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RESUMO

A inflamacéo e estresse oxidativo s&o mecanismos muito comuns na citotoxicidade
provocada pela cisplatina. Neste contexto, destacamos a galectina-3 (Gal-3), uma
proteina ligante de p-galactosideos que regula os processos inflamatérios e
oxidativos, mas seu papel em modelos de toxicidade ndo estd bem determinado.
Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da inibicdo farmacolégica da
Gal-3 na toxicidade cardiaca e renal induzida pela cisplatina. Para tanto, Ratos Wistar
machos foram divididos em 4 grupos (n = 6/grupo): SHAM e CIS, que receberam
respectivamente salina estéril ou cisplatina (10 mg/kg/dia) via intraperitoneal (i.p.) por
3 dias e PEC e PEC+CIS, que receberam pectina citrica modificada (inibidor da Gal-
3) via oral (100 mg/kg/dia) por 7 dias, seguida por salina estéril ou cisplatina i.p. por 3
dias (CEUA n°®5338060422). Observamos que a administracao de cisplatina produziu
perda de peso significante dos animais no 3° dia, enquanto nos outros grupos nao
ocorreram alteracdes significantes. A resposta sistémica foi associada com um
aumento significante no perfil de neutrofilos circulantes e das citocinas IL-6 e IL-10.
Além disso, no grupo PEC+CIS as citocinas IL-1B e TNF-a aumentaram
significantemente em relacdo aos grupos SHAM e PEC. O tratamento com a PEC nao
alterou os niveis da proteina Gal-3 no sangue e coracao, mas foi eficaz na reducéo
nos rins do grupo PEC em relacdo ao grupo SHAM. As analises histologicas ndo
mostraram alteracdes nos cardiomiocitos entre as diferentes condi¢cdes experimentais,
porém um dano tubular renal caracterizado pela degeneracao das células epiteliais foi
evidenciado nos rins dos grupos tratados com cisplatina. As alteracbes na
homeostase redox mostram ter um papel inicial no dano em ambos os tecidos neste
modelo experimental, evidenciadas principalmente no grupo PEC+CIS pelo aumento
da peroxidacéo lipidica em ambos os érgéaos, perda da integridade dos complexos da
cadeia fosforilativa mitocondrial e resposta da atividade da catalase no coracdo. Em
concluséo, o tecido cardiaco se mostrou mais resistente a toxicidade e ao tratamento
com a pectina citrica modificada, enquanto os rins sofreram intensos danos
morfoldgicos e deplecéo dos niveis de Gal-3. Nesse sentido, mais investigacfes sao
necessarias para determinar as funcbes da Gal-3 a curto e a longo prazo, uma vez
gue ela pode exercer tanto papéis benéficos quanto maléficos nos tecidos.

Palavras-chave: cardiotoxicidade; nefrotoxicidade; inflamacgéo; cisplatina; pectina

citrica modificada.



ABSTRACT
Cisplatin is an antineoplasic agent related to cardiac toxicity. Inflammation and

oxidative stress are very common mechanisms in the cytotoxicity caused by cisplatin.
In this context, we highlight galectin-3 (Gal-3), a B-galactoside-binding protein that
regulates inflammatory and oxidative processes, and an important biomarker of
cardiac fibrosis. Therefore, this study aimed to evaluate the effect of pharmacological
inhibition of Gal-3 with modified citrus pectin (MCP) on the heart in a model of cisplatin-
induced acute toxicity. For that, Male Wistar rats were divided into 4 groups
(n=6/group): SHAM - received sterile saline intraperitoneally (i.p) for 3 days; CIS —
received cisplatin i.p (10mg/kg/day) for 3 days; MCP — received MCP orally (100
mg/kg/day) for 7 days, followed by sterile saline i.p for 3 days; MCP+CIS - received
MCP orally for 7 days followed by cisplatin for another 3 days. After 6 hours of the last
dose of cisplatin or vehicle, blood, heart and kidneys were collected (CEUA n°
5338060422). We observe that cisplatin administration produced a marked weight loss
in the animals on the 3rd day, while in the other groups there were no significant
changes. The systemic response was associated with a significant increase in the
profile of circulating neutrophils and the cytokines IL-6 and IL-10. Furthermore, in the
MCP+CIS group, the cytokines IL-1B and TNF-a increased significantly in relation to
the SHAM and MCP groups. MCP treatment did not alter Gal-3 protein levels in the
blood and heart, but it was effective in reducing kidneys in the MCP group compared
to the SHAM group. Histological analyzes did not show changes in cardiomyocytes
between the different experimental conditions, but renal tubular damage characterized
by degeneration of epithelial cells was evidenced in the kidneys. Changes in redox
homeostasis are shown to have an initial role in the damage in both tissues of this
experimental model, evidenced mainly in the MCP+CIS group by increased lipid
peroxidation, loss of integrity of mitochondrial phosphorylative chain complexes and
catalase activity. Still, treatment with MCP did not change the levels of Gal-3 protein in
the blood and heart, but it was effective in reducing the levels in the kidneys of the
MCP group in relation to the SHAM group. In conclusion, cardiac tissue was more
resistant to toxicity and treatment with modified citrus pectin, while kidneys suffered
intense morphological damage and depletion of Gal-3 levels. In this context, further
investigations are needed to determine the acute and chronic functions of Gal-3, since
it can exert both beneficial and harmful roles in tissues. Keywords: cardiotoxicity;

nephrotoxicity; inflammation; cisplatin; modified citrus pectin.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A cisplatina € um agente quimioterapico derivado da platina, sendo utilizado como
medicamento para o tratamento de tumores e leucemia (Coradini et al., 2007; Florea
and Busselberg, 2011; Callejo et al., 2015; Ghosh, 2019; Abuzinadah and Ahmad,
2020). Intracelularmente, atua fazendo ligacbes cruzadas inter/intra-cadeias,
causando danos diretos ao DNA, RNA e nas proteinas e, consequentemente, morte
de células tumorais através de vias apoptéticas e ndo apoptoéticas (Coradini et al.,
2007; Florea and Busselberg, 2011).

Em contrapartida, o efeito antineoplasico da cisplatina pode alvejar as células
nao tumorais, podendo promover efeitos toxicos cardiacos (Tsang et al., 2009;
Ryberg, 2012; Ghosh, 2019; Samadi et al., 2021) e renais (Tsang et al., 2009; Ghosh,
2019). Estes efeitos possuem uma variedade de consequéncias, que, no coracgao,
podem ir desde arritmias assintomaticas a insuficiéncia cardiaca (Raja et al., 2013;
Schlumbrecht and Hehr, 2015; Oun and Rowan, 2017; Bin Naeem et al., 2021). Foram
relatados casos desencadeados pela utilizacao de cisplatina durante ou subsequente
ao tratamento, como arritmias, fracdo de ejecao reduzida, anginainstavel, palpitacoes,
dores no peito devido a isquemias e, menos frequentemente, infarto do miocardio
(Ryberg, 2012; Raja et al., 2013; Hu et al., 2018). No rim, por sua vez, quando a
cisplatina € administrada via intravenosa em pacientes com funcédo renal normal,
aproximadamente 25% da dose € eliminada durante as primeiras 24 horas, e até 50%
em 5 dias, podendo durar no organismo por até 28 dias em situacao de superdosagem
(Powis, 1982; Tsang et al., 2009). Nesse contexto, podem ocorrer insuficiéncia renal
aguda e crbnica. Embora os mecanismos subjacentes ndo tenham sido totalmente
elucidados, ja se sabe que a nefrotoxicidade induzida por cisplatina esté intimamente
relacionada ao aumento da peroxidacéao lipidica decorrente do aumento da producéo
de ROS (Iseri et al.,, 2007; Tsang et al., 2009; Ghosh, 2019). Ainda, os mesmos
processos agem no coragdo, estando intimamente atrelados a patogénese da
cardiotoxicidade, pois desencadeiam respostas celulares e moleculares que induzem
um remodelamento inapropriado do tecido cardiaco (Tsutsui et al., 2011; Carrasco et
al., 2021; Sabbatino et al., 2021). Esse estresse oxidativo esta diretamente envolvido
na evolucdo da insuficiéncia cardiaca e expressao de enzimas antioxidantes como um

