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RESUMO

Anacardium occidentale L. (Anacardiaceae), conhecido popularmente como caju, € um tipico
pseudofruto tropical cujo suco € popularmente consumido no pais pelas excelentes
propriedades sensoriais e nutricionais, entretanto, os produtos sdo destinados ao mercado
interno com extensas perdas de pedunculos in natura. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar o potencial antioxidante, anti-inflamatdrio e cicatrizante do caju in vitro e in vivo. Para
tanto foi utilizado o suco do pseudofruto in natura, obtidos de clones de cajueiro CCP 76 nos
estddios de maturagdo 2 (verde) e 6 (maduro). Foram determinados no suco os teores de
polifendis totais, acido ascorbico, antocianinas totais, flavondides amarelos, carotendides,
compostos fendlicos além da atividade antioxidante total. Para a avaliacdo das atividades anti-
inflamatdria e cicatrizante in vivo foram utilizados camundongos, mantidos sob condi¢des
adequadas de luz, temperatura e recebendo dgua e ragcdo a vontade. O protocolo experimental
foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da UFC (n° de aprovacio
85/09). Para avaliar o efeito do tratamento oral durante 30 dias consecutivos com os sucos de
caju verde e maduro, utilizou-se a metodologia do edema de orelha induzido por xileno. Para
avaliar o efeito dos sucos de caju verde e maduro na cicatrizagdo, lesdes foram induzidas no
dorso do camundongo 15 dias apds o tratamento de suplementacdo com os sucos. As lesdes
cutaneas foram submetidas a avaliagdes clinicas através de andlises morfométricas e
macroscopicas durante 21 dias. Os resultados foram expressos como média e erro padrdo da
média. Para avaliar as diferencas significativas entre as médias dos diferentes grupos, aplicou-
se o teste de Mann-Whitney e ANOVA e as diferencas foram consideradas significativas
quando p < 0,05. O perfil fitoquimico dos sucos de pseudofrutos de caju verde e de maduro
foi distinto, no qual o suco de caju maduro apresentou teores de antioxidantes nao
enzimaticos e capacidade antioxidante total superior ao suco de caju verde. Os resultados dos
ensaios anti-inflamatério e cicatrizante mostraram que o suco de caju verde reduziu
eficientemente a inflamacdo e acelerou a cicatrizacdo de feridas durante a fase intermedidria
desse processo quando comparado ao suco de caju maduro. O suco de caju maduro parece
agir na fase mais tardia da cicatrizagdo. Estudos complementares devem ser realizados para
maior compreensio das atividades bioldgicas dos sucos de caju verde e maduro através da
identificacdo de compostos quimicos responsaveis pela acao funcional dos mesmos.

Palavras -chave: Caju. Antioxidantes. Inflamacao. Cicatrizagao.
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ABSTRACT

Anacardium occidentale L. (Anacardiaceae), known as cashew, is a typical tropical pseudo
whose juice is highly consumed in Brazil for its excellent sensory and nutritional properties.
The aim of this study was to evaluate the antioxidant, anti-inflammatory and wound healing
activities of cashew apple in vitro and in vivo. The juice from fresh fruit were obtained from
cashew clones CCP 76 in the maturation stage 2 (unripe) and 6 (ripe). Were determined in the
juice total polyphenols, vitamin C, anthocyanins, flavanols, carotenoids, phenolic compounds
and the total antioxidant activity. For the evaluation of anti-inflammatory activity and healing
in vivo was performed in mice, kept under appropriate conditions of light, temperature and
given water and food ad libitum. The experimental protocol was approved by the Ethics
Committee for Animal Experiments of the UFC (n° 85/09). To evaluate the effect of oral
treatment for 30 consecutive days with the juice of cashew apple ripe and unripe, we used the
methodology of the ear edema induced by xylene. Regarding the effect of treatment with the
juice of cashew in the healing lesions were induced on the backs of mice 15 days after
initiation of treatment. The skin lesions by morphometric and macroscopic analysis were
subjected to clinical evaluation for 21 days. Results were expressed as mean and standard
deviation. To evaluate the significant differences between the means of different groups, we
applied the Mann-Whitney test and ANOVA and differences were considered significant
when p <0.05. The ripe cashew apple juice (RCAJ) phytochemistry profile was better with
levels of non-enzymatic antioxidants and total antioxidant capacity than the unripe cashew
apple juice (UNCAJ). The anti-inflammatory and healing results showed that the UNCAJ
reduced inflammation and accelerated wound healing process when compared to RCAJ. The
present study demonstrated that the UNCAJ present high biological activity in inflammatory
and wound healing models than the RCAJ.

Keywords: cashew apple, antioxidants, anti-inflammatory, wound healing.
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1. INTRODUCAO

1.1. O Caju e suas propriedades (Anacardium occidentale)

A distribuicao da produ¢ao mundial da maioria dos frutos tropicais de importancia
econdmica, como o caju (Anacardium occidentale L.), concentra-se nas zonas tropicais e
subtropicais dos paises menos desenvolvidos, regides onde os frutos apresentam-se como
importantes componentes da dieta, contribuindo como fontes principais de vitaminas e outros
nutrientes (SOUZA FILHO et al., 1999).

O Brasil € atualmente o terceiro maior produtor de frutas do mundo, atrds da
China e da India, produzindo atualmente 40% de todas as frutas tropicais do mundo (ABDI,
2006). E também o maior produtor e exportador de sucos de frutas, nos tltimos quinze anos
(EMBRAPA, 2010).

Segundo dados do IBRAF (Instituto Brasileiro de Frutas), a balanca comercial da
cadeia de frutas gerou US$ 2,9 bilhdes, considerando frutas frescas e processadas. Em 2007,
as exportagdes da cadeia geraram US$ 3,3 bilhdes, 45% a mais que em 2006, sendo US$ 2,3
bilhdes (IBRAF, 2008).

A colheita anual brasileira de frutas tropicais é de aproximadamente 38 milhdes
de toneladas, o que coloca o pais em terceiro lugar entre os maiores produtores mundiais. Os
principais mercados compradores do produto brasileiro sdo a Europa, que absorve 70% das
exportagdes, € 0 Mercosul, que importa 11% (SCHEIBLER; FILHO, 2006).

O consumo de fruta fresca € crescente em todo o mundo, por uma série de fatores
que levam as modificacdes nos habitos alimentares, tais como: maior cuidado com a sadde e
aspectos nutritivos dos alimentos, com sensibilidade crescente em relacdo a fatores ecoldgicos
e dietéticos, campanhas publicitdrias sobre beneficios de consumo de frutas e hortalicas,
envelhecimento da populacdo, dentre outros (RODRIGUES, 2004).

O cajueiro (Anacardium occidentale 1..) é uma &arvore pertencente a familia
Anacardiaceae, nativo da América Tropical, de origem brasileira, popular na América do Sul
(ASSUNCAO; MERCADANTE, 2003). E cultivado em diversos paises, destacando-se pela
producio na India, Brasil, Mocambique e Tanzania (PERTINARI; TARSITANO, 2002).

Em éreas cultivadas e de ocorréncia espontanea, encontram-se cajueiros dos tipos
comum e ando precoce. O cajueiro comum tem porte elevado, maior producio por planta e

maior peso de castanha. Demora mais para iniciar a producao e tem poucos clones disponiveis



15

para cultivo. Sua grande desvantagem € o porte, que dificulta bastante a execucdo dos tratos
culturais e fitossanitarios (FERNANDES, 2010).

O cajueiro ando precoce (A. occidentale L. var. Nanum), representado na figura 1,
encontrado com maior frequéncia em dreas cultivadas, vem sendo eleito para o cultivo, em
funcdo do pequeno porte e da producdo precoce e elevada, caracteristicas que facilitam
bastante a execug¢do dos tratos culturais e fitossanitdrios e, principalmente, a colheita do
peddnculo para o mercado de fruta de mesa. Entre os clones cultivados no Ceard o clone CCP 76
apresenta destaque, pela grande preferéncia para fruta fresca (FERNANDES, 2010; PAIVA et
al., 1998).

FIGURA 1 - Planta do clone de cajueiro-anio precoce. Fonte: PAIVA; BARROS, 2004.

O fruto do cajueiro (Figura 2) consiste da castanha, um aquénio reniforme (o
verdadeiro fruto) e do falso fruto ou pseudofruto que € formado por um pendinculo alongado,
carnoso e suculento cujo consumo in natura, esta relacionado, principalmente, com sua
palatabilidade, coloragdo externa e suas excelentes propriedades sensoriais e nutricionais
(KUBO et al., 2006; RUFINO, 2008; SIVAGURUNATHAN et al., 2010; SOARES et al.,
2007).
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FIGURA 2 - Pedinculos verde e maduro do clone de cajueiro-ando precoce CCP 76. Fonte:
RIBEIRO, 2003.

Segundo Barros (2002), no Brasil, a agroinddstria do caju, iniciada na década de
1960, exerce importante papel econdomico e social nos Estados do Ceard, Rio Grande do Norte
e Piaui, em razdo da expressiva geracdo de empregos e pela participacdo na geracdo de divisas
externas, e apresenta, ainda, um diferencial em relacdo aos demais produtores mundiais, o
aproveitamento industrial do pseudofruto, de grande potencial econdmico.

O Brasil € pioneiro e lider no aproveitamento de pedinculos de caju que sdo
consumidos in natura e empregados na producdo de suco integral, polpa congelada, néctar,
cajuina, doces em calda, desidratados e cristalizados. Entretanto, os produtos sdo destinados,
quase que exclusivamente, ao mercado interno com extensas perdas de pedinculos in natura
(AGOSTINI et al, 2002).

O caju foi relativamente negligenciado, apesar de sua considerdvel
disponibilidade e quantidade. Um ndmero de processos tem sido desenvolvidos para
converter o pedinculo em varios produtos como suco, geléia, xarope, molho e bebidas (LA
VAN KINH et al 1997; WINTERHALTER 1991).

Provavelmente ndo mais que 10% do potencial de producdo do pedinculo é
consumido ou utilizado na forma fresca ou processada (AKINWALE, 2000). Do total
produzido anualmente na regido Nordeste, 15% ¢é aproveitado para a fabricacdo do suco
(CARDOSO, 1999). Vale ressaltar que o Brasil é o unico pais do mundo que possui
tecnologia, experiéncia e habito de consumo, nas diferentes formas, o que € uma oportunidade
a mais para a diversificacdo da utilizacdo e aplicagdo do caju (MOURA, 1998). Embora o
pedinculo represente fonte rica em suco nutritivo, sua aceitacdo fora do Brasil tem sido

reduzida em funcao da elevada adstringéncia (AGOSTINI et al, 2002).
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O caju apresenta alto valor nutritivo, possuindo cerca de 156 a 387 mg de
vitamina C por 100 g de pedinculo e sendo rico em minerais como calcio, ferro e foésforo
também é considerado uma boa fonte de tiamina e riboflavina, membros fundamentais das
vitaminas do complexo B, conhecidas como vitaminas B1 e B2 (MAIA et al., 2007). Segundo
Paiva e colaboradores (2000), o pedinculo contém de 3 a 5 vezes mais vitamina C que a
laranja, além de cdlcio, fosforo e outros nutrientes. Apresenta ainda carotendides e
antocianinas, pigmentos naturais responsaveis por sua coloracdo caracteristica (BOBBIO;
BOBBIO, 2001).

O perfil fitoquimico do caju revela uma complexa fonte natural de antioxidantes
que faz deste suco um excelente alvo nas pesquisas medicinais (MELO-CAVALCANTE et
al., 2003). Por exemplo, seu alto teor de tanino faz dele um adequado remédio para
inflamacdo da garganta e desinteria cronica em Cuba e Brasil (MORTON, 1987). Também
tem sido relatada propriedades antibacterianas, antifingicas e antitumorais (KUBO et al.,
1993a, b; KOZUBEK et al., 2001) e antimutagénicas (SANTOS et al., 2002).

A adstringéncia € decorrente da presenga natural de taninos, presentes como
compostos fendlicos ativos polimerizados no caju, capazes de precipitar proteinas e tendo
também um efeito vasoconstrictor de reduzir o fluido de feridas e queimaduras, aumentando a
regeneracio tecidual (VAN WYK; GERICKE, 2003). E justamente a capacidade de precipitar
proteinas, especialmente as proteinas salivares da cavidade oral, que confere a propriedade
adstringente aos taninos, que como antioxidantes podem participar na preven¢do de doencas
cronico-degenerativas, tais como enfermidades cardiovasculares e cancer (SANTOS;
SCALBERT, 2000).

