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Resumo

A doenca de Parkinson (DP) é uma patologia neurodegenerativa caracterizada pela perda progressiva de neur6-
nios dopaminérgicos na substancia negra. Os sinais cardinais da doenga sao bradicinesia, tremor de repouso e
instabilidade postural. E a segunda doenga neurodegenativa mais comum, ap6s a doenga de Alzheimer. Os tra-
tamentos disponiveis sdo apenas sintomaticos, ndo evitando a progressado da doenga, e a L-DOPA, considerada
padréo-ouro, apresenta efeitos colaterais sendo a discinesia um dos mais sérios. Mucuna pruriens é utilizada
na medicina tradicional, principalmente na india, para o tratamento de DP. Essa espécie contém entre os seus
constituintes bioativos a L-DOPA e parece apresentar um potencial discinésico menor do que aquele da L-DOPA
sintética. No presente trabalho, observou-se que a administragdo de L-DOPA durante 14 dias aumenta as con-
centragdes de dopamina no estriato, apds a leséo unilateral por 6-OHDA em ratos. Nas doses usadas (50 e 100
mg/kg, p.o.), equivalentes a 25 e 50 mg/kg de L-DOPA, nenhuma alteragéo foi observada nos niveis de NE,
5-HT ou de seu metabdlito 5-HIAA. Além disso, nenhuma alteragéo significativa foi demonstrada nos parametros
bioquimicos ou hematoldgicos, ap6s administragdo crénica de M. pruriens, nas doses de 250, 500 e 1000 mg/
kg durante 90 dias. Os resultados s&o indicativos de efeitos neuroprotetores e confirmam o potencial benéfico
de M. pruriens no tratamento de DP.
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Abstract

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disease that causes a selective loss of dopaminergic neurons in
the substantia nigra. The cardinal signals of the disease are bradykinesia, resting tremor and postural instability.
It is the second most common neurodegenerative disease, after Alzheimer’s disease, for which there is no
neurorestorative treatment. Mucuna pruriens is used in traditional medicine especially in India to treat PD, since it
is known to contain L-DOPA among other bioactive constituents, still considered a gold-standard for the treatment
of PD. In the present study, we observed that the daily oral administration of the extract of M. pruriens for 14 days
(50 and 100 mg/kg) increases the DA concentrations in the striatum after the unilateral 6-OHDA lesion in rats. At
the doses used, equivalent to 25 and 50 mg/kg synthetic L-DOPA, no changes were observed in striatal contents
of NE, 5-HT or its metabolite 5-HIAA. In addition, no significant alterations were demonstrated in biochemical
or hematological parameters after the extract administration, at the doses of 250, 500 and 1000 mg/kg up to 90
days. Our results point out to a neuroprotective effect and confirm the potential benefit of M. pruriens for the

treatment of PD.

Introducao

A doenga de Parkinson é um disturbio progressivo re-
lacionado com a idade, caracterizado pela degenera-
¢do dos neurdnios nigroestriatais dopaminérgicos do
ganglio basal, que resulta em bradicinesia, tremor de
repouso e rigidez muscular. Apesar da sua etiologia
desconhecida, sabe-se que existe uma destruicéo das
terminagdes dopaminérgicas nigroestriatais, levando
a 80% de redugéo nos niveis de dopamina, quando
entdo os sintomas comegcam a manifestar-se (Deu-
mens, Blokland e Prickaerts, 2002).

O tratamento atual esté restrito ao alivio sintomatico
da doenca, pois ainda n&o existem drogas capazes de
inibir a degeneracao neuronal. O tratamento com levo-
dopa (L-DOPA) ou com drogas agonistas dopaminér-
gicas € inicialmente eficaz, mas, apds seu uso crénico
e com a evolucao da doenga, a terapia dopaminérgica
se torna inviavel (Richardson, Kase e Jenner, 1997).
Tratamentos alternativos tém sido utilizados, usando
outras drogas, como antagonistas de receptores co-
linérgicos muscarinicos ou inibidores da monoamino
oxidase, no entanto, essas tentativas terapéuticas
sdo limitadas. Consequentemente, outras alternativas
para o tratamento da doenca de Parkinson tém sido
pesquisadas, principalmente baseadas em drogas
ndo-dopaminérgicas (Hurley, Mash e Jenner, 2000).
A lesdo nigroestriatal unilateral induzida por 6-OHDA
(6-hidroxidopamina) tem sido largamente usada como
um modelo animal da DP. Agonistas de receptores do-
paminérgicos, agindo nos receptores supersensiveis
do estriato lesionado, induzem comportamento rota-
cional contralateral ao lado lesionado.

