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RESUMO

O caju e a castanha, pseudofruto e fruto do cajueiro (Anacardium occidentale L.), apresentam
alto valor nutricional, porém menos de 10% do pedunculo proveniente do beneficiamento da
castanha sdo aproveitados. Uma alternativa para o aproveitamento do bagaco de caju seria seu
processamento em farinha, a qual poderia ser adicionada ao suco de caju e assim aumentar
suas propriedades nutricionais. O objetivo do trabalho foi avaliar a composicao fitoquimica, o
potencial antioxidante total e a atividade imunomoduladora do suco de caju adicionado com
farinha do bagaco de caju maduro (SFM) e verde (SFV). Para tanto, avaliou-se a capacidade
antioxidante do suco e das farinhas de caju (clone CCP-76) por dois métodos, ABTS e DPPH.
Os compostos fitoquimicos determinados foram os polifendis, vitamina C, carotenoides,
antocianinas e flavonoides amarelos. Os testes in vivo foram realizados com camundongos
Swiss machos, provenientes do Biotério Central da UFC. O protocolo experimental foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animal da UFC (N° 102/2011). Para os
ensaios toxicologicos, camundongos foram tratados por 19 dias, por via oral, com diferentes
doses de SFM e SFV e os parametros fisiologicos como peso do animal, peso relativo dos
orgdos, peroxidacdo lipidica e dosagem das enzimas ALT e AST foram determinados. Para
avaliacdo da resposta imune humoral e celular, os animais foram imunizados com hemacias
de carneiro (HC) para determinar o titulo de anticorpos pelo método de hemaglutinacdo e
posteriormente desafiados com HC, para avaliar a resposta de hipersensibilidade tardia
(DTH). Para verificar as diferencas significativas entre as médias dos diferentes grupos,
aplicou-se o teste ANOVA seguido de Tukey ou Newman-Keuls, considerando as diferencas
significativas quando p < 0,05. A farinha verde de bagaco de caju apresentou a maior
capacidade antioxidante e os maiores teores de polifendis, constituinte predominante também
na farinha de caju maduro e no suco. Nao se constatou alteracdes significativas em nenhum
parametro avaliado no ensaio toxicologico. Na resposta humoral, o suco de caju e o SFV na
dose de 300 mg/kg apresentaram os maiores titulos de anticorpos com aumento de 120,69 e
100% em relagdo ao controle. J& na resposta celular, o suco, SFM e SFV (dose de 300 mg/kg)
induziram um aumento na DTH de 10,66; 10,66 e 11,11%, respectivamente, em relacdo ao
controle. O suco adicionado da farinha do bagaco do caju em diferentes estadios de
maturidade pode ser uma alternativa para melhoria da resposta imunoldgica. No entanto, séo
necessarios estudos complementares para viabilizar essa suplementacdo do suco com as

farinhas.

Palavras chave: Anacardium occidentale, Antioxidantes, Hemécias de Carneiro, Imunomodulacéo.



ABSTRACT

The cashew apple and cashew nut, pseudo fruit and fruit (Anacardium occidentale L.) have
high nutritional value, but less than 10% of the cashew apple from the processing of cashew
nut is availed. The cashew apple juice added with bagasse flour could therefore be an
alternative for the improvement of its nutritional properties. The aim of this study was to
evaluate the phytochemical composition, the total antioxidant potential and
immunomodulatory activity of cashew apple juice with added of the flour mature bagasse
(CAIM) and immature (CAJIM) of the cashew apple. Therefore, we evaluated the antioxidant
capacity of juice and flour of cashew apple (clone CCP-76) by two methods, ABTS and
DPPH. The phytochemicals compounds quantified were polyphenols, vitamin C, carotenoids,
anthocyanins and flavonoids yellow. In vivo tests were performed with male swiss mice, from
the animal colony of UFC, with approval by the Ethics Committee on Animal Research
(CEPA) under the UFC protocol No. 102/2011. Toxicity tests were carried out on mice
treated for 19 days orally with CAJM and CAJIM at different doses. Physiological parameters
such as body weight, relative organ to body weight, lipid peroxidation and dosage of the ALT
and AST enzymes were determined. To evaluate the humoral and cellular immune response,
the treated animals were immunized with sheep red blood cells (SRBC) to determine the
antibody titer by hemagglutination method and later challenged with (SRBC) to evaluate the
delayed type hypersensitivity (DTH) reaction. To analyze the significant differences between
the means of different groups, we applied the ANOVA followed by Tukey or Newman-Keuls
and differences were considered significant at p < 0.05. Flour Cashew green bagasse showed
the highest antioxidant capacity and the highest levels of polyphenols, also predominant
constituent in flour and ripe cashew juice. The ripe flour showed the highest antioxidant
capacity and the highest levels of polyphenols, also predominant constituent in ripe flour and
cashew apple juice. There were no significant changes in any parameters evaluated in toxicity
test. In the humoral response, the cashew apple juice and CAJIM at dose of 300 mg / kg
showed higher antibody titer with an increase of 120.69 and 100.00 % compared to the
control group. Already in cellular response, juice, SFM and SFV (300 mg / kg) induced an
increase in DTH of 10.66, 10.66 and 11.11% respectively, compared to control. The cashew
apple juice added with the flour of cashew bagasse in stages of maturity different can be an
alternative for improving the immune system. However, further studies are needed to enable

this supplementation of juice with flours.

Keywords: Anacardium occidentale, Antioxidants, Sheep red blood cells, Immunomodulation.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, os habitos alimentares estdo sendo considerados fatores importantes
associados a saude (VO; KIM, 2012). Os consumidores estdo atualmente interessados nos
beneficios potenciais de um suporte nutricional para prevenir ou controlar uma possivel
enfermidade (HARDY, 2000). Diante deste novo perfil dos consumidores, a industria
alimenticia tem voltado sua atencdo para a fabricacdo de novos produtos que visam melhorar
a saude (ANJO, 2004). Nesse contexto, podem ser citados os alimentos funcionais que sao
definidos como qualquer substancia ou componente de um alimento capaz de proporcionar
beneficios para a satde, como a prevencdo e/ou tratamento de doencas. Esses produtos podem
variar de nutrientes isolados, produtos de biotecnologia, suplementos dietéticos, alimentos
geneticamente modificados até alimentos processados e derivados de plantas (POLLONIO,
2000).

O funcionamento adequado do sistema imune é fortemente influenciado pelo estado
nutricional do organismo e pelos nutrientes ingeridos na alimentacdo. Diversos nutrientes
apresentam propriedades moduladoras do sistema imunoldgico. O uso de substancias com
capacidade de modular a resposta imunoldgica, melhorando a defesa do hospedeiro, parece
ser uma das alternativas mais promissoras para auxiliar o tratamento de doengas com
antibidticos (TZIANABOS, 2000). Muitas dessas substancias sdo comumente encontradas
em espécies vegetais, tais como os &cidos fendlicos, flavonoides, taninos e alcaloides,
considerados 0s principais constituintes que potencializam a resposta imunoldgica
(HALLIWELL; RAFTER; JENNER, 2005).

Diante do fato que as substancias naturalmente encontradas nos vegetais, mais
particularmente nos frutos, possuem capacidade de modular a resposta imunolégica e de que o
Brasil apresenta uma economia expressiva no mercado de fruticultura, essa € uma area
promissora de estudos para validacdo desses frutos como nutracéuticos. Vale ainda ressaltar
que poucos sdo os trabalhos que exploram as atividades imunomoduladoras dos frutos e
principalmente dos frutos tropicais que sao ricos em vitaminas e polifendis (SHIVAPRASAD
et al., 2006).

Tendo em vista que a cultura do caju apresenta-se como importante atividade
econémica na regido nordestina, com énfase maior ainda para o Estado do Ceard, esse fruto
seria um bom candidato aos estudos sobre o potencial imunomodulador. O seu pseudofruto

apresenta alto valor nutritivo com teores de vitamina C, cinco vezes superior ao determinado

Efeito do Suco de Caju (Anacardium Occidentale L.) adicionado de Farinhas do Bagaco de Caju sobre a
Resposta Imunoldgica em camundongos
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em suco de laranja (SILVA et al., 2007). Ademais, 0 caju possui varios compostos com
propriedades antioxidantes, como os carotenoides (ASSUNCAO; MERCADANTE, 2003),
flavonoides (BRITO et al., 2007), &cidos fendlicos, taninos (MICHODJEHOUN-MESTRES
et al., 2009) e &cido anacardico (KUBO et al., 2006; TREVISAN et al., 2006). Porém,
dependendo de fatores como variedade, solo, safra, grau de maturidade e condigcdes
climéticas, o caju pode ter sua composi¢cdo quimica, fisico-quimica e qualidade nutricional
alterada (PINHEIRO, 2008). Para tanto é importante analisar as influéncias que esses fatores
podem realizar no potencial imunoldgico do fruto, principalmente em relacdo ao grau de
maturidade.

Os destinos dados aos pseudofrutos sdo diversos, porém muitas tecnologias devem ser
desenvolvidas no intuito de aumentar o aproveitamento destes de forma mais significativa,
principalmente devido suas imensuraveis propriedades terapéuticas. Uma grande problematica
ocasionada pelas industrias de processamento do pedinculo do caju consiste na geracdo de
residuos provenientes da fabricacdo do suco integral, como a pelicula e o bagaco do caju
(AGUIAR et al., 2000). Algumas alternativas sdo realizadas para minimizar esta
problematica, utilizando os residuos para a producdo de racdes ou fertilizantes (KOBORI ;
JORGE, 2005). Estas medidas ainda sdo consideradas insuficientes diante da quantidade de
residuos gerados, sendo sempre necessarias novas ideias que gerem alternativas para o destino
destes residuos, diminuindo assim a poluicdo ambiental e melhorando o aproveitamento como
um todo.

Uma alternativa para o aproveitamento do bagaco de caju poderia ser seu
processamento em farinha, a qual pode ser adicionada ao suco de caju e assim aumentar suas
propriedades fitoquimicas devido aos constituintes concentrados no bagaco. Nesse contexto, a
avaliacdo do potencial imunomodular desta bebida em camundongos, torna-se interessante

tanto para fins nutricionais, como econdmicos e ambientais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caju (Anacardium occidentale)

O cajueiro, Anacardium occidentale L., pertencente a familia Anacardiaceae, é uma
arvore tropical nativa do Nordeste do Brasil, onde é largamente cultivado e comercializado
(ABREU et al., 2013). O cajueiro ando precoce vem sendo eleito para o cultivo em funcéo do
pequeno porte e da producdo precoce e elevada. Entre os clones cultivados no Ceard, o clone
CCP-76 apresenta destaque pela grande preferéncia pela fruta fresca. O clone CCP-76
apresenta plantas de porte baixo, altura média de 2,68 m e diametro médio da copa de 4,98 m
no sexto ano de idade. Os indicadores agroindustriais para o pedunculo indicam o peso médio
de 135 g e coloracdo laranja. A exploragdo comercial desse clone vem sendo feita tanto em
cultivo de sequeiro, como irrigado, com aproveitamento do peddnculo para o mercado de
mesa, e da castanha para o mercado de améndoa (EMBRAPA, 2013) (Figura 01).

Figura 01. Planta de Cajueiro ando-precoce, clone CCP-76

Fonte: EMBRAPA (2013).

O pseudofruto do caju apresenta alto valor nutritivo, sendo um dos frutos mais ricos
em vitamina C, contendo cerca de 200 mg/100 mL de acido ascorbico (LAVINAS et al.,
2006), com teores cinco vezes superiores ao suco de laranja (SILVA et al., 2007). Além disso,
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possui  varios compostos com propriedades antioxidantes, como o0s carotenoides
(ASSUNCAO; MERCADANTE, 2003), flavonoides (BRITO et al., 2007), &cidos fendlicos,
taninos (MICHODJEHOUN-MESTRES, et al., 2009) e acidos anacardicos (KUBO et al.,
2006; TREVISAN et al., 2006) que ja foram identificados até 0 momento.

O perfil fitoquimico do caju revela uma complexa fonte natural de antioxidantes que
faz deste suco um excelente alvo nas pesquisas medicinais (CAVALCANTE et al., 2003). A
cultura do cajueiro tem sido amplamente utilizada na medicina popular do Brasil, india e
Africa para tratar desordens como a inflamagdo, doencas gastrointestinais e hipertenséo
(CAVALCANTE et al.,, 2003; KONAN; BACCHI, 2007). Extrato hidroetandlico de folhas
de caju, que séo ricos em polifendis, inibiu lesdes gastricas induzida por HCI / etanol em ratos
(KONAN; BACCHI, 2007). Ja os extratos metanolicos do caule do cajueiro apresentaram
atividades antimutagénicas e antigenotoxicas, reforcando as propriedades terapéuticas desta
planta (BARCELOS et al., 2007).

Cavalcante et al. (2003) mostraram que 0 suco de caju tem maior capacidade
antioxidante do que o suco processado (cajuina), verificando a protecdo de danos no DNA
pelas espécies reativas de oxigénio. Esses autores correlacionaram as propriedades
antioxidantes com o conteldo de &cido anacérdico no suco de caju (17,9 mg/100 g ) e na
Cajuina (0,41 mg/100 g). Runnie et al. (2004) mostraram o efeito vasorrelaxador de folhas de
A. occidentale em aorta isolado de ratos.

O caju pode ter sua composicdo quimica, fisico-quimica e qualidade nutricional
alterada dependendo de diversos fatores como: variedade, solo, safra, grau de maturidade
(Figura 02) e condigdes climéaticas (PINHEIRO, 2008). Mudancas sensoriais e bioquimicas
que ditam as caracteristicas de qualidade dos frutos ocorrem durante a pos-colheita e estdo
diretamente relacionadas com o metabolismo oxidativo (MATTOO et al., 2001).

De acordo com o grau de maturidade, os teores dos compostos fitoquimicos podem
variar e a atuacdo terapéutica do fruto sera diretamente afetada. Vasconcelos (2011) avaliou a
atividade antioxidante, anti-inflamatoria e cicatrizante do suco de caju nos estadios de
maturidade e imaturidade e observou uma maior atividade anti-inflamatoria e cicatrizante de
feridas, induzidas em camundongos swiss, pelo suco de caju imaturo. Para tanto, torna-se
importante considerar o grau de maturidade dos vegetais nos estudos com 0s compostos

bioativos.
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Figura 02. Pedunculos verdes e maduros de clone cajueiro ando-precoce CCP-76

Fonte: RIBEIRO; SILVA; RIBEIRO (2013).

A cultura do caju gerou para o Brasil 1.687.565,00 de dolares no ano de 2011, sendo o
Brasil, o pais que mais lucrou com o caju seguido de Mali, Madagascar e Guiana (FAO,
2011). Esta cultura é de fundamental importancia para a economia do Nordeste do Brasil com
destaque para o Estado do Ceara, considerado um dos maiores produtores. Tanto o
pseudofruto como a castanha do caju podem ser consumidos in natura e transformados em
varios produtos nutricionais como sucos, chas, compotas e bebidas (TREVISAN et al., 2006).

A castanha de caju é botanicamente definida como o fruto e é o principal produto de
exportacdo (EMBRAPA, 2013). O peddnculo ou pseudofruto, também conhecido como caju,
é suculento, tem um sabor agradavel e ¢é de preferéncia comercializado como polpa congelada,
suco e néctar (QUEIROZ et al., 2011). Provavelmente ndo mais que 10% do potencial de
producédo do peddnculo sdo consumidos ou utilizados na forma fresca ou processada. Embora
o pedunculo represente uma fonte rica de compostos nutritivos, sua aceitacdo fora do Brasil
tem sido reduzida em funcao da elevada adstringéncia (AGOSTINI-COSTA et al., 2002).

O processamento do peddnculo do caju pode originar diversos produtos, sendo 0 suco
integral 0 mais representativo, o qual gera como residuo a pelicula e a fibra ou bagaco do

pedunculo (AGUIAR et al., 2000). Os residuos industriais sdo muitas vezes utilizados como
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racdo ou na forma de fertilizantes. O custo de secagem, armazenagem e transporte de
subprodutos s@o fatores que economicamente limitam seu aproveitamento (KOBORI;
JORGE, 2005).

