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RESUMO
As sementes de Mucuna pruriens contém o composto bioativo L-dopa (precursor do
neurdnio dopamina), um constituinte fendlico que confere diversas propriedades
alopaticas a esta espécie, especialmente para o tratamento da doenca de Parkinson. Neste
estudo, avaliou-se o efeito da extragdo supercritica sobre o teor de L-dopa do extrato de
Mucuna pruriens testados em modelos animais da doenca de Parkinson. A obtencdo de
extratos de Mucuna pruriens foi realizada por extracdo supercritica associando diéxido
de carbono a etanol como co-solvente polar. Os testes foram realizados a temperaturas de
40 e 60°C e pressoes de 150, 250 e 350 bar. Os rendimentos variam de 2,56% a 3,70%,
onde o menor rendimento foi da condicdo de 40°C, 150 bar e 860,8 kg/m3 e o rendimento
méaximo de extrato foi obtido na condi¢do a 60°C, 350 bar e densidade igual a 912,8
kg/m3. A analise de compostos fendlicos foi realizada na amostra in natura, nas tortas pos-
extracdo e nos extratos. O total de compostos fendlicos presentes na amostra in natura foi
de 45,20 mg AG/g. A torta com menor quantidade de compostos fenolicos foi a resultante
da extracdo de 40°C e 350 bar (55,04 mg AG/g) e o maior resultado foi encontrado na
torta de 60°C e 150 bar (62,50 mg AG/g). O extrato com menor teor de compostos
fendlicos (55,58 mg AG/g extrato) foi obtido com 40° C a 150 bar, enquanto que a melhor
condicdo de operacdo de extracdo em termos de conteudo fendlico foi 60° C a 350 bar
(82,25 mg AG/g extrato). Os menores teores de compostos fenolicos da torta pos-extracdo
e 0s maiores teores dos extratos foram obtidos nas condi¢Ges de maiores rendimentos
maéssicos de extracdo, indicando que o processo de extracdo influenciou positivamente
neste parametro. A analise HPLC comprovou a presenca do composto L-dopa nas
sementes in natura, nas tortas pds extracdo e nos extratos obtidos das extracdes
supercriticas. A extracdo supercritica aumentou o contetdo desse composto bioativo nas
tortas pds-extracdo, devido a extracdo de outros compostos que aumentou a sua
concentracdo. A torta resultante da condicdo de 40°C e 250 bar foi a que apresentou
menor teor de L-dopa com 29,66 mg/g e os maiores teores de L-dopa foram detectados
nas condic¢des de 60°C e 150bar, com 35,83 mg/g. A extracdo de L-dopa foi melhor pelas
condigdes de 40 e 60°C e 350 bar, com 0,43 e 0,41 mg/g de extrato. Os testes in vivo
simulando as desabilidades motoras promovidas pela redugdo de dopamina estriatal
presentes na doenca de Parkinson, comparando os tratamentos feitos com L-dopa
artificial e L-dopa natural de Mucuna. Os resultados mostraram que, apesar de o
tratamento com Levodopa comercial surtir maiores resultados, houve uma melhora

motora e de equilibrio nos testes de grade vertical e campo aberto, comprovaram que o



extrato obtido por extracdo com fluido supercritico teve um efeito positivo sobre os

modelos animais de doenca de Parkinson.
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1 INTRODUCAO

Mucuna pruriens € uma planta da familia Febaceae oriunda de regides tropicais e
subtropicais da Asia, mas também é amplamente distribuida na Africa e nas Américas,
sendo cultivada no Brasil principalmente nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste.
Algumas espécies desse género sdo utilizadas ha muito tempo para o tratamento de
doengas por possuir valiosas propriedades medicinais (DAHOUDA et al., 2009;
LONGHI et al., 2011; MAJEKODUNMI et al., 2011; RAINA e KHATRI, 2011,
CASSANI et al., 2016).

Estudos sugerem que as propriedades de Mucuna pruriens podem trazer
beneficios a salde, principalmente em relagdo a doengas neurodegenerativas, como € o
caso da doenca de Parkinson, uma disfuncdo neuroldgica cronica causada por uma
progressiva degeneracdo dos neur6nios dopaminérgicos que afeta principalmente as
funcdes motoras, causando uma série de prejuizos a saude. No passado, esta sindrome ja
era tratada com medicamentos ayurvédicos (medicina tradicional indiana) obtidos de
produtos naturais, como as sementes de Mucuna devido & sua possivel agdo sobre o
sistema nervoso central, por conter em suas folhas, raizes e sementes, um composto
bioativo, 0 aminoéacido L-dopa (L-3,4-dihidroxifenilalanina), relatado como um potente
precursor de um importante neurotransmissor cerebral, a dopamina (NISHIHARA et al.,
2005; RAJESHWAR, et al., 2005; KOSTRZEWA et al., 2005; RANDHIR, et al., 2006;
SATHIYANARAYANAN et al., 2007; SRIDHAR et al., 2007; NAGATSUA et al.,
2009; OVALLATH e DEEPA, 2013; JANSEN et al., 2014; ABUSHOUK et al., 2017;
GANDHI e VAIDYA, 2017).

A extracdo € um passo importante envolvido na recuperacdo de compontos
bioativos de materiais vegetais e vem ganhando destaque em virtude do interesse por
produtos naturais nas mais variadas industrias, principalmente farmacéutica e alimenticia,
visando agregar valor aos produtos elaborados, gerando a necessidade de técnicas de
extracdo com maiores rendimentos e boa qualidade do produto obtido. Dentre os métodos
convencionais que podem ser aplicados para extracdo de compostos, destaca-se a extragdo
com fluido supercritico, uma operacgdo unitéria, onde sdo empregados solventes acima de
seus pontos criticos para extrair componentes sollveis de uma mistura, permitindo uma
eficiente remocéo das substancias de interesse (CARVALHO JR et al., 2005; HERRERO
etal., 2013; FERREIRA et al., 2013, GALLEGO, BUENO e HERRERO, 2019).
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O dioxido de carbono é o solvente mais utilizado na extracdo em condicdes
supercriticas, ideal para aplicagdo em produtos naturais. Suas caracteristicas o classificam
como uma substancia apolar, logo, é principalmente usado para extrair compostos
apolares. No entanto, compostos polares, como L-dopa, apresentam solubilidade reduzida
no CO; supercritico e a elevada seletividade desse solvente em estado supercritico torna
necessaria a adicdo de um cossolvente polar (ROSA et al., 2009; HUISDEN et al., 2010;
GARCIA et al., 2013; PEREIRA et al., 2016). Para tal, a polaridade do CO; pode ser
melhorada através da associagdo com etanol, que € considerado um solvente polar de
qualidade alimentar, sendo mencionado também como um "solvente verde" (OSORIO-
TOBON & MEIRELES, 2014).

Estudos cientificos ja atestaram que o extrato natural de Mucuna é mais potente
que a L-dopa sintética e diversas técnicas para extrair este composto a partir desta espécie
ja foram testadas para a preparacao de formulacGes farmacéuticas para o tratamento da
doenca de Parkinson registrando resultados positivos. Sendo assim, a terapia baseada em
sementes de Mucuna pode se tornar uma alternativa viavel aos medicamentos com L-
dopa artificial. Contudo, a desvantagem do tratamento utilizando o pd das sementes de
Mucuna e dos extratos obtidos de maneira mais rustica é a necessidade de consumir
grande volume de massa para obter-se niveis suficientes de L-dopa, causando efeitos
colaterais indesejaveis. A fim de driblar esta inconveniéncia, sugere-se a aplicacdo da
técnica de extracdo com fluido supercritico para remoc¢do mais eficiente do composto de
interesse, variando e facilitando a maneira de ser aplicado para o tratamento de Doenca
de Parkinson (KASTURE et al., 2009; LIEU et al., 2012b; YADAV et al., 2014).

Embora ja existam extensas publicacfes de pesquisa na literatura sobre obtencéo,
caracterizagdo e atividades farmacoldgicas dos extratos de semente de Mucuna pruriens,
ainda faltam estudos voltados para a otimizacdo de extracdo utilizando a técnica de

extracao supercritica.
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2 OBEJETIVO
2.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito da extracdo supercritica com cossolevente sobre o teor de L-dopa

do extrato de Mucuna pruriens testados em modelos animais da doenga de Parkinson.

2.1.1 Objetivos especificos

» Obter de extratos a partir das sementes de Mucuna pruriens aplicando solvente
supercritico (CO.) e cossolvente (etanol);

> Determinar o contelldo de compostos fendlicos totais da amostra in natura, das
tortas pos-extracdo e dos extratos obtidos das extracdes com fluido supercritico;

» Quantificar o composto L-dopa da amostra in natura, das tortas pos-extracéo e
dos extratos obtidos das extracdes com fluido supercritico;

» Determinar os melhores parametros de extracdo com base no maior contetdo de
L-Dopa no extrato obtido via fluido supercritico;

> Avaliar o efeito do composto L-dopa presente extrato supercritico de Mucuna

pruriens em teste de inducdo da doenca de Parkinson (teste in vivo).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Mucuna pruriens

A espécie Mucuna pruriens (L.) Dc. pertence da familia Fabaceae, que cresce
espontaneamente no ambiente tropical e areas subtropicais do mundo, especialmente
india e Asia, mas também na América do Sul (UMOREN et al., 2008; HUISDEN et al.,
2010; RAINA e KHATRI, 2011; PATIL et al., 2015; CASSANI et al., 2016). No Brasil,
0s graos sao cultivados principalmente nas regides Nordeste e Centro-Oeste e tém valor
comercial para a agricultura autossustentavel de pequenos agricultores (NWAOGUIKPE,
BRAIDE e UJIOWUNDU, 2011). Dependendo da regido é conhecida popularmente como
Mucuna preta, mucuna-and, mucuna rajada, feijao-veludo, feijdo-de-bufalo, feijdo-
cabeludo-da india, feijdo-de-gado, entre outros, devido a sua semelhanca estética com o
feijdo (RAJESHWAR et al., 2005; PUGALENTHI, VADIVEL e SIDDHURAJU, 2005;
AERON et al., 2012, PATIL et al., 2015).

Mucuna é uma leguminosa anual ou bianual, cultivada da primavera até o outono,
podendo ser intercalada com outras culturas, afim de aumentar a produtividade,
diminuindo a infestac&o de plantas daninhas e de pragas. E uma trepadeira, de porte baixo,
com galhos longos e finos e inflorescéncias de racemos, com flores com colocagdo do
branco ao roxo escuro que pendem em longos cachos. A planta produz vagens que sao
cobertas com pelos laranja-avermelhado, que, quando entram em contato com a pele,
causa intensa irritacdo e coceira e, as vezes, lesbes cutaneas como alergias e inchaco
devido a presenca de um fitoquimico conhecido como mucunaina e no seu interior
encontram-se as sementes, como ilustrado na Figura 1. Esta espécie se desenvolve melhor
em condigdes quentes e Umidas, por serem sensiveis as geadas e crescer mal em solos
frios e umidos. Contudo, é bastante resistente a uma série de estresses abioticos, como
seca, baixa fertilidade e alta acidez do solo (FAROOQ et al., 2011; LAMPARIELLO et
al., 2012; RAINA, TOMAR, DUTTA, 2012; CASSANI et al., 2016).
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Figura 1: Mucuna pru'iens
Fonte: BRSEEDS

A espécie Mucuna é relevante para a producédo agricola por possuir caracteristicas
agrondmicas desejaveis, como rapido crescimento, que garante grande producéo de massa
verde e algumas espécies podem evitar a multiplicacdo de nematoides (vermes parasitas)
no solo, visto que as raizes dessa planta sdo bastante resistentes, diminuindo a populagdo
dessa praga no terreno. Por este motivo, no Brasil, tem sido cultivada para adubacéo verde
em solos arenosos pobres e para a alimentagdo animal, pois seus gréos triturados
constituem um rico suplemento proteico (GONZALEZ et al., 2008; DAHOUDA et al.,
2009; FAROOQ et al., 2011; AERON et al., 2012; SHAVE, TER-RUMUM E ENOCH,
2012). Apesar de seu potencial, as sementes de Mucuna continuam sendo uma cultura
alimentar pouco utilizada na alimentagdo humana e até mesmo para ragéo animal devido
a presenca de compostos antinutricionais, incluindo alguns grupos fendlicos, taninos,
lectinas, acido fitico e inibidores da tripsina, por exemplo, que podem afetar de maneira
negativa o sistema gastrointestinal. Na india, as sementes maduras s&o tradicionalmente
consumidas por grupos étnicos aplicando métodos simples de processamento das
sementes como imersdo, cozimento, descascamento, secagem e moagem que causam
reducdo significativa desses compostos indesejaveis, possibilitando seu uso como
ingredientes em varias preparac@es, mas que podem afetar de maneira negativa a
aceitacdo sensorial devido a alteracdo de sabor (BHAT, SRIDHAR, TOMITA-
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YOKOTANI, 2007; BETANCUR-ANCONA et al, 2008; GURUMOORTHI,
JANARDHANAN e MYHRMAN, 2008; CHIKAGWA-MALUNGA et al.,2009; KALA
e MOHAN, 2012; VADIVEL e BIESALSKI, 2012; NGATCHIC et al., 2013).

Embora todas as partes da planta possuam propriedades medicinais, grande
importancia foi atribuida as sementes que contém significativas concentracdes de
compostos bioativos, macro e microconstituintes importantes que as tornam uma fonte
nutritiva viavel, como proteinas, carboidratos, gorduras e fibras, bem como um perfil de
aminoacidos muito rico. Além de inimeras substancias quimicas como minerais,
compostos fendlicos, taninos, acido fitico, acidos graxos, alcaloides e vitaminas, sendo a
L-dopa o constituinte fenolico de maior concentracdo que confere diversas propriedades
alopaticas a esta espécie. Essas substancias (e outras ainda ndo identificadas) podem
conferir maior propriedade terapéutica as sementes de Mucuna, talvez potencializando
os efeitos da levodopa, adicionando algum tipo de agonismo ou até mesmo estendendo
seus efeitos, melhorando a eficiéncia metabdlica (ADEBOWALE et al., 2005;
SATHIYANARAYANA e ARULMOZHI, 2007; PUGALENTHI, VADIVEL e
SIDDHURAJU, 2007; NATARAJAN, NARAYANAN e RAVICHANDRAN, 2012;
OJIAKO et al., 2012; KASTURE, MAHALAXMI MOHAN e KASTURE, 2013;
CASSANI et al., 2016).