Sua composi¢do quimica, fisico-quimica e qualidade nutricional pode variar
dependendo de vérios fatores como: variedade, solo, safra, grau de maturidade e condigdes
climaticas (PINHEIRO, 2008). Mudancas sensoriais € bioquimicas que ditam as
caracteristicas de qualidade dos frutos ocorrem durante a pds-colheita e estdo diretamente

relacionadas com o metabolismo oxidativo (MELO et al., 2001).

1.2. Aspectos funcionais de substancias de origem vegetal e os antioxidantes

Segundo Lajolo (2005), os alimentos com alegacdes funcionais ou de saide, sdo
aqueles semelhantes em aparéncia aos alimentos convencionais, consumidos como parte da

dieta usual, capazes de produzir efeitos metabdlicos ou fisioldgicos, tteis na manutencio de
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uma boa sadde fisica e mental, podendo auxiliar na redu¢do do risco de doencas cronico-
degenerativas, além de suas fun¢des nutricionais bésicas.

Considerando que a nutri¢do adequada é o elemento chave para um estilo de vida
sauddvel associado com o baixo risco de desenvolvimento de doengas, o consumo de cinco
por¢des de frutas e outros vegetais por dia é recomendado para uma boa saide, bem como a
utilizacdo da variabilidade entre as diversas espécies destes (STAHL; SIES, 2005).

Dados de estudos epidemioldgicos tém mostrado consistentemente uma
correlagdo inversa entre o consumo de vegetais e frutas e a incidéncia de diversas doencgas
cronicas, cujas evidéncias sugerem que uma dieta rica em alimentos de origem vegetal
diminui o risco de doencas cronicas, devido aos fitoquimicos presentes que desempenham
papel chave na reducio de doencas inflamatérias cronicas (JEANELLE; LIU, 2004; STAHL,;
SIES, 2005). As propriedades quimioprotetoras das frutas tem sido parcialmente atribuidas
aos antioxidantes presentes (OLSSON et al., 2004; SUN et al., 2002).

Pesquisas envolvendo compostos antioxidantes oriundos de fontes naturais t€ém
sido desenvolvidas em diferentes centros de estudos devido a sua importancia na prevengao
do desencadeamento das reagdes oxidativas, tanto nos alimentos como no organismo animal.
Os antioxidantes podem agir retardando ou prevenindo a oxidac¢do do substrato envolvido nos
processos oxidativos impedindo a formacdo de radicais livres (HALLIWEL, 1995).

Dentre os antioxidantes presentes nos vegetais, os mais ativos e frequentemente
encontrados sdo os compostos fendlicos ou polifendis, tais como os flavondides, acidos
fendlicos, antocianinas e taninos. As propriedades benéficas desses compostos podem ser
atribuidas a sua capacidade de sequestrar os radicais livres. Os compostos fendlicos podem
inibir os processos da oxida¢do em certos sistemas, mas isso ndo significa que eles possam
proteger as cé€lulas e os tecidos de todos os tipos de danos oxidativos. Esses compostos podem
apresentar atividade pro-oxidante em determinadas condi¢des (DECKER, 1997). Somando-se
a isto, estudos tém demonstrado que polifendis naturais possuem efeitos significativos na
reducdo do cancer, e evidéncias epidemioldgicas demonstram correlacdo inversa entre
doencas cardiovasculares e consumo de alimentos fonte de substincias fendlicas,
possivelmente por suas propriedades antioxidantes (KARAKAYA, 2004; NINFALI er al.,
2005).

Nutrientes essenciais, como vitaminas C e E, também podem proteger contra
inflamacdo mediada por oxidante e danos aos tecidos, em virtude da capacidade destes em
neutralizar as espécies reativas de oxigénio, mantendo o estado de antioxidante adequado,

atenuando os possiveis danos e disfuncdes celulares e contribuindo para os efeitos benéficos
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das frutas (AJAIKUMAR et al., 2005; CONNER, 1996; SILVA et al., 2004). Isso é
importante porque o desequilibrio entre as moléculas oxidantes e antioxidantes resulta na
inducdo de danos celulares pelos radicais livres e tem sido chamado de estresse oxidativo,
podendo causar danos aos lipidios, proteinas, carboidratos, acidos nucléicos e outras
substancias oxiddveis (LEITE, 2003; SIES, 1993). Vale ressaltar que esse desequilibrio, por
sua vez, estd associado a muitos fendmenos fisiolégicos, patoldgicos e a processos adversos
como inflamagdo, envelhecimento, carcinogénese entre outros (DEAN et al., 1997).

Algumas pesquisas t€ém demonstrado que os niveis de marcadores inflamatorios
estdo associados a predisposi¢do ou manifestacdo de doencas cronicas ja instaladas, mesmo
quando os fatores de risco para essas doengas ndo estdo presentes como a pressao arterial alta,
sobrepeso ou obesidade, tabagismo e etilismo, inatividade fisica, dentre outros (PICKUP,
2004; RIDKER et al., 2000).

Dietas ricas em antioxidantes derivados de frutas e outros vegetais apresentam
efeitos benéficos para a saide, dado que reforca a necessidade de campanhas mundiais de
prevencao a doencas, enfatizando o beneficio do consumo dos mesmos (SIES et al, 2005). Os
estudos sobre os antioxidantes t€m ressaltado, principalmente, o uso de nutrientes isolados no
tratamento e prevencdo de doencgas. Entretanto, nos alimentos é encontrada uma grande
variedade de substincias que podem atuar em sinergismo na protecdo das células e tecidos
(HERCBERG et al., 1998; JACOB, 1995; NIKI et al., 1995).

Existem considerdveis evidéncias que indicam que uma nutri¢io inapropriada
afeta negativamente o sistema imune sendo, portanto, fortemente influenciado pelo estado
nutricional do organismo e pelos nutrientes ingeridos na alimentacdo. Diversos nutrientes
apresentam propriedades moduladoras do sistema imunoldgico com destaque para as
substancias com atividade antioxidante que desempenham papel crucial no balanco
antioxidante/oxidante nas células imunes e sdo capazes de protegé-las do estresse oxidativo,
preservando seu adequado funcionamento (MARCOS et al. 2003).

Ao longo da histéria, a fome tem sido considerada como um risco proeminente a
saude humana e, por muitos séculos, a ligacdo entre infeccdo e desnutricdo tem sido bem
reconhecida (BLACKBURN, 2001). Estimular o consumo de uma alimentagdo saudavel e a
aplicagdo de alimentos funcionais claramente parece interessante no contexto de uma
civilizagdo ocidental em face de um aumento progressivo dos problemas de saude

relacionados a nutri¢do e a desequilibrios do sistema imunol6gico (MARCQOS, 2003).
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1.3. Pele e inflamacao

A pele é o tnico, maior e extraordindrio 6rgdo de revestimento externo do
corpo humano, representando 15% do peso corporal sendo embriologicamente originada dos
folhetos ectodérmico e mesodérmico que vao formar suas trés camadas (Figura 3): epiderme,
derme e hipoderme ou tecido celular subcutineo (AVELAR, 2005; JUNQUEIRA;
CARNEIRO., 1999; PROKSCH et al., 2008).

; ‘ - 'l_l - _«—— Epiderme
'
4 : Derme
Ay
Subcutaneo

FIGURA 3 — Estrutura da pele. Pele e tecidos subjacentes podem ser divididos em trés
grandes divisdes: epiderme, derme, tecido subcutaneo.

A epiderme, por¢do de origem ectodérmica, é a camada superior da pele.
Glandulas sudoriparas e os foliculos pilosos presentes nessa camada, que estd em contato com
o ambiente externo, t€m a funcdo de proteger a pele contra ressecamento e estdo envolvidos
também no mecanismo da termorregulacdo. Derme e hipoderme sdo de origem mesodérmica
e caracterizam a por¢do conjuntiva servido de suporte e unido entre a pele e Orgaos
subjacentes respectivamente. A mais importante funcdo da pele € formar uma barreira efetiva
entre o interior e o exterior do organismo (AVELAR, 2005; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
1999; PROKSCH et al., 2008).

Na epiderme encontram-se barreiras fisicas, quimica/bioquimica (antimicrobiana,
imunidade inata) e imunoldgico adaptativas. A barreira fisica consiste do extrato cérneo, em
particular as jungdes célula-célula e proteinas associadas ao citoesqueleto, sdo componentes

importantes. A barreira quimica/bioquimica (antimicrobiana, imunidade inata) consiste de
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lipidios, &cidos, enzimas hidroliticas, peptideos antimicrobianos e macréfagos. A barreira
imunoldgica (adaptativa) é composta de constituintes celular e humoral do sistema imune.
Sendo um complexo sistema formado por um nimero de componentes interrelacionados,
qualquer modificagdo nestes componentes resultam em altera¢do funcional da barreira sendo
um evento central na patofisiologia de vdrias alteracdes e doencas da pele como dermatites,
queimaduras, alergias, ulceras, lesdes cutineas inflamatdrias, etc (PROKSCH et al, 2008).

A resposta inflamatéria, envolvida em diversas patologias inclusive cutaneas, é
uma resposta do organismo frente a uma infeccao ou a uma injuria tecidual, caracterizada, a
nivel clinico, por quatro sinais cldssicos, que incluem calor, eritema, edema e dor
(CONTRAN et al., 2001). Este rdpido e agudo processo resulta em aumentos significativos de
niveis de mediadores inflamatorios circulantes produzidos a partir do plasma e das células
(GABAT; KUSHNER, 1999; KPLB-BACHOFEN, 1991). Dentre os mediadores da
inflamacdo, encontram-se histamina, metabdlitos do 4cido araquiddnico (prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos), fator de ativacdo plaquetdria, bradicinina, 6xido nitrico,
neuropeptideos e citocinas (CONTRAN et al., 2001; RANG et al., 2007).

O processo inflamatério compreende mecanismos imunes de defesa como:
resposta inata (resposta inespecifica), responsavel pelas caracteristicas da regido inflamada
dividida em eventos vasculares e celulares e resposta adquirida (resposta especifica), na qual
ha producdo de anticorpos especificos contra um determinado agente agressor (COUTINHO
et al., 2009). Se a resposta inflamatdria é exacerbada pode promover uma descompensacao
fisiologica, levando a perda de funcdo do tecido e/ou 6rgao (RANG et al., 2007; SERHAN;
SAVILL, 2005).

A inducdo quimica da inflamacdo, em modelos animais, € feita por meio da
administracdo de agente exdgeno. O xileno € um agente quimico flogistico, promotor da
inflamacdo neurogénica que atua sobre as células-alvo da periferia como mastdcitos, células
do sistema imunolégico, e do musculo liso vascular produzindo inflamacao. O resultado dos
sintomas inflamatdrios deriva da liberacdo de substancias de terminacdes nervosas sensoriais
primdrias (RICHARDSON; VASKO, 2002).

Substancias de origem vegetal, pertencentes as mais diversas classes quimicas,
possuem atividade anti-inflamatéria comprovada cientificamente. Dentre elas, destacam-se
taninos e flavonéides (SIMOES et al., 2004; VEITCHNC; GRAYER, 2008). Os flavonéides
tem a capacidade de agir sobre a inflamacdo e sobre o sistema imunoldgico, representando
uma alternativa promissora frente aos processos inflamatorios (COUTINHO et al., 2009;

SIMOES et al., 2004).
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1.4. Aspectos envolvidos na cicatrizaciao de lesoes cutaneas

No processo de cicatrizagdo humano, as curas morfoldgicas sdo aquelas realizadas
na epiderme e derme. Eventos epidérmicos sdo os de migracdo celular e proliferacdao de
células epiteliais. Eventos cutaneos sdo infiltrado celular, formacdo de tecido de granulagdo e
a producdo de coldgeno (WOOLF, 1998).

