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RESUMO 
 

MARTINS, Marcos Vidal, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, junho de 
2016. Atividade antioxidante e anti-inflamatória da castanha de sapucaia 
(Lecythis pisonis Cambess) em ratos Wistar. Orientador: José Humberto de 
Queiroz. 

 

A Lecythis pisonis Cambess conhecida popularmente como castanha de 

sapucaia, tem origem brasileira e é proveniente da Floresta Pluvial Atlântica.  

Estudos prévios realizados com a sapucaia em nosso laboratório 

demonstraram a presença de importantes compostos quimicos da sapucaia e 

revelaram que o uso contínuo na dieta poderá contribuir para efeitos benéficos 

à saúde. Os principais resultados mostraram que a sapucaia é fonte expressiva 

de ácidos graxos insaturados, proteínas e minerais como manganês, magnésio 

zinco e que, em conjunto, podem configurar como potenciais agentes 

protetores em diferentes desordens metabólicas. Tem-se verificado na 

literatura que o consumo de castanhas pode trazer importantes benefícios a 

saúde humana. Alguns trabalhos atribuem às castanhas e nozes efeitos na 

prevenção de doenças crônicas não transmissiveis ligadas ao estresse 

oxidativo. Diante de tais informações objetivamos avaliar a capacidade 

antioxidante e anti-inflamatória da castanha de sapucaia inserida em diferentes 

tipos de dieta, a AIN93G e a Dieta de Cafeteria em tecidos hepático e cerebral 

de 48 ratos da linhagem Wistar. Os animais foram divididos em quatro grupos e 

o estudo foi conduzido por 28 dias e realizada eutanásia no 14º e no 28º de 

todos od grupos para que fosse avaliado o impacto em relação ao tempo no 

metabolismo animal.  A Expressão gênica dos marcadores inflamatórios TNF-α 

e NFkB, bem como dos marcadores antioxidantes ZnSOD e HSP-72 foi 

determinada pela reação em cadeia da polimerase quantitativa pós-transcrição 

reversa (qPCR). A atividade antioxidante também foi verificada pela 

determinação das espécies reativas do ácido tiobarbitúrico (TBARS) e por 

mensuração da atividade da enzima superóxido dismutase. A expressão gênica 

dos marcadores inflamatórios NFkB (p65) e TNF-α foi menor para os grupos de 

ratos que consumiram as dietas enriquecidas com sapucaia com diferença 

significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). A proteína de choque térmico HSP-

72 e a enzima ZnSOD apresentaram aumento da expressão gênica com 
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diferença estatística significativa (p<0,05) para ambos os grupos que 

consumiram sapucaia em suas dietas. As propriedades nutricionais da 

castanha de sapucaia exerceram importante atividade protetora por modular a 

atividade antioxidante e o processo inflamatório nos tecidos hepático e cerebral 

dos animais avaliados 
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ABSTRACT 
 

MARTINS, Marcos Vidal, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, June, 2016. 
Antioxidant and anti-inflammatory activities of Sapucaia nut (Lecythis 
pisonis Cambess ) in Wistar rats. Adviser: José Humberto de Queiroz. 

 

Popularly known as “sapucaia nut”, Lecythis Pisonis Cambess is a brazilian 

native tree found in the Atlantic Pluvial Forest. The sapucaia nuts have a 

marvelous taste and can be eaten raw, boiled or baked. Chemical compostion 

data from our laboratory studies shows that these nuts have great nutritional 

value the bioactive compoudns founded among its contituents. Literature as 

well indicates that nuts consumption can improve health by preventing chronic 

diseases related to oxidative stress. Thus, the present work aimed to 

investigate the potential of two sapucaia nuts enriched diets in Wistar rats 

tissues (liver and brain), AIN-93G and Cafeteria Diet. The animals were divided 

in four groups and fed during four weeks in order to evaluate the acute and 

chronic effects of the sapucaia nuts consumption. The gene expression of the 

antinflamatory markers TNF-α and NFkB  and the antioxidant markers ZnSOD 

and HSP-72 were determinated by Real-Time quantitative Reverse 

Transcription Polymerase Chain Reaction (Real-Time qRT-PCR). The 

antioxidant activity was also evaluated in the tissues (liver and brain) by 

quantificatoin of tiobarbituric acid reactive species (TBARS) and determination 

of the superoxide dismutase (SOD) enzyme activity. Results evince that the 

sapucaia nuts enriched diets presented antioxidant and antinflamatory effects in 

rat’s liver and brain tissues with statistical significance. The two and four week 

periods of the sapucaia nut enriched Cafeteria diet intake were able to avoid 

liver and brain oxidative damages caused by the Cafeteria diet stress. Such 

health benefits are due to the SOD activity’s increase and the lipid peroxidation 

decrease in rat’s tissues, witch in turn reduced the inflamatory markers gene 

expression. Accordingly, the gene expression of the inflammatory markers 

NFkB (p65) and TNF-α was lower in rats fed on diets supplemented with 

“sapucaia”, and they presented significant difference in the Tukey test (p<0.05). 

The heat-shock HSP-72 protein and the ZnSOD enzyme raised the gene 

expression and showed significant statistical difference (p<0.05) in both groups 

fed on Sapucaia nut-based diet. Thus, the nutritional properties of the Sapucaia 
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nuts perform important protective activities because they modulated the anti-

oxidant activity and the brain tissue inflammatory process in the assessed 

animals.   According to the results found in this work the sapucaia nut becomes 

an important and protective dietary component against tissue oxidant and 

inflamatory agents. 
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1.0  INTRODUÇÃO GERAL 

 

O padrão dietético pode atuar em mecanismos moduladores de 

processos patológicos (SHEN et al., 2015; ROS, 2009). A hipertrofia do tecido 

adiposo causada pelo desequilíbrio entre consumo de alimentos e gasto 

energético induz o aumento e a infiltração de macrófagos e consequemente 

inflamação com produção de adipocinas inflamatórias (SPERETTA et al., 

2014).  

Dentre os macronutrientes, os lipídeos parecem possuir maior influência 

no acúmulo de adiposidade corporal desenvolvimento de doenças como 

hipertrigliceridemia e sensibilidade à insulina decorrente do aumento de peso 

corporal, uma alta ingestão de gorduras saturadas podem causar alterações na 

composição das membranas celulares, e reduzir a taxa metabólica basal de 

indivíduos que ingerem grande quantidade de ácidos graxos saturados (SHEN 

et al., 2015; ZHANG et al., 2011; NAKAZONE et al., 2007). 

É verificado também associações entre aumento da ingestão de glicose 

e estado pró-inflamatório, associado a aumento da síntese do ânion superóxido 

pelos leucócitos e células mononucleares e elevação da quantidade e da 

atividade do fator nuclear kappa-B (NFκB), aumento de fatores de transcrição, 

bem como, aumento de formação de radicais livres e citocinas inflamatórias 

como TNF-α e Interleucinas (DE LA FUENTE et al., 2015; JIAO et al., 2008; 

ALJADA et al., 2004; CERIELLO et al., 2004)  

Comportamentos alimentares saudáveis são inversamente associados 

com o risco de desenvolvimento de doenças crônicas não transmissíveis como 

doenças cardiovasculares e doenças neurodegenerativas (SHEN et al., 2015; 

MANGAT et al., 2009). Para minimizar tais acontecimentos, a literatura mostra 

por meio de diversos trabalhos que o consumo de castanhas pode trazer 

importantes efeitos benéficos a saúde humana (SOUZA et al., 2015; GROSSO 

et al., 2015; MCKAY et al., 2015; SABATÉ; ANG, 2009; MANGAT et al., 2009). 

As castanhas constituem o segundo grupo de alimentos que mais contém 

ácidos graxos insaturados que podem reduzir o colesterol e prevenir doenças 

cardiovasculares. Estão incluidas nesse grupo as variedades de castanhas do 

Pará e de caju, nozes, amêndoas, pistache, avelã, macadâmia e as sementes 

comestíveis como o amendoim e a amêndoa de baru (MARTIN et al., 2015;  



2 

 

BULLÓ et al., 2015;  FREITAS et al., 2010; GRIEL et al., 2008; 

VENKATACHALAM, 2006). 

Há indícios de que a dieta mediterrânea, por exemplo, possa influenciar 

os fatores envolvidos no processo inflamatório desencadeado pelo acúmulo de 

gordura corporal. A Dieta mediterrânea vem sendo largamente estudada, 

revelando a importância das castanhas na prevenção das doenças 

cardiovasculares. A referida dieta constitui-se de teores elevados de ácidos 

graxos monoinsaturados por conter peixes, azeite de oliva, além de ser rica em 

fibras alimentares e carboidratos complexos e com baixos teores de ácidos 

graxos saturados (SHEN et al., 2015; MARTÍNEZ-GONZÁLEZ, 2015; WIDMER 

et al., 2015; BRESSAN et al., 2009; SALAS-SALVADÓ et al., 2008; FITÓ et al., 

2007). 

  Mesmo com várias espécies de castanhas em nosso bioma, apenas as 

de caju e a do Pará estão disponíveis, com maior frequência, para a população. 

Uma espécie pouco explorada para consumo humano é a castanha de 

sapucaia (Lecythis pisonis Cambess), sendo considerada por alguns 

consumidores a melhor castanha da Amazônia (DE CARVALHO et al., 2012; 

SAMPAIO, 2000; LORENZI, 1995). A exploração de um alimento nativo e rico 

em nutrientes como a sapucaia possibilita a sua utilização, bem como se 

associa com desenvolvimento sustentável e geração de renda para pequenos 

agricultores.  

Estudos prévios realizados com a sapucaia em nosso laboratório 

demonstraram a presença de importantes compostos químicos, a saber: ácidos 

graxo oleico, linoleico e linolênico, manganês, magnésio e zinco. Tais 

nutrientes em conjunto, podem configurar como agentes protetores em 

diferentes desordens metabólicas. O nosso mesmo grupo ainda identificou no 

mesmo modelo, que a sapucaia foi capaz de reduzir o colesterol total e 

aumentar o HDL colesterol em ratos que consumiram a castanha em suas 

dietas (CARVALHO, 2013; DE CARVALHO et al, 2012). 

Os demais trabalhos realizados até o momento sobre a castanha de 

sapucaia abordaram apenas características nutricionais (DE SOUZA et al., 

2008; DENADAI et al., 2007; VALLILO et al., 1999). Porem há relatos na 

literatura com outras formas de utilização da L. Pisonis. Oliveira et al (2012) 

descreveram a investigação fitoquímica das folhas dessa espécie e a avaliação 

da citotoxicidade de seus extratos. O mesmo grupo de pesquisa investigou a 
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atividade antinociceptiva do extrato etanólico (EtOH) das folhas de L. pisonis 

em testes de avaliação da dor aguda em ratos (BRANDÃO et al, 2013). 

De acordo com os componentes nutricionais da L. pisonis encontrados 

por De Carvalho et al (2012), o presente estudo baseia-se na hipótese de que a 

castanha de sapucaia inserida nas dietas de ratos poderá apresentar efeitos 

protetores à saúde como o aumento da atividade antioxidante bem como 

atenuação do processo inflamatório, nos tecidos hepático e cerebral de ratos 

wistar. 
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1.1. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito da castanha de sapucaia na regulação da atividade antioxidante 

e anti-inflamatória em ratos Wistar. 

 

 

1.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Avaliar o efeito da inserção da sapucaia na dieta nos tecidos hepático e 

cerebral de ratos alimentados com dieta padrão e de cafeteria: 

 

• Na peroxidação lipídica por determinação da concentração de 

malondialdeído; 

 
• Na atividade antioxidante por avaliação da enzima superóxido 

dismutase; 

 
• Na defesa antioxidante pela expressão gênica da proteína HSP-72 e da 

enzima ZnSOD; 

 
• Na atividade anti-inflamatória pela expressão gênica do TNF-α e do 

NFκB. 
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1.3. CAPÍTULO I - REVISÃO DA LITERATURA 
 

1.3.1. CORRELAÇÕES ENTRE DIETA, ESTADO INFLAMATÓRIO E 

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 

A sociedade moderna trouxe consigo profundas mudanças no estilo de 

vida das pessoas. Os padrões das dietas estão cada vez menos saudáveis e 

os indivíduos se apresentam cada vez mais sedentários, o que resulta em 

desordens metabólicas que aumentam o risco para o surgimento de doenças 

(MICHA; MOZAFFARIAN, 2009; ESPOSITO; GIUGLIANO, 2006). 

O consumo excessivo de energia aliado ou não ao comportamento 

sedentário contribui para o aparecimento de desordens metabólicas associadas 

ao aumento de peso corporal e à resistência sistêmica a insulina determinada 

pelo estado inflamatório crônico e subclínico que gera um aumento da 

adiposidade (CAROBBIO et al., 2011; ZHANG et al., 2011; NAKAZONE et al., 

2007). 

Além das funções de armazenamento energético, isolamento térmico e 

barreira física, o tecido adiposo desempenha o papel de um órgão 

multifuncional, produtor e secretor de inúmeros peptídeos e proteínas bioativas, 

denominadas adipocinas, que atuam não somente no tecido adiposo, mas de 

forma sistêmica (LEITE et al., 2010; GUIMARÃES et al., 2007). 