O sabor adstringente do pedunculo do caju é decorrente da presenca de taninos. Este
constituinte, entre outros, contribui para a atividade antioxidante, capaz de prevenir doengas
cardiovasculares e cancer, abrindo perspectivas para um melhor aproveitamento dos residuos
resultantes do processamento do pedunculo (BROIZINI et al., 2007; SANTOS-BUELGA,
SCALBERT, 2000).

A pelicula do caju apresenta grandes quantidades de compostos fendlicos simples
como quercetina, miricetina, pentosideos e raminosideos, sendo estes constituintes
encontrados em quantidades significativas em farinhas fabricadas a partir do bagaco do
pedunculo provenientes do processamento do suco integral do caju (MICHODJEHOUN-
MESTRES et al., 2009).

Formas de aproveitamento do pedinculo do caju e seus residuos, gerados na industria
de processamento, sdo alvo de pesquisas que visam beneficiar acdo dos seus constituintes e ao
mesmo tempo proporcionar alternativas de manejo de residuos para as industrias, diminuindo
assim a poluicdo ambiental.

2.2 Alimentos Funcionais e Compostos Fitoquimicos

Os meios de comunicacdo atualmente tém focado macicamente no bindmio
alimentacdo e saude, consequentemente a preocupacdo da sociedade ocidental com os
alimentos tem aumentado de forma exponencial. Uma grande quantidade de novos produtos
que supostamente proporcionam salde tem sido apresentada pela inddstria alimenticia
diariamente (ANJO, 2004).

Segundo Jones e Jew (2007) e Siro et al., (2008), alimentos funcionais representam
uma das areas mais interessantes de investigacdo e inovacdo na industria de alimentos e séo
definidos como qualquer substancia ou componente de um alimento que proporciona
beneficios para a salde, inclusive a prevengdo e o tratamento de doencas. Esses produtos
podem variar de nutrientes isolados, produtos de biotecnologia, suplementos dietéticos,
alimentos geneticamente modificados até alimentos processados e derivados de plantas
(POLLONI, 2000).

Alguns pardmetros devem ser levados em conta em relacdo aos alimentos funcionais.

Para Borges (2001), eles devem exercer um efeito metabdlico ou fisiolégico que contribua
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para a saude fisica e para a reducédo do risco de desenvolvimento de doencas cronicas. Nesse
sentido, devem fazer parte da alimentacéo usual e proporcionar efeitos positivos, obtidos com
quantidades néo tdxicas e que exercam tais efeitos mesmo apds a suspensdo da ingestéo e que
ndo se destinem a tratar ou curar doencas, estando seu papel ligado a reducdo do risco de
contrair doencas.

Estudos sugerem que uma dieta rica em frutas e vegetais pode diminuir o risco de
doencas cronicas, devido ao baixo teor de gordura e de altos niveis de fibra e substancias
antioxidantes, como o &cido ascorbico e polifendis (QUEIROZ et al., 2011). O papel
desempenhado por fatores dietéticos sobre o estado de saude humano tem sido reconhecido,
mas foi apenas recentemente que estudos epidemioldgicos e clinicos forneceram uma visao
mais clara sobre a composicdo quimica e os efeitos de moléculas bioativas encontradas em
alimentos sobre os mecanismos fisiologicos (SHAHIDI, 2009).

Os compostos fenolicos sdo fitoquimicos que estdo presentes, em torno de 100%, em
grupos de plantas da regido da Caatinga (ALMEIDA et al., 2005). Além disso, estes
compostos aparecem em concentracdes elevadas em algumas espécies que sdo intensamente
utilizadas pelas comunidades locais e as propriedades terapéuticas destas espécies sdo
atribuidas aos compostos fenolicos (MONTEIRO et al., 2006). Os fendlicos desempenham
um papel crucial na promocdo da saude e prevencdo de doencas através de mecanismos
relacionados com a diferenciacdo celular, desativacdo de pro-carcin6genos, manutencdo no
reparo do DNA, formacdo N- nitrosaminas e mudanca no metabolismo do estrogénio, entre
outros (SHAHIDI, 2004).

Taninos e flavonoides apresentam usos terapéuticos, devido as suas atividades anti-
inflamatorias, antifingicas e antioxidantes que lhes conferem propriedades curativas
(ZUANAZZI; MONTANHA, 2004; SANTOS; MELLO, 2004). Alguns tipos de taninos
agem sobre o metabolismo do &cido araquidénico em leucécitos, com papéis importantes na
reversao do processo inflamatério (OKUDA, 2005) e sdo usados em tratamentos de
cicatrizacdo de feridas. Flavonoides podem afetar as fungdes das células ligadas a processos
inflamatdrios, agindo sobre as enzimas (MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES,
2000) e nos teores de prostaglandina (PG) E2, TNF-o, macréfagos e COX- 2 mRNA (
TALHOUK et al., 2007).
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Compostos fenolicos tais como acidos fendlicos, flavonoides, taninos e ligninas
podem eliminar as espécies reativas de oxigénio e, portanto, fornecer meios eficazes para
prevenir doencas relacionadas (RAMFULA et al., 2010).

2.3 Compostos Fitoquimicos e Resposta Imunoldgica

A modulacdo da resposta imunoldgica através da estimulacdo ou supressdo pode
ajudar na manutencdo de um estado fisioldgico livre de doencas (GHULE et al., 2006). Os
constituintes de muitas plantas com atividade imunomoduladora tém sido isolados
(JUANITA, 2005). Estas substancias ttm como alvo a regulacdo do sistema imunoldgico que
¢ constituido por 6rgdos, células e sistema linfatico, protegendo o organismo de patégenos
invasores e eliminando consequentemente as doengas relacionadas (OSADEBE; OMEJE,
2009).

Determinados nutrientes desempenham um papel crucial na manutencdo da resposta
imune, onde a deficiéncia ou ingestdo excessiva dos mesmo pode afetar negativamente o
namero e a atividade das células do sistema imunoldgico. O mecanismo subjacente pelo qual
0s nutrientes ddo suporte ao sistema imune é através do fornecimento de antioxidantes
(GHATAK; PANCHAL, 2012). As membranas das células do sistema imune séo ricas em
acidos graxos poli-insaturados e sdo suscetiveis a acdo das espécies reativas de oxigénio
(CHEW; PARK, 2004) e portanto, uma suplementacdo com nutrientes que possuem
propriedades antioxidantes tais como carotenos, vitamina E, vitamina C, zinco e selénio, pode
inibir esses radicais livres e influenciar na atividade de varios componentes do sistema imune
(ERICKSON; MEDINA; HUBBARD, 2000).

Estudos realizados com extratos das sementes de Nelumbo nucifera Gaertn in vivo
mostraram um aumento na estimulacdo do sistema imune avaliado através de varios
parametros, sendo esse atividade atribuida ao potencial antioxidante desta planta
(MUKHERIJEE et al., 2010). Outros estudos também avaliaram o funcionamento do sistema
imune frente a compostos fitoquimicos presentes em diversos tipos de plantas. Cosentino e
colaboradores (2008) realizaram um estudos com leucécitos humanos e observaram que o
extrato aquoso das folhas de Achyrocline satureoide, rico em quercetina, induziu a
proliferacdo dos leucdcitos e producdo de INF-y e de IL-4 em humanos que receberam a
infusdo do extrato, constituindo-se um potente imunoestimulante. O extrato metandlico da
raiz de Curculigo orchioides teve efeito imunoestimulante, com aumento da resposta imune

humoral e celular induzidos por hemécias de carneiro, em camundongos imunossuprimidos
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com ciclofosfamida. O estudo fitoquimico do extrato relevou a presenca de alcaloides, fendis,
taninos, saponinas e esteroides (BAFNA; MISHRA, 2006a).

Além disso, a fracdo metabdlica bioativa de Sphaeranthus indicus, produziu um
aumento da resposta imune humoral e da resposta de hipersensibilidade tardia, evidenciando-
se um aumento na producdo de anticorpos e do edema de pata, induzidos por hemécias de
carneiro, em animais imunossuprimidos com ciclofosfamida. A imunoestimulagio conferida
pelo extrato deve-se tambeém a uma resposta exacerbada de macréfagos juntamente com
linfécitos T e B. O estudo fitoquimico do extrato revelou a presenca de alcaloides, fenois e
flavonoides (BAFNA; MISHRA, 2006b).

2.4 Caracteristicas Gerais do Sistema Imunolégico

O sistema imunolégico é um sistema fisiologico altamente dindmico, composto por
redes complexas e regulado por varias células linfoides e outros tipos celulares que interagem
por contato direto célula-célula e que se comunicam através de mediadores sollveis como
citocinas (HERZYK; GORE, 2004). A principal funcdo deste sistema é prover protecdo ao
hospedeiro contra a invasdo de micro-organismos. Baseia-se no reconhecimento do néo
préprio e possui habilidades para reconhecer um potente patégeno invasor, ativando assim
uma efetiva resposta imune. O reconhecimento imunolégico de determinantes ndo préoprios
ocorre de forma direta, através de interacOes, ligando-se a receptores e, indiretamente, via
intermediarios codificados pelo hospedeiro (CUNHA, MCFALL; MACKEY, 2006)

A resposta imunoldgica compreende a resposta imune inata e a adquirida. A
imunidade inata é constituida pelas barreiras fisicas, mecanicas, bioquimicas, pelo sistema
fagocitico, células citotoxicas naturais, sistema complemento e citocinas. A imunidade
adquirida € composta pelos 6rgaos, células linfoides e seus produtos (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2008). Fagocitos como neutrofilos, mondcitos e macrofagos sdo participantes -
chave na resposta imune inata (BIRK et al., 2001; LINGEN, 2001) entre os tipos celulares,
sd0 0s que primeiro respondem a invasao de organismos patogénicos.

A imunidade inata pode usar uma variedade de mecanismos efetores para eliminar ou
conter uma infecgdo. No entanto, em caso de falha destes mecanismos sera acionado o
sistema imune adaptativo (NUNES-PINHEIRO et al., 2003). J& as respostas adaptativas sdo
mediadas por linfocitos B e T, que proporcionam a imunidade duradoura (JANEWAY et al.,
2010; MANZ et al., 2005).
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2.4.1 Imunidade Inata

A primeira linha de defesa do sistema imunol6gico contra os invasores consiste na
barreira fisica composta pela pele queratinizada, membranas mucosas que revestem o trato
respiratorio e gastrointestinal e barreiras quimicas representadas por uma variedade de
enzimas e outras substancias antibacterianas nas superficies epiteliais que tém acdo direta ou
inibem a aderéncia microbiana as superficies organicas (MUSSI-PINHATA ; REGO, 2005).

A imunidade inata também envolve elementos humorais, como as proteinas do sistema
complemento, as proteinas de fase aguda e as citocinas, e elementos celulares, como
mondcitos, macrofagos, granuldcitos, células dendriticas e células natural killer (NK)
(MUSSI-PINHATA; REGO, 2005).

Os macréfagos sdao os primeiros fagocitos que reconhecem imediatamente o invasor,
guando esse atravessa a barreira epitelial e comeca a se replicar no tecido do hospedeiro. Os
neutréfilos e macrdfagos sdo dois tipos de células fagociticas que possuem um papel-chave na
imunidade inata, porque podem reconhecer, fagocitar e destruir muitos patdgenos sem a ajuda
da resposta imune adaptativa (JANEWAY et al., 2010).

A imunidade inata caracteriza-se por ter capacidade limitada de diferenciar um micro-
organismo do outro e de apresentar resposta semelhante para diferentes micro-organismos
(SOMPAYRAC, 1999). H& desenvolvimento de um numero limitado de receptores de
reconhecimento (PRR), com especificidade para as estruturas antigénicas microbianas,
discriminando-as. Além disso, estes receptores sdo capazes de reconhecer o préprio sistema
imunoldgico do hospedeiro (PEREIRA, 2008).

A imunidade inata ndo s6 faz a primeira defesa contra 0s micro-organismos como
também desempenha importante papel na inducdo da resposta especifica, e esta, por sua vez,
aumenta os mecanismos protetores da imunidade inata (SOMPAYRAC, 1999).

O sistema de complemento € mais um dos componentes da imunidade inata que
também esta presente na imunidade adaptativa. Ele é composto por aproximadamente 20
proteinas produzidas principalmente no figado e muito abundantes no sangue e tecidos,
requerendo ativacdo sequencial. H& trés vias de ativacdo do sistema complemento: a via
alternativa, a dependente de lectina e a classica. As duas primeiras sdo ativadas de forma
inespecifica pelo contato com certos componentes da superficie de micro-organismos,
independente da presenca de anticorpos especificos, caracteristica da imunidade inata.

Consequentemente, é gerada uma série de substancias que liberam mediadores inflamatérios,
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estimulam a quimiotaxia e fagocitose e, quando a ativacdo se completa, causam lise
microbiana pelos componentes do complexo de ataque a membrana. A via classica é iniciada
pela ligacdo de anticorpos, normalmente existentes na circulacdo, a primeira proteina do
sistema complemento (MUSSI-PINHATA; REGO, 2005).

As citocinas apresentam também um papel fundamental na comunicagdo quimica entre
os diversos componentes da resposta imune. S80 pequenas proteinas liberadas por varias
células do organismo, normalmente em resposta a um estimulo ativador, e induzem respostas
por meio de ligaches a receptores especificos (JANEWAY et al., 2010). Elas medeiam
diretamente as interacGes entre as células, regulando assim as fungdes celulares e dos tecidos,
coordenando a resposta imunoldgica (DUNLOP; CAMPBELL, 2000).

2.4.2 Imunidade Adaptativa

Uma resposta imune adaptativa é induzida quando uma infeccdo domina os
mecanismos de defesa da imunidade inata. O patégeno continua sua replicacdo e antigenos
tornam-se abundantes. A presenca do patdgeno e as mudancas no ambiente celular,
decorrentes da imunidade inata, ativam a resposta imune adaptativa (JANEWAY et al., 2010).
Esta resposta esta dividida entre imunidade humoral e imunidade celular.
2.4.2.1 Imunidade Humoral

Os componentes da imunidade humoral incluem os linfdcitos B (LB) que secretam
anticorpos antigeno-especificos, com a funcdo de neutralizar e opsonizar patdgenos
extracelulares e suas toxinas (ESSER et al., 2003). Sabe-se que a producdo de anticorpos
envolve, na maioria dos casos, pelo menos trés principais tipos de células: os macréfagos,
linfocitos B e linfocitos T (OSADEBE; OMEJE, 2009).

A resposta imune humoral envolve a producdo e secre¢do de anticorpos por linfécitos
B por duas vias, uma dependente de Linfocitos T (LT) e outra independente da participacao
de LT (NUNES-PINHEIRO et al. ,2003). A via dependente de LT ocorre inicialmente quando
as células T sdo ativadas por antigenos que sdo apresentados pelas células apresentadoras de
antigenos (APCs), em seguida as células B interagem com as células T auxiliares antigeno-
especificas e s6 entdo, os linfécitos B ativados proliferam (expansédo clonal) e diferenciam-se
em plasmécitos e células B de memoria (MCHEYZER-WILLIAMS; MCHEYZER-
WILLIAMS, 2005). Antigenos proteicos induzem uma resposta imune humoral dependente
de LT, a qual estimulando a expansédo clonal dos LB, a mudanca de classe, a maturacao de
afinidade e a diferenciacdo em LB de memoria (MESQUITA et al., 2010) (Figura 03).
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Figura 03. Ativacdo de células B dependente de células T
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Fonte: ABBAS; LICHTMAN; PILLAI (2008).

A resposta imune humoral T- independente ndo necessita da presenca de células T

auxiliares, sendo induzida por antigenos T — independentes que se caracterizam por grandes

moléculas poliméricas, ndo proteicas, altamente resistentes a degradacdo, sendo a maioria de

origem bacteriana, que provocam respostas mais fracas que os antigenos T — dependentes

(JANEWAY et al., 2010). Estes antigenos geram, principalmente, resposta IgM e como nao

ha ativacdo de LT, ndo serdo geradas as citocinas necessarias para a mudanca de classe,
maturacdo de afinidade ou formacdo de LB de memdria (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,

2008). Entretanto tais respostas tém papel crucial na defesa do hospedeiro contra os patégenos
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cujos antigenos de superficie ndo possam desencadear respostas de células T peptideo-
especificas (MESQUITA et al., 2010) (Figura 04).