A espécie Mucuna pruriens L. € uma planta trepadeira
da familia Fabaceae que ocorre em climas tropicais,
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conhecida popularmente como feijao-mucund, alusédo
ao formato de suas sementes (Corréa, 1984). E uma
leguminosa nativa da india e Antilhas e todas as par-
tes da planta possuem propriedades farmacoldgicas,
sendo assim utilizada como planta medicinal para
o tratamento de varias enfermidades (Vidal e Silva-
-Lépez, 2010). Na india, ha pelo menos 4500 anos,
as sementes de M. pruriens sao utilizadas nos trata-
mentos de DP, diabetes, hipertensao e disturbios se-
xuais (Rathi et al., 2002; Grover, Rathi e Vats, 2002;
Manyam, Dhanasekaran e Hare., 2004a,b). Dentre os
principais constituintes bioativos da planta estao a L-
-DOPA e os alcaldides mucunina, mucunadina, mucu-
adinina, prurienina e nicotina, além de componentes
outros como o beta-sitosterol, glutationa, leucina, aci-
dos vendlico e galico (Vidal e Silva-Lépez, 2010).

Estudos toxicoldgico e farmacoldgico pré-clinicos do
extrato de M. pruriens demonstraram a sua baixa toxi-
cidade (Thipathi e Upadhyay, 2002), bem como a sua
capacidade de aumentar o teor de dopamina no cor-
tex cerebral de ratos (Katzenschlager, Evans e Man-
son, 2004) além de propriedades antidiabética (Rathi
et al., 2002; Grover, Rathi e Vats, 2002) e antioxidante
(Tripathi e Upadhyay, 2002). Estudo clinico mostrou
que o extrato de feijdo-mucuna (HP 200) apresenta
efeitos benéficos na DP, sem efeitos colaterais impor-
tantes (Katzenschlager, Evans e Manson, 2004)

Os objetivos do presente trabalho foram: avaliar os
efeitos da administragéo cronica de extrato de M. pru-
riens sobre os parametros bioquimicos e hematoldgi-
cos e estudar seus possiveis efeitos neuroprotetores
em modelo de DP em ratos (lesdo estriatal unilateral
com 6-OHDA). Ao final do experimento, os animais
foram submetidos a testes comportamentais (com-
portamento rotacional na presenga de apomorfina)
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e sacrificados para a determinagdo de monoaminas
(NE, DA, DOPAC, 5-HT, HVA e 5-HIAA) em nucleo
estriado, por cromatografia em fase liquida de alta efi-
ciéncia (CLAE).

Material e métodos

Drogas e reagentes

A droga em po, preparada a partir de sementes de M.
pruriens, foi fornecida pela empresa PVP S/A (Parna-
iba, Pl) e continha em torno de 50% de L-DOPA. Os
demais reagentes foram de grau analitico, sendo em
sua maioria adquiridos da Sigma-Aldrich (USA).

Animais

Utilizaram-se ratos machos da linhagem Wistar, com
peso variando entre 180 e 220g, provenientes do Bio-
tério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal
do Ceara. Os animais foram mantidos em caixas plas-
ticas (5 a 6 animais por caixa), em ambiente com tem-
peratura controlada, em ciclo claro/escuro de 12 h e
com livre acesso a agua e alimento até o momento
do experimento. Realizaram-se os experimentos de
acordo com o “Guide for the Care and Use of Labo-
ratory Animals from the US Department of Health and
Human Services”.

Toxicologia crénica

Administraram-se diariamente por via oral aos ani-
mais (8 por grupo), mantidos em gaiolas metabdlicas,
doses do extrato de M. pruriens (Ext.MP) variando
entre 250 e 1000 mg/kg, durante 90 dias. Ao grupo
controle foi administrada agua destilada. Os animais
foram pesados semanalmente e, ao final do periodo,
coletaram-se amostras de sangue do plexo retroorbi-
tal para determinagdes dos pardmetros hematologi-
cos e bioquimicos do sangue.