As adipocinas desempenham um papel importante no equilíbrio 

energético, controle da ingestão alimentar, sensibilidade à insulina, resposta 

imunológica, regulação da coagulação e pressão sanguínea e doenças 

vasculares. Portanto, alterações no mecanismo de ação das adipocinas, 

podem estar relacionadas ao surgimento da obesidade e suas complicações 

(GODOY-MATOS et al., 2014; GUIMARÃES et al., 2007; CARVALHO et al., 

2006; HOTAMISLIGIL, 2006). 

Estudos mostram que indivíduos obesos apresentam redução de 

adiponectina quando comparados com indivíduos não obesos e que sua 

concentração se correlaciona negativamente ao acúmulo de gordura em 

homens e mulheres. Investiga-se a possibilidade de que concentrações 

aumentadas de TNF-α ou produtos secretados pelo próprio tecido adiposo 

visceral possam inibir a síntese e/ou secreção de adiponectina (ARITA, 2012; 
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DA SILVEIRA et al., 2009; MATSUZAWA, 2006; STEFAN et al., 2002; WEYER 

et al., 2001; YAMAMOTO et al., 2002). 

Diversos ácidos graxos exercem efeitos reguladores através do receptor 

nuclear kappa B (NFkB) (ALAYNICK, 2008; DE MARTIN et al., 2005). A família 

do NFκB é um complexo proteico que inclui: p65 (RelA), c-Rel, RelB, p50 e 

p52. A ativação deste fator associa-se com a modulação de genes do processo 

inflamatório, a resposta imunológica inata, a anti-apoptose e a sobrevivência 

celular, os quais ativam o complexo de proteína quinase IKK que fosforila o IκB 

levando a sua degradação pelo proteassoma, liberando dímeros, por exemplo, 

p50-p65 que migram para o núcleo onde atuarão na regulação da transcrição 

de genes específicos com um aumento da expressão de múltiplos genes 

envolvidos nas respostas imunes e inflamatórias (HOESEL; SCHMID, 2013). 

Esta via é ativada por uma variedade de sinais inflamatórios, incluindo citocinas 

pró-inflamatórias, que leva a ativação do complexo IKK (HOESEL; SCHMID, 

2013; FRANCO, 2010; DA SILVEIRA et al., 2009; BELLIDO et al., 2004; 

KALTSCHMIDT et al., 2005; XIAO, 2004) (Figura 1). 

A compreensão dos mecanismos moleculares que levam à inflamação 

poderá gerar importantes implicações para a concepção de novas terapias para 

reduzir a morbidade e mortalidade ocasionada pelo aumento de peso através 

da prevenção de suas desordens inflamatórias crônicas associadas (BONDIA-

PONS; RYAN; MARTINEZ, 2012). 

Estudos com ratos wistar utilizados em modelos experimentais 

confirmaram que as dietas hipercalóricas e hiperlipídicas induzem a obesidade 

(BURNEIKO et al., 2006; KRETSCHEMER et al., 2005; ESTADELLA et al., 

2004), e estas conforme já explicitado induzem o aumento de lipídios corporais 

e o estresse oxidativo caracterizado pela inflamação (SCOARIS et al., 2010; 

ECHARRI et al., 2009; BELTOWSKI et al., 2009; BRUNETTI et al., 2009; 

GÓMEZ-RUIZ et al., 2009). O aumento de gordura no tecido adiposo gera 

infiltração de macrófagos generalizando uma inflamação crônica neste tecido e 

ao mesmo tempo engloba outros tecidos como o hepático e o cerebral 

(ALEMANY, 2013; ALVES et al., 2012).  Portanto, evidências científicas 

sugerem que a ingestão excessiva de macronutrientes, em especial glicose e 

lipídios, esteja relacionada ao processo inflamatório sub-clínico associado à 

obesidade, ao aumento do estresse oxidativo e à ativação de fatores de 



7 

 

transcrição dos marcadores inflamatórios (SOTTERO et al., 2015; HOESEL; 

SCHMID, 2013; KALTSCHMIDT et al., 2005; XIAO, 2004).  

 

 
Figura 1: Mecanismo de ativação do fator de transcrição nuclear kappa-B (NFkB) a partir de 
alterações do desquilíbrio redox.  Quando a proteína inibidora IkB é fosforilada o NFkB é 
translocado para o núcleo e a ativação deste fator promove a mediação de citocinas 
inflamatórias (esquema adaptado de Filippin et al, 2008). 

 

O estresse oxidativo decorre da sobrecarga celular de glicose e lipídios 

pelo elevado consumo alimentar e inatividade física, resultando em maior 

produção de radicais livres. As células musculares e adiposas se protegem 

produzindo resistência à insulina (RI) de forma a impedir a penetração desses 

nutrientes nas células (SOTTERO et al., 2015; REBUGLIO VELLOSA et al., 

2013; SHOELSON et al., 2007; CERIELLO et al., 2004). 

Substâncias antioxidantes são aquelas que, quando em pequenas 

quantidades, são capazes de retardar ou inibir processos oxidativos, como, por 

exemplo, a lipoperoxidação (ATOUI et al., 2005; CHUN et al., 2005). A 

formação de espécies reativas de oxigênio (ERO) é equilibrada naturalmente 

pela existência desses compostos (BARBOSA et al., 2010; VELLOSA et al., 

2007). 
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Nos organismos, o sistema enzimático configura-se como a primeira 

linha de defesa antioxidante contra as ERO (BORGES; LESSA, 2015). Porém, 

com a finalidade de melhor êxito em impedir danos celulares decorrentes de 

estresse oxidativo, o aporte exógeno de substâncias com potencial antioxidante 

é extremamente importante (BORGES; LESSA, 2015).  

A célula possui um sistema de defesa que pode atuar como 

detoxificadora do agente antes que ele cause lesão, esse sistema é constituído 

pela glutationa reduzida (GSH), superóxido-dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E, que na linha de defesa, possui a 

função de reparar a lesão ocorrida, sendo constituída pelo ácido ascórbico, 

pela glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GSH-Px. Com exceção da vitamina E 

(α-tocoferol), que é um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos 

agentes antioxidantes encontra-se no meio intracelular (ROSS; MOLDEUS, 

1991; VELLOSSA et al., 2007).  

Componentes da dieta, como o tocoferol, ascorbato, carotenoides e 

compostos fenólicos presentes nos alimentos constituem o principal 

mecanismo antioxidante não enzimático do organismo, incluindo moléculas 

lipofílicas ou hidrofílicas, que protegem compartimentos apolares e polares do 

meio biológico, respectivamente (STIPANUK, 2013; RIBEIRO et al., 2005). 

Nos organismos submetidos a diferentes condições de estresse, além 

das defesas antioxidantes enzimáticas e não enzimáticas existem uma série de 

proteínas altamente conservadas, denominadas proteínas de choque térmico 

ou Heat Shock Proteins (HSP). Tais proteínas têm sua expressão gênica 

alterada por diferentes estímulos que resultam no acúmulo de proteínas 

desnaturadas no meio intracelular (CASTRO et al., 2014). Essas proteínas são 

consideradas chaperonas moleculares atuando em mecanismo que conferem 

proteção ao organismo, uma vez que, sem fazer parte da estrutura final das 

proteínas, desempenham funções importantes evitando interações incorretas 

entre estas, auxiliando na montagem final das mesmas, assim como em sua 

síntese, facilitando o dobramento correto de proteínas sintetizadas e suas 

translocações para os compartimentos celulares (CASTRO et al., 2014; 

MAYER; BUKAU, 2005).  

As HSP são encontradas em pequenas concentrações e em diferentes 

compartimentos dentro das células, sendo em caso de injúria desencadeadas 

respostas intracelulares, que se inicia com a redução transitória da síntese de 
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proteínas não vitais, seguida por um aumento na expressão de genes 

específicos que levam ao aumento da concentração das HSP, as quais irão 

agir no reparo de estruturas na molécula proteica e na identificação e 

remodelamento de proteínas danificadas durante o estresse, além de auxiliar a 

síntese de novas proteínas, conservando e mantendo sua forma estrutural. Os 

mecanismos intracelulares e extracelulares que modulam a expressão dessas 

proteínas, ainda necessitam ser mais investigados, uma vez que apesar destas 

proteínas serem consideradas essenciais no processo de recuperação celular, 

ainda não está totalmente elucidado como isto ocorre (BURG et al., 2007). 

 As proteínas HSP exercem efeitos em diversos processos anti-

apoptóticos (BURG et al., 2007):  inibem vias de sinalização intracelular, tais 

como a da proteína quinase ativada por mitógenos (MAPK) e do NFκB 

(SINGLETON et al., 2005); reduzem a ativação de sinais de tradução e 

expressão de citocinas pró-inflamatórias, tais como a IL-1β e o TNF-α; as HSP 

diminuem ainda a concentração do glutamato nas sinapses impedindo assim a 

translocação do NFκB ao núcleo levando ao bloqueio desta via (SINGLETON 

et al., 2005). Portanto, com o aumento da expressão da proteína HSP obtém-

se um efeito anti-inflamatório devido ao bloqueio do fator de transcrição pró-

inflamatório (NFκB) e consequentemente com inibição da expressão de 

marcadores inflamatórios como IL-1β e TNF-α (KIM et al., 2015; TAWFIK et al., 

2012). 

 

1.3.2. A FAMILIA Lecythidaceae 

 

As Lecythidaceae, “família das castanhas brasileiras”, são árvores 

tropicais de planície que atingiram sua maior diversidade em espécies na 

região neotropical. A família se diversifica, principalmente em ambientes de 

terra firme, na Amazônia e Guianas. Cerca de 50% de todas as Lecythidaceae 

tropicais são encontradas na Amazônia (MORI, 1990). 

 

1.3.3. Lecythis pisonis Cambess. 

 

As folhas das Lecythis pisonis são comumente utilizadas no preparo de 

banhos contra pruridos corporais. O óleo de suas sementes também pode ser 

utilizado como analgésico muscular (FRANCO e BARROS, 2006; AGRA 2007). 
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Outros aspectos agregados a partir da L. pisonis podem ser explorados tais 

como, alimento animal e humano, cosmético, medicinal, ornamental, têxtil, 

entre outros (SAMPAIO, 2000). 

Com mostra a Figura 2, L. pisonis pode ser encontrada nas regiões 

Norte, Nordeste e Sudeste, abrangendo os biomas Amazônia e Mata Atlântica. 

 

 

 

Figura 2: Distribuição geográfica de L. pisonis (Projeto Reflora, 2016). 

 

 

1.3.4. CASTANHA DE SAPUCAIA (Lecythis pisonis Cambess.) 

 

Atualmente as sementes, nozes e castanhas comestíveis têm recebido 

atenção especial de pesquisadores no que tange a possibilidade da sua 

utilização como fontes naturais de nutrientes como vitaminas, minerais, 

proteínas e ácidos graxos essenciais, podendo assim contribuir para a dieta 

humana e de animais. Tais alimentos são fontes potenciais de compostos 

bioativos cujo consumo regular pode trazer benefícios significativos à saúde 

humana (GROSSO et al., 2015; BROWN et al., 2015; BULLÓ et al., 2015; 

ALASALVAR et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2014; CARVALHO 2013; DA 

COSTA et al., 2010; FREITAS et al., 2010; DENADAI et al., 2007). 
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 As castanhas nativas comercializadas no Brasil são: caju (Anarcadium 

occidentale L.) e castanha do Brasil (Bertholletia excelsa Kunth) (CARVALHO 

et al., 2012; CHAVES et al., 2004). Entretanto, as florestas brasileiras possuem 

inúmeras outras espécies nativas cujos frutos e sementes podem ser 

incorporadas à alimentação como fontes de nutrientes, sendo, portanto, de 

extrema importância o estudo destas novas fontes alternativas de alimentos de 

baixo custo. O estudo em questão contempla uma dessas espécies nativas: a 

castanha de sapucaia (Lecythis pisonis Cambess.) (Figura 3). 

 

 

Figura 3: A: Flor; B: Fruto; C: Castanhas de sapucaia (Lecythis pisonis Cambess.). 

  

A castanha de sapucaia é comestível (MILLIKEN et al., 1986), 

oleaginosa e muito palatável (GEMTCHÚJNICOV, 1976; LORENZI, 1995). 

Pode ser consumida ao estado natural, tostada, assada ou cozida (REVILLA, 

2002). Ainda pode ser usada na culinária e também em confeitarias (FAO, 

1986), constituindo um excelente alimento, podendo substituir as nozes, 

amêndoas ou castanhas europeias. As castanhas de L. pisonis são 

consideradas como de qualidade superior comparada a outras castanhas 

(FAO, 1986) sendo ainda uma excelente fonte de calorias e proteínas, além de 

boa digestibilidade (DE CARVALHO et al., 2012; DENADAI et al., 2007; 

SAMPAIO, 2000; DE SOUZA et al, 2008; REVILLA, 2001; VALLILO et al., 

1999; WICKENS, 1995). Os valores nutricionais do fruto abrangem uma 

variação de acordo com a sazonalidade e localização e estão descritos na 

Tabela 1. 