mecanismo compensatorio (Sabbatino et al., 2021).
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Sendo assim, vale ressaltar que o estresse oxidativo € um mecanismo muito
comum na citotoxicidade da cisplatina, que o induz pela formacédo de ROS - como
radicais hidroxila e superoxido -, processo que depende da concentragdo da cisplatina
e do tempo de exposicdo (Brozovic et al., 2010). A producdo de ROS esta associada
aos processos de peroxidacao de lipidios, deplecéo de grupos sulfidrila, alteracéo de
diferentes vias de transducédo de sinal, entre outras ac¢des, que podem causar danos
ao DNA e, consequentemente, apoptose de células (Florea and Biisselberg, 2011).
Assim, estratégias terapéuticas que visam reduzir e/ou proteger as funcdes desses
orgdos vitais sdo fundamentais. Nesse contexto, destacamos a Galectina-3, uma
lectina que possui afinidade a B-galactosideos e classificada como quimérica,
contendo um dominio reconhecedor de carboidrato ligado a outro dominio N-terminal,
podendo formar oligdbmeros (Yu et al., 2020). A expressao endogena dessa proteina
foi observada em varios tipos celulares, especialmente nas relacionadas com a
resposta inflamatoria, tais como neutréfilos, mastocitos, macrofagos, linfocitos e
eosindfilos (Gil, Cooper, et al., 2006; Marback et al., 2007; Ge et al., 2010; Andrade,
Corréa, et al., 2018).

A proteina Gal-3 atua como um mediador pleiotrépico com inumeras funcdes
exercidas intra e extracelularmente (Radosavljevic et al., 2012). A expressao
enddgena dessa proteina foi observada em varios tipos celulares, especialmente nas
relacionadas com a resposta inflamatdria, tais como neutréfilos, mastocitos,
macrofagos, linfécitos e eosinodfilos (Gil et al., 2006; Marback et al., 2007; Ge et al.,
2010; Andrade et al., 2018). Dentre os varios papéis descritos para a Gal-3, destacam-
se os relacionados com a resposta inflamatéria, tumorigénese, imunidade inata e
adquirida (Gruson and Ko, 2012; Radosavljevic et al., 2012). Nos processos
inflamatorios, a Gal-3 atua na maioria das vezes como uma citocina pro-inflamataria,
ativando os mastocitos e os baséfilos (Zuberi et al., 1994), participando no processo
de migracédo dos eosindfilos (Rao et al., 2007; Ge et al., 2013), induzindo a liberacéo
de citocinas pelos mondcitos (Jeng et al., 1994), a quimiotaxia (Sano et al., 2000) e o
processo de fagocitose dos macréfagos in vitro (Sano et al., 2003). Estudos in vivo,
utilizando modelo experimental de peritonite em camundongos nocautes para Gal-3,
mostraram que apos injecdo intraperitoneal de tioglicolato a migracéo de leucdcitos
reduziu significantemente para a cavidade peritoneal em relacdo aos animais
selvagens, demonstrando o importante papel dessa proteina no recrutamento dos

leucdcitos (Colnot et al., 1998; Hsu et al., 2000). Portanto, a proteina Gal-3 pode
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interferir positivamente no recrutamento dos leucécitos da circulacdo sanguinea para
os locais de inflamacgéo.

Outro aspecto relevante da Gal-3 na resposta inflamatéria € sua participacdo na
apoptose, processo fundamental na fase de reparo tecidual. Investigacées apontam
papeis pré ou anti-apoptético dependendo da localizacéo da Gal-3, estado de ativacao
e do tipo celular estudado (Hsu et al., 2000; Wang et al., 2004; Fernandez et al., 2005).
A atividade anti-apoptoética dessa proteina ocorre no compartimento intracelular
(Wang et al., 2004), ao contrario do efeito pré-apoptotico realizado pela proteina
exogena (Fernandez et al., 2005). Essa atividade intracelular esté relacionada com a
significante similaridade na sequéncia de aminoacidos da Gal-3 com a proteina Bcl-2,
molécula envolvida na inibicdo da apoptose (Akahani et al., 1997) e na capacidade de
regular a integridade da mitocondria (Matarrese et al., 2000; Yu et al., 2002). Ja a
atividade extracelular, demonstrada em neutroéfilos humanos, esta relacionada com a
ativacdo da cascata de sinalizacdo MAPK pela proteina p38 (Fernandez et al., 2005).

Nos rins, a elevacdo da expressao de Gal-3 é observada em modelos de lesao
renal aguda (Nishiyama et al., 2000; Li et al., 2018; Prud’homme et al., 2019), estando
associada com fibrose renal, aumento de células inflamatoérias no tecido, expressao
de citocinas pro-inflamatdrias e apoptose. Essa lesdo, por sua vez, esta associada ao
aumento do risco de insuficiéncia cardiaca através de vias dependentes de Gal-3 e
aumento de citocinas inflamatoérias no plasma, fatores que culminam na infiltracéo de
células inflamatorias e ativacéo de fibroblastos, podendo ocasionar fibrose e disfuncéo
cardiaca em até 28 dias apos a leséo renal (Prud’homme et al., 2019).

No tocante ao coracao, a Gal-3 esta relacionada com a ativacédo de macroéfagos,
aumento da atividade dos fibroblastos e consequente aumento de colageno no
miocéardio (Blanda et al., 2020). Assim, esta atrelada ao reparo tecidual do coracao
por meio da fibrose cardiaca, um mecanismo causado por acumulo de matriz
extracelular em resposta ao dano tecidual, o qual desencadeia perda da contratilidade
cardiaca e, consequentemente, diversas implicacdes na funcdo do coracédo (Chen et
al.,, 2021). Logo, o papel da Gal-3 no remodelamento dos tecidos do coracao,
associado ao seu papel na regulacdo da resposta inflamatéria em diversas situacdes
de estresse, vinculou esta lectina a fibrose tecidual e, consequentemente, insuficiéncia
cardiaca (Calvier et al.,, 2015; Gehlken et al., 2018), tornando-a um potente

biomarcador destes fendmenos (Gehlken et al., 2018; Lubrano and Balzan, 2020).
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Em modelos animais de insuficiéncia cardiaca, a Gal-3 é regulada positivamente
na insuficiéncia cardiaca descompensada em comparacdo a compensada, estando
isso associado a ativacdo de fibroblastos e macréfagos (De Boer et al.,, 2010).
Ademais, animais nocautes para a Gal-3 sdo mais resistentes aos efeitos da
hipertenséo induzida por angiotensina Il quando comparados aos animais selvagens,
ndo desenvolvendo fibrose e insuficiéncia cardiaca (Calvier et al., 2015).

