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Inflamação e lesão renal atenuadas pela ingestão prévia de 
castanha-do-brasil no processo de isquemia e reperfusão

Inflammation and kidney injury attenuated by prior intake of Brazil 
nuts in the process of ischemia and reperfusion
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Introdução: Isquemia e reperfusão (IR) é 
um processo inerente aos procedimentos 
envolvidos no transplante de órgãos, que 
causa inflamação, morte celular e lesão, 
podendo levar à rejeição do enxerto. É 
possível que a castanha-do-brasil (CB), por 
suas propriedades anti-inflamatórias, pos-
sa atenuar a lesão renal causada pela IR. 
Objetivo: Investigar se a ingestão prévia de 
CB reduz a expressão de marcadores renais 
de inflamação, lesão e morte celular após a 
IR. Métodos: Ratos Wistar machos foram 
distribuídos em seis grupos (N = 6/grupo): 
SHAM (controle), SHAM tratado com 75 
ou 150 mg de CB, IR, e IR tratado com 75 
ou 150 mg de CB. O procedimento de IR 
consistiu na nefrectomia à direita e oclusão 
da artéria renal esquerda por 30 minutos. 
A castanha foi administrada diariamente 
por sete dias antes da cirurgia (SHAM ou 
IR), e mantida até o sacrifício (48 horas 
pós-cirurgia). A inflamação foi avaliada 
pela expressão renal de COX-2 e TGF-β; 
a lesão pela expressão de vimentina, e a 
morte celular por apoptose pela expressão 
de caspase-3, por imuno-histoquímica. Re-
sultados: O pré-tratamento com 75 mg de 
CB reduziu a expressão renal de COX-2, 
de TGF-β, de vimentina e de caspase-3. A 
dose de 150 mg causou elevação da ex-
pressão de COX-2. Conclusão: No modelo 
experimental de IR renal, os danos podem 
ser minimizados com a ingestão prévia de 
baixas doses de CB, melhorando a infla-
mação, a lesão e a morte celular.

Resumo

Palavras-chave: Isquemia; Reper-
fusão; Lesão Renal Aguda; Inflamação; 
Bertholletia; Ratos.

Introduction: Ischemia and reperfusion 
(IR) is a process inherent to the procedures 
involved in the transplantation of organs 
that causes inflammation, cell death and 
cell injury, and may lead to rejection of the 
graft. It is possible that the anti-inflam-
matory properties of the Brazil nuts (BN) 
can mitigate the renal injury caused by 
IR. Objective: To investigate whether the 
previous intake of BN reduces the expres-
sion of markers of inflammation, injury, 
and cell death after renal IR. Methods: 
Male Wistar rats were distributed into six 
groups (N = 6/group): SHAM (control), 
SHAM treated with 75 or 150 mg of BN, 
IR, and IR treated with 75 or 150 mg of 
BN. The IR procedure consisted of right 
nephrectomy and occlusion of the left re-
nal artery with a non-traumatic vascular 
clamp for 30 min. BN was given daily from 
day 1 to 7 before surgery (SHAM or IR), 
and maintained until sacrifice (48 h after 
surgery). Inflammation was evaluated by 
renal expression of COX-2 and TGF-β, 
injury by the expression of vimentin, and 
cell death by apoptosis through caspa-
se-3 expression (immunohistochemistry). 
Results: Pretreatment with 75 mg of BN 
reduced renal expression of the COX-2, 
TGF-β, vimentin, and caspase-3. The dose 
of 150 mg caused increased expression of 
COX-2. Conclusion: In experimental IR, 
the damage can be minimized with a prior 
low-dose intake of BN, improving inflam-
mation, injury, and cell death.

AbstRAct

Keywords: Ischemia; Reperfusion; Acute 
Kidney Injury; Inflammation; Bertholletia; 
Rats.

