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Resumo

Introdugio: Isquemia e reperfusdo (IR) é
um processo inerente aos procedimentos
envolvidos no transplante de 6rgios, que
causa inflamac¢do, morte celular e lesdo,
podendo levar a rejeicio do enxerto. E
possivel que a castanha-do-brasil (CB), por
suas propriedades anti-inflamatérias, pos-
sa atenuar a lesdo renal causada pela IR.
Objetivo: Investigar se a ingestdo prévia de
CB reduz a expressdo de marcadores renais
de inflamagio, lesdo e morte celular apds a
IR. Métodos: Ratos Wistar machos foram
distribuidos 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 a direita e oclusido
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 sacrificio (48 horas
pos-cirurgia). A inflama¢do foi avaliada
pela expressdo renal de COX-2 e TGF-p;
a lesdo pela expressio de vimentina, e a
morte celular por apoptose pela expressdo
de caspase-3, por imuno-histoquimica. Re-
sultados: O pré-tratamento com 75 mg de
CB reduziu a expressio renal de COX-2,
de TGF-B, de vimentina e de caspase-3. A
dose de 150 mg causou elevagdo da ex-
pressdo de COX-2. Conclusao: No modelo
experimental de IR renal, os danos podem
ser minimizados com a ingestdo prévia de
baixas doses de CB, melhorando a infla-
magio, a lesdo e a morte celular.

Palavras-chave: Isquemia; Reper-
fusdo; Lesdo Renal Aguda; Inflamagio;
Bertholletia; Ratos.

ABSTRACT

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 TR. 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-B,
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,
TGEF-B, 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.

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

INTRODUCAO

A isquemia e reperfusio (IR) é a maior
causa de insuficiéncia renal aguda e

rejeicao de enxerto. Essa condicdo ocorre
durante os procedimentos envolvidos no
transplante de 6rgdos, e os danos no rim
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estdo associados as espécies reativas de oxigénio pro-
duzidas apés a reperfusdo sanguinea. Uma cascata de
respostas celulares leva a inflamacdo, morte celular
e insuficiéncia do 6rgdo.!* Portanto, a compreensao
dos mecanismos envolvidos nessa lesio é essencial
para minimizar as consequéncias durante os proce-
dimentos envolvidos no transplante renal. Nesse sen-
tido, nosso estudo propds uma investigagio da acdo
protetora da castanha-do-brasil (CB), Bertholettia
excelsa, na inflamagdo e morte celular causadas pela
lesdo renal aguda durante a IR experimental em ratos.

Sabe-se que o consumo regular de CB melhora o
perfil lipidico e a fun¢do microvascular, além de re-
duzir o estresse oxidativo em adolescentes obesas,’
efeito também observado em pessoas com sindrome
metabdlica,’ minimizando o risco aterogénico em
mulheres obesas, com aumento da atividade da glu-
tationa-peroxidase.” Voluntirios sauddveis apresen-
tam reducio de marcadores inflamatdrios como IL-1
(interleucina 1), IL-6, TNF-a (fator alfa de necrose

8 melhorando o

tumoral) e IFN-y (interferon gama),
perfil lipidico por um periodo superior a 30 dias.’
Assim, é evidente que a CB exerce um efeito protetor
nas doengas relacionadas ao estresse oxidativo e a in-
flamagao. Além disso, esse efeito benéfico pode estar
relacionado aos seus componentes bioativos: selénio,
tocoferol, compostos fendlicos, folato, magnésio e
acidos graxos mono/polinsaturados.'*-!!

Devido ao risco aumentado de mortalidade na in-
suficiéncia renal aguda e ao fato de que a atividade
anti-inflamatéria da CB tem sido pouco explorada na
lesdo renal causada pela IR, o objetivo do presente es-
tudo foi investigar se a ingestdo prévia dessa castanha
reduz a expressio de marcadores de inflamagéo, lesdo

e morte celular ap6s a IR.

METobpos

ETICA

Todos os procedimentos realizados neste estudo es-
tdo de acordo com os padrdes éticos e foram apro-
vados pélo Comité de Etica em Pesquisa em Animais
(CEUA) da FACERES Faculdade de Medicina (ndme-
ro 001/2015).