Posto isso, compostos capazes de inibir a expressédo de Gal-3 como a pectina
citrica modificada, um polissacarideo complexo indigerivel e rico em beta-galactose
soltvel em agua (Eliaz and Raz, 2019), tém sido utilizados como possivel ferramenta
no tratamento de doencas inflamatorias, fibrose cardiaca e injuria renal (Martinez-
Martinez, Calvier, et al., 2015; Ibarrola et al., 2019; Zhang et al., 2020). Assim, a
delineacao de biomarcadores inflamatorios e seus agentes regulatorios na toxicidade
renal e cardiaca podem levar a um melhor desenvolvimento no diagnostico e

tratamento de doencas relacionadas.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da inibicdo farmacoldgica da Gal-3 na toxicidade cardiaca e renal

induzida pela droga quimioterapica cisplatina em ratos Wistar.

2.2. Objetivos especificos
» Avaliar a resposta sistémica por meio da quantificacdo dos leucdcitos periféricos e
dosagem de citocinas;

* Avaliar histologicamente o coragdo e rim, buscando possiveis alteragbes

celulares/estruturais frente as diferentes condicdes experimentais;

» Quantificar células inflamatérias no coracao e rim;

* Avaliar a expressao da proteina Gal-3 por imuno-histoquimica e ELISA,;
* Avaliar a expressao e atividade da catalase por imuno-histoquimica;

* Dosar malondialdeido pelo método do acido tiobarbiturico (TBA).
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3. DESENVOLVIMENTO

3.1. MATERIAIS E METODOS

3.2. Animais

Rattus norvegicus (Wistar) machos, pesando entre 200 a 250g, com idade de 60 a
70 dias, provenientes do CEDEME (Centro de Desenvolvimento de Modelos
Experimentais Para Medicina e Biologia) da UNIFESP. Os animais foram mantidos no
biotério local de experimentacdo, com ciclo 12/12h claro/escuro com um sistema de
iluminacgdo das 7:00 as 19:00, temperatura ambiente controlada de 23-25°C e sem
restricdo de agua e alimento. Os animais foram manipulados cuidadosamente durante
7 dias antes do inicio dos experimentos, para a ambientacéo e reducao do estresse.
Os procedimentos experimentais foram submetidos e aprovados pela Comissao Etica
no Uso de Animais da UNIFESP (CEUA n° 5338060422).

3.3. Modelo experimental de toxicidade induzida pela cisplatina

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos experimentais (n = 6

animais/grupo), de acordo com a descri¢cdo abaixo e Figura 1:

1. CONTROLE (SHAM): recebeu apenas veiculo (salina estéril) via intraperitoneal
(i.p.), durante 3 dias;

2. CIS (cisplatina): recebeu a aplicacédo do farmaco cisplatina (10 mg/kg/dia) i.p por
3 dias (Sena et al., 2022);

3. PEC (pectina): recebeu tratamento farmacoldgico com pectina citrica modificada
(100 mg/kg/dia) via oral, por 7 dias (Li et al., 2018). Em seguida, recebeu veiculo
i.p. durante 3 dias;

4. PEC+CIS (pectina e cisplatina): recebeu tratamento farmacolégico com pectina
citrica modificada (100 mg/kg/dia) via oral durante 7 dias. Em seguida, recebeu a

aplicacao de cisplatina (10 mg/kg/dia) i.p. por 3 dias.
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(isoflurano) e posterior
decaptagéo

de cisplatina
Grupo SHAM (Salina) l
Grupo PEC Grupo CIS (Cisplatina)
GrupoPEC + CIS Grupo PEC + CIS (Cisplatina)

Figura 1. Delineamento experimental e protocolo de tratamentos
farmacologicos.

Apoés 6 horas da ultima dose de cisplatina, os animais foram submetidos a
eutanasia para coleta do sangue, coracéo e rins. A figura 2 resume 0 processamento

das amostras e respectivas analises propostas.

Quantificagéo

Camara de Newbauer e panético répido (sangue),

de células - ; A : -
imuno-histoquimica (rim e coracéo)

inflamatorias

Andlise da

expresséo de
citocinas

Multiplex (sangue)

Andlise
histolégica

Hematoxilina-eosina (rim e corag&o), Tricrémico de
Masson (coragéo) , PAS (rim)

'

Expresséo da Imuno-histoquimica (coragéo, rim) e ELISA (coragéo,
galectina-3 rim, sangue)
Expresséo da
catalase e nivel Dosagem nos homogenatos (corag&o e rim)
de MDA
Expresséo de
BXPHOS Multiplex (coragao)

Figura 2. Esquema do processamento das amostras e respectivas analises.
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3.4. Coleta e quantificacdo de leucécitos do sangue periférico

Apés coleta do sangue com anticoagulante citrato de sodio, 10 pL de cada
amostra foram diluidos na solu¢éo de Turk (0,1 g de violeta cristal diluido em 3% de
acido acético) na proporcdo de 1:20 para quantificacdo dos leucocitos em camara de
Neubauer. Outra aliquota de 10 pL foi gotejada em lamina de vidro para a técnica de
distensao sanguinea e coloracdo com Panético Rapido (Laborclin, Vargem Grande,
PR, Brasil) para contagem diferencial dos leucdcitos (neutréfilos, linfécitos e
mondacitos).

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (S.E.M.) do

numero de células x 103/mL.

3.5. Coletae processamento do coracgéo e rins para microscopia de luz

Os animais foram submetidos a eutanasia com isoflurano por via inalatoria. Os
orgaos foram divididos em 2 partes, submetidas aos seguintes passos: |) ao
congelamento imediato em nitrogénio liquido para analises moleculares; Il) a fixacédo
em paraformadeido a 4% tamponado por 48 horas.

Apbs a fixacdo, os orgaos foram desidratados em graduacgdes crescentes de
alcool etilico (70% - 1 troca, 100% - 3 trocas) e diafanizados em xilol (2 trocas),
permanecendo em cada solugdo por 1 hora. Posteriormente, as pecas
foram impregnadas pela parafina liquida em estufa (temperatura de 60°C) por,
aproximadamente, 8 horas, e em seguida incluidas. Apés isso, cortes histologicos
foram obtidos com auxilio de em micrétomo rotativo (Microm, HM 325). Os cortes com
4 um de espessura foram aderidos em laminas comuns para realizacdo dos métodos
de coloracéo.

Para avaliacdo de possivel fibrose no coracéo, cortes corados pelo método de
Masson (evidencia as fibras colagenas em azul) foram fotografados utilizando-se uma
objetiva de 40X no microscopio ZEISS, AXIOSKOP 2, do Laboratério de Histologia da
UNIFESP. A densitrometria para a cor azul foi realizada utilizando-se o software de

livre acesso Imaged (https://imagej.nih.gov/ij/).  Foram  avaliadas 10

fotomicrografias/corte/animal de regides contendo somente feixes de cardiomidcitos e

10 fotomicrografias de regifes contendo vasos da microcirculacao (arteriola e


https://imagej.nih.gov/ij/
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vénulas) de mesmo calibre, totalizando uma éarea de 0,4 mm2. Os dados foram
mostrados como média + S.E.M. de unidades arbitrarias (u.a.).