O estudo conduzido em nosso laboratório realizado por De Carvalho et 

al. (2012) demonstrou que a sapucaia possui uma elevada concentração de 
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ácidos graxos insaturados na composição do óleo de castanha de sapucaia, 

dos quais, 42% ácidos graxos monoinsaturados e 43% ácidos graxos poli-

insaturados. Entre os monoinsaturados, o ácido oleico se destacou por estar 

contido em 41% dos lipídios da amostra, e entre os poli-insaturados, o ácido 

linoleico com 43% do total de lipídios.  

 

Tabela 1: Composições químicas da castanha de sapucaia disponíveis na literatura: 

Nutrientes  
por 100 g 

Referências e locais de estudo 
DE CARVALHO et 

al., 2012  
(Minas Gerais) 

DE SOUZA et 
al., 2008 
(Piauí) 

DENADAI et al., 
2007 

(São Paulo) 

VALLILO et al., 
1999 

(São Paulo) 
Lipidios totais 
(%) 

54,8 66 60,6 34 a 61 

Proteinas (%) 26,8 19,6 20,4 - 
Carboidratros 
(%) 

5,0 - 3,2 - 

Fibras (%) - 8 5,6 - 
Cinzas (%) 3,1 3,4 - - 
Zinco (mg) 4 - 4,3 2,6 a 13,7 
Manganês (mg) 4,8 6,8 8 0,4 a 1,1 
Ferro (mg) 7 - 3,2 - 
Cobre (mg) 2,3 3 3,2 2,9 a 3,3 
Magnésio (mg) 343 449 279 124 a 168 
Cálcio (mg) 182 229 172 80 a 90 

 

As propriedades nutricionais da sapucaia obtidas nos diferentes estudos 

apresentados na tabela 1 sugerem que este alimento pode apresentar efeitos 

protetores à saúde, sobretudo devido aos teores encontrados para zinco, 

manganês, magnésio e cobre. Taiscomponentes nutricionais encontrados 

estão diretamente relacionados com esta finalidade de impedir ou minimizar 

danos celulares decorrentes de estresse oxidativo. Ademais, há uma estreita 

relação entre a ação antioxidante e a diminuição do estado inflamatório, sendo 

assim a castanha poderá atuar como um componente alimentar muito 

importante no contexto de proteção à saúde.  

 

1.3.5. NUTRIGENÔMICA 

 

Com o sucesso do Projeto Genoma Humano e os avanços em 

tecnologias, uma quantidade significativa de informações foi relacionada com 

genes humanos e seus mecanismos. Por sua vez, a nutrigenômica, é um 

campo formado entre saúde, dieta e genômica para analisar os padrões de 

expressão gênica, expressão de proteínas e produção de metabólitos 
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desencadeada por nutrientes (MECHANICK et al., 2015; GHOSH et al. 2007; 

AFMAN; MÜLLER, 2006; MARTI et al., 2005). 

A nutrigenômica pode contribuir para ampliar o conhecimento sobre os 

mecanismos pelos quais a nutrição afeta as vias metabólicas subjacentes do 

controle homeostático. Os nutrientes presentes na dieta são recebidos como 

sinais pelo sistema sensorial das diferentes células no organismo, que são 

interpretados pelas células para a expressão de genes, proteínas e produção 

de metabolitos. Assim, diferentes padrões de dieta podem induzir uma 

variedade de genes e expressão de proteínas e produção de metabolitos 

(MECHANICK et al., 2015; AFMAN; MÜLLER, 2006; TRUJILLO et al., 2006; 

MARTI et al., 2005; GILLIES, 2003). 

Um importante objetivo da nutrigenômica é estudar as influências da 

nutrição sobre o papel do estresse metabólico na gênese da síndrome 

metabólica, a coleção de fenótipos que combinam aspectos da inflamação, do 

estresse metabólico, da resistência à insulina e do diabetes. Tal objetivo 

baseia-se na ideia de que a nutrição deve centrar-se, sobretudo, na prevenção 

de doenças e ser complementada à terapia farmacológica, que tem como alvo 

os aspectos fisiopatológicos da doença (QUINTERO et al., 2015; AFMAN; 

MÜLLER, 2006; WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005). 

A nutrigenômica tem-se concentrado principalmente em saúde e 

prevenção de doenças humanas (MUTCH et al., 2005; MÜLLER; KERSTEN, 

2003). Estudos têm demonstrado como determinados genes contidos em 

tecidos e células brancas controlam o metabolismo, resposta imune, 

crescimento celular ou regulação da transcrição respondem a restrições 

dietéticas (BYRNE et al., 2005, DHAHBI et al., 2005; WEINDRUCH et al., 

2001).  

Os receptores nucleares que controlam a expressão gênica são 

proteínas que podem ser associados diferentes ligantes (glicocorticoides, 

mineralocorticoides, hormônios sexuais, hormônios da tireoide entre outros). 

Esses ligantes são agrupados em receptores endócrinos, receptores órfãos e 

receptores órfãos adotados, para os quais tiveram seus ligantes identificados. 

Estes últimos ocorrem em sua maioria no núcleo e possuem grande interesse 

biomédico e farmacológico (ALAYNICK, 2008; CHAWLA et al., 2001). A ligação 

dos fatores de transcrição com regiões específicas dos genes gera alterações 

na molécula de DNA possibilitando que a enzima RNA polimerase inicie a 
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transcrição, assim, podemos compreender a dinâmica que pode ativar ou 

inativar genes (KAUWELL, 2005).  

Diversos ácidos graxos exercem efeitos reguladores através do receptor 

nuclear kappa B (NFkB) (DE MARTIN et al., 2005; ALAYNICK, 2008). A família 

do NFκB é um complexo proteico que inclui: p65 (RelA), c-Rel, RelB, p50 e 

p52. A ativação deste fator associa-se com a modulação de genes do processo 

inflamatório, a resposta imunológica inata, a anti-apoptose e a sobrevivência 

celular, os quais ativam o complexo de proteína quinase IKK que fosforila o IκB 

levando a sua degradação pelo proteassoma, liberando dímeros, por exemplo, 

p50-p65 que migram para o núcleo onde atuarão na regulação da transcrição 

de genes específicos com um aumento da expressão de múltiplos genes 

envolvidos nas respostas imunes e inflamatórias (HOESEL; SCHMID, 2013). 

Esta via é ativada por uma variedade de sinais inflamatórios, incluindo citocinas 

pró-inflamatórias, que leva a ativação do complexo IKK (FRANCO, 2010; DA 

SILVEIRA et al., 2009; KALTSCHMIDT et al., 2005;).  

A compreensão dos mecanismos moleculares que levam à inflamação 

poderá gerar importantes implicações para a concepção de novas terapias para 

reduzir a morbidade e mortalidade ocasionada pelo aumento de peso através 

da prevenção de suas desordens inflamatórias crônicas associadas (BONDIA-

PONS; RYAN; MARTINEZ, 2012). 
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2.0. CAPÍTULO 2 - ARTIGO ORIGINAL 1 - Castanha de sapucaia (Lecythis 

pisonis) modula processo inflamatório e atividade antioxidante em tecido 
hepático de ratos submetidos à dieta de cafeteria 
 

 

Resumo: 

 

A Lecythis pisonis Cambess é conhecida popularmente como castanha de 

sapucaia. Estudos prévios demonstraram que a mesma é rica em ácidos 

graxos insaturados e minerais antioxidantes. Objetivou-se avaliar os efeitos 

antioxidantes e anti-inflamatórios desta castanha inserida na dieta AIN-93G e 

na Dieta de Cafeteria em ratos Wistar. Os animais foram divididos em quatro 

grupos e receberam dieta entre 14 e 28 dias. A Expressão gênica dos 

marcadores Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-α), Fator Nuclear kappa B 

(NFκB) Zinco Superóxido Dismutase (ZnSOD) e Proteina de choque térmico 

(HSP-72) foi determinada pela reação em cadeia da polimerase quantitativa 

pós-transcrição reversa (qPCR). A atividade antioxidante também foi verificada 

por TBARS pela atividade da enzima superóxido dismutase. A expressão 

gênica dos marcadores inflamatórios NFkB (p65) e TNF-α foi menor para os 

grupos de ratos que consumiram as dietas enriquecidas com sapucaia com 

diferença significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). A proteína de choque 

térmico HSP-72 e a enzima ZnSOD apresentaram aumento da expressão 

gênica com diferença estatística significativa (p<0,05) para ambos os grupos 

que consumiram sapucaia em suas dietas. Os resultados apontaram que a 

sapucaia atuou como um alimento fonte de substâncias antioxidantes e 

protetores para redução de riscos e efeitos adversos à saúde.  

 

 

Palavras chaves: castanha de sapucaia, inflamação, estresse oxidativo, 
expressão gênica. 
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Sapucaia nuts (Lecythis pisonis) modulate the hepatic inflammatory and 

antioxidant metabolism activity in high-fat diet-induced mice 

 

Abstract: 

 

The Lecythis pisonis Cambess nits are popularly known as sapucaia nuts. 

Previous studies have demonstrated that these nuts composition is rich in 

unsaturated fatty acids and also minerals and antioxidants. The present work 

aimed to evaluate the antioxidant and the anti-inflammatory effects of two 

sapucaia nuts enriched diets (the AIN-93G diet and a Cafeteria Diet) in Wistar 

rats. The animals were divided into four groups and the diets were fed with the 

effects evaluated after 14 and 28 days. The TNF-α, NFκB (p65) and ZnSOD 

and HSP-72 gene expressions were determined by the quantitative Polymerase 

Chain Reaction after Reverse Transcription (qPCR). The antioxidant activity 

was also verified by TBARS and the superoxide dismutase enzyme activity. 

Accordingly, the gene expression of the inflammatory markers NFkB (p65) and 

TNF-α was lower in rats fed on diets supplemented with “sapucaia”, and they 

presented significant difference in the Tukey test (p<0.05). The heat-shock 

HSP-72 protein and the ZnSOD enzyme raised the gene expression and 

showed significant statistical difference (p<0.05) in both groups fed on Sapucaia 

nut-based diet. Thus, the nutritional properties of the Sapucaia nuts perform 

important protective activities because they modulated the anti-oxidant activity 

and the brain tissue inflammatory process in the assessed animals.   According 

to the results found in this work the sapucaia nut becomes an important and 

protective dietary component against tissue oxidant and inflamatory agents. 

 

Key words: sapucaia nuts, inflammation, oxidative stress, gene expression 
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2.1. INTRODUÇÃO 

 

O consumo excessivo de energia aliado ou não ao comportamento 

sendentário contribui para o aparecimento de desordens metabólicas 

associadas ao aumento de peso corporal e à resistência sistêmica a insulina 

determinada pelo estado inflamatório crônico e subclínico (CAROBBIO et al., 

2011) 

Modelos experimentais em que ratos wistar foram utilizados mostraram 

que dietas hiperlipídicas induzem a obesidade (BURNEIKO et al., 2006; 

KRETSCHEMER et al., 2005; ESTADELLA et al., 2004), e estas induzem o 

aumento de lipídios corporais e o estresse oxidativo caracterizado pela 

inflamação (SCOARIS et al., 2010; PÉREZ-ECHARRI et al., 2009; 

BELTOWSKI et al., 2009; BRUNETTI et al., 2009; GÓMEZ-RUIZ et al., 2009;). 

O aumento de gordura no tecido adiposo gera infiltração de macrófagos 

generalizando uma inflamação crônica neste tecido e ao mesmo tempo 

engloba outros tecidos corporais (ALEMANY, 2013; ALVES et al., 2012).  

As dietas ricas em gordura saturada podem afetar o equilíbrio redox no 

organismo uma vez que o metabolismo para a oxidação dos lipídios é 

considerado um forte gerador de espécies reativas de oxigênio (ERO) (VIAL et 

al., 2011). Por outro lado, o organismo possui um sistema de defesa 

antioxidante bastante eficaz, composto principalmente pelas enzimas catalase 

(CAT), superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX) e glutationa-

S-transferase (GST), que funcionam em sincronia para proteger as células 

contra moléculas oxidantes (DOMÍNGUEZ-AVILA et al., 2015). 

Além das defesas antioxidantes enzimáticas, existem proteínas 

altamente conservadas, denominadas proteínas de choque térmico (HSP). Tais 

proteínas têm sua expressão gênica alterada por diferentes estímulos que 

resultam no acúmulo de proteínas desnaturadas no meio intracelular (CASTRO 

et al., 2014). O aumento da expressão gênica das proteínas da família HSP-70 

gera um efeito anti-inflamatório, pois essas proteínas atuam no ponto de 

regulação do Fator de Transcrição Kappa Beta (NFκB) e como consequência 

há uma inibição da expressão de marcadores inflamatórios como o Fator de 

Necrose Tumoral Alfa (TNF-α), a Interleucina 1 Beta (IL 1β) entre outros (DE 

LA FUENTE et al., 2015; KIM et al., 2015; TAWFIK et al., 2012).  
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Tem-se verificado na literatura que o consumo de castanhas pode trazer 

importantes efeitos benéficos a saúde humana devido aos seus componentes 

nutricionais (SABATÉ; ANG, 2009; DOMÍNGUEZ-AVILA et al., 2015). As 

castanhas e nozes são ricas em ácidos graxos insaturados, aminoácidos 

sulfurados, minerais como selênio, magnésio, manganês, zinco, ferro, cobre 

além de conter concentrações satisfatórias de vitamina C e E, que em conjunto, 

podem modificar processos específicos relacionados a regulação da 

diferenciação celular, proteção do DNA e na regulação das respostas 

inflamatórias e ou ligadas ao estresse oxidativo (DOMÍNGUEZ-AVILA et al., 

2015; CASSIDY et al., 2014; ROS, 2010; SABATÉ; ROS 2010; CASAS-

AGUSTENCH et al., 2009; RAMOS, 2008; GONZÁLEZ; SALAS-SALVADÓ, 

2006). 