Figura 04. Ativacdo de células B independente de células T

RCB

{

A Maturagio da Célula B
Anticorpos liberados

Célula B encontra o antigeno neutralizam o antigeno

Fonte: MOSER ; LEO (2010) (modificada).

Estes anticorpos produzidos, dependentes ou ndo de LT, atuam de trés formas
principalmente: neutralizacdo, opsonizacéo e ativacdo do complemento. A neutralizacédo inibe
os efeitos toxicos ou a infectividade dos patdgenos ligando-se a eles. A opsonizacdo atua
recobrindo os patdgenos, permitindo que células acessorias reconhecam porcdes Fc de
arranjos de anticorpos e fagocitem o patdgeno, inibindo sua acdo. E por Gltimo, a ativacdo da
via classica do complemento que ocorre através dos anticorpos que ativam este sistema, que
por sua vez podem aumentar fortemente a opsonizacdo matando diretamente certas células
bacterianas (JANEWAY et al., 2010).

As células B sdo dotadas de genes altamente polimorficos que sofrem rearranjo,
permitindo a diversidade das imunoglobulinas (anticorpos), que funcionam também como
receptores expressos ha membrana celular (RCB). Cada imunoglobulina (Ig) € constituida por
duas cadeias pesadas e duas cadeias leves ligadas por pontes dissulfetos. Existem cinco tipos
de cadeias pesadas denominadas y, 6, y, a ¢ € , que definem as classes de imunoglobulina
IgM, 1gD, 1IgG, IgA e IgE. As cadeias leves sdo de dois tipos, kappa (k) e lambda ()
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; THOMPSON et al.,1998). As propriedades

caracteristicas de cada classe de Ig podem ser vistas na Tabela 01.
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Tabela 01. Principais funcgdes das Imunoglobulinas

Imunoglobulinas Funcdes

1.19G Secretada durante a resposta secundéria; Principal
forma de anticorpo circulante

1.1 Subclasses: Subclasse mais abundante, correspondendo a 65 % do

total das IgG. Produz a resposta timo-dependente

19G1 dominante contra antigenos protéicos/polipeptidicos.

19G2 Subclasse que prové a resposta imune dominante
contra antigenos de carboidratos e polissacaridicos. Ela
constitui 20 a 25 % do total das 1gG .

1gGs Contribui com 5 a 10 % do total das 1gG e proporciona
uma boa resposta a antigenos protéicos/polipeptidicos,
as vezes até com maior afinidade que as 1gG1.

19G4 Corresponde a menos de 5 % do total das IgG. A 1gG4
ndo atua sobre antigenos polissacaridicos. Seus niveis
sdo altos em doencas alérgicas e podem bloquear as

IgE.

2. IgA Principal forma de anticorpo em secregdo externa nas
mucosas.

2.1 Subclasses: E a subclasse de IgA predominante no plasma,

representando + 85 % das IgA plasmaticas. A 1gA1
prové uma boa resposta contra antigenos protéicos,
mediana contra antigenos polissacaridicos e fraca
contra antigenos lipopolissacaridicos.

A2 Compreende = 15 % do total das IgA plasmaéticas e
representa a resposta dominante das mucosas contra
antigenos polissacaridicos e lipopolissacaridicos.
Existem dois alotipos, A2m(1) e A2m(2), que s&o
especificados por alelos alternativos nos locus das
cadeias pesadas a-2.

1gA:1

3. IgE Presente nas respostas de hipersensibilidade imediata
ou reac0es alérgicas.

4. IgM Secretada durante a resposta primaria

5.1gD Funcéo exata desconhecida

Agem como receptores de células B

Fonte: MOSER ; LEO (2010) (modificada).

O processo de mudanca de classe das imunoglobulinas ocorre atraves da troca da
porcdo constante da cadeia pesada de p ou & para vy, a ou &. Esta etapa envolve eventos
moleculares complexos como rearranjo no DNA genémico e splicing do RNA mensageiro.

Neste processo a resposta imune torna-se mais diversificada, uma vez que as diferentes
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classes de Ig apresentam diferentes caracteristicas funcionais. O aumento da afinidade de
anticorpos para um dado antigeno, durante a progressdo da resposta humoral T dependente, é
resultado de mutacdo somatica nos genes de Ig durante a expansao clonal. Algumas destas
mutacdes vao gerar células capazes de produzir anticorpos de alta afinidade, contudo, outras
podem resultar na diminuicdo ou mesmo na perda da capacidade de ligagdo com o antigeno
(MESQUITA et al., 2010).

A resposta imune humoral pode ser dividida de acordo com as exposi¢fes ao antigeno,
em reposta imune primaria e secundaria. O primeiro contato com um antigeno, leva a ativacao
de LB virgens, que se diferenciam em plasmécitos produtores de anticorpos e em células de
memoria, resultando na producdo de anticorpos especificos contra o antigeno indutor. Ao
entrar em contato com o antigeno pela segunda vez, ja existe uma populacdo de LB capazes
de reconhecer esse antigeno devido a expansdo clonal e células de memoria geradas
anteriormente, na resposta priméaria (MESQUITA et al., 2010) (Figura. 06).

Nos dois tipos de resposta, priméaria e secundaria, ocorre a producdo de isotipos IgM e
IgG, porém, na resposta primaria, IgM ¢é a principal Ig e a producéo de IgG é menor e mais
tardia. Na resposta secundaria, a 1gG é a imunoglobulina predominante. Nas duas respostas, a
concentracdo de IgM sérica diminui rapidamente e ap6s uma ou duas semanas, observa-se
gueda acentuada, enquanto que a producdo de 1gG continua persistindo (MESQUITA et al.,
2010).
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Figura 05. Grafico representativo da resposta primaria e secundaria em relacdo a quantidade
de anticorpos em diferentes dias apds a exposi¢do ao antigeno
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Fonte: MESQUITA et al. (2010).

2.4.2.2 Imunidade Celular

Os principais componentes da imunidade mediada por células compreendem o0s
mecanismos especializados que envolvem a citotoxicidade mediada por linfécitos T e a
ativacdo de macrofagos pelas células T auxiliares (JANEWAY et al., 2010). Os linfécitos T
amadurecem no timo, diferenciando-se em linfdcitos T auxiliares, que expressam a proteina
CD4, que modulam a intensidade, duracdo e eficacia da reacdo imunolégica na membrana
celular ou em linfécitos T citotdxicos, que expressam a proteina CD8 (PARHAM, 2001,
MOSER; LEO, 2010).

Todas as fungdes efetoras dos linfécitos T envolvem a interagdo de um LT auxiliar
com uma célula-alvo. As suas a¢des dependem de um conjunto de proteinas de membranas e
proteinas secretadas que as mesmas expressam ou secretam apds a ligacdo com o receptor
(NUNES-PINHEIRO et al.,2003).

Efeito do Suco de Caju (Anacardium Occidentale L.) adicionado de Farinhas do Bagaco de Caju sobre a
Resposta Imunoldgica em camundongos



34

Revisao Bibliografica Bezerra, C. F.

Os LT reconhecem apenas a sequéncia priméria de pequenos peptideos derivados de
antigenos proteicos. Para tal reconhecimento é necessario que estes peptideos estejam ligados
a determinadas moléculas expressas na superficie de células apresentadoras de antigenos
(APCs), as proteinas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC). Os antigenos
proteicos extracelulares sdo fagocitados pelas (APCs), processados até pequenos peptideos
pela acdo de proteases, e ligados as moléculas de MHC de classe 11 e expressos na membrana
celular para que possam ser reconhecidos pelo LT CD4 (ROCHA; GORESCU; BELTRAME,
2007). As células T CD4 naives, ap6s reconhecerem o seu antigeno, diferenciam-se em duas
vias distintas para produzir subpopulac@es de células efetoras com diferentes fungbes imunes.

As principais populacdes CD4 efetoras sdo atualmente distinguidas como Tnl, TH2 e
Thl7, as quais ativam suas células-alvo e varias subpopulagdes de células T reguladoras que
tém atividade inibidora limitando a extenséo da ativacdo imune (JANEWAY et al., 2010). Ja
0s antigenos proteicos intracelulares sintetizados no citosol sdo processados em pequenos
peptideos pelo proteossoma, transportados para o reticulo endoplasmatico e entéo ligados as
moléculas do MHC de classe | e expressos na superficie da célula para posteriormente serem
reconhecidos pelo LT CD8 (ROCHA; GORESCU; BELTRAME, 2007) que se diferenciam
em células T efetoras citotdxicas que reconhecem e matam as células infectadas (JANEWAY
et al., 2010) (Figura 06).
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Figura 06. Caracteristicas gerais das células T com destaque para os linfocitos T auxiliares
(subtipos Thi e Thy), células Thiz, linfocitos T citoliticos, linfocitos Tyd e células T
reguladoras naturais (TREGS) e induzidas (TR-1 e Th3)
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Fonte: MESQUITA et al. (2010).
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As moléculas co-estimulatorias que interagem durante a apresentacdo do antigeno
fornecem um segundo sinal para a ativacdo dos linfocitos T (MURTAUGH; FOSS, 2002).
Sem este segundo sinal ndo ha uma resposta adequada e as células T tornam-se inativas,
produzindo um estado de tolerancia imunoldgica especifica, conhecido por anergia clonal
(KAMRADT; MITCHISON, 2001).

As respostas imunes adquiridas declinam & medida que o antigeno vai sendo eliminado
e a imunidade inata vai se extinguindo, cessando os estimulos que sdo necessarios para a
sobrevivéncia dos linfécitos. Esse processo mantém a homeostase do sistema imune, fazendo-
0 retornar ao seu estado de repouso basal (MURTAUGH; FOSS, 2002).

2.5 Imunomodulacéo

A imunomodulacdo é um procedimento que interfere nas fun¢des do organismo, onde
a imunoestimulacdo resulta no aumento das respostas imunes inata ou adaptativa, enquanto
que a imunossupressdo implica na reducéo das respostas imunes (SILVA, 2008).

As respostas imunes sdo estimuladas quando o organismo é ameacado. A ativacao do
sistema imunoldgico frente a colonizacdo por agentes infecciosos propaga os sinais de
distdrbio na balanca fisioldgica do hospedeiro o qual dispde de mecanismos reguladores para
0 retorno a homeostase, no entanto, em algumas situacdes esses mecanismos poderdo estar
prejudicados (HOLLAND; VIZI, 2002). Os imunomoduladores sdo capazes de
simultaneamente estimular algumas células do sistema imune e suprimir outras. Por exemplo,
alguns compostos podem estimular a producdo de anticorpos 1gG2 e simultaneamente inibir a
producdo de IgM, ou ainda estimular linfécitos T e inibir linfécitos B (NUNES-PINHEIRO
et al.,2003).

Compostos imunoestimulantes podem induzir a producdo de macréfagos citotoxicos
contra células tumorais e micro-organismos, a atividade fagocitica, aumentar a secrecdo de
citocinas e quimiocinas, como fator de necrose tumoral (TNF- a), interleucina (IL -1, IL-6,
IL-8, IL -12), interferon gama ( IFN- y ) e IFN- 2. Como potente imunoestimulador
podemos citar o Levamisol®, que possui a capacidade de aumentar a atividade imunoldgica
mediada por células, em que se incluem a diferenciacdo e a proliferacdo dos LT, e da
atividade dos LT efetores (ANDRADE; SANTAREM, 2002; BRAGA et. al., 2007).

O uso de substancias imunomoduladoras para melhorar a resposta de defesa do
hospedeiro é uma das alternativas mais promissoras no tratamento com antibidtico classico no

(TZIANABOS, 2000). A ativacdo do sistema imune, em algumas situagdes, pode culminar

Efeito do Suco de Caju (Anacardium Occidentale L.) adicionado de Farinhas do Bagaco de Caju sobre a
Resposta Imunoldgica em camundongos



37

Revisao Bibliografica Bezerra, C. F.

em patologias, necessitando de substancias imunossupressoras para 0 controle, em
contrapartida, fatores ambientais, parasitas e imunodeficiéncias tornam necessario o uso de
substancias imunoestimulantes (VASCONCELQOS, 2006).

2.6 Modelo de Imunizagao por Hemacias de Carneiro

Muitos sdo os fatores que modulam o resultado de qualquer resposta imune e estes
incluem o préprio antigeno. Quanto & natureza quimica do antigeno, os antigenos proteicos
induzem imunidade celular e humoral. Os polissacarideos e lipidios sdo incapazes de
estimular células T através das moléculas de MHC classes | e 1l. No tocante as quantidades,
doses elevadas do antigeno podem induzir tolerancia especifica das células T, ou em algumas
vezes, das células B (KAMRADT; MITCHISON, 2001). A via de administragdo do antigeno
também influencia a resposta imune, os antigenos administrados por via subcutanea ou
intradérmica induzem uma resposta imune, sendo considerados como imunogénicos, enquanto
que os antigenos administrado por via endovenosa, oral ou aerossol, muitas vezes induzem a
falta de imunidade especifica. O histdrico anterior da exposicdo ao antigeno em questdo
também influencia na resposta imune. Se o animal ja estiver sido exposto a um determinado
antigeno, a memdaria imunoldgica permitirda uma resposta mais rapida (JANEWAY et al.,
2010).

As hemacias de carneiro sdo antigenos potentes, pois estimulam tanto a resposta
mediada por linfécitos T, quanto por linfocitos B através da cooperacdo entre T e B, sdo
caracterizadas como antigeno T — dependente, portanto o primeiro contato do antigeno com o
organismo sensibiliza os linfocitos T tornando-os ativos, os quais sintetizam e liberam
substancias fisiologicamente ativas em células como macrofagos, mondcitos, leucocitos
polimorfonucleares e, provavelmente, outros leucécitos ndo- sensibilizados na area de contato
com o antigeno (OSADEBE; OMEJE, 2009). Os linfdcitos T auxiliares interagem com 0s
linfécitos B promovendo sua diferenciacao e consequentemente liberacdo de anticorpos.

Este antigeno promove a reacdo de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) que é uma
reacdo desencadeada por linfocitos TCD4+ e células CD8+, e ambas secretam citocinas que
ativam macrofagos (Interferon-y) e induzem inflamagdo (fator de necrose tumoral (TNF))
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). Esta reacdo é conhecida por iniciar reacdes entre as
células T antigeno-especificos e o0 antigeno, que resulta na liberagdo de linfocinas que afetam

uma variedade de células, especialmente os macrofagos (OSADEBE; OMEJE, 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a composi¢éo fitoquimica, o potencial antioxidante total in vitro e a atividade

imunomoduladora in vivo do suco de caju (Anacardium occidentale L.) adicionado com

farinha do bagaco de caju em diferentes estadios de maturidade.