ANIMAIS E PROCEDIMENTOS

Ratos Wistar machos (200-220 g) foram aleato-
riamente distribuidos em seis grupos (N=6/grupo):
SHAM (controle), SHAM tratado com 75 ou 150 mg
de CB (SHAM+CB), IR, ¢ IR tratado com 75 ou 150
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mg de CB (IR+CB). Os animais foram alojados em
ambiente com ciclo controlado de claro-escuro de 12
horas, com acesso a dgua e comida ad libitum.

O procedimento de IR consistiu de nefrectomia a
direita e oclusio da artéria renal esquerda com um
clampe vascular ndo traumatico por 30 minutos sob
anestesia (10 mg/kg xilazina + 85 mg/kg cetamina).!> !4

A CB (75 ou 150 mg/animal, Belém do Para,
Brasil) foi administrada diariamente e individualmen-
te do dia 1 até o dia 7 antes da cirurgia (SHAM ou
IR), e mantida até o sacrificio dos animais (48 horas
apoés a cirurgia). As doses foram estabelecidas com
base em estudos prévios em humanos, que ingeriram
a castanha em doses que ndo causaram efeitos nefro-
toxicos e hepatotdxicos.’” 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 ra¢io. Como é muito palativel, ndo houve rejei-
¢do; foi consumida quase que imediatamente pelos
animais, mesmo no periodo pds-operatorio.

Os animais dos grupos SHAM foram submetidos
as mesmas condicdes de anestesia e procedimento ci-
rurgico descrito, mas sem o clampeamento da artéria
renal. Todos os animais foram sacrificados 48 horas
apos a cirurgia sob overdose de anestésico. No fim da
cirurgia, todos receberam 2 mg/kg de tramadol por
gavagem para o controle da dor pés-operatéria, sen-
do mantidos em caixas individuais e recebendo dgua e
rac¢do ad libitum por 48 horas. A ingestdo da castanha
foi mantida (de acordo com o grupo) até o0 momento
do sacrificio.

MARCADORES RENAIS DE INFLAMACAO, LESAO E MORTE
CELULAR

Apéds 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 tampdo fosfato 0,1 M
(pH 7.4) por 24 horas a 4°C, e embebidos em para-
fina. O estudo foi realizado por imuno-histoquimica,
conforme descrito anteriormente,'>'® por reacdo de
imunoperoxidase. Os fragmentos de tecido foram
incubados overnight a 4°C com anticorpos prima-
rios. A inflamacdo foi estudada com o uso de anti-
-COX-2 (1:500, ab62331, ABCAM, Cambridge, UK)
e anti-TGF-B (1:80, SC-7892 policlonal, Santa Cruz,
CA, USA). Os marcadores de células apoptdticas e
de lesio 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 regido justamedular foram avalia-
dos em uma ldmina de cada animal para obten¢io
da média dos scores atribuidos, conforme descrito

previamente. !¢

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram previamente submetidos a ana-
lise descritiva e determinacdo da normalidade pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov. A analise de variancia
(ANOVA), seguida do p6s-teste de Tukey para multi-
plas comparagdes, foi utilizada para as amostras com
distribuicdo normal. O teste de Kruskal-Wallis, segui-
do do teste de Dunn, foi usado para as amostras com
distribuicdo nio normal. O valor p < 0,05 foi consi-
derado significante.

ResuLTADOS

A CASTANHA-DO-BRASIL REDUZ A EXPRESSAO DE
MARCADORES DE APOPTOSE E DE LESAO RENAL INDUZIDA
POR IR

Os animais do grupo IR exibiram aumento da ex-
pressdo de caspase-3 (Figura 1 D/H), comparados ao
grupo IR+CB75 (Figura 1 E/H). Resultado similar foi
observado quanto a expressdo 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 INGESTAO PREVIA DE BAIXA DOSE DE CB REDUZ A
EXPRESSAO DE TGF-B E A ALTA DOSE AUMENTA COX-2

O grupo IR apresentou elevacio 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. Ja
a expressao de TGF-B 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).