O vasto bioma brasileiro é pouco explorado no que tange a castanhas. 

Apenas as castanhas de caju e do Pará ou Brasil são disponíveis 

comercialmente. A castanha de sapucaia (Lecythis pisonis Cambess), é uma 

espécie pouco explorada para consumo humano, entretanto, é considerada por 

alguns consumidores a melhor castanha da Amazônia (VALLILO et al, 1999).   

Estudo prévio realizado com a castanha de sapucaia em nosso 

laboratório revelou que o seu uso na dieta poderá contribuir para efeitos 

benéficos à saúde. Os principais resultados publicados mostraram que a 

sapucaia é fonte expressiva de ácidos graxos insaturados: oleico, linoleico e 

linolencio e minerais como manganês, magnésio e zinco que, em conjunto, 

podem configurar como potenciais agentes protetores em diferentes desordens 

metabólicas (DE CARVALHO et al, 2012). Tais nutrientes podem contribuir nas 

vias inibidoras do NFkB e TNF-α minimizando agravos relacionados ao 

processo inflamatório.  

Diante do exposto, o trabalho objetivou verificar a capacidade da 

castanha de sapucaia de reduzir a produção de agentes oxidantes bem como 

modular a expressão gênica de moléculas pró e anti-inflamatórias no tecido 

hepático de ratos wistar no tecido hepático de ratos alimentados com dieta 

padrão e de cafeteria acrescidas de sapucaia.  
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2.2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.2.1. MATERIAL VEGETAL  

 

As castanhas de sapucaia utilizadas no estudo foram coletadas em cinco 

árvores de ocorrência natural no campus da Universidade Federal de Viçosa, 

localizada (20°76’S e -42°86’W) na região da Zona da Mata Mineira, porção 

sudeste do estado. De cada árvore foram coletados cinco frutos, e de cada 

fruto foram extraídas dez castanhas. O estudo que contempla as informações 

de composição química dessa castanha foi realizado por De Carvalho et al 

(2012). 

 

2.2.2. ANIMAIS E DIETAS  

 

O experimento foi conduzido de acordo com as normas vigentes 

estabelecidas pela Lei 11.794 e as Resoluções Normativas editadas pelo 

CONCEA/MCTI e o trabalho foi aprovado pela comissão de ética no uso de 

animais da Universidade Federal de Viçosa (CEUA-UFV) (protocolo 77/2014). 

(Anexo 1) 

Foram utilizados 48 ratos albinos machos da espécie Rattus novergicus, 

linhagem Wistar. Os animais recém desmamados foram provenientes do 

Biotério Central do Centro de Ciências Biológicas (CCB) da Universidade 

Federal de Viçosa. Foram pesados e randomicamente, distribuídos em quatro 

grupos experimentais de seis animais e acondicionados em gaiolas individuais, 

mantidas em ambiente controlado, com temperatura entre 22 – 25°C, ciclos 

claro-escuro de 12 horas por dia e receberam dieta e água ad libitum por todo o 

período do estudo havendo eutanásia no 14º e no 28º dia de acordo com o 

grupo que o animal foi inserido.  

Baseando-se em um consumo humano habitual de três castanhas por 

dia, foram realizados cálculos para simular este padrão de ingestão nos ratos, 

a partir de informações nutricionais da castanha de sapucaia obtidas no estudo 

de De Carvalho et al. (2012). Para tais cálculos, foi tomado como referência um 

indivíduo, do sexo masculino, 70 kg de peso corporal, recebendo 2000 kcal por 

dia. Baseando-se nas informações da composição química da sapucaia três 

castanhas equivalem a 93,08 kcal que corresponde a 4,65% das 2000 kcal 
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diárias. Portanto, o consumo de 15 g de castanha de sapucaia por dia, 

representa 4,65% do valor energético total de uma dieta.   

Quatro diferentes tipos de dietas foram oferecidas aos animais por um 

período de até 28 dias como se segue: dieta normal (AIN-93G) (REEVES et al 

1993); dieta normal acrescida de castanha de sapucaia (AIN-93G+SAP), com 

29,4 g de castanha por 1000 g de dieta (4,65% do valor calórico total da dieta), 

mantendo-se a mesma densidade calórica de AIN-93G (3,95 kcal/g) (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Composição da dieta padrão e da dieta padrão acrescida de sapucaia (g/1000g de 
dieta). 

Ingredientes Dieta AIN93G (g) Dieta AIN93G+sapucaia 

Caseína (81,50%) 200 192,2 
Amido dextrinizado 132 123 

Sacarose 100 100 
Óleo de soja 70 54 

Celulose microcristalina 50 50 

Mistura mineral 35 35 
Mistura de vitaminas 10 10 

L-Cistina 3 3 

Colina 2,5 2,5 
Castanha de sapucaia - 29,4 

Amido de milho q.s.p. 1000 q.s.p. 1000 
Densidade calórica 3,95 kcal/g 3,96 kcal/g 

 

Dieta de cafeteria (DC) e dieta de cafeteria com adição de castanha de 

sapucaia (DC+SAP), com 52,2g de castanha por 1000 g de dieta (4,65% do 

valor calórico total da dieta), mantendo-se a mesma densidade calórica de DC 

(6,92 kcal/g) (Tabela 3). As dietas foram preparadas semanalmente e mantidas 

em ambiente refrigerado a 4ºC prevenindo possível oxidação. Ao final de cada 

tempo do experimento, após jejum de 12 horas, os animais foram eutanasiados 

sob anestesia com quetamina (25 mg/Kg IM) e xilazina (2 mg/Kg IM). Neste 

momento, o tecido hepático foi coletado, pesado e em seguida congelado em 

nitrogênio líquido e armazenado em ultrafreezer (- 80°C). 
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Tabela 3: Composição da Dieta de Cafeteria e da Dieta de Cafeteria acrescida de sapucaia 
(g/1000g de dieta). 

Ingredientes Dieta Cafeteria (g) Dieta Cafeteria+sapucaia (g) 

Patê de presunto 222,22 215,7 

Batata palha 111,11 104,61 

Bacon 111,11 104,61 

Mortadela 111,11 104,61 

Biscoito doce maisena 111,11 104,61 

Achocolatado em pó 111,11 104,61 

Leite integral em pó 111,11 104,61 

Ração comercial 111,11 104,61 
Castanha de sapucaia - 52,2 
Densidade calórica 6,94 kcal/g 6,92 kcal/g 

 

 

2.2.3. EXPRESSÃO GÊNICA 

 

A extração total de mRNA foi realizada utilizando o reagente Trizol 

(Invitrogen, CA, EUA) em 100 mg de tecido de acordo com as recomendações 

do fabricante. A concentração e pureza foram avaliadas em espectrofotômetro 

Multiskan Go (Thermo Scientific, DE, EUA) sendo a integridade dos mRNA 

avaliada por eletroforese em gel de agarose. O mRNA recuperado foi tratado 

com RNase-free Dnase (Promega). Para a síntese do cDNA, foi utilizado o kit 

M-MLV Reverse transcriptase (Invitrogen, CA, EUA), seguindo o protocolo do 

fabricante. O cDNA foi utilizado para determinar a expressão dos mRNA dos 

marcadores TNF-α, NFκB, ZnSOD, HSP-72 e o gene de referência utilizado foi 

o GAPDH.  

A quantificação relativa da expressão gênica foi realizada por PCR 

quantitativo em tempo real (qPCR) utilizando o reagente Sybr Green 2X Master 

Mix (Applied Biosystems, CA, USA). O volume final de cada reação foi de 10 

μL, sendo 2 μL do cDNA; 0,8 μL da mistura dos oligonucleotídeos a 2,5 μM 

(senso e antisenso), 5,0 μL do reagente Sybr Green 2X Master Mix e 2,2 μL de 

água ultrapura para cada gene. O protocolo da reação de qPCR utilizado foi: 15 

min a 95° C, em seguida 40 ciclos de 95°C (15s), 60°C (30s) e 72°C (30s), 

seguido pela análise da curva de melting. As amostras foram analisadas em 

quatro repetições biológicas e duas repetições técnicas, quantificadas em 

corridas independentes. 
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Os controles negativos (NTC) foram feitos em duas repetições técnicas 

substituindo-se as amostras de cDNA pelo mesmo volume de água na reação.  

Foi utilizado o equipamento “AB Step One Real Time PCR System” (Applied 

Biosystems) para execução do experimento. A quantificação relativa da 

expressão gênica foi analisada utilizando o método 2−ΔΔCT (LIVAK; 

SCHMITTGEN, 2001).  

Os pares de oligonucleotídeos (senso e antisenso) utilizados para 

amplificação dos genes de interesse estão descritos na Tabela 4. Os 

oligonucleotídeos foram desenhados baseados nas sequências de genes dos 

Ratus norvergicus da linhagem Wistar presentes no GenBank utilizando o 

programa Primer 3 plus. O experimento seguiu as diretrizes do MIQE 

estabelecidas para estudos que utilizam a técnica para qPCR em tempo real 

(BUSTIN et al., 2009). 

 

Tabela 4: Sequência de oligonucleotídeos (Fw e Rv) utilizados no q-PCR 

Genes Iniciadores 1 (senso) Iniciadores 2 (antisenso) 
NFκB (p65) 5’-CTTCTGGGCCATATGTGGAGA-3’ 5’-TCGCACTTGTAACGGAAACG-3’ 

TNF- 5′-GCCGATTTGCCATTTCATACC-3′, 5′-GGACTCCGTGATGTCTAAGTAG-3′ 
HSP-72 5’-AGGCCAACAAGATCACCATC-3’ 5’-TAGGACTCGAGCGCATTCTT-3’ 
ZnSOD  5’-GAGCAGAAGGCAAGCGGTGAA-3’ 5’-CCACATTGCCCAGGTCTC-3’ 
GAPDH 5-GGTTGTCTCCTGTCACTTC-3 5-CTGTTGCTGTAGCCATATTC -3’ 

 

 

2.2.4. DETERMINAÇÃO DA PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA E DA 

ATIVIDADE ENZIMÁTICA DA SUPERÓXIDO DISMUTASE 

HEPATICOS  

 

Uma amostra de 200 mg de cada fígado foi removida e em seguida foi 

macerada e homogeneizada sob refrigeração em tampão Tris-HCl 0,01 M, pH 

7,4 na proporção de 1 mL de tampão por 100 mg de tecido, e centrifugadas a 

10.000 g por 15 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes foram utilizados para 

determinar o conteúdo total de proteínas, a atividade antioxidante enzimática 

da superóxido dismutase e o da peroxidação lipídica pelas concentrações de 

malondialdeido.  

A atividade da enzima superóxido dismutase foi dada em unidades 

relativas, sendo uma unidade de SOD definida como a quantidade de enzima 

que inibe em 50% a velocidade de oxidação do pirogalol. No meio de reação 
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foram utilizados 30 μL de homogeneizado do tecido hepático, 15μL de pirogalol 

24 mmol/L e 15 μL de catalase preparada com 2,4 mg em 2mL de água 

destilada. Completou-se para 300 μL com tampão Tris-HCl 50 mM, pH 8,2, 

contendo 1 mM de EDTA. Um padrão (100% de oxidação do pirogalol) foi feito 

contendo 15 μL de catalase, 15 μL de pirogalol 24 mmol/L e 270 μL de tampão. 

No branco continham 15 μL de catalase e 285 μL de tampão. Inicialmente foi 

feita a leitura de absorvância a 420 nm. A reação foi, então, incubada a 37ºC 

durante 5 minutos e novamente foi feita a leitura a 420 nm. As absorvâncias 

obtidas antes e depois da incubação por 5 minutos foram subtraídas a fim de 

minimizar a presença de interferentes. Os resultados foram expressos em U de 

SOD / mg de proteína (MARKLUND, 1985). Os cálculos foram realizados em 

relação ao valor da absorvância do padrão, considerando que este possuía 

zero unidade de SOD. A quantificação de proteínas foi realizada segundo 

Bradford (1976), utilizando uma curva padrão construída com albumina sérica 

bovina. 

A análise de peroxidação lipídica foi determinada pela formação de 

malondialdeído (MDA), produto secundário da oxidação dos ácidos graxos por 

meio do teste de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) (KOHN; 

LIVERSEDGE, 1944). 