IntRodução

A isquemia e reperfusão (IR) é a maior 
causa de insuficiência renal aguda e 

rejeição de enxerto. Essa condição ocorre 
durante os procedimentos envolvidos no 
transplante de órgãos, e os danos no rim 
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estão associados às espécies reativas de oxigênio pro-
duzidas após a reperfusão sanguínea. Uma cascata de 
respostas celulares leva à inflamação, morte celular 
e insuficiência do órgão.1-4 Portanto, a compreensão 
dos mecanismos envolvidos nessa lesão é essencial 
para minimizar as consequências durante os proce-
dimentos envolvidos no transplante renal. Nesse sen-
tido, nosso estudo propôs uma investigação da ação 
protetora da castanha-do-brasil (CB), Bertholettia 
excelsa, na inflamação e morte celular causadas pela 
lesão renal aguda durante a IR experimental em ratos.

Sabe-se que o consumo regular de CB melhora o 
perfil lipídico e a função microvascular, além de re-
duzir o estresse oxidativo em adolescentes obesas,5 
efeito também observado em pessoas com síndrome 
metabólica,6 minimizando o risco aterogênico em 
mulheres obesas, com aumento da atividade da glu-
tationa-peroxidase.7 Voluntários saudáveis apresen-
tam redução de marcadores inflamatórios como IL-1 
(interleucina 1), IL-6, TNF-α (fator alfa de necrose 
tumoral) e IFN-γ (interferon gama),8 melhorando o 
perfil lipídico por um período superior a 30 dias.9 
Assim, é evidente que a CB exerce um efeito protetor 
nas doenças relacionadas ao estresse oxidativo e à in-
flamação. Além disso, esse efeito benéfico pode estar 
relacionado aos seus componentes bioativos: selênio, 
tocoferol, compostos fenólicos, folato, magnésio e 
ácidos graxos mono/polinsaturados.10-11

Devido ao risco aumentado de mortalidade na in-
suficiência renal aguda e ao fato de que a atividade 
anti-inflamatória da CB tem sido pouco explorada na 
lesão renal causada pela IR, o objetivo do presente es-
tudo foi investigar se a ingestão prévia dessa castanha 
reduz a expressão de marcadores de inflamação, lesão 
e morte celular após a IR.

métodos

Ética

Todos os procedimentos realizados neste estudo es-
tão de acordo com os padrões éticos e foram apro-
vados pêlo Comitê de Ética em Pesquisa em Animais 
(CEUA) da FACERES Faculdade de Medicina (núme-
ro 001/2015).

animais e procedimentos

Ratos Wistar machos (200-220 g) foram aleato-
riamente distribuídos em seis grupos (N=6/grupo): 
SHAM (controle), SHAM tratado com 75 ou 150 mg 
de CB (SHAM+CB), IR, e IR tratado com 75 ou 150 

mg de CB (IR+CB). Os animais foram alojados em 
ambiente com ciclo controlado de claro-escuro de 12 
horas, com acesso à água e comida ad libitum.

O procedimento de IR consistiu de nefrectomia à 
direita e oclusão da artéria renal esquerda com um 
clampe vascular não traumático por 30 minutos sob 
anestesia (10 mg/kg xilazina + 85 mg/kg cetamina).12-14

A CB (75 ou 150 mg/animal, Belém do Pará, 
Brasil) foi administrada diariamente e individualmen-
te do dia 1 até o dia 7 antes da cirurgia (SHAM ou 
IR), e mantida até o sacrifício dos animais (48 horas 
após a cirurgia). As doses foram estabelecidas com 
base em estudos prévios em humanos, que ingeriram 
a castanha em doses que não causaram efeitos nefro-
tóxicos e hepatotóxicos.5-9 A quantidade de CB inge-
rida foi ajustada diariamente de acordo com o peso 
corporal do animal. Cada rato foi colocado em uma 
caixa individual e a CB foi oferecida separadamente 
da ração. Como é muito palatável, não houve rejei-
ção; foi consumida quase que imediatamente pelos 
animais, mesmo no período pós-operatório.

