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RESUMO

A dependéncia de cocaina compromete a qualidade de vida e a capacidade de trabalho dos
usuérios, além de elevar os custos publicos com tratamento. Perifericamente, a cocaina
bloqueia a recaptagdo de noradrenalina pelo transportador NET, aumentando sua
disponibilidade na fenda sinaptica e exacerbando seus efeitos sobre o coragdo. Além da
ativacdo dos receptores adrenérgicos, a cocaina ativa NF-kB, induzindo a expressao de
citocinas proé-inflamatérias, como IL-1f3 e IL-18, e a produc¢do de espécies reativas de oxigénio
(EROs). Esses eventos culminam na ativacdo do inflamassoma NLRP3, plataforma
intracelular que culmina na ativacdo da caspase-1 e esta envolvida na fisiopatologia de
doencas cardiovasculares. Contudo, a participacdo do inflamassoma NLRP3 nos danos
cardiacos causados por cocaina ainda nao foi demonstrada. Para isso, camundongos
C57BL/6 receberam cocaina (15 mg/kg/dia; i.p) por 5 ou 15 dias para estudo morfométrico
cardiaco e acompanhamento da presséo arterial sistélica (PAS) ndo invasiva. Foi observado
que a cocaina induziu aumento de peso cardiaco, espessamento da parede septal e
hipertrofia de cardiomidcitos em ambos os tempos. A PAS aumentou apés 15 dias de cocaina.
Assim, o estudo focou na caracterizacdo das alteracdes cardiacas ap6s 5 dias de cocaina.
Neste tempo, apesar da cocaina ndo induzir fibrose e causar alteragbes sutis ao
eletrocardiograma, observou-se elevada contratilidade basal de coracdes isolados, com
menor capacidade de resposta ao estresse farmacolégico por agonista B-adrenérgico.
Observou-se, também, reducédo das barreiras antioxidantes, evidenciada pela reducao da
atividade de SOD e catalase, somada ao aumento de EROs, medido por sonda florescente
(DHE) e ativacdo do inflamassoma NLRP3, determinada pela sonda fluorescente para
caspase-1 ativa (FAM-FLICA). Assim, para determinar o papel do inflamassoma NLRP3,
animais que receberam cocaina foram tratados com as drogas MCC950 (20 mg/kg/dia; i.p) e
glibenclamida (20 mg/kg/dia; p.o). Além de prevenir a hipertrofia cardiaca, celular e o
remodelamento septal, a inibicdo do inflamassoma NLRP3 preveniu as alteracbes de
contratilidade, tanto ex vivo, como em cardiomidcitos isolados. Além disso, a inibicdo do
inflamassoma preveniu a reducao do transiente de calcio, 0 aumento da expressao génica de
IL-1B, e 0 aumento da concentracdo de EROs e da atividade de caspase-1 induzidos por
cocaina. Parte desses dados foi confirmada em animais nocautes (KO) para NLRP3 e
caspase-1 que receberam cocaina, nos quais se notou prevencdo da hipertrofia cardiaca e
da reducao da capacidade antioxidante. Por fim, para confirmar o envolvimento de receptores
adrenérgicos nos efeitos cardiacos da cocaina, um grupo foi tratado com carvedilol (20
mg/kg/dia; i.p), um antagonista misto dos receptores adrenérgicos. Observou-se que 0

carvedilol, além de mimetizar os efeitos dos inibidores do inflamassoma NLRP3, prevenindo



a hipertrofia cardiaca e celular, a hipercontratilidade basal e a menor resposta a estimulo
adrenérgico ex vivo, inibiu a ativacao do inflamassoma NLRP3 induzida por cocaina. Conclui-
se que o inflamassoma NLRP3 participa do dano cardiaco causado por cocaina, e que
inibidores desse inflamassoma previnem tais prejuizos. A ativacdo do inflamassoma NLRP3
pela cocaina é mediada pela estimulacdo dos receptores adrenérgicos, visto que o
antagonista misto desses receptores inibiu sua atividade e preveniu os danos cardiacos

induzidos pela droga.

Palavras-chave: cocaina; coracdo; inflamassoma NLRP3; MCC950; glibenclamida;
carvedilol.



ABSTRACT

Cocaine dependence negatively affects the quality of life and working capacity of users and is
associated with increased public costs for treating dependents. Peripherally, cocaine blocks
the reuptake of noradrenaline through the norepinephrine transporter (NET), increasing its
availability in the synaptic cleft and exacerbating its effects on the heart. In addition to
increased activation of adrenergic receptors, cocaine activates NF-kB and the expression of
pro-inflammatory cytokines, such as IL-13 and IL-18, as well as the production of reactive
oxygen species (ROS). These are key events in the activation of the NLRP3 inflammasome,
an intracellular platform that culminates in caspase-1 activation and is involved in the
pathophysiology of several cardiovascular diseases. Despite this evidence, there has not yet
been a demonstration of the involvement of the NLRP3 inflammasome in cocaine-induced
cardiac damage. For this purpose, C57BL/6 mice were given cocaine (15 mg/kg/day; i.p) for
either 5 days or 15 days to assess cardiac morphometry and non-invasive systolic blood
pressure (SBP) monitoring. Cocaine was observed to induce an increase in heart weight,
septal wall thickening, and cardiomyocyte hypertrophy at both time points. SBP increased only
after 15 days of cocaine exposure. Thus, the study focused on characterizing cardiac changes
after 5 days of cocaine exposure. At this time point, although cocaine did not induce fibrosis
and caused only subtle changes in the electrocardiogram, elevated basal contractility was
observed in isolated hearts, with a reduced response to pharmacological stress by B-
adrenergic agonists. Additionally, there was a reduction in antioxidant barriers, evidenced by
a decrease in SOD and catalase activities, combined with an increase in ROS, measured by
fluorescent probe (DHE), and activation of the NLRP3 inflammasome, determined by a
fluorescent probe for active caspase-1 (FAM-FLICA). Thus, to determine the role of the NLRP3
inflammasome, animals treated with cocaine were given the drugs MCC950 (20 mg/kg/day;
i.p) and glibenclamide (20 mg/kg/day; p.o). In addition to preventing cardiac, cellular
hypertrophy, and septal remodeling, NLRP3 inflammasome inhibition prevented contractility
changes, both ex vivo and in isolated cardiomyocytes. Furthermore, inflammasome inhibition
prevented the reduction in calcium transients, the increase in IL-13 gene expression, and the
increase in ROS concentration and caspase-1 activity induced by cocaine. Some of these
findings were confirmed in NLRP3 and caspase-1 knockout (KO) mice treated with cocaine, in
which prevention of cardiac hypertrophy and reduction in antioxidant capacity was observed.
Finally, to confirm the involvement of adrenergic receptors in cocaine's cardiac effects, a group
was treated with carvedilol (20 mg/kg/day; i.p), an a- and B dual receptor blocker . It was
observed that carvedilol, in addition to mimicking the effects of NLRP3 inflammasome

inhibitors by preventing cardiac and cellular hypertrophy, basal hypercontractility, and reduced



ex vivo adrenergic response, inhibited NLRP3 inflammasome activation induced by cocaine.
In conclusion, NLRP3 inflammasome plays a role in cocaine-induced cardiac damage, and
treatments with NLRP3 inflammasome inhibitors prevent this injury. NLRP3 inflammasome
activation by cocaine is mediated by adrenergic receptor stimulation, as combined a- and -
receptor blockage inhibited NLRP3 inflammasome activity and prevented cocaine-induced

cardiac damage.

Keywords: cocaine; heart; NLRP3 inflammasome; MCC950; glibenclamide; carvedilol.
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1. INTRODUCAO

1.1. Uma breve histéria da cocaina

O uso de cocaina tem uma longa histéria que remonta as civilizagdes antigas
da América do Sul. As folhas de coca (Erythroxylum coca) eram mastigadas pelos
incas para obter energia e combater a fome e a fadiga, especialmente pelas classes
sociais mais elevadas e em praticas ritualisticas (BIONDICH; JOSLIN, 2016). Essas
praticas foram documentadas por exploradores espanhdlis durante o século
XVI (STOLBERG, 2011). No final do século XIX, a analise quimica das folhas de coca
levou a identificacdo de diferentes alcaloides (NOVAK; SALEMINK et al., 1984), sendo
os dois mais importantes a cocaina e a cinamoilcocaina (RIVIER, 1981). A cocaina
foi, entdo, isolada quimicamente e utilizada em varias preparacdes médicas e
recreativas, inclusive em bebidas agucaradas, como a Coca-Cola.