A peroxidação lipídica foi mensurada por meio de uma reação contendo 

400 μL de homogenenato de fígado, 1 mL de ácido tricloroacético 20% e 400 

μL de ácido tiobarbitúrico 1,6%, sendo incubado a 95°C por 1hora, adicionados 

1,6 mL de n-butanol, e centrifugado a 3000 R.P.M / 10 min. A leitura foi 

realizada em 510, 532, e 560 nm. Para o cálculo dos valores finais utilizou-se a 

seguinte equação, proposta por Pyles (1993) para minimizar a interferência dos 

pigmentos heme e da hemoglobina na dosagem de MDA: 

 

MDA532=1,22[(A532) – (0,56) (A510) + (0,44) (A560)] 

 

A concentração de malondialdeido foi calculada utilizando-se o 

coeficiente de absortividade molar E0 = 1,56 x 105 mol L-1 cm-1 (BUEGE, AUST, 

1978), sendo os resultados expressos em nmol de MDA por miligramas de 

proteína. 
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2.2.5. ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

 

Para avaliação da distribuição das variáveis foi realizado o teste de 

Kolmogorov-Sminorv, sendo aplicado o teste não paramétrico de Kruskal-wallis 

em comparações de variâncias múltiplas e o teste de Wilcoxon para 

comparação de dois grupos independentes quando as distribuições não 

apresentaram normalidade. Para as variáveis que apresentaram distribuição 

normal foram realizadas análises de variância ANOVA e teste de Tukey (Sigma 

Plot 11.0). O nível de significância adotado foi de 95% com valor de p<0,05. Os 

resultados foram expressos como média ± desvio-padrão das observações. 

Considerando a diferença de densidade calórica entre as dietas administradas 

foi realizado apenas comparações entre os grupos AIN-93G e AIN-93G+SAP e 

entre os grupos DC e DC+SAP.  

 

2.3. RESULTADOS 

 

2.3.1. GANHO DE PESO, CONSUMO ALIMENTAR E ÍNDICE HEPATO 

SOMÁTICO 

 

A avaliação do ganho de peso dos animais demonstrou que não houve 

diferença estatisticamente significativa de ganho de peso entre os animais 

submetidos à DC e DC+SAP. O consumo diário de dieta por animal também 

não variou significativamente durante os períodos de tratamento com exceção 

do maior consumo de DC no 14º dia de tratamento e o menor consumo de AIN-

93G no 28º dia do experimento. Os valores estão descritos na Tabela 5. 
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Tabela 5: Médias do ganho de peso corporal, do consumo diário das dietas administradas nos 
animais e Índice Hepatossomático nos estágios inicial e final dos tratamentos. 

Grupos e 
Tratamento 

Ganho de peso (g) 
Consumo diário por 

animal (g) 
Índice 

Hepatossomático % 

14 dias    

AIN-93G 95,10±19,89ª 26,60±7,02a
 4,9±0,44ª 

AIN-93G+SAP 96,85±16,46ª 29,54±4,36a
 4,7±0,51ª 

DC 97,82±14,46ª 32,73±6,05ª 4,7±0,62ª 

DC+SAP 94,32±11,86ª 25,40±5,12b
 4,6±0,71ª 

28 dias    

AIN-93G 152,27±12,49ª 26,56± 6,24b
 4,8±0,63ª 

AIN-93G+SAP 160,89±8,14a 30,21± 7,23ª 4,6±0,48ª 

DC 186,67±26,88ª 32,62±9,39ª 4,6±0,52ª 

DC+SAP 187,38±11,54ª 32,21±5,06ª 4,7±0,73ª 

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (ANOVA, 
p<0,05). AIN-93G, dieta AIN-93G; AIN-93G+SAP, AIN-93G+sapucaia; DC, Dieta de Cafeteria; 
DC+SAP, Dieta de Cafeteria+sapucaia, Índice hepatossomático (peso relativo do fígado = peso do 
fígado/peso corporal x 100). 

 

 

2.3.2. PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA E ATIVIDADE ANTIXIODANTE  

 

A peroxidação lipídica (MDA) e a atividade enzimática antioxidante 

expressa em SOD (Tabela 6) foram mensuradas para avaliar o impacto da DC 

em provocar estresse oxidativo no tecido hepático dos ratos, bem como avaliar 

o efeito protetor da inserção da castanha nas dietas empregadas. Todos os 

grupos em que houve enriquecimento da dieta com a castanha de sapucaia 

apresentaram concentrações em nmol MDA/mg de PTN inferiores aos demais, 

independente da dieta utilizada e do tempo de tratamento avaliado. 

A avaliação do MDA mostrou que para AIN-93G não houve variação 

significativa das concentrações de nmol MDA/mg de PTN hepáticos. Para AIN-

93G+SAP e DC foi observado aumento significativo do MDA durante os dias 

avaliados e os animais submetidos à DC+SAP aumentou com 28 dias as 

concentrações iniciais de nmol MDA/mg de PTN. A atividade enzimática 

antioxidante expressa em unidades de SOD foi maior para todos os grupos que 

tiveram a castanha de sapucaia acrescida em suas dietas durante todo o 

tempo de tratamento avaliado.  
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Tabela 6: Médias das concentrações hepáticas de malondialdeido (MDA) (nmol MDA/mg de 
PTN) e de Superóxido-dismutase (SOD) (U SOD/mg de PTN) em 14 e 28 dias de tratamento 
para cada dieta (AIN-93G, AIN-93G+SAP, DC, DC+SAP) administrada aos animais 

Grupos 
MDA SOD 

14 dias 28 dias 14 dias 28 dias 
AIN-93G 1,10 ± 0,04aA 1,16 ± 0,02aA 8,10 ± 0,44bA 8,45 ± 0,72bA 

AIN-93G+SAP 0,62 ± 0,05bB 1,03 ± 0,03cB 11,78 ± 1,14aB 13,65 ± 0,50aB 

DC 1,39 ± 0,01aA 1,72 ± 0,05bA 6,30 ± 0,48aA 10,35 ± 0,47bA 

DC+SAP 0,65 ± 0,05bB 0,96 ± 0,02aB 14,28 ± 0,81bB 14,86 ± 0,62bB 

Médias (n=6) seguidas por letras minúsculas distintas, na mesma linha e maiúsculas na mesma 
coluna comparação apenas com dietas de mesma densidade calórica, apresentam diferença 
estatisticamente significativa segundo ANOVA (p<0,05). AIN-93G (Dieta Padrão), AIN-
93G+SAP (Dieta Padrão+sapucaia), DC (Dieta de Cafeteria), DC+SAP (Dieta de 
Cafeteria+sapucaia), PTN (Proteínas).  

 

 

2.3.3. EXPRESSÃO DOS GENES ENVOLVIDOS NA RESPOSTA ANTI-

INFLAMATÓRIA E ANTIOXIDANTE HEPÁTICA 

 

 

Para compreender a interferência provocada pela inserção da castanha 

de sapucaia nas dietas foi avaliada a expressão gênica relativa dos mRNA em 

comparação aos grupos controle dos marcadores envolvidos no processo 

inflamatório e na atividade antioxidante hepáticos por meio da técnica de RTq-

PCR em tempo real (Figura 4). A expressão gênica do TNF-α foi menor para os 

ratos que tiveram a castanha de sapucaia acrescida em suas dietas em 

comparação com os controles. Tanto para AIN-93G+SAP quanto para DC+SAP 

não houve diferença significativa na expressão gênica do TNF-α nos distintos 

tempos de tratamento.  

A expressão gênica de NFkB (p65), assim como para TNF-α, também foi 

menor para os grupos de ratos que consumiram as dietas enriquecidas com 

sapucaia comparado ao controle. ZnSOD, por sua vez, apresentou-se 

relativamente superior quanto a expressão gênica para ambos os grupos em 

comparação com os controles. Os animais submetidos à dieta AIN-93G+SAP e 

DC+SAP tiveram expressão gênica aumentadas desta enzima em todo o 

tempo do experimento. 

Também houve aumento da expressão gênica da HSP-72 hepática para 

ambos os tratamentos. Contudo, a DC+SAP mostrou valores mais relevantes.  
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Figura 4: Médias da expressão gênica relativa (amostra calibradora, y=1) para 14 e 28 dias, dos mRNA de TNF-α (A), ZnSOD (B), NFkB (p65) (C) e HSP-72 (D) 
por qPCR d o tecido hepático ratos submetidos às dietas AIN-93G+sapucaia e DC+sapucaia. Médias seguidas de letras distintas (minúsculas para AIN-93G e 
maiúsculas para DC) apresentam diferença significativa, segundo o teste de Tukey (p<0,05)

A 
B 

D C 
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2.4. DISCUSSÃO 

 

Dietas hiperlipídicas administradas em ratos podem induzir processos 

inflamatórios e estresse oxidativo (ESTADELLA et al., 2004; KRETSCHEMER 

et al., 2005; BURNEIKO et al., 2006; ECHARRI et al., 2009; BELTOWSKI et al., 

2009; BRUNETTI et al., 2009; GÓMEZ-RUIZ et al., 2009; SCOARIS et al., 

2010). Os ratos que tiveram ingestão de dieta hiperlipídica não apresentaram 

um Índice Hepato Somático IHS (peso relativo do fígado) maior que os grupos 

com dieta normal ou acrescida de sapucaia, provavelmente em virtude do curto 

período de tempo do estudo (14 e 28 dias).  

Embora a dieta com castanha de sapucaia não tenha demonstrado 

efeito no ganho de peso dos animais nem no IHS, nossos achados mostraram 

que a sapucaia foi capaz de prevenir agravos relacionados ao desequilíbrio 

redox provocado pela dieta hiperlipidica, uma vez que a sapucaia interferiu 

tanto nas concentrações de MDA quanto na atividade da enzima superóxido 

dismutase. Nos animais que consumiram DC, conforme o esperado, 

constatamos aumento dos agentes oxidantes, porém, nos animais com 

DC+SAP tal efeito foi minimizado pelo aumento significativo da atividade da 

SOD minimizando os efeitos da peroxidação lipídica no fígado dos animais 

(Tabela 6). 

No estudo realizado por De Carvalho et al (2012), foi demonstrado que 

em relação aos valores de referência estabelecidos pela FAO (2001), cada 100 

gramas de castanhas de sapucaia, suprem as necessidades diárias de 

manganês e magnésio e de 50% das necessidades nutricionais de ferro. Em 

outros estudos realizados com a sapucaia, quantidades elevadas de magnésio, 

ferro, selênio e fósforo também foram encontradas (DE SOUZA et al., 2008; 

VALLILO et al 1999), além de boa digestibilidade proteica (DENADAI et al., 

2007). Tais informações referentes aos compostos nutricionais das castanhas e 

em especial L. pisonis reforçam a hipótese de que houveram importantes 

alterações no metabolismo dos animais que consumiram castanha de 

sapucaia.  

Nos organismos, o sistema enzimático configura-se como a primeira 

linha de defesa antioxidante (BORGES; LESSA, 2015). Associado ao estímulo 

do aporte enzimático pelos seus componentes minerais a castanhas 

apresentam ainda componentes nutricionais que podem atuar como 
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antioxidantes exógenos, tais como tocoferol, ascorbato, carotenoides, e 

compostos fenólicos (STIPANUK, 2013). Esse conjunto de nutrientes podem 

exercer efeitos diversos no organimo gerando impactos positivos em condições 

adversas ao metabolismo como, por exemplo, a obesidade e patologias 

associadas.  

O fígado é um órgão de múltiplas funções e está diretamente envolvido 

quando ocorre processo oxidativo (RODRÍGUEZ-HERNÁNDEZ et al., 2013; 

STADLER et al., 2004). Alterações no equilíbrio redox hepático podem interferir 

na translocação sensíveis ao estresse oxidativo para o núcleo da célula através 

da ativação do IKK. (CASSIDY et al., 2014; SADI et al., 2008; MARITIM et al., 

2003). O estresse oxidativo provocado pela DC tende a aumentar a expressão 

gênica de TNF-α e NFkB (p65) como resposta ao processo desencadeado pelo 

desequilibrio relacionado ao aumento de ácidos graxos saturados uma vez 

estes podem ser ligantes dos receptores TLR4 que aumentam a expressão 

gênica de TNF-α.  Além disso, a familia de proteína de choque térmico HSP-70 

também é afetada por esse estresse provocado pelo desequilíbrio dietético 

(LIGHTFOOT et al., 2015; GABAI; JANGALE et al., 2013; BURG et al., 2007; 

YAGLOM et al., 2003).  

Houve uma diferença significativa da expressão gênica de HSP-72 entre 

os ratos tratados tanto com DC e DC+SAP quanto nos que receberam AIN-93G 

e AIN-93G+SAP. Os ratos que continham a castanha de sapucaia acrescida 

em suas dietas apresentaram expressão gênica de HSP-72 significativamente 

maiores do que os ratos alimentados apenas com as dietas controles (DC e 

AIN-93G), indicando que a castanha de sapucaia pode ter desempenhado um 

importante papel na modulação desse gene. A HSP-72 faz parte da família das 

proteínas HSP-70, que atuam na inibição da ativação do NFkB (p65), reduzindo 

a produção de citocinas pró inflamatórias (TANAKA et al., 2014; DOKLADNY et 

al., 2010; SHI et al. 2006; SINGLETON; WISCHMEYER, 2006). Portanto, o 

aumento da expressão gênica de HSP-72 observado nos grupos que tiveram 

castanha acrescida na dieta (DC+SAP e AIN-93G+SAP), podem ter 

influenciado na redução da ativação do NFkB (p65).  