Cirurgia estereotaxica e lesao estriatal com 6-OHDA
Injetaram-se tiopental (30 mg/kg, ip) e hidrato de cloral
(200 mg/kg,ip) aos animais que receberam em segui-
da duas injecdes estereotaxicas (inje¢cdes unilaterais
de 1 pl cada, em um dos lados do corpo estriado direi-
to) de 6-OHDA (dissolvida em salina contendo 0,2%
de acido ascérbico, em uma concentragao final de
12 pl/ml). As injecdes foram processadas de acordo
com as seguintes coordenadas: AP 0,9/1,4, ML 3,8,
DV 3,3, a partir do bregma (Paxinos e Watson, 1986),
usando-se uma seringa Hamilton de 5 pl. A seringa foi
deixada no local de aplicagao por 2 min, para assegu-
rar que seu contetdo foi injetado corretamente (Kim et
al., 1998). Uma hora antes da cirurgia estereotaxica e
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diariamente durante 14 dias, os animais foram admi-
nistrados com o extrato aquoso das sementes de M.
pruriens. Os testes comportamentais e a dissecacao
das aéreas cerebrais foram realizados 24 h apds a
Ultima administracdo da droga.

Dissecacédo das areas cerebrais para determinacgao
de monoaminas por CLAE

ApOGs os testes comportamentais, os animais foram
decapitados com uma guilhotina (Harvard, USA) e os
encéfalos retirados rapidamente e colocados sobre
papel aluminio numa placa de Petri com gelo. Em se-
guida, acompanhando-se a fissura sagital mediana, a
camada cortical cerebral foi liberada das leptomenin-
ges com a ajuda de uma pinca reta de microdisseca-
¢do. Assim, o cortex foi divulsionado delicadamente
em toda a sua extensdo fronto-occipital e rebatido
para os lados, expondo assim parte do corpo estria-
do. O corpo estriado (caudado, putamen e globo pa-
lido) foi entéo isolado das estruturas circunjacentes
por divulsionamento com tesoura de microdisseccao,
sendo sua retirada orientada pelo diametro da porgéao
tuberosa visivel desses nucleos apés o rebatimento
lateral do cortex.

Determinagcdo de monoaminas e metabdlitos

As concentragdes das monoaminas noradrenalina
(NE), dopamina (DA), serotonina (5-HT) e de seus
metabolitos, DOPAC (acido dihidroxifenilacético),
HVA (4cido homovanilico) e 5-HIAA (acido 5-hidroxi-
-indolacético) foram analisadas em homogenatos de
nucleo estriado a 10%, preparados em tampao con-
tendo acido perclérico (0,1 M), apés centrifugagéo. As
amostras (20 pl) foram injetadas em um equipamento
de CLAE (Shimadzu, Japao), utilizando-se para isso
uma coluna CLC-ODS (25cm x 4,6mm, 3 ym d.i.). A
fase movel continha tampé&o acido citrico 0,163 M,
pH 3,0 e acido octanosulfénico sodico 0,69 M (SOS),
como reagente formador do par i6nico, acetonitrila
4% vl/v e tetrahidrofurano 1,7% v/v. NE, DA, DOPAC,
HVA, 5-HT e 5-HIAA foram eletronicamente detecta-
dos, usando-se um detector amperométrico (Modelo
L-ECD, Shimadzu, Japao) pela oxidagdo em eletrodo
de carbono vitreo, fixado em 0,85 V relativamente a
um eletrodo de referéncia de Ag-AgCl.

Anélise estatistica

Para a analise dos paradmetros bioquimicos e hema-
tolégicos, os resultados foram submetidos a Analise
de Variancia (One Way ANOVA) e Student-Newman-
-Keuls como teste post hoc. No caso das determi-
nacdes das concentragbes de monoaminas e me-
tabolitos, utilizou-se o teste t de Student pareado,
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comparando-se o valor do lado lesionado com o do
ndo-lesionado, em cada grupo. Os resultados foram
considerados significantes quando apresentaram um
valor de p < 0,05.