Para avaliacdo do dano tubular renal, 9 fotomicrografias foram tiradas na regiao
cortical e medular coradas com PAS, utilizando-se a objetiva de 20X (totalizando uma
area de 3 mm?). Cada fotomicrografia recebeu uma pontuacéo para o escore do dano
tubular renal agudo: 0 = sem les&o observada; 1 = < 25% do campo afetado; 2 = 26-
50% do campo afetado; 3 = 50% do campo afetado (CARLOS; SILVA; GIL; OLIANI,
2018; RACUSEN; SOLEZ; COLVIN; et al., 1999).

3.6. Imuno-histoquimica

Cortes de 4 um do coracgao e rim foram preparados em laminas silanizadas a 4%.
Apos o processo de desparafinizacado em xilol e reidratacdo em alcoois graduados, foi
efetuada a recuperacao antigénica com tampao citrato pH 6,0 em panela a vapor a
96°C, durante 20 minutos. As secc¢Oes foram lavadas com agua destilada e,
posteriormente, realizada a inativacdo de peroxidases enddgenas em solucédo de
peroxido de hidrogénio a 3% em metanol durante 30 minutos. Apds lavagem em
tampéao fosfato salina (PBS), foi realizada a incubacé&o do material com os anticorpos
policlonais de coelho anti-CD68 (marcador de macrofagos) (ABclonal, Woburn, MA,
USA), anti-catalase, anti-elastase (Abcam, Waltham, MA, USA) e anti-galectina-3
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) na diluicdo 1:200 em soroalbumina
bovina a 1% (BSA), por 16-18 horas, a 4°C, em camara umida. Em seguida, os cortes
foram lavados em PBS e incubados com o anticorpo secundario conjugados a
peroxidase (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) por 1 hora a temperatura
ambiente e revelados com 3,3’-diaminobenzidina (DAB). Apés esta reacao, as laminas
foram contracoradas com hematoxilina de Carazzi. O controle negativo da reacéao foi
obtido omitindo-se o anticorpo primario.

Para quantificacdo das células CD68-positivas, os cortes foram escaneados
utilizando-se o equipamento Aperio CS2 (Leica Biosystems, Nussloch, Alemanha) do
Laboratério Multiuso de Patologia Molecular da UNIFESP. Para a quantificacdo das
células foi utilizado o programa de livre acesso QuPath (https://qupath.github.io/). Os

dados foram expressos como média + S.E.M. do niimero de células por mm?.
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3.7. Ensaios Multiplex: Dosagem de Citocinas e Detec¢cdao dos complexos

enzimaticos da fosforilacdo oxidativa (OXPHOS) mitocondrial

Amostras de 25uL de plasma nas diferentes condigcbes experimentais foram
submetidas ao ensaio multiplex utilizando o kit RECYTMAG-65K para o painel
MILLIPLEX MAP de rato (Millipore Corporation, EUA). Foram avaliados 4 alvos: IL-1(3,
IL-6, IL-10 e TNF-a. A deteccdo das proteinas foi realizada através da tecnologia
Luminex, seguindo as instrucbes do fabricante, pelo equipamento multiusuario
Milliplex Analyzer Xponent 3 (Millipore Corporation, USA), UNIFESP, SP. Os
resultados foram expressos como média + S.E.M. das concentragdes de citocinas

(pg/mL).

Para analisar se os complexos da cadeia transportadora de elétrons I, lll e V foram
afetados pelas diferentes condi¢cdes experimentais, realizamos ensaio multiplex com
0s homogenatos do coragado utilizando o kit Rat/Mouse Oxidative Phosphorylation
(OXPHOS) Magnetic Bead Panel #RMOXSMAG-17K. Os homogenatos de coracao
foram preparados a partir de 0,1 g de amostra macerada em 1 mL de tampéao de lise
mitocondrial/celular disponivel no kit, utilizando-se o0 homogeneizador portatil
(Uniscience, Sao Paulo, Brasil). Posteriormente, as amostras foram incubadas no gelo
e centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm e o sobrenadante armazenado a - 70°C.

Para a deteccdo dos complexos enzimaticos I, Il e V, foram utilizados 25 L de
homogenatos do coracédo, e a deteccdo das proteinas realizada seguindo instrucdes
do fabricante e utlizando-se a tecnologia Luminex, por meio do equipamento
multiusuério Millipex Analyzer Xponent 3 (Merck Millipore), UNIFESP, SP. Os dados

foram demonstrados como média £ S.E.M. de intensidade de fluorescéncia (MFI).

3.8. Dosagem da Galectina-3 por ELISA

A dosagem de Gal-3 foi realizada no sangue e homogenatos de coracao e rim das
diferentes condi¢des experimentais, por meio do kit ERLGALS3 comercialmente
disponivel (Thermo Fisher Scientific, EUA), seguindo as instrucdes do fabricante. Os
homogenatos foram preparados a partir de 0,1 g de amostra macerada em 1 mL de
tampéo tris-salina, pH 7.4, utilizando-se o homogeneizador portatil (Uniscience).

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm € o
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sobrenadante armazenado a - 70°C. Todas as amostras foram avaliadas em duplicata
e os dados expressos como a média + S.E.M. da concentracdo de Gal-3 (pg/mL ou
pg/mg total de proteina).

3.9. Dosagem de malondialdeido (MDA)

A dosagem de MDA foi realizada nos homogenatos de coracdo e rim nas
diferentes condi¢des experimentais. Os homogenatos foram preparados a partir de
0,1 g de amostra macerada em 1 mL de solugédo de homogeneizagao (KCl a 1%)
utilizando-se o homogeneizador portatil Uniscience. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas por 10 minutos a 4000 rpm e o sobrenadante armazenado a -
70°C.

Para a dosagem de MDA nas amostras, foram adicionados por microtubo: 50
pL de homogenato, 750 pL de acido acético a 20%, 100 pL de dodecil sulfato de sodio
a 8%, 750 pL de acido tiobarbiturico a 0,8% e 350 pL de agua destilada. Para a curva
padrao, 3 solu¢cdes com concentracdes conhecidas de MDA foram preparadas: Tubo
1 (300 nM/mL), Tubo 2 (30 nM/mL) e Tubo 3 (3 nM/mL), das quais 50 pL foram
adicionados as solucfes descritas acima. O tubo Branco foi obtido somente pelas
solucdes de incubacao, omitindo-se solu¢cdes de homegenato e/ou da curva padréo.
Os microtubos foram incubados por 60 minutos em banho seco a 95°C e a reacdao foi
parada pela adicdo dos microtubos em gelo. As amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 4000 rpm e 200 pL foram adicionados a uma placa de 96 pocos. A leitura
da placa foi realizada no leitor de absorbancia Biotek 800 TS no comprimento de onda
de 532 nm. Os dados foram demonstrados como média + S.E.M da concentracéo de
MDA em nM/mL.