O composto L-dopa € encontrado nas sementes de diversas familias de plantas,
usado para tratar distirbios neuronais como Doenca de Parkinson. Contudo, a espécie
Mucuna pruriens, que ja era bastante usada na medicina Ayurveda, o antigo sistema
médico da India para combater doencas e é a Uinica semente encontrada até hoje com teor
de L-dopa suficiente para garantir uma possivel producdo comercial (GAUTAM,
CHANDEL e AZMI, 2012; OVALLATH e DEEPA, 2013, JASEN et al., 2014; GANDHI
e VAIDYA, 2017). Além de ser usada para o tratamento de doenca de Parkinson, a
espécie Mucuna também melhora a adaptacdo e regeneracdo dos tecidos em geral,
aumenta o hormonio do crescimento, possui efeito anabdlico e aumenta a massa
muscular. Melhora a qualidade do sémen, dos espermatozoides e aumenta a libido ou
impulso sexual em homens e mulheres devido ao seu efeito indutor de dopamina. Tem
efeito positivo sobre diabéticos e pessoas com colesterol alto. Favorece as funcdes
protetoras do figado, protege o estbmago de lesbes na mucosa gastrica, aumenta o
peristaltismo intestinal e tem um bom efeito sobre a constipagdo, comum em pacientes

com doenca de Parkinson. Age contra picadas de cobra, porque é pro-coagulante e previne
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a depressdo cardiorrespiratoria induzida por veneno. Além das propriedades
antioxidantes, relacionadas principalmente a presenca do composto L-dopa, que podem
trazer beneficios a saude, como tratamento para diferentes doencas mediadas por radicais
livres, relacionadas ao envelhecimento, principalmente em relagdo as diversas doencas
neurodegenerativas, uma vez que o cérebro possui uma alta sensibilidade aos danos
oxidativos (KRISHNAIAH, SARBATLY, NITHYANANDAM, 2010;
MAJEKODUNMI et al., 2011; DHARMARAJAN e ARUMUGAM, 2012; SURESH e
PRAKASH 2012; GOLBABAPOUR et al., 2013; YADAYV et al., 2013; OBOGWU,
AKINDELE e ADEYEMI, 2014; YADAV et al., 2014). Recentemente, o efeito do
extrato de Mucuna pruriens obtido via didéxido de carbono supercritico foi avaliado no
crescimento tumoral em ratos, indicando que o extrato inibiu o crescimento e

desenvolvimento de cancer cerebral (CUNHA et al., 2018).

3.2 Composto L-dopa

Os compostos fenolicos sdo classificados com um grupo variado de substancias
que apresentam como caracteristica comum a presenca de pelo menos um anel aromético
em que no minimo um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila livre ou
outra funcdo derivada (éster ou heterosideo) (CARVALHO et al., 2016). Possuem
diversos efeitos benéficos a satide humana devido, principalmente, as funcées bioldgicas,
incluindo capacidade antioxidante, evitando danos ao organismo humano e prevenindo
patologias através de diferentes mecanismos (LEOPOLDINI et al., 2011; CAROCHO E
FERREIRA, 2013). S&o compostos com grande aplicacao industrial e por esta razéo séo
amplamente estudados para identificar, quantificar e isolar a partir de espécies vegetais
(IGNAT et al., 2011, THOMAS-BARBERAM e ANDRES-LACUEVA, 2012).

O interesse sobre as substancias presentes nas sementes de Mucuna pruriens esta
principalmente relacionado as suas possiveis a¢Ges sobre o sistema nervoso central
(SNC), por conter em suas folhas, sementes e raizes o composto fendlico L-dopa ou
Levodopa (L- 3,4-dihidroxifenilalanina), um amino&cido nao proteico incomum presente
em Vvérias leguminosas e ndo sintetizada no corpo do animal (Figura 2). Em 1937, a
levodopa foi isolada das sementes de Mucuna e sua concentracdo foi estimada em
aproximadamente 4-6% e desde entdo a demanda por este agente alelopatico vem
crescendo continuamente (DAMODARAN e RAMASWAMY, 1973; MANYAM et al.,
2004; MANYAM et al.,, 2005; MELO et al.,, 2005; SATHIYANARAYANAN e
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ARULMOZHI, 2007; CHIKAGWA-MALUNGA et al, 2009; KASTURE,
MAHALAXMI MOHAN e KASTURE, 2013; OVALLATH e DEEPA, 2013).
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Figura 2: Estrutura L-dopa

Este composto é o precursor de um importante neurotransmissor, a dopamina,
metabolizada nos tecidos cerebrais por processos de descarboxilagdo pela acdo de uma
enzima chamada dopa-descarboxilase (DDC), conforme a Figura 3, em seguida é
transportada atraves dos tecidos cerebrais para o sistema nervoso central (SIMUNI et al.,
2008; SURWASE et al., 2010; RODRIGUEZ et al., 2013). Por este motivo a L-dopa € o
farmaco mais utilizado para o tratamento da doenca de Parkinson, relacionado a
deficiéncia de dopamina no cérebro (JANSEN et al., 2014; CASSANI et al., 2016).
Ademais, também é precursor dos hormonios adrenalina (espinefrina) e noradrealina
(erepiefrina) (SIMUNI e HURTIG, 2008; VILHENA et al, 2014).

(0]

HO HO NH,
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L-Dopa Dopamina
Figura 3: Esquema da metabolizacédo de L-dopa em humanos
Legenda: DDC- dopa descarboxilase

A estrutura da molécula influencia diretamente na sua acédo, visto que compostos
com estereocentros (carbono assimétrico) podem apresentar efeitos farmacoldgicos
diferentes. A dopa apresenta dois enantiémeros (moléculas que sdo imagens no espelho
uma da outra e ndo sdo sobreponiveis, nem por rotacdo, nem por translacdo): a L-dopa
(&cido (S)-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil) e a D-dopa (acido (R)-2-amino-3-(3,4-
diidroxifenil), representados na Figura 4. Alguns trabalhos, testados in vivo, relatam que
a D-Dopa produziu efeito positivo similar ao alcangado pela L-dopa em relagdo ao
tratamento da DP. Todavia, os efeitos colaterais indesejaveis foram mais frequentes com
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a D-dopa, por isso a necessidade de o medicamento conter especificamente 0 composto
L-Dopa (BLANCO, 2003; WU, 2006).

HO
OH

NH,

HO

L-Dopa D-Dopa
Figura 4: Enantidmeros da dopa

Variacdo nas atividades biologicas dos extratos obtido de sementes de Mucuna a
partir de diferentes técnicas de extracdo ja foram anteriormente relatados, portanto, a
selecdo do método de extracdo adequado € importante para obter os extratos com elevadas
atividades farmacologicas. O processo de extracdo deve levar em consideracdo as
condicdes de oxidacdo do composto L-dopa que dependente do pH (em condi¢Ges acidas
0 composto é relativamente estavel, enquanto que em solucdo basica a oxidagédo ocorre
mais rapidamente), da temperatura (faixa de degradacéao entre 70-100°C), além de oxidar-
se facilmente na presenca de solventes toxicos. Por este motivo, a extracdo envolvendo
solventes supercriticos mostra-se uma boa alternativa para a aplicacdo nas sementes de
Mucuna, visto que evita a degradacdo de produtos importantes (ADEBOWALE et al.,
2005; GARCIA-RISCO et al., 2011; GARCIA et al., 2012).

A otimizacdo do processo de extracdo de levodopa e sua quantificacdo sdo
importantes para evitar a ingestao de quantidades excessivas que podem levar a uma série
de reacGes adversas e indesejaveis nos pacientes. Atualmente, medicamentos a base de I-
dopa vém sendo usados sem controle muito rigoroso, pois é considerado relativamente
seguro (embora haja riscos se mal utilizado), visto que a maioria das formulacdes
vendidas contém doses muito baixas do composto, consumidas como uma espécie de
suplemento dietético. No entanto, o composto L-dopa também pode ser considerado um
agente téxico quando consumidos de maneira inadequada e nem 0s pacientes nem 0s
médicos tém ideias totalmente claras sobre essa planta, seus componentes (L-dopa e
outros), as proporcBes nas quais sdo absorvidas ou como administra-la. Em altas
concentracGes a dose é perigosa, podendo causar um aumento da concentracdo de
dopamina nos tecidos periféricos, induzindo efeitos anti-fisiol6gicos como néusea,

vomito, anorexia, delirios entre outros (CILIA et al., 2018).
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3.3 Doenca de Parkinson

A Doenca de Parkinson é classificada como uma desordem neuroldgica
degenerativa progressiva do sistema nervoso central relacionado a idade causada pela
reducdo significativa nos niveis de dopamina. Se inicia a partir de um processo de
degeneracdo de neurdnios na substancia negra mesencefalica, com consequente perda de
funcdo da via dopaminérgica nigroestriatal, diminuindo a neurotransmissdo
dopaminérgica para o corpo estriado. Atinge principalmente o sistema motor, causando
danos a salde como: reducdo da expressdo facial, postura curvada, lentiddo da
movimentacao voluntéria, tremor ondulante em repouso, rigidez muscular e deficiéncia
do equilibrio postural. Contudo, ndo apenas o sistema nervoso é afetado, mas também
outras areas cerebrais sdo atingidas com a doenca de Parkinson. Alguns fatores tém um
papel critico no desenvolvimento e na progressao da doenca de Parkinson, como a idade
e predisposicdo genética (RASCOL et al., 2011; OVALLATH e DEEPA, 2013; YADAV
etal. 2013; ABUSHOUK et al., 2017 CARRETE, 2017).

Evidéncias sugerem que a patogénese da doenca de Parkinson deve-se
possivelmente ao estresse oxidativo e proteolitico elevados e a neuroinflamacdo que
ocorrem normalmente em neurdnios nigrosos que podem ser responsaveis pela
degeneracdo dopaminérgica. Bem como pela formacéo de inclusdes, caracterizadas pelo
acumulo irregular de proteina e pelo desenvolvimento de proteinas malformadas em um
compartimento especifico de neurdnios, gerando respostas celulares ao estresse iniciado
na presenca destas proteinas contra o acumulo toxico, podendo levar a morte celular. A
disfuncdo mitocondrial também pode desempenhar papéis importantes na degeneragédo
neuronal dopamineérgica por acdo de neurotoxinas que inibem a atividade do complexo
mitocondrial. No entanto, estudos discutem também o papel dos agentes toxico
ambientais, como a exposicdo a pesticidas, fungicidas, toxinas, excesso de ferro, entre
outros, que podem causar lesdes na substancia negra compacta, uma por¢édo heterogénea
do mesencefalo responséavel pela producédo de dopamina no cérebro, induzindo alguns
genes ou inibindo outros que contribuem na progressdo da doenca atraves de cascata de
neuroinflamacéo. Além do mais, a sindrome pode ser induzida por drogas que afetam o
sistema nervoso central, principalmente os antagonistas da dopamina (RAO et al., 2006;
BERRY, VECCHIA e LA NICOTERA, 2010; STOWE et al., 2010; COOK, STETLER
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e PETRUCELLI, 2012; DEXTER et al., 2013; ESSA et al., 2014; TAPIAS et al., 2014,
HU e GUANGHUI, 2016; JOERS et al, 2016).

A dopamina é um hormdnio e neurotransmissor encontrado no cérebro tanto no
sistema nervoso central quanto no periférico e pode ser sintetizada naturalmente pelas
células por vias diferentes, sendo a principal delas a partir do aminoécido tirosina.
Inicialmente a L-dopa é produzida por hidroxilagdo da tirosina, catalisada pela enzima
tirosina hidroxilase. Em seguida, a L-dopa € descarboxilada pela enzima descarboxilase
para formar a dopamina, conforme a Figura 5, que esquematiza a producédo de dopamina
no sistema nervoso central de individuos considerados saudaveis. O conteldo de
dopamina no tecido cerebral € reduzido devido ao blogueio da converséao de tirosina em
L-dopa, caracterizando a DP. E s0 é retomado, quando a L-dopa é administrada por vias
externas. A perda progressiva de neurénios dopaminérgicos € normal em decorréncia da
idade, mas a maioria das pessoas ndo chega a perder entre 80 e 90% destes neur6nios,
quantidade necesséria para os sintomas comecarem a manifestar-se, podendo levar a
morte se ndo for tratada corretamente (MANYAM et al., 2004; NAGATSUA et al., 2009;
MEISER, WEINDL e HILLER, 2013). Porter et al., 2010, descreveu que a doenca de
Parkinson atingia mais de quatro milhdes de pessoas em todo o mundo e que
possivelmente esses numeros devem dobrar até 2040, com o aumento da populacéo de

idosos no mundo.
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Figura 5: Metabolizacdo normal de dopamina no sistema nervoso central.

Até o presente momento ndo € possivel curar, estagnar ou prevenir a doenca de
Parkinson, pois ainda ndo existem drogas capazes de impedir a degeneracao neuronal. Os
principais tratamentos aplicados visam diminuir os sintomas da doencga através de terapia
farmacoldgica e cirurgica (Ultima alternativa) (CHANA et al., 2009; RASCOL et al.,
2011). Antigamente, na medicina Ayurveda, esta doenca era tratada naturalmente com
levodopa, obtida por esmagamento das sementes de Mucuna, administrada como bebida
aos pacientes que apresentavam melhoras nos sintomas da doencga sem sintomas adversos
significativos. Em 1978, uma publicacdo afirmou que a doenca de Parkinson poderia ser

tratada com extratos de Mucuna pruriens, que contém levodopa natural e é tolerada
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melhor que a versdo sintética e estudos pré-clinicos e clinicos sugeriram que o extrato em
po de MP poderia ser usado para melhorar o parkinsonismo com um perfil de seguranca
favoravel (VAIDYA et al., 1978; LIEU et al., 2010b; LIEU et al., 2012b). Medicamentos
a base de levodopa geralmente melhoram os sintomas dessa doenga, pois produzem um
acentuado aumento na concentracdo de dopamina no cérebro, restaurando a
neurotransmissdo. Na maioria dos casos, a mobilidade funcional pode ser mantida durante
muitos anos e a expectativa de vida de pacientes tratados aumenta significativamente
(HAUSER et al., 2010; LIEU et al., 2012b).

Niveis aumentados de dopamina circulante pela suplementacdo de MP em
individuos saudaveis ja foram anteriormente comprovados, possivelmente devido a
presenca de levodopa. Entretanto, a administracdo direta de dopamina ndo possui 0
mesmo efeito, visto que possui uma estrutura quimica que ndo lhe permite atravessar a
barreira hematoencefalica, pois, para que uma molécula atravesse a barreira, ela deve ser
pequena, lipofilica (apolar) ou um gas, como o composto L-dopa, que possui
caracteristicas que lhes permite atravessar a barreira. Portanto, seu precursor L-dopa é
administrado por via oral e é prontamente absorvido pelo intestino e convertido em
dopamina pela descarboxilase, aumentando as concentraces de L-dopa no cérebro.
Logo, a dopamina produzida no sistema nervoso a partir da L-dopa é responsavel pela
eficdcia terapéutica do farmaco na doenca de Parkinson (DI STEFANO, SOZIO e
CERASA, 2008; BROADLEY, 2010; RAINA et al., 2012, CASSANI et al., 2016; LIU
etal., 2016).