No final do século XIX e inicio do século XX, a cocaina ganhou popularidade
na medicina devido as suas propriedades estimulantes e anestésicas (GRZYBOWSKI,
2007). Foi amplamente utilizada por médicos e psiquiatras, incluindo Sigmund Freud,
que a prescrevia para tratar depressao e outros transtornos psiquiatricos. A cocaina
também foi usada como anestésico local em cirurgias odontolégicas e
oftalmoldgicas (CALATAYUD; GONZALEZ, 2003). Com o tempo, os efeitos adversos
da cocaina, como a dependéncia e os problemas cardiovasculares, tornaram-se
evidentes. Isso levou a implementacdo de regulamentacfes rigorosas no inicio do
século XX. A Lei de Narcéticos de Harrison, promulgada nos Estados Unidos em 1914,
foi uma das primeiras tentativas de controlar a distribuicio e o uso de
cocaina (MUSTO, 1991).

A cocaina atua blogqueando a recaptacao de catecolaminas (como dopamina e
noradrenalina) e serotonina nos sistemas nervoso periférico e central, resultando em
acumulo dessas substancias nas fendas sinapticas (FERNANDEZ-CASTILLO;
CABANA-DOMINGUEZ et al.,, 2022). Este mecanismo proporciona os efeitos
euforicos e estimulantes da droga, mas também € responsavel pelos seus efeitos
adversos, como a potencial toxicidade cardiaca e cerebral. Embora a cocaina tenha
sido utilizada inicialmente como anestésico local devido as suas propriedades

vasoconstritoras e anestésicas, a descoberta de seu potencial de abuso e seus efeitos
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adversos levou a cocaina ao grau de problema de saude publica e a substituicdo por

anestésicos mais seguros, como a procaina e a lidocaina.

1.2. A cocaina como problema de saude publica

A dependéncia de cocaina compromete a qualidade de vida e a capacidade
laboral dos usuarios. Além disso, a cocaina pode gerar, por exemplo, aumento de
violéncia doméstica, aumento dos custos governamentais para o tratamento da
dependéncia quimica, caracterizando-se, desse modo, como um importante problema
de saude publica (DE BARROS; DIEHL et al., 2022).

A cocaina afeta ndo apenas os usuarios, mas também suas familias e
comunidades. De acordo com ABDALLA; MADRUGA et al. (2014), o consumo de
cocaina no Brasil revela um expressivo viés de género, sendo 0 USO
predominantemente associado ao sexo masculino. Os dados indicam que os homens
apresentam consumo de cocaina de uma a trés vezes maior em comparagcdo as
mulheres. Além disso, observa-se que a maioria dos usuarios possui mais de nove
anos de escolaridade e, em muitos casos, encontra-se empregado no inicio da
dependéncia (ABDALLA; MADRUGA et al.,, 2014). Contudo, a medida que a
dependéncia progride, ela, invariavelmente, conduz ao desemprego, acarretando
severas repercussdes econémicas para o usuario e sua rede de apoio, evidenciando
o impacto social devastador do uso crénico de cocaina (ABDALLA; MADRUGA et al.,
2014).

O uso cronico de cocaina também esta associado a uma série de problemas
de saude fisica e mental, incluindo acidentes vasculares cerebrais (RENDON; MALTA
et al., 2023), transtornos psiquiatricos (OLIVA; MANGIAPANE et al., 2021) e doencas
cardiovasculares periféricas (KIM; PARK, 2019). Esses problemas de salde exigem
intervencdes médicas complexas e prolongadas, aumentando a pressao sobre 0s
sistemas de saude publica. Os custos econbmicos do uso de cocaina sé&o
substanciais (CARTWRIGHT, 2000). Incluem-se gastos com atendimento médico de
emergéncia, tratamentos de reabilitacéo, intervencdes policiais, processos judiciais e
encarceramento de individuos envolvidos no trafico de drogas. Esses custos
representam uma carga significativa para 0s or¢camentos governamentais, que
poderiam ser destinados a outras areas de necessidade publica, como educacgéo e
infraestrutura (IRIZAR; PUDDEPHATT et al., 2021).
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A questdo da cocaina também tem uma dimenséo de saude mental que nao
pode ser ignorada (OLIVA; MANGIAPANE et al.,, 2021). O uso de cocaina esta
associado a altas taxas de comorbidades psiquiétricas, incluindo depresséo,
ansiedade, transtorno bipolar e esquizofrenia (SERRANO-SERRANO; MARQUEZ-
ARRICO et al.,, 2021). O tratamento dessas condicbes requer uma abordagem
integrada, que inclui intervencdes farmacologicas, terapia comportamental e apoio
social. No entanto, a disponibilidade e 0 acesso a esses servi¢os sao frequentemente
inadequados, especialmente em comunidades de baixa renda e marginalizadas,
exacerbando as desigualdades em saude.

Por fim, 0 acometimento do paciente usuario de cocaina, em especial que une
morbidades cardiovasculares e de transtorno psiquiatrico, representa um enorme
onus econbmico para os sistemas de saulde, devido aos custos elevados com
tratamentos de emergéncia, hospitalizagbes prolongadas e reabilitacdo. A
compreensdao dos mecanismos envolvidos no acometimento psiquiatrico e
cardiovascular faz-se, portanto, crucial para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas eficazes para tratar as complicacdes decorrentes do uso de cocaina e
para orientar politicas de saude publica visando a reducdo dos danos associados ao
abuso dessa substancia. A prevencdo e o tratamento da dependéncia de cocaina
exigem uma abordagem multifacetada, que inclua politicas publicas eficazes,
programas de educacao e prevencao, e acesso a servicos de saude e reabilitacdo de
alta qualidade (GUIDA; MAIA et al., 2024). E crucial desenvolver estratégias de
reducdo de danos e suporte comunitario para minimizar os impactos negativos do uso
de cocaina (GUIDA; MAIA et al., 2024; RENDON; MALTA et al., 2023). A colaboracéo
entre governos, organizacdes ndo-governamentais e a sociedade civil € essencial
para abordar de maneira abrangente e sustentavel os desafios impostos pela cocaina

como problema de saude publica.

1.3. Uma abordagem mais aprofundada sobre a farmacologia da cocaina

No nivel molecular, a cocaina se liga aos transportadores de aminas
biogénicas (Figural) (ROQUE BRAVO; FARIA et al., 2022), bloqueando a
recaptacéo desses neurotransmissores pelo neurdnio pré-sinaptico, aumentando os
niveis de dopamina, serotonina e noradrenalina na fenda sinaptica (FERNANDEZ-
CASTILLO; CABANA-DOMINGUEZ et al., 2022; HALL; SORA et al., 2004). Além
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disso, existe evidéncia de que a cocaina também possa agir diretamente sobre
receptores pos-sinapticos e até mesmo atuar diretamente em receptores
intracelulares periféricos (HENNING; CUEVAS, 2006; TOZZI; DE IURE et al., 2012).
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Figura 1: Efeito da cocaina na recaptacdo de neurotransmissores nas sinapses. Fonte:
Adaptado de "Cocaine: An Updated Overview on Chemistry, Detection, Biokinetics, and
Pharmacotoxicological Aspects including Abuse Pattern" (ROQUE BRAVO; FARIA et al.,
2022).

A ligacao da cocaina aos transportadores de dopamina (DAT), de noradrenalina
(NET) e de serotonina (SERT) ocorre em sitios de alta afinidade, diminuindo a fungéo
desses transportadores, que é captar os neurotransmissores da fenda sinptica de
volta para o neurénio pré-sinaptico (ROQUE BRAVO; FARIA et al., 2022). A elevacao
dos niveis de dopamina é particularmente significativa no sistema mesolimbico, onde
a dopamina desempenha um papel crucial na mediagéo dos efeitos de recompensa e
prazer por uso da cocaina (OSTLUND; LEBLANC et al., 2014). A ativacao excessiva
dos receptores de dopamina D1 e D2 contribui para os efeitos euféricos, mas também
esta associada ao potencial de abuso e dependéncia da droga (OSTLUND; LEBLANC
et al., 2014). Aléem desses efeitos, 0 bloqueio do SERT eleva os niveis de serotonina
que, por sua vez, esta associada a alteracbes no humor e analgesia, podendo
contribuir para efeitos ansioliticos e analgésicos temporarios (MATEO; BUDYGIN et
al., 2004). Por fim, o aumento da noradrenalina resultante do bloqueio do NET
contribui para o efeito euforizante no sistema nervoso central, mas também leva a
ativacdo do sistema nervoso simpatico (XU; GAINETDINOV et al.,, 2000),
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manifestando-se em efeitos como aumento da frequéncia cardiaca (FC) e da pressao
arterial sistémica.