Os animais dos grupos SHAM foram submetidos 
às mesmas condições de anestesia e procedimento ci-
rúrgico descrito, mas sem o clampeamento da artéria 
renal. Todos os animais foram sacrificados 48 horas 
após a cirurgia sob overdose de anestésico. No fim da 
cirurgia, todos receberam 2 mg/kg de tramadol por 
gavagem para o controle da dor pós-operatória, sen-
do mantidos em caixas individuais e recebendo água e 
ração ad libitum por 48 horas. A ingestão da castanha 
foi mantida (de acordo com o grupo) até o momento 
do sacrifício.

marcadores renais de inflamação, lesão e morte 
celular

Após dois dias da IR ou procedimento SHAM, os 
ratos foram sacrificados com overdose de anestési-
co (tiopental 100 mg/Kg) e os rins coletados, fixados 
em paraformaldeido 4% em tampão fosfato 0,1 M 
(pH 7.4) por 24 horas a 4°C, e embebidos em para-
fina. O estudo foi realizado por imuno-histoquímica, 
conforme descrito anteriormente,15-16 por reação de 
imunoperoxidase. Os fragmentos de tecido foram 
incubados overnight a 4°C com anticorpos primá-
rios. A inflamação foi estudada com o uso de anti-
-COX-2 (1:500, ab62331, ABCAM, Cambridge, UK) 
e anti-TGF-β (1:80, SC-7892 policlonal, Santa Cruz, 
CA, USA). Os marcadores de células apoptóticas e 
de lesão foram anti-caspase-3 (1:1000, 9662, Cell 
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Signaling Technology, Danvers, MA, USA) e anti-
-vimentina (1:500, M0725, Dako, Dinamarca). Vinte 
e cinco campos da região justamedular foram avalia-
dos em uma lâmina de cada animal para obtenção 
da média dos scores atribuídos, conforme descrito 
previamente.14-16

análise estatística

Os resultados foram previamente submetidos à aná-
lise descritiva e determinação da normalidade pelo 
teste de Kolmogorov-Smirnov. A análise de variância 
(ANOVA), seguida do pós-teste de Tukey para múlti-
plas comparações, foi utilizada para as amostras com 
distribuição normal. O teste de Kruskal-Wallis, segui-
do do teste de Dunn, foi usado para as amostras com 
distribuição não normal. O valor p ≤ 0,05 foi consi-
derado significante.

ResultAdos

a castanha-do-brasil reduz a expressão de 
marcadores de apoptose e de lesão renal induzida 
por ir

Os animais do grupo IR exibiram aumento da ex-
pressão de caspase-3 (Figura 1 D/H), comparados ao 
grupo IR+CB75 (Figura 1 E/H). Resultado similar foi 
observado quanto à expressão de vimentina no grupo 
IR (Figura 1 L/O), comparado aos grupos IR tratados 
com 75 (Figura 1 M/O) ou 150 mg de CB (Figura 1 
N/O).

a ingestão prÉvia de baixa dose de cb reduz a 
expressão de tgf-β e a alta dose aumenta cox-2

O grupo IR apresentou elevação da COX-2 (Figura 2 
D/H), comparado ao grupo SHAM (Figura 2 A/H); e es-
se marcador foi maior no grupo IR tratado com 150 mg 
de CB (Figura 2 F/H), comparado aos demais grupos. Já 
a expressão de TGF-β foi maior no grupo IR (Figura 2 
L/O), comparado aos grupos IR tratados com 75 (Figura 
2 M/O) ou 150 mg de CB (Figura 2 N/O).

dIscussão

A lesão renal induzida por IR causa a liberação de es-
pécies reativas de oxigênio (EROS) e mediadores pró-
-inflamatórios, moléculas de adesão e recrutamento 
de leucócitos; fatores que, juntos, induzem disfunção 
renal e mortalidade.1,4,17-18 Em estudo anterior, foi ve-
rificado que o tratamento com 75 mg de CB, sete dias 
antes do processo de IR, atenua os efeitos deletérios 

da IR na função renal, como redução da ureia plas-
mática e da proteinúria e aumento da depuração de 
creatinina e do volume urinário. Essa melhora foi re-
lacionada à inibição da infiltração de macrófagos e 
do estresse oxidativo. Entretanto, a lesão renal não 
diferiu entre os grupos IR, tratados ou não com 75 
mg e 150 mg de CB.14 Assim, no presente estudo, foi 
testado se a ingestão dessa castanha reduz a expressão 
de marcadores de inflamação, lesão e morte celular 
após a IR.

