métodos s&o utilizados para a avaliagdo da resisténcia das
substancias a acao de antioxidantes potenciais. A maioria dos testes é realizada
diminuindo o periodo da cadeia transportadora de elétrons, usando altas
temperaturas ou aumentando a oferta de oxigénio (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995). Esses testes podem ser realizados em substancias
isoladas ou em extratos, e podem ser testados in vivo ou in vitro (SILVA, 2003).
Os métodos in vitro mais comuns para determinar a atividade antioxidante de
modo pratico, rapido e sensivel sdo aqueles envolvendo um radical croméforo
que simulam as espécies reativas de oxigénio. A presenga de antioxidantes leva
ao desaparecimento da cor desses radicais, sendo os mais utilizados o ABTS™ e
o DPPH*® (ARNAO, 2000). Os métodos in vitro podem ser considerados como
avaliagdes potenciais, uma vez que a interagao fisioldgica entre o organismo e a

substancia avaliada ndo é analisada (SILVA, 2003).

A atividade antioxidante in vivo é determinada por varios fatores, tais como
sua atividade frente ao radical, o numero de radicais que consegue sequestrar, a
destruicdo do radical pelo antioxidante, a concentragdo e a mobilidade, a
interagdo com outros antioxidantes e o sitio de geracéo e a reatividade do radical
(NIKKI, 2002).

Nao existe um método satisfatério que consiga avaliar a atividade
antioxidante total de uma amostra, pois varios mecanismos antioxidantes podem
ocorrer (OU et al., 2002).
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Os métodos para avaliagcdo da atividade antioxidante apresentam
dificuldade em serem comparados devido a sua complexidade e diferentes
principios das reagdes. Alguns chegam a reproduzir resultados diferentes e até
mesmo contraditérios o que impossibilita esse tipo de comparagcédo (ALONSO et
al., 2002).

3.2.3.1. Ensaio da reducao do complexo de fosfomolibdénio

Outro método frequentemente utilizado para avaliar a capacidade
antioxidante é o ensaio do fosfomolibdénio. Segundo PRIETO, PINEDA e
AGUILAR (1999), o método de complexagdo pelo fosfomolibdénio para
determinacdo da capacidade antioxidante total € baseado na reducao do
molibdénio VI a molibdénio V pela amostra analisada e subsequente formagao de
um complexo verde entre fosfato/molibdénio V em pH acido, determinado

espectrofotometricamente a 695nm.

A solucao teste inicial possui coloragdo amarela, tornando-se verde a

medida que a solugao de fosfato de molibdénio se reduz.

3.2.3.2. Ensaio da reducgao do radical livre DPPH

Dentre os métodos quimicos utilizados para a determinagéo da atividade
antioxidante, destaca-se o método que utiliza o DPPH* (1,1-difenil-2-picril-
hidrazil), um radical livre estavel que aceita um elétron ou um radical hidrogénio
para tornar-se uma molécula diamagnética estavel e, dessa forma, é reduzido na
presenca de um antioxidante. O ensaio de reducdo do radical livre DPPH* tem
sido amplamente utilizado como um método quimico para a investigacdo do
potencial antioxidante de produtos naturais, especialmente para extratos de
plantas medicinais (BRACA et al., 2002) e vegetais comestiveis (LLORACH et
al., 2003).

Na forma de radical, o DPPH possui uma absorcdo caracteristica a
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515nm, a qual desaparece apds a redugao pelo hidrogénio arrancado de um
composto antioxidante. Essa mudanca é acompanhada pela mudanca de
coloracéo violeta escura original do radical para uma coloragdo amarela. Quanto
maior a atividade antioxidante, menor sera a coloragao violeta da solugao, ou
seja, o DPPH residual corresponde inversamente a atividade antioxidante da

substancia analisada.

3.2.3.3 Ensaio de reducao do radical ABTS

O radical monocatiénico ABTS ** é gerado pela oxidagdo do ABTS [ 2,2-
azino-bis(3-etil-benzolina-6-sulfonado)] com persulfato de potassio e € reduzido
na presenga de um hidrogénio doador de elétrons. Esse teste pode ser utilizado
tanto para substancias lipofilicas, quanto para substancias hidrofilicas, incluindo
flavondides, carotendides e antioxidantes plasmaticos. Essa metodologia avalia a
atividade antioxidante total de substancias e compostos puros e extratos (RE,
1999). Assim, ocorre a formacgdo de um radical croméforo (ABTS®), onde a
atividade oxidante é avaliada pela supressao da cor quando substancias

antioxidantes sao adicionadas ao meio (SILVA, 2003).

3.3 A DOENCA DE PARKINSON E SEU TRATAMENTO

A doencga de Parkinson (DP) é uma desordem neurolégica degenerativa
progressiva do sistema nervoso central que acomete principalmente o sistema
motor. O parkinsonismo & uma sindrome clinica caracterizada por expressao
facial diminuida, postura curvada, lentiddo da movimentagao voluntaria, marcha
festinante, rigidez e tremor ondulante (GIROLAMI, 1996). Os principais sintomas
sdo bradicinesia, rigidez muscular, tremor em repouso e deficiéncia do equilibrio
postural (STANDAERT; YOUNG, 1996). Essa sindrome pode ser induzida por
drogas que afetem esse sistema, principalmente os antagonistas da dopamina, a

reserpina e toxinas como o MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina)
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(GIROLAMI, 1996)

Com o aumento da expectativa média de vida da populagdao mundial, a
doencga de Parkinson e outros problemas neurodegenerativos estdo proximos de
superar o cancer como a principal causa de morte nas populacdes adulta e idosa
(FORMAN; TROJANOVSKI; LEE, 2004). Essa doenga surge em um periodo
mais avangado da vida e é notada com freqléncia crescente em individuos
idosos. Esse tipo de disturbio motor € observado em inumeras condi¢gbes que
tém em comum o comprometimento do sistema dopaminérgico nigroestriado
(GIROLAMI, 1996). E resultante da extensa destruicdo de uma porcdo da
substancia negra, a parte compacta, que envia fibras nervosas secretoras de
dopamina para o nucleo caudado e putamen (GUYTON; HALL, 1997). A Figura 4

indica a regido do cérebro atingida pela doenga de Parkinson.

e T e
Lébulo frontal : ( |

SISTEMA DOPAMINERGICO

FIGURA 4: SISTEMA DOPAMINERGICO
FONTE: ATLAS DE NEUROLOGIA, 2007

As causas dessa degeneragdo ainda nao sado bem compreendidas,
entretanto, pode-se associar a interacdo entre diversos fatores, entre eles,
toxinas externas, presentes no ambiente e na dieta; toxinas internas, oriundas do
metabolismo normal; fatores genéticos (PRASAD; COLE; KUMAR, 1999) e em
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geral aceita-se que a formacao de espécies reativas de oxigénio ou de nitrogénio
possui um importante papel na patogénese neurodegenerativa e na progressao
da doenga de Parkinson (METODIEVA; KOSKA, 2000; FOLEY; RIEDERER,
2000).