O reparo de tecidos pode se dar de duas formas: (1) pela regeneragdo com a
recomposi¢do da atividade funcional do tecido ou (2) pela cicatrizacdo com restabelecimento
da homeostasia do tecido com perda da sua atividade funcional pela formacgdo de cicatriz
fibrética (Figura 4). A primeira envolve a reconstitui¢do dos componentes teciduais de forma
1déntica aqueles destruidos, como nos ferimentos superficiais cutineos que somente danifica o
epitélio. A cicatrizagdo, pelo contrario, € uma resposta fibroproliferativa, na qual os anexos
epidérmicos ndo se regeneram e mantém uma cicatriz de tecido conjuntivo em lugar da rede
mecanicamente eficiente de coldgeno na derme ndo ferida. Danos tissulares de qualquer
natureza fisica, quimica ou bioldgica) desencadeiam de imediato uma série de eventos e sinais

que ativam células envolvidas no reparo tissular (COTRAN et al, 2001).

CICATRIZ

FIGURA 4 - Cicatriz fibrética apds processo de cicatrizacdo da pele. Fonte: SINGER;
CLARK, 1999.
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A cicatrizacdo de feridas € um dindmico processo envolvendo eventos celulares
complexos dentro de fendmenos fisiolégicos, imunoldgicos e bioquimicos que requerem um
equilibrio harmonioso em ordem para garantir a restauracdo da fungdo e da continuidade
anatomica do tecido (JORGE et al., 2008). O processo de cicatrizacdo pode ser dividido
didaticamente em quatro diferentes fases nao excludentes entre si, mas superpostas, como
observado na figura 5: (i) hemostasia ou coagulacdo, a qual previne a perda de sangue, (ii)
inflamacdo e debridamento da ferida, que inicia imediatamente apds a injdria com
vasoconstri¢do que favorece a homeostase e liberacio de mediadores inflamatérios além de
recrutamento de células do sistema imune, (iii) migracdo, reparo ou fase de proliferacao,
caracterizada pela proliferacdo celular de tecido de granulacdo formado e mantido por
fibroblastos e o processo angiogénico, (iv) maturacdo ou fase de remodelagem, que inclui
remodelamento de tecido com suprimento de componentes das fibras coldgenas pela

deposicdo de coldgeno, que aumentam a forca tensil (JORGE et al., 2008; KOKANE et al.,
2009).
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FIGURA 5 - Correlacdo esquematica de células com as diferentes fases do processo de

cicatrizac¢do. Fonte adaptada: Park & Barbul, 2004.
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O ajuste de eventos e tipos celulares é mostrado na figura 6, em uma linha do
tempo de cicatrizacdo de feridas. Ha deposicdo de trés tipos matriz extra celular (MEC), com
a chegada de diferentes tipos celulares e ocorréncia dos maiores eventos. Observa-se que dois
tipos de fibronectinas estdo presentes no sitio de injuria, plasmética (p) oriunda do sangue e
celular (c) expressa por células no tecido (BRADSHAW; SAGE, 2001; CLARK, 1996;
WOODS, 2001).
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FIGURA 6 — Ajustamento de eventos durante o processo de reparo tecidual. Fonte adaptada
de MIDWOOD et al., 2004.

O sistema imune desempenha um papel fundamental no processo da cicatrizagao
de lesOes cutaneas, pois além de participar da funcao inflamatéria e de defesa do hospedeiro,
as c€lulas deste sistema liberam citocinas, linfocinas e fatores de crescimento indispensaveis
pela continuidade do processo (PARK ; BARBUL, 2004). O reparo completo de tecidos t€ém
os leucdcitos como um de seus mais importantes protagonistas pois essas células, além de
suas conhecidas atividades imunes, estdo intimamente envolvidas com as reagdes catabdlicas
de degradacdo de tecidos pela producdo de proteases e espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio e também com as reacdes anabdlicas de formacdo de tecidos pela producdo de
fatores de crescimento (RICHES, 1996) responsdveis pela recomposicdo da celularidade

regional ou restabelecimento da sua homeostasia pela formagdo da cicatriz (CURI et al,

2005).
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O processo de reparo tecidual depende, obviamente, de substratos nutricionais
disponiveis e pode ser inibido ou negativamente influenciado por muitos fatores que podem
ser divididos em fatores sist€micos e fatores locais como: queimaduras, fisico e quimico,
tratamento com corticosteroides ou drogas imunossupressoras € o estado nutricional por
exemplo (THOMAS et al, 2010). O inicio da resposta de defesa é caracterizado pela
infiltracdo de neutroéfilos e liberagdo de varios mediadores pré-inflamatdrios, os quais iniciam
o processo inflamatério. Se esta resposta inflamatéria nao é apropriadamente regulada, uma
doenca inflamatodria da pele pode ser desencadeada (PIETROVSKI et al, 2008).

O principio de uma 6tima cicatrizacdo é minimizar o dano no tecido e prové uma
adequada perfusdo e oxigenacdo tecidual, além de nutricdo apropriada e um ambiente imido
no ambiente de cicatrizacdo da ferida para restaurar continuidade anatdmica e fun¢do da parte
afetada (PIERCE; MUSTOE, 1995). O efeito da suplementacido de nutrientes na cicatrizacao
de tecidos em adultos sauddveis é uma drea de importancia clinica, mas ha pouca informacao
disponivel (SPENCER et al, 2004).

Quando se desenvolve uma ferida, cada fase do processo de cura
exigir uma série de nutrientes na quantidade correta para evitar o retardo na cicatrizacao
(GRAY; COOPER, 2001, THOMPSON; FURHAM, 2005). A tabela 1 descreve as fases de

cicatrizacdo da ferida e os nutrientes-chaves necessarios.

TABELA 1 - Fases da cicatrizacdo de feridas e nutrientes-chaves envolvidos.

Fases da cicatrizacao Nutrientes

Hemostasia: vasoconstricao levando a | Energia, proteina e vitamina K.
reducio do fluxo sanguineo. Hemorragia controlada.

Coagulacao.

Inflamacédo: globulos brancos e macréfagos removem | Energia, proteina, vitaminas A, C,
bactérias e tecidos necréticos (mortos). Sintese de colageno | E, selénio, antioxidantes.

iniciado.

Proliferacao: Novos tecidos e vasos sanguineos em | Energia, proteina, ferro, cobre,

crescimento. Os fibroblastos produzem colageno. vitaminas A, B6, C e zinco.

Remodelacao: continua ligacdo cruzada do colageno | Energia, zinco, proteinas, vitamina
aumentando a forca tensil ou resisténcia a tracao da ferida. | C, ferro.

Contracao e fechamento da ferida.
Maturacao do tecido fibroso.

Fonte: JOHNSTON, 2007.
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A maioria dos pacientes com feridas cronicas da pele sofre alteragdes no estatus
nutricional relacionada a deficiéncia de micronutrientes, assim, terapias nutricionais atuais sao

destinadas a corrigir as deficiéncias nutricionais responsdveis pelo retardo na cicatrizagio

(STECHMILLER, 2010).

TABELA 2 - Papel dos nutrientes chaves na cicatrizagao e viabilidade do tecido.

Nutriente Funcao
Carboidratos Energia para funcionamento de macréfagos, fibroblastos e leucécitos
através da quebra de glicose que prové energia para atividade celular.
Proteinas Necessdria para sintese e reparo do tecido, resposta imunoldgica,
fagocitose, angiogénese, proliferacio de fibroblastos, sintese de
colageno e remodelacdo da ferida
Lipidios Importante fonte de energia, componente de membranas celulares,
envolvida na formacdo de mediadores inflamatérios e componentes
da coagulagdo e formacgdo de novas células
Vitamina A Aumento da resposta imune, antioxidante, promove sintese de ligacao

cruzada do coldgeno, resisténcia da ferida a tracdo e epitelizacio

Vitaminas do

Resposta imunoldgica, ligacdo cruzada do coldgeno e resisténcia da

ferida a tracdo

complexo B
Vitamina C Antioxidante, promove sintese do coldgeno, angiogénese, otimiza a
absorcao de ferro, resisténcia da ferida a tracdo, promove fungao
imune (neutréfilos e migracdo dos macréfagos)
Vitamina E Antioxidante, neutralizacdo de radicais livres, reducio da lesdo
tecidual e aumento da resposta imune
Cobre Sintese de ligacdo cruzada do coldgeno e formagao de leucécitos
Ferro Promove sintese de coldgeno, aumenta liberacao de oxigénio tecidual
e componente de muitos sistemas enzimaticos
Zinco Amplificacdo da proliferacio de células, aumenta a epitelizagio e

melhora a resisténcia do coldgeno

Vitamina K

Coagulacdo sanguinea

Fonte adaptada: JOHNSTON, 2007; CUKIER et al., 2005.
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No Brasil cerca de 70 plantas relacionadas pelo Ministério da Saide que
apresentam potencialidades medicinais, sdo estudadas quanto as suas propriedades
farmacoldgicas, das quais cerca de 18 espécies sdo indicadas na medicina popular para o
tratamento de feridas (SCHEFFER et al. 1999; SILVA, 2006).

A pesquisa de produtos naturais, no tratamento de feridas, tem-se intensificado
para auxiliar na cicatrizacio, como o Gleo de copaiba (CORREA, 1984; EURIDES;
MAZZANTI, 1995), papaina (SANCHEZ NETO et al., 1993), coldgeno (ABRAMO, 1990),
vitamina A (BONDI, 1989). Desta forma as propriedades farmacodindmica, antiinflamatoria e
imuno-reguladora dos produtos naturais t€m sido testadas em diversos tecidos, com o intuito
de se buscar auxilio no processo de reparacao tecidual (KILIC, 2005; REYNOLDS; DWECK,
1999).

Considerando o uso popular de espécies potencialmente importantes e a
recomendacdo para o desenvolvimento de pesquisas visando a utilizacdo de plantas com
finalidades terapéuticas pela Organizacio Mundial da Saide (OMS), se faz necessédrio a
identificacdo e estudos de plantas que possuam comprovada acdo farmacoldgica e (ou)
substancias biologicamente ativas (SCHEFFER et al., 1999).

A forte tendéncia mundial ao aproveitamento de recursos naturais no tratamento
de feridas inclusive aqueles ja utilizados ha muito tempo pela medicina tradicional, faz da
fitoterapia uma opg¢do disponivel, com as vantagens de ndo apresentar efeitos colaterais;

facilidade no cultivo e manipulac¢do; facil aquisi¢do e baixo custo (TIAGO, 1997).
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2. JUSTIFICATIVA

No Brasil, as lesdes cutaneas ou feridas acometem a populacdo de forma geral,
independente de sexo, idade ou etnia, hd um elevado indice de pessoas com alteracdes na
integridade da pele. Tais feridas podem ser secundarias a tratamentos, como procedimentos
ciriirgicos, e ou tratamentos clinicos prolongados, como ulceras de pressdo, constituindo
assim, um sério problema de saide publica. Atrasos na cicatrizacdo, presenca de infeccdo ou
cicatrizagdo excessiva oneram os gastos publicos/privados, prejudicam a qualidade de vida da
populacdo e continuam sendo causas importantes de morbimortalidade.

Dividido em fases, o processo de cicatrizacdo tem como principal complicacdo
distdrbios relacionados a inflamacdo que resulta na formacdo continua de metabdlitos
reativos. Sabe-se que um desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio e 0s mecanismos
antioxidantes de defesa da célula, leva a uma excessiva producdo de metabdlitos de oxigénio,
gerando uma condi¢do de estresse oxidativo que resulta em peroxidacdo de lipideos, quebra
de DNA e inativac¢do enzimatica.

Embora frequentemente referido e extensamente discutido o conceito da terapia
nutricional na regulacdo da cicatrizagdo de feridas através da intervengdo dietética, na forma
de suporte nutricional completo ou na simples suplementacdo nutricional individual,
melhorando ou acelerando a resposta de cicatrizacdo, este conceito nem sempre € suportado
por dados objetivos, porém, um numero de relatérios vem analisando a eficdcia clinica de
ervas naturais ou agentes bioldgicos.

Conhecer as substancias presentes nas frutas com propriedades antioxidantes,
anti-inflamatdrias e cicatrizantes das quais muitas ainda ndo foram estudadas, torna possivel
seu aproveitamento integral como alimentos funcionais e fornecem compostos isolados que se
enquadram como nutracéuticos. Os achados provenientes de pesquisas com animais
experimentais, afirmam o potencial terapéutico deste insumo, abrindo perspectivas
promissoras de estudos cientificos.