Resultados e Discusséo

A M. pruriens devido ao seu alto teor de L-DOPA é
utilizada em varias partes do mundo, principalmente
na medicina tradicional indiana, no tratamento da DP.
Contudo, sua administracdo prolongada nao parece
estar associada ao aparecimento de discinesia, possi-
velmente por conta de outros componentes bioativos
presentes na planta. Assim, estudo recente (Kasture
et al., 2009) mostrou que a administragdo aguda de
extrato de M. pruriens, na dose de 16 mg/kg (equi-
valente a 2 mg/kg de L-DOPA), antagonizou os dé-
ficits comportamentais induzidos pela administragdo
unilateral de 6-OHDA em roedores. A administracao
subcrénica do extrato, na dose de 48 mg/kg (equiva-
lente a 6 mg/kg de L-DOPA), apresentou um potencial
discinésico menor do que aquele da L-DOPA sintética.
Mais recentemente, outro grupo de pesquisadores
mostrou, em modelo experimental de DP, que a ad-
ministracéo do extrato aquoso de M. pruriens melho-
ra os sintomas do parkinsonismo, com risco reduzido
de discinesias (Lieu et al., 2010). Mostrou-se também
(Pathan et al., 2011) que a droga atenua a discinesia
orofacial induzida por haloperidol em ratos, possivel-
mente devido a sua capacidade sequestradora de ra-
dicais livres.

Os resultados do presente trabalho mostraram que
0 extrato de M. pruriens apresenta efeito neuropro-
tetor no modelo de les&o estriatal com 6-OHDA em
ratos, tendo-se em vista que o percentual de reducao
nos niveis de dopamina (DA) nos grupos controles,
lesionados com 6-OHDA e ndo tratados com o Ext.
MP (45%), foram significativamente mais elevados
do que aqueles observados com o grupo lesionado e
tratado com a maior dose de Ext.MP (23%). Contudo,
enquanto os niveis de DOPAC foram também reduzi-
dos nos grupos lesionados e nao tratados (27%), esse
efeito foi até mais intenso nos grupos lesionados e
tratados com Ext.MP, nas doses de 50 (38%) e 100
mg/kg (41%). Nao houve alteragdo significativa nos
valores de HVA. Em todos os casos, as comparagdes
foram feitas entre os valores obtidos com o ndcleo es-
triado lesionado (ipsilateral) e aquele néo lesionado
(contralateral) de cada animal e de cada grupo.

40

Avaliacdo da Administragéo Cronica de Mucuna Pruriens
sobre Parametros Bioquimicos e Hematologicos e de
seus Efeitos Neuroprotetores, em Modelo de Doenga de
Parkinson

Tabela 1 - Efeito do extrato de sementes de Mucu-
na pruriens (Ext.MP) sobre as concentragdes de
dopamina e de seus metabdlitos em nucleo estria-
do de ratos

Grupo DA DOPAC HVA
Controle L  2443,0+804,0** 1686,0£299,7*  783,855,2
NL  4472,0+630,4 2296,0+237,7 872,2+85,1

(6) (8) (6)
EXtMP50 L 2474,0£774,5* 1566,0£245,9** 514,9+855
NL 4566,0£290,9  2529,0+203,9  691,0+63,1

(©)] (5) M
ExtMP100L 2864,0+206,4* 1631,0+223,9** 693,7+69,3
NL 4225,0+791,6 2752,0+204,2 733,0+35,7

(5) (5) (®
Falso Op.NL  3370,0+863,4 1690,0+234,0 698,7+105,5
NL 2950,0+288,1 1839,0+255,6  756,6+54,1

) ) 4)

Os valores sdo médias + EPM do nimero de animais em parénteses.
L = lado (nucleo estriado) lesionado com 6-OHDA; NL = contralate-
ral, ndo lesionado. Ext.MP 50 e 100 representam o0s grupos tratados
com 50 e 100 mg/kg, v.0., do extrato das sementes de M. pruriens.
*p<0,05, comparado ao lado néo lesionado; **p<0,01, comparado ao
lado néo lesionado.