Para o sistema cardiovascular, a relacado da cocaina com o NET parece ser de
suma relevancia e influéncia. Ao se ligar ao NET, a cocaina impede a recaptacdo de
noradrenalina para o neurdnio pré-sinaptico, resultando em um aumento da
disponibilidade deste neurotransmissor na fenda sinaptica (XU; GAINETDINQV et al.,
2000). Esse bloqueio prolonga a a¢do da noradrenalina nos receptores adrenérgicos
pés-sinapticos. Esta interacdo provoca uma série de respostas fisioldgicas tipicas da
ativacao simpatica (BRODY; SLOVIS et al., 1990), levando a hiperativacéo do sistema
nervoso simpatico e a um impacto periférico profundo, onde a noradrenalina atua
como principal neurotransmissor (KIM; PARK, 2019; MARAJ; FIGUEREDO et al.,
2010; SCHWARTZ; REZKALLA et al., 2010; ZHU; WANG et al., 2018). Além disso, a
cocaina também pode ativar o eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (ZULOAGA,
JACOBSKIND et al., 2015), induzindo a liberacdo de adrenalina pela medula das
glandulas suprarrenais. Esse aumento na circulagdo de adrenalina provoca uma
estimulacdo adicional dos receptores adrenérgicos, f e a, contribuindo para o
aumento da FC e da contratilidade (LIAUDET, 2014).

Um dos principais efeitos dessa hiperativacdo simpdatica é a vasoconstricdo. A
noradrenalina se liga aos receptores adrenérgicos a-1 localizados nos vasos
sanguineos, resultando na constricdo das arteriolas (SHORTER; LINDSAY et al.,
2013). Isso aumenta a resisténcia vascular periférica e eleva a pressdo arterial
sistémica (ZHU; WANG et al., 2018), um fendmeno frequentemente observado em
usuarios de cocaina . A hipertensao resultante representa um risco significativo para
eventos cardiovasculares adversos, como infarto agudo do miocéardio (IAM) e acidente
vascular cerebral (REZKALLA; KLONER, 2007).

Além disso, a estimulacdo dos receptores (-1 adrenérgicos no coracdo
aumenta a FC e a for¢a de contragdo miocérdica, efeitos conhecidos como taquicardia
e inotropismo positivo, respectivamente (KIM; PARK, 2019). Esses efeitos aumentam
o débito cardiaco, mas também podem precipitar arritmias cardiacas e outros eventos
cardiovasculares adversos. Estudos demonstram correlagéo direta entre o uso de
cocaina e a ocorréncia de IAM, mesmo em individuos jovens e sem doencas
cardiovasculares preexistentes (QURESHI; SURI et al., 2001). Nos pulmdes, a

ativacdo dos receptores (-2 adrenérgicos causa relaxamento do musculo liso
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brénquico, levando a broncodilatacdo. Embora este efeito possa ser benéfico em
situacdes de emergéncia, o uso crénico de cocaina pode ter implicacdes adversas
para a saude pulmonar (WINHUSEN; THEOBALD et al., 2020).

O aumento sustentado da atividade adrenérgica devido ao uso de cocaina tem
varias implicacbes clinicas e toxicolégicas (BRODY; SLOVIS et al.,, 1990). A
combinacédo de hipertenséo, taquicardia e aumento da contratilidade cardiaca eleva o
risco de IAM, disseccdo adrtica e acidente vascular cerebral em usuarios de
cocaina (MCCORD; JNEID et al., 2008). Além disso, o desequilibrio prolongado na
atividade do sistema nervoso simpatico pode levar a disfun¢des autonémicas (LUCYK,
2022), incluindo crises hipertensivas e arritmias fatais (KIM; PARK, 2019).

A cocaina exerce, também, uma influéncia significativa sobre os canais ibnicos
no coracgao, afetando de maneira critica a conducao elétrica e a funcéo cardiaca (DU;
PARK et al., 2021; MCCOY; JAYANTHI et al., 2021; TELLA; GOLDBERG, 1998). Ao
bloguear os canais para sédio (Na*), a cocaina retarda a despolarizacéo das células
cardiacas, prolongando o potencial de acdo e aumentando o intervalo QT ao
eletrocardiograma (ECG), o que eleva o risco de arritmias graves, como a fibrilagéo
ventricular (PRZYWARA; DAMBACH, 1989; SCHWARTZ; REZKALLA et al., 2010).
Além disso, a cocaina também bloqueia canais para potassio (K*), especialmente os
canais retificadores tardios (IKr) no coragcdo, que sdo essenciais para a repolarizacao
celular. A inibicdo desses canais resulta em repolarizacao prolongada, aumentando a
heterogeneidade elétrica e o risco de arritmias (MCCOY; JAYANTHI et al., 2021). A
cocaina também blogueia parcialmente os canais de calcio (Ca2*) tipo L, modulando
negativamente o influxo de célcio e vias que dependam deste canal, como a do
receptor B-1 adrenérgico, contribuindo diretamente para a ocorréncia de espasmos
coronarianos, isquemia e, em casos extremos, morte subita cardiaca (HALE; ALKER
et al., 1991; SCHWARTZ; REZKALLA et al., 2010). Essa acao direta sobre os canais
de sédio, potassio e calcio explica grande parte dos efeitos cardiotoxicos agudos e
cronicos observados em usuarios de cocaina.

Assim, a interacdo da cocaina com os transportadores de aminas biogénicas,
bem como com o0s receptores pés-sindpticos e canais idnicos, explica tanto seus
efeitos terapéuticos iniciais quanto 0s riscos associados ao seu uso sustentado sobre

0 sistema nervoso central e periférico, bem como as repercussdes sobre érgéos e
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sistemas. Por sua vez, os efeitos da cocaina sobre o coracéo serdo discutidos nessa

tese, bem como sua relacdo com o sistema inflamatario.

1.4. A cocaina e o sistema cardiovascular

Uma das principais consequéncias da cocaina para a saude humana esta
relacionada aos seus Iimpactos sobre o sistema cardiovascular. Doencas
cardiovasculares ainda sdo a principal causa de morte no Brasil e no mundo
(NOWBAR; GITTO et al., 2019). Um estudo publicado na revista LANCET, realizado
em 21 paises, mostrou que uma a cada trés mortes no mundo ocorre devido a
doencas cardiovasculares (DAGENAIS; LEONG et al., 2020). Mais especificamente,
a doenca arterial coronariana e o0 acidente vascular encefélico sdo a primeira e a
segunda, respectivamente, doencgas que mais causam mortes no mundo (Figura 2)
(WHO, 2018). N&ao obstante, doenca arterial coronariana pode ser uma das
consequéncias do uso agudo e crénico da cocaina (MARAJ; FIGUEREDO et al., 2010;
SCHWARTZ; REZKALLA et al., 2010; TALARICO; CROSTA et al., 2017).
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Top 10 principais causas globais de morte, 2016
Mortes (milhoes)
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Figura 2: Principais causas de morte no mundo em 2016. Fonte: Adaptado de “Global Health
Estimates 2016: Deaths by Cause, Age, Sex, by Country and by Region, 2000-2016” (WHO,
2018).

No longo prazo, a cocaina aumenta a probabilidade de IAM, espasmos
coronarianos, alteracdes no ECG e elevacdo de marcadores sorolégicos de dano
cardiaco, como a CK-MB, mesmo em pacientes sem registro de IAM (REZKALLA,
KLONER, 2007; SCHWARTZ; REZKALLA et al., 2010). Também, promove um
significativo remodelamento elétrico cardiaco. Este remodelamento envolve
mudancas na conducéo elétrica, resultando em uma maior predisposi¢do a arritmias
cardiacas potencialmente fatais, como fibrilagdo ventricular e taquicardia ventricular.
A cocaina interfere com o0s canais iGnicos, especialmente os canais para sodio e
potassio, prolongando o intervalo QT e exacerbando a heterogeneidade da
repolarizacdo ventricular (PRZYWARA; DAMBACH, 1989). Essas alteragbes podem
levar a disturbios elétricos que comprometem a sincronizacao da contracao cardiaca,
aumentando o risco de morte subita. Além disso, a exposi¢cao cronica a cocaina pode
levar a fibrose miocardica (KIM; PARK, 2019; VERMA; ORME MERVE et al., 2021), o
que contribui ainda mais para as irregularidades na conducéo elétrica, reforcando o
perigo de arritmias em usuarios crénicos da droga. Portanto, o uso prolongado de

cocaina € particularmente prejudicial ao sistema cardiovascular pelas profundas
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alteracbes elétricas que impBe ao coracdo. Outro ponto preocupante esta
correlacionado com os efeitos morfoldgicos e funcionais.