3.10. Atividade da catalase

A atividade da enzima catalase foi dosada nos homogenatos de coracéo e rim
por meio de ensaio colorimétrico do consumo de catalase tecidual pela reacdo com
perdxido de hidrogénio. Os homogenatos foram preparados com 0,1 g de amostra em
1 mL de tampéao fosfato, pH 7.4, homogeneizados no equipamento Beadblaster24

(Benchmark Scientific, Inc.) durante 30 segundos. Posteriormente, as amostras foram
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centrifugadas por 10 minutos a 5.000 rpm e o sobrenadante armazenado a - 70°C.
Para a andlise, foram pipetados em placa de quartzo 5 uL de amostra e 100 pL de
solucdo 20mM de H2O2 por pogo. Foram cronometrados 3 minutos de reacao e, por
fim, feita a leitura de ponto Unico no comprimento de onda de 374 nm no
espectrofotbmetro SpectraMax® (Molecular Devices, LLC), disponibilizado no
laboratério de Fisiologia da Nutricdo, UNIFESP. A curva padrdo de peroxido de
hidrogénio seguiu as absorbéancias de 20 U, 10U, 5 U, 2.5 U, 1.25 U, 0.65 U e 0.3125
U e, entdo, a concentracdo de peréxido restante no poco foi calculada através da
regresséo linear gerada (Concentragdo x Absorbancia), isolando-se o x da equacao.
Finalmente, a catalase consumida foi calculada através da divisdo do peréxido
catalisado (20U-x) pelo tempo de reacédo (3 minutos), sendo que o valor final foi
corrigido pela quantidade de proteina da amostra. Todas as amostras foram avaliadas
em duplicata e os dados expressos como a meédia + S.E.M. da quantidade de catalase

consumida por tempo de reacéo (U/min/mg de proteina).

3.11. Analises estatisticas

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad versdo 9.00. O teste
de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para determinar a normalidade dos dados. Para
amostras com uma distribuicdo normal, foi aplicado a analise de variancia (ANOVA),
seguido pos-teste de Bonferroni para comparacdes mdultiplas ou teste t para
comparacao entre dois grupos. O teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pos-teste de
Dunn ou teste Mann-Whitney foi utilizado para amostras com distribuicdo ndo normal.

Em todos os casos, valor de p < 0,05 foi considerado significante.

3.12. RESULTADOS

3.13. A administracdo da PEC néo previne aresposta inflamatéria sistémica
induzida pela cisplatina

Inicialmente verificamos se as diferentes condi¢cdes experimentais poderiam
alterar o peso dos animais. Desta forma, os ratos foram pesados nos dias 1, 7 e 10.
Como esperado, os animais dos grupos SHAM e PEC mantiveram seu peso corporal

ao longo do experimento (Figura 3). Os animais dos grupos CIS e PEC+CIS tenderam
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ao ganho da massa corporal no 7° dia em relagdo ao inicio do experimento (1° dia),
apresentando uma perda marcante apds 3 dias de administracdo da cisplatina em
relacdo ao 7° dia (Figura 3).
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Figura 3. Peso corporal dos animais ao longo do experimento. Os animais foram
pesados nos dias 1, 7 e 10 e os dados representam as médias = S.E.M do peso
corporal em gramas (n = 6 animais/grupo). *P < 0,05; ***P<0,001 (10° dia vs. 7° dia)
(ANOVA, pos-teste de Bonferroni).

A andlise de leucécitos mostrou um aumento significante no percentual de
neutrofilos circulantes nos grupos que receberam cisplatina (CIS e PEC+CIS) em
relacéo aos grupos SHAM e PEC (Figura 4A). Além disso, 0s grupos que receberam
cisplatina apresentaram menor percentual de linfécitos e mondcitos em relacdo aos
outros grupos (Figuras 4B, C), com reducéo significante detectada apenas no grupo
CIS em relagcédo ao PEC (Figura 4B). Nao foi detectada alteragcdo no numero total de
leucdcitos entre os diferentes grupos experimentais (dados ndo mostrados).

A andlise das citocinas mostrou aumento significativo dos niveis plasmaticos
de IL-6 e IL-10 nos grupos CIS e PEC+CIS em relacdo ao grupo PEC, enquanto as
citocinas IL-1B e TNF-a aumentaram significantemente no grupo PEC+CIS em relacéo
aos grupos SHAM e PEC (Figuras 4D-G).
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Figura 4. Analise quantitativa de leucécitos e citocinas do sangue periférico. A:
Neutroéfilos. B: Linfécitos. C: Mondcitos. Os dados representam as meédias = S.E.M
do numero de células x 103 /mL (n = 5-6 animais/grupo). *P < 0,05, **P < 0,01 (ANOVA,
pos-teste de Bonferroni). D: IL-1B. E: IL-6. F: IL-10. G: TNF-a. Os dados representam
as medias = S.E.M da concentracao das citocinas em pg/mL. *P < 0,05 (ANOVA, pés-
teste de Bonferroni em D; Kruskal-Wallis, pés-teste de Dunn em E-G).
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3.14. O tratamento com a PEC néo altera a expressao endogena de Gal-3 no

sangue e coracao, mas sim nos rins

Considerando alguns estudos que utilizaram a mesma concentracdo de PEC
do nosso e evidenciaram a reducéo da expressao da proteina e RNAm da Gal-3 em
diferentes tecidos/6rgdos (tecido adiposo, aorta, coracdo e rins) em modelos
experimentais de obesidade (Martinez-Martinez, Lépez-Andres, et al., 2015; Martinez-
Martinez et al., 2016) e de hipertensdo arterial (Martinez-Martinez, Calvier, et al.,
2015; Ibarrola et al., 2017; Martinez-Martinez et al., 2018), nosso proximo passo foi
dosar esta proteina pelo método de ELISA no sangue, coragao e rins.

Nossas analises mostraram que o tratamento com a PEC néo alterou os niveis
de Gal-3 no sangue e coracdo entre os grupos experimentais (Figuras 5A, B). No
entanto, os rins de animais dos grupos que receberam PEC mostraram reducao
significante de Gal-3 em relac&o ao grupo SHAM (Figura 5C).

As andlises imuno-histoquimicas evidenciaram a expressao de Gal-3 nos
cardiomidcitos em todas as condi¢cdes experimentais (Figuras 5D-G). Nos grupos CIS
e PEC+CIS, a expressdo de Gal-3 nos cardiomidcitos apresentou pontos de maior
imunorreatividade em relacdo a outras areas do citoplasma, enquanto nos grupos

SHAM e PEC, essa expressdo apresentou distribuicdo homogénea ao longo das
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células (Figuras 5D-G). No rim, a localizagdo de Gal-3 foi especialmente observada
nas células epiteliais dos tubulos contorcidos proximais e distais (Figuras 5I-L). Ainda,
nos grupos PEC e PEC+CIS, a expressédo de Gal-3 apresentou imunorreatividade
menos intensa em comparagcdo ao grupo SHAM, corroborando os resultados da
técnica de ELISA. Os cortes utilizados como controle da reagdo, com omissao do
anticorpo primario, ndo apresentaram imunorreatividade no coragéo e rim (Figuras 5H,
M).
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Figura 5. Expressdo de Gal-3 no modelo agudo de toxicidade induzida pela
cisplatina. A-C: Niveis proteicos da Gal-3 detectados por ELISA no sangue, coracéo
e rins. *P < 0,05 (ANOVA, pés-teste de Bonferroni). D-G: Expressao de Gal-3 nos
cardiomidcitos. Células dos grupos CIS e PEC+CIS apresentam pontos de maior
imunorreatividade de Gal-3 (setas) em relacéo a outras regides citoplasmaticas. I-L:
Intensa imunorreatividade de Gal-3 detectada nas células epiteliais tubulares renais
dos grupos SHAM e CIS em relacéo aos grupos PEC e PEC+CIS. Tabulo contorcido
proximal (p). Tubulo contorcido distal (d). H, M: Controles negativos da reacao.
Contracoloragédo: Hematoxilina de Carazzi.
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3.15. O modelo agudo de toxicidade induzida pela cisplatina ndo provoca
alteracdes histolégicas no coragédo

Para a analise histoldgica do coragdo, foram realizadas as colora¢cdes hematoxilina
e eosina e tricromio de Masson, a fim de obter informacdes a respeito da morfologia
do 6rgéo.