Os neurbnios dopaminérgicos da substancia negra projetam-se para o
nucleo estriado, e suas degeneragdes na DP estdo associadas a uma redugao
no conteudo estriado de dopamina. A gravidade da sindrome motora é
proporcional a deficiéncia dessa substancia (GIROLAMI, 1996).

3.3.1 O Tratamento Farmacolégico da Doencga de Parkinson

Até o presente momento nido é possivel curar, estacionar ou prevenir a
doencga de Parkinson. As abordagens terapéuticas existentes visam diminuir os
sintomas da doenca. Os principais tratamentos utilizados atualmente sdo: a
terapia farmacologica e a cirurgica, sendo esta empregada como ultima

alternativa.

Os tratamentos de primeira linha sao realizados com a levodopa, que sera
discutida no item 3.3.1.1 para melhor elucidagado de sua agao; a bromocriptina,
lissurida, pergolida e paramipexol que s&o agentes agonistas de receptores de
dopamina (D-2), portanto dopaminomimeéticos, e podem ser associados com a
levodopa (BRAVO; NASSIF, 2006).

O tratamento de segunda linha é realizado com a utilizagdo de
anticolinérgicos centrais como o biperideno, o metixeno e o triexifenidil, que
exercem seus efeitos bloqueando a transmissdo colinérgica central da
acetilcolina (KOROLKOVAS; FRANCA, 2002).

O tratamento de terceira linha pode ser realizado com inibidores da
catecol-O-metil-transferase (COMT) como a benserazida, entacapona e
talcapona. Séo eficazes somente quando administrados em conjunto com a
levodopa, pois catalisam a metilagado da levodopa a 3 metildopa (KAAKKOLA;
GORDIN; MANNISTO, 1994).



21

A selegilina atua retardando a degradagcdo da dopamina, por inibigao
irreversivel da enzima MAO tipo B e também desaminando oxidativamente a
dopamina no cérebro. Inibe a recaptacdo da dopamina a partir do espaco
sinaptico e pode ser prescrita isoladamente ou em associacdo com a levodopa
(OERTEL; QUINN, 1996). Amantadina que € um agente antiviral, cujo
mecanismo ainda ndo € bem elucidado, mas provavelmente aumente a liberagao
da dopamina das extremidades nervosas e também inibe a recaptagdo da
dopamina, pode ser utilizada isolada ou em associacdo com levodopa ou
agentes anticolinérgicos (BAILEY; STONE, 1975)

3.3.1.1 O tratamento com levodopa

O uso da levodopa (Figura 5) geralmente melhora os sintomas dessa
doenca. Acredita-se que a razao disso seja porque a levodopa € convertida no
cérebro em dopamina, por acdo da enzima dopa-descarboxilase
(PARKINSONONLINE, 2006), restaurando o equilibrio entre a inibicdo e a
excitagao no nucleo caudado no putdmen. A administragao da prépria dopamina
(Figura 5) ndo possui 0 mesmo efeito, pois, esta possui uma estrutura quimica
que néao Ihe permite atravessar a barreira hematoencefalica como faz a levodopa
(GUYTON; HALL, 1997).
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FIGURA 5. FORMULAS ESTRUTURAIS DA LEVODOPA E DA DOPAMINA
FONTE: GREENER-INDUSTRY (2007)



22

A levodopa é rapidamente absorvida na porcdo proximal do intestino
delgado através de um transporte ativo de aminoacidos aromaticos. A taxa de
absorcdo da levodopa e sua biodisponibilidade dependem da velocidade do
esvaziamento gastrico, do pH do suco estomacal e do periodo de tempo que a
droga fica exposta a enzimas de degradacdo da mucosa gastrica e intestinal
(STANDAERT; YOUNG, 1996). Alguns fatores como a presencga de aminoacidos,
principalmente a fenilalanina e a leucina; a redugdo da motilidade do estbmago e
a ingestao de alimentos ricos em proteinas, proximo do horario da tomada da
medicacao, podem retardar ou mesmo reduzir a absor¢ao dessa droga. Grande
parte da levodopa administrada isoladamente € metabolizada em dopamina
antes de atingir o cérebro, por acdo da dopa-decarboxilase (SZABO; TEBBETT,
2002; PARKINSONONLINE, 2006), enzimas da mucosa intestinal e de outros
locais periféricos que sao ricos em MAO, de maneira que uma quantidade
relativamente pequena da droga inalterada atinge a circulacdo cerebral e
provavelmente menos de 1% penetra no SNC (STANDAERT; YOUNG, 1996) e é
convertida em dopamina no ganglio basal. O pico plasmatico ocorre de uma a
trés horas apos sua administracdo (SZABO; TEBBETT, 2002). Além de
dopamina, a levodopa periférica também sera metabolizada a melanina,
norepinefrina, 3-metoxitiramina, metildopa, acido 3,4-diidrofenilacético e acido 3-
metoxi-4-hidroxifenilacético. Esses metabdlitos sdo rapidamente excretados na
urina com aproximadamente 80% da dose administrada em menos de 24 horas e
menos de 1% é excretada de forma inalterada (SZABO; TEBBETT, 2002).

Normalmente, para o tratamento da doenca de Parkinson, a levodopa é
prescrita associada a um inibidor da descarboxilase periférica, sendo as mais
usuais a carbidopa e a benserazida. Desta forma, ocorre a prevencédo da
degradacdo de levodopa pela enzima dopa-descarboxilase (STANDAERT;
YOUNG, 1996; SZABO; TEBBETT, 2002) no comego da mucosa intestinal, onde
inicia o seu metabolismo. A presenca desses inibidores possibilita a
disponibilidade da levodopa para o cérebro em 75 - 80%, para que esta tenha o
efeito terapéutico desejavel (SZABO; TEBBETT, 2002). Além disso, a dopamina
liberada na circulacdo pela conversdo periférica da levodopa causa efeitos
indesejados, principalmente nauseas (STANDAERT; YOUNG, 1996). Por esses
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motivos, quando a levodopa é administrada em conjunto com uma substancia
que inibe a dopa-descarboxilase, ocorre a inibicao da descarboxilase periférica, o
que aumenta muito a fracdo da levodopa administrada e ndo metabolizada,
disponivel para atravessar a barreira hematoencefalica, diminuindo assim a
incidéncia de efeitos colaterais digestivos (STANDAERT; YOUNG, 1996).

A entrada da levodopa no SNC através da barreira hematoencefalica € um
processo ativo, mediado por um transportador de aminoacidos aromaticos e pode
ocorrer competicdo entre a proteina da dieta e a levodopa a este nivel. No
cérebro, a levodopa é convertida em dopamina por descarboxilagao,
principalmente no interior das terminagdes pré-sinapticas de neurdnios
dopaminérgicos no estriado (STANDAERT; YOUNG, 1996). A dopamina
produzida é responsavel pela eficacia terapéutica do farmaco na doenca de
Parkinson; apdés sua liberacdo, € transportada de volta aos terminais
dopaminérgicos pelo mecanismo de captagado pré-sinaptica ou € metabolizada
pelas acbes da MAO e da COMT (MOURADIAN; CHASE, 1994).