Dentro dos padrbes de remodelamento morfolégico cardiaco, dois tipos de
remodelamento hipertréfico ventricular esquerdo (RHVE) patolégico se destacam: o
RHVE excéntrico e o concéntrico (SEFEROVIC; PAULUS, 2015), como descrito na
Figura 3. O RHVE excéntrico caracteriza-se pelo aumento da massa ventricular
esquerda, acompanhada por diminuicdo da espessura média relativa da parede
ventricular esquerda (GANAU; DEVEREUX et al., 1992). Por outro lado, o RHVE
concéntrico caracteriza-se pelo aumento da massa ventricular esquerda,
acompanhada por aumento da espessura média relativa da parede ventricular
esquerda (GANAU; DEVEREUX et al., 1992). Em termos microscoépicos, os fendtipos
concéntrico e excéntrico se diferenciam quanto ao padrdo de hipertrofia de
cardiomidcitos. Enquanto a hipertrofia concéntrica € tipicamente caracterizada pelo
aumento do diametro dos cardiomidcitos, com adicdo sobreposta de sarcémeros, a
hipertrofia excéntrica caracteriza-se pelo alongamento celular, com a adicdo de
sarcomeros em série (KEHAT; DAVIS et al., 2011; KEHAT; MOLKENTIN, 2010).

Remodelamento
hipertréfico
concéntrico

Hipertrofia
ventricular

Ventriculo
esquerdo normal

Remodelamento
hipertroéfico
excéntrico

indice de massa ventricular esquerda

0O00

Espessura relativa da parede ventricular esquerda

Figura 3: Padrdes de remodelamento cardiaco de acordo com a espessura relativa da parede
ventricular esquerda e o indice de massa ventricular esquerda.
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Os efeitos hemodinamicos induzidos pela cocaina, como a vasoconstricao
coronariana e 0 aumento da pressao arterial, geram uma sobrecarga significativa ao
coracdo, conduzindo a disfuncdo e remodelamento cardiacos. Esse processo,
especialmente prevalente em usuarios cronicos de cocaina, resulta
predominantemente em RHVE concéntrico (MACEIRA; RIPOLL et al., 2014). O RHVE
excéntrico, embora menos comum, pode ocorrer em situacdes de cardiomiopatia
dilatada associada ao uso de cocaina (MACEIRA; RIPOLL et al., 2014), onde ha
dilatagcdo ventricular concomitante com hipertrofia. Um estudo com americanos
demonstrou clara relagéo entre RHVE excéntrico com disfuncéo sistolica, enquanto o
RHVE concéntrico estava fortemente conectado a disfuncéo diastolica (FOX; TAYLOR
etal., 2007). Além disso, o estudo de Framingham apontou que a hipertrofia ventricular
esquerda, por si, € um importante preditor de insuficiéncia cardiaca (IC) (LEVY;
ANDERSON et al., 1987). E reforcada, portanto, a conexdo entre morfologia e funcéo
cardiaca, realcando que as altera¢cGes estruturais explicam, em partes, a disfuncao
cardiaca por abuso de cocaina.

Em termos de funcdo cardiovascular e hemodinamica, ja foi demonstrado o
aumento da resisténcia vascular periférica e da probabilidade de hipertensao arterial
aguda e crbnica secundaria a cocaina (SCHWARTZ; REZKALLA et al., 2010). Além
disso, o remodelamento arterial (KOZOR; GRIEVE et al., 2014) também é observado,
especialmente nas artérias coronarianas, nas quais a cocaina causa ativacao de
caspases, leva a apoptose e contribui para a isquemia miocéardica e, eventualmente,
para o IAM (HE; XIAO et al., 2000). Em termos hemodinamicos, a cocaina atua
predominantemente por meio da hiper estimulacdo do sistema nervoso simpatico,
promovendo uma liberacdo exacerbada de catecolaminas, especialmente
noradrenalina e adrenalina. Essa descarga catecolaminérgica massiva resulta em
uma vasoconstricdo periférica intensa (KAUFMAN; LEVIN et al., 1998), elevando
drasticamente a resisténcia vascular sistémica e, consequentemente, a pressao
arterial. Este aumento na pos-carga cardiaca impde um estresse ao miocardio, que &
forcado a operar sob condi¢cbes de elevada demanda energética, potencializando o
risco de isquemia, particularmente em individuos com aterosclerose
preexistente (PITTS; VONGPATANASIN et al., 1998).

A cocaina também induz uma resposta cronotropica positiva pronunciada,

acelerando a frequéncia e aumentando o débito cardiaco, 0 que aumenta o consumo
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de oxigénio pelo miocardio (MEHTA; JAIN et al.,, 2003). Esse estado de hiper
dinamismo pode descompensar rapidamente o balanco entre a oferta e a demanda
de oxigénio, precipitando episodios de isquemia miocardica ou arritmias, mesmo na
auséncia de lesbes coronarianas obstrutivas significativas (HOFFMAN, 2010). A droga
também provoca vasoconstricdo das artérias coronarias (KAUFMAN; LEVIN et al.,
1998), contribuindo para o desenvolvimento de angina, IAM, e morte cardiaca subita.
A exposigdo crbnica a cocaina promove um remodelamento adverso da vasculatura
coronariana (SU; LI et al., 2004), com dissec¢do espontédnea da artéria coronaria
(STEINHAUER; CAULFIELD, 2001), enfraquecimento da parede ocasionado por
apoptose (SU; LI et al., 2004), resultando em microangiopatia e comprometimento da
perfusdo miocéardica. Esse quadro hemodinamico alterado, associado as complexas
alteracOes eletrofisioldgicas induzidas pela cocaina, configura um cenario de alto risco
para a ocorréncia de eventos cardiovasculares catastroéficos, refletindo o impacto

devastador e multifacetado da droga sobre o sistema cardiovascular.

1.5. Ateoria do mecanismo inflamatorio das doencas cardiovasculares e a cocaina

Segundo a teoria do mecanismo inflamatorio, as células, citocinas e outros
fatores inflamatoérios contribuem para desencadeamento e progressdo de doencas
cardiovasculares (BOMFIM; CAU et al., 2019). A ativacédo do inflamassoma NLRP3
participa do dano cardiaco e vascular (CAU; BRUDER-NASCIMENTO et al., 2021,
SOKOLOVA; SJAASTAD et al., 2019), sendo essencial para a ativacdo de citocinas
pro-inflamatérias, amplificacdo da resposta imune inata e para desencadear morte
celular programada por meio de piroptose (DE MIGUEL; PELEGRIN et al., 2021).

Tradicionalmente, a ativacao do inflamassoma NLRP3 depende de dois sinais
associados a Padrdes Moleculares Associados a Patogenos (PAMPs) ou Padrées
Moleculares Associados a Danos (DAMPs) (SHARMA; TATE et al., 2018), como
evidenciado na Figura 4. O sinal 1 ativa o fator nuclear kB, NF-kB, e a transcrigédo de
pro-citocinas, como a pro-IL1- e a pré-IL-18, bem como a transcricdo de novos
receptores NLRP3. A cocaina, por sua vez, ativa NF-kB e desencadeia sua cascata
intracelular a jusante (LEPSCH; MUNHOZ et al., 2009). O sinal 2, por outro lado, ativa
o receptor NLRP3 por diferentes agentes, como cristais de acido urico, efluxo de
potassio ou por espécies reativas de oxigénio (EROs) e tem, por consequéncia, a

juncdo do complexo multiproteico formado pela proteina receptora (NLRP3), uma
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proteina ancoradora (ASC-1) e uma proteina com atividade enzimatica (pro-caspase-
1), formando o inflamassoma. A cocaina, também, aumenta a producdo de EROs
(FAN; SAWBRIDGE et al.,, 2009). A juncdo de tais proteinas, com formacdo do
inflamassoma NLRP3, por sua vez, desencadeia a ativacao de caspase-1, que cliva
as proé-citocinas e a pro-gasdermina-D, tornando-as proteinas ativas (TOLDO;
MEZZAROMA et al., 2022). A gasdermina-D cria poros na membrana celular,
aumentando sua permeabilidade e, por consequéncia, levando ao processo de morte
celular programada conhecida como piroptose. Estes poros também permitem a
liberacdo das citocinas pro-inflamatoérias ativas, IL-1-B e IL-18, possibilitando a acao
destas de forma autécrina ou paracrina, amplificando a acéo pro-inflamatoria (JI; QI et
al., 2021).
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Figura 4: Esquema ilustrativo da ativagdo do inflamassoma NLRP3. O sinal 1 é gerado pela interagéo
de PAMPs e DAMPs com os TLRs, resultando na ativagédo da via NF-kB, que induz a transcrigdo de
genes como NLRP3, pro-IL-1B e pro-IL-18. O sinal 2, desencadeado por diversos estimulos, como
efluxo de K*, hiperglicemia, ROS mitocondriais, e desestabiliza¢do lisossémica, promove a montagem
do inflamassoma NLRP3. H& formag&o do complexo inflamassoma a partir do recrutamento de ASC e
pro-caspase-1. A caspase-1 ativa faz clivagem e ativacdo de IL-1B e IL-18, além da formacgéo de
GSDMD-N, que induz a piroptose celular. Fonte: Adaptado de SHARMA,; TATE et al. (2018).