A absorcdo da levodopa acontece rapidamente no intestino delgado mediante um
sistema de transporte ativo de aminoacidos aromaticos (transportador de aminoacidos de
tipo L) e pode ser diminuida pela competicdo com alimentos ricos em aminoacidos
(alimentos proteicos), além da quantidade de alimento no sistema digestério, pH do suco
gastrico e 0 tempo que a substancia fica exposta a degradacdo por enzimas da mucosa
gastrica e intestinal. Acredita-se que a maior parte dos sintomas indesejaveis se devem a
formacéo de grandes quantidades de dopamina no trato gastrintestinal. E, se ingerido em
grandes quantidades pode ser potencialmente toxico e produzir efeitos colaterais como
distdrbios gastrointestinais como nauseas, vOmitos e anorexia. Por este motivo,
medicamentos que possam reduzir ou eliminar os riscos de efeitos colaterais indesejaveis

sdo muito procurados. Via de regra, a resposta clinica do uso oral da levodopa ¢ variavel
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e imprevisivel, dependendo do metabolismo de cada individuo (JENNER, 2003;
KASTURE et al., 2009; STOWE, et al., 2010).

Durante estas reagfes de metabolizacdo de dopamina, espécies reativas de
oxigénio (ROS) podem ser produzidas. E, se a dopamina néo for diretamente degradada
pelas células neurais e ndo neurais, ela pode se auto-oxidar, levando também a formacao
de intermediarios altamente reativos, bem como espécies reativas de oxigénio (ROS).
Alguns estudos relatam que o efeito benéfico da L-dopa na DP é contrabalancado por
dano oxidativo a outras moléculas através de resposta direta ou indireta causado por um
longo periodo de administracdo de medicamentos (TAN, 2009; ERIKSEN et al., 2010;
PARK et al., 2012). Por esta razédo, para que os medicamentos sintéticos a base de L-dopa
sejam um tratamento eficaz para a doenca, muitas vezes sdo ministrados junto com um
inibidor de dopa-descarboxilase para aumentar a meia vida da L-dopa no sangue, visto
que a enzima DDC é difusa nos tecidos do organismo convertendo de maneira intensa L -
dopa em dopamina, fazendo com chegue até o0 SNC uma concentracéo de L-dopa menor
do que a necessaria para a conversdo em dopamina. Por este motivo, a associagdo de
inibidores de DDC aumentam a biodisponibilidade da levodopa no SNC, diminuindo a
dose necessaria da mesma que minimizam os efeitos secundarios indesejaveis
(KASTURE et al., 2009).

Alguns estudos indicam que a L-dopa derivada de M. pruriens tem muitas
vantagens em relacdo a L-dopa sintética administrada aos pacientes de Parkinson, pois o
farmaco sintético pode ter varios efeitos colaterais quando usada por muitos anos
(THARAKAN et al., 2007). Contudo, em um estudo realizado por Cilia et al. (2017) com
individuos com doenca de Parkinson que receberam apenas L-dopa obtida de Mucuna e
a L-dopa sintética combinada com um inibidor de dopa-descarboxilase apresentaram
resultados com taxas mais baixas de discinesias nos pacientes quando administrado
somente a L-dopa natural, sugerindo que o p6 de MP é mais favoravel do que as
preparacOes farmacéuticas artificiais de levodopa, independentemente da presenca ou
auséncia de DDClIs. Outro estudo de Lieu et al. (2010) também comparou os efeitos de
L-dopa proveniente de Mucuna e L-dopa sintética. A L-dopa natural mostrou-se mais
potente quando comparada com a mesma dose da artificial isolada, que se acredita ser
devido a presenca de um possivel inibidor natural de dopa-descarboxilase presente nas
sementes, fazendo com que ndo haja a necessidade de administrar um inibidor artificial

para inibir esta enzima e prolongar os efeitos da Levodopa.
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Lieu et al. (2012a) em um estudo com macacos com parkinsonismo induzido
experimentalmente produziu resultados sobre a possibilidade de discinesias, onde trés
grupos foram tratados de maneiras diferentes. Um com levodopa sintética e carbidopa
(um tipo de inibidor da enzima dopa-descarboxilase), outro com Mucuna mais carbidopa
e 0 terceiro apenas com Mucuna. Todos 0s animais apresentaram melhora nos sintomas
da doenca. Contudo, a discinesia maior apareceu no grupo tratado com levodopa sintética,
engquanto que nos pacientes tratados com a combinagcdo de mucuna e carbidopa, a
discinesia pareceu mais moderada e aqueles que receberam Mucuna, ndo apresentaram
nenhuma discinesia. Testes semelhantes foram realizados anteriormente por Lieu et al.,
2010a em roedores que receberam tratamento, onde um grupo foi tratado com levodopa
artificial e inibidor de dopa-descarboxilase, outro com Mucuna mais inibidor e o terceiro
apenas com Mucuna. Houve reducdo dos sintomas em todos os grupos, mas a melhora
foi mais significativa naqueles tratados com Mucuna mais inibidor. A longo prazo, a
discinesia maior apareceu em ratos que tinha tomado levodopa sintética, os tratados com
Mucuna e inibidor tiveram discinesias mais brandas e os que receberam apenas Mucuna

nao tiveram discinesias.

Em um outro estudo recente foi investigada a eficacia e seguran¢a do consumo de
doses Unicas didrias com concentra¢des diferentes de po de sementes torradas de Mucuna
pruriens obtidas sem qualquer processamento farmacol6gico ou compostos adicionais,
solubilizadas apenas em agua, em pacientes em estado avancado da doenca de Parkinson.
Os resultados foram positivos em relacao a atividade motora, além de mostrarem que ndo
houve diferenca entre o tratamento feito com o pé das sementes de MP e a L-dopa
industrializada. Sendo que os pacientes que ingeriram alta dose de Mucuna apresentaram
uma resposta motora qualitativamente melhor que a preparacdo industrializada, além da
ocorréncia de menos efeitos colaterais, mostrando que a adi¢cdo de um inibidor levou a
um aumento nos efeitos colaterais indesejaveis do que a levodopa isolada. Sugerindo que
Mucuna pruriens é mais favoravel do que as prepara¢cfes farmacéuticas de levodopa,

independentemente da presenca / auséncia de DDCIs (CILIA et al., 2017).

Além de melhorar os sintomas da doenca de Parkinson e evitar discinesias, outra
vantagem da L-dopa natural proveniente de Mucuna é que a dose de ingestdo necessaria
ndo aumenta gradativamente com o tempo em decorrer do avanco da doenca, como € o
caso daqueles que tomam drogas sintéticas. A dose de L-dopa derivada de Mucuna

permanece relativamente estavel durante longos periodos de tempo e as discinesia, que
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eventualmente podem acontecer devido a terapia a longo prazo, ocorrem em menor
severidade. Mesmo as sementes de Mucuna mostrando-se ser mais eficazes para o
tratamento da doenca de Parkinson, para obter uma dose com quantidades suficientes de
L-dopa capaz de amenizar 0s sintomas, seria necessario prescrever grandes quantidades
de sementes em pé dissolvidas em liquido. A necessidade de consumir sementes em pé
varias vezes ao dia logo sobrecarregaria o paciente, dificultando o tratamento. Logo, a
solucéo para o problema pode ser encontrada em extratos concentrados, que permitem a
ingestdo de doses diferentes de L-dopa de formas mais simples facilitando a gestdo do
consumo diario de Mucuna nos montantes considerados necessarios. Desta forma, pode
ser fornecido como comprimidos, xarope ou até mesmo diluido para injecéo, por exemplo
(LIEU et al., 2010Db).

3.4 Extracdo com Fluido Supercritico (EFS)

A extracdo é um passo fundamental para isolar compostos bioativos naturais e
diferentes técnicas foram desenvolvidas para a recuperacdo de compostos, mantendo suas
atividades bioldgicas. A tecnologia envolvendo fluidos supercriticos € um processo
promissor para extrair compostos de alto valor agregado a partir de matérias primas
naturais, evitando a degradacéo térmica e a presenca de residuos de solventes toxicos nos
extratos que podem alterar as caracteristicas naturais desejaveis, devido as propriedades
quimicas dos solventes empregados (CARVALHO JR et al., 2005; COSTA et al., 2012),
0 que tem conquistado o interesse da industria de alimentos, farmacéutica e de
cosméticos. Esta operacao unitaria ocorre em duas etapas. A primeira é a extracdo, onde
o solvente flui através das particulas e em contato com 0s componentes extraiveis do
solido, dissolvem-nos. E na segunda ocorre a separagdo da matéria-prima e do material
extraido mais o solvente supercritico que sai do extrator (BRUNNER, 1994, BRUNNER,
2005; ROSA et al., 2009).

Os fluidos aplicados neste tipo de extracdo encontram-se no estado supercritico,
ou seja, estdo acima do ponto critico. O ponto critico de um fluido representa a maior
temperatura e pressdo em que uma substancia pode coexistir em equilibrio como vapor e
liquido, e quando o fluido ultrapassa suas temperatura e pressao criticas, é considerado
um fluido supercritico apresentando propriedades fisicas e quimicas intermediarias entre
0 estado liquido e o estado gasoso (densidade e difusividade similar a do liquido e
viscosidade semelhante a um gés) (SOVOVA et al., 2005; BRUNNER, 2005; SOVOVA,
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2012). Nesta condicdo, os fluidos passam a apresentar alta difusividade, quando
comparados aos solventes liquidos, que, combinados a alta densidade e baixa viscosidade,
atribuem ao fluido supercritico alto poder de solvatacdo, facilitando a penetrando em
matrizes porosas sélidas, resultando em uma maior taxa de transferéncia de massa em
relacdo aos demais solventes (BRUNNER, 2005; HERRERO et al., 2006; ROSA et al.,
2009; PEREIRA et al., 2016).

Na extracdo com fluido supercritico, a seletividade do processo depende de alguns
parametros e a determinacdo das condicGes operacionais aplicadas no processo depende
das caracteristicas da matéria-prima e dos compostos que se desejam separar. As
caracteristicas da matriz sélida utilizada como matéria prima interferem diretamente no
processo de extracdo e, por esta razdo, antes da EFS, faz-se necessario a aplicacao de um
pré-tratamento, como moagem ou reducdo do tamanho da particula e secagem, a fim de
evitar o surgimento de caminhos preferenciais (por onde passa 0 CO2) ou entupimento da
célula de extracdo, por exemplo, resultando, consequentemente, na diminuicdo do
rendimento global de extracdo. O tamanho da particula do material sélido influencia na
taxa de extracdo de varias maneiras. O didametro da particula e a superficie de contato tem
relacdo inversamente proporcional, ou seja, a medida que o diametro diminui, maior a
area de contato da particula, ou seja, maior a interface sélido-liquido, aumentando a
disponibilidade da matéria prima com o solvente. A redugdo no tamanho das particulas
pode causar, também, o rompimento e a abertura das células facilitando a transferéncia
de massa do solido para o fluido supercritico. Além do mais, o tamanho reduzido também
diminui a distancia a ser percorrida pelo soluto dentro do interior da particula,
aumentando, assim, a taxa de extragcdo. Contudo, particulas com diametro muito
reduzidos, diminuem a eficiéncia do processo, visto que podem ocasionar a compactacao
do leito, dificultando a circulacdo do solvente supercritico em torno das particulas
(BRUNNER, 1994; SOVOVA et al., 1994; LAROZE et al., 2010). O teor de umidade da
materia-prima também pode influenciar no rendimento do processo de extracdo, devido
a forte interacdo entre dgua e solvente que interfere na dindmica dos fluidos do solvente
afetando a qualidade da extracdo e rendimento. A presenca de agua do material sélido
pode agir como cossolvente interagindo com o solvente supercritico e alterando a
polaridade global do fluido. Por tanto, a secagem do soluto € necessaria quando o
percentual de agua for superior considerado elevado (MEIRELES, 2008; HERRERO et
al., 2013).
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A temperatura e a pressao sao parametros de processo responsaveis por fazer com
gue uma substancia atinja seu estado supercritico. A temperatura € a grandeza fisica que
esta relacionada com o contetdo de energia do sistema devido o movimento aleatério de
vibragdo das particulas ou moléculas de um determinado sistema. Quando submetidas a
temperaturas elevadas, as moléculas se movimentam em alta velocidade fazendo com que
as reacOes tendam a prosseguir mais rapidamente (CENGEL et al., 2006; BORGNAKKE
et al., 2009; BROWN et al., 2009, PEREIRA et al., 2013). No processo de EFS, o CO»
gasoso é condensado pela diminuicdo de temperatura, para, em seguida, ser convertido
em fluido supercritico pelo aumento de temperatura e pressao acima do seu ponto critico
(BRUNNER 2005; HERRERO et al., 2013). O aumento da temperatura ocasiona uma
reducdo do poder de solvatacdo do fluido supercritico, devido a diminuigdo da densidade,
quando a pressao se encontra abaixo do ponto critico. Mas também, quando esta associada
a pressdes acima de ponto de critico, pode melhorar a eficiéncia da extracdo (mesmo com
a reducdo da densidade do fluido supercritico), visto que a pressdo de vapor do soluto é
aumentada. A otimizacdo deste parametro € importante a fim de evitar a degradacédo de
compostos sensiveis ao calor, para alcancar a maior eficiéncia e rendimento de extracéo
sem degradacdo de metabdlitos importantes (BRUNNER, 2005; ROSA et al. 2009;
CORNELIO-SANTIAGO et al., 2017). A extracdo por fluido supercritico acontece
envolvendo altas taxas de pressdo, varidvel preferencial para ajustes, pois oferece
margens de manipulagdo consideravelmente maiores do que a temperatura, sendo a
densidade do fluido a propriedade mais afetada pelas variacdes de pressdo, podendo
conferir ao fluido supercritico poder de solvatacdo aproximado ao de solventes liquidos
(DE MELO etal., 2014).