O tratamento da doenga de Parkinson inicia-se com uma dose de 0,25 g
de levodopa até 1-3 g/dia quando utilizado um inibidor e 8 ou mais g/dia, na
auséncia deste (STANDAERT; YOUNG, 1996).

Avaliando os trabalhos supracitados, pode-se perceber que além de
minimizar os sintomas da doenca de Parkinson, outros beneficios podem ser
fornecidos aos pacientes portadores desta doenca. Entre eles, o aumento da
concentracdo de substancias antioxidantes no organismo, como certos
compostos fendlicos, que propiciam a diminuicdo dos danos causados pelos

radicais livres.
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4. METODOLOGIA

4.1. POPULACAO E AMOSTRA DA PESQUISA

Sementes pretas e cinzas de Mucuna pruries, pulverizadas, fornecidas
pelo Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) — Londrina (PR) e processadas

pela industria Steviafarma - Maringa (PR).

Camundongos Swiss, machos, com peso entre 35 e 50 g, procedentes do

biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR.

4.2. FASES DA PESQUISA

4.2.1. Preparo dos Extratos

Para o preparo dos extratos de M. pruriens, diferentes metodologias foram
testadas para a obtengdo de um produto de facil solubilidade em agua, sem
substancias que interferissem na atividade antioxidante ou no comportamento
dos animais analisados e com consideravel concentragao de levodopa.

Baseando-se nas patentes estabelecidas por DOW (1966) e MANYAM;
DHANASEKARAN e HARE (2004), dois diferentes extratos foram preparados: o

extrato acido de M. pruriens e o extrato de etandlico M. pruriens.

4.2.1.1. Extrato de etandlico de Mucuna pruriens.

Esse extrato foi elaborado conforme descrito na patente “Extract of
Mucuna species and the use thereof as anti parkinson’s disease pharmaceutical”
(MANYAM; DHANASEKARAN; HARE, 2004).

Cem (100)g da semente cinza de M. pruriens em po foram percolados por
dois dias com hexano para retirada de gordura.

Trés extragdes foram realizadas:
Para a primeira extragao, foram adicionados ao pé 200 mL de alcool etilico

a 95% e deixado em banho-maria com agitacao por 48 horas. Apés este periodo,
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essa suspensao foi centrifugada em Ultracentrifuga Beckman Coulter, modelo
Avanti Centrifugue, rotor J25, duas vezes por 10 minutos, 10.000 rpm a 20°C.

Para a segunda extragdo, o mesmo processo foi realizado.

Para a terceira extracao, conforme descrito na patente, houve a reducao do
volume de etanol. Cento e quarenta mililitros de alcool etilico a 95% foram
adicionados a mucuna em po e os demais procedimentos foram realizados
conforme as extracdes anteriores.

Os produtos das trés extracbes foram reunidos e filtrados em kitasato e
entdo concentradas em rota-vapor, sob pressao reduzida a temperatura de 45 a
50°C. Ap0s essa concentracgdo, o extrato foi congelado.

A esse extrato, foi adicionado uma solugdo 1:1 de agua quente e hexano
(180 mL de cada) e esta foi agitada até que todo o extrato estivesse diluido.
Essa mistura foi colocada novamente em rota-vapor para nova concentragao. O

produto resultante foi armazenado a — 18°C.

4.2.1.2. Extrato acido de Mucuna pruriens

Para esta extracao, foi utilizada a patente estabelecida por DOW (1966),
com modificagdes.

Foram realizadas quatro extragdes com 200 g da semente preta de M.
pruriens pulverizada. Para cada extragao, foram acrescentados 600mL de agua
destilada e nitrogenada e entdo homogeneizada. Aos poucos foi adicionado
acido citrico, para que o meio ficasse com o pH entre 3,0 e 4,0. Essa medida foi
realizada em pHmetro digital PG200, Gehaka em temperatura média de 23°C e
slop 90%.

Apo6s homogeneizada, esta mistura foi filirada em filtro de tecido sintético
de poliéster. O liquido filtrado foi submetido a posterior filtracdo em kitasato, a
vacuo e com duplo papel de filtro Inlab tipo 50.

Para cada nova extragao, apds a incorporagao do pd a agua, a mistura era
colocada em ultra-som por 10 minutos. Apds a 4?2 extragao todos os filtrados
foram reunidos e filtrados novamente em papel Whatman, 125 mm de diametro,
numero 42, para que fosse retirado o pé mais fino que ainda restava na solucéo.

O extrato foi congelado a -18°C e posteriormente liofilizado em liofilizador
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Liobras, modelo L 101.
4.2.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os extratos foram preparados conforme as técnicas anteriormente
descritas e a concentracao de levodopa foi quantificada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia.

Utilizou-se o cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Varian® bomba
quaternaria modelo 9012Q equipado com detector ultravioleta fotodiodo modelo
9065 e injetor automatico modelo Al 200. A analise foi promovida em uma coluna
de fase reversa C-18 (Varian, 5 um) em temperatura ambiente, utilizando como
fase movel metanol — agua na proporgao 20 : 80 (v/v) respectivamente, volume
de injegao 20 ulL, detecgao a 282 nm e corrida cromatografica de 5 minutos. Essa
metodologia foi estabelecida por PEREZ, 2005 ".

Para sua andlise, o extrato foi diluido em agua bidestilada, numa

concentragao de 0,004 g/mL e centrifugado a 10.000 rpom durante 10 minutos.

4.2.3 Avaliagdo da Acdo de Mucuna pruriens em um Modelo Animal de

Parkinsonismo

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Experimentacdo Animal -
CEEA e aprovado. Protocolo numero 1444 (ANEXO I).

Os animais foram mantidos em uma sala com temperatura controlada (22
+2° C), em um ciclo de claro-escuro de 12 horas (7:00-19:00-7:00). Agua e racéo
para roedores foram fornecidas ad libitum aos animais ao longo dos

experimentos.

' PEREZ, E. Comunicacdo pessoal. Curitiba: Pds-Graduagdo em Quimica.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA, 2005
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4.2.3.1. Avaliagao da fungdo motora — medida da atividade geral em campo

aberto

A atividade geral dos animais foi avaliada através da observagao destes
em um campo aberto (BROADHURST, 1960). O campo aberto consiste de uma
arena circular de madeira pintada de bege, com 40 cm de diametro e 28 cm de
altura. Trés circulos concéntricos dividem o fundo dessa arena em trés partes
que, por sua vez, sdo subdivididas por segmentos de reta em vinte e cinco areas

aproximadamente iguais, conforme demonstrado na Figura 6.

FIGURA 6. CAMPO ABERTO
FONTE: O autor, 2007

Cada camundongo do grupo controle e experimental foi colocado
intercaladamente no centro da arena e observado durante 5 minutos. Do
repertério comportamental de cada animal colocado em campo aberto, os
parametros indicativos de sua atividade geral escolhidos para analise e

quantificacao foram:
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a) laténcia para inicio do movimento: Tempo que o animal leva para realizar
seu primeiro movimento apos ser colocado no campo aberto. Registra-se a
duragdo desse parametro em segundos

b) locomogao: uma unidade correspondente a colocagao das quatro patas
dentro do espaco delimitado pelas quatro linhas que compdem uma subdivisdo
do chao da arena.