Embora a maioria dos estudos sobre o impacto da cocaina sobre o sistema
cardiovascular se concentre nos efeitos de usos prolongados em pacientes adictos a
droga, a maior parte das pesquisas sobre 0s mecanismos subjacentes privilegia o
efeito agudo ou imediato do abuso da droga. DU; PARK et al. (2021), demonstraram
que o bloqueio prévio dos canais de Ca?* do tipo L pode prevenir os efeitos
vasoconstritores e neurotdxicos imediatos da cocaina no cortex pré-frontal. A
administracdo aguda de cocaina provoca a geragdo de EROs e a ativagdo do fator de
transcricdo NF-kB em células cardiacas (HARGRAVE; TIANGCO et al., 2003). Por
fim, DUYSEN,; LI et al. (2008) observaram que, 12 horas apés a administracdo de uma
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Unica dose alta de cocaina por via intraperitoneal, o débito cardiaco e a FC estavam
reduzidos, evidenciando os efeitos agudos da cocaina sobre a sinalizacao celular e
seu impacto direto na fungéo cardiaca.

Contudo, poucos estudos integram mecanismos e modelos de curta exposicao
a cocaina. Entre os modelos existentes, destacam-se 0Ss que envolvem a
administracdo crénica de cocaina em roedores, permitindo a observacao dos efeitos
hemodinamicos, elétricos e estruturais no coracdo. No entanto, a maioria desses
modelos foca em estdgios avangcados do impacto da cocaina sobre o coragdo, com
12 a 15 dias de tratamento com doses elevadas (~30mg/kg), refletindo os danos
decorrentes do uso crénico da droga (KRUEGER; HOWELL et al., 2009; LADRON DE
GUEVARA-MIRANDA; MILLON et al., 2017; WANG; REN et al., 2001). WANG; REN
et al. (2001), por exemplo, demonstraram que 15 dias de cocaina (10 mg/kg, 30 mg/kg
ou 60 mg/kg) sdo suficientes para causar insuficiéncia cardiaca em camundongos
BALB/c. Poucos modelos, de fato, investigam o inicio dos eventos cardiodeletérios,
especialmente aqueles associados a ativacdo do sistema imune inato e a inflamacéo.
CHIVERO; THANGARAJ et al. (2021) demonstraram que existe intensa ativacao
microglial e neuroinflamacéo em apenas sete dias de cocaina e que a prevencao dos
efeitos negativos da cocaina sobre o sistema nervoso central € possivel via inibicao
do inflamassoma NLRP3 com MCC950 (CHIVERO; THANGARAJ et al., 2021). A
compreensdao dos mecanismos iniciais, particularmente os que envolvem o
inflamassoma NLRP3 e outras respostas inflamatérias, permanece limitada,
sublinhando a necessidade de modelos que explorem esses aspectos precocemente
no curso da doenca cardiaca induzida pela cocaina.

Em termos de mecanismo, foi demonstrado que a cocaina ativa NF-
kB (LEPSCH; MUNHOZ et al., 2009) e aumenta a formacao de EROs em vasos (ZHU,;
WANG et al., 2018) e em cardiomiécitos (FAN; SAWBRIDGE et al., 2009), sendo estes
potenciais ativadores do sinal 1 e do sinal 2, respectivamente, do
inflamassoma NLRP3. Assim, nossa hipOtese é que a exposi¢cdo a cocaina ativa o
inflamassoma NLRP3 no coracdo, por consequéncia, causa danos cardiacos
significativos, mesmo em dose moderada e em periodo relativamente curto de

administragao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral € verificar se o inflamassoma NLRP3 participa das alteracdes

morfologicas e funcionais cardiacas causadas pela cocaina em dose moderada.

2.2. Objetivos especificos

1) Verificar as ag6es de curto e médio prazo da cocaina, caracterizando os efeitos
sobre hipertrofia, remodelamento cardiaco e pressao arterial sistolica;

2) Caracterizar as alteracdes cardiorrenais causadas por dose moderada de

cocaina;

3) Verificar se a inibicdo farmacoldgica do inflamassoma NLRP3 previne as

alteracdes cardiacas provocadas pela cocaina;
4) Confirmar, por meio da delecao genética, a participagcdo do complexo proteico
inflamassoma NLRP3 nos danos cardiacos e pro-oxidativos causados pela

cocaina;

5) Verificar se a¢des da cocaina sdo mediadas pelos receptores adrenérgicos.



34

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais, delineamentos experimentais e tratamentos

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais, CEUA, por meio do protocolo 205/2021. Os animais foram mantidos
em ambiente com temperatura controlada e sob regime claro/escuro de 12 horas
cada, recebendo agua e ragdo ad libitum. Para avaliar o papel do inflamassoma
NLRP3 no dano cardiaco induzido pela cocaina, camundongos C57BL/6 machos
foram divididos em cinco protocolos e tratados, assim como descrito adiante, uma vez
ao dia com cada droga, durante o periodo de vigilia (noite). Todos os tratamentos
farmacolégicos foram realizados 3 horas antes do desafio com cocaina e os
experimentos realizados 12 horas apés a administracao final de cada tratamento. A
dose de 15 mg/kg de cocaina foi escolhida por ser a maior dose abaixo da quantidade
minima conhecida para elevar a presséo arterial sistémica (ZHU; WANG et al., 2018),
apresentando efeitos negativos para o coragcdo, como a reducdo aguda da
funcdo (KLONER; HALE et al., 1992) e da FC (RUTH; ULLMAN et al., 1988), além de
pior recuperacdo em casos de isquemia e reperfusdo (BAE; GILBERT et al., 2005).

Foram definidos, portanto, cinco protocolos experimentais (Figura 5). No
Protocolo 1, foi realizada a comparacao dos efeitos de curto prazo (5 dias) e médio
prazo (15 dias) da exposi¢ao a cocaina, dividindo os camundongos em quatro grupos:
Controle 5 dias (salina 0,9%, i.p.), Cocaina 5 dias (15 mg/kg, i.p.), Controle 15 dias
(salina 0,9%, i.p.) e Cocaina 15 dias (15 mg/kg, i.p.).

O Protocolo 2 consistiu na caracterizagdo dos impactos da cocaina no coracéo
apos 5 dias de administracao, dividindo os animais em dois grupos: Controle (salina
0,9%, i.p.) e Cocaina (15 mg/kg, i.p.).

No Protocolo 3, foi investigada a inibicdo farmacoldgica do inflamassoma
NLRP3 por 5 dias de administracdo de cocaina. Para isso, foram constituidos os
grupos: Controle (salina 0,9%, i.p.), Cocaina (15 mg/kg, i.p.), CocaMCC (MCC950 20
mg/kg, i.p.; cocaina 15 mg/kg, i.p.) e CocaGlib (glibenclamida 20 mg/kg, p.o.; cocaina
15 mg/kg, i.p.). As drogas MCC950 e glibenclamida foram escolhidas como estratégia
farmacoldgica de inibicdo do inflamassoma NLRP3 por serem sulfonilureias
classicamente capazes de diminuir a ativacdo do inflamassoma NLRP3, sendo o

MCC950 um composto derivado da glibenclamida e um antagonista seletivo do
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receptor NLRP3 (DUAN; SUN et al., 2023). O MCC950 se liga diretamente ao dominio
NACHT do NLRP3 por meio de uma interagcdo ndo covalente de alta afinidade e
blogueia a hidrolise de ATP mediada pelo NLRP3 (COLL; HILL et al., 2019).

O Protocolo 4 avaliou o papel das proteinas NLRP3 e caspase-1 na resposta
ao tratamento com cocaina, utilizando camundongos Wild-type (Wt) e nocautes (KO)
para os genes relacionados as proteinas NLRP3 (NLRP3 KO) e caspase-1 (Casp-1
KO), tratados com solucdo salina ou cocaina por 5 dias. Os grupos incluiram: Wt
Salina (0,9%, i.p.), Wt Cocaina (15 mg/kg, i.p.), Casp-1 KO Salina (0,9%, i.p.), Casp-
1 KO Cocaina (15 mg/kg, i.p.), NLRP3 KO Salina (0,9%, i.p.) e NLRP3 KO Cocaina
(15 mg/kg, i.p.). Animais fémeas também foram avaliadas quanto a hipertrofia
cardiaca.