Neste sentido, foi estudada a expressão de vimen-
tina na região justamedular dos rins dos ratos IR. Sob 
condições fisiológicas, a vimentina renal é observada 
nas células musculares lisas arteriais e nos gloméru-
los, mas não em células tubulares.15-16,19 A lesão renal 
causa alterações na expressão de vimentina. Células 
epiteliais tubulares renais podem modificar seu fenó-
tipo, adotando características de células mesenqui-
mais, como os fibroblastos, que estão envolvidos na 
deposição de matriz extracelular e desenvolvimento 
de fibrose. Esse processo é denominado transição 
epitélio-mesenquimal, ou EMT,20-21 e é mediado por 
TGF-β1.20-23 A EMT tem sido descrita na IR, e pode 
contribuir para a gênese da fibrose tardia observada 
nessa condição.24-27 A vimentina é útil para marcar a 
lesão renal e o desenvolvimento de EMT, e alteração 
no padrão de sua expressão indica lesão proximal 
tubular.15-16,19,28 Este estudo, consistente com dados 
publicados previamente,24-27,29-30 evidencia o aumento 
da expressão de vimentina induzida por IR no túbulo 
renal e no interstício na região justamedular, sugerin-
do dano nas células proximais tubulares. Ambos os 
tratamentos, 75 e 150 mg de CB, sete dias antes do 
procedimento de IR, reduziram a lesão tubular com 
menor expressão de vimentina. Essas alterações ate-
nuadas pela CB corroboram o efeito protetor da CB 
observado anteriormente.14

Como reportado anteriormente, a condição de IR 
causa elevação do influxo de macrófagos no rim.14 
Foi verificado que a IR causa elevação na expressão 
de COX-2, confirmando a inflamação renal. Uma das 
citocinas liberadas por macrófagos é o TGF-β,31 e sua 
secreção pode ser induzida pela condição de IR,24,26,30 
também evidenciada no nosso estudo. O TGF-β es-
tá amplamente envolvido no desenvolvimento da fi-
brose intersticial e progressão da doença renal crô-
nica.24,26,31-32 Como reportado, está relacionado ao 
processo de EMT.20-23 O influxo renal de macrófa-
gos14 e a expressão de TGF-β após a IR são reduzidos 
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Figura 1. Lesão e morte celular no tecido renal após isquemia e reperfusão (IR) e pré-tratamento com castanha-do-brasil (CB): expressão de 
caspase-3 (A-H) e vimentina (I-O). Os grupos IR apresentam aumento da expressão de caspase-3 (setas pretas, D/H) e vimentina (L/O) nos túbulos 
e interstício. Os pré-tratamentos com 75 mg (M/O) e 150 mg de CB (N/O) reduzem a lesão celular. [L] Detalhe da expressão de vimentina no grupo 
IR. Setas vermelhas indicam expressão de vimentina normalmente visualizada nos vasos sanguíneos e glomérulos. A morte celular também foi 
atenuada pela dose de 75 mg de CB (E/H), mas não com a de 150 mg (F/H). [G] Controle da reação (CR). [H/O] Score médio. Contracoloração: 
Hematoxilina. Barras: 100 μm. *p<0,05, IR vs. IR+CB75; +p<0,05 IR vs. IR+CB150 (ANOVA + pós-teste de Tukey). Dados apresentados como 
medianas, quartis 25-75%, valores mínimos e máximos.

pelo tratamento prévio com ambas as doses de CB de 
75 e 150 mg. Esses resultados são corroborados pela 
ação anti-inflamatória demonstrada em estudos com 
consumo de CB por seres humanos saudáveis8 e com 
doença renal,33-35 e indicam que a ingestão de pequena 
quantidade de CB é uma alternativa promissora du-
rante o procedimento de IR. É interessante verificar 
seu efeito na progressão da doença renal crônica. Já 
a dose de 150 mg de CB elevou a expressão renal de 
COX-2 após a IR, e confirma os achados reportados 
anteriormente que mostram que a alta dose de CB é 
prejudicial no processo de IR.14