C) levantar: uma unidade correspondente ao movimento do apoio do animal
sobre o trem posterior, sendo que as patas anteriores podem ou nao estar
apoiadas nas paredes laterais do campo aberto.

d) imobilidade: Total auséncia de movimentos. Registra-se a duragdo deste

parametro em segundos.

O registro das frequéncias dos parametros tempo de imobilidade e tempo

de laténcia foram cronometricamente mensurados.

Para que os camundongos fossem induzidos aos sintomas de
parkinsonismo, estes receberam uma injec¢ao via intra-peritoneal de resepina na
concentragao de 0,1 mg/mL e volume de 0,1mL por grama do peso do animal, 24
horas antes do experimento. A reserpina € um farmaco que atua bloqueando a
capacidade de captagdo e armazenagem de aminas biogénicas, levando a
deplecao de noradrenalina, dopamina e serotonina em neurdnios centrais e
periféricos. Este farmaco desaparece rapidamente da circulagdo, mas seus
efeitos permanecem por muito mais tempo devido a inativagao irreversivel dos
granulos armazenadores de catecolaminas (RANG; DALE; RITTER, 1997).

Os camundongos foram distribuidos em 4 grupos:

o Grupo 1 (Grupo controle): animais nao reserpinizados, que receberam

salina e também foram tratados com salina

o Grupo 2: animais nao reserpinizados, que receberam salina e foram

tratados com extrato
o Grupo 3: animais reserpinizados e tratados com salina
o Grupo 4: animais reserpinizados e tratados com extrato

Os grupos eram constituidos por 14 animais e se utilizou como critério de
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exclusdo a retirada dos quatro valores de cada parametro cuja pontuagao
apresentou valores maximos ou minimos, totalizando 10 animais por grupo. Dois
animais apresentaram problemas, sendo retirados do estudo, desta forma, os grupos

salina + salina e reserpina + salina totalizaram um n=9.

Os animais tratados com extrato receberam 15 minutos antes da
gavagem, uma injecao intra-peritoneal de benserazida, inibidor da decarboxilase
periférica, na concentragdo de 5mg/mL e volume de 0,1mL por grama do peso do
camundongo. Uma hora apos o tratamento desses animais, estes foram
colocados em campo-aberto para observagdo. Todos os tratamentos foram
realizados por gavagem, uma vez que o tratamento para a doenga de Parkinson

€ realizado por via oral.

4.2.3.1.1 Analise estatistica

Os dados do campo aberto foram analisados pela ANOVA de uma via,
seguida pelo teste de Tukey-Kramer, utilizando o programa GraphPad Prism,
versao 5.0. Diferengas foram consideradas significantes para p<0,05. Os valores

foram expressos como média + SD.

4.2.4. Quantificacdo de Fendlicos Totais no Extrato de Mucuna pruriens

O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
descrito por SWAIN e HILLIS (1959), o qual utiliza o reagente de Folin-Denis e
baseia-se na redugédo de acido fosfomolibdico-fosfotungstico pelos compostos
fendlicos em meio basico, produzindo uma coloracdo azul forte que é medida
espectrofotometricamente.

Para esse teste sdo preparados os seguintes reagentes: reagente de
Folin-Denis; solugao saturada de carbonato de sddio e solugdo padrdo de acido
tanico. A curva padréo, foi estabelecida com concentragbes crescentes de acido
tanico (0,2 a 1mg) e para quantificagdo de compostos fendlicos no extrato, foi

utiizada a solugdo do extrato acido de sementes pretas de M. pruriens na
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concentracado de 1g/100 mL. Em baldes volumétricos de 100mL, contendo 50 mL
de agua; 5 mL de reagente de Folin-Denis e 10 mL de solugdo de carbonato de
soédio. Este volume foi completado com agua e agitado. Apds 30 minutos as
solucdes finais foram filtradas e suas absorbancias determinadas em
espectrofotometro a 760 nm. O teor de fendlicos totais foi expresso como acido

tanico, em mg/100g.

4.2.5. Analise da Atividade Antioxidante da semente de Mucuna pruriens

4.2.5.1 Ensaio da reducado do complexo de fosfomolibdénio

Este ensaio foi realizado em ftriplicata e preparado conforme descrito por
PRIETO, PINEDA e AGUILAR (1999).

Foram preparados os seguintes reagentes: solucdo de molibdato de
amoénio 4 mM; solucdo de fosfato de sédio monobasico 28 nM e solugéo de acido
sulfurico 0,6 M.

No momento do ensaio, a solugdo reagente foi preparada da seguinte
forma: 36 mL da solugdo de molibdato de aménio, 28 mL da solugao de fosfato
de sddio monobasico e 20 mL da solucéo de acido sulfurico foram reunidas e o
volume foi completado para 100 mL com agua deionizada.

O ensaio foi realizado com solugdo de levodopa 0,1 mg/mL e solugao
aquosa do extrato acido de M. pruriens na concentragao de 8,36 g extrato em 10
mL de agua destilada. A concentragédo de levodopa corresponde a concentragéo
dessa substancia presente no extrato de mucuna.

A solugdo padrdao de vitamina C foi preparada na concentragdo de
1mg/mL

A cada tubo de ensaio foram adicionados 3 mL da solu¢do reagente a
100uL do extrato ou padrao. Estes foram incubados em banho-maria a 95°C por
90 minutos.

Apos este periodo, os tubos foram resfriados a temperatura ambiente
mantendo-se protegidos da luz. A leitura das absorbancias foi realizada a 695

nm.
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4.2.5.2 Ensaio de redugao do radical livre DPPH

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH® foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por BRAND-WILLIAMS, CUVELIER e
BERSET (1995), em triplicata. Para avaliagcdo da atividade antioxidante os
extratos da mucuna foram reagidos com o radical estavel DPPH, padrdo Sigma —
Aldrich D9132, em uma solucao de etanol.

A reducao do radical do DPPH foi medida através de um monitoramento
continuo do declineo da absorbancia a 515 nm por um periodo de duas horas até
valores estaveis de absor¢cdo. Apds sucessivos testes, com padrdes
antioxidantes de comportamentos cinéticos diferentes como a-tocoferol, BHA,
acido galico, quercitina e vitamina C, foi adotado um tempo padrao de leitura de
uma hora (tempo necessario para que as substancias em teste fossem oxidadas,

alcangando um platé ndo alterado apds esse periodo).

Para expressar a atividade antioxidante utiliza-se o ECs, ou seja, a
concentragdo minima necessaria para o antioxidante reduzir em 50% o DPPH
inicial da reagao ou entdo, pelo poder anti-radical (ARP), o qual expressa a
relacdo inversa de ECso (ARBOS, 2004).

Os valores de EC 50 foram calculados por regresséo linear de graficos
onde o eixo das abscissas (X) representa a concentragcdo em mg/mL e o eixo das

ordenadas (Y) a % média da atividade antioxidante das triplicatas.