Por fim, o Protocolo 5 investigou o envolvimento dos receptores adrenérgicos
no dano cardiaco causado pela cocaina e foi constituido dos seguintes grupos:
Controle (Salina 0,9%, i.p.), Cocaina (15 mg/kg, i.p.) e CocaCarv (Carvedilol 20 mg/kg,
i.p.; cocaina 15 mg/kg, i.p.). Como conceito, o Carvedilol foi escolhido por ser um

antagonista misto dos receptores B1, B2 e a1-adrenérgicos.
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Figura 5: Delineamentos experimentais, conforme o objetivo testado.
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3.2. Pressao arterial sistolica

A pressao arterial sistdlica (PAS) ndo-invasiva foi aferida por pletismografia de
cauda com sistema CODA, “Software” versédo 4.1. O sistema CODA afere a presséao
arterial através da variacdo de volume da cauda do animal, reduzindo artefatos
provenientes de pigmentacdo e movimentacdo do animal. As medidas foram
realizadas 24 horas antes da primeira dose de cocaina (Inicial) e a cada 5 dias, por
15 dias. No minimo trés medidas foram feitas para cada animal por secdo e o0s
resultados foram expressos pela média aritmética destas trés medidas.

3.3. Eletrocardiografia

O procedimento foi realizado assim como descrito por Santos-Miranda et al.
(2021) (SANTOS-MIRANDA; COSTA et al, 2021). Brevemente, a analise de
eletrocardiograma (ECG) in vivo foi realizada usando um aparelho de
eletrocardiografia n&do-invasiva (ECG-PC verséo 2,07, TEB, Brasil), por 5 minutos,
com camundongos sedados com 1,5% isoflurana. Dados foram coletados em
derivacao DII, a 50 mm/s e 2N de amplificacédo e os valores de FC, duracdo da onda
P, intervalo PR (PRi), tempo de QRS, tempo de QT e QT corrigido [QTc(n)-B], segundo
formula de Bazett, foram analisados.

Formula de Bazett:

Valor calculado:

n

QTi

£ VRRI

QTc(n)—B=1/n

7z

Onde "QT" € o intervalo QT medido no ECG, que representa o tempo entre o inicio da

despolarizacdo ventricular (comec¢co do complexo QRS) e o final da repolarizagao
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ventricular (final da onda T), e "RR" € o intervalo de tempo entre dois batimentos
cardiacos consecutivos, ou seja, o tempo entre dois complexos QRS sucessivos

(normalmente medido de um pico R ao proximo pico R).

3.4. Determinacao dos niveis de creatinina para avaliacao da funcao renal

A dosagem de creatinina foi realizada em amostras de soro obtidas a partir do
sangue total coletado dos camundongos. O aumento de creatinina sérica foi usado
como marcador da funcéo renal. O ensaio bioquimico tradicional foi adaptado para
placas de 96 pocos. Apoés a coleta, o sangue foi centrifugado para obtencédo do soro,
sendo 10 plL/amostra utilizados para o ensaio. A placa foi incubada a temperatura
ambiente por 30 minutos e, posteriormente, a absorbancia foi medida em um leitor de
microplacas a 510 nm. As concentra¢des de creatinina foram determinadas a partir de
uma curva padrdo gerada com os padrdes fornecidos pelo fabricante, sendo os

resultados expressos em mg/dL.

3.5. Analise de funcéo cardiaca ex vivo

Para avaliar a funcdo cardiaca ex vivo, foi utilizada a técnica de perfusao
retrograda, com fluxo constante, assim como descrito por BRUNO; CASTOR et al.
(2023) e representado no esquema da Figura 6. O coracao foi retirado do organismo
e conectado a um sistema de perfusdo com uma solu¢do nutridora : NaCl
113,00 mmol/L, KCI 4,70 mmol/L, KH2POa4 1,10 mmol/L, MgCl2.6H20 1,10 mmol/L,
NaHCOs 22,00 mmol/L, glicose 11,00 mmol/L, CaClz 1,35 mmol/L). Para isso, 0s
animais foram eutanasiados por decapitacdo 10 minutos apos aplicacdo de heparina
(1000 Ul/kg; i.p.) (NOLY; NAIK et al., 2022). Apés a abertura da cavidade toracica, 0s
coracOes foram retirados e colocados em uma placa de Petri contendo solugéo
nutridora em temperatura de aproximadamente 4 °C. Os outros tecidos que
acompanhavam o coragédo durante a remoc¢éo foram removidos e, posteriormente,
descartados. Em seguida, a aorta ascendente foi seccionada na altura de sua primeira
ramificacdo e fixada a uma agulha de aco inoxidavel conectada ao sistema de
perfusdo que leva a solugdo nutridora as artérias coronarianas. O tempo dessa
preparacao foi cerca de 5 minutos. Os coracdes que excederam esse tempo na

preparacao foram descartados. Os coragbes foram perfundidos com solugao
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nutridora, gaseificada com carbogénio (95% O2 e 5% CQO?), com fluxo constante de
2,5 mL/min, presséao de perfusdo aproximada de 90mmHg e temperatura de 36,5°C.
Para analisar os parametros de contratilidade, o atrio esquerdo foi retirado e um balédo
de latex conectado a um transdutor de pressédo foi introduzido até a camara do
ventriculo esquerdo. Apos introduzido, o baldo foi inflado até atingir uma pressao de
5-10 mmHg para captar a contratilidade do miocardio. Cerca de 30 minutos de
estabilizacdo foram esperados e, entdo, os valores basais de pressédo desenvolvida
pelo ventriculo esquerdo (PDVE), FC e os indices de contratilidade maximos (dP/dtmax)
e minimos (dP/dtmin) registrados pelo transdutor de pressdo acoplado ao balédo
inserido na camara ventricular esquerda. Em seguida, desafios com doses crescentes
de isoprenalina (101° a 10° mol/L) ou com deslanosideo (10-° mol/L) foram realizados
e os valores registrados. Os registros foram realizados através do software AQCAD

2.2.4 e interpretados através do software ANCAD.
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Figura 6: Representacdo esquematica do sistema de perfusdo e parametros analisados durante a
técnica de verificagdo da funcao cardiaca ex vivo. dP/dtmax, derivada maxima da pressao pela derivada
do tempo; dP/dtmin, derivada minima da presséo pela derivada; PDVE, pressao desenvolvida pelo
ventriculo esquerdo; VE, ventriculo esquerdo. Imagem adaptada de SKRZYPIEC-SPRING;
GROTTHUS et al. (2007).
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3.6. Preparo do rim, coracéo e cardiomidcitos isolados

Animais que ndo passaram pela analise de funcéo cardiaca ex vivo, tiveram
seus rins, coracfes e cardiomidcitos coletados, para andlises subsequentes. Apos
eutanasia por decapitacdo, uma toracotomia foi realizada e o coracdo retirado
imediatamente antes que este parasse de bater. O rim direito foi imediatamente
retirado, cortado longitudinalmente e armazenado em reagente conservante
criogénico (Optimum compound temperature reagent — OCT), em freezer -70 °C, para
posterior andlise. Para os testes histoldgicos, bioquimicos e moleculares, o coracgéo,
ao ser retirado, foi rapidamente colocado em uma solucdo hipercalémica (KCl 150
mmol/L) para que ele parasse em diastole. O coracdo foi pesado e um corte
transversal foi feito, separando o coragdo em duas partes: base e apice. O apice do
ventriculo direito foi descartado. O &pice do ventriculo esquerdo foi guardado
diretamente em freezer (-70°C) ou armazenado em OCT, para analises de
fluorescéncia. Por fim, a base dos coracdes foi submersa em paraformoldeido (4% em
tampéo fosfato-salina - PBS) por 24h em temperatura ambiente e, ent&o, transferidos
para etanol (70%), até que ela fosse emblocada em parafina e processada para
subsequente producdo de laminas histolégicas, assim como descrito em préxima
secao.

Para andlise bioquimica e funcional de cardiomiécitos, coracdes foram isolados
pela técnica de perfuséo retroégrada e rapidamente retirados, assim como descrito no
modulo anterior. Entretanto, foram perfundidos, por 15 minutos, com uma solucéo
Tyrode [(em mmol/L) 140 NacCl, 5,4 KCI, 1 MgClz, 1,8 CaClz, 10 HEPES, 10 glicose
(pH 7,4)] livre de Ca?* contendo colagenase do tipo 2 (1 mg/mL). Em seguida, 0s
métodos de digestdo mecénica e filtragcdo foram aplicados diretamente sobre a
camara ventricular esquerda, para andlise direcionada. O Ca?* extracelular foi
gradualmente reposto, até atingir a concentracdo de 500 pM. Ao final do

procedimento, cardiomiocitos foram mantidos em solugéo do tipo Tyrode.