3.2. Objetivos Especificos

Determinar a capacidade antioxidante total do suco e da farinha do bagaco de caju
maduro e verde in vitro;

Identificar a composicdo fitoquimica do suco de caju maduro e da farinha do bagaco
do caju maduro e verde in vitro;

Avaliar a toxicidade in vivo do suco de caju maduro e do mesmo suco adicionado com
farinha do bagaco de caju maduro e verde;

Estudar a atividade do suco de caju maduro e do mesmo suco adicionado com farinhas
do bagago de caju maduro ou verde na modulagdo da resposta imune humoral de
camundongos imunizados com hemécias de carneiro;

Estudar a atividade do suco de caju maduro e do mesmo suco adicionado com farinhas
do bagaco de caju maduro ou verde na modulacdo da resposta imune celular de

camundongos imunizados com hemacias de carneiro.
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4. MATERIAIS

4.1 Material Vegetal

O trabalho experimental foi realizado com pedunculos de caju (Anacardium
occidentale L.), clone CCP-76, coletados em setembro de 2011. Os pedunculos foram obtidos
do plantio da estacao experimental da EMBRAPA em Horizonte-CE, colhidos manualmente e
previamente selecionados quanto as suas caracteristicas fisicas, tais como aspecto, tamanho,
maturidade (estddios 2 e 6) e qualidade sensorial. Estes estddios de maturidade foram
escolhidos com base no trabalho de Vasconcelos, 2011, que investigou as atividades
antioxidante, anti-inflamatdria e cicatrizante do caju (Anacardium occidentale L.) nos estadios
2 e 6 de maturidade. Os pseudofrutos foram transportados para o laboratério de Bioenergética
da Universidade Federal do Ceara (UFC) e armazenados a — 20°C, em sacos plasticos
devidamente identificados.
4.2 Animais

Foram utilizados camundongos swiss machos, pesando entre 30-40 g, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceard, cujas matrizes sdo oriundas do Centro de
Bioterismo da UNICAMP/Sao Paulo. Os animais foram mantidos sob-regime alimentar
conveniente, agua ad libitum, com ciclos de 12 horas no escuro e 12 horas no claro e
condicdes de controle da temperatura e umidade.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animal (CEPA) da
UFC com protocolo de N° 102/2011 e os animais foram manipulados de acordo com as
normas do Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA).
4.3 Reagentes Quimicos

2,2 -azinobis  (3-etilbenzotiazolina-6-acido  sulfénico) (ABTS); 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH) e Acido Tiobarbitdrico (TBA) adquiridos na Sigma Aldrich. Kits
Labtest ref.: 53-200 (ALT) e 52-200 (AST). Todos os outros produtos quimicos foram de grau

analitico.
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5. METODOS
5.1 Preparo das Amostras
5.1.1 Amostra de Caju para Preparo do Suco

Os pseudofrutos, em estddio 6 de amadurecimento, foram triturados em
multiprocessador e filtrados em peneira para a obtencdo da polpa e do bagaco que fica retido
na peneira (figura 08). A partir da polpa de caju maduro, o suco foi preparado com agua em
uma proporcao de 1:1 (v:v), acondicionado em microtubos ambares a -20°C por 10 dias e
utilizados para determinacdo dos compostos fitoquimicos, da atividade antioxidante total e
atividade imunomoduladora.
5.1.2 Farinha do Bagaco de Caju

Para preparar a farinha, foram utilizados bagacos de caju nos estadios 2 e 6 de
maturidade, submetidos a liofilizacdo durante um periodo de 14 horas para manter as
propriedades nutricionais e sensoriais. Posteriormente, os residuos liofilizados foram
triturados em multiprocessador (figura 08) e logo ap6s, os mesmos foram peneirados para
obtencdo da farinha de caju maduro e de caju verde (PINHO, 2009). As farinhas foram
armazenadas em recipientes ambares a 10°C por tempo indeterminado e utilizadas para
determinacdo dos compostos fitoquimicos, da atividade antioxidante total e atividade
imunomoduladora.
5.1.3 Preparo do Suco Adicionado com as Farinhas

As farinhas dos bagacos de caju maduro e verde nas doses de 75, 150 e 300 mg/kg
foram adicionadas ao suco de caju maduro (figura 08), homogeneizadas manualmente e
armazenadas em microtubos ambares a -20°C por 10 dias. As amostras foram administradas
aos camundongos posteriormente para a realizacdo das andlises toxicoldgicas e

imunomoduladoras.
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Figura 08. Fluxograma do preparo do suco de caju e das farinhas de bagacos de caju maduro
e verde
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Fonte: BEZERRA (2013).

5.1.4 Preparo do Extrato Bruto para Anélises de Antioxidante Total e Polifendis Totais

O extrato utilizado para determinacdo da atividade antioxidante total e polifendis totais
foi obtido a partir de 2 g das amostras de suco de caju maduro e das farinhas de caju maduro e
verde seguindo a metodologia de Larruri e colaboradores (1997) com adaptacdes por Rufino e
colaborados (2007). Primeiramente 2 gramas de cada amostra foram colocados em um
béquer, adicionado com 40 mL de metanol 50%, homogeneizados e deixados em repouso por
60 minutos a temperatura ambiente. A centrifugacdo foi realizada a 15.000 rpm durante 15
minutos. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi recolhido em um baldo volumétrico de 100
mL e denominado sobrenadante 1. Ao precipitado da primeira extracdo, foram adicionados 40
mL de acetona 70% e depois homogeneizados e deixado em repouso por 60 minutos a
temperatura ambiente. Uma nova centrifugacdo foi realizada a 15.000 rpm durante 15
minutos, sendo o sobrenadante recolhido (sobrenadante 2) adicionado ao baldo volumétrico
contendo o sobrenadante 1. O volume final (baldo) foi ajustado para 100 mL com agua
destilada.
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Os extratos foram armazenados em recipientes ambares a -20°C durante 30 dias para
realizacdo das analises posteriores.

5.2 Estudo da atividade antioxidante total e dos compostos fitoquimicos
5.2.1 Atividade antioxidante total pelo método ABTS

A atividade antioxidante total foi determinada através de ensaio com o radical 2,2’-
azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico] (ABTS), obtido pela reacdo de 5mL de
ABTS 7 mM com 88 uL de persulfato de potassio 140 mM. A solucdo foi mantida em
repouso, a temperatura ambiente (25°C), durante 16 h, na auséncia de luz. Uma vez formado
o radical ABTS, 1 mL do mesmo foi diluido em &lcool etilico até se obter um valor de
absorbéancia de 0,700+ 0,05 nm em um comprimento de onda de 734 nm.

Para o preparo da curva padrdo com o reagente Trolox, foram preparadas solucbes
variando as concentracdes de 100 a 1500 uM a partir de uma solucdo estoque de Trolox de
2000 puM. Em ambiente escuro, uma aliquota de 30 pL de cada solucdo de Trolox foi
adicionada a 3 mL da solucdo do radical ABTS** e homogeneizada em agitador de tubos. O
decréscimo da absorbancia a 734 nm foi medido depois de 6 min. A partir dos dados obtidos
foi possivel construir uma curva com os valores das absorbancias e concentracGes das
amostras, obtendo-se uma equacéo da reta (y = - ax + b) e calculou-se a absorbancia referente
a 1000 puM trolox.

A partir dos extratos obtidos no item 5.1.4, foram preparadas trés dilui¢des diferentes,
em triplicata, para cada amostra e procedeu-se o experimento de forma similar ao realizado no
preparo da curva padrdo. Os valores da atividade antioxidante total foram obtidos a partir da
equacéo da reta (y = - ax + b), substituindo o valor de y pela absorbancia equivalente a 1000
MM de Trolox, sendo os resultados expressos como TEAC (Atividade Antioxidante
Equivalente ao Trolox) em uM de Trolox/g de amostra (RUFINO et al., 2007)a.

5.2.2 Atividade antioxidante total pelo método DPPH

O método do radical DPPH é baseado na captura do radical DPPH* (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil) por antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia a 515 nm
(BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995) com modificagdes de Rufino e
colaboradores (2007D).

Para o preparo da curva padréo foi utilizada a solucéo inicial de DPPH (60uM) da qual
foram preparadas varias solucdes variando a concentracdo de 10 a 50 uM e utilizando alcool

metilico como diluente. Em ambiente escuro, foi transferida uma aliquota de 4 mL de cada
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solucdo de DPPH para cubetas de vidro e realizou-se a leitura em espectrofotometro a 515
nm. Logo apds, calculou-se a equacdo da reta a partir das concentracdes das solugdes de
DPPH e das respectivas absorbancias.

A partir dos extratos obtidos no item 5.1.4, foram preparadas trés dilui¢ces diferentes,
em triplicata, para cada amostra e transferiu-se uma aliquota de 0,1mL de cada dilui¢do para
tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH* (60 uM) e homogeneizou-se em agitador de
tubos. Uma aliquota de 0,1 mL da solucdo controle (alcool metilico 50%, acetona 70% e agua
destilada) também foi adicionada ao radical DPPH*® e homogeneizada em agitador de tubos.

As leituras foram lidas a 515 nm e monitoradas a cada minuto, observando-se a
reducdo da absorbancia até sua estabilizacdo. A leitura da absorbancia final para o célculo da
guantidade da amostra necessaria para reduzir em 50% a concentracdo inicial do radical
DPPH (EC50) s6 foi feita apds a estabilizacdo da absorbancia.

Para encontrar o consumo em g DPPH, foi utilizado o valor da absorbéancia do
controle e substituido na equacao da reta obtido no ensaio da curva padrdo. As absorbancias
obtidas pelas diferentes diluicdes das amostras foram utilizadas para determinara equacéo da

reta e calcular a atividade antioxidante total da seguinte forma:

y=-ax+h

onde:
y = Absorbancia inicial do controle / 2
x = EC50 (mg/L).

O valor de EC50 foi dividido pelo valor encontrado em g DPPH para obter o resultado
final que € expresso em g de fruta / g DPPH.
5.2.3 Determinacdo qualitativa dos compostos fitoquimicos
5.2.3.1 Preparo dos extratos

Para avaliar as amostras de farinhas de bagaco de caju maduro e verde foi preparado
um extrato hidroetandlico utilizando 200 mg de cada amostra com 12 mL de &gua destilada e
28 mL de etanol. A partir destes extratos foram realizados varios testes para determinacéo dos
fitoquimicos (itens 5.2.3.2 até 5.2.3.10), seguindo metodologia proposta por MATOS (2009).
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5.2.3.2 Determinag&o de fendis e taninos

Para avaliar a presenca de fenois foram adicionadas trés gotas de solucéo alcoolica de
cloreto férrico a dois tubos de ensaio contendo, cada um, 3-4 mL dos extratos. Depois de
agitar vigorosamente cada tubo, observou-se cada reacdo em relacdo a variacdo da cor ou
formacdo de precipitado escuro em abundéncia. O teste em branco foi realizado usando
somente agua destilada.

Uma coloracéo variavel entre azul e o vermelho confirma a presenca de fendis, quando
o teste “branco” for negativo. Ja para identificar os taninos, a formacao de um precipitado
escuro de tonalidade azul indica a presenga de taninos pirogalicos (taninos hidrolisaveis) e
verde, a presenca de taninos flobabénicos (taninos condensados ou catéquicos) (MATOS,
2009).
5.2.3.3 Determinacao de flavonoides

Para determinar a presenca de flavonoides, como flavonas, flavonois, xantonas,
chalconas, auronas e flavononois, pegou-se um tubo e alcalinizou-se até um pH 11. A
observacdo de mudanca de coloracdo para vermelho-laranja indica possivel presenca de
flavanonois, ja para amarela, possivel presenca de flavonas, flavondis e xantonas; quando a
mudanca de cor é para vermelho pdrpura, possivel presenca de chalconas e auronas
(MATOS, 20009).
5.2.3.4 Determinacgao de leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

A presenca de leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas foi verificada utilizando
dois tubos de ensaios com 3-4 mL das amostras, de modo que um dos tubos foi acidificado
com HCI até atingir uma faixa de pH 1-3 e o outro tubo foi alcalinizado com NaOH até atingir
0 pH 11. Com o auxilio de uma lamparina, durante 2-3 minutos, o material foi aquecido. No
tubo com pH é&cido, a mudanca de coloracdo para vermelho indica a possivel presenca de
leucoantocianidinas e pardo-amarela a possivel presenca de catequinas. Ja no tubo que foi
alcalinizado, a mudanca de coloragdo para vermelho alaranjado indica a possivel presenca de
flavanonas (MATQS, 2009).
5.2.3.5 Determinacao de flavondis, flavanonas, flavanonois e xantonas

A confirmacdo da presenca de alguns constituintes do teste do item 5.2.3.3 € 5.2.3.4
foi realizada adicionando-se alguns centigramas de magnésio granulado e 0,5 mL de HCI
concentrado em tubos de ensaio contendo 3-4 mL de cada extrato. Depois do término da

reacdo, identificado pelo fim da efervescéncia, observou-se a reacdo a fim de detectar

Efeito do Suco de Caju (Anacardium Occidentale L.) adicionado de Farinhas do Bagaco de Caju sobre a
Resposta Imunoldgica em camundongos



45

Métodos Bezerra, C. F.

mudangas na coloracdo da mesma. O aparecimento ou intensificacdo da cor vermelha é
positivo para a presenca de flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas (MATOS, 2009).
5.2.3.6 Determinacéo de catequinas

Para confirmar a presenca de catequinas avaliadas no item 5.2.3.4, utilizou-se um
palito de fosforo embebido nos extratos hidroetandlico preparados de acordo com o item
5.2.3.1. Foi realizada a evaporacdo do etanol que estava embebido no palito e 0 mesmo foi
novamente umedecido, em apenas uma face, com acido cloridrico concentrado. Aqueceu-se 0
palito por 2-3 minutos ao calor de uma chama de alcool e entdo se observou aparecimento ou
ndo de uma de coloracdo do lado acidulado do palito. A presenga de cor vermelha ou parda-
avermelhada confirma a presenca de catequinas (MATOS, 2009).
5.2.3.7 Determinacao de esteroides e triterpendides

A presenca ou auséncia de esteroides e triterpenoides foi determinada. As amostras
foram submetidas a uma extracdo com 2 mL de cloroférmio, formando uma solucéo que, em
seguida, foi filtrada em um funil fechado com um fragmento de algodé&o, coberto com 100 mg
de sulfato de sddio anidro. Logo apo6s, foi adicionado 1 mL de anidrido acético, agitou-se
cuidadosamente e juntou-se 3 gotas de acido sulfdrico concentrado. Tornou-se a agitar
suavemente e observou-se em relagdo a mudanga de coloragao.

Coloracdo azul evanescente seguida de verde permanente indica a presenca de
esteroides livres e coloracdo parda até vermelha indica a presenca de triterpenoides
pentaciclicos livres (MATOS, 2009).
5.2.3.8 Determinacdo de saponinas

A presenca ou auséncia de saponinas foi determinada a partir do residuo insoltuvel em
cloroférmio obtido do teste anterior. Este foi redissolvido em 5-10 mL de agua destilada e
filtrado para um tubo de ensaio. Agitou-se, fortemente por 2-3 minutos, o liquido obtido e em
seguida observou-se quanto a formacédo ou ndo de espumas.

Espuma persistente e abundante (colarinho) é indicativa da presenca de saponina
(heterosideos saponinicos) (MATQOS, 2009).
5.2.3.9 Teste confirmatdrio para saponinas

Para confirmar a presenca de saponinas, ao tubo obtido no item 5.2.3.8, foram
adicionados 2 mL de HCI concentrado. Entdo o tubo foi deixado, durante pelo menos uma
hora, imerso em banho-maria. ApoOs retirar o tubo do banho-maria, deixou-se que este

atingisse a temperatura ambiente (25°C) e realizou-se a neutralizagéo seguida de agitacéo.
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A presenca de precipitado e a ndo formacdo de espuma, confirma a presenca de
saponinas (MATQS, 2009).
5.2.3.10 Determinacao de alcal6ides

A presenca ou auséncia de alcaloides foi determinada dissolvendo-se algumas
miligramas das amostras brutas (farinha do bagaco de caju maduro e verde) em 5 mL de uma
solucdo de HCI a 5%. A partir desta solucéo, separou-se 1 mL da mesma e adicionaram-se
algumas gotas do reagente de Dragendoff, que € um reagente de precipitacdo de alcaloides.