4.2.5.3 Ensaio de reducao do radical ABTS

O teste foi realizado conforme descrito por KUSKOSKI et al. (2005),
baseado nos autores RE et al. (1999) e RICE EVANS e MILLER (1994), com
modificagdes. Preparou-se uma solugao catibnica de ABTS, Sigma — Aldrich,
A1888, misturando em partes iguais (v:v) de solugdo de ABTS 7,0 mM e de
solugdo de persulfato de potassio 2,45 mM. Esta reagiu por 12 horas, em

temperatura ambiente, e auséncia de luz. Apds formado o radical ABTS*,
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adicionou-se etanol a solugéo até que um valor de absorbancia compreendido
entre 0,700 (£ 0,1) a 0,754 nm tenha sido obtido.

A determinagao da absorbéncia das amostras foi realizada em temperatura
ambiente. Diferentes volumes da amostra diluida em etanol foram acrescentados
a 2500pL da solugéo diluida do radical ABTS*". Esta solucéo foi completada com
etanol para que o volume de 3000uL fosse atingido. Apds 7 minutos procedeu-se

a leitura em espectrofotdmetro com absorbancia a 734 nm.

Para o padrao desse ensaio, utilizou-se como antioxidante de referéncia o
Trolox (6-hidroxi - 2, 5, 7, 8 — tetrametilcromo — 2 — &acido carboxilico 97%,
Sigma-Aldrich, 23883) 1,5 mM. Os resultados sao expressos em TEAC (atividade
antioxidante equivalente ao Trolox). O valor de TEAC é definido como a
concentragédo do antioxidante que fornece a mesma porcentagem de inibicdo do

Trolox (RE et al., 1999). O teste foi realizado em triplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. PREPARO DOS EXTRATOS E IDENTIFICACAO DA LEVODOPA

Para o preparo do extrato de Mucuna pruriens que atendesse as
necessidades do estudo, diversas tentativas foram realizadas. Os principais
problemas encontrados durante seu processamento foram: o acelerado processo
de oxidacdo e consequente escurecimento do pé ao entrar em contato com a
agua, mesmo quando esta se encontrava nitrogenada; a alteragao brusca de pH
apos a filtragem da mistura; a escolha de um acido que nao trouxesse danos aos
aparelhos utilizados, que nao alterasse os resultados dos ensaios e nem o
comportamento dos animais e a quantidade disponivel da semente de mucuna
pulverizada para que o trabalho pudesse ser realizado e o rendimento final do

extrato para que todo o estudo pudesse ser conduzido com um unico produto.

Trés extratos foram preparados, com sementes cinzas ou pretas da espécie
Mucuna pruriens, com resultados parcialmente satisfatorios: o extrato etandlico
de sementes cinzas de M. pruriens, o extrato acido de sementes cinzas de M.
pruriens e o extrato acido de sementes pretas de M. pruriens. Todos possuiam
coloragdes claras, amarela ou acastanhada, ndao demonstrando oxidagao ativa
do produto. Foi possivel identificar o composto fendlico levodopa em suas
composi¢cdes conforme demonstrado nos cromatogramas (Figuras 7, 8 e 9), com
tempo de retengcdo de aproximadamente 4,5 minutos e confirmados através do
especto UV a 282 nm. Os picos dessa substancia estdo indicados pelas setas
vermelhas. No entanto, foi necessaria a escolha daquele que possuisse

melhores vantagens em relagdo aos problemas citados anteriormente.
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FIGURA 7. CROMATOGRAMA DO EXTRATO ETANOLICQ DE SEMENTES CINZAS DE Mucuna
pruriens OBTIDO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
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FIGURA 8. CROMATOGRAMA DO EXTRATO COM ACIDO ACETICO DE SEMENTES

CINZAS DE Mucuna pruriens OBTIDO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA
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FIGURA 9. CROMATOGRAMA DO EXTRATO COM ACIDO CIiTRICO DE SEMENTES PRETAS
DE Mucuna pruriens OBTIDO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA

O extrato etandlico preparado a partir da semente de M. pruriens preta
apresentou rendimento extremamente baixo. Para cada 100g de p6 da semente,
houve um rendimento de apenas 100mg de extrato de coloragédo castanho clara.
A concentragdo de levodopa nesse extrato foi de 13,51 mg de levodopa por
grama de extrato. O baixo rendimento de levodopa nesse extrato foi devido ao
fato desta substancia ser praticamente insoluvel em alcool. Nao seria possivel
realizar a administragdo desse extrato em camundongos, pois, seria necessaria a
diluicdo de 1,48 g de extrato por mL de agua para a realizagdo da gavagem,
tornando-se uma solugdao densa e de dificil manejo. Além disso, o preparo do
extrato € moroso e devido a capacidade dos equipamentos utilizados, nao seria
possivel trabalhar com quantidades superiores a 250g de p6 por extragdo. Desta

forma, para conseguir 1g de extrato, seriam necessarios 24 dias.

O extrato acido preparado com sementes de Mucuna pruriens cinza
apresentou um alto rendimento, com 50g da semente pulverizada foi possivel
obter 16,829 de extrato com concentragcédo de 56,77 g de levodopa por grama de
extrato. Ao avaliar o cromatograma desse produto, pode-se perceber que a

levodopa apresenta um pico predominante e distinto das demais substancias. No
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entanto, esse extrato foi preparado com acido acético, o que causou danos a
bomba do liofilizador, além disso, este acido causa contorgdo abdominal em
camundongos. O pd apresentava coloragdo castanha clara e era altamente
higroscopico, formando grumos “grudentos” apds a absorgdo da agua ambiente e

tornando dificil sua diluicdo em agua.

Para o preparo do extrato acido de Mucuna pruriens preta, o acido acético
foi substituido por acido citrico, o qual possibilitou a acidificacdo do meio, sem
consequéncias para o liofilizador e nem para os animais. Para a comprovacéo de
que o acido citrico ndo afetaria o potencial antioxidante do extrato, foram
realizados ensaios para a avaliagdo dessa atividade, com diferentes
concentracbes desse acido e nao foram observadas alteracbes na cor da

solucgao.

Esse extrato apresentou alto rendimento, 5,4 g/ 10 g da semente em po,
com concentracdo de 120 mg de levodopa por grama de extrato. Apresentava
coloracdo amarela clara e menor higroscopicidade do que o extrato realizado
com acido acético. O cromatograma apresenta picos maiores e proximos ao pico
de levodopa, no entanto, esse foi selecionado para o teste em modelo animal de
parkinsonismo, pois além de apresentar alto rendimento em sua producéo, este
também apresenta concentragdo mais elevada de levodopa entre outros

beneficios anteriormente descritos.

5.2 AVALIACAO DA FUNGCAO MOTORA EM CAMUNDONGOS — MEDIDA DA
ATIVIDADE GERAL EM CAMPO ABERTO

A doenga de Parkinson € considerada uma das principais desordens
neurodegenerativas. E caracterizada pela perda de neurdnios dopaminérgicos da
substancia negra e consequentemente pela diminuigdo nos niveis de dopamina
no sistema dopaminérgico nigroestriado (WATABE; HIMEDA; ARAKI 2005), que
resulta nos sintomas motores (MORRIS et al., 2000) e cognitivos da doencga
(MARSH et al., 2004).