SHAM+PEC

Figura 6. Analise histolégica do miocardio. Nao detectamos alterac6es morfoldgicas
evidentes entre os grupos SHAM [A, E], CIS [B, F], PEC [C, G] e PEC+CIS [D, H]. A-D:
Cardiomidcitos alongados e cilindricos, com estriagdes transversais e ndcleos centrais
(setas). E-H: Seccbes transversais de cardiomiécitos evidenciando seus nucleos de
posicao central (setas). Coloracdo: Hematoxilina Eosina. Barras: 20 pum.

A coloracao por HE néo evidenciou alteracdes morfolégicas nos cardiomiécitos
nas diferentes condicbes experimentais. Em todas as condicbes as células
apresentaram citoplasma com intensa acidofilia, estriacdes evidenciadas no corte

longitudinal e nucleos de posicéo central (Figura 6).

A coloracao por tricromio de Masson permitiu diferenciar o tecido conjuntivo,
cujas fibras colagenas se destacam em azul, dos tecidos musculares cardiaco e liso -
cujas células se coram em vermelho. Assim, avaliamos diferentes regiées contendo
cardiomiécitos e vasos da microcirculacdo do coracdo (arteriolas e vénulas) para
investigar um possivel processo de fibrose cardiaca neste modelo experimental. As
analises morfologicas ndo evidenciaram alteracdes nas regides de tecido conjuntivo
nas areas da microcirculacédo e entre os cardiomiécitos (Figuras 7A-H), observacdes
corroboradas pela densitometria (Figuras 7M,N).



27

Também avaliamos a presenca de macrofagos no coracao por meio da analise
imuno-histoquimica de CD68. As células CD68-positivas foram observadas em todas
as condicOes experimentais, especialmente localizadas no tecido conjuntivo
propriamente dito do epicardio e miocardio (Figuras 71-L). A quantificacdo destas
células ndo demonstrou diferenca significativa nas diferentes condi¢cdes experimentais
(Figura70), indicando que a administragao de cisplatina ndo causou maior influxo de
macréfagos no tecido. Além disso, como nado foi detectada presenca de infiltrado
inflamatdério no coragdo nos grupos que receberam cisplatina, optamos por cancelar a
investigacdo da expressao da elastase (marcador de neutréfilos), prevista no plano
inicial do projeto.
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Figura 7. Anédlise histolégicado coragéo e deteccdo das células CD68-positivas.
A-D: Arteriolas no miocardio ndo demonstram alteragfes na tunica adventicia (tecido
conjuntivo evidenciado em azul) entre os grupos. E-H: Cardiomiécitos em corte
transversal envoltos por tecido conjuntivo destacado em azul. Sem altera¢des na
deposicao de fibras colagenas entre os grupos. Coloragdo: Tricromio de Masson. I-L:
Células CD68-positivas (setas) foram detectadas no tecido conjuntivo associado ao
tecido muscular estriado cardiaco em todos 0s Qrupos experimentais.
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Contracoloracdo: Hematoxilina de Carazzi. M, N: Densitometria da cor azul nas
regides da microcirculagéo e dos cardiomidcitos. O: Quantificacdo das células CD68-
positivas. Os dados representam as médias + S.E.M da cor azul (fibras colagenas) em
unidades arbitrarias (u.a.) (M, N) e da quantidade de células CD68-positivas por mm?2
de tecido (O) (n = 5-6 animais/grupo).

3.16. O tratamento associado de pectina e cisplatina aumenta os niveis de

MDA e catalase no coracdo ap6s administracdo da cisplatina, bem
como altera a fosforilagdo mitocondrial oxidativa neste 6rgéo

Uma vez que ndo foram detectadas alteracdes morfolégicas no coracéo,
investigamos se neste modelo agudo de toxicidade induzida pela cisplatina e
tratamento com PEC ocorrem alteragbes moleculares nos cardiomiocitos. Nesse
sentido, o estresse oxidativo € um mecanismo muito comum na citotoxicidade induzida
pela cisplatina, que induz a formacéo de ROS e peroxidacao de lipidios, culminando
com o dano celular e morte (Florea and Busselberg, 2011). Assim, avaliamos em
nosso estudo os niveis da enzima antioxidante catalase e sua atividade, os niveis de
MDA e dos complexos enzimaticos mitocondriais envolvidos com o processo de
fosforilacdo oxidativa nos homogenatos de coracgao.

A expressdo da catalase foi detectada no citoplasma dos cardiomiécitos em
todos os grupos experimentais. No grupo PEC+CIS, os niveis de -catalase
demonstraram intensa imunorreatividade (Figura 8D) em relacdo aos demais grupos
(Figuras 8A-C). Além disto, a atividade desta enzima nos homogenatos do coracao foi
significantemente maior no grupo PEC+CIS em relacdo aos grupos CIS e PEC (Figura
8E), corroborando os achados imuno-histoquimicos (Figura 8E).

A dosagem do MDA, também realizada nos homogenatos de coracdo, mostrou
um aumento significante de seus niveis no grupo PEC+CIS em relacdo ao grupo
SHAM, enquanto ndo houve diferenca nos grupos tratados somente com pectina ou
cisplatina (Figura 8F).

O estudo da expressao dos complexos I, Ill e V nos homogenatos do coracao
nas diferentes condicBes experimentais mostraram que, em nosso modelo, ocorre
uma desregulacdo das enzimas dos complexos | e Ill. A primeira mostrou uma
diminuicdo acentuada nos grupos CIS e PEC em comparagéo com o SHAM, enquanto

a Ultima aumentou no grupo PEC+CIS em comparacdo com o PEC (Figuras 8G-l).
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Figura 8. A cisplatina e pectina provocam alteracGes oxidativas no tecido
cardiaco. A-D: Intensa imunomarcacao de catalase nos cardiomidcitos detectada no
grupo PEC+CIS em relacdo aos demais grupos. Contracoloragédo: Hematoxilina de
Carazzi. E: Dosagem da atividade da catalase em U/min/mg de proteina nos
homogenatos do coracéo (n =5/grupo). F: Andlise da concentracdo de malondialdeido
(MDA) em nM/mL (n = 5-6/grupo). G-I: Expressao por intensidade de fluorescéncia
(MFI) dos complexos I, 1ll e V da cadeia de fosforilagdo oxidativa mitocondrial nos
homogenatos do coracgao (n = 5-6/grupo). Os dados representam as médias = S.E.M.
nas diferentes andlises (E-I). *P< 0,05; **P< 0,01 (ANOVA, poés-teste de Bonferroni).