Teste positivo para alcaloides se confirma com a formacdo de um precipitado de cor
vermelho tijolo (MATQOS, 2009).
5.2.4 Determinacao dos Antioxidante ndo enzimaticos
5.2.4.1 Determinacao dos polifendis extraiveis totais

A quantificacdo de compostos polifendlicos foi realizada para as amostras de suco de
caju maduro e para as farinhas dos bagacos de caju maduro e verde, conforme descrito por
Obanda e Awuor (1997). Esse método envolve a reducdo do reagente Folin-Ciocalteau pelos
compostos fenolicos das amostras com concomitante formacdo de um complexo azul cuja
intensidade aumenta linearmente a 700 nm. Para a quantificacdo de polifendis, foram
preparadas diferentes concentracGes dos extratos do suco de caju e das farinhas (extrato
preparado conforme item 5.2.4.1) e em seguida foi retirado de cada extrato uma aliquota de
250uL do extrato de suco ou farinha e adicionados, em microtubos, juntamente com 250 pL
do reagente de Folin Ciocalteau (1:3), 500 uL da solugdo de carbonato de sodio anidro
(Na2CO3) a 20 % e 500 pL &gua destilada. A mistura foi submetida a homogeneizagdo e
deixada em repouso a temperatura ambiente (25°C) por 30 minutos, protegida da luz. As
leituras foram realizadas em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 700 nm. Como
padrdo, foi utilizada uma solucdo de acido galico em diferentes concentracdes e procedeu-se o
experimento de forma semelhante ao realizado com os extratos. As concentracdes de
polifendis sollveis totais foram calculadas com base nos dados obtidos a partir da curva
padrdo do acido galico 98%. Os resultados foram expressos em mg de acido galico/ 100 g de

amostra.
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5.2.4.2 Determinagao de Vitamina C Total

Para a determinagdo do teor de vitamina C nas diferentes amostras, foi utilizada a
solucdo de Tilman (2,6-dicloro-fenol-indofenol, 0,02%-DFI) segundo metodologia de
Strohecker e Henning (1967). Primeiramente, realizou-se a padronizacdo da solucdo de
Tilman, tomando-se 5 mL da solugdo da &cido ascorbico (50 pg/ml) em um erlenmeyer de
125 mL e completando o volume com £ 50 mL de agua destilada. Realizou-se a titulacdo com
a solucdo de Tilman refrigerada até o ponto de viragem, réseo claro, persistente por 15
segundos. A titulacdo foi realizada em triplicata e os volumes obtidos foram utilizados para
calcular o titulo do reagente, ou seja, quantidade de acido ascorbico necessaria para titular 1
mL da solucédo de Tilman.

Ja para determinar a quantidade de vitamina C nas amostras de suco de caju e farinhas
do bagacos de caju, utilizou-se 1 ou 3 g do suco e das farinhas, respectivamente e adicionou-
se acido géalico a 0,5% até afericdo em um baldo de 100 mL. A partir desta solu¢do com acido
galico, pegou-se 5 mL de cada extrato e colocou-se em um erlenmeyer de 125 mL e
completou-se com = 50 mL de agua destilada. A titulagio com a solugcdo de Tilman foi
realizada até o ponto de viragem. Foram feitas 3 repeti¢des por amostra. O teor de vitamina C
foi calculado utilizando os volumes das titulagdes juntamente com o titulo determinado na
padronizagédo da solugéo de Tilman. Os valores foram expresso em mg de vitamina C por 100
g da amostra.
5.2.4.3 Determinacdo de antocianinas

Para o preparo do extrato utilizado na determinacdo de antocianinas foi utilizado 1 g
da amostra de suco de caju maduro e 0,5 g das amostras de farinhas de bagaco de caju maduro
e verde, seguindo metodologia proposta por Francis (1982). As amostras foram transferidas
para um baldo volumétrico ambar (50 mL), aferidas com solucdo extratora (etanol-HCI 1,5
M), agitadas e por fim mantidas em repouso a 4°C overnight. Apds esse tempo, o material foi
filtrado para um béquer (50 mL) protegido da luz e em seguida, a absorbancia foi medida a
535 nm. O branco foi composto apenas pela solucdo extratora. Todas as analises foram feitas

em triplicata e os resultados expressos em mg/100 g de amostra através da formula:

Absorbancia x fator de dilui¢do
98,2
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5.2.4.4 Determinacao de flavonoides amarelos
Para a determinag&o dos flavonoides amarelos nas amostras de suco de caju maduro e
farinha do bagaco de caju maduro e verde, as analises foram realizadas de forma semelhante a
analise de antocianinas, porém com uma leitura em espectrofotdmetro em comprimento de
onda de 374 nm.
Todas as analises foram feitas em triplicata e os resultados expressos em mg/100 g de

amostra através da férmula:

Absorbancia x fator de diluicdo
76,6

5.2.4.5 Determinacéo de carotenoides totais

Os carotenoides totais de suco de caju maduro e das farinhas dos bagacos de caju
maduro e verde foram determinados pelo método de Higby (1962). Em um béquer de 100 mL,
foram adicionados as amostras, 5 g de suco ou 1 g de farinha, 15 mL de alcool isopropilico e
5mL de hexano, seguido de agitagdo por 1 min. A solucdo foi transferida para um funil de
separacdo ambar de 125 mL e o volume do mesmo foi ajustado com agua destilada. Apds
repouso por 30 minutos, a lavagem do material foi realizada retirando a fase aquosa e
deixando a fase de cor amarela. Esta operacédo foi realizada por mais 2 vezes. O conteudo foi
filtrado com o auxilio de um algod&o pulverizado com sulfato de sédio anidro para um baldo
volumétrico de 50 mL protegido da luz, ao qual foram adicionados 2,5 mL de acetona e o
volume ajustado com hexano. O branco foi composto de 2,5 mL de acetona e 22,5 mL de
hexano. As leituras foram feitas a 450 nm e os resultados expressos em mg/100 g.
5.3 Avaliacgdo da toxicidade sub-aguda das farinhas de caju
5.3.1 Grupos experimentais

Para avaliacdo dos possiveis efeitos toxicos do suco de caju maduro suplementado
com a farinha do bagaco de caju maduro nas concentracdes de 75 (SFM75), 150 (SFM150) e
300 (SFM300) mg/kg de peso corporal, suco de caju maduro adicionado com a farinha do
bagaco de caju verde nas concentragdes de 75 (SFV75), 150 (SFV150) e 300 (SFV300)
mg/kg de peso corporal e para 0s grupos controle e suco, foram utilizados 80 camundongos
swiss machos pesando entre 30-40 g, divididos em 8 grupos experimentais (n=10).

Os animais receberam 200 pL das diferentes amostras em dose Unica diaria por via
oral, através de sonda orogastrica, durante 19 dias consecutivos de acordo com o0 seguinte

protocolo: Grupo Controle: animais que receberam agua destilada; Grupo Suco: animais que
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receberam suco de caju; Grupos SFM75, SFM150 e SFM300: animais que receberam suco de
caju adicionado com a farinha do bagaco de caju maduro nas concentrac6es de 75, 150 e 300
mg/kg, respectivamente; Grupos SFV75, SFV150 e SFV300: animais que receberam suco de
caju adicionado com a farinha do bagaco de caju verde nas concentracBes de 75, 150 e 300
mg/kg, respectivamente.

Os animais foram observados diariamente ap6s a administracdo das amostras. Durante
o tratamento, a massa corporal dos animais foi registrada semanalmente e estes avaliados
quanto a sinais clinicos de toxicidade. O exame clinico foi realizado baseado na observacao
das frequéncias respiratéria e cardiaca; mudancas comportamentais e pardmetros como:
diarreia e constipacgéo, lacrimejamento, sialorreia, ericamento de pelos, cianose e mortalidade.
No ultimo dia (19° dia), os animais foram pesados, amostras de sangue foram coletadas pelo
plexo retro-orbital e, em seguida, estes foram eutanasiados por deslocamento cervical e
necropsiados para observacdo macroscopica.

A retirada do timo, do baco, do rim e do figado de forma asséptica foi realizada para
registro de seus pesos. O peso relativo de cada orgao foi calculado pela férmula: 100x (peso
do 6rgao)/peso corporal do animal. O figado de cada animal foi assepticamente retirado, uma
porcédo de 0,1 g foi pesada e congelada rapidamente em nitrogénio liquido e armazenado a -
80°C para analise posterior de peroxidacao lipidica.

5.3.2 Determinacdo da atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) no soro de camundongos

Foram realizados ensaios para a avaliacdo da funcéo hepética através da dosagem das
enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartatoaminotransferase (AST). Para tanto,
foram utilizados os soros dos animais de cada grupo teste. Os resultados foram expressos em
Ul/mL. Todas as dosagens foram realizadas utilizando-se Kit’s comerciais (Labtest®) e as
metodologias especificas foram seguidas conforme instrucbes do fabricante, utilizando
espectrofotdbmetro para obtencao dos resultados.

5.3.3 Ensaio de peroxidacao lipidica

O ensaio de peroxidacédo lipidica foi realizado de acordo com Agar e colaboradores
(1999). Esse método avalia o estresse oxidativo pela medida do malondialdeido (MDA), que
consiste no ultimo produto da quebra dos lipidios causada pelo estresse oxidativo.

Primeiramente, pegou-se 0,1 g de figado de camundongos e macerou-se com 1 mL de

tampdo cloreto de potassio 10% (pH 7,4). Logo apds, foram retirados 250 pL desse
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homogenato e as amostras foram mantidas a 37°C durante 60 minutos em banho-maria.
Posteriormente, 400 puL de acido perclorico 35% foram adicionados ao homogenato e
centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante (600 uL) foi misturado
com 200 pL de acido tiobarbitarico 1,2% e aquecido a 98°C durante 30 minutos em banho-
maria. ApOs esse periodo, as amostras foram mantidas a temperatura ambiente até o
resfriamento e depois foram colocadas em placas de 96 pogos sendo a absorbancia lida em
leitor de placa a 532 nm. Para a realizacdo dos calculos, utilizou-se o reagente 1,1,3,3
tetrametoxipropano como padrao, construindo-se uma curva com diferentes concentracfes. Os
resultados foram expressos em nanomoles de MDA por grama de tecido (hmol MDA/g de
tecido).
5.4 Estudo do efeito imunomodulador do caju
5.4.1 Antigenos

As hemécias de carneiro (HC) foram obtidas por puncdo da veia jugular de carneiros
oriundos da FAVET (Faculdade de Veterinaria) da Universidade Estadual do Ceara. O sangue
dos carneiros coletados em tubos com EDTA foi submetido a trés lavagens com solucéo
salina estéril (NaCl, 0,9%) através de centrifugacdes a 5000 rpm por 10 min. O concentrado
de hemécias obtido foi ajustado para uma concentracdo de 5% (imunizacdo) ou 1% (desafio)
(VASCONCELOS, 2006).
5.4.2 Divisao dos grupos

Foram utilizados 70 camundongos swiss machos pesando entre 30-40 g, distribuidos
em 7 grupos de 10 animais, recebendo doses diarias de 200 uL por via oral dos diferentes
tratamentos, por 19 dias consecutivos, de acordo com o seguinte protocolo: Grupo Controle:
animais que receberam agua destilada; Grupo Leva: animais que receberam levamisol (10
mg/kg) diluido em agua destilada; Grupo Suco: animais que receberam suco de caju; Grupos
SFM75 e SFM300: animais que receberam suco de caju adicionado com a farinha do bagaco
de caju maduro nas concentracfes de 75 e 300 mg/kg, respectivamente; Grupos SFV75 e
SFV300: animais que receberam suco de caju adicionado com a farinha do bagaco de caju
verde nas concentragdes de 75 e 300 mg/kg, respectivamente. Todos os grupos foram
imunizados com 100 pL de HC 5% por via intraperitoneal (via i.p.) nos dias 5 e 12 apds inicio

dos tratamentos.
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5.4.3 Desenho Experimental

Os animais foram submetidos aos diferentes tratamentos (levamisol, suco, SFM75,
SFM 300, SFV75 e SFV300), por via oral, durante 19 dias consecutivos. A metodologia
seguiu protocolo estabelecido por Sharma e colaboradores (1996) com modificacdes. Apds 5
dias de tratamento, os animais foram sangrados pelo plexo retro-orbital e imunizados com HC
5% (via i.p.) (dia zero da imunizacdo). No 7° dia ap0s a primeira imunizagdo, 0s animais
foram novamente sangrados e imunizados nas mesmas condi¢des. Finalmente, no 14° dia
apos a primeira imunizacdo (7 dias apds o reforco), os animais foram sangrados. Todos os
soros obtidos (0, 7 e 14 dias) foram armazenados a -80°C (Figura 09).
5.4.4 Avaliacéo da resposta imune humoral pelo teste de hemaglutinacao

Os titulos de anticorpos especificos para hemacias de carneiro foram determinados
pelo método de hemaglutinacdo (SHARMA et al., 1996). Para uma aliquota de 25 pL do soro
de cada animal, foram realizadas diluigdes em série com solucdo salina estéril (NaCl 0,9%)
em placas de microtitulacbes de 96 pocos. Em seguida, sensibilizou-se cada pogo com
heméacia de carneiro a 1%. As placas foram incubadas a 37°C por 1 hora. A reacdo de
aglutinacdo foi observada ao microscopio éptico e o titulo de anticorpos de cada animal foi
expresso como o inverso da maior diluicdo positiva para hemaglutinagao.
5.4.5 Avaliacéo da resposta imune celular pela reacéo de hipersensibilidade tardia

Para avaliacdo da resposta imune celular, no 19° dia de tratamento os camundongos
foram desafiados com 50 uL. de HC a 1% no coxim plantar da pata traseira direita (Figura 09).
Apbs 24, 48 e 72 horas do desafio, as patas direitas foram medidas com um micrémetro
circular para a determinacdo do edema. Tais medidas referem-se a reacdo de
hipersensibilidade tardia (DTH) (TITUS; CHILLER, 1981)
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Figura 08. Esquema de Imunizacédo e Desafio com Hem4cias de Carneiro

12 Sangria/ Imunizagao 29 Sangria/Refor¢o 3% Sangria/Desafio/Final Tratamento

5 dias
| 1 l |
Pré-tratamento 0 7 14

Fonte: BEZERRA (2013).

5.4.6 Determinacdo do peso relativo do timo e do bago

Ao final do experimento que avaliou a resposta imune celular, os animais foram

sacrificados por deslocamento cervical e os 6rgaos timo e bagco foram retirados de forma

asséptica para registro de seus pesos. O peso relativo de cada 6rgdo foi calculado pela

formula: 100x (peso do 6rgdo)/peso corporal do animal.

5.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo. Para comparar os dados

entre os grupos, foi realizada a analise estatistica dos dados, utilizando a analise de variancia

(ANOVA), seguida do teste de Tukey ou Newman-Keuls. As diferencas foram consideradas

significativas com um nivel de confian¢a de 95% (p<0,05).
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6. RESULTADOS
6.1 Capacidade Antioxidante Total

O suco de caju e a farinha do bagaco de caju maduro (FM) e de caju verde (FV) foram
avaliados quanto a capacidade antioxidante total pelo método de sequestro do radical ABTS e
do radical DPPH. Os resultados obtidos foram calculados atraves das médias de anélises
realizadas em duplicata de dois experimentos independentes. Em relagdo ao método do radical
ABTS, as atividades obtidas para as duas farinhas do bagaco de caju (maduro e verde) e para
0 suco de caju foram de 292,10 = 6,4; 356,52 + 7,94 e 19,83 + 8,11uM Trolox/g,
respectivamente (Figura 10). J& para o método do radical DPPH, os valores encontrados
foram 382,68 + 0,43; 176,82 + 22,49 e 4076,3 + 131,35 g de fruta/g de DPPH para as farinhas

do bagaco de caju maduro e verde e para o suco de caju, respectivamente (Figura 11).

Figura 09. Capacidade antioxidante total do suco de caju, farinha do bagaco de caju maduro
(FM) e caju verde (FV) obtida pelo método ABTS
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Os resultados representam a média de dois experimentos independentes + erro padréo.
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Figura 10. Capacidade antioxidante total do suco de caju, farinha do bagaco de caju maduro
(FM) e caju verde (FV) obtida pelo método DPPH
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Os resultados representam a média de dois experimentos independentes * erro padréo.

6.2 Perfil Fitoquimico e Antioxidantes ndo enzimaticos
6.2.1 Perfil Fitoquimico

A determinagdo qualitativa dos compostos fitoquimicos foi realizada em amostras de
farinha de bagaco de caju maduro e verde. Foi determinada presenca de fendis, taninos
pirogalicos, flavonas, flavondis, xantonas, flavanonas e esteroides em ambas as amostras
(Tabela 02).
6.2.2 Antioxidantes ndo enzimaticos

Os antioxidantes ndo enzimaticos do suco de caju, da farinha do bagaco de caju
maduro e da farinha do bagaco de caju verde estdo apresentados na tabela 03 e na figura 12.