Para que os animais apresentassem o0s sinais de parkinsonismo, foi
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administrada reserpina, conforme descrito na metodologia, 24 horas antes do
ensaio de campo aberto. A principio, foi realizado para um grupo controle
positivo, o tratamento com levodopa, no entanto, esta n&o alterou a funcao
motora dos animais, mesmo sendo administrada previamente a benserazida. Por
este motivo, este grupo foi retirado do estudo. Cabe ressaltar que esse grupo nao
apresentou aumento de locomogao, mas também nao trouxe danos a atividade
motora dos animais.

Nos parametros locomocéo e levantar, foi possivel verificar (Graficos 1 e
2) que os animais reserpinizados apresentaram significativa redugao (p < 0,001)
da atividade motora, o que possibilitou a avaliagdo do extrato acido de Mucuna
pruriens.

O Gréfico 1 apresenta diferenga significativa de locomogao (p <0,0001)
entre os grupo salina + salina e os demais grupos. Desta forma é possivel avaliar
que a reserpina produziu hipolocomogao, como esperado para um modelo de
parkinsonismo, e o extrato ndo alterou este efeito da reserpina, pois ndo houve
diferenca positiva na atividade geral dos animais dos grupos reserpina + salina e

reserpina + extrato.
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GRAFICO 1 - VARIACAO DA LOCOMOCAO DOS ANIMAIS EM CAMPO ABERTO
NOTA: Os asteriscos indicam os grupos que apresentam diferenga significativa em relagdo ao grupo

controle (salina + salina)
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O Grafico 2 ilustra a reducdo da frequéncia de levantar (p<0,001) dos
grupos reserpina + salina, reserpina + extrato e salina + extrato em comparacao ao
grupo salina + salina, corroborando a hipoatividade dos animais tratados com

reserpina ou extrato, verificada na frequéncia de locomoc¢ao dos animais.
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GRAFICO 2 - FREQUENCIA DE LEVANTAR EM CAMPO ABERTO
NOTA: Os asteriscos indicam os grupos que apresentam diferenga significativa em relagdo ao

grupo controle (salina + salina)

O Grafico 3 apresenta o aumento do tempo de imobilidade dos animais do
grupo reserpinat+extrato em comparagdo ao grupo salina+salina (p<0,005). Este
resultado sugere que a administragcdo do extrato intensificou a hipoatividade

causada pela reserpina.



39

80-
*
@ 60+ T
(]
©
©
S 40+ —_
2 T
£ 20-
C v v v v
AN AN
Py o 2 o
\X \X X X
C.Orb, %‘b' Qg’% Qg’%
Tratamento

GRAFICO 3 - TEMPO DE IMOBILIDADE, MENSURADO EM SEGUNDOS, DOS ANIMAIS
OBSERVADOS EM CAMPO ABERTO, (p<0,005) VERSUS GRUPO SALINA +
SALINA

NOTA: O asterisco indica o grupo que apresenta diferenca significativa em relagdo ao grupo

controle (salina + salina)

Nao houve diferenga entre os grupos no parametro laténcia para inicio do
primeiro movimento no campo aberto.

Conforme os resultados acima apresentados, uma hora apds a
administracdo de extrato acido de M.pruriens, no teste do campo aberto, os animais
dos grupos salina + extrato, reserpina + salina e reserpina + extrato exibiram uma
reducao na atividade motora geral, pois, verificou-se a reducao das frequéncias de
locomogdo e de levantar além do aumento do tempo de imobilidade quando
comparados aos animais dos grupos que receberam salina.

Nao foram encontrados dados na literatura que descrevam a agao do
extrato de M. pruriens em camundongos reserpinizados. De modo inesperado,
verificou-se que a locomogado dos animais do grupo salina + extrato também foi
menor do que aquela do grupo controle. Mais ainda, nos animais resepinizados e
tratados com extrato houve um aumento de imobilidade indicando um prejuizo da
funcdo motora destes animais. Atualmente nao é possivel explicar este fato, talvez

outros componentes do extrato possam ter causado essa hipolocomogéao. Futuros
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estudos poderao auxiliar no entendimento dessa questao.

5.3. CONCENTRAGAO DE FENOLICOS TOTAIS

O teor de fendlicos totais no extrato acido de M. pruriens preta foi de
24+0,2g/100g de extrato. Para esta determinacdo empregou-se a curva de
calibragao realizada com o acido tanico (Grafico 4). Este resultado permitiu a
realizacao da correlacao entre a concentragao de compostos fendlicos presentes
no extrato e a concentragdo destas substancias na semente utilizada para o
preparo do extrato. O valor encontrado foi de 6,489 de fendlicos totais em 100 g
da semente da mucuna. Este valor esta proximo dos teores de compostos
fendlicos encontrados por ELIAS; FERNANDEZ e BRESSANI (1979) em feijdes
comuns pretos (6,79%), do teor de 5,659% encontrado por SIDDHURAJU e
BECKER (2005) na semente de M.pruriens, e também do teor apresentado por
ADEBOWALE; ADEYEMI e OSHODI (2005) nesta mesma espécie, que

encontraram 7,75 + 0,02 gramas por 100g de sementes secas.
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GRAFICO 4. CURVA DE CALIBRAGCAO DE ACIDO TANICQ PARA DETERMINAGCAO DE
COMPOSTOS FENOLICOS

5.4 TESTES PARA AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Segundo ARNAO (2000), entre os testes que utilizam compostos
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cromogenos para avaliar a capacidade antioxidante de materiais biologicos, os
mais amplos sdo o DPPH® e o ABTS*®", pois possuem excelente estabilidade.
CAILLET, SALMIERI e LACROIX (2006) afrmam que, do ponto de vista
metodoldgico, o DPPH é indicado para a avaliagdo dessa atividade em sucos de
frutas e vegetais e em extratos de plantas devido a sua acuracia e facilidade de

manipulacao.

Pode-se afirmar que os resultados aqui encontrados n&o apresentaram
interferéncia da coloracéo das solugdes de levodopa e extrato, uma vez que apés

suas dissolugdes, estas se apresentavam claras.

5.4.1 Teste de Reducdo do Fosfomolibdénio

A escolha desse teste para a avaliagdo da atividade antioxidante foi
devido a fatores como: metodologia ja estabelecida e de baixo custo, facil
manipulagéo e, segundo PRIETO, PINEDA e AGUILAR (1999), pode ser utilizada
com diferentes solventes, é indicada para avaliacdo de extratos, possui alta
capacidade de avaliacdo dessa atividade, principalmente para substancias que

possuam alfa-tocoferol e outros antioxidantes potentes.

O teste foi realizado em triplicata com a solugdo do extrato acido de M.
pruriens preta e de levodopa. Concentragdes crescentes dessas solugbes foram
submetidas a reagdo de o&xido-redugdo como previamente descrito na
metodologia. A solugao teste inicial possui coloragao amarela, tornando-se verde
a medida que a solugao de fosfato de molibdénio se reduz (Figura 10). Para que
seja atingido o maximo de formagdo do complexo de fosfomolibdénio, é
necessario um periodo de 90 minutos. (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999).
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FIGURA 10. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO ACIDO DE Mucuna pruriens AVALIADA
PELO METODO DE REDUCAO DO COMPLEXO DE FOSFOMOLIBDENIO.