O poder de dissolucdo de um fluido supercritico depende da sua densidade, que é
fortemente dependente das condi¢Ges de temperatura e pressao, podendo ser facilmente
alterada com pequenas variagdes desses parametros. A densidade dos gases, geralmente,
é proporcional a pressdo e inversamente proporcional a temperatura, ou seja, 0 aumento
da pressdo, a temperatura constante, causa um aumento na densidade do fluido
supercritico, aumentando o seu poder de solubilizacdo. Ao passo que, 0 aumento da
temperatura, a pressao constante, causa reducdo na densidade do fluido, reduzindo o seu
poder de solubilizacdo. Enquanto que para os liquidos e sdlidos (substancias
incompressiveis) a variagdo de suas densidades com a pressdo é desprezivel (ROSA et
al., 2009).
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A solubilidade é um parametro vital no isolamento de compostos e consiste na
quantidade de uma espécie quimica, proveniente de uma amostra vegetal, dissolvida no
solvente supercritico que passa por esse meio vegetal (BROWN et al., 2009). Os solventes
no estado supercritico possuem propriedades que aumentam significativamente o poder
de solubilizagdo de compostos e o conhecimento dessa solubilidade permite a selegéo das
faixas de temperatura e pressao adequadas para cada tipo de processo. A solubilidade dos
fluidos em estado supercritico é diretamente proporcional a pressdo, logo, aumenta a
medida que a pressdo é aumentada e o poder de solvatacdo (ou capacidade de
solubilizacdo do solvente) é elevado devido ao aumento da densidade, por consequéncia
(BRUNNER, 1994; BRUNNER, 2005; CARVALHO JR et al., 2005; DE MELO et al.,
2014; CORNELIO-SANTIAGO et al., 2017).

A utilizacdo de condicdes operacionais a fim de aperfeicoar o processo de
extracdo, como temperatura e pressdo, envolve alta taxa de transferéncia de massa, que
somado ao aumento da densidade do CO» faz com que este método seja altamente seletivo
na obtencdo de componentes com alto valor agregado. Para relacionar as variaveis de
processo (temperatura e pressdo), leva-se em consideragéo a densidade do solvente e/ou
da mistura solventes. E para a determinacgéo destas correlagdes séo utilizadas equages de
estados a fim de determinar os melhores os parametros ideais para cada tipo de
processamento. Tal efeito proporciona um grau de seletividade para estes fluidos,
permitindo selecionar 0s compostos que se deseja extrair da matriz solida (BRUNNER,
1994; BRUNNER, 2005; PEREIRA et al., 2016).

O didxido de carbono é o fluido mais utilizado na extracdo supercritica por
apresentar vantagens em comparagdo aos demais solventes liquidos. Seu alto poder de
ajuste e suas propriedades fisico-quimicas lhes conferem, como solvente, a capacidade de
variar facilmente de gas para liquido e vice e versa. Neste sentido, as condi¢Oes de
temperatura e pressao selecionadas, tornam o CO; pressurizado um solvente natural para
0 processo de extracdo de compostos bioativo (CORSO et al., 2010; HUISDEN et al.,
2010). Além de possuir baixa temperatura e pressdo critica (Tc= 31 °C e Pc= 72,9 bar),
facil manipulacédo, miscivel em outros solventes, atoxico, ndo inflaméavel, inércia quimica
e custo relativamente moderado, 0 que o torna um solvente ideal para aplicacdo em
produtos naturais (GIL-CHAVEZ et al., 2013; DE MELO et al., 2014). O didxido de
carbono supercritico puro é um solvente lipofilico, considerado uma substancia apolar.

Logo, compostos organicos apolares tornam-se bem solUveis, enquanto que compostos
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polares, como é o caso do composto L-dopa, tem sua solubilidade reduzida neste solvente
(ROSA et al., 2009, de Melo et al., 2014).

A adicdo de cossolvente ou mistura de cossolventes organicos especialmente
alcoois, sdo usadas para aumentar a polaridade da mistura fluida e driblar esta limitacéo,
com o intuito de melhorar a solubilidade, alterando a polaridade e, por consequéncia,
aumentando o rendimento de extracdo de compostos polares no solvente supercritico
(ELTRINGHAM et al., 2008; HERRERO et al., 2013; PEREIRA et al., 2016). Seus
efeitos estdo relacionados com o tipo de cossolvente, material vegetal e compostos alvo
e, normalmente, eles sdo adicionados em uma percentagem que varia de 1% a 15%
(BRUNNER, 1994; ROSA et al., 2009; DE MELO et al., 2014). Alguns autores relatam
que a adicdo de cossolvente ao CO> supercritico facilita a penetracdo do fluido na
estrutura celular da amostra inchada pelo cossolvente e aumenta a densidade da fase
supercritica, causando impacto no rendimento da extracdo (TEMELLI e GUCLU-
USTUNDAG, 2005; CASAS et al., 2007; LEE et al., 2010, CORNELIO-SANTIAGO et
al., 2017).

Os cossolventes mais utilizados sdo etanol, isopropanol, metanol, agua e misturas
dessas substancias, sendo que o etanol e a 4gua sdo os cossolventes mais adequados para
aplicages relacionadas a industria de alimentos e farmacéutica, pois tém baixa toxicidade
e podem ser facilmente removidos do produto final sem deixar substancias toxicas. O
etanol é um cossolvente adequado para extracdo supercritica por ter boa miscibilidade
com CO; e a adicdo de pequenas quantidades pode aumentar expressivamente a
polaridade do CO,. Quando o etanol é colocado em contato com a matriz, um processo
de dissolucdo das substancias polares presentes é iniciado, aumentando a cinética da
extracdo desses compostos e tem sido empregado como cossolvente em processos de
extracdo supercritica com CO- para aumentar a solubilidade de polifendis (DE MELO et
al., 2014). Alem do mais, dentre varios alcoois, o etanol é o mais indicado, devido ao seu
baixo custo e por ser considerado seguro, pois € um solvente indcuo, tanto na saude
humana como para 0 meio ambiente, ideal para aplicacdo na EFS para fins alimenticios,
cosméticos ou farmacéuticas (OSORIO-TOBON & MEIRELES, 2014).

De maneira geral, o sistema de extracdo aplicando tecnologia supercritica, €
formado por uma bomba de alta pressdo, compressor, cilindro de CO2, banho de
refrigeracdo, uma bomba de cossolvente. As amostras solidas, previamente tratadas, sao

inseridas em uma célula de extragdo, que é entdo aquecida e pressurizada até atingir os
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parametros pré-determinados, pela acdo de uma bomba de alta pressdo, que permite com
que o fluido em estado supercritico percorra o sistema e favoreca a separacao e o arraste
do composto de interesse presente na matriz sélida. Por fim, os compostos extraiveis

passam por um duto e sdo coletados (HERRERO et al., 2006).

A pouca solubilidade de L-dopa em CO> supercritico e a elevada seletividade do
solvente faz com que a extracdo aplicando este tipo de tecnologia j& tenha sido
anteriormente sugerida para remover o 6leo presente nas sementes de Mucuna como uma
estratégia para aumentar a concentracdo de L-dopa na torta pos-extracdo, ou seja, hd uma
maior concentracdo do composto na torta pés-extragdo (ADEBOWALE et al., 2005;
GARCIA et al., 2013). E a associacdo do etanol como cossolvente polar ao dioxido de
carbono como solvente apolar tem o objetivo de remover o composto da matéria-prima e

obter-se um extrato rico em L-dopa.

Pesquisadores tém investigado vias alternativas de sintese artificial de L-dopa para
producdo de medicamentos, utilizando enzimas e/ou microrganismos, mas 0s custos
elevados, o rigoroso controle das reagdes e as impurezas presentes na L-dopa sintetizada
por estes meios, que podem ocasionar efeitos colaterais indesejaveis nos pacientes quando
ingeridos por um longo periodo, fazem com que seja necessario encontrar caminhos
alternativos, fontes naturais desse composto, como a obtencdo de L-dopa a partir de
Mucuna pruriens (SELMA et al., 2007; THARAKAN et al., 2007; CHIKAGWA-
MALUNGA et al., 2009; KRISHNAVENI et al., 2009; SURWASE et al. 2012)

Estudos cientificos relatam uso de varias técnicas para extrair levodopa de
sementes de Mucuna pruriens para a preparacao de uma composicao farmacéutica bem
simples, como maceracdo e solubilizacdo em agua, para o tratamento da doenca de
Parkinson registrando resultados positivos (TEIXEIRA et al.,, 2003; RAMYA e
THAAKUR, 2007; LIEU et al., 2010b; CASSANI et al., 2016). A selecdo do método de
extracdo é muito importante para obtencdo do maximo rendimento com perda minima de
bioatividade dos compostos. E dentre as vantagens da extracdo envolvendo solventes
supercriticos destacam-se a menor ocorréncia de degradacdo térmica dos compostos
extraidos, a auséncia de oxigénio e luz durante o processo de extracdo e de solventes

agressivos nos extratos.

O uso da tecnologia aplicando fluido supercritico no processo de extracdo é uma
alternativa promissora para atingir elevado rendimento com boa qualidade de extrato.
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Otimizar esse tipo de processo requer conhecimentos sobre a matéria-prima e, entre outras
coisas, selecionar as melhores variaveis de extracdo (pressdo, temperatura, vazdo de
solvente, tempo de extracdo etc) (MHEMDI et al., 2011; SALGIN e SALGIN, 2013).
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4 METODOLOGIA

Para avaliar o efeito da extracdo supercritica com cossolvente sobre o teor de L-
dopa do extrato de Mucuna pruriens testados em modelos animais da doenca de
Parkinson, o estudo foi realizado de acordo com o diagrama de fluxo de atividades (Figura
6).
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Figura 6: Fluxograma metodologia
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4.1 Matéria-prima

As sementes de Mucuna pruriens foram adquiridas da empresa BRSEEDS
PRODUCAO E COMERCIO DE SEMENTES LTDA., localizada na cidade de
Aracauba/SP, referentes a safra de 2017 e armazenadas no Laboratério de Extragdo na
UFPA. Em seguida, foram selecionadas e moidas com a utilizacdo de um moinho de

facas.

4.2 Caracterizacao da matéria-prima

Nas sementes de Mucuna pruriens in natura foram realizadas as anélises fisico-
quimicas de composicdo centesimal afim de determinar a proporcao de cada componente
em 100g de produto, seguindo os parametros internacionais, de acordo com os métodos
da AOAC (2016).

Foram realizadas as analises de umidade por secagem em estufa a 105°C por 24h;
cinzas por incineracdo em forno mufla a 550 °C por 4 horas; o percentual de proteina foi
obtido aplicando-se 0 método de Kjedhal e a metodologia de Soxhlet com solvente
organico éter de petroleo foi utilizada para a extracao e determinacédo de lipideos totais.

A quantidade de carboidrato foi estimada através da diferenca dos valores médios obtidos.

4.3 Caracterizacao do leito de extracao
4.3.1 Determinacdo do didmetro da particula

Para determinacdo da granulometria, 0 material moido foi classificado de acordo
com a série padrédo de peneiras Tyler com aberturas de 24 a 48 mesh (W.S. Tyler, USA),
acopladas a um agitador magnético (PRODUTEST, modelo 3580, Brasil), durante 10
minutos até a separacdo total das particulas. Em seguida, as fracdes foram coletadas,
pesadas e acondicionadas em sacos de polipropileno embalados a vacuo, para serem
armazenadas sob refrigeracdo. A determinacdo do didametro médio das particulas foi feita
de acordo com o método recomendado pela ASAE Standart (ASAE, 1998) por meio da

equacao 1:

—1p Zizi(Wilogd))
g = log ™ [ H=I ] €

Onde:
dj = (di.di+1)%®

di: abertura nominal da i-ésima peneira (mm);
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di+1: abertura nominal da peneira maior que a i-ésima peneira (mm);
w1: massa do material retida na i-ésima peneira.

4.3.2 Determinacéo da densidade real, densidade aparente e porosidade do leito
Para o calculo da densidade aparente (pa) utilizou-se a equagéo 2 atraves da razao
entre a massa total de amostra necessaria para empacotar o leito (m) pelo volume do leito

de extragéo (V):

Il
<|3

Pa ()
Onde:

pa: Densidade aparente

m: Massa total de amostra

V: Volume do leito de extragédo

A densidade real das particulas (pr) foi determinada por picnometria com gas hélio
pela Central Analitica do Instituto de Quimica da Unicamp, com metodologia descrita no
manual de opera¢do do equipamento (Picnémetro automatico Quantachrome, modelo
Ultrapyc 1200e, USA). Esta técnica foi adotada devido a sua precisdo em determinar o
volume do solido, uma vez que o gas hélio é inerte e penetra facilmente nos poros

acessiveis da matriz vegetal, em virtude do pequeno tamanho dos seus atomos.

A porosidade do leito (¢) foi determinada pela relacdo matemaética entre as
densidades real e aparente, como descrito na equagéo (3):

—1_"Fa
e=1 o 3)

Onde:

€: Porosidade do leito
pa: Densidade aparente
pr. Densidade real

4.6 Extracao com fluido supercritico
As extracBes com fluido supercritico foram realizadas no Laboratério de Extracdo
(LABEX-FEA-UFPA) utilizando o equipamento extrator Spe-edTM EFS (Applied
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Separations, Inc., Allentown, PA USA, modelo 7071) acoplado a um recirculador
(Polyscience, FO08400796, USA), um compressor de volume interno de 19,7 L (Schulz,
modelo CSA 7,8, Brasil), um cilindro de CO> (pureza 99,9%, White Martins, Brasil), um
medidor de vazdo conectado na saida do sistema (Alicat Scientific, M5SLPM, USA) e
uma bomba de co-solvente, como ilustrado nas Figuras 7 e 8. O procedimento operacional
de extragdo com CO; e co-solvente seguiu um padrdo para todas as condigdes, seguindo
as etapas contidas no manual de operac6es da Applied Separations (2004).

Tanto os extratos, quanto as tortas pds-extracao obtidos dos processos de extracdo

foram armazenados sob refrigeracdo para as analises posteriores.

Figura 7: Unidade de extracdo supercritica (Applied Separations)
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Figura 8: Diagrama esquematico de Spe-edTM SFE
Fonte: Applied separations (2004)
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4.6.1 Condicdes operacionais

Os ensaios da EFS foram realizados nas sementes de Mucuna pruriens com
Dioxido de Carbono (99.9% de pureza da White Martins, Belém, Pard, Brasil) como
solvente em estado supercritico e etanol (pureza 96 %, Dindmica, Brasil) como cos-

solvente, combinados na proporgéo de CO2 + C2HgO (90:10 v:v).

Os parametros operacionais mantidos constantes foram: tempo total de extracéo
da amostra de 210 minutos, sendo 30 min de periodo estatico (tg) e 180 min de periodo
dindmico (tp); vazdo de CO2 de 3,0 L/min; vazdo de C2HsO de 0,6721 mL/min e massa

de matéria-prima de 20g.

A temperatura e pressao foram os parametros operacionais variaveis (Tabela 1),
sendo selecionadas de acordo com a densidade desejada afim de que o fluido supercritico
tenha capacidade de extrair os solutos (BRUNNER 1994; SOSOVA 2005).