3.6.1. Preparacédo histopatoldgica cardiaca

Para a confeccdo das laminas, as bases dos coracdes passaram por
desidratacdo, realizada através de passagens subsequentes em diferentes

concentracbes de etanol (80%, 90%, absoluto 1, 2 e 3 — 30 minutos cada);
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diafanizacdo com xilol (1, 2 e 3 — 20 minutos cada) e embebidos em parafina liquida
(Paraplast Sigma) 1, 2 e 3 — 20 minutos cada. Os coracfes foram, entéo, incluidos em
formas contendo a parafina liquida, onde permaneceram por 3 horas a temperatura
ambiente. Para a andlise histologica, cortes transversais dos tecidos emblocados
(espessura de 5 um) foram feitos em micrétomo exatamente na regido central do
coracao, e apenas 0s 5 primeiros cortes foram utilizados para analise morfométrica.
Por fim, as laminas foram desparafinizadas (xilol 1, 2 e 3 — 20 minutos e alcool
absoluto 1, 2 e 3, 90%, 80% e 70% - 2 minutos cada) e coradas com hematoxilina (40
segundos) e eosina (1 minuto) (HE) ou Picrosirius. Secdes transversais do ventriculo
esquerdo coradas com H&E foram escaneadas para medidas morfométricas da area
e espessura das paredes, e da area da camara utilizando o software ImageJ (Institutos
Nacionais de Saude, Bethesda, MD, EUA) (BRUNO; CASTOR et al., 2023). As sec¢bes
coradas com Picrosirius foram observadas e analisadas sob a luz branca, em que 10

imagens foram retiradas com aumento de 400X e analisadas com ImageProPlus.

3.6.1.1. Analise morfométrica cardiaca

A partir da analise do comprimento interno (Ci), comprimento externo (Ce) e
area total da estrutura (At), calculou-se a espessura média da parede septal (EPS),
ventricular esquerda (EPVe) e direita (EPVd) utilizando-se as formulas previamente
descritas (BRUNO; CASTOR et al.,, 2023; CAU; GUIMARAES et al.,, 2015) e
envidenciadas na Figura 7. Além disso, a area interna das camaras ventriculares
esquerda (Aive) e direita (Aivd) também foi analisada ao utilizar o programa de
imagens ImageJ (NIH — National Institute of Health). Todas as medidas foram retiradas

de cortes da porcdo média do coracao.
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Figura 7: Representacdo esquematica e célculo da morfometria cardiaca. Representagéo da base do
coracgéo, vista em um corte transversal, emblocada em parafina e férmulas de medidas morfométrica
utilizadas. Aive = area interna da camara ventricular esquerda; Aivd = area interna da camara ventricular
direita. Cive = comprimento interno do ventriculo esquerdo; Civd = comprimento interno do ventriculo
direito; Cisve = comprimento interno septo-ventricular esquerdo; Cisvd = comprimento interno septo-
ventricular direito; Ceve = comprimento externo do ventriculo esquerdo; Cevd = comprimento externo
do ventriculo direito; Atve = Area total do ventriculo esquerdo; Atvd = Area total do ventriculo direito;
Ats = Area total do septo; EPS = espessura média da parede septal; EPVe = espessura média da
parede ventricular esquerda; EPVd = espessura média da parede ventricular direita.

3.6.1.2. Diametro de cardiomidécitos

As laminas histolégicas coradas em HE foram digitalizadas usando uma
microcamera (Q-Color5, Olympus) acoplada ao microscopio BX53 (Olympus) com
auxilio do softwer Q-Capture Pro 7.0. O didmetro dos cardiomidcitos foi determinado
pela distancia perpendicular ao eixo longitudinal, entre as membranas celulares que
circundam o nucleo. Esta distancia, portanto, foi utilizada para a medida de 100
diferentes cardiomiécitos dispostos longitudinalmente com ampliagéo final de 400x.
Medidas das paredes septais e da parede posterior do ventriculo esquerdo foram
realizadas. Apds a medicdo, a média aritmética das paredes foi calculada para

expressar o valor do diametro de cardiomiécitos de cada animal.
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3.6.2. Analise de espécies reativas de oxigénio em cardiomidcitos isolados e in situ

A sonda fluorescente dihidroetidina [DHE; Biotium (California, EUA)] foi
utilizada para detectar a quantidade de EROs em cardiomidcitos isolados do ventriculo
esquerdo e no cortex renal em OCT. Os cortes longitudinais dos tecidos em OCT
foram feitos em criostato Leica CM1950 (espessura de 5 um). Cardiomidécitos isoladas
ou tecidos de rim em laminas foram, entdo, lavados usando PBS pH 7.4, depois
tratadas com 10 ymol/L de DHE, por 30 min a 37°C, ao abrigo da luz. Por fim, as
estruturas foram lavadas e a leitura realizada. Foi utilizado o microscopio de
fluorescéncia Nikon Eclipse Ti a 585 nm de excitacdo e 610 nm de captura da
fluorescéncia emitida. A intensidade de fluorescéncia vermelha foi determinada

usando o software ImageJ.

3.6.3. Analise de ativacao do inflamassoma NLRP3 por atividade da caspase-1 em
cardiomidcitos isolados e in situ

Para determinar a atividade da caspase-1 ap0s a ativagcdo do NLRP3,
cardiomidcitos isolados ou cortes transversais dos tecidos cardiacos em OCT feitos
em criostato Leica CM1950 (espessura de 5 uym) e preparados como descrito em
(MIRANDA; BRUNO et al., 2024) foram utilizados. Brevemente, as células ou os
tecidos foram lavados usando PBS pH 7.4, o substrato falso de caspase-1 marcado
com fluorocromo FAM [FLICA, FAM-YVAD-FMK; ImmunoChemistry Technologies,
LLC (California, EUA)] foi acrescentado sobre as células ou tecidos, que foram, assim,
incubados por 1 h ao abrigo da luz. Em seguida, as estruturas foram lavadas e as
imagens foram registradas em microscopio de fluorescéncia Nikon Eclipse Ti a 493
nm de excitacdo e 520 nm de captura da fluorescéncia emitida. A intensidade de

fluorescéncia verde foi determinada usando o software ImageJ.

3.6.4. Andlise de enzimas antioxidantes

Parte dos tecidos congelados, de coracao e rim, foi triturada em PBS contendo
antiproteases para deteccao das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD),
glutationa reduzida (GSH) e catalase por métodos colorimétricos.
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A determinacdo da concentracdo de proteina total foi realizada seguindo o
meétodo de Bradford, utilizando o reagente de Bradford (Bio-Rad laboratories, USA).
O éanion radical superoxido ("Oz¢), um substrato da SOD, foi gerado pela xantina
oxidase e hipoxantina. A solugdo SOD com atividade conhecida foi usada como
padréao (0-0,05 U/mL). A atividade da SOD foi expressa em U/mg de proteina. O GSH
e a atividade da catalase também foram avaliados por métodos colorimétricos que se
baseiam na degradacdo do DTNB ou do H202 pela acdo do GSH ou da catalase,
respectivamente, e expressos em ug/mg de proteina e U/mg de proteina, também

respectivamente.

3.6.5. Analise por Western Blotting de proteinas cardiacas

A expressao cardiaca da proteina ATPase transportadora de célcio do reticulo
sarcoplasmatico 2 (SERCAZ2a), dos receptores adrenérgicos a-1 e -1, bem como de
HSP90, foi realizada em homogenatos de ventriculos esquerdos pela técnica de
Western Blotting. Para isso, as amostras de tecido cardiaco previamente congeladas
foram homogeneizadas com tampé&o RIPA gelado (50 mM Tris HCI (pH 8.0), 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 0,1% SDS, 1% Deoxicolato, Triton-X-100 1%, cocktail de
inibidores de protease (Sigma), inibidores de protease separados (PMSF 200 mM;
benzamidina 15,7 mg/mL; pepstatina 10 mM) e inibidor de fosfatase (NasVOas, 1mM)
para extracdo de proteinas total. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos, a
10.000 RPM e a 4 °C. Apos a centrifugacgéo, o sobrenadante foi coletado e o contetdo
proteico total foi quantificado assim como descrito por Bradford (1976), utilizando
solucéo reagente da Bio-Rad Laboratories, Inc.