Para a avaliacdo dos resultados desse teste, foi feita uma curva de
calibragao (Grafico 5), com diferentes concentragdes de vitamina C (10; 20; 40 e
60ug) e a leitura de suas respectivas absorbancias. Desta forma, uma equacgéao de
reta, do tipo y= ax+b, foi estabelecida e a atividade redutora equivalente a
vitamina C, substancia reconhecida pelo seu poder antioxidante (VAN DUJIN;
VAN DER ZEE; VAN DER BROEK, 2002), foi calculada a partir dessa equacgao. A
y foi atribuido o valor da absorbéncia encontrada no teste e dessa forma

calculava-se a o equivalente de vitamina C para a obtencdo desse mesmo valor.

O resultado encontrado em equivalentes de vitamina C para as
substancias analisadas foi de 0,361+0,02 mg de vitamina C por miligrama de
extrato e 3,35+0,02 mg de vitamina C por miligrama de levodopa. Dessa forma, é
possivel concluir que o extrato possui atividade antioxidante inferior a da vitamina
C, no entanto, a levodopa apresenta atividade aproximadamente 3 vezes superior

a vitamina C, ou seja, 10 vezes superior a do extrato.

LEVODOPA > VITAMINA C > EXTRATO ACIDO DE M. pruriens
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GRAFICO 5. CURVA DE CALIBRACAO FEITA COM A VITAMINA C E EQUACAO DE RETA
FORMADA NO ENSAIO DE REDUGAO DO COMPLEXO DE
FOSFOMOLIBDENIO

54.2 Ensaio de Reducdo do Radical Livre DPPH

O radical livre DPPH® é um cromoéforo extremamente estavel que
apresenta um pico de absorgao no comprimento de onda de 515 nm em meio
etandlico e sua solugdo possui uma coloragao violeta intensa (BLOIS, 1958;
ARNAO, 2000). Nesse ensaio, a medida que o DPPH® sofre redugcdo pelos
componentes presentes na solugao teste, observa-se a mudancga de coloragao
violeta intensa original da solugdo para amarela (Figura 11), cuja intensidade é
proporcional a concentragdo da substancia com potencial antioxidante presente
(BLOIS, 1958).

Pode-se expressar os resultados como a capacidade de reduzir o radical
DPPH em porcentagem (CHOI et al., 2002), pelo valor de ECso ou ainda através
do ARP (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).
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FIGURA 11: ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO ACIDO DE Mucuna pruriens
AVALIADA PELO METODO DE REDUGAO DO DPPH

NOTA: Concentracdes diferentes foram tratadas com solucdo de DPPH por 1 hora a temperatura
ambiente. A mudanca de coloragdo do violeta para amarelo foi proporcional a
concentracao do extrato

Concentragdes crescentes do extrato liofilizado de Mucuna pruriens preta
(0,013, 0,027; 0,040; 0,053 mg/mL) foram submetidas a reagdo com DPPH®. Para
cada concentragdo testada, construiu-se a cinética da reagdo graficamente, pela
qual se obteve a equagao y= ax + b, que serviu de base para o calculo da ECs
(Grafico 6). Para o calculo dessa equagao, foi atribuido o valor 50 a y e o valor de x

encontrado corresponde ao valor do ECs, (Tabela 2).
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GRAFICO 6. EQUACAO DE RETA ESTABELECIDA PARA O CALCULO DA ECs DO
EXTRATO ACIDO DE Mucuna pruriens PRETA.

TABELA 2. VALORES DO ECs, E PODER ANTI-RADICAL DO EXTRATO ACIDO DE Mucuna
pruriens PRETA

Extrato DPPH Equacao da reta ECso ARP
mg/mL remanescente
(%)
0,013
85,09 y = - 1502,6x +
0,027 65,96 1025
0,040 0,035 28,62
37,54 R?=0,9875
0,053 23,63

Foi avaliada também a atividade antioxidante da levodopa isolada. Foram
testadas concentragdes crescentes de levodopa padrao Sigma® (0,002; 0,004;
0,006 e 0,008 mg/mL), as quais mostraram-se proporcionais a concentragao de
levodopa presente no extrato de mucuna quantificada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia. A curva do comportamento cinético obtida por essas diferentes
concentracdes esta representada no Grafico 7 e seus respectivos ARP e ECs

encontram-se na Tabela 3.
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GRAFICO 7. EQUAGCAO DE RETA ESTABELECIDA PARA O CALCULO DA EC5, DO PADRAO
SIGMA DE LEVODOPA

TABELA 3. VALORES DO ECs5, E PODER ANTI-RADICAL DO PADRAO DE LEVODOPA

Levodopa DPPH Equacao da reta ECso ARP
Mg/mL remanescente
(%)
g’ggj 79,53 y = - 1663,2x +
0,006 208 100,25 0,030 33,09
’ 28,48 R?=0,9919 ’ ’
0,008 14,68

Segundo BRAND-WILLIAMS, CUVELIER e BERSET (1995), podem
ocorrer trés tipos de comportamento cinético entre compostos com atividade
antioxidante: substancias que reagem rapidamente com o DPPH, chegando ao
final da reacdo em menos de 1 minuto possuem cinética rapida; substancias que
finalizam a reacdo em até 30 minutos possuem cinética intermediaria e
substancias que demoram mais de uma hora para completar a reagao possuem
cinética lenta. Devido a essas diferencas de comportamento, foi feito um estudo
da cinética da reagdo com varios antioxidantes de referéncia: acido galico,
quercitina, BHA, alfa-tocoferol e vitamina C (Grafico 8). Os resultados

encontrados estdo expressos em ECso e ARP (Tabela 4).
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GRAFICO 8. CURVA CINETICA DA REDUGCAO DO DPPH DE DIFERENTES SUBSTANCIAS
COM ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Ao avaliar o comportamento cinético dessas diferentes substancias, pode-
se verificar que a levodopa possui um desempenho similar ao do acido galico,
podendo ser classificada como uma substancia de cinética lenta. Por este motivo, os
testes de DPPH realizados nesse estudo reagiram durante 1 hora para que entéo

fosse realizada a determinacao da absorbancia.