Tabela 1: Pardmetros variaveis aplicadas nos processos de extragdo: Temperatura e Pressdo
Condicéo T (°C) P (bar)
1 150
40 250
350
150
60 250
350

OO~ IWIN

4.6.3 Calculo de densidade

Para as misturas solvente (CO3) e cossolvente (C2HeO), a densidade foi calculada
com o auxilio do simulador Aspen Hysys (parte integrante do pacote comercial Aspen
One 8.6) empregando a equacdo de estado Peng-Robinson (PENG E ROBINSON, 1976).

4.6.4 Concentracao dos Extratos

Os extratos foram submetidos a um processo de evaporagdo para eliminagao
completa do cossolvente. Para remover o etanol utilizou-se o equipamento Speed-Vac
(CentriVap Centrifugal concentrators and Cold Traps), usado para concentrar amostras
de pequeno volume, associando vacuo e aquecimento para evaporacao de solventes com
muito pouco estresse sobre a amostra, deixando-a sélida e seca. Os extratos foram
submetidos a temperatura de aproximadamente 40°C por 24h. Em seguida, foram

armazenados em vidro ambar sob refrigeracao.
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4.6.5 Calculos dos rendimentos globais de extracdo
Os rendimentos globais dos processos de extracdo foram calculados em funcéo da
massa de extrato (sem cossolvente) pela massa de amostra em base seca (b.s.), como

mostra a Equacao 4.

m,

Xops.(%) = Wo_u_a)
a 100

x 100 4)

Onde:

mo: massa de extrato (g);

ma: massa de amostra em (g);
Ua: umidade da amostra (%).

4.7 Determinacéo dos Compostos Fendlicos Totais

A determinacdo dos compostos fenolicos totais presentes na amostra in natura,
nas tortas pos-extracdo e nos extratos baseou-se no método de Folin-Ciocalteu segundo a
metodologia descrita por SINGLETON et al. (1999) e GEORGE et al. (2005). O método
baseia-se na reacdo dos acidos fosfomolibdénico (H3PMO12040) e fosfotungistico
(H3PW12040), presentes no reagente de Folin-Ciocalteu, a ¢éxido de tungsténio
(W8023) e dxido de molibdénio (MO8023), pelos compostos fendlicos presentes no

extrato, em meio alcalino, produzindo um complexo de coloracgdo azul.

As amostras foram preparadas pesando aproximadamente 50 mg e dissolvidas em
uma solucéo de etanol a 70 % (v:v). Uma aliquota de cada solucéo foi submetida a reacédo
com 2,5 mL de reagente de FolinCiocalteu (Tedia, Brasil) a 10 % e 2 mL de solucéo de
carbonato de sodio (99,5 %, Vetec, Brasil) a 7,5 %. A mistura foi levada a centrifuga
(Thermo Electron Led GMBH, modelo Multifuge X1R) por 10 minutos, a 10.000 rpm, a
4°C. A solucao ficou sob o abrigo de luz por 60 minutos, a temperatura ambiente para
ocorrer a mudanca de cor, indicando que houve a reagdo. Em seguida, as medidas das
absorbancias foram realizadas em um espectrofotdmetro (Thermo Scientific, modelo
Evolution 60, USA) a 760 nm.

O padrdo o &cido gélico (98,0%, Vetec Brasil) foi usado para a quantificacdo, nas
concentragBes de 1, 5, 10, 20, 40 mg/L, para construcdo da curva analitica. A partir da
equacdo da reta obtida (y = 0,0129x + 0,0134), onde y é absorbancia e x é a concentracdo

com R2 = 0,9978, realizou-se o célculo do teor de fenolicos totais, expressos em mg
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equivalente a acido galico por g de material em base seca (mg AG/g). Para o branco, a

aliquota de amostra foi substituida por agua destilada.

4.8 Quantificacdo de L-dopa

A determinacdo da concentracdo de L-dopa presente nas sementes in natura, nas
tortas poOs-extracdo e nos extratos foi quantificada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), no Centro de Valorizagdo Agroalimentar de Compostos Bioativos da
Amazonia (CVACBA), seguindo a metodologia estabelecida por BEZERRA (2013), com
modificacdes. Foi utilizado o cromatégrafo HPLC UV-VIS (Thermo Fisher Scientific,
série Ultimate 3000, EUA), equipado com bomba quaternaria (LPG 3400PS), com
injecdo automatica, detector de arranjo de diodos DAD (DAD 3000), célula de fluxo
(Standart Analytical) e software de dados (Chromeleon 7.1 SR2)Thermo Finnigan
Surveyor LC. A separacdo cromatografica isocratica foi realizada em uma coluna de fase
reversa C-18 (ACE-3-18, 3um de tamanho de particula e dimensdes de 150 mm x 4,6
mm), a 30°, utilizando como fase mdével de dgua ultrapura, metanol e &cido fosforico grau
HPLC na proporgdo 97,9:2:0,1 (v/v/v), volume de inje¢ao de 20uL, fluxo de 0,3 mL/min

e 0 comprimento de onda de deteccdo do analito 282 nm.

Para a quantificacdo do teor de L-dopa das sementes in natura e das tortas
desengorduradas, 0,1 g de amostras foram adicionadas em 5 mL de Agua ultrapura Mili-
Q e sonicadas por 5 min. Em seguida, a solucgéo foi filtrada (membrana de nylon 0,45 m
- Millipore) e uma aliquota de 50 uL foi solubilizadas em 1 mL de fase mével, novamente

filtradas e injetadas.

Os extratos antes de serem injetados passaram pro processo de extracdo de fase
solida a fim de separar o composto L-dopa dos demais compostos que poderiam interferir
na quantificacdo, a fim de continuar com o desenvolvimento da analise cromatogréafica e
permitir a identificagdo dos compostos alvo. A extracdo foi realizada seguindo a
metodologia descrita por Irakli et al., (2012) utilizando-se cartuchos C18 (Strata, 55 pm,
70 A, 200 mg/ 1 mL, Phenomenex, Torrance, CA) onde foram acondicionados 1 mL de
metanol e 1 mL agua ultrapura acidificadas com 1 % de acido férmico (pureza 85 %,
ISOFAR, Brasil), apara ativacdo do cartucho. Seguido por aproximadamente 5 mg de
extrato diluido em 1 mL de metanol a 33,3 %. Depois, verteu-se sobre o cartucho 1 mL
de agua ultrapura acidificada e os analitos que ficaram adsorvidos no cartucho foram
eluidos com metanol a 70 % acidificado. As fracBes foram secas e reconstituidas com

fase movel. Posteriormente as fragdes foram filtradas e analisadas por HPLC.
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A identificacdo e quantificacdo de L-dopa nas amostras de Mucuna foram
realizada por comparacdo dos espectros em UV, tempo de retencdo e co-eluigdo com
padrdo puro de L-dopa. O padrdo cromatografico de L-dopa (3,4-Dihydroxy-L-
phenylalanine, pureza >98% - Sigma-Aldrich) diluido em &gua ultrapura foi utilizado
para preparar a curva de calibragdo, com injecdo de solugcdes com concentragOes

crescentes de L-dopa (0,05 a 80 mg/L). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.9 Testes in vivo

4.9.1 Distribuicao dos grupos experimentais

Foram utilizados no experimento 40 ratos Rattus norvegicus, de linhagem Wistar,
machos, com 120 dias de idade, provenientes do biotério de reproducdo do Instituto
Evandro Chagas. Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos no biotério

Luiz Carlos de Lima Silveira da UEPA, em regime condigdes especiais.

Os 40 ratos foram separados em 5 grupos experimentais:

e Grupo Piloto (n = 3) - animais de teste para validar a técnica cirurgica estereotaxica e
testada a administragdo de 6-OHDA;

e Grupo Sham (n = 8) - animais que sofreram apenas o procedimento cirirgico, sem
administracdo de substancia alguma;

e Grupo Parkinson Experimental (n = 9) - animais que receberam injecdo estriatal
somente de 6-OHDA (5pg/ul);

e Grupo Levodopa + Parkinson Experimental (n = 10) - animais que receberam inje¢ao
estriatal de 6-OHDA (5pg/pl) e gavagem Levodopa (6mg/Kg).

e Grupo Mucuna pruriens + Parkinson Experimental (n = 10) - animais que receberam
injecdo estriatal de 6-OHDA (5pg/ul) e gavagem M. pruriens (48mg/Kg).
Sendo que 18 animais de cada grupo experimental foram observados até o 14° dia de

ensaio e 19 animais foram observados até o 20° dia de ensaio e, no dia subsequente,

sofreram morte indolor.

4.9.2 Administracéo de 6-OHDA

Os animais dos grupos Parkinson, Levodopa e Mucuna pruriens receberam uma
injecdo estriatal de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) >98% (HPLC) (Sigma-Aldrich®),
provocando a morte dos neurdnios dopaminérgicos nigrais e dos terminais

dopaminérgicos estriatais, de acordo com o atlas de coordenadas esterotaxicas de Paxinos
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e Watson (2013). Os animais do grupo controle foram submetidos ao mesmo

procedimento cirargico, porém, sem a administracao de 6-OHDA.

4.9.3 Testes comportamentais

O periodo dos testes comportamentais foi de acordo com a progressdo da morte
dos neurénios dopaminérgicos (LOTHARIUS et al., 1999). Dessa forma, os animais
foram submetidos aos testes comportamentais em trés momentos: antes da administracéo
de 6-OHDA (primeira avaliacdo comportamental), no 7° dia (segunda avaliacdo
comportamental) e no 14° dia ap6s a administracdo de 6-OHDA (terceira avaliacdo

comportamental). Os testes comportamentais realizados foram:

4.9.3.1 Teste do Campo Aberto

Este teste foi realizado de acordo com os protocolos descritos por Nahas (1999)
com a finalidade de avaliar a atividade locomotora dos animais. Consiste em uma arena
circular branca com 100 cm de didmetro, formado por trés circulos concéntricos e 12 raios
entre o circulo mais externo e 0 do meio, e seis raios entre o circulo do meio e o central.
Foram avaliados os pardmetros de deambulacdo (no numero de areas ultrapassadas pelo
animal) e bipedestacdo “rearing” (adocao da postura bipede pelo animal a fim de explorar

0 ambiente).

4.9.3.2 Teste da Grade Vertical

Com a finalidade de avaliar o equilibrio e movimentacao ativa, o teste da grade
vertical consiste em um equipamento de madeira de 15 x 60 X 5 cm, com uma tela de
arame com malha de 0.8 x 0.8 cm, adaptado dos protocolos de Kim et al. (2010). Durante
o0 procedimento experimental, o rato foi posicionado com a cabecga dirigida para cima,
permitindo-lhe 0 movimento de virar e descer. Os parametros analisados foram: o tempo
gasto para girar da posicao inicial para a posi¢do de descida; tempo gasto para descer e

tempo total de teste.

4.9.3.3 Teste rotacional com Apomorfina

Este experimento de comportamento rotacional foi realizado de acordo com as
metodologias descritas por Ungerstedt (1968) e Ungerstedt e Arbuthnott (1970) com
modificacBes. A apormorfina € um agonista direto dos receptores dopaminérgicos, sua
administracdo em animais com lesdo unilateral com 6-OHDA induz rotacdes
contralaterais a lesdo. Sua agdo ocorre nos receptores dopaminérgicos supersensibilizados
no lado lesado (HUSTON e SCHWARTING, 1996). O animal gira para o lado que estiver
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com menos receptores devido a uma assimetria nos hemisférios cerebrais, decorrente de

uma regulacao dos receptores dopaminérgicos no lado lesionado (WIETZIKOSKI, 2006).

18 animais foram submetidos ao teste rotacional duas semanas apo6s a lesdo
estriatal com 6-OHDA, e 19 animais ap0s trés semanas. O comportamento rotacional foi
determinado através do monitoramento das rotagdes induzidas pela apomorfina (1mg/kg,
i.p.) na direcdo contraria a lesdo (lado contralateral), observando-se 0 nimero de rotacdes

completas em volta do proprio eixo durante meia hora (KIM et al., 1998).

Um dia ap6s o 7° e 0 14° dia de tratamento 0s animais de todos 0s grupos serao

submetidos a morte indolor.

4.10 Andlise estatistica dos resultados

Todos os resultados foram obtidos em triplicatas (média + desvio padrédo) e os
resultados submetidos a anélise estatistica, com o auxilio dos Software Bioestat 5.0 e
Statistica versdo 7.0 (STATSOFT INC., 2000), empregando as seguintes metodologias
estatisticas: Analise de variancia (ANOVA) com nivel de 5% de significancia estatistica,
Teste de Tukey (p<0,05) e Teste de Kruskal-Wallis.

5 RESULTADOS

As sementes apresentaram valores médios de 10,44% de umidade em base seca e
3,19% de cinzas. As proteinas (23,29%) e os carboidratos (60,5%) representaram a maior
guantidade de nutrientes das sementes desta leguminosa, ressaltando a sua importancia

como fontes de nutrientes vitais, além de baixo percentual lipidico (2,58%).

Adebowale et al. (2005) relatou que o conteldo de umidade nas sementes das
espécies M. pruriens, M. cochinchinensis, M. rajada, M. veracruz white, M. veracruz
mottle e M. deeringeana, variou entre 3,65 e 4,64%. O teor de cinzas de 2,74 a 3,41%, o
contetdo lipidico de 8,72% a 10,19% e proteinas de 33,2% a 38,4%. Os teores de
carboidratos das sementes foram altos, sendo que a espécie Mucuna cochinchinensis teve
0 maior conteudo (49,7%), enquanto que as outras espécies variaram de 43,7 a 47,4% nas
sementes inteiras. Em um outro estudo realizado por Kalidass e Mohan (2011) com
sementes de Mucuna provenientes de cinco regides diferentes da india, o teor de lipideos
variou de 6,57 a 8,80% e o contetdo proteinas de 27,51 a 31,24%. Tavares et al. (2016)
também relatou percentuais maiores de proteina (43,12%) e lipideos (7,00%) aos

encontrados neste estudo e resultados mais aproximados de umidade (8,20%) e cinzas
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(3,10%). Resultados similares ao desta pesquisa foram relatados por Nwaoguipe et al.
(2011) que também analisaram a farinha de Mucuna pruriens in natura de uma regido da

Africa e encontraram 28,2% de proteinas, 2,7% lipidios e 60% de carboidratos.

Ao comparar os resultados obtidos nesta pesquisa com os relatados anteriormente,
nota-se uma variagao na composi¢do centesimal, principalmente em relacdo ao contetido
lipidico e proteico, que podem ser justificadas pelas diferentes variedades e condi¢fes de
cultivo desta leguminosa, como caracteristicas do solo, clima, temperatura, umidade e
volume de chuva por se tratar de regides diferentes, por exemplo, que podem fazer variar
a concentracdo de cada componente. Além disso, é valido ressaltar as diferentes formas
de tratamento dada as sementes, pois 0S processos de moagem e peneiramento a que as
sementes foram submetidas podem possivelmente ter removido as cascas durante o

processamento, causando alteracdes nestes resultados.