A utilizacdo de produtos naturais oferece vantagens tais como ser o ponto de
partida para o desenvolvimento de novos medicamentos, fonte de novas moléculas para alvos
moleculares complexos e fonte bioldgica renovavel, cuja obtencdo racional ndo causard
efeitos sobre o meio ambiente. Além disso, efeitos colaterais associados a terapia

convencional, justificam o crescimento destas pesquisas € o aumento na venda desses
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produtos. Assim, a busca de alternativas terapéuticas em recursos naturais deve ser vista como
uma importante estratégia cientifica.

A relacdo entre os produtos obtidos de fontes naturais e a cicatrizagdo € antiga e,
constantemente, tem sido objeto de estudos incessantes em busca da substincia com efeito
terapéutico ideal. O tratamento de feridas, dessa forma, constitui ainda um grande desafio e
torna-se necessdrio o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos mais eficazes, menos
téxicos e de custo mais baixo.

O caju € um pseudofruto tropical que se destaca no contexto sécio-econdmico,
pelo grande potencial nutricional. Além disso, esse pseudofruto contém muitas propriedades
medicinais e vem sendo usado na medicina tradicional para o tratamento de muitas doencas.
Estima-se que no Brasil apenas 5% do pedinculo produzido tenha destinacdo econdmica, com
centenas de milhares de toneladas desperdicadas a cada ano. Nesse sentido, aumentar o
percentual de aproveitamento in natura do pedinculo e conhecer o valor nutricional e os
constituintes do caju em suas diferentes fases de amadurecimento constitui um desafio
permanente. Vale ainda ressaltar que frutas e outros vegetais contém propriedades funcionais
diversas devido as substincias antioxidantes distintas, cujas atividades de algumas delas tém
sido bem comprovadas nos tltimos anos, como € o caso do caju. O fato de dependermos das
frutas e dos sucos de frutas para obter algumas vitaminas, principalmente 4cido ascérbico, e
outros nutrientes importantes justifica mais ainda o interesse de se estudar as diferentes
atividades bioldgicas que possam estar associadas aos componentes dos frutos,
principalmente frutos de interesse comercial para nossa regido. No entanto, ha poucos relatos
na literatura das propriedades funcionais com a suplementacdo oral deste suco de fruta em
diferentes estadios de maturacao.

Por todas as caracteristicas relatadas e por haver poucos trabalhos na literatura
avaliando a atividade antioxidante, anti-inflamatdria e cicatrizante de sucos tropicais in vivo,
aliado as propriedades farmacoldgicas ja comprovadas, um estudo utilizando o suco de caju é

de grande importancia cientifica, econdmica regional e nacional.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar as atividades antioxidante, anti-inflamatéria e cicatrizante do caju

(Anacardium ocidentale L.).

3.2. Objetivos Especificos

- Avaliar a capacidade antioxidante total dos sucos de caju de frutos verdes e

maduros in vitro;

- Determinar a concentracdo de antioxidantes ndo enzimadticos (vitamina C,
polifendis totais, antocianinas, flavondides amarelos, compostos fendlicos e carotendides) dos

sucos de caju de frutos verdes e maduros in vitro;

- Avaliar o potencial anti-inflamatério dos sucos de caju de frutos verdes e

maduros, em modelo de edema de orelha em camundongo;

- Avaliar o efeito da suplementacdo com os sucos de caju, de frutos verdes e

maduros, na cicatrizagdo de lesdes cutaneas em camundongos.
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4. MATERIAL

4.1. Material Vegetal

O trabalho experimental foi realizado com pedinculos de caju, Anacardium
occidentale, clone CCP 76, em distintos estddios de maturacdo: pseudofrutos verdes (estadio
2) e pseudofrutos maduros (estddios 6). Os frutos, obtidos de plantio na estacdo experimental
da EMBRAPA em Pacajus-CE, foram colhidos manualmente em novembro de 2009 e
previamente selecionados quanto as suas caracteristicas fisicas de aspecto, tamanho,
maturidade e qualidade sensorial. Em seguida, os pseudofrutos foram transportados para o
laboratério de Bioenergética da Universidade Federal do Ceard (UFC) e armazenados a —

20°C, em sacos plasticos devidamente identificados.

4.2. Animais

Foram utilizados camundongos "swiss" machos, com 8 + 1 semanas de idade,
pesando entre 25 + 1 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara,
cujas matrizes sdo oriundas do Centro de Bioterismo da UNICAMP/Sao Paulo. Os animais
foram mantidos em caixas plasticas sob condi¢des adequadas de luz e temperatura, recebendo
racdo e dgua a vontade.

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Animal (CEPA) da UFC (n* 85/09) e os animais foram manipulados de acordo com as
normas do Colégio Brasileiro e Experimentacio Animal (COBEA). Foram utilizados os
anestésicos cloral hidratado (1 g/kg, i.p.) e halotano para os modelos de cirurgia e em toda

situac@o que causasse dor ao animal.
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4.3. Reagentes

Todos os reagentes listados na metodologia e utilizados no experimento foram de grau

analitico.
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5. METODOS

5.1. Estudo do potencial antioxidante do caju: Capacidade antioxidante total e

antioxidantes nao enzimaticos.

5.1.1. Preparacdo das amostras de caju

Os pseudofrutos, em distintos estddios de amadurecimento, foram triturados e
homogeneizados, para a obten¢do das polpas. A partir das polpas, foram preparados 200 mL
de sucos para suplementacdo em animais na concentragdo (1:1), e em seguida acondicionados
em eppendorfs ambar (2 ml) a -18°C para posterior utilizagdo. Para andlise da capacidade
antioxidante total e dos antioxidantes nao enzimaticos, os frutos foram imediatamente
triturados e homogeneizados para a obten¢do de polpas e dos sucos (1:1) sendo também
acondicionados em potes plésticos escuros e congelados a -18° C por 15 dias.

O extrato utilizado para determinagdo da atividade antioxidante total e polifendis
totais foi obtido a partir de 2 g da amostra de suco de caju maduro (SCM) e suco de caju
verdes (SCV), seguindo a metodologia de Larruri e colaboradores (1997). Foram pesados 2 g
da amostra, em um béquer, adicionados 40 mL de metanol 50%, homogeneizados e deixados
em repouso por 60 minutos a temperatura ambiente. Centrifugou-se a 16.000 g durante 15
minutos. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi recolhido em um baldo volumétrico de 100
mL e denominado sobrenadante 1. Ao precipitado da primeira extra¢io, foram adicionados 40
mL de acetona 70%, sendo homogeneizado e deixado em repouso por 60 minutos a
temperatura ambiente. Foi feita uma nova centrifuga¢do a 16.000 g durante 15 minutos, sendo
o sobrenadante recolhido (sobrenadante 2) e adicionado ao baldo volumétrico contendo o
sobrenadante 1. O volume final (baldao) foi ajustado para 100 mL com &4gua destilada

(LARRURI et al, 1997).
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5.1.2. Avaliagdo da capacidade antioxidante total

Inicialmente, a partir do extrato obtido, foram preparadas trés diferentes
concentracdes: 5.000, 15.000 e 20.000 mg/L. Em tubos de ensaio, foram adicionados, em
ambiente escuro, 30 puL do extrato e 3,0 mL da solucdo do radical 2,2’-azinobis [3-
etilbenzotiazolina-6-4cido sulfonico] (ABTS™) diluido em 4lcool etilico até obten¢io de uma
absorbancia de 0,70 £ 0,01 a 734 nm, preparada a partir da solucao estoque de ABTS 7 mM e
persulfato de potdssio 140 mM 16 horas antes da andlise. Foi utilizada solu¢do do
antioxidante sintético, 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico (Trolox-
Sigma 2000 uM), preparado em 4dlcool etilico, como antioxidante padrdo. A atividade
antioxidante total foi calculada com base em uma curva padrdo de doses decrescentes de
Trolox preparada a partir da solug¢do padrao de trolox (2.000 uM) em baldes volumétricos de
10 ml com solucdes de diferentes concentragdes variando de 100 uM a 1.500 uM. As leituras
foram realizadas em espectrofotdmetro (Spectronic Genesys 2) em comprimento de onda de
734 nm, 6 minutos apds a adi¢cdo da solugdo do radical. As andlises foram realizadas em

triplicata para cada concentracao e os resultados expressos em uM Trolox/ g de suco.

5.1.3. Conteuddo dos antioxidantes nao enzimaticos

5.1.3.1. Determinagdo de Vitamina C Total

O conteudo de vitamina C no SCM e SCV foi determinado de acordo com método
de Tillman (2,6-dicloro-fenol-indofenol, 0,02%-DFI) segundo metodologia de Strohecker e
Henning (1967). Das amostras de suco, protegidas da luz, foi retirada uma aliquota (1g de
amostra) e adicionada em baldo volumétrico (100 mL), sendo o volume completado com a
solugdo extratora refrigerada (dcido oxdlico 0,5%). Uma aliquota de 5 mL dessa solugdo foi
titulada com solugdo padronizada a 0,02% de DFI- 2,6-diclorofenolindofenol (solucdo de
Tillman), sendo o ponto de viragem detectado visualmente. Como padronizagao da solucdo de
Tillman, foi utilizada uma solucdo de acido ascorbico (50 pug/ml). Todas as andlises foram

feitas em duplicata e os resultados expressos em percentagem (mg /100 g de amostra).
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5.1.3.2. Determinagdo de Antocianinas

O extrato utilizado para determina¢do de antocianinas foi obtido a partir de 1 g da
amostra de SCM e SCV, segundo Francis (1982). As amostras foram transferidas para um
baldo volumétrico (50 mL), envolvido com papel aluminio e volume aferido com etanol-HCI
(1,5 N) deixado em repouso a 4 °C por uma noite. A pés esse tempo, o material foi filtrado
para um béquer (50 mL), sempre envolto por papel aluminio e em seguida, a absorbancia foi
medida a 535nm. O branco foi composto apenas da solu¢do de etanol-HCI (1,5N). Todas as
andlises foram feitas em triplicata e os resultados expressos em mg/100 g de amostra através
da férmula:

Absorbancia x fator de diluicdo/ (98,2)

5.1.3.3. Determinacao de Flavonodides amarelos

O extrato utilizado para determinacdo de flavondides amarelos foi obtido a partir
de 1g da amostra de SCM e SCV, segundo Francis (1982). As amostras foram transferidas
para um baldo volumétrico (50 mL), envolvido com papel aluminio e volume aferido com
etanol-HCI (1,5 N) deixado em repouso a 4° C por uma noite. Entdo, o material foi filtrado
para um béquer (50 mL), sempre envolto por papel aluminio e em seguida, a absorbancia foi
medida a 374 nm. O branco foi composto apenas da solu¢do de etanol-HCI (1,5N). Todas as
andlises foram feitas em triplicata e os resultados expressos em mg/100 g de amostra através
da férmula:

Absorbancia x fator de diluicao/ (76,6)

5.1.3.4. Determinagdo de Polifendis Totais

A quantificacdo de compostos polifendlicos foi realizada para extratos dos SCM e

SCV conforme descrito por Obanda e Awuor (1997). Esse método envolve a reducdo do
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reagente Folin-Ciocalteau pelos compostos fendlicos das amostras com concomitante
formacgdo de um complexo azul cuja intensidade aumenta linearmente a 700 nm. Em tubos de
ensaio, foram adicionados, 300 uL do extrato de suco, 1 mL de 4gua destilada, 1 mL da
solucdo Folin Ciocalteau (1:3), 2 mL da solucdo de carbonato de sédio anidro (Na,COs3) a 20
%, 2 mL de 4gua destilada e, em seguida, a mistura de rea¢do foi homogeneizada. Como
padrdo, foi utilizada uma solu¢do de 4cido gilico. As concentragdes de polifendis soldveis
totais foram calculadas com base em uma curva padrao a partir de doses crescentes de acido
gélico 98% (Acros Organics). As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (Spectronic
Genesys 2) em comprimento de onda de 700 nm, 30 minutos apds a adi¢do dos reagentes. Os
resultados foram expressos em mg de dcido galico/ 100 g de suco. Todas as anélises foram

feitas em triplicata.