3.17. O modelo agudo de toxicidade induzida pela cisplatina causa danos

morfolégicos no labirinto cortical dos rins

A andlise morfolégica dos rins mostrou preservacdo da regido cortical nos
diferentes grupos experimentais (Figuras 9A-D). No entanto, 0s grupos que receberam
cisplatina mostraram alteracées morfolégicas na regiao cortical mais profunda, tais
como perda da borda em escova na superficie apical das células epiteliais dos tubulos
contorcidos proximais, e degeneracdo celular nos tabulos contorcidos evidenciada
pela presenca de corpos apoptoticos (Figuras 9E-H). Estas alteracdes foram
confirmadas pela avaliacdo do escore de dano tubular agudo renal. Os grupos CIS e
PEC+CIS apresentaram aumento significante do escore em relacdo aos grupos
SHAM e PEC (Figura 9l).

A presenca de infiltrado inflamatério nos rins foi avaliada por meio da reacao de
imuno-histoquimica para a elastase, marcador de neutréfilo (Ho et al., 2014). A
presenca de neutroéfilos foi observada especialmente nos corpusculos renais (Figuras
9l-L), mas a analise quantitativa ndo demonstrou alteracdes significantes entre os

diferentes grupos experimentais (Figura 9N).
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Figura 9. Efeito do tratamento com cisplatina e pectina citrica modificada na
morfologia renal. A-D: Regido cortical evidenciando a presenca de corpusculos
renais e tubulos contorcidos com morfologia tipica, sem anormalidades nos diferentes
grupos experimentais. Coloracao: HE. E-H: Regido cortical mais profunda dos grupos
SHAM e PEC mostram integridade das células epiteliais tubulares renais com
preservacdo da borda em escova (setas pretas). Perda da integridade celular e da
borda em escova (setas vermelhas), bem como corpos apoptéticos (cabecas de seta;
insets das figs F, H) sdo observadas nos grupos CIS e PEC+CIS. Coloracao: PAS. I-
L: Deteccao de neutrdfilos (setas; células positivas para elastase) nos corpusculos
renais. Detalhe das fotos no canto superior direito, evidencia a morfologia tipica dos
neutréfilos com nucleos multilobulados. Contracoloracdo: Hematoxilina de Carazzi.
Barras: 50 um (A-H), 20 um (I-L; insets das figs. F e H), e 5 ym (insets das figs. I-L).
M: Escore de dano tubular renal agudo. N: Quantificacéo de células elastase-positivas
(neutrdfilos). Os dados representam as médias + S.E.M. nas diferentes (n = 4-6
animais/grupos). ***p < 0,0001 (Kruskal-Wallis, pos-teste de Dunn).



31

3.18. O tratamento associado de pectina e cisplatina aumenta os niveis de
MDA nos rins, sem resposta compensatdria da enzima antioxidante

catalase

O tratamento com a cisplatina associado a pectina citrica modificada se mostrou
suficiente para aumentar a dosagem de malondialdeido nos homogenatos de rim,
evidenciando um aumento significante da peroxidacéo lipidica no grupo PEC+CIS em
relacdo ao grupo SHAM (Figura 10A), assim como no corag¢ao. Por outro lado, a
atividade da enzima antioxidante catalase ndo mostrou diferencas entre os grupos

experimentais (Figura 10B).
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Figura 10. Dosagem de malondialdeido e da enzima antioxidante catalase nos
homogenatos de rim. A: Analise da concentracdo de malondialdeido (MDA) em
nM/mL. B: Dosagem da atividade da catalase em U/min/mg de proteina. Os dados
representam as médias + S.E.M das diferentes analises (n = 5/grupo). *P < 0,05
(Kruskal-Wallis, pos-teste de Dunn).

3.19. DISCUSSAO

Considerando que o papel da inibicdo da Gal-3 ndo estd completamente
estabelecido, este estudo € importante para enriquecer 0s ja existentes a respeito da
inibicAdo dessa proteina na toxicidade cardiaca e renal. Apesar de necessaria em
condi¢cBes saudaveis, a Gal-3 é considerada um padrdao molecular associado ao dano
(DAMP) expresso em diversos tecidos e, ainda, em diversos compartimentos celulares
ou meio extracelular, fatores que a atribuem diversas funcdes patoldgicas envolvidas
com a resposta inflamatdria, incluindo sindromes cardiorrenais (Boutin et al., 2022).
Nesse sentido, estratégias terapéuticas que visem a inibicdo das agdes deletérias da

Gal-3, tais como o uso da PEC, sédo promissoras e tém sido mostradas na literatura
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em diferentes modelos experimentais de obesidade (Martinez-Martinez, Lépez-
Andres, et al., 2015; Martinez-Martinez et al., 2016), hipertensdo (Martinez-Martinez,
Calvier, et al., 2015; Ibarrola et al., 2017; Martinez-Martinez et al., 2018), fibrose
cardiorrenal e hepética (Kolatsi-Joannou et al., 2011; Calvier et al., 2015; Abu-Elsaad
and Elkashef, 2016), em especial na toxicidade induzida pela cisplatina (Li et al., 2018)

Inicialmente, avaliamos em nosso estudo a resposta inflamatdria sistémica
induzida pela cisplatina e o efeito do tratamento com a PEC. O modelo de toxicidade
aguda induzida pela cisplatina causou aumento do recrutamento de neutrofilos
circulantes nos grupos CIS e PEC+CIS em detrimento da populacao de linfécitos e
mondcitos, fator que condiz com o papel dessa droga no aumento da resposta
inflamatoria (Abuzinadah and Ahmad, 2020; Ramkumar et al., 2021). Uma vez que o
processo de recrutamento e inflamacéo se da através da ativacdo de componentes
da resposta inflamatéria, como as citocinas (Liu et al., 2020; Ikeda et al., 2021),
dosamos no plasma dos animais um painel de citocinas para complementar os
achados na resposta sistémica. A analise demonstrou um aumento em ambos o0s
grupos tratados com cisplatina das citocinas IL-6 e IL-10, e quando associada com a
PEC houve aumento também da IL-1B e TNF-q, indicando uma exacerbacido da
resposta inflamatdéria sistémica no grupo PEC+CIS.