A densidade real (pr) e a densidade aparente (pa) das particulas apresentaram
resultados iguais a 1,43 g/cm3 e 0,70 g/ cm3, respectivamente. A relagdo entre as
densidades real e aparente resultou no valor de porosidade do leito igual a 0,70. O
didmetro médio da particula foi de 0,5 mm. A vazdo massica de solvente (CO3) foi de
0,531 g/min e de cossolvente (C2HsOH) igual a 0,6721 g/min. Estes pardmetros séo
alguns que estdo relacionados diretamente com a taxa de transferéncia de massa,
exercendo forte influéncia sobre o rendimento (PEREIRA e MEIRELES, 2016) e estes
resultados encontram-se adequados para o processo de extragdo com fluidos supercriticos
a partir das sementes de Mucuna pruriens.

Neste estudo, além do dioxido de carbono, o etanol foi selecionado como
cossolvente porque é um solvente reconhecido como seguro, amplamente utilizado para
a extragdo de compostos polares, como é o caso do levodopa (OSORIO-TOBON e
MEIRELES, 2014). O poder solvente de um fluido supercritico e da sua mistura com
cossolvente esta correlacionado a sua densidade. Na Tabela 2 encontram-se os valores de
densidade das misturas de CO; e CoHsOH referente as combinacgdes de temperatura e
pressdo, parametros que exercem um efeito considerdvel na extragdo com solventes

supercriticos.
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Tabela 2: Densidade dos solventes e rendimento de extragdo referentes a cada temperatura e pressao.

Condicéo Temperatura Pressao Densidade Rendimento
(°C) (bar) (kg/m3) (%)

1 150 860,8 2,55 + 0,012
2 40 250 931,2 2,85 +0,052
3 350 975,7 3,46 +0,06°
4 150 7474 2,66 +£0,03°
5 60 250 850,5 3,31+0,01¢
6 350 912,8 3,70 £0,05°

E possivel observar que a variagdo de pressio e/ou a temperatura, promove uma
variacdo na densidade e, consequentemente, da capacidade de dissolucdo dos fluidos. Os
rendimentos globais de extracdo e suas respectivas condi¢des de operacdo também estao
resumidos na Tabela 2. A porcentagem dos rendimentos dos extratos a partir das sementes
de Mucuna pruriens foi calculada em relacdo a massa de amostra de alimentacdo do
processo. Os valores médios dos resultados obtidos apresentaram diferencas
significativas entre si (P>0,05). Os rendimentos das extracfes variaram de 2,55% a
3,70%, sendo que o menor rendimento foi obtido da condi¢do 40° C, 150 bar, a uma
densidade de 860,8 kg /m3, enquanto que o maior rendimento foi resultado da extracéo a
60°C, 350 bar e densidade de mistura de solventes de 912,8 kg / m®.

Estes resultados foram superiores aos valores encontrados por Garcia et al. (2012),
que obtiveram rendimentos de até 2,90% e 2,74% usando apenas dioxido de carbono
como solvente para extracdo de sementes das espécies M. aterrima e cinerium,
respectivamente, e inferior ao rendimento de 4,56% de Mucuna deeringiana, rendimentos
méaximos obtidos de extracdes a 40°C, 250 bar e densidade de 880 Kg/m3, durante 300
minutos. Tais discrepancias de resultados podem ser justificadas pelos varios fatores que
afetam o processo, como o tempo diferente de extracdo, que nesta pesquisa foi de 210
minutos totais e pela adi¢do do etanol como cossolvente. Além de se tratar de espécies
diferentes, cultivadas em regides diferentes, visto que variedade de cultivares e condi¢des
ambientais também desempenham um papel significativo, pois alteram a composicao
guimica das sementes, tanto na concentracdo de metabdlitos quanto na sua composi¢do
em diferentes substancias quimicas (FIORI et al., 2014).

As isotermas de rendimento global de 40 °C e 60 °C sdo mostradas nas Figuras 9
e 10, respectivamente. Em todas as condi¢Ges dos processos de extragdo observou-se que
um aumento na pressao, mantendo a temperatura constante, provocou um aumento no

rendimento global. Em geral, um aumento da pressdo a temperatura constante provoca



48

um aumento na densidade do fluido supercritico, aumentando, assim, o seu poder de
solvente que facilita a penetragcdo nos poros da matriz, promovendo o contato do solvente
com o0s compostos que sera extraido (BRUNNER, 2005, RAI et al., 2014). A variacao
deste pardmetro teve um efeito positivo no processo de extracao, que se confirma quando
0s maximos rendimentos de extratos obtidos com CO; supercritico e etanol sdo dos
experimentos com pressGes mais altas, como mostra a Figura 9. Outro fator que pode ter
influenciado no maior rendimento nas condicGes de pressdes mais elevadas é o tempo de
contato entre o soluto e o solvente, pois quanto maior a pressao aplicada, maior é o tempo
necessario para que o sistema atinja a pressao e estabilize, e consequentemente, maior é
0 tempo de contato entre a matéria prima e os solventes, sendo maior a saturacdo do

soluto.

Em contrapartida, a pressdo constante, um aumento da temperatura leva a uma
diminuicdo na densidade do fluido supercritico, que induz uma menor solubilidade
resultando, teoricamente, no menor rendimento da extracdo. Contudo, este efeito ndo €
linear, pois a solubilidade do solvente ainda pode aumentar como resultado da pressao de
vapor do soluto aumentada (onde as fases gasosa e liquida coexistem em equilibrio).
Comparando as isotermas, nota-se que nas condi¢Oes de extracdo envolvendo a
temperatura de 60°C, o efeito da pressao de vapor predomina em termos de rendimento
global méssico em relacdo a densidade dos fluidos supercriticos, quando comparada a
isoterma de 40°C nas mesmas condicdes de pressdo (Figura 10). Além do mais, 0 aumento
na temperatura influencia também na energia cinética das moléculas do soluto e no
processo de dessorcédo, interferindo na solubilidade e na transferéncia de massa,
superando o efeito da densidade sobre a taxa de extracdo (ROSA et al., 2009;
PEREREIRA E MEIRELES, 2010).
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Figura 9: Isotermas de rendimento massico global versus pressdo das EFS
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Figura 10: Isotermas de rendimento méssico global versus densidade das EFS

A selecdo do método de extracdo € muito importante para extrair 0 maximo
rendimento com perda minima de bioatividade dos compostos, consumo minimo de
solventes orgénicos e energia. Os resultados apontam que a temperatura, a presséo e a
densidade foram varidveis importantes para a extracdo supercritica, indicando que estes
parametros afetam o processo de extragdo, visto que estdo relacionados com o poder de
solvente da mistura de solvente e cossolvente. E uma vez que o poder de solvatacdo e a
seletividade do CO; e etanol em estado supercritico variam consideravelmente com a
densidade, torna-se possivel a adequacdo das condi¢des de extracdo de acordo com as

necessidades especificas das substancias a serem extraidas (HUANG et al., 2012).
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O rendimento do extrato depende da técnica de extracdo aplicada, tipo de solvente
e condicOes de operacdo empregadas, assim, sugere-se que os rendimentos das extracoes
supercriticas a partir das sementes de Mucuna podem teoricamente ser aumentados
variando a pressdo, temperatura, a concentracdo de solvente e cossolvente que,
consequentemente, variam os valores de densidade da mistura de solventes supercriticos.
Além de tempo total de extracdo que deve ser suficiente para garantir a interacao entre as
particulas da matéria-prima e o/os solvente(s) para resultar na maxima solvatacdo;
didmetro médio das particulas solidas, modificando a area de contato disponivel para
transferéncia de massa; variando a vazdo do solvente e cossolvente, fornecendo maior
numero de moléculas de solvente em contato com as moléculas de soluto, intensificando
a interacdo e dissolucédo do soluto (DUBA e FIORI, 2015).

A analise dos compostos fendlicos totais fornece uma estimativa do conteudo de
todos os compostos que pertencem as subclasses de fendlicos presente na amostra in
natura, nas tortas pds-extracao e nos extratos de Mucuna pruriens e mostra-se de grande
importancia, uma vez que o L-dopa, principal composto relacionado com a propriedade
medicinal desta semente para o tratamento de DP, é classificado como composto fenolico.
Além do que, sé@o metabolitos com diversas atividades terapéuticas fortes que atuam de
diversas maneiras podendo impedir o avango e o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas (URSZULA et al.,, 2015). Além do mais, a medi¢do destes
metabdlitos pode fornecer informacg6es importantes sobre a qualidade dos métodos de
extracdo e dos solventes aplicados. Na Tabela 3 encontram-se os valores referentes ao
teor de compostos fendlicos totais obtidos para as tortas pos-extracdo e dos extratos de
Mucuna obtidos via EFS. Estatisticamente, em relagdo ao contedo total de compostos
fenolicos das tortas e dos extratos observou-se diferenca significativa entre as condicdes

de extracao.
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Tabela 3: Compostos fendlicos totais das tortas pds-extracdo e dos extratos e atividade
antioxidante dos extratos das sementes de Mucuna pruriens obtidos das extracdes
supercriticas.

Condicao Compostos fenolicos totais Compostos fendlicos totais
torta pds-extracéo extrato
(mg AG/g) (mg AG/g)
1 56,99 + 0,10° 55,58 + 0,80?
2 54,09 + 0,08" 64,47 + 0,042
3 55,04 + 0,09° 80,24 + 0,30%
4 62,50 + 0,06° 58,24 + 0,04?
5 54,84 + 0,04 59,75 + 0,90
6 59,53 + 0,08 82,25 +0,12°

O total de compostos fendlicos presentes na amostra in natura foi de 45,20 mg
AG/g. A torta com menor quantidade de compostos fendlicos foi a resultante da extracédo
de 40°C e 250 bar (54,09 mg AG/g) e o maior resultado foi encontrado na torta de 60°C
e 150 bar (62,50 mg AG/g). Observou-se que a extragao causou um aumento significativo
na concentracdo de fendlicos totais nas tortas pds-extracdo em relacdo as sementes in
natura, evidenciando a vantagem do uso da extracdo supercritica para a concentracao
desses compostos devido a remocgdo de substancias apolares, por exemplo. O mesmo
efeito também foi observado anteriormente por Garcia et al. (2015) nas sementes de
Mucuna aterrima, cinerium e deeringiana in natura que apresentaram valores de 43, 55
e 43 mg AG/g de compostos fenolicos totais nas amostras in natura e, nas melhores
condicBes operacionais de extracao via supercritico aplicando somente CO2, as tortas pos-
extracdo tiveram um acréscimo de 54, 65 e 54 mg AG/g, respectivamente, nas condi¢des

de maiores rendimentos.

O extrato com menor teor de compostos fendlicos (55,58 mg AG/g) foi obtido
com 40° C a 150 bar, enguanto que a melhor condicao de operacdo de extracdo em termos
de conteudo fendlico foi 60° C a 350 bar (82,25 mg AG/g). Aware et al. (2017) avaliou o
contetdo de fendlicos totais de extratos obtidos por imersdo com diferentes solventes de
extracdo (agua, metanol, etanol e acetona) a partir da espécie Mucuna macrocarpa sem a
casca. Os resultados mostraram que o extrato aquoso apresentou maior teor de fendlicos
103, 03 mg GAE / g, enquanto o menor contetdo foi obtido com extrato a base de acetona
com 14,84 mg GAE / g. Os extratos aquoso e metandlico mostram ter maior capacidade
de extracdo de fendlicos, em relacdo aos extratos etandlico e acetdnico, que pode ser
explicado pela diferenca de polaridade. A agua é mais fortemente polar do que a acetona,

evidenciando que a polaridade do solvente é importante fator para a extracao seletiva de
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compostos bioativos de uma determinada natureza. Em relacdo ao teor de compostos
fenolicos totais dos extratos com etanol (66,96 mg GA/g), mesmo solvente aplicado nesta
pesquisa, comparando os resultados, observa-se que os teores de fendlicos dos extratos
obtidos via extracdo supercritica foram superiores em praticamente todas as condi¢fes de
pressao, temperatura e densidade, comprovando a eficiéncia da extracdo supercritica na

extracdo destes compostos.

Os resultados no conteudo de compostos fendlicos totais presentes nas tortas pés-
extracdo e nos extratos demonstram que 0 processo de extragcdo supercritica causou
alteragdes nesta propriedade. Os menores teores de compostos fendlicos das tortas, bem
como os maiores contetdos dos extratos foram obtidos nas condigdes experimentais de
maior rendimento méassico. Da mesma forma como os maiores teores de fendlicos das
tortas e os menores contetdos nos extratos foram encontrados na condigdo que resultou
no menor rendimento de extrato. Estes dados reforcam como as condicGes de operagédo
do processo e 0 uso de etanol como cossolvente influenciaram de maneira benéfica na
seletividade e consequentemente na obtencdo de extratos com compostos desejaveis a
partir das sementes de Mucuna. A adicéo de cossolvente polar, aumentou a solubilizacéo
de compostos de maior polaridade (polares), contribuindo para o aumento da solubilidade
dos compostos fendlicos, capaz de arrastad-los da matéria prima para o extrato. Logo,
verificou-se que a adigdo de etanol devido ao aumento das interagdes moleculares do
solvente supercritico com as substancias em questdo, aumentou o conteudo de compostos
fenolicos nos extratos (HERRERO et al., 2013, DE MELO et al., 2014).

A extracdo de compostos fenolicos a partir de uma matriz vegetal é influenciada
por varios fatores, como a natureza quimica, condi¢des de cultivo e armazenamento da
matéria-prima, do método de extracdo aplicado, do tamanho das particulas, tempo de
extracdo, da presenca de substancias interferentes, entre outros. A sua solubilidade
depende fortemente da natureza do solvente usado (polaridade) e da sua interagdo com 0s
demais componentes da matriz. Sendo os compostos fendlicos moléculas consideradas
instaveis, de facil oxidagdo e degradacdo, a extracdo supercritica mostrou-se uma boa
alternativa para obtencdo de extratos com elevados teores de compostos fenolicos. Além
de serem obtidos com temperaturas relativamente brandas, garantindo sua maior
estabilidade (SANTOS et al., 2014; NIPORNRAM ET AL., 2018).

O contetdo de L-dopa foi determinado usando sistema de cromatografia liquida

de alta performance (HPLC) que fornece uma estimativa do conteido presente na amostra



53

in natura, nas tortas pos-extracdo e nos extratos obtidos via extracdo supercritica com
didxido de carbono e etanol das sementes de Mucuna pruriens. A avaliacdo qualitativa e
quantitativa confirmou o contetdo de L-dopa em todas nas amostras, como indicado na
Tabela 4. A concentracdo de levodopa foi quantificada com base na area de pico dos
cromatogramas e no tempo de retencdo, usados para os calculos. Componentes néo-
levodopa também foram identificados, ainda que ndo tenham sido examinados neste
estudo. O tempo de retencdo da L-dopa padrdo é de aproximadamente 3,5 minutos. Os
cromatogramas das amostras das sementes in natura, das tortas e dos extratos estdo no

Anexo .