5.1.3.5. Determinagdo de compostos fendlicos

Os compostos fendlicos em SCM e SCV foram determinados em trés extragdes de
acordo com a solubilidade. Amostras de 5 g foram extraidas em 50 mL de dgua destilada, 50
mL de metanol 50% e 50 mL de metanol puro. As amostras extraidas em dgua foram postas
em banho-maria por 15 min a 60°C, enquanto as extraidas em metanol foram aquecidas por
15 min a 100°C, sob refluxo. As amostras foram posteriormente agitadas por 15 min e
filtradas a vacuo em papel. Os filtrados foram aquecidos para reducdo dos volumes até
aproximadamente 5 mL, e transferidos para um baldo volumétrico de 50 mL, completando-se
o volume com &4gua destilada. Os compostos fendlicos foram dosados pelo reagente de Folin-
Denis, segundo Reicher ef al. (1981). Uma aliquota de 1 mL foi retirada da amostra e
adicionada a 2,5 mL do reagente de Folin-Denis e a 5 mL de Na,CO; 20%, em um baldo
volumétrico de 50ml, cujo volume foi completado com &dgua destilada. As amostras foram
agitadas e deixadas em repouso por 30 min, e as absorbancias lidas em um espectrofotometro

a 720 nm.
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5.1.3.6. Determinagdo de Carotendides Totais

Os carotendides totais de SCM e SCV foram determinados pelo método de Higby
(1962). Em erlenmeyer de 250 mL, foram colocados 10 mL de suco, 30 mL de dlcool
isopropilico e 10 mL de hexano, seguido de agitacdo por 1 min. A solug¢do foi transferida para
funil de separacdo de 125 mL envolvido em papel aluminio, onde ajustou-se o volume com
dgua. Apos repouso por 30 minutos, procedeu-se a lavagem do material retirando a fase
aquosa e deixando a fase de cor amarela. Repetiu-se esta operacdo por mais 2 vezes. Filtrou-
se o conteudo com algoddo pulverizado com sulfato de sdédio anidro para um baldo
volumétrico de 50 mL envolto em papel aluminio, onde foram adicionados a solucdo, 5 mL
de acetona ajustando-se o volume com hexano. O branco foi composto de 5 mL de acetona e
45 mL de hexano. As leituras foram feitas a 450 nm e os resultados expressos em mg/100 g,
calculados através da férmula:

Carotendides Totais (mg%)=D.O. x 2.

5.2. Estudo do potencial anti-inflamatério do caju

5.2.1 Avaliagdo do potencial anti-inflamatério dos sucos de caju de frutos verdes e maduros,

em modelo de edema de orelha.

O efeito anti-inflamatoério do pré-tratamento com SCM e SCV foi avaliado usando
o modelo de edema de orelha induzido por xileno conforme Akindele & Adeyemi, (2007)

com algumas modificacgdes.

5.2.1.1. Grupos experimentais

Os animais foram alocados aleatoriamente e divididos em 4 grupos (n==8):
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Grupo H;O — animais que receberam por via i.g. 200 uL. de d4gua durante 30 dias
consecutivos;

Grupo DEXA — animais que receberam por via i.g. dexametasona (5 mg/ Kg)
como droga de referéncia durante 3 dias.

Grupo SCM - animais alimentados por via i.g. com 200 pL de suco de caju
maduro durante 30 dias consecutivos;

Grupo SCYV - animais alimentados por via i.g. com 200 pL de suco de caju verde

durante 30 dias consecutivos;

Para induzir o edema de orelha 50 pl de xileno nas faces interna (25 pL) e externa
(25 pL) da orelha direita foram aplicados em todos os grupos. A espessura da orelha foi
mensurada antes e 1 hora apds a inducdo da resposta inflamatéria usando um microémetro
(Mitutoyo Serie 293), aplicado préximo a ponta distal da cartilagem da orelha. O edema foi
expresso como aumento da espessura (mm) da orelha induzido apds o desafio inflamatério
(Edema (mm) = Aespessura depois - Aespessura antes). A espessura da orelha direita de cada
animal antes da aplicacdo do xileno foi usada como controle neste ensaio. A atividade anti-
inflamatéria foi expressa como a percentagem de inibicdo do edema induzida pelos
tratamentos com SCM, SCV e DEXA (controle positivo) em comparacdo ao grupo nao

tratado, H,O - controle negativo (DE YOUNG et al., 1989).

5.3. Avaliacao do potencial cicatrizante do caju

5.3.1. Avaliagdo do efeito da suplementagdo com os sucos de caju, de frutos verdes e

maduros, na cicatriza¢do de camundongos

Para avaliacio do potencial cicatrizante do caju em lesdes cutdneas de
camundongos, foi realizado experimento que consistiu da suplementagdo dietética durante 35
dias com SCM e SCV. O tratamento foi feito antes da indugdo da ferida (pré-tratamento
durante 14 dias consecutivos) e apds a cirurgia (tratamento durante 21 dias consecutivos). O
desenho experimental foi delineado com finalidade de avaliar o percentual de contracdo da

ferida e tempo de completa cicatrizagdo através da mensuracdo da drea ndo cicatrizada e para
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comparar a eficicia dos tratamentos em relacdo ao controle negativo e a suplementacido de

referéncia utilizada no mercado. Adaptado de Collard & Roy., (2010).

5.3.1.1. Grupos experimentais

Os animais foram alocados aleatoriamente e divididos em quatro grupos (n= 10):

Grupo H,O - animais que receberam por via i.g. 200 uL de 4gua;

Grupo REF - animais que receberam por via i.g. 200 uL da suplementacdo de
referéncia para cicatrizacao.

Grupo SCM- animais alimentados por via i.g. com 200 puL de suco de caju
maduro;

Grupo SCV- animais alimentados por via i.g. com 200 pL de suco de caju verde;

5.3.1.2. Suplementac¢ao de referéncia na cicatrizagao

A amostra de suplementagdo oral de referéncia utilizada no grupo REF, controle
positivo, foi obtida comercialmente e representa uma nutricio complementar para pacientes
com ulceras de decubito (Decubital ®). Apresenta variada composi¢ao nutricional (Tabela 3).
Seu uso se justifica pelo seu alto teor em arginina (1,5 g/100 mL de bebida pronta), um
nutriente condicionalmente essencial em situagdes de reparo tecidual além de apresentar
outros componentes antioxidantes, como vitaminas € minerais, que juntos agem
desempenhando papel importante no processo de cicatrizacdo acelerando o reparo tissular.
Tal suplemento em p6 foi preparado dissolvendo-se seu conteido em &dgua destilada até
completa homogeneizacido segundo recomendacgdes do fabricante e prontamente administrado
via oral ao grupo REF, por 21 dias consecutivos imediatamente a partir do inicio da lesdo

cutanea (apos a cirurgia).



TABELA 3 - Composi¢ao nutricional do suplemento para cicatrizacdo Decubital ®.

INFORMACAO NUTRICIONAL

Porcao de 90g/210mL
Nutrientes*, unidades 100g % VD (*%) 100 mL de bebida pronta
Valor energético, Kcal 440 Kcal 22 130 Kcal
Maltodextrina, g 48 ok 14
Caseinato de célcio e sédio, g 20 kK 5,9
Proteinas do soro do leite, g 5,0 Hokk 1,5
L-arginina, g 5,0 ok 1,5
Gorduras saturadas, g 7,0 32 2,1
Gorduras monoinsaturadas, g 4.0 Hokk 1,2
Sédio, mg 100 4,2 30
Célcio, mg 200 20 59
Ferro, mg 5,0 36 1,5
Potéssio, mg 400 Hokk 118
Cloreto, mg 200 wAk 59
Fésforo, mg 200 29 59
Magnésio, mg 100 38 30
Zinco, mg 5,0 71 1,5
Cobre, mcg 50 111 15
Vitamina C, mg 20 44 5,9
Vitamina E (alfa-tocoferol), mg 5,0 50 1,5
Vitamina A, mcg 890 148 263
Vitamina K1, mcg 20 31 5,9
Vitamina D3, mcg 5,0 100 1,5
Acido félico, mcg 50 13 15

40

*Maioria dos ingredientes presentes na formulagdo. **Valores didrios baseados em uma dieta

de 2000 Kcal. ***VD nao estabelecida. Fonte ANVISA — RDC N° 360 de 23/12/2003 e RDC

N° 269 de 22/09/2005.
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5.3.1.3. Procedimentos cirtrgicos

Todos os animais foram pesados e, posteriormente, anestesiados com cloral
hidratado (1 g/kg, i.p.). Apds a anestesia, os animais foram posicionados em decubito ventral
e submetidos a tricotomia na regido dorsal. Apds tricotomia, foi realizada em cada animal
uma ferida, por excisao usando um molde de drea 1 cm x 1 cm, de espessura total, envolvendo

epiderme, derme e subcutineo até exposi¢ao da face muscular (TRAMONTINA et al., 2002).

5.3.1.4. Observagdes macroscopicas e andlises morfométricas

As lesdes foram observadas diariamente, considerando os seguintes parametros:
edema, hiperemia, exsudato, tecido de granulacdo e re-epitelizacdo. Para mensuracdo das
areas de contracdo das feridas, foi realizada planimetria nos dias 0, 3, 7, 14 e 21 do p0s-
operatério (DALAZEN et al., 2005). As feridas foram fotografadas com camera digital e
depois reproduzidas sobre papel transparente com caneta de retroprojetor.

As dreas obtidas foram digitalizadas usando escaner e comparadas com a quantidade
de pixels dentro do perimetro de uma drea conhecida usando a seguinte expressdo matematica:
Wa = (Ka x Nw) / Nk, onde Wa = drea da ferida, Ka = drea conhecida, Nw = nimero de pixels
dentro da drea da ferida e Nk = nimero de pixels dentro da drea conhecida. Assim, a drea da

ferida ndo cicatrizada e o percentual de contragdo foram calculados (OLIVEIRA et al., 2010).

5.3.1.5. Andlises histopatoldgicas

Foram coletados fragmentos de pele nos dias 0, 3, 7, 14 e 21 do pds-operatdrio.
Os animais foram anestesiados com cloral hidratado (1 g/kg, i.p.) e as amostras de pele foram
coletadas utilizando-se um punch de 5 mm. Em seguida, foram identificadas individualmente,
fixadas em formol tamponado a 10% e processadas por técnicas histolégicas convencionais. .

Foram obtidos cortes de 4 mm de espessura, sendo corados por hematoxilina-

eosina (HE), para avaliacao global dos tecidos. Posteriormente, os cortes histolégicos foram
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analisados, em estudo duplo cego, por um patologista, utilizando microscépio 6ptico com
aumento de 400x e 1000x. A intensidade dos achados de HE foi analisada segundo os
seguintes critérios: proliferacdo vascular ou neovascularizacdo (NV), proliferacido
fibroblastica (PF), contagem de células mononucleares (MNC), polimorfonucleares (PMN),
ulceracdo (U) e re-epitelizacdio (RE). Os resultados foram expressos em escores para
proliferacdo vascular, proliferacdo fibroblastica, contagem de células mononucleares e
polimorfonucleares e em presente ou ausente para ulceragao e re-epitelizacio (OLIVEIRA et

al., 2010).

5.4. Estatistica

Os resultados foram expressos como média e erro padrdo. Todos os célculos
foram realizados usando o programa Graph-Pad PRISMA 5.0. Para avaliar as diferencas
significativas entre as médias dos diferentes grupos nos tratamentos indicados foi aplicado o
U-teste Mann-Whitney, para os resultados obtidos no ensaio anti-inflamatério e para os
resultados obtidos no ensaio cicatrizante foi aplicado o teste, anélise de variancia, (ANOVA)
seguida pelo teste de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas com um nivel de

confianga de 95% (p < 0,05).
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6. RESULTADOS

6.1. Capacidade Antioxidante Total

A figura 7 mostra a capacidade antioxidante total dos sucos de caju maduro
(SCM) e de caju verde (SCV). Os valores dessa atividade foram expressos em uM Trolox/ g
de amostra e representam as médias de andlises realizadas em triplicata de dois experimentos
independentes. O SCM revelou uma atividade aproximadamente duas vezes superior ao

encontrado para SCV, isto é, 85 +7 uM Trolox/ mg e 45,5 #4 uM Trolox/ mg,

respectivamente.