Os teores encontrados no suco de caju para vitamina C; antocianinas; flavonoides
amarelos e carotenoides foram 81,43 +0,0; 0,6 £ 0,09; 1,33 + 0,16; 0,26 + 0,03 mg/100g de
amostra, respectivamente. Os valores de vitamina C, antocianinas, flavonoides amarelos e
carotenoides para a farinha de caju maduro foram 242,05 + 41,19; 5,95 + 0,40; 56,76 + 1,06;
10,35 £ 0,15 mg/100g de amostra, respectivamente, enquanto que para a farinha verde foram
de 31,76 + 0,80; 4,17 + 0,45; 57,70 + 1,7; 3,45 + 0,07 mg/100g de amostra para vitamina C,

antocianinas, flavonoides amarelos e carotenoides, respectivamente (Tabela 03).
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Tabela 02. Caracterizacdo Fitoquimica das Farinhas dos Bagacos de Caju Maduro (FM) e

Verde (FV)

Constituintes fitoquimicos FM FV
Fendis + +
Taninos Pirogéalicos + +
Taninos Flobabénicos _ _
Flavonas + +
Flavonois + +
Xantonas + +
Chalconas _ _
Auronas _ _
Flavanonois _ _
Flavanonas + +
Leucoantocianidinas _ _
Catequinas _ _
Esteroides + +

Triterpendides
Saponinas

Alcaloides

(+) Presenca e (-) Auséncia
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Tabela 03. Contetido de compostos fitoquimicos do Suco de Caju, da Farinha do Bagaco de
caju maduro (FM) e da Farinha do Bagaco de caju verde (FV)

Fitoquimicos (mg/100g amostra) Suco FM FV

Vitamina C 81,43+0,0 242,05+ 41,19 31,76+0,80
Antocianinas 0,6 £ 0,09 5,95+0,40 4,17 + 0,45
Flavonoides Amarelo 1,33+0,16 56,76 + 1,06 57,70 £ 1,7
Carotenoides Totais 0,26+ 0,03 10,35+ 0,15 3,45 +0,07

Os resultados representam a média de dois experimentos independentes * erro padréo

Foram determinados teores de polifendis extraiveis totais. Para a amostra de suco de
caju foi de 270,04 £ 2,17; para a farinha do bagaco de caju maduro de 3.541,44 + 49,63 e para
a farinha do bagaco de caju verde de 4.450,62 + 24,81 mg/100g de amostra (Figura 12).

Figura 11. Polifendis extraiveis totais do suco de caju, farinha do bagaco de caju maduro
(FM) e caju verde (FV)
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Os resultados representam a média de dois experimentos independentes + erro padréo.
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6.3 Toxicidade Sub-aguda

Para avaliar a toxicidade em animais alimentados com suco de caju adicionado com a
farinha do bagaco de caju maduro ou verde, parametros comportamentais, fisiologicos e
bioquimicos foram avaliados.

N&o foi observado nenhum sintoma de toxicidade, tais como alteracbes nas
frequéncias respiratéria e cardiaca, diarreia, lacrimejamento, sialorréia e ericamento de pelos.
Os orgdos, avaliados macroscopicamente, ndo apresentaram nenhum sinal de anormalidade e
0 peso corporal aumentou de acordo com o esperado para o desenvolvimento fisiologico
normal dos animais durante o periodo do experimento (Tabela 04). N&o houve morte de
animais em nenhum dos grupos. Em relacdo ao peso relativo dos érgdos, ndo foi observada
variacdo significativa para nenhum dos 6rgdos avaliados de qualquer grupo em relacdo ao
controle (Tabela 05).

Tabela 04. Efeitos do tratamento com suco de caju adicionado com as farinhas do bagaco de
caju sobre par@metros fisioldgicos e comportamentais em camundongos

Tratamento Mortalidade Peso (9) Sintomas Toxicos
(n° de morte/ n) Dia 0 Dia 19

Controle 0/10 3255+0,69 39,59 +0,49 Nenhum

Suco 0/10 30,10+ 0,41 38,84 + 0,402 Nenhum
SFM75 0/10 32,56 +0,80 3594+1,152 Nenhum
SFM150 0/10 33,80+0,76 37,83+0,97° Nenhum
SFM300 0/10 34,10+0,69 37,65+0,75° Nenhum
SFV75 0/10 31,78 +0,70 35,17 +0,672 Nenhum
SFV150 0/10 33,20+0,96 36,65+ 1,162 Nenhum
SFV300 0/10 32,85+0,76 36,80 +0,98° Nenhum

Dados apresentados como média + erro padrdo. Os grupos fazem referéncia a animais tratados com Agua
(Controle), Suco de Caju (Suco), Suco de Caju adicionado de Farinha do Bagaco de Caju Maduro nas doses de
75, 150 e 300 mg/Kg (SFM75, SFM150 e SFM300) e Suco de Caju adicionado de Farinha do Bagaco de Caju
Verde nas doses de 75, 150 e 300 mg/Kg (SFV75, SFV150 e SFV300).

(a) Diferenca estatistica em relacdo ao peso do animal no dia zero (p < 0,05).
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Tabela 05. Efeito do suco de caju adicionado com a farinha do bagaco de caju sobre o peso

relativo dos 6rgaos

Tratamento Figado Rim Baco Timo

Controle 3,695 + 0,08 0,646 + 0,02 0,309 + 0,03 0,102 +0,01
Suco 3,657+ 0,08 0,689 + 0,03 0,277 £ 0,02 0,108 + 0,01
SFM75 3,743+0,08 0,662 + 0,02 0,363 0,03 0,091 +0,01
SFM150 3,782+ 0,08 0,698 + 0,01 0,265 + 0,02 0,104 + 0,01
SFM300 3,603+ 0,05 0,693 0,02 0,261 0,02 0,090 + 0,01
SFV75 3,761+0,13 0,658 + 0,02 0,329+ 0,03 0,090 + 0,01
SFV150 3,655+ 0,11 0,628 + 0,03 0,267 + 0,01 0,114 +0,01
SFV300 3,895 0,07 0,710+ 0,01 0,302 + 0,02 0,097 £ 0,01

Dados apresentados como média + erro padrdo. Os grupos fazem referéncia a animais tratados com Agua
(Controle), Suco de Caju (Suco), Suco de Caju adicionado de Farinha do Bagaco de Caju Maduro nas doses de
75, 150 e 300 mg/Kg (SFM75, SFM150 e SFM300) e Suco de Caju adicionado de Farinha do Bagaco de Caju
Verde nas doses de 75, 150 e 300 mg/Kg (SFV75, SFV150 e SFV300).

Os valores dos pesos dos 6rgdos foram calculados como 100 x (peso do 6rgéo)/(peso do animal).

A tabela 06 apresenta o efeito do tratamento com suco de caju adicionado ou ndo com
a farinha do bagaco de caju maduro ou verde sobre a atividade da ALT, da AST e sobre a
peroxidacao lipidica no figado.

Em relacdo a atividade da ALT, foram obtidos valores para o grupo Controle de 61,09
+ 5,25; Suco de 73,36 + 4,46; SFM 75 de 49,35 * 6,85; SFM150 de 37,47 + 3,19; SFM300 de
37,73 £ 6,54; SFV75 de 38,53 + 3,27; SFV150 de 46,82 + 4,05 e SFV300 de 54,68 + 5,69
U/L. N&o foi observada diferenca estatistica entre o grupo controle e os demais grupos,
entretanto houve uma diminuic¢do significativa nos grupos SFM150 (48,92%), SFM300
(48,98%) e SFV75 (47,48%) em relagcdo ao grupo Suco.

Perfil semelhante foi evidenciado para a atividade da AST, foram obtidos valores em
U/L para os grupos: Controle de 146,2 + 6,93; Suco de 164,3 + 5,73; SFM 75 de 134,0 +
6,79; SFM150 de 125,6 + 6,46; SFM300 de 129,1 + 4,72; SFV75 de 134,8 + 5,22; SFV150
de 135,7 £ 7,83 e SFV300 de 140,4 + 9,30, observando-se uma diminuicdo significativa nos
grupos SFM150 (23,55%) e M300 (21,42%) em relagcdo ao grupo Suco (Tabela 06).

Para a peroxidacdo lipidica, foram evidenciados valores de nmol MDA/g tecido para 0s
grupos controle e suco de 166,2 + 20,94 e 214,1 + 30,51, respectivamente; para 0S grupos
SFM75, SFM 150 e SFM 300 de 229,8 + 23,79; 157,3 + 21,83 e 147,3 + 21,31,
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respectivamente; enquanto para os grupos SFV75, SFV150 e SFV300 de 170,1 £ 25,71,
190,4 + 23,94 e 173,9 + 29,73, respectivamente (Tabela 06). N&o foi observado nenhuma
diferenca significativa nos niveis de MDA dos grupos tratados com suco de caju adicionado
com a farinha do bagaco de caju maduro e com a farinha do bagaco de caju verde (75, 150 e
300 mg/kg) quando comparados ao controle.

Tabela 06. Efeito do suco de caju adicionado com a farinha do bagaco do caju sobre as
enzimas: alanina transaminase (ALT) e aspartato transaminase (AST) e sobre a peroxidacao
lipidica

Tratamento ALT (U/L) AST (U/L) Peroxidacdo Lipidica
(nmol MDA/qg tecido)

Controle 61,09 + 5,25 146,2 + 6,93 166,2 + 20,94
Suco 73,36 = 4,46 164,3 +5,73 214,1 + 30,51
SFM75 49,35 + 6,85 134,0 £ 6,79 229,8 £ 23,79
SFM150 37,47 +3,19° 125,6 + 6,46° 157,3 + 21,83
SFM300 37,73+ 6,54° 129,1 + 4,72 147,3 + 21,31
SFV75 38,53 + 3,27° 134,8 + 5,22 170,1 + 25,71
SFV150 46,82 + 4,05 135,7 £ 7,83 190,4 £ 23,94
SFV300 54,68 + 5,69 140,4 + 9,30 173,9 + 29,73

Dados apresentados como média + erro padrdo. Os grupos fazem referéncia a animais tratados com Agua
(Controle), Suco de Caju (Suco), Suco de Caju adicionado de Farinha do Bagaco de Caju Maduro nas doses de
75, 150 e 300 mg/Kg (SFM75, SFM150 e SFM300) e Suco de Caju adicionado de Farinha do Bagaco de Caju
Verde nas doses de 75, 150 e 300 mg/Kg (SFV75, SFV150 e SFV300).

A letra a representa diferenca estatistica (p < 0,05) em relagdo ao controle e a letra b em relacéo ao suco.

6.4 Resposta Imune Humoral

A Tabela 07 e a Figura 13 apresentam os resultados dos titulos de anticorpos primarios
e secundérios do soro de camundongos imunizados com hemécias de carneiro, que foram
tratados ou ndo com suco de caju adicionado com as farinhas dos bagacos de caju maduro ou
verde.

Na resposta primaria, houve producdo de anticorpos anti-hemacias de carneiro em
todos os grupos (Tabela 07 e Figura 13). Foram evidenciados titulos de anticorpos
aglutinantes anti-hemécia de carneiro que variaram de 73,60 + 9,60 (Grupo Suco) a 124,8 +
24,53 (Grupo SFM300), entretanto ndo houve diferenga significativa (p > 0,05) entre os
grupos (Tabela 07).
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Na resposta secundaria, foi evidenciado um aumento na producéo de anticorpo anti-
hemécias de carneiro para todos 0s grupos em relagdo a sua resposta primaria (Figura 13).
Como mostrado na Tabela 07, os titulos de anticorpos variaram de 371,2 + 48,46 (Grupo
Controle) a 819,2 + 106,6 (Grupo Suco). Os grupos Levamisol, Suco e SFV300 apresentaram
0s maiores titulos de anticorpos, com aumento significativo (p < 0,05) de 99,25 %; 120,6 %; e
100,00 %, respectivamente, em relacdo ao Controle. Ademais, 0 grupo suplementado com o
suco apresentou um aumento significativo (p < 0,05) em relacdo aos grupos SFM75 (46,18
%), SFM300 (53,13 %) e SFV75 (44,45%) (Tabela 07).

A figura 13 mostra que houve um aumento significativo (p < 0,05) nos titulo de
anticorpos secundarios, em todos os tratamentos, em relacdo aos titulos de anticorpos
primarios correspondentes. Esse aumento foi de 1013,04 % para Suco; 376,96% para SFM75;
207,69% para SFM300; 312,98% para SFV75; 603,03% para SFV300; 824,50% para
Levamisol e 262,50% para controle.

Na tabela 08 podem ser observados os pesos relativos dos 6rgdos timo e baco dos
camundongos no Ultimo dia dos tratamentos. Nao houve diferenca estatistica, entre o peso do
timo e do baco dos animais tratados quando comparados com o controle (p > 0,05).

Tabela 07. Titulos de anticorpos aglutinantes anti-hemacias de carneiro

Tratamento Titulo de Anticorpos Estimulacéo (%0)"
Titulo Primario Titulo Secundario
7 Dias 14 Dias
Controle 102,4 + 28,147 371,2 + 48,46" 262,50
Levamisol 80,00 + 13,70~ 739,6 + 89,9528 824,50
Suco 73,60 + 9,607 819,2 + 106,68 1013,04
SFM75 92,44 + 27,944 440,9 + 88,258 376,96
SFM300 124,8 + 24,537 384,0 + 85,3308 207,69
SFV75 110,2 + 32,497 455,1 + 37,63°8 312,98
SFV300 105,6 + 11,737 742,4 + 96,92 2B 603,03

Dados apresentados como média + erro padrdo (n = 10). Os grupos fazem referéncia a animais tratados com
Agua (Controle), Levamisol 10 mg/kg (Levamisol), Suco de Caju (Suco), Suco de Caju adicionado de Farinha
do Bagago de Caju Maduro nas doses de 75 e 300 mg/Kg (SFM75 e SFM300) e Suco de Caju adicionado de
Farinha do Bagaco de Caju Verde nas doses de 75 e 300 mg/Kg (SFV75 e SFV300).

A letra a representa diferenca estatistica (p < 0,05) em relacéo ao controle, a letra b em relagéo ao suco, a letra ¢
em relacdo ao Levamisol e a letra d em relacdo ao SFV300.

Diferencas estatisticas significativas (p < 0,05) entre os intervalos de tempo analisados dentro de cada grupo
foram representadas pelas letras A e B.

" Estimulacdo do titulo de anticorpos da resposta secundaria em relacdo a resposta primaria.
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Figura 12. Titulos de anticorpos aglutinantes anti-hemacias de carneiro no 7° (titulo
primério) e no 14° (titulo secundério) dia de imunizacao
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Os grupos fazem referéncia a animais tratados com Agua (Controle), Levamisol 10mg/kg (Levamisol), Suco de
Caju (Suco), Suco de Caju adicionado de Farinha do Bagaco de Caju Maduro nas doses de 75 e 300 mg/Kg
(SFM75 e SFM300) e Suco de Caju adicionado de Farinha do Bagaco de Caju Verde nas doses de 75 e 300
mg/Kg (SFV75 e SFV300).

A letra a representa diferenca estatistica significativa (p < 0,05) em relacéo ao dia 7 (resposta primaria).