A menor expressão gênica do NFkB (p65) interferiu possivelmente na 

expressão do TNF-α, visto que o fator de necrose tumoral alfa é um agente pró 

inflamatório cuja expressão é acionada pelo NFkB (p65) (TANAKA et al., 2014). 
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A diminuição da expressão gênica do TNF-α também foi observada para os 

animais que receberam DC+SAP em relação ao seu controle (DC).  

Acrescentam-se a todos esses fatores o aumento da expressão gênica 

de ZnSOD, uma enzima diretamente ligada ao aumento da atividade 

antioxidante, observado em todos os grupos que receberam castanha na dieta. 

Isso permite inferir que a presença da castanha na dieta teve um papel 

relevante uma vez que a expressão gênica dessa enzima foi maior em 

DC+SAP em comparação a DC.  

A correlação entre o consumo de gordura saturada e o estresse 

oxidativo não é simples uma vez que existem vários mecanismos bioquímicos 

envolvidos que podem aumentar o consumo de oxigênio e gerar outras 

moléculas oxidantes (DANDEKAR et al., 2015; HYBERTSON et al., 2011; 

SEIFERT et al., 2010; SOHAL et al., 2002). Entretanto, baseado em nossos 

resultados, foi observado aumento da capacidade antioxidante e anti-

inflamatória, devido as menores expressões gênicas de TNF-α e NFκB 

reafirmando que, antioxidantes dietéticos são particularmente importantes na 

proteção contra doenças crônicas. Em suma, a castanha de sapucaia atuou 

como um potencial alimento fonte de agentes antioxidantes e protetores à 

saúde dos animais testados. 

 

 

2.5. CONCLUSÃO 

 

A castanha de sapucaia inserida nas dietas foi capaz de estimular a 

atividade enzimática da superóxido dismutase e reduzir a peroxidação lipídica 

no tecido hepático dos ratos com dieta hiperlipídica, independemente do tempo 

de dieta empregado conforme o estudo. 

O importante resultado, foi ratificado pela modulação da expressão 

gênica diretamente envolvida neste processo metabólico da enzima ZnSOD e 

de outro gene bem específico para a reversão de condições de estresse 

metabólico HSP-72, tais genes foram significativamente aumentados nos ratos 

que receberam sapucaia nas dietas. 

Para melhorar a compressão dos resultados, verificamos que a castanha 

influenciou também a modulação gênica dos marcadores relacionados ao 

processo inflamatório TNF-α e NFκB. Uma vez que esses processos 
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bioquímicos são interligados, e devido à constituição química da castanha, 

pelos seus componentes minerais, a redução desses marcadores 

possivelmente esteve atrelada ao aumento da atividade antioxidante 

apresentada nos resultados.  

Mais estudos sobre essa castanha precisam ser realizados com o intuito 

de avaliar impactos do uso em longo prazo como alimento humano, porém, 

com os resultados até o momento, a sapucaia configura-se como um alimento 

rico em nutrientes com potenciais efeitos benéficos a saúde. 
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3.0 CAPÍTULO 3 - ARTIGO ORIGINAL 2 - Efeito neuroprotetor da Castanha 

de Sapucaia (Lecythis pisonis) em ratos submetidos à dieta de cafeteria 

 

 

Resumo: 

A Lecythis pisonis Cambess é conhecida popularmente no Brasil como 

castanha de sapucaia. Estudos de composição química revelaram que esta 

castanha é uma excelente fonte de minerais antioxidantes e de lipídios 

essenciais.  O presente estudo objetivou avaliar os efeitos antioxidantes e anti-

inflamatórios no tecido cerebral de ratos Wistar. Os animais foram distribuídos 

aleatoriamente em quatro grupos experimentais (n=6) totalizando 48 ratos. Os 

tratamentos foram conduzidos por um período de 14 e 28 dias com dietas 

padrão AIN-93G e de cafeteria acrescidas de castanha de sapucaia.  A 

Expressão gênica dos marcadores TNF-α, NFkB, ZnSOD e HSP-72 foi 

determinada pela reação em cadeia da polimerase quantitativa pós-transcrição 

reversa (qPCR). A atividade antioxidante foi verificada pela determinação das 

espécies reativas do ácido tiobarbitúrico (TBARS) e por mensuração da 

atividade da enzima superóxido dismutase. A expressão gênica dos 

marcadores inflamatórios NFkB (p65) e TNF-α foi menor para os grupos de 

ratos que consumiram as dietas enriquecidas com sapucaia com diferença 

significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). A proteína de choque térmico HSP-

72 e a enzima ZnSOD apresentaram aumento da expressão gênica com 

diferença estatística significativa (p<0,05) para ambos os grupos que 

consumiram sapucaia em suas dietas. As propriedades nutricionais da 

castanha de sapucaia exerceram importante atividade neuroprotetora por 

modular a atividade antioxidante e o processo inflamatório nos tecidos 

cerebrais dos animais avaliados.   

 

Palavras chaves: tecido cerebral, estresse oxidativo, inflamação, expressão 
gênica. 
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Neuroprotective effect of Sapucaia nuts (Lecythis pisonis) on rats fed with 

high-fat diet 

Abstract: 

 

Lecythis pisonis Cambess is commonly known as “castanha de sapucaia” in 

Brazil. Chemical composition studies revealed that this nut is an excellent 

source of anti-oxidant minerals and of essential lipids. The aim of the present 

study is to assess the anti-oxidant and anti-inflammatory effect of Lecythis 

pisonis Cambess on the brain tissue of Wistar rats. The animals were divided in 

four experimental groups (n=6), total of forty-eight rats. Treatments included the 

standard diet (AIN-93G) and high-fat food, supplemented with Sapucaia nut 

from 14 to 28 days. The gene expression markers TNF-α, NFkB, ZnSOD and 

HSP-72 were defined through reverse transcriptase polymerase chain reaction 

(rtPCR). The anti-oxidant effect was assessed through the thiobarbituric acid-

reactive substances (TBARS) and the measurement of the activity performed by 

superoxide dismutase enzymes. Accordingly, the gene expression of the 

inflammatory markers NFkB (p65) and TNF-α was lower in rats fed on diets 

supplemented with “sapucaia”, and they presented significant difference in the 

Tukey test (p<0.05). The heat-shock HSP-72 protein and the ZnSOD enzyme 

raised the gene expression and showed significant statistical difference 

(p<0.05) in both groups fed on Sapucaia nut-based diet. Thus, the nutritional 

properties of the Sapucaia nuts perform important neuroprotective activities 

because they modulated the anti-oxidant activity and the brain tissue 

inflammatory process in the assessed animals.    

 

Keywords: brain tissue, oxidative stress, inflammation, gene expression. 
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3.1. INTRODUÇÃO 

 

Dietas com teores elevados de gordura saturada podem favorecer o 

desequilíbrio redox no organismo uma vez que o metabolismo para a oxidação 

dos lipídios é considerado um forte gerador de espécies reativas de oxigênio 

(ERO) (VIAL et al., 2011). O cérebro é particularmente sucetível aos efeitos 

deletérios das ERO em virtude da sua elevada taxa metabólica e ao mesmo 

tempo da baixa capacidade de regeneração celular quando comparado com 

outros órgãos (DAVIES, 2000; REYNOLDS et al., 2007). 

As ERO possuem a característica de sinalização intracelular no sitema 

imunológico, uma vez que as células fagocitárias são ativadas sob condições 

de estresse oxidativo. O desquilibro redox exerce ação direta no Fator de 

Transcrição Kappa B (NFκB) gerando aumento dos mediadores do processo 

inflamatório (TRUSHINA; MCMURRAY, 2007).  

O acúmulo do dano causado pelo desequilíbrio redox pode gerar 

doenças crônicas não transmissíveis e disfunção mitocondrial e apoptose 

(GAO et al., 2014), entretanto, nosso organimo possui sistemas antioxidantes 

que buscam preservar a integridade celular e neutralizar esses efeitos danosos 

que funcionam em sincronia para proteger as células contra moléculas 

oxidantes (DOMÍNGUEZ-AVILA et al., 2015). 

Ainda como sistema de defesa, o organismo em condições de estresse 

metabólico, promove um aumento da atividade de proteínas da família HSP-70 

produzindo um efeito anti-inflamatório pois essas proteínas atuam no ponto de 

regulação do NFκB e como consequência inibe a expressão de marcadores 

inflamatórios como TNF-α e IL 1β (KIM et al., 2015).  

A literatura tem mostrado importantes resultados relacionados com 

ingestão de castanhas e efeitos benéficos a saúde humana devido aos seus 

componentes nutricionais (SABATÉ; ANG, 2009; DOMÍNGUEZ-AVILA et al., 

2015). As oleaginosas de uma forma geral são ricas em ácidos graxos 

insaturados, aminoácidos sulfurados, minerais como selênio, magnésio, 

manganês, zinco, ferro, cobre além de conter concentrações satisfatórias de 

vitamina C e E, que em conjunto, podem modificar processos específicos 

relacionados a regulação da diferenciação celular, proteção do DNA e na 

regulação das respostas inflamatórias e ou ligadas ao estresse oxidativo 
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(DOMÍNGUEZ-AVILA et al., 2015; CASSIDY et al., 2014; CASAS-; ROS, 2010; 

SABATÉ; ROS 2010; AGUSTENCH et al., 2009). 

O bioma brasileiro necessita de maiores investigações científicas em 

várias espécies. As castanhas brasileiras mais consumidas pela população são 

a do Brasil ou do Pará e a castanha de caju, ambas são ricas em minerais e 

lipídios essenciais. A castanha de sapucaia, embora não seja muito conhecida 

possui uma rica composição nutricional, composta principalmente, por lipídios 

essenciais e com minerais importantes como zinco, ferro, cobre, manganês, 

magnésio e selênio.  

Diante do exposto, nota-se a importância de explorar alimentos que 

possam minimizar ou prevenir patologias que englobem as interações entre o 

estresse oxidativo e mecanismos moleculares envolvidos na 

neurodegeneração. Assim, o presente trabalho avaliou a capacidade de ação 

antioxidante e anti-inflamatória da castanha de sapucaia no tecido cerebral de 

ratos.  

 

3.2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.2.1. MATERIAL VEGETAL 

 

A coleta das castanhas de sapucaia foi realizada em cinco árvores de 

ocorrência natural no campus da Universidade Federal de Viçosa, localizada 

(20°76’S e -42°86’W) na região da Zona da Mata Mineira, porção sudeste do 

estado. De cada árvore foram coletados cinco frutos, e de cada fruto foram 

extraídas dez castanhas. O estudo de composição química dessa castanha foi 

realizado por De Carvalho et al (2013). 

 

3.2.2. ANIMAIS E DIETAS 

 

O trabalho foi aprovado pela comissão de ética no uso de animais da 

Universidade Federal de Viçosa (CEUA-UFV) (protocolo 77/2014). O 

experimento foi conduzido de acordo com as normas vigentes estabelecidas 

pela Lei 11.794 e as Resoluções Normativas editadas pelo CONCEA/MCTI.  
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O ensaio bilógico foi realizado com 48 ratos albinos machos da espécie 

Rattus novergicus, linhagem Wistar. Os animais recém desmamados foram 

provenientes do Biotério Central do Centro de Ciências Biológicas (CCB) da 

Universidade Federal de Viçosa. Os animais foram distribuídos em quatro 

grupos experimentais de seis animais, mantidos em ambiente controlado, com 

temperatura entre 22 – 25°C, ciclos claro-escuro de 12 horas por dia e 

receberam ração e água ad libitum no período compreendido entre 14 e 28 dias 

de acordo com o grupo que o animal foi inserido.  

Embasado por trabalhos em que uma porção de castanha ao dia possa 

trazer efeitos benéficos ao organismo, foi estabelecido um padrão de consumo 

de três castanhas de sapucaia diárias e foram realizados cálculos para simular 

este padrão de ingestão nos ratos. Tais cálculos foram construídos a partir de 

informações nutricionais da castanha de sapucaia obtidas no trabalho 

conduzido pelo nosso grupo de pesquisa (DE CARVALHO et al., 2012).  Foi 

tomado como referência um indíviduo, do sexo masculino, 70 kg de peso 

corporal, recebendo 2000 kcal por dia. Baseando-se nas informações da 

composição química da sapucaia, três castanhas equivalem a 93,08 kcal que 

corresponde a 4,65% das 2000 kcal diárias. Portanto, o consumo de 15 g de 

castanha de sapucaia por dia, representa 4,65% do valor energético total de 

uma dieta. 