Adicionalmente aos mediadores inflamatórios, foi 
estudada a morte de células renais por apoptose após 
a IR e o tratamento com CB pela verificação da ex-
pressão de caspase-3. Os rins do grupo IR apresen-
taram elevação da apoptose, o que está de acordo 
com o observado previamente por outros pesquisado-
res.4,36-37 O processo de IR induz a expressão de óxido 
nítrico nas células tubulares, gerando EROS.14,36 As 
EROS causam dano tubular proximal pela oxidação 
de proteínas, peroxidação de lipídeos, dano ao DNA, 
e indução de apoptose.1,4,36 Conforme proposto por 
Devarajan,36 há evidências de que a apoptose é o 
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Figura 2. Inflamação no tecido renal após a isquemia e reperfusão (IR) e pré-tratamento com castanha-do-brasil (CB): expressão de cicloxigenase-2 
(COX-2, A-H) e TGF-β (I-O). O tratamento com 150 mg de CB (F/H) sete dias antes da cirurgia de IR aumenta a expressão de COX-2, comparado aos 
demais grupos. O grupo IR mostra expressão aumentada de COX-2 (D/H) e TGF-β (L/O), mas o tratamento com 75 mg de CB (E/H e M/O) atenua 
esse efeito. [G] Controle da reação (CR). [H/O] Score médio. Contracoloração: Hematoxilina. Barras: 100 μm. #p<0,05, IR vs. SHAM, e *p<0,05, 
IR+CB150 vs. demais grupos (Kruskal-Wallis + pós-teste de Dunn); +p<0,05 IR vs. IR+CB75 e IR+CB150 (ANOVA + pós-teste de Tukey). Dados 
apresentados como medianas, quartis 25-75%, valores mínimos e máximos.

principal mecanismo na morte precoce das células tu-
bulares ao tempo da insuficiência renal aguda, e a ini-
bição da apoptose e da inflamação nesse estágio pode 
representar uma poderosa abordagem terapêutica. De 
fato, este estudo demonstra que o tratamento prévio 
com 75 mg de CB reduz a expressão de caspase-3 no 
rim após a IR, confirmando seu efeito protetor contra 
a morte celular.

Dessa forma, os dados apresentados neste estudo 
evidenciam que a CB exerce efeito benéfico na lesão e 
inflamação renal, e, por outro lado, esse efeito melho-
ra a função prejudicada pela IR, como demonstrado 
previamente.14

Entretanto, diferentemente do tratamento com 75 mg 
de CB, a expressão renal de COX-2 foi maior no grupo 
IR+CB150. Corroborando esses dados, a função renal 
dos animais IR piora com a ingestão dessa dosagem de 
CB. A creatinina plasmática, ureia e fósforo foram maio-
res comparados aos demais grupos.14 Como explicado, 
esse efeito pode estar relacionado ao elevado conteúdo 
de fósforo e aminoácidos na CB.11 Distúrbios eletrolí-
ticos são comumente observados nas doenças renais, 
e o suporte nutricional é frequentemente necessário,38 
demandando baixa ingestão de proteínas,39-40 de forma 
que o consumo de castanhas pode prejudicar esse mane-
jo nutricional. De fato, sugere-se o consumo de apenas 
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uma castanha-do-brasil por dia por pacientes em hemo-
diálise, para se obter o efeito protetor anti-inflamatório e 
antioxidante.33 Nosso estudo reforça essa recomendação 
diária máxima por pacientes com doenças renais. E mais, 
evidencia um possível efeito pró-inflamatório com a dose 
de 150 mg de CB. Assim, o mecanismo envolvido nesse 
efeito pró-inflamatório necessita ser melhor investigado, 
bem como é interessante verificar o efeito da CB na do-
ença renal crônica para averiguar seu efeito protetor na 
lesão renal causada pela IR a longo prazo.

conclusão

Em resumo, os resultados evidenciam um efeito bené-
fico da ingestão prévia de baixas doses de CB no dano 
causado pela IR no rim, melhorando a inflamação, a 
lesão e a morte celular.
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