Os valores de ARP para acido ascérbico, alfa-tocoferol, acido galico e
BHA obtidos nesse estudo estdo de acordo com BRAND-WILLIANS; CUVELIER e
BERSET, (1995), ja o valor do ARP para a quercitina € semelhante ao encontrado
por PEYRAT-MAILLARD; BONNELY e BERSET (2000). Comparando os valores do
ARP e ECsg, do extrato liofilizado de Mucuna pruriens com os valores do ECs, e ARP
das demais substancias analisadas (Tabela 4), pode-se verificar que o extrato
possui capacidade antioxidante superior aos padrdes testados, no entanto, o padrao

de levodopa apresenta atividade antioxidante superior a do extrato.
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TABELA 4. COMPARAGAO ENTRE OS VALORES DE ECs;, E PODER ANTI-RADICAL DOS
PADROES DE SUBSTANCIAS ANTIOXIDANTES COM DIFERENTES PERFIS
CINETICOS E OS VALORES DE ECs, E PODER ANTI-RADICAL DO EXTRATO
ACIDO DE SEMENTE PRETA DE M. pruriens E DO PADRAO DE LEVODOPA.,

Substancia antioxidante ECso (mg/mL) ARP
BHA 0,47 2,11

Vitamina C 0,27 3,70
Alfa-tocoferol 0,26 3,85

Quercitina 0,09 10,95

Acido Galico 0,08 12,72

Extrato acido de Mucuna pruriens 0,035 28,62

Levodopa padrao 0,030 33,09

Os resultados encontrados por RAJESHWAR et al. (2005) corroboram o
resultado encontrado neste trabalho, pois os autores afirmam que o extrato
metanolico de M. pruriens possui alta atividade antioxidante quando analisado pelo
método do DPPH® e comparado a diferentes substancias como o BHT, acido

ascorbico, quercitina e alfa-tocoferol.

Ao analisar os dados apresentados na tabela 4 é possivel verificar de
forma clara a atividade antioxidante das substancias analisadas em relagdo a

vitamina C.

LEVODOPA > EXTRATO ACIDO DE M. pruriens > VITAMINA C

5.4.3 Anadlise da Atividade Antioxidante pelo Método de Redug¢do do Radical
ABTS

A reacdo que ocorre para a determinagcdo da atividade antioxidante por
este método baseia-se na capacidade de diferentes componentes sequestrarem o
radical catidnico ABTS®". Este radical é formado através da reagéo entre a solugdo
persulfato de potassio (2,5mM) e a solugdo de ABTS (7,0mM) (KUSKOSKI et al.,
2005).
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Esse método baseia-se na degradagdo do radical azul/verde,
extremamente estavel ABTS, convertendo-se a um produto réseo ou incolor.
Conforme demonstrado na Figura 12, a supressédo de cor devido a presenga de
antioxidantes na solucédo, ocorre de maneira proporcional a concentracdo dessas
substancias (MILLER et al., 1993).

Os gréficos 10 e 11 permitem a comparagédo com a curva de calibragéo
(Grafico 9) do comportamento cinético da levodopa e do extrato em relagdo ao do
Trolox. Através da equacdo do grafico de cada substancia, pdde-se calcular que
para a redugdo de 50% do ABTS foi necessario 45,43 ug de Trolox. Para esta
mesma redugéo, é necessario 0,816 ug de levodopa ou entdo 12,714 ug de extrato.
Desta forma, & possivel concluir que ambas substincias possuem atividade
antioxidante superior a do Trolox, no entanto, a levodopa possui atividade superior a

do extrato em aproximadamente 15,6 vezes.

FIGURA 12. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO ACJDO DE Mucuna
pruriens AVALIADA PELO METODO DE REDUCAO DO RADICAL
ABTS

NOTA: A mudanca de coloragao do verde escuro para a tonalidade résea foi proporcional a
concentragao do extrato
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GRAFICO 9. CURVA DE CALIBRAGAO DO ENSAIO DE FORMAGAO DO RADICAL ABTS
REALIZADA COM TROLOX
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GRAFICO 10 - COMPORTAMENTO CINETICO DA LEVODOPA NO ENSAIO DE REDUGAO DO
ABTS*"
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GRAFICO 11 — COMPORTAMENTO CINETICO DO EXTRATO ACIDO DE M. pruriens NO
ENSAIO DE REDUGAO DO ABTS*"

Ao analisar os dados presentes no Grafico 12 é possivel verificar de forma

clara atividade antioxidante das substancias analisadas em relagéo ao Trolox.

LEVODOPA > EXTRATO ACIDO DE M. pruriens > TROLOX
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GRAFICO 12. COMPARAGCAO DA CJNETICA DE FORMAGCAO DO COMPLEXO ABTS NAS
DIFERENTES SUBSTANCIAS ANALISADAS
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Conforme descrito por ARNAO (2000) e THAIPONG et al. (2006), os
testes para avaliagdo da atividade antioxidante através de ensaios utilizando
DPPH*® e o ABTS*" demonstraram atividade semelhante. A levodopa mostrou
atividade superior as demais substancias testadas. O extrato acido de M.
pruriens também apresentou importante atividade antioxidante, sendo superior a
todos os antioxidantes de referéncia avaliados no ensaio de DPPH e inferior a
quercitina quando avaliada pelo método do ABTS, e a levodopa em todos os

ensaios realizados.

Nao foram encontrados dados na literatura que fagam a comparacao do
ensaio de redugao do fosmolibdénio com demais ensaios que avaliam a atividade
antioxidante. Conforme descrito por ALONSO et al. (2002), a complexidade

desses ensaios impossibilita este tipo de comparacéo.

SIDDHURAJU e BECKER (2005) explicam que o processamento das
sementes pode reduzir significativamente a concentracdo de fendlicos totais,
fitatos, lectina e outros de seus componentes e que a agua propicia a oxidagao
dos componentes presentes nessas sementes, principalmente o da levodopa,

diminuindo, portanto, sua atividade.

Segundo RAJESHWAR et al. (2005), M. pruriens possui alta capacidade
antioxidante quando comparada a substancias como o acido ascorbico, o alfa-
tocoferol e a quercitina, no entanto, novos estudos devem ser realizados para
que as substancias que proporcionam essa atividade possam ser melhor

identificadas.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo conseguiu reproduzir o modelo animal de
parkinsonismo induzido pela reserpina com suas alteragdes motoras, importantes
para a pesquisa de novos farmacos capazes de prevenir ou alterar a progressao
da doenca de Parkinson. Os resultados apresentados neste trabalho demonstram
que o extrato de semente de M. preuriens utilizado n&o reverte os sintomas do
animal e aumenta seu déficit motor sugerindo que alguma substéancia presente

neste extrato prejudica esta funcgéao.

O extrato de M. pruriens, utilizado no estudo, possui elevado teor de
compostos fendlicos e consequentemente, uma significativa atividade antioxidante.
Essa atividade pode ser verificada pelos ensaios de redu¢cdo do DPPH e formagao
do radical ABTS ao comparar diversas substancias padrao de antioxidantes, como
a vitamina C, BHT, Trolox, entre outras. Entretanto, a atividade antioxidante nao
justifica as superiores respostas em animais com sintomas de parkinsonismo ja
descritas em literatura internacional, uma vez que a levodopa, como composto

fendlico isolado, apresenta superior atividade antioxidante.

A literatura acerca dos métodos para avaliagdo da atividade antioxidante &
falha ao descrever os tipos de substancias que reagem significativamente em cada
teste. As informacgdes por essas repassadas sdo apenas o diluente necessario e a
indicagdo de uso no caso de extratos de plantas, sucos de frutas, substancias

isoladas ou compostos hifrofilicos e lipofilicos.

Avaliando os resultados apresentados, verifica-se a necessidade de um
estudo mais amplo de M. pruriens cultivada no Brasil, para que sejam identificados
0s seus constituintes e consequentes beneficios e danos que o seu consumo pode

acarretar.
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