Tabela 08. Efeito da imunizacdo com hemadcias de carneiro sobre o peso relativo do timo e
do bago

Tratamento Timo Baco
Controle 0,102 +0,01 0,309 + 0,03
Levamisol 0,113+ 0,01 0,311 +0,03
Suco 0,108 + 0,01 0,277 £ 0,02
SFM75 0,091 + 0,01 0,363 + 0,03
SFM300 0,090 + 0,01 0,261 + 0,02
SFV75 0,090 + 0,01 0,329 + 0,03
SFV300 0,097 + 0,01 0,302 0,02

Dados apresentados como média * erro padréo. (n = 10)

6.5 Resposta Imune Celular

A Tabela 09 e a Figura 14 apresentam o0s resultados obtidos para reacdo de
hipersensibilidade tardia (DTH), ap6s desafio com hemécias de carneiro, de camundongos
imunizados com hemaécias de carneiro, que foram tratados ou ndo com suco de caju
adicionado com as farinhas dos bagacos de caju maduro ou verde. A espessura da pata foi
medida em quatro tempos: antes (tempo zero), 24, 48 e 72 horas apos o0 desafio com hemacias
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de carneiro. Ndo foi evidenciada variagdo na espessura das patas do grupo Controle, sendo os
valores (expressos em mm) para o dia zero de 2,25 £ 0,07; para 24 h de 2,26 = 0,07; para 48 h
de 2,27 £ 0,07 e para 72 h de 2,25 + 0,07 (Tabela 9). Para o Levamisol, os valores (em mm)
foram de 2,35 + 0,05 para o dia zero; de 2,46 £ 0,04 ap0s 24 h; de 2,50 + 0,02 ap06s 48 h e de
2,42 + 0,03 apds 72 h (Tabela 9). Os valores de DTH para o Suco foram de 2,29 + 0,03 para o
tempo zero; 2,40 + 0,05 apds 24 h; 2,49 + 0,04 apds 48 h e 2,46 + 0,03 para 72 h. Para
SFM75, nos tempos zero, 24, 48 e 72 h, os valores de DTH (em mm) foram de 2,31 + 0,05;
2,30 + 0,03; 2,37 + 0,02 e 2,34 = 0,03; respectivamente. J& para SFM300, nos tempos zero,
24, 48 e 72 h, os valores de DTH (em mm) foram de 2,29 = 0,03; 2,34 + 0,02; 2,49 £ 0,02 e
2,47 % 0,03; respectivamente. Os valores de DTH para o SFV75 foram de 2,26 = 0,01 para o
tempo zero; 2,35 + 0,03 apds 24 h; 2,43 = 0,05 apo6s 48 h e 2,38 £ 0,02 ap6s 72 h. Para
SFV300, foram determinados valores de DTH (em mm) de 2,27 + 0,02 para 0 tempo zero;
2,43 £ 0,03 apos 24 h; 2,40 + 0,02 ap6s 48 h e 2,50 £+ 0,03 apos 72 h.

Os maiores valores de DTH foram evidenciados nos grupos suco, SFM300 e SFV300,
com um aumento da espessura da pata de 8,66% entre o tempo zero e 48 h; 8,58% entre o
tempo zero e 48 h e de 10,27% entre 0 tempo zero e 72 h, respectivamente (Figura 14).

Os grupos Levamisol, Suco, SFM300 e SFV75 exibiram o pico da reagcdo em 48 horas,
diferindo significativamente do Controle (p < 0,05) com um aumento de 11,11%; 10,66%;
10,66% e 8,00%, respectivamente. Enquanto o grupo SFV300 exibiu o pico da reacdo em 72

horas com um aumento significativo (p < 0,05) de 11,11% em relacdo ao controle.
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Tabela 09. Reacdo de Hipersensibilidade Tardia (DTH) induzida em camundongos
imunizados com hemécia de carneiro

Espessura da pata (mm)

Tratamento  Tempo (h) ap6s o desafio com Hemécia de Carneiro

0 24 48 72
Controle 2,25+ 0,07 2,26 + 0,07 2,27 +0,07 2,25+ 0,07
Levamisol 2,35+0,05 2,46 + 0,044 2,50 + 0,024 2,42 +0,03?
Suco 2,29+ 0,03 2,40 + 0,05 2,49 + 0,044 2,46 +0,03*4
SFM75 2,31+£0,05 2,30+ 0,03 2,37 +0,02 2,34+ 0,03
SFM300 2,29 +0,03 2,34 +0,02 2,49 + 0,024 2,47 +0,03*4
SFV75 2,26 +0,01 2,35+0,03* 2,43 + 0,054 2,38 £ 0,024
SFV300 2,27 +£0,02 2,43 £0,03* 2,40 £ 0,024 2,50 +0,0324

Dados apresentados como media + erro padrdo. (n = 10). Os grupos fazem referéncia a animais tratados com
Agua (Controle), Levamisol 10mg/kg (Levamisol), Suco de Caju (Suco), Suco de Caju adicionado de Farinha do
Bagaco de Caju Maduro nas doses de 75 e 300 mg/Kg (SFM75 e SFM300) e Suco de Caju adicionado de
Farinha do Bagaco Verde nas doses de 75 e 300 mg/Kg (SFV75e SFV300).

Diferenca estatistica em cada hora em relacéo ao controle (a), suco (b) e levamisol (c). p < 0,05.

Diferenca estatistica em cada grupo em relagdo 0 h (A). p < 0,05.
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Figura 13. Espessura da pata, em porcentagem, calculado entre a 0 hora e 24 horas, 48 horas
e 72 horas nos grupos Controle, Levamisol e Suco (A); SFM75 e SFM300 (B) e SFV75e
SFV300 (C)
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Os grupos fazem referéncia a animais tratados com Agua (Controle), Levamisol 10mg/kg (Levamisol), Suco de
Caju (Suco), Suco de Caju adicionado de Farinha do Bagago Maduro nas doses de 75 e 300 mg/Kg (SFM75 e
SFM300) e Suco de Caju adicionado de Farinha do Bagago Verde nas doses de 75 e 300 mg/Kg (SFV75 e
SFV300).
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7. DISCUSSAO

Uma das estratégias das politicas de saide publica é promover o aumento da ingestéo
de frutas e legumes, pois sdo boas fontes de antioxidantes naturais (QUEIROZ et al., 2011).
Uma boa nutricdo, rica em antioxidantes, promove impactos sobre processos fisioldgicos
corporais e pode ter implicagfes importantes sobre as fungdes do sistema imunolégico, a
resisténcia a infecgdo e a autoimunidade (GHATAK; PANCHAL, 2012).

O interesse em se estudar os efeitos de uma boa nutricdo e seus compostos naturais
sobre as respostas imunologicas da-se em grande parte porgue o sistema imune esta envolvido
tanto na etiologia como na fisiopatologia de muitas doencgas. A modulac¢do da reposta imune
para aliviar essas doencas, tem sido de grande interesse por muitos anos (SARAVANAN et
al., 2012). Muitos grupos de pesquisa tém focado na identificacdo de substancias naturais de
plantas que podem servir como imunomoduladores, controlando certas respostas imunes
(MUKAND; CHORGADE, 2006). Nesse contexto, buscou-se avaliar uma cultura de interesse
regional, o caju, sobre a modulacdo da resposta imunologica.

Vale ainda salientar que a cultura do caju no Nordeste do Brasil € uma agroindustria
geradora de milhares de empregos diretos e indiretos que sustentam toda a cadeia produtiva
do caju (LOPES et al., 2011). No entanto, o principal foco na inddstria que trabalha com esta
cultura é o beneficiamento da castanha, sendo o pedunculo e o bagago gerado do seu
processamento muitas vezes descartado. Esses produtos sdo grandes fontes de compostos
bioativos, 0 que despertou o interesse de estudar suas propriedades na modulagdo da resposta
imunoldgica, gerando com isso também o aproveitamento de residuos, como o bagaco do
caju, normalmente descartados.

Para tanto, primeiramente foi analisada a capacidade antioxidante do suco de caju e
das farinhas do bagaco de caju, de clones de cajueiro CCP 76, pelos métodos de sequestros do
radical ABTS** e DPPH*. A capacidade antioxidante de uma substancia é definida como a
sua capacidade de sequestrar espécies reativas de oxigénio e eletrdlitos. Estas espécies sdo
formadas durante os processos normais do organismo, mas a sua acumulacéo conduz a varias
doencas, entre elas o cancer (QUEIROZ et al., 2011). No presente estudo, as farinhas do
bagaco de caju maduro (FM) e verde (FV) apresentaram o maior potencial antioxidante em
relacdo ao suco de caju, em media 16,5 vezes superiores, nos dois métodos, tendo a FV ainda
capacidade superior a FM (Figuras 08 e 09). Rufino e colaboradores (2010) evidenciaram

uma capacidade antioxidante para a polpa de caju (matéria fresca) de 11,2 umol Trolox/g

Efeito do Suco de Caju (Anacardium Occidentale L.) adicionado de Farinhas do Bagaco de Caju sobre a
Resposta Imunoldgica em camundongos



66

Discussao Bezerra, C. F.

(ABTS) e 7142 g de fruta/g de DPPH (DPPH), classificando o caju como um fruto com
potencial antioxidante médio. Estes valores sdo inferiores aos encontrados neste trabalho para
0 suco de caju. Entretanto, quando comparados os valores encontrados por Contreras-
Calderdn e colaboradores (2010), foi possivel observar um aumento consideravel na
atividade antioxidante da polpa de caju que foi de 115 pmol Trolox/g para o método ABTS,
superiores aos encontrados neste trabalho. J& Queiroz e colaboradores (2011) encontraram um
forte potencial antioxidante para polpa de caju pelo método de DPPH, corroborando com os
resultados encontrados neste trabalho. As grandes variacdes evidenciadas nos diferentes
resultados devem-se, muitas vezes, as diferencas no preparo das amostras, tornando dificil a
comparacdo de resultados, sendo um problema que merece bastante atencdo dos
pesquisadores (RUFINO et al., 2010). Diversos estudos mostram que o potencial antioxidante
do bagaco de caju maduro é superior ao da polpa de caju, concordando com os valores
encontrados neste trabalho para farinha do bagaco de caju maduro em relagéo ao suco de caju.
Broinizi e colaboradores (2008) avaliaram a capacidade antioxidante de extratos
hidroalcodlicos de bagaco de caju e encontraram uma forte capacidade antioxidante pelo
método de DPPH, esses resultados foram superiores aos evidenciados por Queiroz e
colaboradores (2011) para polpa de caju. O processamento realizado por Rufino e
colaboradores (2010) para matéria seca (liofilizada) é semelhante ao realizado para as farinhas
do bagaco de caju do presente trabalho, porém utilizando o pedinculo inteiro, polpa e pele.
Esses pesquisadores encontraram valores superiores para polpa de caju liofilizada (79,4 umol
Trolox/g para o teste ABTS e 906 g de fruta/g de DPPH para o teste DPPH) em relacdo aos
valores encontrados para polpa de caju matéria fresca citados anteriormente (RUFINO et al.,
2010). No presente trabalho, a farinha do bagaco de caju verde apresentou 0 maior potencial
antioxidante em ambos os métodos. Sua capacidade antioxidante pode ser considerada alta
guando comparamos com os valores encontrados por Rufino e colaboradores (2010) pelo
método DPPH para jaboticaba (138 g de fruta/g de DPPH), murici (238 g de fruta/g de
DPPH) e uvaia (276 g de fruta/g de DPPH) e pelo método de ABTS para jaboticaba (317
pmol Trolox/g), murici (412 pmol Trolox/g) e puga-preto (346 umol Trolox/g). Esses
frutos s@o considerados potentes antioxidantes e apresentaram valores de atividade
antioxidante similares aos da farinha do bagaco de caju verde. Lopes e colaboradores (2012)
avaliaram diversos clones de caju, entre eles o CCP 76, em diferentes estadios de maturidade

e observaram pelo método de ABTS que a capacidade antioxidante do fruto tende a reduzir
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com 0 amadurecimento, ou seja, o fruto possui a maior capacidade antioxidante no estadio de
imaturidade. Este resultado corrobora com o valor encontrado para a farinha de caju verde,
que apresentou maior capacidade antioxidante que a farinha de caju maduro pelo método
ABTS.

A partir de andlises qualitativas, foi determinado, nas farinhas de caju, a presenca de
fendis, taninos pirogalicos, flavonas, flavondis, xantonas, flavanonas e esteroides em ambas
as amostras (Tabela 04). Esses resultados estdo de acordo com Omena e colaboradores
(2012) que realizaram um ensaio fitoquimico em pele de siriguela, fruto também da familia
Anacardiaceae, e identificaram a presenca de fenois, taninos, flavonoides e esteroides.
Vasconcelos (2011) trabalhou com suco de caju (clone CCP 76) e observou maior teor de
polifendis totais, vitamina C, flavonoides amarelos, antocianinas e carotenoides no suco de
caju maduro quando comparado ao suco de caju verde. O autor sugere que ha diferenca no
perfil fitoquimico de sucos de caju relacionada com os diferentes estadios de maturagéo.

Para as amostras de suco de caju e farinhas do bagaco de caju maduro e verde, foram
determinados os teores de vitamina C, antocianinas, flavonoides amarelos, carotenoides totais
(Tabela 5) e polifendis extraiveis totais (Figura 10). Dentre os fitoquimicos analisados, 0s
polifendis foram os compostos majoritéarios, seguidos da vitamina C para quase todas as
amostras. O perfil encontrado para os polifendis foi semelhante ao encontrado para
capacidade antioxidante total, tendo a farinha de caju verde os maiores teores de polifendis
seguida pela farinha de caju maduro e suco de caju (Figura 10). Varios estudos relatam uma
correlacdo positiva entre atividade antioxidante e conteudo total de polifendis encontrados em
alguns vegetais tropicais (KAUR; KAPOOR, 2002; MAISUTHISAKUL, SUTTAJIT;
PONGSAWATMANIT, 2007), sugerindo que as plantas que contém elevada composicao de
compostos fendlicos podem ser uma boa fonte de antioxidantes. Polifendis agem como
potentes antioxidantes, em virtude de seus grupos hidroxilas que facilitam a doacdo de
elétrons e diminuem efetivamente os radicais livres. Os valores de polifendis do suco de caju
e da farinha do bagaco de caju maduro do presente estudo foram superiores aos encontrados
por Rufino e colaboradores (2010) para polpa de caju e para polpa liofilizada. A variagéo no
contetdo de polifenois pode ser justificada pelas diferencas no solo, nas condicdes climaticas,
no periodo de cultivo, no armazenamento pos-colheita e nos métodos de extracdo de

polifendis. Além disso, as plantas podem ativar a sintese de polifenois em resposta a uma
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situacdo de estresse, tais como lesdes, patdgenos ou baixos nutrientes (QUEIROZ et al.,
2011).

Rufino e colaboradores (2010) definiram uma classificacéo para frutos de acordo com
os teores de polifendis, sendo baixo (< 100 mg/100g), médio (100-500 mg/100g) e alto (> 500
mg/100g) teores de polifendis para matéria fresca e baixo (< 1000 mg/100g), medio (1000-
5000 mg/100g) e alto (> 5000 mg/100g) teores de polifendis para frutos liofilizados. Os teores
de polifenois do suco de caju e das farinhas do bagaco do caju (maduro e verde) determinados
neste trabalho encontram-se dentro da faixa de niveis médios de polifendis classificados por
Rufino e colaboradores. Lopes e colaboradores (2012) observaram uma diminuicéo
significativa nos teores de polifendis no decorrer do amadurecimento do caju, clone CCP76,
como evidenciado no presente estudo com as farinhas do bagaco de caju maduro e verde, em
que a farinha do bagaco de caju verde apresentou um valor superior de polifendis em
comparacdo com a farinha do bagaco de caju maduro. Esses resultados divergem dos de
Vasconcelos (2011), trabalhando com suco de caju maduro e verde, evidenciou valores de
polifendis maiores no suco de caju maduro.

Em relacdo ao contetdo de vitamina C, a farinha de bagaco de caju maduro apresentou
0 maior valor, seguida do suco e da farinha do bagaco de caju verde. Os valores encontrados
para suco de caju foram inferiores aos encontrados por Rufino e colaboradores (2010) com
190 mg/100g e por Queiroz e colaboradores (2011) com 163 mg/100 g. Contreras-Calderén
e colaboradores (2010) analisaram vitamina C no caju de forma integral, ou seja, polpa
juntamente com a pele e encontraram 228 mg/100g de vitamina C, mostrando um aumento
no contetido de vitamina C quando a polpa é analisada juntamente com a pele, concordando
com os valores encontrados neste trabalho que foram superiores para a farinha do bagaco de
caju maduro em relacdo ao suco de caju. Sabe-se que baixos niveis de vitamina C podem
induzir a sintese de polifendis (REYS; VILLAREAL; CISNEROS-ZEVALLOQOS, 2007),
portanto os altos niveis de polifendis encontrados na farinha de caju verde podem ser
justificados pelos baixos niveis de vitamina C. A diferenca entre a quantidade de vitamina C
da farinha do bagaco de caju maduro em relacéo a farinha do bagago de caju verde estdo de
acordo com o estudo de Lopes e colaboradores (2012) que mostraram um aumento no teor de
vitamina C com o amadurecimento do caju e também corroboram com os estudos de
Vasconcelos (2011) que observou um maior quantidade de vitamina C no suco de caju

maduro em relagdo ao suco de caju verde.
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Os demais compostos analisados (antocianinas, carotenoides e flavonoides amarelos)
apresentaram baixas quantidades em relacdo aos polifendis e a vitamina C. Valores de
carotenoides encontrados por Lopes e colaboradores (2012) (0,30 mg/100g) e Rufino e
colaboradores (2010) (0,40 mg/100g) para polpa de caju estdo de acordo com os valores
evidenciados neste trabalho. J& os valores encontrados para antocianinas e flavonoides
amarelos, por esses mesmos pesquisadores, mostram-se superiores aos determinados no
presente trabalho. A farinha do bagaco de caju maduro apresentou valores de carotenoides
superiores aos determinados por Abreu e colaboradores (2013) que evidenciaram 0,6 mg/
100g de carotenoides para extrato aquoso de bagacgo de caju. Carotenoides sdo precursores de
vitamina A que exibem atividade de sequestro do oxigénio singlet (ABREU et al., 2013).
Apesar dos baixos teores de carotenoides quantificados nas diferentes amostras de caju neste
trabalho, quando comparados com outros frutos, ainda assim estes podem contribuir para o
potencial antioxidante do caju.