Quatro tratamentos foram conduzidos por um período de 28 dias como 

se segue: Dieta normal (AIN-93G) (REEVES et al, 1993) com densidade 

calórica de 3,95 kcal/g; Dieta normal acrescida de castanha de sapucaia (AIN-

93G+SAP), com 24 g de castanha por 1000 gramas de dieta (4,65% do valor 

calórico total da dieta), mantendo-se a mesma densidade calórica de AIN-93G 

(3,95 kcal/g). Dieta de Cafeteria (DC) constituída por patê de presunto, bacon, 

mortadela, biscoito maisena, achocolatado, batata palha, leite em pó integral, 

ração comercial nas proporções de 2:1:1:1:1:1:1:1. com densidade calórica de 

6,92 kcal/g; Dieta de Cafeteria com adição de castanha de sapucaia 

(DC+SAP), com  52,2g de castanha por 1000 gramas de dieta (4,65% do valor 

calórico total da dieta), mantendo-se a mesma densidade calórica da Dieta de 

Cafeteria (6,92 kcal/g). Os ratos tiveram acesso ad libitum às dietas e à água. 

As dietas foram preparadas semanalmente e mantidas em ambiente 

refrigerado a 4 ºC prevenindo possível oxidação. Ao final de cada tempo do 

experimento (14 e 28 dias), após jejum de 12 horas, os animais foram 
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eutanasiados sob anestesia com quetamina (25 mg/Kg IM) e xilazina (2 mg/Kg 

IM). Neste momento os tecidos cerebrais foram coletados, transportados em 

recipiente com nitrogênio líquido e armazenados em ultrafreezer (- 80°C). 

 

3.2.3. EXPRESSÃO GÊNICA 

 

Para realizar a extração total de mRNA utilizou-se o reagente Trizol 

(Invitrogen, CA, EUA) em 100 mg de tecido cerebral macerado previamente em 

nitrogênio líquido para obter uma homogeinização do mesmo, as 

recomendações do fabricante foram seguidas. A concentração e pureza foi 

avaliada por espectrofotômetro Multiskan Go (Thermo Scientific, DE, EUA) e a 

integridade dos mRNA avaliada por eletroforese em gel de agarose. O mRNA 

recuperado foi tratado com RNase-free Dnase (Promega). Para a síntese do 

cDNA, foi utilizado o kit M-MLV Reverse transcriptase (Invitrogen, CA, EUA), 

seguindo o protocolo do fabricante. O cDNA foi utilizado para a determinar a 

expressão dos mRNA dos marcadores TNF-α, NFκB (p65), ZnSOD, HSP-72, e 

o gene de referência utilizado foi o GAPDH.  

A técnica utilizada para quantificação relativa foi por PCR quantitativo 

em tempo real (qPCR) utilizando o reagente Sybr Green 2X Master Mix 

(Applied Biosystems, CA, USA). O volume final de cada reação foi de 10 μL, 

sendo 2 μL do cDNA; 0,8 μL da mistura dos oligonucleotídeos a 2,5 μM (senso 

e antisenso), 5,0 μL do reagente Sybr Green 2X Master Mix e 2,2 μL de água 

ultrapura para cada gene. O protocolo da reação de qPCR utilizado foi: 15 min 

a 95° C, em seguida 40 ciclos de 95°C (15s), 60°C (30s) e 72°C (30s), seguido 

pela análise da curva de melting. As amostras foram analisadas em quatro 

repetições biológicas e duas repetições técnicas, quantificadas em corridas 

independentes. 

Realizou-se os controles negativos (NTC) em duas repetições técnicas 

substituindo-se as amostras de cDNA pelo mesmo volume de água na reação.  

O equipamento “AB Step One Real Time PCR System” (Applied Biosystems) 

foi utilizado para execução do experimento. A quantificação relativa da 

expressão gênica foi realizada pelo método 2−ΔΔCT (LIVAK; SCHMITTGEN, 

2001).  

Os pares de oligonucleotídeos utilizados para amplificação dos genes de 

interesse foram: NFκB (p65) (Fw 5’-CTTCTGGGCCATATGTGGAGA-3’) e (Rw 5’-
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TCGCACTTGTAACGGAAACG-3’), TNF-α (Fw5′-GCCGATTTGCCATTTCATACC-3′) e (Rw 5′-

GGACTCCGTGATGTCTAAGTAG-3′), HSP-72 (Fw 5’-AGGCCAACAAGATCACCATC-3’) e (Rw 

5’-TAGGACTCGAGCGCATTCTT-3’), ZnSOD (Fw 5’-GAGCAGAAGGCAAGCGGTGAA-3’) e 

(Rw 5’-CCACATTGCCCAGGTCTC-3’), GAPDH (Fw 5’-GGTTGTCTCCTGTCACTTC-3’) e 5’ 

CTGTTGCTGTAGCCATATTC -3’). Os oligonucleotideos foram desenhados 

baseados nas sequências de genes dos Ratus norvergicus da linhagem Wistar 

presentes no GenBank utilizando o software Primer 3 plus. O experimento 

seguiu as diretrizes MIQE, estabelecidas para estudos que utilizam a técnica 

para qPCR em tempo real (BUSTIN et al., 2009). 

 

3.2.4. DETERMINAÇÃO DA PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA E DA 

ATIVIDADE ENZIMÁTICA DA SUPERÓXIDO DISMUTASE 

CEREBRAL 

 

A análise de peroxidação lipídica foi determinada pela formação de 

malondialdeído (MDA), produto secundário da oxidação dos ácidos graxos por 

meio do teste de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) (KOHN; 

LIVERSEDGE, 1944). Recolheu-se uma amostra de 200 mg de cada cérebro e 

em seguida a mesma foi macerada e homogeneizada sob refrigeração em 

tampão Tris-HCl 0,01 M, pH 7,4 na proporção de 5 mL de tampão por 500 mg 

de tecido, e centrifugadas a 10.000 g por 15 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes 

foram utilizados para determinar o conteúdo total de proteínas pelo método de 

Bradford (1976), a atividade antioxidante enzimática da superóxido dismutase 

(SOD) e o nível de peroxidação lipídica.  

A análise da atividade da enzima superóxido dismutase foi dada em 

unidades relativas, sendo uma unidade de SOD definida como a quantidade de 

enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidação do pirogalol. No meio de 

reação foram utilizados 30 μL de homogeneizado do tecido hepático, 15μL de 

pirogalol 24 mmol/L e 15 μL de catalase preparada com 2,4 mg em 2mL de 

água destilada. Completou-se para 300 μL com tampão Tris-HCl 50 mM, pH 

8,2, contendo 1 mM de EDTA. Um padrão (100% de oxidação do pirogalol) foi 

feito contendo 15 μL de catalase, 15 μL de pirogalol 24 mmol/L e 270 μL de 

tampão. No branco continham 15 μL de catalase e 285 μL de tampão. 

Inicialmente foi feita a leitura de absorvância a 420 nm. A reação foi, então, 

incubada a 37ºC durante 5 minutos e novamente foi feita a leitura a 420 nm. As 
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absorvâncias obtidas antes e depois da incubação por 5 minutos foram 

subtraídas a fim de minimizar a presença de interferentes. Os resultados foram 

expressos em U de SOD / mg de proteína (MARKLUND, 1985). Os cálculos 

foram realizados em relação ao valor da absorvância do padrão, considerando 

que este possuía zero unidade de SOD. A quantificação de proteínas foi 

realizada segundo Bradford (1976), utilizando uma curva padrão construída 

com albumina sérica bovina. 

Para mensurar a peroxidação lipídica, foi realizada uma reação contendo 

400 μL de homogenenato de tecido cerebral, 1 mL de ácido tricloroacético 20% 

e 400 μL de ácido tiobarbitúrico 1,6% foi incubado a 95°C por 60 minutos, 

sendo adicionados 1,6 mL de n-butanol, e centrifugado a 3000 R.P.M / 10 min. 

A leitura foi realizada em 510, 532, e 560 nm. Para o cálculo dos valores finais 

utilizou-se a seguinte equação, proposta por Pyles (1993) para minimizar a 

interferência dos pigmentos heme e da hemoglobina na dosagem de MDA: 

 

MDA532=1,22[(A532) – (0,56) (A510) + (0,44) (A560)] 

 

Para mensurar a concentração de malondialdeido utilizou-se o 

coeficiente de absortividade molar E0 = 1,56 x 105 mol L-1 cm-1 (BUEGE, AUST, 

1978), sendo os resultados expressos em nmol de MDA por miligramas de 

proteína. 

  

3.2.5. ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Foi realizado o teste de Kolmogorov-Sminorv e aplicado o teste não 

paramétrico de Kruskal-wallis em comparações de variâncias múltiplas e o 

teste de Wilcoxon para comparação de dois grupos independentes quando as 

distribuições não apresentaram normalidade. Para as variáveis que 

apresentaram distribuição normal foram realizadas análises de variância 

ANOVA seguida do teste de Tukey (Sigma Plot 11.0) para todos os 

tratamentos. O nível de significância adotado foi de 95% com valor de p<0,05. 

Os resultados foram expressos como média ± desvio-padrão das observações. 
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3.4. RESULTADOS 

 

3.4.1. AVALIAÇÃO DA PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA E ATIVIDADE 

ANTIOXIDANTE DA SUPERÓXIDO DISMUTASE 

 

A peroxidação lipídica (MDA) e a atividade enzimática antioxidante 

expressa em unidades de SOD foram mensuradas para avaliar o efeito protetor 

da inserção da castanha nas dietas empregadas (Tabela 7).  Todos os grupos 

em que tiveram acréscimo de castanha de sapucaia apresentaram menores 

concentrações de nmol MDA/mg de PTN independente da dieta utilizada e do 

tempo de tratamento avaliado. 

O tempo de administração da dieta (14 e 28 dias) influenciou na menor 

concentração de nmol MDA/mg de PTN cerebrais nos animais que ingeriram 

sapucaia independentemente da dieta. Os animais que estavam submetidos 

somente a dieta de cafeteria apresentaram maiores concentrações de MDA.  

A atividade enzimática antioxidante expressa em unidades de SOD foi 

maior e estatisticamente diferente para os animais em dieta de cafeteria 

acrescida de sapucaia e o tempo de administração da dieta não afetou a 

atividade da enzima que se manteve estável entre os 14 e 28 dias de 

experimento.  

 

Tabela 7: Médias das concentrações cerebrais de malondialdeido (MDA) (nmol MDA/mg de 
PTN) e de Superóxido Dismutase (SOD) (U SOD/mg de PTN) em 14 e 28 dias de tratamento 
para cada dieta (AIN-93G, AIN-93G+SAP, DC, DC+SAP) administrada aos animais 

Grupos 
MDA SOD 

14 dias 28 dias 14 dias 28 dias 

AIN-93G 0,84 ± 0,02aA 0,89 ± 0,04aA 6,07 ± 0,30aA 8,56 ± 0,33bA 

AIN-93G+SAP 0,67 ± 0,02aB 0,60 ± 0,01bB 9,56 ± 0,57aB 11,91 ± 0,37bB 

DC 1,01 ± 0,03ªA 1,21 ± 0,02bA 4,14 ± 0,51aA 7,01 ± 0,34bA 

DC+SAP 0,67 ± 0,02aB 0,70 ± 0,01bB 12,17 ± 0,29AB 11,13 ± 0,51aB 

Médias (n=6) seguidas por letras minúsculas distintas, na mesma linha e maiúsculas na mesma 
coluna comparação apenas com dietas de mesma densidade calórica, apresentam diferença 
estatisticamente significativa segundo ANOVA (p<0,05). AIN-93G (Dieta Padrão), AIN-
93G+SAP (Dieta Padrão+sapucaia), DC (Dieta de Cafeteria), DC+SAP (Dieta de 
Cafeteria+sapucaia), PTN (Proteínas).  
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3.4.2. EXPRESSÃO DOS GENES ENVOLVIDOS NA RESPOSTA ANTI-

INFLAMATÓRIA E ANTIOXIDANTE NO TECIDO CEREBRAL 

 

Para avaliar o impacto da inserção da castanha de sapucaia nas dietas 

foi avaliada a expressão gênica relativa dos mRNA em comparação aos grupos 

controle dos marcadores envolvidos no processo inflamatório e na atividade 

antioxidante cerebrais por meio da técnica de RTq-PCR em tempo real (Figura 

5). A expressão gênica do NFkB (p65) foi menor para os grupos de ratos que 

consumiram as dietas enriquecidas com sapucaia. Tendo o tempo de 

tratamento influenciado na menor expressão desse marcador no grupo com 

DC+SAP.  

A expressão gênica do TNF-α foi menor para os ratos que tiveram a 

castanha de sapucaia acrescida em suas dietas. Tanto para AIN-93G+SAP 

quanto para DC+SAP não houve diferença significativa na expressão gênica do 

TNF-α nos distintos tempos de tratamento.  

Na avaliação da expressão gênica de HSP-72, o grupo com DC+SAP 

mostrou valores mais expressivos e com diferenças nos tempos de 

administração das dietas, sendo o 28º dia com maior expressão deste gene.  