Tabela 4: Concentragéo de L-dopa nas tortas pos-extracao e nos extratos supercriticos de

Mucuna pruriens.

Condigao L-dopa L-dopa
Torta pds-extracao Extrato
(mg/g) (mg/g)
1 30,06 £ 0,3? *
2 29,57 £0,192 0,39 £ 0,012
3 27,33 +£0,712 0,43 +£0,03?
4 37,99 + 0,09° *
5 32,61 +0,08° 0,39+0,272
6 29,79 + 1,03 0,41 +0,05%

*Né&o quantificavel.

Antes da analise no HPLC, os extratos passaram por um processo de extracdo em
fase sélida, um procedimento preliminar utilizado para limpeza, extracdo, fracionamento
e/ou pré-concentracdo para analise de compostos presentes em uma matriz vegetal, capaz
de extrair ou separar uma ampla gama de analitos organicos (polares e apolares) de
amostras bioldgicas. Uma das principais vantagens desta técnica é que os analitos
sorvidos no cartucho podem ser impedidos de se decompor, sem qualquer alteracdo em
sua concentracdo ou identidade (ZHOU, MASKAQOUI E LUFADEJU, 2012). Nesta
pesquisa este método foi aplicado como uma maneira simples de promover uma limpeza
ou purificacdo no extrato de Mucuna, através da separacdo de compostos interferentes
que dificultavam a identificacdo do composto L-dopa. Contudo, houve certa
irregularidade com a retencéo e eluicdo do composto levodopa no processo de extracéo.
Uma quantidade pequena do composto foi eluida na fragéo recolhida da amostra e a maior
parte foi eluida na fracdo seguinte de agua acidificada com 1% de acido férmico e metanol
70% acidificado com 1% de acido férmico (onde os compostos deveriam sair em sua

totalidade). Varias outras metodologias de extracdo em fase sdlida foram avaliadas na
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tentativa de otimizar o protocolo, mas nenhuma proporcionou resultados mais
satisfatorios. Portanto, para a quantificacéo, as fracGes recolhidas de amostra e de agua e
metanol foram analisadas no HPLC e seus resultados foram somados para a quantificacao
total do composto L-dopa nos extratos de Mucuna obtidos da extragdo com fluido

supercritico.

A andlise confirmou a presenca de L-dopa nas sementes in natura de Mucuna
(21,78 mg/g) e a extracdo supercritica aumentou o contetdo desse composto bioativo nas
tortas pds-extracdo, devido a extracdo de outros compostos que aumentou a sua
concentracdo, como indicado na Tabela 4. As tortas pos-extracdo apresentaram diferenca
significativa em relacdo ao teor de levodopa. A torta resultante da condigdo de 40°C e
250 bar foi a que apresentou menor teor de L-dopa com 29,57 mg/g e os maiores teores
de L-dopa foram detectados na condicdo de 60°C e 150bar, com 37, 99%. A alta
concentracdo do composto L-dopa nas tortas pds-extracdo supercritica, principalmente
nas condic¢Bes de maior rendimento massico, confirmam o efeito positivo da extragdo na
concentracdo de L--dopa nas tortas. Conclusédo anteriormente comprovada por Garcia et
al. (2012) que aplicou a extracdo supercritica apenas com dioxido de carbono com o
intuito de aumentar a concentracéo de L-dopa na torta pos extracdo de Mucuna, devido a
baixa solubilidade da L-dopa no CO; supercritico. Objetivo contrério ao desta pesquisa
que buscou retirar 0 composto da torta para o extrato pela acdo do cossolvente polar

(etanol).

Aware et al. (2019) quantificou L-dopa em sementes in natura e processadas de
Mucuna e constatou um comportamento diferente. Os processamentos aplicados nas
sementes (autoclave, fervura, imersdo em agua e torrefacdo) reduziram o contetdo do
composto em relagcdo as sementes in natura, possivelmente em consequéncia das
temperaturas elevadas aplicadas nos processos. As sementes in natura tiveram resultado
igual a 115 mg/g. O processo de fervura foi o que resultou no menor resultado (52,4 mg/
g) e torrefacdo o com melhor resultado (88,8 mg/g). Em uma pesquisa anterior realizada
pelo mesmo autor, a analise qualitativa e quantitativa de L-dopa em sementes de M.
macrocarpa moidas e solubilizadas em &gua acidificada com &cido cloridrico e sonicadas
também confirmou o alto teor de L-dopa (115,410 mg/g), relatado como a espécie com
teor mais alto entre as espécies Mucuna (AWARE et al., 2017). Concentracfes superiores
de L-dopa em sementes de M. pruriens também ja foram estimados por HPLC relatadas

por Cassani et al. (2016) que testou sementes de Mucuna da Africa secas, cozidas e
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assadas foram preparados por extracdo com ultrassom com agua acidificada com &acido
cloridrico. A concentracdo mediana de Levodopa nas sementes secas foi de 52,9 mg/qg,
ndo foi encontrada levodopa nas sementes cozidas e a concentracdo de Levodopa no pd
de sementes torradas foi de 53mg/g. Outras espécies e variedades de Mucuna, como a M.
pruriens var. utilis e Mucuna sanjappae ja foram reladas com valores mais baixos, 12,5-
91,6 mg / g e 73 mg / g respectivamente, também solubilizadas apenas em agua
acidificada e sonicadas (INGLE, 2003; PATIL et al., 2015).

As condicdes de operacao de 40 e 60°C a 150 bar tiveram um efeito minimo sobre
o nivel levodopa e ndo foi possivel quantificar o composto nos extratos obtidos com estes
parametros. Apesar de os picos ndo aparecerem de forma isolada e bem definida, como
nas tortas pos-extracdo, através dos espectros DAD-UV e por comparacdo com padrbes
pode-se confirmar que se trata do composto L-dopa. A concentracdo de L-dopa nédo
diferiu significativamente entre os extratos. O conteido médio variou de 0,39 a 0,43 mg/g.
O extrato da condigdo 60°C e 250 bar mostrou uma concentracdo relativamente mais
baixa em comparagdo com os demais (0,39 mg/g), enquanto que a extra¢do de L-dopa foi
melhor pela condicdo 40°C e 350 bar, ou seja, apresentou melhor eficiéncia em termos
de extracdo desse composto, compativel com um dos resultados de maior rendimento.
Johnson et al. (2018) avaliou os extratos de sementes de M. pruriens produzidos com
solventes diferentes quanto ao contetdo de L-dopa. Os niveis de L-dopa no extrato
metandlico foi de 280mg/g, agua igual a 231,9mg/g, butanol equivalente a 100mg/g e
reduziu significativamente para 0,3mg/g e 54 em acetato de etila e hexano,
respectivamente. Contudo, testes bioldgicos realizados com o extrato de acetato de etila,
comprovaram que até mesmo esse baixo nivel (0,03%) de L-dopa mostra efeitos

neuroprotetores contra Parkinson.

A variabilidade entre as substancias e suas concentracfes é esperada quando se
trata de produtos naturais, o que foi observado em relacdo a quantidade de levodopa em
todas as amostras de Mucuna pruriens. Outra possivel razéo para a variacdo do gradiente
de L-dopa pode ser por efeito do transporte de L-dopa das demais partes da planta para
as sementes, pela conversao natural em dopamina que pode acontecer ainda na planta (por
atividade catalitica de DDC), pela auto-oxidagcdo do composto, da maturidade das
sementes e das caracteristicas fisico-quimicas que dependem de varios fatores ambientais
(condicdes climaticas, luz solar, umidade etc), tempo e préaticas de colheita, regido

geogréfica onde as espécies foram germinadas. Além do mais pode haver degradacéao de
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L-dopa durante todo o processo até a obtencdo dos extratos que pode explicar valores
mais baixos (MATSUMOTO 2011; MUSHTAQ et al. 2013; PULIKKALPURA et al.,
2015).

Pode-se sugerir também, que 0s menores resultados de concentracdo do composto
nas diferentes amostras em comparagdo aos demais estudos podem ser justificados pelo
processo prévio extracdo em fase solida para purificacdo pelo qual os extratos foram
submetidos, que podem néo ter sido eficiente na separacao das substancias, dificultando
a deteccdo e quantificacdo do composto L-dopa. A técnica de obtencdo dos extratos
também pode ter citada como uma justificativa. O composto L-dopa tem baixa
solubilidade no CO> supercritico e a concentracdo de etanol e as condi¢des de operacdo
pode néo ter sido suficiente a ponto de melhorar a polaridade e assim aumentar o
rendimento de extracdo L-dopa, o que faz com o composto fique concentrada na torta
pos-extracdo. Contudo, pressupde-se que a levodopa presente nas sementes de Mucuna
pode ser extraida por fluidos supercriticos desde que o empacotamento do leito de
extracdo, a concentracdo dos solventes, a temperatura, pressdo e o tempo da extracao
sejam suficientes e adequados. E apesar dos resultados inferiores, a extracdo supercritica
apresenta vantagens em relacdo as demais técnicas por ser uma tecnologia segura e
ecologicamente correta, como 0 uso de pouco ou nenhum solvente orgénico, aplicacao de
baixas temperaturas, entre outros que favorecem a atividade bioldgica dos extratos. E a
selecdo do meétodo de extracdo mais adequada é muito importante para extrair a
maximizacdo do rendimento com perda minima de bioatividade e consumo minimo de

solventes organicos, bem como energia.

Levodopa € uma molécula importante utilizada para a sintese do neurotransmissor
dopamina e atua como uma droga principal para o tratamento sintomético da doenca de
Parkinson e a identificagdo e quantificacdo de niveis considerdveis de L-dopa em extratos
de M. pruriens é muito significativo. Apesar do baixo contetudo de levodopa, 0s extratos
podem conter outros beneficios devido a presenca de outros compostos que podem
auxiliar no tratamento com efeitos secundarios ou que potencializam o efeito da L-dopa
reduzindo os sintomas da doenca. Além do mais, estudos descritos anteriormente
demonstraram vantagens da L-dopa natural obtida de Mucuna pruriens em relagéo a L-
dopa sintética, como discinesias menos evidente, além de outros possiveis efeitos
neuroprotetores (LIEU et al., 2010; YADAV et al., 2013; YADAV et al., 2014).
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Analise de quantificacdo de Levodopa € um passo importante na selecdo do
melhor extrato supercritico de Mucuna para 0 uso em estudos in vivo que podem ser
usados em aplicagOes farmacéuticas para o tratamento de doenca de Parkinson (ou como
auxiliar no tratamento). Cassani et al. (2016) sugere que estudos de quantificacdo prévia
de L-dopa sdo importantes para determinar a dose terapéutica necessaria para tratar
pacientes com doenca de Parkinson levando em consideracéo as caracteristicas do ecétipo

das sementes utilizadas para evitar efeitos colaterais indesejaveis.

Simulando as desabilidades motoras promovidas pela reducdo de dopamina
estriatal presentes na doenca de Parkinson (RICHARDSON e HOSSAIN, 2013), a
injecdo estriatal de 6-OHDA em camundongos promoveu 0 comprometimento motor
significativo, especialmente com alteracdo da estabilidade/equilibrio, com desempenho
nos testes de grade vertical e campo aberto estatisticamente prejudicados apds o
procedimento estereotaxico, confirmando achados de outros estudos com esse modelo
experimental (RIZELIO et al, 2010). Para os testes, foram utilizadas para o tratamento
misturas dos extratos obtidos das condi¢des de 40°C a 350 bar e 60°C a 350 bar, devido
suas caracteristicas semelhantes, principalmente em relacdo ao rendimento massico e

concentracdo do composto L-dopa.

A utilizacdo do teste comportamental do campo aberto permite avaliar o
comportamento motor dos animais, por meio da atividade exploratdria, quantificada pelo
namero de travessias e da realizacdo de bipedestagdes, com e sem apoio, avaliando,
também, o equilibrio, ambas, presumivelmente diminuidas no contexto da doenca
(SANTIAGO et al, 2010; CARVALHO et al, 2013). O teste comportamental da grade
vertical revela as fungdes de forca neuromuscular e coordena¢do motora, demonstrando
a acinesia/bradicinesia da doenga de Parkinson, em face de um atraso no inicio do
movimento e reducdo da velocidade do mesmo (ALLBUTT e HENDERSON, 2007; KIM
et al, 2010). E, é esperado, que os tratamentos com extrato de Mucuna obtido por fluido

supercritico e com levodopa sintética, promovam melhoria nesses resultados.

Para avaliar a eficiéncia do modelo de inducéo por injecdo de 6-OHDA, foi
realizada comparacdo conjunta de todos grupos amostrais entre a primeira analise
comportamental (um dia antes do procedimento cirdrgico estereotaxico) e a segunda
analise comportamental (no 7° dia ap6s o procedimento, antes do inicio do tratamento).
Entre os testes realizados, a inducdo de doenca de Parkinson pode ser comprovada por

meio de diferencas significantes entre o Teste de Campo Aberto, pela redugdo do numero
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travessias, de bipedestacGes com apoio e sem apoio e no Teste de Grade Vertical, com
aumento do tempo para virar até a posicdo de descida e do tempo total de realizacdo do
teste. Apos a administracdo dos tratamentos com Levodopa e Mucuna pruriens, realizou-
se a terceira analise comportamental. N&o foi observado qualquer diferenca nos
parametros comportamentais entre 0s grupos tratados por 7 ou 14 dias, portanto, nos testes

estatisticos para comparacéo dos tratamentos, essas amostras foram agrupadas.

Os resultados foram positivos em relacdo a atividade motora em quase todos 0s
testes em todos os animais tratados tanto com extrato de Mucuna, como com Levodopa
sintética, ou seja, todos apresentaram melhora nos sintomas da doenca. Exceto em relagao
ao numero de rotacdes induzidas pela apomorfina, que ndo surtiram efeito, como mostra
a Tabela 5. Contudo, os resultados mostraram que houve diferenca significativa entre os
tratamentos. Os resultados foram melhores naqueles que ingeriram doses L-dopa
artificial, com melhoria mais rapida nos sintomas. Ao comparar o desempenho entre 0s
testes comportamentais antes e depois do tratamento, a administragdo de Levodopa
demonstrou impacto significativo no Teste de Campo Aberto, evitando decaimento do
numero de travessias, e no Teste da Grade Vertical, reduzindo o tempo total do teste.
Resultados semelhantes foram anteriormente demonstrados por Kasture et al (2009), com
a mesma dose (6mg/kg, 1.P), que promoveu diminuicao significativa do tempo total gasto
para realizacdo do teste da grade vertical e aumento do numero de travessias no teste do
campo aberto, ressaltando sua acdo sobre a deambulacdo e acinesia. A resposta ao
tratamento com extrato de Mucuna também foi avaliada e apresentou resultados positivos.
Contudo, os extratos foram associados a um inibidor de descarboxilase, na tentativa
aumentar a disponibilidade do composto L-dopa que atravessa a barreira

hematoencefalica e é convertida em dopamina.
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Tabela 5: Resultados testes de Campo aberto e de Grade vertical realizados em modelos animais de Doenca

de Parkinson.