6.2. Antioxidantes ndo-enzimaticos

A tabela 4 mostra a composicao fitoquimica de antioxidantes ndo enziméticos nos
sucos de caju de pseudofrutos maduros e verdes. Os resultados obtidos para o SCM revelaram
valores médios de polifendis totais 38,30 + 1,78 mg / 100g; antocianinas 2,05 + 0,03;
flavondides amarelos 3,92 + 0,03; contetdo total de vitamina C 86,22 + 0,21 e carotendides
0,389 + 0,02. J4 no SCV, os valores médios encontrados foram: polifendis totais 14,84 + 0,21;
antocianinas 0,69 + 0,07; flavondides amarelos 2,00 + 0,17; conteddo total de vitamina C
60,45 + 0,55 e carotendides 0,214 + 0,01. Os antioxidantes ndo-enzimaticos dosados para
SCM foram superiores quando comparados ao SCV revelando um aumento de 61% para
polifendis totais, 66% para antocianinas, 49% para flavondides amarelos, 30% para conteido

total de vitamina C E 50% para carotendides.

6.3. Contetido de Compostos fendlicos

O contetddo de compostos fendlicos presentes no SCM e no SCV esta apresentado

na Figura 8. Os valores foram expressos em mg/ 100 g de amostra e representam as médias de
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andlises realizadas em triplicata de dois experimentos independentes. Para o suco de caju
maduro, os valores dos compostos fendlicos diméricos, oligoméricos e poliméricos foram
respectivamente 42 + 0,07 mg/100 g, 33,7 £ 0,02 mg/100 g e 36,7 + 0,06 mg/100 g. Para o
suco de caju verde os respectivos valores foram 26,7 + 0,06 mg/100g, 24,7 + 0,01 mg/100g e
23,7 £ 0,02 mg /100g. Tais resultados mostram que houve diferenca quanto aos teores de

compostos fendlicos sendo maiores no SCM comparado ao SCV.
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FIGURA 7 - Capacidade antioxidante total em suco de caju maduro (SCM) e suco de caju
verde (SCV). Os valores dessa atividade foram expressos em uM Trolox/ g de amostra e
representam as médias de andlises realizadas em triplicata de dois experimentos

independentes.
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TABELA 4 - Composic¢do fitoquimica de antioxidantes ndo-enziméticos em suco de caju
maduro e suco de caju verde.

Antioxidante nao- Suco de caju Suco de caju Diferenca
enzimaticos* maduro (SCM) verde (SCV) | percentual entre
mg/100 g de amostra SCM e SCV
Polifenéis Totais 38,30 1,78 14,84 + 0,21 61%
Antocianinas 2,05 £ 0.031 0,69 + 0,07 66%
Flavonodides amarelos 3,92 +0,03 2,00 0,17 49 %
Vitamina C 86,22 + 0,21 60,45 + 0,55 30%
Carotenoides 0,389 + 0,02 0,214 = 0,01 50%

*Resultados expressos como média = erro padrdo da média de andlises realizadas em

triplicata de dois experimentos independentes.
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FIGURA 8 - Conteudo de compostos fendlicos em suco de caju maduro (SCM) e suco de caju
verde (SCV). Os valores foram expressos em mg/ 100g de amostra e representam as médias

de andlises realizadas em triplicata de dois experimentos independentes.
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6.4. Efeito dos sucos de caju maduro e verde sobre o processo inflamatério

A Tabela 5 mostra o efeito do suco de caju maduro e do suco de caju verde sobre
o edema de orelha induzido por xileno.

O potencial anti-inflamatério dos grupos SCM e SCV foi avaliado em relagdo aos
grupos dgua e Dexametasona. Para os grupos H,O e DEXA os valores do edema foram de
56.7 £ 14.9 mm e 14.4 + 6.9 mm, respectivamente. Ja para os grupos suco de caju maduro e
suco de caju verde, os valores do edema foram 51.0 £ 7.2 uym e 19.0 £ 7.15 um,
respectivamente. O percentual de inibicdo do edema de orelha foi 75% para o grupo DEXA,
10.1% para grupo SCM e 66.5% para grupo SCV.

Os grupos DEXA e SCV apresentaram as menores medidas estimadas para os
edemas e os maiores percentuais de inibicdo da inflamagcdo quando comparados com os

grupos H,O e SCM revelando que o SCV apresenta maior atividade anti-inflamatoria.

TABELA 5 - Efeito dos sucos de caju maduro e verde sobre o edema de orelha induzido por
xileno.

Grupos Edema (mm)  Inibi¢do (%)
Agua (H,0) 56.7 £ 14.9° -
Dexametasona (DEXA) 144+69° 75 +4,46°
Suco de Caju Maduro (SCM) 51.0+7.2° 10,01 £3.8°
Suco de Caju Verde (SCV) 19.0+7.15* 66,5+3,69%

Edema (mm) = Aespessura depois - Aespessura antes. Os valores correspondem a média +
Desvio Padrao (n=8) do edema de orelha para os diferentes grupos bem como o percentual de
inibicdo da inflamacdo calculado em relagcao ao grupo H,O (100 % de inflamagao). Diferentes

letras indicam diferenca significativa entre grupos (P < 0.05).
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6.5. Efeito dos sucos de caju maduro e verde sobre o processo de cicatrizacao

6.5.1. Morfometria

A tabela 6 mostra os valores médios (n=6) das dreas das feridas dos grupos dgua
(H20) como controle negativo, referéncia (REF) suplemento alimentar de cicatrizacdo sendo
controle positivo, suco de caju maduro (SCM) e suco de caju verde (SCV) nos dias de pos-
operatorio (DPO), 0, 3, 7, 14, 21. Esses resultados estdo correlacionados com os da figura 12
que mostra o efeito do suco de caju maduro e suco de caju verde na contracdo da ferida nos
dia 3, 7, 14, 21.

O processo de cicatrizacdo de todos os grupos apresentou evolu¢do normal no
qual a drea ndo cicatrizada da ferida decresceu enquanto que o percentual de contracio
aumentou ao longo dos dias. O valor médio do tamanho das feridas de todos os grupos no dia
zero apresentou area em torno de 100 mm?>.

No 3° ap6s indugdo das feridas (DPO) os valores de suas dreas para os grupos
agua e referéncia foram semelhantes, isto €, 88 e 81 mm? respectivamente. Os grupos SCM e
SCV apresentaram as referidas dreas de 117 e 90 mmz, indicando que o SCV tende a diminuir
a area da ferida em relagdo ao SCM. O valor médio do percentual de contracio das dreas das
feridas para os grupos dgua e de referéncia foram também semelhantes, ou seja, 14,09% e
13,64% em relacdo a drea inicial (dia zero). J4 para os grupos tratados (SCM e SCV),
apresentaram menor contra¢do da drea das feridas quando comparados aos grupos controles
sendo menor para o grupo SCM (1,36%) quando comparado ao SCV (6,73%) sendo
compativel com os resultados das areas das feridas.

No 7° DPO as feridas do grupo referéncia apresentaram menor area (67,64 + 5,65
mm?®) em relagdo ao grupo agua (82,58 + 4,80 mm?), e os grupos SCM (100,70 + 3,77 mm?) e
SCV (84,20 + 4,67 mm?). Os grupos SCM e SCV quando comparados entre si e entre 0s
grupos controle revelaram uma tendéncia do grupo SCV em diminuir a 4rea da ferida em
relacdo ao grupo SCM sendo semelhante ao grupo H0, no tocante ao percentual de contragao,
os grupos H;0 e REF apresentaram maiores valores, isto €, 20,0% e 28,14% respectivamente
quando comparados aos grupos SCM (129%) e SCV (13,42%), ndo diferindo

estatisticamente.
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No 14° DPO a érea da ferida no grupo REF (12,38 + 2,75 mmz) é
aproximadamente 4 vezes menor que a do grupo dgua (45,68 = 3,87 mm?) e a mesma
proporcao foi encontrada quando se comparou o grupo SCM (44,10 £ 10,69 mm?) com SCV
(13,60 + 1,83 mm?), pondo-se em evidéncia que o grupo SCV ¢é semelhante ao grupo REF e o
SCM ao grupo dgua. O percentual de contracdo dos grupos REF e SCV foram semelhantes
(85,01% e 86,31%) e maiores que o do grupo dgua (55,78%) e SCM (67,54%) dia 14.

No 21° DPO a proporg¢ado da drea da ferida entre os grupos REF (0,70 + 0,33 mm?)
e dgua (2,98 + 1,49 mmz) manteve-se aproximadamente a mesma do dia 14° DPO (em torno
de 4 vezes menor) mas nos grupos SCV (0,20 + 0,09 mmz) e SCM (4,32 + 2,53 mmz) a
diminuicdo da drea da ferida foi em torno de 21 vezes maior para o grupo SCV.

Ao longo de 21 dias, o percentual de contracio das feridas foi aproximadamente 100%

para todos os grupos.

TABELA 6 - Efeito dos sucos de caju maduro e verde sobre a drea da ferida

z - N . 3
Area ndo cicatrizada (mm”)

Dia
H,0 REF SCM SCV
0 102,82 +3,70° 94,24 £3,30° 113,56 + 8,722 97,13 £4,93°
88,16 +£3,73° 81,38 + 3,637 117,98 +4,33° 90,03 + 3,24°
7 82,58 +4,80° 67,64 £5,65° 100,70 + 3,772 84,20 +4,67°
14 45,68 £3,87° 12,38 £2,75¢ 44,10 £10,69° 13,60 + 1,83°
21 2,98 +1,49° 0,70 £0,33° 4,32 £2,53° 0,20 £0,09°

Resultados expressos como médias + Erro Padrdo (n=6). Diferentes letras na mesma linha
indicam diferenca significativa de drea ndo cicatrizada entre grupos (P < 0.05).
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FIGURA 9 - Efeito dos sucos de caju maduro e verde na contracdo da ferida nos dia de p0s-
operatério (DPO). Os resultados expressos em percentual de contracdo (%) ndo foram
significativamente estatisticos em relacio aos tratamentos usados nos grupos experimentais (p
> 0,05).

6.5.2. Avaliagdo macroscépica

A andlise macroscopica da evolugdo do processo de cicatrizacdo de feridas
durante 21 dias dos grupos H20, REF, SCM e SCV esta representada na Figura 10.

3° DPO: Os animais do grupo H,O exibiram feridas secas, levemente
edemaciadas e hiperémicas. No grupo REF, 70% dos animais apresentaram feridas secas e
retraidas nas quais 100% possuiam tecido de granulagdo bem fino nas bordas. No tratamento
com SCM 70% os animais apresentaram feridas secas, hiperémicas, com pequena retracao
além de tecido de granulacdo espesso e bem formado nas bordas. No tratamento com SCV as
feridas estavam secas e retraidas. Nos animais dos grupos REF e SCV, ndo havia edema e
hiperemia.

7° DPO: De modo geral, as feridas do grupo H,O possuiam tecido de granulacdo
escurecido, espesso e exuberante com alguns desprendimentos nas bordas e sinais de
coagulagdo apesar das feridas estarem secas, sem exsudacdo. O grupo REF apresentou melhor
aspecto quando comparado ao grupo H,O, pois as feridas apresentaram-se secas, sem
exsudacdo além de retraidas e com tecido de granulacdo de aspecto normal. Ambos os

tratamentos (SCM e SCV) apresentaram feridas secas, limpas e com tecido de granulacdo
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com aspecto normal. Entretanto, o grupo SCV revelou maior retracdo das feridas que o grupo
SCM.

14° DPO: As crostas das feridas nos grupos H,O e SCM ainda eram intensas. Os
grupos REF e SCV exibiam crostas discretas, e 20% dos animais do grupo SCV nao
apresentava crosta, revelando tecido reepitelizado. O grupo H,0O apresentou feridas com TG
espesso e desprendimento de crosta nas bordas. No grupo REF, as feridas estavam secas,
retraidas e com tecido de granulacdo normal. O grupo SCV apresentava aspectos semelhantes
ao grupo REF, com feridas bem retraidas e ainda 20% delas em processo final da cicatrizacao.
Ja o grupo SCM, exibia feridas com tecido de granulag@o espesso e sem retracao notoria.

17 e 21° DPO: Apds 17 dias de pds-operatério, o grupo SCV apresentou
cicatriza¢do completa da ferida cutdnea em aproximadamente 100% dos animais ao passo que
nos demais grupos, 20% dos animais encontravam-se na fase final de cicatrizac¢do. J4 com 21
dias a maioria das feridas dos quatros grupos encontrava-se fechadas e completamente re-
epitelizadas. As feridas dos animais dos grupos REF, SCM e SCV nido apresentavam mais
crostas, contudo, as cicatrizes no grupo SCM mostraram-se branco-acinzentadas e com
descamacdo superficial. Ja nos animais dos grupos REF e SCV, as cicatrizes apresentavam

uma coloracao branco-résea, sem descamacao.