DiscussAo

A lesdo renal induzida por IR causa a libera¢do de es-
pécies reativas de oxigénio (EROS) e mediadores proé-
-inflamatorios, moléculas de adesdo e recrutamento
de leucdcitos; fatores que, juntos, induzem disfungio
renal e mortalidade."*'”® 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
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da IR na funcido renal, como reducdo da ureia plas-
madtica e da proteindria e aumento da depuragdo de
creatinina e do volume urindrio. Essa melhora foi re-
lacionada a inibi¢do da infiltracio de macrofagos e
do estresse oxidativo. Entretanto, a lesio renal nio
diferiu entre os grupos IR, tratados ou nio com 75
mg e 150 mg de CB." Assim, no presente estudo, foi
testado se a ingestdao dessa castanha reduz a expressao
de marcadores de inflamacio, lesio e morte celular
apos a IR.

Neste sentido, foi estudada a expressao de vimen-
tina na regido justamedular dos rins dos ratos IR. Sob
condi¢des fisioldgicas, a vimentina renal é observada
nas células musculares lisas arteriais e nos gloméru-
los, mas nio em células tubulares.’>'%!° A lesiao renal
causa alteraghes na expressdo de vimentina. Células
epiteliais tubulares renais podem modificar seu fen6-
tipo, adotando caracteristicas de células mesenqui-
mais, como os fibroblastos, que estio envolvidos na
deposicdo de matriz extracelular e desenvolvimento
de fibrose. Esse processo é denominado transi¢io
epitélio-mesenquimal, ou EMT,?*?! ¢ é mediado por
TGF-B1.223 A EMT tem sido descrita na IR, e pode
contribuir para a génese da fibrose tardia observada
nessa condi¢do.?*?” A vimentina é util para marcar a
lesao renal e o desenvolvimento de EMT, e alteracdo
no padrio de sua expressdo indica lesio proximal
tubular.'>161928 Este estudo, consistente com dados
publicados previamente, 22723 evidencia o aumento
da expressio de vimentina induzida por IR no tibulo
renal e no intersticio na regido 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 lesdo tubular com
menor expressio de vimentina. Essas alteracoes ate-
nuadas pela CB corroboram o efeito protetor da CB
observado anteriormente.'

Como reportado anteriormente, a condi¢do de IR
causa elevagio do influxo de macréfagos no rim.'
Foi verificado que a IR causa elevacdo na expressio
de COX-2, confirmando a inflamacio renal. Uma das
citocinas liberadas por macréfagos é o TGF-B,%! e sua
secrecdo pode ser induzida pela condi¢do de IR,?+26:30
também evidenciada no nosso estudo. O TGF-f es-
td amplamente envolvido no desenvolvimento da fi-
brose intersticial e progressio da doenca renal cro-
nica.2*?¢312 Como reportado, estd relacionado ao
processo de EMT.2*2 O influxo renal de macréfa-
gos'* e a expressdo de TGF-B ap6s a IR sdo reduzidos
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Figura 1. Lesdo e morte celular no tecido renal apés isquemia e reperfusdo (IR) e pré-tratamento com castanha-do-brasil (CB): expressdo de
caspase-3 (A-H) e vimentina (I-O). Os grupos IR apresentam aumento da expressao de caspase-3 (setas pretas, D/H) e vimentina (L/O) nos tubulos
e intersticio. Os pré-tratamentos com 75 mg (M/O) e 150 mg de CB (N/O) reduzem a leséo celular. [L] Detalhe da expressao de vimentina no grupo
IR. Setas vermelhas indicam expressao de vimentina normalmente visualizada nos vasos sanguineos e glomérulos. A morte celular também foi
atenuada pela dose de 75 mg de CB (E/H), mas nao com a de 150 mg (F/H). [G] Controle da reacéo (CR). [H/O] Score médio. Contracoloragéo:
Hematoxilina. Barras: 100 um. *p<0,05, IR vs. IR+CB75; *p<0,05 IR vs. IR+CB150 (ANOVA + pos-teste de Tukey). Dados apresentados como

medianas, quartis 25-75%, valores minimos e maximos.