TESTES MUCUNA | LEVODOPA | PARKINSON | SHAM
TESTE 1
TRAVE 47,72 48 43,88 26,81
BCA 25,19 22,5 25,61 14,12
BSA 9,02 7,75 5,66 8,81
LIMPE 1,6 2,4 1,72 1,12
DEF 5,59 1,9 1,61 1,75
TVIRADA 3,4 11,7 10,22 6,75
TDESCIDA 4,1 0,9 11 1
TTOTAL 75 24,6 11,33 7,87
TESTE2
TRAVE 35,4 46,05 44,83 22
BCA 11,1 10,25 11,66 8,5
BSA 0,5 0,6 2,77 1,43
LIMPE 1,7 1,15 1,83 1
DEF 2,4 2,4 1,83 1,56
TVIRADA 31,6 35 11,55 12,62
TDESCIDA 1 1,2 0,55 0,87
TTOTAL 44,6 48,2 64,77 28,5
TESTE3
TRAVE 27,95 25,05 29,16 16,62
BCA 8,4 8,5 10,16 6,06
BSA 0,6 1,45 2,61 0,75
LIMPE 0,65 1 0,11 0,87
DEF 1,75 2,6 2 2,18
TVIRADA 15,6 13,2 25,44 20,12
TDESCIDA 0,9 1,8 1,44 0,75
TTOTAL 28,5 15 40,22 50,5
APOIPSI 4,2 3,8 15,55 7
APOCONTRA 75 7,1 7,66 12,5

Nesta pesquisa, apesar de estatisticamente a administragdo de Mucuna néo

demonstrar melhora nas alteracdes parkinsonianas desenvolvidas pela injecéo estriatal de
6-OHDA em relagdo ao impacto no desempenho motor, a anélise visual empirica e 0s
resultados isolados de cada teste, demonstraram algum grau de melhora, sinalizando que
o0 tratamento feito com baixa dose de MP (48mg/kg, V.O) foi satisfatdrio, apresentando
alguns resultados aproximados aos resultados obtidos com L-dopa artificial, promovendo
algum efeito positivo no comportamento dos animais tratados com Mucuna em relagéo
aos animais com Parkinson néo tratados e frente aos testes intragrupo antes e depois do
tratamento, avaliados pelos testes comportamentais. Nos testes de grade vertical, houve

reducdo nos tempos de virada e total do teste nos animais tratados com Mucuna do
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segundo para o terceiro periodo, indicando um efeito positivo nos sintomas da doenca,

como mostram as Figuras 11 e 12.

Teste Grade Vertical
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Figura 11: Teste de grade vertical — tempo de virada
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Figura 12: Teste de grade vertical — tempo total de teste

Estudos preliminares realizados em animais € em humanos com doenca de
Parkinson ja comprovaram que extratos de MP podem ser usados para melhorar os
sintomas da doenga com baixos ou nenhuns efeitos colaterais. O tratamento com Mucuna
pruriens eleva a concentragdo de dopamina no cérebro de animais, exibindo efeitos
antiparkinsonianos semelhantes ou superiores aos obtidos com a administracdo de

levodopa sintética, devido a concentracdes elevadas de L-dopa que é convertida em
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dopamina no sistema nervoso central, na tentativa de reestabelecer a transmissdo
dopaminérgica (LIEU et al. 2010; LIEU et al., 2012). Cilia et al. (2018), em um estudo
recente, investigou 14 pacientes com DP com sintomas de variagdes motoras e discinesias
que receberam Mucuna em pé obtido de sementes torradas e levodopa comercializada,
média de 18,7 mg/ kg / dia, em ordem aleatdria durante 16 semanas. Medidas de eficacia
foram notadas na qualidade de vida, motora e ndo motora. Contudo alguns pacientes
apresentaram intolerancia ao alto consumo das doses de Mucuna, desenvolvendo efeitos
colaterais gastrointestinais e passaram a receber doses em menor concentragdo. Mas 0s
pacientes que conseguiram tolerar MP, a resposta clinica foi semelhante aos tratados com
L-dopa sintética. Johnson et al. (2018) ainda estudou o efeito protetor dos extratos de
Mucuna pruriens com diferentes solventes contra a toxicidade induzida por células
durante os processos de oxidacao que se desencadeiam durante a doenga de Parkinson. E
os resultados mostraram que entre os extratos, o de menor concentra¢cdo de L-dopa
(0,03%) aumentou significativamente a resposta das células ao estresse oxidativo e a
neuroinflamacdo. Confirmando que, embora muitos estudos confiram a melhora nos
sintomas da doeca aos altos niveis de L-dopa nos extratos de Mucuna, evidéncias
emergentes sugerem que outros compostos presentes no extrato, além de L-dopa, também
podem ter efeitos neuroprotetores. Por exemplo, Poddighe el al., (2014) observou efeitos
anti doenca de Parkinson, incluindo melhorias da funcdo motora, do extrato metandlico

de Mucuna contendo baixos niveis de L-dopa (0,1%).

Vale ressaltar que em modelos experimentais, a dose, forma de apresentacao e
método de administracdo do tratamento com Mucuna pruriens ainda ndo estd bem
estabelecido. A utilizacdo de doses semelhantes as aplicadas nesse estudo se mostraram
benéficas em pesquisas prévias (KASTURE, 2009), entretanto, a administracdo foi
realizada intraperitonealmente, ou seja, aplicada diretamente no interior do peritonio.
Assim, é possivel prever que a administragdo via oral de Mucuna pruriens sofreu efeito
de primeira passagem, sendo metabolizado pelo figado, visto que a mucosa
gastrointestinal é um local para a descarboxilacdo da L-dopa, e excretado em parte pelos
rins e, dessa forma, o principio ativo restante nao foi suficiente para atravessar a barreira
hematoencefalica gerar resultados semelhantes ao controle L-dopa. Além do mais,
utilizando-se Mucuna pruriens oral, somente administragdes prolongadas se mostraram
efetivas em outros modelos experimentais de Parkinson e iniciadas antes da inducéo da

doenca, admitindo-se um fator neuroprotetor concomitante, ou seja, periodos de
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tratamentos mais longos sdo necessarios para alcancar uma resposta sustentavel ao uso
de MP para o tratamento da doenca (YADAV et al, 2013, CILIA et al., 2018).

O modo de preparo das formulacGes a base de Mucuna pruriens também é um
fator importante para determinar a dose para potencializar os beneficios e minimizar os
efeitos colaterais a longo prazo. E, nesta pesquisa, a obtencdo do extrato de Mucuna
administrado pode ter influenciado os resultados comportamentais, uma vez que, a
técnica de extracdo com didxido de carbono supercritico, apesar de suas vantagens, pode
ter resultado em um extrato com concentragdo de L-dopa abaixo do necessario para agir
de maneira mais significativa nas andlises comportamentais. Ainda assim, estes
resultados evidenciam que o tratamento feito com baixa dose de MP apresentou
resultados aproximados aos resultados obtidos com L-dopa artificial, levando em
consideracdo que a concentracdo de L-dopa nos extratos é bem inferior a concentracdo
presente no medicamento usado para o tratamento nesta pesquisa. E os efeitos positivos
sobre os parametros avaliados, mesmo que ndo significantes a nivel de estatistica,
sinalizam algumas possiveis vantagens, como a necessidade de consumir menor
quantidade do extrato de Mucuna e de substancias artificiais para o tratamento da doenca,
reduzindo os possiveis efeitos colaterais ocasionados pelo alto teor de compostos
antinutricionais e pelo consumo elevado de medicamentos. E a aplicacdo da técnica de
extracdo com fluido supercritico para extracdo do composto L-dopa mostrou-se
adequada, facilitando a maneira de ser aplicado para o tratamento de Doenca de

Parkinson.

Além de tudo, o extrato de Mucuna contém uma pequena quantidade de levodopa
que, isoladamente, ndo justifica a melhora clinica dos sintomas parkinsonianos. Isto tem
duas explicacGes possiveis: que a levodopa natural € mais potente ou que Mucuna contém
outros produtos quimicos benéficos que potencializam os efeitos da levodopa
aumentando a sua eficiéncia metabdlica, que facilitam a sua absorcédo pelo organismo ou
que também tenham acdo antiparkinsoniano. Resultados observados anteriormente em
pacientes humanos e em animais mostraram que, além da levodopa natural, Mucuna
pruriens pode conter outros compostos com atividade sobre a doenca de Parkinson. A
presenca de outros fitoquimicos em M. pruriens, além do composto L-dopa, com Vérias
atividades farmacologicas ja foi anteriormente relatada e o uso de sementes de Mucuna
em pacientes com doenca de Parkinson tem vantagens por incluir varios esses metabolitos

que podem tratar a doenga por vias secundérias, que também podem contribuir para as
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atividades neuroprotetoras com atividade antioxidantes e propriedades anti-inflamatdrias,
por exemplo, protegendo as células contra os radicais livres e a morte celular atraves de
varios caminhos, auxiliando no tratamento, com efeitos positivos sobre as funcgdes
cognitivas (BEGA et al., 2014; LIEU et al., 2012; NATARAIAN et a., 2012; KASTURE
et al.,2013; YADAV et al, 2013; PODDIGHE et al., 2014; KAVITHA e
THANGAMANI, 2014; PODDIGHE et al., 2014; YADAV et al., 2014;).

Estudos envolvendo analises de estresse oxidativo poderdo confirmar ou ndo esses
achados preliminares comportamentais e direcionar a presente pesquisa para novas areas
de ensaio biol6gico. Portanto, a realizacdo de outras pesquisas a fim de investigar a
seguranca e eficacia das dosagens e padronizar a utilizacdo de Mucuna pruriens, desde
sua obtencdo até sua administracdo, sdo de suma importancia para melhores resultados
experimentais e possiveis aplicacdes clinicas, para minimizar os efeitos colaterais e

adapta-los as necessidades de cada paciente.

CONCLUSAO

O efeito das principais variaveis do processo que afetam a extracao supercritica e
a eficacia do CO; supercritico associado a etanol como cossolvente para a extracdo de
compostos fendlicos, especialmente o L-dopa, no extrato de sementes de Mucuna
pruriens foi investigado. De acordo com os resultados, a melhor condicéo de extracdo em
termos de rendimento foi a 60°C, 350 bar e densidade igual a 912,8 kg/m3 com
rendimento igual a 3,70%. As elevadas concentra¢cBes de compostos fendlicos nos
extratos indicam que o uso de um cossolvente polar modificou a seletividade e o poder
solvente do fluido supercrtitico, facilitando a extracdo desses compostos. Os resultados
da anélise de HPLC confirmam que as sementes de Mucuna pruriens sdo uma boa fonte
de L-dopa natural, apesar da baixa concentragdo do composto nos extratos obtidos via
tecnologia supercritica, de 0,43 mg/g obtido da condicdo de 40°C, 350 bar e densidade
igual a 975,7 kg/m3, compativel com o alto rendimento massico de extrato. O papel
benéfico na DP foi comprovado com os testes in vivo, avaliado por testes
comportamentais. Apesar de o tratamento com Levodopa comercial surtir maiores
resultados, os animais tratados com Mucuna promoveram alguma melhora nos sintomas
da doenca, principalmente em relagdo ao teste de grade vertical, aumentando os tempos

de virada e tempo total de teste.

Diante disso, a extracdo supercritica com dioxido de carbono e etanol para

obtencgéo de extratos de sementes de Mucuna mostrou-se promissora, possibilitando o uso
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do extrato de Mucuna pruriens para o tratamento de doenca de Parkinson. A realizacédo
de outras pesquisas a fim de aprimorar a extracdo supercritica, bem como investigar
eficdcia das sementes para o tratamento da doenca de Parkinson sdo de suma importancia

para melhores resultados experimentais e possiveis aplicacGes tecnoldgicas.
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ANEXO |
Cromatogramas das sementes in natura, das tortas pos-extracdo e dos extratos de
Mucuna pruriens obtidos das extracfes supercriticas.
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Figura 13: Cromatograma quantificacdo do composto L-dopa nas sementes in natura.
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Figura 16: Cromatograma quantificacdo do composto L-dopa na torta pds-extracdo condicdo

de 40°C e 250 bar.



82

2504 F L-Dopa_Taora 8200 Torta 250060_ 0.5 mg/mL_Preparo em Fase movel UV VIS 1 WVL 280 nm

mALl

240

220
9 - L-Dopa - 3.323

200

180

180

140

120+

50 ‘

204 ‘

1!
1 N ! )
s:_"{!\l‘ﬁ"“H'{'W L‘Iljjl\}ll|'lllllllllllla i L 5 k= ! Iﬁl

0.0 25 5.0 7.5 100 135 i50 175 2d.0 225 230 275

Figura 17: Cromatograma quantificacdo do composto L-dopa na torta pos-extracdo condicédo
de 60°C e 250 bar.
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Figura 18: Cromatograma quantificacdo do composto L-dopa na torta pds-extracdo condigdo
de 40°C e 350 bar.
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Figura 19: Cromatograma quantificacdo do composto L-dopa na torta pos-extracdo condicédo
de 60°C e 350 bar.
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Figura 20: Cromatograma quantificacdo do composto L-dopa no extrato condicdo de 40°C e

250 bar — fase amostra.
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Figura 21: Cromatograma quantificacdo do composto L-dopa no extrato condi¢éo de 40°C e

250 bar — fase agua + metanol.
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Figura 22: Cromatograma quantificacdo do composto L-dopa no extrato condicédo de 60°C e
250 bar — fase amostra.
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Figura 23: Cromatograma quantificacdo do composto L-dopa no extrato condi¢édo de 60°C e

250 bar — fase agua + metanol.
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Figura 24: Cromatograma quantificacdo do composto L-dopa no extrato condicéo de 40°C e

350 bar — fase amostra.
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Figura 25: Cromatograma quantificagdo do composto L-dopa no extrato condicéo de 40°C e

350 bar — fase agua + metanol.
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Figura 26: Cromatograma quantificacdo do composto L-dopa no extrato condicédo de 60°C e

350 bar — fase amostra.
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Figura 27: Cromatograma quantificacdo do composto L-dopa no extrato condi¢do de 60°C e

350 bar — fase agua + metanol.
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