Tendo em vista que o perfil fitoquimico do suco do caju e das farinhas do bagaco do
caju verde e maduro, 0os mesmos revelaram-se uma complexa fonte natural de antioxidantes,
partiu-se para avaliacdo do potencial toxicologico do suco de caju adicionado com a farinha
do bagaco de caju em camundongos, a fim de poder verificar o grau de seguranca da adicao
das farinhas do bagaco de caju como suplemento a serem utilizados como nutracéuticos.

Essa etapa dos estudos toxicoldgicos é de extrema relevancia uma vez que a
toxicidade é um parametro importante a ser determinado para posteriores utilizacdes das
substancias in vivo. A toxicidade pode ser classificada em quatro categorias, considerando a
exposicdo de animais a produtos quimicos: aguda, subaguda, subcrbénica e cronica
(KLAASSEN, 2001). A exposicdo aguda é definida como a exposi¢do a um produto quimico
por menos de 24 h. A exposi¢do subaguda refere-se a exposicdo repetida a um produto
quimico por um periodo menor ou igual a um més ou menos, a subcrénica por 1-3 meses e a
cronica por mais de 3 meses (KLAASSEN, 2001).

O ensaio de toxicidade realizado foi de exposi¢do subaguda e 0s animais nao
apresentaram nenhum sinal de toxicidade em relacdo aos parametros observados, tais como
peso corporal, peso relativo dos 6rgdos e mudancas no comportamento dos animais (Tabelas
06 e 07). Outro parametro avaliado foi o da atividade das enzimas transaminases, ALT e AST.
Apobs as analises, ndo foi evidenciado aumento na atividade dessas enzimas nos grupos

tratados com as diferentes amostras em relagdo ao grupo controle. Porém foi observada uma

Efeito do Suco de Caju (Anacardium Occidentale L.) adicionado de Farinhas do Bagaco de Caju sobre a
Resposta Imunoldgica em camundongos



70

Discussao Bezerra, C. F.

diminuicdo na atividade de ALT para SFM150, SFM300 e SFV75 e na atividade de AST para
SFM150 e SFM300 em relagdo ao grupo tratado com suco de caju (Tabela 08). Niveis
elevados dessas enzimas combinados com evidéncias histopatoldgicas sdo usados para
identificar injarias hepatocelulares agudas (RAMAIAH, 2007). Essas alteracdes ocorrem no
sangue quando a permeabilidade celular hepética é alterada ou quando ocorrem injurias e
necroses celulares (UPUR et al., 2009). O fato de ter havido uma diminui¢do nas atividades
de ambas as enzimas pode ser relacionado com o aumento do potencial antioxidante do suco
quando adicionado das farinhas, amenizando possiveis injurias nas células hepaticas. Vale
salientar que os valores de ALT e AST para os grupos SFM e SFV diminuiram em relacdo ao
grupo tratado com suco, mas mesmo assim se mantiveram dentro da faixa determinada por
Araujo (2012) para os parametros bioquimicos em camundongos machos, que foram de 32 -
86 U/L para ALT e de 73 - 188 U/L para AST.

Para a determinacdo da peroxidacéo lipidica, os niveis de MDA, que é produto final da
peroxidagdo de lipidios de membrana celular, foram determinados pelo método do TBARS
em homogenatos de figados. Como apresentado na Tabela 06, ndo foram evidenciadas
mudancas significativas nos niveis de MDA dos grupos que receberam os diversos
tratamentos em relagdo ao grupo controle. Portanto, o suco adicionado com as farinhas de
bagaco de caju maduro ou verde ndo apresentou toxicidade hepética, como indicado pela ndo
elevacdo das atividades das enzimas transaminases e nem dos niveis de MDA.

Apds os resultados obtidos no estudo toxicoldgico, o suco adicionado com as farinhas
foi considerado seguro para avaliacdo de suas propriedades funcionais sobre o sistema
imunolégico. Para tanto, camundongos foram tratados ou ndo com suco de caju, adicionado
ou ndo com farinha de bagaco de caju maduro ou verde, e imunizados com hemacia de
carneiro, a fim de avaliar o efeito imunomodulador in vivo. O modelo de avaliacdo da resposta
imune por hemécias de carneiro possui vantagens, tais como determinar a resposta imune
humoral e celular na mesma espécie sob condicdes ideais de experimento, além de ser facil de
executar e viavel economicamente (GHATAK; PANCHAL, 2012). Hemécias de carneiro séo
antigenos T- dependente, portanto, o primeiro contato do antigeno com o organismo promove
a sensibilizagdo dos linfocitos T para se tornarem ativados para sintetizarem e segregarem
substancias fisiologicamente ativas tais como o0s macréfagos, mondcitos, leucdcitos
polimorfonucleares e, provavelmente, outros leucocitos ndo sensibilizadas para a area de
contato com o antigeno (OSADEBE; OMEJE, 2009).
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Em relacéo a resposta imune humoral, observou-se um aumento significativo (p<0,05)
na producdo de anticorpos anti-hemécias de carneiro, quando se comparou o titulo de
anticorpos secundarios em relacdo ao titulo de anticorpos primarios no mesmo grupo (Figura
11). Vale ainda ressaltar que os grupos suco e SFV300 apresentaram comportamento
semelhante ao levamisol que foi utilizado como imunoestimulante padrdo. O levamisol é
reconhecido por estimular as células B, células T, mondcitos e macrofagos (KOGANEI et al.,
2007). Mangathayarua, Umadevi e Reddya (2009) observaram um aumento no titulo de
anticorpos anti-hemacia de carneiro em camundongos tratados com suco de Cynodon
dactylon. Esses autores sugerem que o potencial imunomodulador do suco de C. dactylon esta
relacionado ao conteudo de polifendis, o que pode explicar também o fato do suco de caju e
SFV300 que estimularam uma maior producdo de anticorpos anti-hemécia de carneiro e
apresentaram como principais constituintes dentre os compostos fitoquimicos determinados,
os polifendis.

Os grupos SFM75, SFM300 e SFV75 apresentaram uma menor produgdo de
anticorpos anti-hemacia de carneiro na resposta secundaria, quando comparados com 0 suco,
SFV300 e levamisol, entretanto aumentaram os niveis dos titulos de anticorpos da resposta
secundaria em relacdo a resposta primaria significativamente. O aumento na resposta
secundaria em relacdo a resposta primaria € resultante da expansdo clonal de células de
memoria originas ap0s primeira exposicdo ao antigeno. Na resposta priméria a
imunoglobulina presente principalmente € a imunoglobulina M (IgM), ja na resposta
secundaria, ha predominancia de outras classes de imunoglobulinas, tais como IgG, pela
inducdo da troca de classe de anticorpos nos plasmaocitos e com isso também aumentando a
eficiéncia e especificidade da resposta imunoldgica (OSADEBE ; OMEJE, 2009). A maior
eficiéncia e especificidade da resposta secundaria podem ser atribuidas ndo sé a troca de
classe de anticorpo, mas também ao fato dos mesmos serem derivados de poucas células
precursoras, como muitas mutagcdes somaticas, o que confere a esta resposta uma reacdo mais
vigorosa do que na resposta primaria e com acdo quase imediata frente a exposicdo do
antigeno (JANEWAY et al., 2010).

Os grupos suplementados com suco de caju e suco adicionado da farinha do bagaco
de caju maduro ou verde, assim como o grupo que foi tratado com levamisol nédo

apresentaram mudancas significativas no peso relativo dos orgaos: timo e baco (p>0,05).
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Quando comparados ao controle, os grupos SFM75, SFM300 e SFV75 parecem nédo
influenciar a indugéo da resposta imune humoral. Rasool e Varalakshmi (2006) avaliaram os
titulos de anticorpos anti-hemacias de carneiros em ratos tratados com extrato aquoso das
raizes de Withania somnifera e mostraram que este extrato ndo teve influéncia na reposta
imune humoral, ndo alterando os niveis de titulo de anticorpos e relacionaram a n&o
estimulagdo com a presenca de alguns flavonoides e lactonas esteroidais no extrato. Xu e
colaboradores (2008) submeteram camundongos a um tratamento com extrato das raizes de
Tetrastigma hemsleyanum, imunizaram com hemacias de carneiros para avaliar o efeito desse
extrato na resposta humoral e celular. Esses autores evidenciaram um efeito estimulador do
extrato na resposta de DTH e nenhuma influéncia sobre o titulo de anticorpos, relacionando
essa ndo estimulacdo aos flavonois, como quercetina, kaempferol e B-sitosterol, encontrados
nas raizes desta planta. Com isso, pode-se sugerir que o efeito das farinhas do bagaco de caju
maduro e verde, em estimular ou inibir a resposta imunoldgica, pode estar associado aos seus
constituintes predominantes que sdo os polifendis, os quais, dependendo da classe, podem ter

atividades imunoestimulantes ou imunossupressoras.

Para avaliarmos o efeito suco de caju, adicionado ou ndo com farinha de bagaco de
caju maduro ou verde, sobre a resposta imune celular, foi utilizado um modelo de reacédo de
hipersensibilidade tardia (DTH) induzida em camundongos imunizados com hemacias de
carneiro. A DTH esta relacionada com a resposta imune mediada por células. Os linfécitos T
sensibilizados, quando desafiados por antigenos, sdo convertidos em linfoblastos e secretam
linfocinas, atraindo assim mais células acessorias ao local da reacdo, promovendo uma reagédo
inflamatdria (GHATAK; PANCHAL, 2012). Vale ainda salientar que a DTH é mediada por
interferon-gama (IFN-y), produzido por células T CD4 * (Thi) ou células T CD8 * (CTL)
(BIEDERMANN et al., 2001). Esta reacéo geralmente leva de 24 a 72 h para se desenvolver e
envolve a ativacdo de células T, que resulta na mobilizacdo de mondcitos e linfocitos em
areas que estdo necessitando de estimulacdo imune. E iniciada quando ocorre uma reacéo
entre células T antigeno-especifico e o antigeno, resultando na liberacdo de linfocinas que
afetam uma grande variedade de tipos de células, especialmente os macrofagos (OSADEBE;
OMEJE, 2009).

Em relacdo a imunidade celular, todos os grupos, exceto o SFM75, apresentaram

significativa reacdo de DTH, com aumento significativo da espessura das patas, quando
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comparados com o controle, sendo 0 aumento mais expressivo nos grupos suplementados
com 0 suco e com o suco adicionado com as farinhas nas maiores doses. Esses resultados
corroboram com os encontrados por Osadebe e Omeje (2009) que identificaram um aumento
na reacdo de DTH e no titulo de anticorpos em animais tratados com extratos hidro-
metandlicos de folhas de Loranthus micranthus Linn. O ensaio fitoquimico com esse extrato
identificou a presenga de flavonoides, taninos e esteroides, assim como foi determinado no
presente trabalho para as amostras de suco de caju e de farinha de bagaco do caju maduro e
verde. Mishra e Bhatia (2010) encontraram valores superiores de titulos de anticorpos anti-
hemécia de carneiro para a resposta secundaria, quando comparados com a resposta primaria,
em camundongos tratados com extratos hidroetandlicos de sementes de Ziziphus mauritiana
Lamk., também evidenciaram uma modulacdo da resposta imune celular pelo aumento na
reacdo de DTH. A analise fitoquimica deste extrato identificou a presenca de alcaloides,
terpenos, taninos, flavonoides e saponinas; ja em nossas amostras foi evidenciada presenca de
flavonoides e taninos. Estes fitoquimicos poderiam ser os responsaveis pela modulacdo da

resposta imune humoral e celular.

H4 alguns estudos mostrando efeito de extratos em estimular tanto a resposta humoral,
com aumento do titulo de anticorpos; quanto a resposta imune celular, com inducéo da reacédo
de DTH em animais imunizados com hemadcia de carneiro. Ghule e colaboradores (2006)
encontraram um aumento no titulo de anticorpos e na reacdo de DTH em camundongos
tratados com extratos etandlicos e aquosos de folhas de Capparis zeylanica L. O ensaio
fitoquimico deste trabalho identificou a presenca de flavonoides, esteroides e taninos. Shukla
e colaboradores (2009) também evidenciaram aumento no titulo de anticorpos anti-hemacias
de carneiro e na DTH em ratos tratados com extrato etandlico de sementes de Caesalpinia
bonducella e o teste fitoquimico identificou a presenca de alcaloides, saponinas, terpenoides,

compostos fendlicos e polissacarideos.

O suco e o grupo SFV300 aumentaram as respostas imunes humoral e celular, isto
provavelmente esta relacionado com o fato do modelo de inducdo da resposta imune por
hemacias de carneiro ser antigeno T- dependente, ou seja, promove 0 aumento da resposta
mediada por células T que ativa os linfocitos B e consequentemente a liberacdo de anticorpos
(MOSER ; LEO, 2010).
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Zhang e colaboradores (2009), estudaram o sinergismo entre o levamisol e o adjuvante
potéssio de aluminio em vacinas contra Hepatite B e constataram que esta combinacdo pode
aumentar uma resposta mediada por celulas Thy, que por sua vez ativa linfocitos B induzindo
a liberacdo de 1gG2a. Como os grupos suco e SFV300 apresentaram comportamento
semelhante ao levamisol, sugere-se que o efeito estimulatorio sobre a imunidade celular pode
ser atribuido as células Thy com producdo de IFN- vy, induzindo assim a proliferacdo de
células B e consequentemente a diferenciacdo de classes de imunoglobulinas aumentando os
titulos de anticorpos. Thy é considerado como fundamental para a regulagdo de antigenos
especificos classicos mediados por DTH, macrofagos e  ativacdo de células B
(BOURGEOLS ; CORINNE, 2003).

Os grupos SFM75, SFM300 e SFV75, entretanto, apresentaram 0 comportamento
classico, com aumento da DTH e diminuicao dos titulos de anticorpos, indicando regulacao
entre as células Thy e Th, do sistema imune (SIERRA et al.,, 2005). A homeostasia
imunolégica requer uma expressdo diferencial e regulada da resposta imune humoral e
mediada por células. Varios estudos indicam haver necessidade de pesquisar compostos que
sdo capazes de modular o equilibrio entre Thi/Th, (WHELAN et al., 2003) e com isso
promover melhora do sistema imune em individuos doentes (STEPHENS et al., 2002).

Como evidenciado, o0 suco de caju e o0 suco adicionado com as farinhas maduras ou
verdes, dependendo da dose, podem vir a serem usados como imunoestimulante ou como
reguladores da resposta humoral e celular. Entretanto, mais estudos devem ser realizados, com

maiores doses, a fim de uma melhor compreenséo dos resultados.
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8. CONCLUSOES

O suco de caju e as farinhas do bagaco de caju maduro e verde apresentaram elevada
capacidade antioxidante e quantidades significativas de polifendis e vitamina C. Ademais, 0
suco de caju adicionado com as farinhas do bagaco de caju maduro ou verde n&o
apresentaram efeitos toxicos em nenhum dos parametros avaliados. Em modelos de
imunizacdo de camundongos com hemacias de carneiro, 0 suco de caju e o suco adicionado
com a farinha do bagaco de caju verde na dose de 300 mg/kg modularam positivamente as

respostas imunes humoral e celular.
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