pelo tratamento prévio com ambas as doses de CB de
75 e 150 mg. Esses resultados sdo corroborados pela
acdo anti-inflamatoéria demonstrada em estudos com
consumo de CB por seres humanos saudaveis® e com
doenca renal,’3% e indicam que a ingestdo de pequena
quantidade de CB é uma alternativa promissora du-
rante o procedimento de IR. E interessante verificar
seu efeito na progressio da doenga renal cronica. Ja
a dose de 150 mg de CB elevou a expressdo renal de
COX-2 apés a IR, e confirma os achados reportados
anteriormente que mostram que a alta dose de CB ¢é
prejudicial no processo de IR.™

Adicionalmente aos mediadores inflamatdrios, foi
estudada a morte de células renais por apoptose apds
a IR e o tratamento com CB pela verificagio da ex-
pressdo de caspase-3. Os rins do grupo IR apresen-
taram elevacdo da apoptose, o que estd de acordo
com o observado previamente por outros pesquisado-
res.*3637 O processo de IR induz a expressdo de 6xido
nitrico nas células tubulares, gerando EROS.'*3¢ As
EROS causam dano tubular proximal pela oxidagio
de proteinas, peroxidacdo de lipideos, dano ao DNA,
e inducdo de apoptose.’*** Conforme proposto por
Devarajan,® hd evidéncias de que a apoptose é o
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Figura 2. Inflamacéao no tecido renal apés a isquemia e reperfusao (IR) e pré-tratamento com castanha-do-brasil (CB): expresséao de cicloxigenase-2
(COX-2, A-H) e TGF-B (I-O). O tratamento com 150 mg de CB (F/H) sete dias antes da cirurgia de IR aumenta a expressdo de COX-2, comparado aos
demais grupos. O grupo IR mostra expressao aumentada de COX-2 (D/H) e TGF-B (L/O), mas o tratamento com 75 mg de CB (E/H e M/O) atenua
esse efeito. [G] Controle da reacao (CR). [H/O] Score médio. Contracoloragdo: Hematoxilina. Barras: 100 um. #p<0,05, IR vs. SHAM, e *p<0,05,
IR+CB150 vs. demais grupos (Kruskal-Wallis + pés-teste de Dunn); *p<0,05 IR vs. IR+CB75 e IR+CB150 (ANOVA + pods-teste de Tukey). Dados
apresentados como medianas, quartis 25-75%, valores minimos e maximos.

principal mecanismo na morte precoce das células tu-
bulares ao tempo da insuficiéncia renal aguda, e a ini-
bicdo da apoptose e da inflamagio nesse estdgio pode
representar uma poderosa abordagem terapéutica. De
fato, este estudo demonstra que o tratamento prévio
com 75 mg de CB reduz a expressio de caspase-3 no
rim ap0s 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 lesdo e
inflamacdo renal, e, por outro lado, esse efeito melho-
ra a fungio prejudicada pela IR, como demonstrado
previamente.'*
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Entretanto, diferentemente do tratamento com 75 mg
de CB, a expressao renal de COX-2 foi maior no grupo
IR+CB150. Corroborando esses dados, a fungio renal
dos animais IR piora com a ingestdo dessa dosagem de
CB. A creatinina plasmatica, ureia e fosforo foram maio-
res comparados aos demais grupos.’* Como explicado,
esse efeito pode estar relacionado ao elevado contetido
de fésforo e aminodacidos na CB.!! Disttirbios eletroli-
ticos sao comumente observados nas doengas renais,
e o suporte nutricional é frequentemente necessario,*
demandando baixa ingestio de proteinas,®*° de forma
que o consumo de castanhas pode prejudicar esse mane-
jo nutricional. De fato, sugere-se o consumo de apenas



uma castanha-do-brasil por dia por pacientes em hemo-
didlise, para se obter o efeito protetor anti-inflamatério e
antioxidante.> Nosso estudo reforca essa recomendagio
didria maxima por pacientes com doengas renais. E mais,
evidencia um possivel efeito pré-inflamatério com a dose
de 150 mg de CB. Assim, o mecanismo envolvido nesse
efeito pro-inflamatério necessita ser melhor investigado,
bem como ¢é interessante verificar o efeito da CB na do-
enga renal cronica para averiguar seu efeito protetor na
lesdo renal causada pela IR a longo prazo.

ConcLUSAO

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