Evolucao
=YOUeA0 [ hia 0 Dia 3 Dia 7 Dia 14 | - [pia 21
Grupos

FIGURA 10 - Aspectos macroscopicos do processo de cicatrizagdo em fungdo dos dias de
tratamento. Grupos: Agua (H,0), Referéncia (REF), Suco de Caju Maduro (SCM) e Suco de
Caju Verde (SCV) em 0, 3, 7, 14 e 21 dias.
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6.5.3. Estudo Histolégico

Os resultados da avaliacdo histoldgica do processo de cicatrizagdo nos diferentes
grupos estdo apresentados na Tabela 7. Secdes microscopicas dos cortes histologicos de
tecidos em funcdo dos tratamentos durante o processo de cicatrizagdo encontram-se
apresentadas na Figura 11a.

No pés-operatdrio (dia zero), ndo foram evidenciadas (Figura 11b) alteracoes
estruturais em secoes de cortes histolégico de bidpias coletadas de todos os grupos, razao pelo
qual ndo estd apresentado na tabela 7.

3° DPO: Os grupo H,O e SCM apresentavam infiltrado inflamatério e edema
intensos. No grupo H;0O, além da presenca de neutréfilos e eosindfilos, o infiltrado
inflamatério teve predominancia de macréfagos e linfécitos apresentando também discreta
hemorragia e presenca de ulceracdo. O grupo REF apresentou edema discreto, infiltrado
inflamatorio moderado para ambas células polimorfonucleares e mononucleares. J4 o grupo
SCV apresentou edema moderado e infiltrado inflamatério intenso. Os infiltrados
inflamatérios observados para os grupos REF e SCV estavam localizados mais na regido
basal do tecido conjuntivo, porém sem congestdo para ambos grupos. Tais grupos revelaram
moderada proliferacdo de fibroblastos com destaque para o grupo REF que foi o dnico a
apresentar uma alta capacidade de re-epitelizacdo com poucos dias do pds-operatdrio, quando
comparada aos outros grupos.

7° DPO: Foi verificado edema moderado nos grupos H,O e SCM. Havia presenca
de re-epitelizacdo e auséncia de ulceragdo nos grupos nos grupos REF e SCV. J4 os grupo
H,0 e SCM néo apresentavam re-epitelizacio e a drea de ulcera ainda estava presente apenas
no grupo SCM. O grupo H,O, apresentou intensa proliferagao de fibroblastos. J4 para o grupo
REF a proliferacao de fibroblastos foi moderara. Em geral, a proliferacdo dos fibroblastos foi
verificada como principal atividade no 7° dia sendo intensa nos grupos SCM e SCV. A
neovascularizag@o estava presente em todos os grupos: discreta para grupo H»O, intensa para
REF e moderada para os grupos SCM e SCV.

14° DPO: Foi observado edema discreto no grupo H,O e moderado no grupo
SCM com predominio moderado de células mononucleares. Foi evidante auséncia de
ulceracdo j4 evidente em todos os grupos. Todos os grupos apresentavam re-epitelizacdo do

tecido.
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grupos.

Neovascularizacdo foi intensa para a maioria dos grupos, exceto para o grupo H,O, com

presenca moderada de novos vasos. Foi observado que os tratamentos aplicados aos grupos

SCM e SCV, ndo induziram congestdo e necrose nas dreas das feridas durante o periodo de

estudo.

TABELA 7 - Avalia¢do histolégica do processo de cicatrizacdo nos diferentes grupos ao

longo dos dias de tratamento.

Processo de Cicatrizagao

Tratamento por dia de bidpsia

Ed PMN MNC FP NV RE U
Dia 3
H,O +++ ++ ot + - - +
REF + ++ ++ ++ - -+ -+
SCM +++ ++ +++ + - - +
SCV ++ +++ +++ ++ - - +
Dia 7
H,O i + ++ +++ - -
REF - - +++ ++ 4+ + -
SCM ++ + ++ +H+ 4 - +
SCV - - NINAFE VRS S + -
Dia 14
H,O + - ++ ++H+ + -
REF - - + +++ 4+ + -
SCM ++ + ++ +++  +++ + -
SCV - - + -+ o+ + -
Dia 21
H,O - I+ I+ +++ o+ + -
REF - - + +++ 4+ + -
SCM - - ++ A+ -
SCV - - + ++ + -

Secdes coradas com hematoxilina e eosina foram pontuadas como discreto (+), moderado
(++) e severo (+++) para remodelacdo epidérmica e/ou dérmica. Re-epitelizacdo e ulceracdo
foram pontuadas como presente (+) e ausente (-).
polimorfonucleares; MNC: células mononucleares; FP: proliferacdo de fibroblastos; NV:

neovascularizacao; RE: re-epitelizacdo; U: ulceracao.

Ed: edema;

PMN:

células
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(m) (1v)

FIGURA 11a - Aspectos microscépicos de cicatrizacdo nos diferentes grupos de tratamento
no 14° dia de pds-operatério. (a) re-epitelizacio da epiderme com queratina; (b)
neovascularizagdo; (c) formacgao de foliculo piloso; (d) foco inflamatério; (e) proliferacao de
fibroblastos; (f) reorganizacdo das fibras coldgenas. Aumento: 100x.
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FIGURA 11b — Secdes de cortes histologicos de todos os grupos durante o processo de cicatrizagdo
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7. DISCUSSAO

Analisando os resultados observou-se maior capacidade antioxidante total nas
amostras de SCM em relacdo ao SCV. Os contetdos de polifendis totais, vitamina C,
flavon6ides amarelos, antocianinas e carotendides também foram maiores SCM que no SCV.
Pelos resultados obtidos verifica-se diferencas no perfil fitoquimico de sucos de caju em
diferentes estdgios de maturagdo, apresentando maior teor desses componentes nos estiadio 6,
quando o pseudofruto encontra-se maduro. A presenca das substincias responsdveis pelo
perfil fitoquimico estd associada a maior capacidade antioxidante e de remog¢do de radicais
livres deste suco. Seu perfil fitoquimico revela uma complexa fonte natural de antioxidantes,
compostos que fazem deste suco um excelente alvo para neutralizar espécies de radicais
livres, inibir sua formacdo e prevenir danos a componentes celulares e subsequente morte
celular MELO-CAVALCANTE et al., 2003; OLSSON et al., 2004; SUN et al., 2002).

Simoes et al. (2001) avaliaram o conteido de vitamina C ao estudarem a
composicdo quimica de pedinculos de caju CCP-76 em diferentes estidios de
desenvolvimento. Os resultados revelaram que o pedinculo de caju CCP-76 imaturo
apresentou diferenca significativa entre os estiddios de desenvolvimento, com maiores
contetdos de vitamina C (240,44 mg/100g) do que no fruto maduro, evidenciando que os
frutos sofrem diversas transformagdes ao longo do periodo de desenvolvimento e
crescimento. Dados semelhantes foram verificados por Figueiredo (2000), ao avaliar
pedunculos de cajueiro ando precoce CCP-76, com diferenga significativa nos teores de
vitamina C total, carotendides, antocianinas e outros compostos fendlicos durante o
desenvolvimento e maturacdo apresentando aumento continuo com o decorrer do
amadurecimento.

Os taninos sdo uma classe de compostos fendlicos e classificam em hidrolisaveis
(fendlicos dimeros e oligoméricos) e condensados (KHANDABABAEE; REE, 2001).
Pesquisas sobre atividade biologica dos taninos evidenciaram agdo anti-inflamatéria e
cicatrizante. Sabe-se que a maioria dos compostos fendlicos ndo € encontrada no estado livre
na natureza, mas sob forma de ésteres ou de heterosideos sendo, portanto, soliiveis em dgua e
em solventes organicos polares (MELLO; SANTOS, 2001). Os fendlicos poliméricos sao
melhor extraidos por dgua, enquanto os oligoméricos, sdo extraidos por metanol 50%. J& os

compostos fendlicos de menor tamanho, os dimeros, sdo mais facilmente separados em
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metanol puro (REICHER et al., 1981). Os resultados dos compostos fendlicos, da mesma
forma que os outros constituintes analisados nos sucos, revelaram maior conteido para
fendlicos dimeros, oligoméricos e poliméricos no SCM do que no SCV. Refletindo aumento
no conteudo de taninos hidrolisdveis durante o amadurecimento do pedinculo de caju. Dados
semelhantes também foram obtidos por Alves et al. (1999) que encontraram aumento gradual
no conteddo de taninos com o amadurecimento do fruto, em trabalho realizado com
pedinculos de clone de cajueiro ando-precoce CCP-76. Contrastando com os resultados dessa
pesquisa, Sondhi e Pruthi (1980) observaram uma reducdo acentuada no contetido de taninos
com o amadurecimento do pedinculo. Figueiredo (2000) justifica que plantas diferentes
cultivadas em regides distintas, assim como uso de métodos distintos para a determinacao dos
citados compostos, explicam em parte as divergéncias encontradas.

Na pos-colheita de frutos, o amadurecimento € a fase mais estudada
principalmente por ser nessa fase que as mudangas na composicdo dos frutos ocorrem com
mais intensidade (BRON, 2006). A destrui¢do acentuada das clorofilas e a sintese paralela de
pigmentos carotenoides e antocianinas sdo responsdveis pelas modificagdes de cor na maioria
dos frutos, sendo o mais Obvio sintoma de amadurecimento (MATTOO et al., 1975;
PATTERSON, 1970). Tais pigmentos acumulados nos estddios finais de maturacio
proporciona uma aparéncia atrativa caracteristica do pedinculo maduro, apresentando, porém,
grande variacdo entre os diferentes tipos de frutos (FIGUEIREDO, 2000; MOURA, 2004).
Essa fase que ocorre no final do desenvolvimento e inicio da senescéncia do fruto
(CHITARRA; CHITARRA, 2005), parece ser um processo coordenado de eventos
bioquimicos e reorganiza¢des metabolicas, sendo considerado um processo irreversivel. As
mudancas na composicao antioxidante dos sucos de caju verde e maduro, obtidas em nosso
trabalho, podem estar relacionadas com o aumento do metabolismo e taxa respiratoria do
fruto, favorecendo a producdo de radicais livres, que por sua vez direciona a producdo dos
antioxidantes nao-enzimaticos, componentes da capacidade antioxidante total no fruto
maduro, refletida em seu suco.

O efeito protetor contra radicais livres exercido por frutos tem sido atribuido a
presenca de fitoquimicos com agdo antioxidante, dentre os quais se destacam os polifendis
(KAUR; KAPOOR, 2002). Para verificar se os compostos bioativos presentes no caju
(vitamina C, carotenoides, antocianinas, flavandis e polifendis totais) contribuiam diretamente
para a atividade antioxidante total do fruto, Abreu (2007) observou uma correlacdo direta apenas

para os compostos polifendis totais e vitamina C, sendo a correlacio bem maior para os
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polifendis, mostrando que esses componentes contribuem em maior quantidade para a acdo
antioxidante do pedtnculo de caju.

Com o objetivo de avaliar as atividades bioldgicas e funcionais dos sucos de caju
verde e maduro procedeu-se a investigacdo do potencial anti-inflamatério através do edema
de orelha induzido por xileno e do potencial cicatrizante dessa fruta regional em lesdes
cutaneas pelo modelo de excisdo de feridas em camundongos.

No modelo de inflamagdo aguda induzida por xileno, ambos sucos de caju verde e
maduro apresentaram atividade anti-inflamatoria, quando comparados ao controle negativo e a
droga de referéncia. Porém a maior atividade anti-inflamatéria foi observada nos animais
tratados com o suco de caju verde, uma vez que o mesmo nao diferiu da dexametasona (p>0.05)
enquanto o suco de caju maduro diferiu (p<0.05). Ademais, o efeito do suco de caju verde foi
significantemente distinto quando comparado ao suco maduro (p<0.05).