Manyam e colaboradores (2004a) mostraram em ra-
tos submetidos a leséo nigroestriatal com 6-OHDA e
sob administracéo durante 52 semanas de formulacédo
a base do endocarpo de M. pruriens (HP-200), nas
doses de 2,5, 5 e 10 g/kg, efeito significativo nas con-
centragdes corticais de dopamina. Contudo, nenhuma
alteragéo foi observada nos teores de L-DOPA, nore-
pinefrina, serotonina ou dopamina e seus metabdlitos
HVA, DOPAC e 5-HIAA, no trato nigroestriatal. E pos-
sivel que os constituintes quimicos presentes nesse
extrato sejam diferentes daqueles presentes no extra-
to preparado com os cotiledéneos. Assim, em outro
estudo (Mayam et al., 2004b) avaliou-se a atividade
neuroprotetora de extrato preparado com cotiledéne-
os de M. pruriens, no modelo de DP em ratos (leséo
nigroestriaral por 6-OHDA), mostrando que a droga
aumentou de modo significativo as concentragdes
de L-DOPA, dopamina, norepinefrina e serotonina na
substancia negra. A droga aumentou também a ativi-
dade do complexo 1 mitocondrial no cérebro, conside-
rada reduzida neste modelo de DP, porém nao afetou
in vitro a atividade da monoamino oxidase (MAO).
Segundo estes autores, NADH e Coenzima Q-10 que
também apresentam efeitos benéficos na DP e que
ocorrem nas sementes de M. pruriens, podem ter con-
tribuido para os efeitos da droga.

Nossos resultados mostraram também que, ao con-
trario daqueles demonstrados em outros estudos
(Mayam et al., 2004a,b) ndo houve nenhuma alte-
racdo nos niveis de norepinefrina, serotonina ou no
metabdlito desta, 5-HIAA, apds a administracdo do
extrato de M. pruriens. Como a nossa preparagao cor-
responde a 50% de L-DOPA, as doses utilizadas no
presente trabalho séo, portanto, equivalentes a 25 e
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50 mg/kg de L-DOPA. E possivel que alteragdes mais
intensas possam ser observadas com doses maiores.

Tabela 2 - Efeito do extrato de sementes de M. pru-
riens (Ext.MP) sobre as concentracGes de nora-
drenalina e de 5-HT e seu metabdlito (5-HIAA) em
nucleo estriado de ratos

Grupo NE 5-HT 5-HIAA
Controle L 595,1+36,7 207,2+489 2753+447
NL 5313+159,0 1925%405 207,1%235
©) (11) (1)
ExtMP50L 333,9%651 1002+319 51821931
NL 3503623 166,1+74,9 5543+845
(6) (©) ®
ExtMP100L 154,0+517 6669+84,8 314,8,7+809
NL 156,8+780 5029+725 266,6+473
(®) U] ®)
Falso Op.NL 6853+57,9 366,7+52,6 260,9+279
NL 4792+1056 3751+610 2094 +36,6

4 4 4
Os valores séo médias + EPM do nimero de animais em parénteses.
L = lado (nucleo estriado) lesionado com 6-OHDA; NL = contralateral,
nédo lesionado. Ext.MP 50 e 100 representam os grupos tratados com
50 e 100 mg/kg, v.0., da fragdo rica em L-DOPA (FRL), respectivamente.

Além disso, a administragdo crénica por via oral, du-
rante 90 dias, de doses elevadas (250, 500 e 1000
mg/kg) do extrato de M. pruriens, ndo apresentou
nenhuma alteracdo significativa nos parédmetros bio-
guimicos ou hematolégicos, com relagdo aos valores
observados para os grupos controles (administrados
com é&gua destilada) ou com relagéo aos valores de
referéncia para a espécie animal estudada. Além
disso, ndo houve alteragéo ponderal significativa em
nenhum dos grupos controles ou tratados durante o
periodo de experimentagdo (dados ndo mostrados).