ZnSOD teve expressão gênica aumentada para ambos os grupos com 

sapucaia e o grupo com dieta normal acrescida de sapucaia teve valores 

aumentados de acordo com o tempo de dieta. Porém, no grupo com DC+SAP 

o tempo não interferiu no aumento da expressão desse gene. 
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Figura 5: Médias da expressão gênica relativa (amostra calibradora, y=1) para 14 e 28 dias dos mRNA de NFkB (p65) (A), TNF-α (B), HSP-72 (C) e ZnSOD (D) por 
qPCR do tecido cerebral de ratos submetidos às dietas AIN-93G+SAP (Dieta Padrão+sapucaia) e DC+SAP (Dieta de Cafeteria+sapucaia). Médias seguidas de 
letras distintas (minúsculas para AIN-93G e maiúsculas para DC) apresentam diferença significativa, segundo o teste de Tukey (p<0,05).

A B 

D C 
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3.5. DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, verificamos que houve um aumento do estresse 

oxidativo no cérebro sinalizado pela elevação das concentrações de 

malondialdeído (MDA) e uma redução da concentração de superóxido 

dismutase (SOD) nos tecidos cerebrais dos ratos que consumiram dieta de 

cafeteria. Estudos suportam a hipótese de que dietas ricas em açúcares e 

lipídios e o dano oxidativo ao DNA podem contribuir para o desenvolvimento de 

doenças neurodegenerativas (CASSIDY et al., 2014; ROS, 2010). 

O produto final da peroxidação lipídica possui grande toxicidade e gera 

uma ação inibidora sobre as enzimas de proteção afetando o mecanismo de 

defesa antioxidante (HYBERTSON et al., 2011; VIAL et al., 2011). Assim, 

agentes pró-oxidantes desempenham um papel significativo na patogênese da 

inflamação. Existem muitos mediadores que iniciam e amplificam a resposta 

inflamatória como as citocinas pró-inflamatórias, fator de necrose tumoral (TNF-

α) e macrófagos (HYBERTSON et al., 2011; LIN et al., 2012).  

Não existem trabalhos publicados que avaliaram a atividade antioxidante 

e anti-inflamatória utilizando a castanha de sapucaia, entretanto, trabalhos 

publicados que utilizaram nozes e outras castanhas foram realizados com 

resultados que subsidiam possíveis inferências com o nosso estudo.  

Os resultados mostraram que a atividade antioxidante da castanha de 

sapucaia in vivo promoveu efeito protetor contra o ataque dos radicais livres. 

Ao avaliarmos os efeitos da ingestão de dieta de cafeteria acrescida de 

sapucaia por um período de 14 e 28 dias, verificamos que houve interferências 

tanto na redução das concentrações de MDA quanto no aumento da atividade 

da enzima superóxido dismutase minimizando os efeitos da peroxidação 

lipídica no cérebro dos animais (Tabela 7). O tempo de administração da dieta 

mostrou que em apenas duas semanas de tratamento com sapucaia o tecido 

cerebral teve maior atividade da enzima superóxido dismutase, portanto menor 

concentração de ERO.  

Pode-se atribuir esses efeitos numa interação metabólica dos ácidos 

graxos insaturados, magnésio, manganês, selênio, cobre, ferro e zinco já 
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identificados por estudos de composição química da sapucaia e possíveis 

compostos fenólicos e tocoferol que podem estar presentes nesta castanha 

(DE CARVALHO et al., 2012; DENADAI et al., 2007; DE SOUZA et al, 2008; 

VALLILO et al., 1999). Observações realizadas com nozes também mostraram 

atividades antioxidantes e as mesmas foram correlacionadas positivamente 

com compostos bioativos presentes em nozes, incluindo minerais, tocoferol, 

fibras e fitoquímicos que podem contribuir como agentes protetores nos 

processos de inflamação e do estresse oxidativo (ALVES et al., 2012; 

BORGES et al., 2015; HUDTHAGOSOL et al., 2012; STIPANUK, 2013). 

O processo de inflamação e o estresse oxidativo podem ser controlados 

por mecanismos de defesas endógenos. A enzima superóxido dismutase é 

descrita como a primeira linha de defesa do organismo para combater as 

espécies reativas de oxigênio (ERO), já que a mesma realiza a dismutação dos 

ânions superóxidos produzidos pelas mitocôndrias em situações de estresse 

(BURNEIKO et al., 2006; REBUGLIO VELLOSA et al., 2013; RIBEIRO et al., 

2005).  

Os resultados encontrados da expressão gênica de ZnSOD mostraram 

um aumento significativo da mesma sendo observado em todos os grupos que 

receberam castanha na dieta. Isso permite inferir que a castanha foi eficaz em 

contribuir na resposta antioxidante, visto que a expressão gênica dessa enzima 

foi maior em DC+SAP em comparação a DC, assim como nos animais 

submetidos à dieta AIN-93G+SAP em comparação com o controle. O tecido 

cerebral é bem sucetível aos efeitos deletérios das ERO em virtude da sua 

elevada taxa metabólica quando comparado com outros tecidos (REYNOLDS 

et al., 2007), e a presença da castanha na dieta mostrou-se muito eficaz para 

auxiliar o aumento da expressão gênica e atividade da SOD.  

O estresse oxidativo provocado pela DC tende a aumentar a expressão 

gênica dos mediadores do processo inflamatório como TNF-α e NFkB (p65) 

assim como, afetar outros componentes moleculares envolvidos como a 

proteína de choque térmico (BURG et al., 2007; BRUNETTI et al., 2009; 

GABAI; JANGALE et al., 2013; LIGHTFOOT et al., 2015; YAGLOM et al., 

2003). Os resultados encontrados mostraram que os ratos tratados com a 
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castanha de sapucaia acrescida em suas dietas apresentaram expressão de 

HSP-72 significativamente maiores do que os ratos alimentados apenas com 

as dietas controles (DC e AIN-93G), sinalizando que a sapucaia pode ter 

desempenhado um importante papel na modulação dessa resposta gênica.  

A proteína de choque termico HSP-72 faz parte da família das proteínas 

HSP-70, capazes de atuar na inibição de vias de sinalização intracelular como 

a via do NFkB (p65) gerando como resposta uma menor produção de citocinas 

pró inflamatórias (CASTRO et al., 2014; TANAKA et al., 2014; DOKLADNY et 

al., 2010; SINGLETON; WISCHMEYER, 2006; SHI et al. 2006; YAGLOM et al., 

2003). Os resultados do presente estudo mostraram menor expressão do fator 

de transcrição NFkB (p65), podendo atribuir tal fato à maior expressão de HSP-

72.   

Como são fatores interligados, a inibição do NFkB (p65) provocada pela 

família HSP-70 no grupo de ratos tratados com DC+SAP afetou também numa 

menor expressão gênica do TNF-α. A expressão gênica do TNF-α foi menor 

em entre os animais tratados com DC+SAP e AIN-93G+SAP comparados com 

DC e. AIN-93G, respectivamente (Figura 5).  

Em suma, a expressão aumentada de HSP-72 observado nos grupos 

que tiveram castanha acrescida na dieta, interferiu na cascata de ativação do 

NFkB (p65) e esta por sua vez, contribuiu significativamente na redução da 

expressão do TNF-α, visto que o fator de necrose tumoral alfa é um agente pró 

inflamatório cuja expressão é acionada pelo NFkB (p65) (DANDEKAR et al., 

2015; DE LA FUENTE et al., 2015; TANAKA et al., 2014). 

 

 

3.6. CONCLUSÃO 

 

Os efeitos antioxidantes e anti-inflamatórias encontrados no estudo 

podem ser correlacionados com a composição nutricional descrita desta 

castanha. Podemos deduzir que as propriedades antioxidantes da sapucaia 

exerceram importante atividade na modulação do processo inflamatório e que a 
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mesma poderá ser considerada como um alimento que exerça efeito 

neuroprotetor.  

Os resultados que englobam a redução significativa da expressão gênica 

de agentes inflamatórios NFkB (p65) e TNF-α associado com o aumento 

significativo de ZNSOD e HSP-72, mostraram que um alimento pode ser efetivo 

nos processos de prevenção e proteção à saúde.  

Outra observação importante foi em relaçao aos efeitos com as semanas 

de tratamento, uma vez que apenas 14 dias de dieta enriquecida com castanha 

de sapucaia foi capaz de mostrar resultados muito expressivos tanto na ação 

antioxidante quanto na redução da inflamação.   

Mesmo diante de achados tão importantes, ressaltamos a necessidade 

de maiores investigações acerca desta castanha com vistas a conhecer melhor 

os mecanismos envolvidos nessas respostas.  
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3.8. CONCLUSÃO GERAL 

 

O presente estudo objetivou avaliar o efeito modulador da castanha de 

sapucaia na regulação do estado inflamatório e da atividade antioxidante em 

ratos alimentados com dieta de cafeteria e revelou que a sapucaia se 

configurou como um alimento com efeitos benéficos a saúde. 

A sapucaia foi capaz de estimular a atividade enzimática da superóxido 

dismutase e reduzir a peroxidação lipídica no tecido hepático e cerebral dos 

ratos nas diferentes dietas empregadas padrão e hiperlipídica com acréscimo 

da castanha obervado nos diferentes tempos avaliados (14º e 28º dias). 

Observamos importantes resultados de modulação da expressão gênica 

da enzima ZnSOD e de HSP-72 e dos marcadores relacionados ao processo 

inflamatório TNF-α e NFκB tanto no fígado quanto no cérebro dos ratos 

conforme a via proposta na figura 6, nas diferentes dietas empregadas padrão 

e hiperlipídica com acréscimo da castanha. Tal observação ocorreu tanto do 

14º quanto no 28º dia de dieta, o que reforça o efeito agudo da castanha no 

metabolismo do rato, porém não podemos extrapolar tal condição protetiva por 

longo período.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6: Interação dos compostos da sapucaia e efeitos no metabolismo de ratos wistar 
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Podemos sugerir que as propriedades nutricionais verificadas no estudo 

de composição química da castanha de sapucaia que foram adicionadas às 

dietas oferecidas aos ratos, correlacionaram positivamente com a modulação 

dos compostos antioxidantes e pró-inflamatórios que obtivemos nos resultados 

da pesquisa. 

Mais estudos sobre esta castanha precisam ser realizados com o intuito 

de avaliar impactos do uso em longo prazo como alimento humano e animal e 

discutir a viabilibidade de produção e de extravismo. Contudo, é razoável 

assumir que com os resultados encontrados até o momento, a sapucaia 

configurou-se como uma importante fonte de nutrientes que apresentam efeitos 

protetores no fígado e no cérebro de ratos wistar. 
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3.9. ANEXOS 

Anexo 1 – Certificado da Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal de Viçosa (CEUA-UFV) 
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Anexo 2 - Curva padrão utilizada para quantificar proteínas pelo método 
Bradford  
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Anexo 3 - Quantidade de proteínas nas amostras dos tecidos 

 

 

Concentrações hepáticas e cerebrais de proteínas (mg/mL) nos animais 

submetidos às dietas durante os períodos de tratamento avaliados: 

 Tecido hepático Tecido cerebral 

Grupos  
 

 2 semanas       4 semanas       2 semanas 4 semanas 
AIN93G  5,73 ± 0,23b 5,40 ± 0,25d  2,42 ± 0,20e 4,03 ± 0,23f 

AIN93G + Sap  5,32 ± 0,27b 5,30 ± 0,48d  2,47 ± 0,18e 3,92 ± 0,37f 

Dieta Cafeteria  5,50 ± 0,32b 5,47 ± 0,20d  2,63 ± 0,31e 3,75 ± 0,18f 
Dieta Caf + Sap  5,90 ± 0,45b 5,60 ± 0,32d  2,54 ± 0,15e 3,66 ± 0,45f 
 

Tanto no tecido hepático quanto no cerebral, não houve diferenças 

estatisticamente sifgnificativas quanto à concentração de proteínas em cada 

período avaliado, expresso pelas letras iguais nas colunas, segundo o teste de 

Tukey (p<0,05). 
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Anexo 4 – Gel de agarose do tecido hepático de ratos 

 

 

 

Verificação da integridade e qualidade de amostras aleatórias de mRNA hepático dos animais dos grupos 
G1 e G2, em todos os períodos de tratamento, porEletroforese emgel agarose (1%), apresentando as 
bandas 18S e 28S. 

 

Verificação da integridade e qualidade de amostras aleatórias de mRNA hepático dos animais dos grupos 
G3 e G4, em todos os períodos de tratamento, porEletroforese emgel agarose (1%), apresentando as 
bandas 18S e 28S. 
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Anexo 5 – Gel de agarose do tecido cerebral de ratos 

 

 

 

Verificação da integridade e qualidade de amostras aleatórias de mRNA cerebral dos animais dos grupos 
G1 e G2, em todos os períodos de tratamento, porEletroforese emgel agarose (1%), apresentando as 
bandas 18S e 28S. 

 

Verificação da integridade e qualidade de amostras aleatórias de mRNA cerebral dos animais dos grupos 
G3 e G4, em todos os períodos de tratamento, porEletroforese emgel agarose (1%), apresentando as 
bandas 18S e 28S. 
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Anexo 6 – Padrão das curvas de Melting do estudo 
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Anexo 7 – Artigo original 1  
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