O tratamento com a PEC, por sua vez, nao foi suficiente para reduzir os niveis
de Gal-3 no coracdo e sangue, embora outros estudos utilizando modelos
experimentais de remodelacdo cardiovascular pela obesidade (Martinez-Martinez,
Lopez-Andres, et al., 2015) e de hipertenséo arterial (Martinez-Martinez, Calvier, et
al., 2015) tenham mostrado reducao de Gal-3 apds tratamento com PEC. Nos dois
estudos, os modelos foram desenvolvidos por 6 semanas com igual tempo de
tratamento com PEC. Ja em nosso modelo, utilizamos um protocolo de tratamento
prévio de 7 dias, seguindo o modelo de nefrotoxicidade induzida por cisplatina em
camundongos (Li et al., 2018). No estudo de Li e colaboradores, foi mostrado que o
tratamento com PEC reduziu os niveis enddégenos de Gal-3 nos rins apos 7 e 14 dias
da injecédo de cisplatina (20 mg/kg). Esses dados corroboram nossos achados para 0s
niveis enddégenos de Gal-3 nos rins, que evidenciam reducao significante nos grupos
tratados com a PEC em relacdo aos animais SHAM apos os 7 dias de tratamento
prévio. A alteracdo dos niveis de Gal-3 detectada nos rins e ndo no coracéo pela PEC
pode ser explicada pelo fato dos rins possuirem naturalmente maior expressao de

Gal-3 em relagédo ao coragdo (Suthahar et al., 2018), sendo mais sensiveis a acao
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inibitéria da PEC. Por outro lado, para reduzir a expressdo de Gal-3 no cora¢do, um
maior tempo de tratamento com PEC seria necessario, como demonstrado por outros
estudos (Martinez-Martinez, Calvier, et al., 2015; Martinez-Martinez, Lopez-Andres,
et al., 2015).

A andlise da expressao de células CD68-positivas mostrou que nao houve
migracao exacerbada de macrofagos para o tecido muscular cardiaco nos grupos
tratados com cisplatina, uma vez que nédo houve alteracdo do perfil de expressao
dessas células em relacdo ao grupo SHAM. Além disso, ndo foram observadas
alterac6es morfoldgicas no coracao nas coloracdes de HE e Masson. Desse modo, 0s
resultados ndo contemplam o observado por outros estudos na literatura (Khadrawy
etal., 2021), o que pode ser atribuido ao modelo de tratamento agudo com a cisplatina
- 3 dias, que nao foi o suficiente para a infiltracdo de células inflamatorias e aumento
dos niveis de Gal-3 no coragéo.

Por outro lado, houve resposta de estresse oxidativo ao tratamento com
cisplatina, representada pelo aumento dos niveis de MDA (PEC+CIS vs. SHAM). Além
disso, a atividade da enzima antioxidante catalase aumentou no grupo PEC+CIS,
indicando uma ativacdo da resposta antioxidante celular frente ao estresse oxidativo
gerado pela cisplatina, mecanismo mostrado em estudos prévios (Meilhac et al.,
2000). Sendo assim, vale destacar as mitocondrias: o coracdo utiliza
preferencialmente a energia provida por essa organela (Zhou and Tian, 2018) que
esta envolvida com o estresse oxidativo nesse 0rgao, uma vez que a producéao de
ROS de origem mitocondrial é feita principalmente na cadeia de transporte de elétrons
(Wong et al., 2017; Zhou and Toan, 2020). Nesse sentido, foi avaliado por ensaio
multiplex a expressao das enzimas criticas da fosforilacdo oxidativa mitocondrial, que
apresentou desregulacdo observada pela diminuicdo do complexo | (CIS e PEC vs.
SHAM) e aumento do Il (PEC+ CIS vs. PEC). Especialmente no coracdo, um Orgao
com intensa atividade mitocondrial, os complexos | e Il estdo envolvidos na producéo
do anion superoxido (Bereiter-Hahn et al., 2008; Szewczyk et al., 2015; Ait-Aissa et
al., 2019), um oxidante potente que deve ser neutralizado (Zhou and Toan, 2020). A
partir desses achados moleculares, pode-se supor que o inicio do dano cardiaco
provocado pela inflamacdo induzida pela cisplatina advém do desequilibrio dos
complexos da cadeia oxidativa e estresse oxidativo, mecanismo que é associado a

insuficiéncia cardiaca quando as ROS ultrapassam a capacidade de neutralizacdo dos
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antioxidantes (D'oria et al., 2020), afetando a homeostase redox e causando dano
tecidual (Le Gal et al., 2021)

Diferentemente do coracao, mesmo nao havendo influxo de células inflamatérias
para o tecido, 0os rins se mostraram mais sensiveis ao tratamento com cisplatina,
havendo perda da integridade celular e descaracterizacéo da morfologia renal, fatores
também observados em estudos prévios de nosso grupo (Lucchi et al., 2022). Por
outro lado, houve aumento da peroxidacao lipidica em ambos os 6érgaos (coragéo e
rins), mostrando que, nesse modelo experimental, o desequilibrio da homeostase
redox esté vinculado ao dano agudo causado pela cisplatina associado ao tratamento
com PEC.

Como se sabe, a Gal-3 é uma proteina pleiotrépica, podendo exercer funcdes
antagonicas a depender de sua localizacdo (Haudek et al., 2010), e sua inibicdo pode
ser prejudicial ao aumentar a producdo de ROS pela mitocéndria no inicio da morte
celular (Matarrese et al., 2000), estando isso associado com seu efeito anti-apoptoético
ao se translocar a mitocondria e evitar alteracées no potencial de membrana dessa
organela (Al-Salam et al.,, 2021). Uma vez que o antagonismo da PEC nao é
especifico, esta funcédo também pode ser impedida (Eliaz and Raz, 2019), causando
dano celular (Al-Salam et al., 2021). Ainda, a enzima antioxidante catalase n&o foi
responsiva nos rins, orgdo com sérios danos morfolégicos. Apesar do tratamento
exdgeno com catalase evitar a injuria renal em modelos agudos de nefrotoxicidade, a
expressdo dessa enzima para compensar o dano oxidativo tecidual parece nao ser
tdo responsiva nos rins quanto no coracao (Ferro et al., 2010; Al-Salam and Hashmi,
2018; Tan et al., 2020; Sabbatino et al., 2021).

Vale ressaltar que uma leséo renal cronica, que se inicia ha maior parte das vezes
em uma lesdo aguda, pode acarretar uma sindrome renocardiaca, na qual o aumento
da expressado de Gal-3 se mostra um protagonista dos efeitos deletérios nos rins e
coracao (Ronco et al., 2010; Prud’homme et al., 2019). Assim, é importante continuar
a investigacao da inibicdo dessa proteina em ambos os 6rgaos no modelo agudo, bem
como sua importancia para a homeostase, visando entender seus complexos papéis
e bloguear ou diminuir a resposta inflamatéria exacerbada da Gal-3 como uma
prevencdo da progressdo dos efeitos deletérios cronicos celulares e moleculares
(Prud’homme et al., 2019).
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3.20. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que os rins e 0 coragéo se
comportam de forma diferente quando submetidos a toxicidade aguda induzida pela
cisplatina. O tratamento com a cisplatina causou resposta inflamatéria sistémica e
afetou a homeostase redox no coracdo, porém ndo afetou a morfologia, perfil
inflamatdrio ou expresséo de Gal-3 nesse 6rgdo. Os rins, por outro lado, se mostraram
morfologicamente mais sensiveis ao tratamento agudo, fator que nao parece ser
exclusivamente dependente de Gal-3, uma vez que o nivel dessa proteina ndo
aumentou no grupo tratado com a cisplatina. Ainda, a PEC foi suficiente para a
deplecéo dos niveis de Gal-3 nos rins, mas ndao no coragdo, demonstrando ser
importante para a recuperacéao tecidual apos os danos agudos. Nesse sentido, mais
investigacOes sdo necessarias para determinar as fungdes dessa proteina a curto e a
longo prazo, uma vez que ela pode exercer tanto papéis benéficos quanto maléficos

nos tecidos.
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