Neste ensaio de inflamagdo a alta capacidade antioxidante apresentada pelo suco
de caju maduro, ndo foi suficiente para potencializar uma ampla resposta anti-inflamatdria.
Considerando o pré-tratamento deste suco durante 30 dias consecutivos, espera-se que o nivel
de substancias antioxidantes nos organismos dos animais deste grupo estejam altos e atuem
internamente neutralizando radicais livres ou modulando fatores ligados a inflamacdo, porém,
os resultados sugerem que os altos teores dessas substincias parecem ndo suficientes para
atuar nos mecanismos envolvidos no modelo neurogénico.

N3ao € conhecido o mecanismo de atuac@o do suco de caju verde, porém, o mesmo
apresentou resultado equivalente a droga anti-inflamatéria Dexametasona neste ensaio de
inflamacdo. Segundo Rang et al., (2007), a dexametasona é um glicocorticoide que atua
inibindo a transcricdo do gene da enzima cicloxigenase-2 e induzindo a proteina lipocortina,
inibidora da enzima fosfolipase A. Além disso, reduz a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, tais como Fator de Necrose Tumoral-o (TNFa) e Interleucina-1 (IL1), segundo
Kim et al. (2004).

A atividade anti-inflamatdria do caju ja vem sendo estudada através de extratos
obtidos com outras partes da planta do cajueiro, como por exemplo a castanha (DAVIS et al,
2007), casca do caule (VANDERLINDE et al., 2009), folhas (RUNNIE et al, 2004), no
entanto, sdo escassos os relatos na literatura da atividade anti-inflamatéria pela ingestao do
suco obtido do pedinculo.

A cicatrizacio € um problema que requer uma abordagem compreensiva

multifacetada e neste presente estudo foi avaliado o efeito cicatrizante do suco de caju.
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Nos resultados morfométricos e macroscopicos apds o ensaio de cicatriza¢io
durante 21 dias também observou-se uma melhor resposta a cicatrizagdo de feridas nos
animais que foram tratados oralmente com o suco de caju verde, dados que foram
confirmados pelas andlises histoldgicas. Na fase inflamatdria do processo cicatricial as feridas
do grupo SCV apresentam-se menos edemaciadas, hiperémicas, sem exsudacio e com formagao
de tecido de granulacdo normal assim como a suplementacdo de referéncia ao contrdrio dos
achados nos grupos SCM e H,0. Os resultados da édrea da ferida e percentual de contracio
obtidos neste experimento ndo foram estatisticamente significativos em relacdo aos
tratamentos utilizados nos grupos experimentais, exceto no dia 3, cuja menor 4rea nao
cicatrizada foi verificada nos grupos dgua e REF.

O efeito do polissacarideo de caju foi avaliado na fase inflamatéria do processo
cicatricial em camundongos cujo tratamento proposto propiciou sinais flogisticos menos
acentuados (edema e hiperemia) durante o periodo inflamatério, interferindo na resposta
imune, assim como no processo cicatricial, compativel com o processo de reparacdo mais
avanc¢ado do ponto de vista histopatoldgico (SCHIRATO et al., 2006).

No animais tratados com o suco de caju verde houve uma re-epitelizacdo do
tecido a partir do 7° DPO com contracdo significante no 14° DPO semelhante ao controle
positivo (grupo REF). O grupo SCM apresentou uma re-epitelizacdo mais atrasada,
evidenciada apenas a partir do 14° DPO com intensa proliferacdo de fibroblastos e
angiogénese, porém, com presenca de foco inflamatério bem evidente no corte histolégico
predominando células mononucleares, sugerindo um processo irritante, enquanto nos cortes
histolégicos do grupo SCV o epitélio ja havia estratificado pela presenca das respectivas
camadas da pele e com re-organizacdo das fibras coldgenas. Os resultados sugerem que a
quantidade de componentes presentes no suco de caju verde tem implicacdes na modulacio
células envolvidas nos aspectos iniciais da fase inflamatdria o que contribuiria para acelerar o
processo de reparo sendo melhor evidenciado nas fases tardias da cicatrizagdo. Uma vez, que
a fase inflamatoria apresentou-se com menos sinais flogisticos no grupo SCV contrariando os
achados nos grupos SCM.

Resguardando os aspectos éticos, os modelos experimentais sdo tteis para a
pesquisa de cicatriza¢do pois permitem criar em laboratério de investigacdo condi¢cdes que se
assemelham as encontradas na prética clinica (ONO, 2009).

No grupo REF, os animais receberam a suplementagdo durante 21 dias
consecutivos imediatamente apds a realizacdo da ferida. Tal suplemento nutricionalmente

formulado com nutrientes antioxidantes e com fungdo pléstica e energética trata-se de uma
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dieta imunomoduladora a base de arginina muita utilizada para acelerar a cicatrizacdo em
pacientes hospitalizados. Vérios estudos experimentais e clinicos ja avaliaram os efeitos da
suplementacgdo de arginina na cicatrizagdo cutinea, porém ainda ndo se tem um consenso nem
sobre a sua efetividade em melhorar a resposta cicatricial nem sobre os mecanismos de acao
possivelmente envolvidos (DEBATS et al., 2009).

Relevante é o fato de que o grupo SCV mesmo pré-tratados 15 dias antes da
inducdo da ferida, diferente do grupo controle positivo, tiveram resultados semelhantes ao
grupo REF a partir do 14° DPO mesmo recebendo apenas o suco de caju verde.

O valor nutricional da suplementacdo de referéncia € bem superior aos sucos de
caju verde e maduro. Surpreendente € o fato do grupo de animais que recebeu SCV alcancar
resultados equivalentes ao potencial cicatrizante observado no grupo REF. Poucas das
substancias antioxidantes presentes na suplementacido de referéncia também estdo presentes
nos sucos de caju verde e maduro, como vitamina C e alguns micronutrientes, porém os teores
de polifendis, flavondides, outros compostos fendlicos, vitamina C e capacidade antioxidante
do suco de caju responsaveis pela variada composi¢do fitoquimica podem explicar os efeitos
funcionais, com destaque para o suco verde. Segundo Barth er al. (2005), diversos
antioxidantes naturais consumidos como frutas frescas prové efeitos benéficos, que sdo
superiores aos resultados de suplementos dietéticos ou fitoquimicos purificados. Os
antioxidantes ndo atuam sozinhos, agem em sinergia e sio reciclados por outros antioxidantes
(CERQUEIRA et al., 2007).

Pace et al, (2006) demonstrou que o uso de antioxidantes como vitamina C em
ratos com feridas cutaneas, mostrou melhor viabilidade e maior taxa de angiogénese que os
grupos controle. O suco de caju além de ser uma rica fonte de vitamina C, contém ainda
acidos organicos, antioxidantes, minerais, carboidratos nutrientes que sao prontamente
utilizados durante o processo de reparo tissular. Em um estudo placebo controlado, duplo-
cego em humanos uma suplementacdo nutricional oral derivada de planta acelerou a
cicatrizacdo cutanea da pele, associada a menor inflamagdo atribuindo a este suplemento a
capacidade de modular processos envolvidos na cicatrizacdo de feridas (SPENCER et al,
2004).

O suco de caju verde apresentou melhores resultados tanto nos ensaios anti-
inflamatério e cicatrizante, apesar de possuir menor concentracdo de antioxidantes nao-
enzimaticos, compostos fendlicos e capacidade antioxidante total.

Por ser um 6rgdo dinadmico, altamente proliferativo, a pele tem uma necessidade

inerente a determinadas vitaminas e minerais para apoiar a sua estrutura, funcionamento e
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desenvolvimento. A exposi¢do da pele para ambas as fontes internas e externas de radicais
livres parece criar uma demanda para antioxidantes topicos e suporte nutricional adequado
para se defender. O tecido lesado necessita do processo de reparacao que deve ser alimentado
por meio do metabolismo oxidativo e, portanto, requer oxigénio suplementar. Isto amplifica a
demanda de oxigénio no tecido lesado que caracteristicamente sofre de perturbagdes
vasculares e leva a um déficit de oxigénio causando hipdxia ao ferimento. A hipéxia da ferida
limita a cicatrizacdo e o estatus de oxigenagdo dos tecidos é um importante determinante do
sucesso de cura (SEN; ROY, 2008). As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo radicais
livres produzidos naturalmente em nosso organismo através de processos metabdlicos
oxidativos e fazem também parte do processo inflamatdrio e de reparo tecidual (CERQUEIRA
et al., 2007, WOJCIAK-STOTHARD, 2005). A remogao de tecidos necréticos e inativacao
de bactérias que ocorre no processo inflamatorio fase de cicatrizagdo de feridas resulta na
producdo de altos niveis de radicais livres (TODOROVIC, 2003).

Hé mais de uma década foi proposto que sistemas bioldgicos oxidantes ndo sdo
necessariamente sempre os gatilhos para o dano oxidativo e que oxidantes, tais como H,O,
poderia realmente servir como mensageiros de sinalizagdo e dirigir vérios aspectos da
sinalizacdo celular (SEN; PACKER., 1996). Trabalhos recentes identificaram que o oxigénio
ndo € apenas necessdrio para desinfetar feridas e combustivel de cura, mas que processos de
sinalizacdo redox depedentes de oxigé€nio representam um componente integrante da cascata
de cicatrizacdo. A nocdo amplamente difundida de que radicais livres bioldgicos sdo,
necessariamente, agentes de destruicdo estd agora a enfrentar sérios desafios (LINNANE et
al., 2007).

O potencial anti-inflamatério e cicatrizante do suco de caju verde pode
parcialmente ser atribuido aos contetidos de compostos fendlicos, destacando-se os taninos
hidrolisdveis presentes que podem atuar de maneira sinérgica potencializando o efeito
bioldgico e funcional com a suplementacdo deste suco. O pedinculo de caju, além dos taninos
hidrolisaveis, flavon6ides amarelos e antocianinas também possui outros compostos fendlicos
como os dcidos anacdrdicos que sdo compostos biossintetizados a partir de 4cidos graxos
(AGOSTINI-COSTA, 2004). Estudos revelam que os taninos sdo um dos importantes
fitoconstituintes responsaveis pela cicatrizacao de feridas, uma vez que possuem propriedades
adstringentes e antimicrobianas, € promovem a cicatrizacdo de feridas por varios mecanismos
celulares; quelante dos radicais livres e espécies reativas de oxigé€nio, promovendo a
contragdo da ferida e aumentando a formacdo de vasos capilares e fibroblastos (DETERS,

2001; DEVI; FERNANDEZ, 2002; MEERA, 2010; RANE; MENGI, 2003). Sua atividade
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bioldgica e funcional pode ser atribuida também a presenca e concentracdo de dacidos
anacdrdicos, compostos que ndo foram analisados neste trabalho. Dentre as diversas
atividades bioldgicas descritas para os 4cidos anacdrdicos (AGOSTINI-COSTA, 2004),
destaca-se o potencial de inibir enzimas oxidantes como lipoxigenase e prostaglandinas
sintases envolvidas na cascata do processo inflamatério (KUBO et al., 2006).

O mecanismo pelo qual o suco verde age como anti-inflamatério e cicatrizante
ndo é conhecido, porém, sugere-se seus constituintes modulem a resposta imune associada a
inflamacdo e cicatrizacido tecidual. As células do sistema imune da pele além das fun¢des
protetoras de seus mediadores parecem ter importdncia nos estdgios posteriores da
cicatrizacdo, como a fase proliferativa abrangendo a re-epitelizacdo, angiogénese e
remodelagcdo que contribuem para a formacgao da cicatriz (WILGUS, 2008). Os antioxidantes
presentes no suco de caju maduro parecem nao ter papel nas fases iniciais da resolucdo da

ferida podendo estar atuando nas fases mais tardias do processo de cicatrizacao.
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8. CONCLUSAO

O perfil fitoquimico dos sucos de pseudofrutos de caju verde e de maduro foi
distinto. O suco de caju de fruto verde apesar de ter mostrado menor capacidade antioxidante
total, menor conteido em vitamina C, carotendides e polifendis totais, antocianinas,
flavondides e compostos fendlicos quando comparado ao suco de caju de psedofruto maduro,
apresentou maior atividade anti-inflamatéria e cicatrizante de feridas, induzidas em
camundongos swiss, durante a fase intermedidria desse processo.

O suco de caju maduro parece agir na fase mais tardia da cicatrizagdo. Estudos
complementares devem ser realizados para maior compreensdo das atividades bioldgicas dos
sucos de caju verde e maduro através da identificacdo de compostos quimicos responsaveis

pela agdo funcional dos mesmos.
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