Tabela 3 — Efeito do tratamento por 90 dias com ex-
trato seco obtido das sementes de M. pruriens (MP)
nos parametros bioquimicos do sangue de ratos

A Ext.MP
Parametro EXtMP  ExtMP
90 Controle o5 mgikg 500 mglkg 100|?gmg/
Glicose 11,0477 1153+7,6 973469 1250471
(mg/dL)
Ure';_gmgl 62,042,0 685+22 657+25 69,724
Cr?ﬁ}'[‘)'”a 064+002 07+0,01 0,64+0,02 0,68+ 0,03
Colesterol 76 /. 13 667+22 666427 604431
(mg/dL)
HDL(mgdL) 69,6 +3,3 63,5+33 714+61 743%39
Triglicérides o5 4 4 150 950+101 992+93 96,6+7,9
(mg/dL)
ASTITGO 65 44+79 1085487 967+7,1 8L7+45
(UIL)
AL(L//TL();P 21,8+25 230+18 206+11 19213

Os valores sdo médias + EPM de 8 animais por grupo. Ext.MP250,
Ext.MP500 e Ext.MP1000 representam os grupos administrados dia-
riamente com 250, 500 e 1000 mg/kg, v.o., do extrato das sementes
de M. pruriens, respectivamente.
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Tabela 4 - Efeito do tratamento por 90 dias com
extrato seco obtido das sementes de Mucuna pru-
riens (MP) nos parametros hematoldgicos do san-
gue de ratos

3 Ext.MP
Parametro Ext.MP Ext.MP
90 Controle 250mgkg 500 mgkg 100I£)gmg/
HEd'\f)(gl 8,97+0,1 84+02 80+03 87zx01
HC;'E)(Q/ 159+03 153+0,3 149+0,3 154+0,2
HTC (%) 46,1+0,8 435+07 426+07 441204
VCM (fL) 513+03 51,8406 53409 50404
e 17,7+0,1 182+0,2 187%02 17,6%0,2
(g/dL)
CHCM * 344+02 352+01 350+03 348+03
(g/dL)
RDW (%) 151%02 180%19 18112 193%23
LEL:lSOS/ 106+06 124%08 10,7+05 105+0,5
NEU
(103/uL) 2304 25:04  19:04 17202
LIN
(103uL) 304 90%06 75:05 7605
MON
(103/u1) ©68+02 061:02 04101 046%0,1
EOS
(103/uL) 016004 0,19+005 025:005 010003
BAS
(103/pLy ©19%02 002£002 06305 043019
PLT
(103/u) 783455 891057 1014505 909 49,3

Os valores sdo médias + EPM de 8 animais por grupo. ExtMP 250, Ext.
MP 500 e Ext.MP 1000 representam os grupos tratados com 250, 500 e
1000 mg/kg, v.0., do extrato das sementes de M. pruriens, respectivamente.

Estes resultados experimentais foram corroborados
em estudo clinico envolvendo portadores de DP, trata-
dos com doses diarias em torno de 45 g (equivalentes
a 1,5 g de L-DOPA) de extrato de sementes de M.
pruriens e que demonstraram uma melhora significati-
va (Manyam, 1990; Hussain e Manyam, 1997). Outro
estudo clinico duplo cego, aleatério e controlado, com
oito pacientes com DP (Katzenschlager, Evans e Man-
son, 2004), mostrou que doses de 15 e 30 g de extrato
seco de sementes de M. pruriens administradas aos
pacientes oferecem vantagens, sem maior incidéncia
de discinesias, com relacéo a preparagdes conven-
cionais de L-DOPA, quando do manejo prolongado de
DP. Por outro lado, sabe-se também que esta droga
induz a ativagdo das caspases e 0 aumento de oxigé-
nio cerebral, levando a peroxidacgéo lipidica, danos ao
DNA e morte neuronal (Spencer et al., 2002).

Conclusodes

A tolerancia dos portadores de DP ao tratamento com
M. pruriens, associada a seguranca € menor incidén-
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cia de discinesias, efeito adverso mais importante da
administragao prolongada de L-DOPA, sé&o fatores que
favorecem a utilizagéo dos extratos de M. pruriens re-
lativamente as preparagdes convencionais de L-DOPA
(Rajeshwar, Gupta e Mazumder, 2005; Tharakan et
al., 2007). Assim, as evidéncias da literatura reforcam
o0 beneficio dos extratos secos de M. pruriens para a
restauracao funcional dos neurbnios dopaminérgicos
degenerados na substancia negra, em portadores de
DP, e enfatizam a droga como excelente opgao tera-
péutica para o tratamento desta patologia.
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