Apo6s a quantificagcao de proteinas totais, as proteinas (30 ug) foram separadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% (sodiumdodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis — SDS-PAGE) e transferidas para membranas de
nitrocelulose por métodos semi-seco por meio de aparelho da Bio-Rad, por 27
minutos, a 400 mA fixos. Em seguida, jA& com as proteinas transferidas para a
membrana de nitrocelulose, os sitios inespecificos de liga¢cdo do anticorpo primario a
membrana foram bloqueados com TBS-T (Tris 0,02 M, NaCl 0,16 M, Tween 0,1%) +
5% de albumina de soro bovino. As membranas foram incubadas com os anticorpos

primarios descritos na Tabela 1.
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Tabela 1: Anticorpos utilizados nos ensaios de Western Blotting

Alvo Diluicéo Marca

ala Adrenergic Receptor 1:1000 GeneTex (GTX100190)
B1 Adrenergic Receptor 1:1000 Bioss Antibodies (bs-20177R)
SERCA2a (F-1) 1:2500 Santa Cruz (sc-376235)
HSP90 a&p (F-8) 1:3000 Santa Cruz (sc-13119)
Mouse anti-rabbit IgG-HPR 1:3000 Santa Cruz (sc-2357)
Anti-mouse IgG (Fc specific)-Peroxidase  1:15000 Sigma (A2554)

A incubacé&o do anticorpo primario foi realizada em solucdo de TBS-T + 1% de
BSA durante 18h horas (4°C). Logo depois, as membranas foram lavadas durante 30
minutos com TBS-T e incubadas por 1 hora, a temperatura ambiente, com anticorpo
secundario conjugado com peroxidase, como descrito também na Tabela 1. As
bandas foram, entéo, detectadas através de fotodocumentador ImageQuant LAS 4000
(GE Healthcare Piscata Way, NJ, EUA). A intensidades das bandas foi quantificada,
portanto, através do programa ImageJ (NIH — National Institute of Health), por

densitometria ptica.

3.6.6. Analise da expressao génica para marcadores do inflamassoma

A expressao génica dos marcadores do inflamassoma, incluindo NLRP3 e IL-
118 foi avaliada por meio de RT-gPCR, utilizando o 18S como gene de referéncia para
normalizagdo. As sequéncias e concentragbes utilizadas dos oligonucleotideos
(Integrated DNA Technologies, Coralville, USA) podem ser observados na Tabela 2.
Inicialmente, o ventriculo esquerdo foi coletado utilizando tubos nuclease-free e o
reagente DNA/RNA Shield (Zymo Research, California, USA). O RNA total foi extraido
dos tecidos renais utilizando o Kit Quick-RNA Miniprep Plus (Zymo Research,
California, USA), que inclui a etapa de digestdo com proteinase K para assegurar a
digestéo de proteinas, garantindo uma alta pureza do RNA. A concentracdo e a pureza

do RNA extraido foram avaliadas por espectrofotometria, considerando a razéo de
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absorbancia A260/280, sendo amostras com razdo entre 1,8 e 2,0 caracterizadas
adequadas para posterior transcricdo reversa. Em seguida, 1 pg de RNA total foi
utilizado para a sintese de cDNA, utilizando o kit SuperScript™ |IIl First-Strand
Synthesis System (Invitrogen™), conforme as recomendacdes do fabricante, em um
volume final de 20 pL. O cDNA sintetizado foi diluido 1:5 em agua livre de nucleases
antes da amplificacédo por gPCR.

A reagcdo de gPCR foi realizada em sistema de deteccdo em tempo real,
utilizando o SYBR™ Green Universal Master Mix (Applied Biosystems™), que utiliza
0 agente intercalante como método de deteccao de dupla fita de DNA. As condicbes
de ciclagem incluiram uma etapa inicial de ativacdo da polimerase a 95°C por 2
minutos, seguida por 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, anelamento
a 60°C por 30 segundos, e extensdo a 72°C por 30 segundos. A especificidade dos
produtos amplificados foi verificada por meio da analise da curva de dissociacao
(melting curve), garantindo que nao houvesse amplificacdes inespecificas ou
formacao de dimeros de primers. A expressao relativa dos genes de interesse foi
calculada utilizando o método 222¢t, onde os valores de Ct dos genes-alvo foram
normalizados pelos valores médios do gene de referéncia (18S) em cada amostra. Os
resultados foram expressos em relacdo ao grupo controle, com a andlise estatistica
realizada utilizando testes apropriados para comparar as diferencas de expressao

entre 0s grupos experimentais.

Tabela 2: Alvo, sequéncia e concentracao (nM) dos oligonucleotideos utilizados

Alvo Sequéncia 5’-3’ Concentragéo
NLRP3 For ATTACCCGCCCGAGAAAGG 250 nM
NLRP3 Rev CATGAGTGTGGCTAGATCCAAG 250 nM
IL1-B For TGGACCTTCCAGGATGAGGACA 250 nM
IL1-B Rev GTTCATCTCGGAGCCTGTAGTG 250 nM
18S For CGTTCCACCAACTAAGAACG 250 nM

18S Rev CTCAACACGGGAAACCTCAC 250 nM
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3.6.7. Analise de funcédo de cardiomidcitos

A andlise de cardiomiocitos foi realizada assim como descrito por ROMAN-
CAMPOS; DUARTE et al. (2009). Brevemente, a temperatura de 37 °C foi mantida
por todo experimento. Os cardiomidcitos foram estimulados por meio de eletrodos de
platina com pulsos de voltagem com duracdo de 5 ms e intensidade de 20 V. A
frequéncia de estimulacao foi fixada em 1 Hz. As células foram visualizadas em um
monitor de computador com uma camera NTSC (MyoCamCCD100V, lonoptix, Milton,
MA, EUA) em modo de varredura parcial. Esta imagem foi usada para medir a fracéo
de encurtamento celular em resposta a estimulacéo elétrica, usando um sistema de
deteccado de borda de movimento de video (lonoptix, Milton, MA, EUA). A imagem da
célula foi registrada a 240 Hz. O encurtamento celular foi calculado a partir da saida
do detector de borda usando um conversor lonWizard A/D (lonoptix, Milton, MA, EUA).
Os valores de média de 8 a 16 contracbes consecutivas foram utilizados para a
aquisicdo e calculo dos seguintes parametros: fracdo de encurtamento celular
(expressa como uma porcentagem do comprimento da célula em repouso) e o0s
tempos até 50% da contracdo e relaxamento, sendo estes parametros obtidos por
meio de software desenvolvido por nosso grupo, na plataforma MatLab. Apds a analise
basal, as células foram estimuladas com isoprenalina (1077 mol/L) ou felinefrina (1077

mol/L), e as medidas de contratilidade foram registradas novamente.

3.6.8. Anadlise de transiente de calcio de cardiomidcitos

Midcitos ventriculares adultos dos animais foram isolados e armazenados em
meio DMEM (Sigma). Experimentos de imagem de Ca?* intracelular (Ca?*i) foram
realizados em cardiomiécitos carregados com a sonda fluorescente Fluo-4 AM (6 pM;
Invitrogen, Oregon, EUA) por 25 minutos, que foram posteriormente lavados com uma
solucéo extracelular contendo 1,8 mmol/L de Ca?* para remover o excesso de corante.
As células foram estimuladas eletricamente a 1 Hz para produzir condicdes de estado
estacionario. A imagem de varredura em linha confocal foi realizada por um
microscopio confocal Zeiss LSM 510META (localizado na instalacdo CAPI-

ICB/UFMG), e a analise foi realizada usando o software ImageJ (NIH).
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3.7. Analise estatistica

Toda a analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa de criacdo de
graficos estatisticos GraphPad Prism 8.0 (Prism Software, Irvine, CA, USA).
Primeiramente, todos os resultados foram submetidos ao teste de Kolmogorov-
Smirnov (K-S) para analise de normalidade de distribuicdo dos dados. Os resultados
foram expressos como média seguida de erro padrao da média (média + e.p.m.). Além
da comparagéao entre dois grupos por teste t de student, naqueles casos em que havia
apenas uma variavel, o teste paramétrico “Oneway ANOVA” foi utilizado para analise
de variancia, seguido de pés-teste de multiplas comparacdes de Dunnett. Para
agueles casos em que havia duas ou mais variaveis, o teste paramétrico “Twoway
ANOVA” foi utilizado para analise de variancia, seguido de pds-teste de multiplas
comparacdes de Bonferroni. Resultados onde P<0,05 foram considerados

estatisticamente diferentes.
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4. RESULTADOS

4.1. A cocaina causa alteracbes morfofuncionais cardiacas de curto prazo
associadas a producéao de espécies reativas de oxigénio e a ativacao do inflamassoma
NLRP3.

Para determinar o curso temporal das alteragcbes cardiacas, 0 peso e a
morfometria cardiaca foram avaliados em animais tratados com cocaina
(15 mg/kg/dia; i.p) por 5 ou 15 dias (Figura 8A). Observa-se que a cocaina induziu
um aumento no peso cardiaco de camundongos tanto apos 5 quanto apos 15 dias em
comparacao aos controles (Figura 8B). Esse aumento do peso cardiaco foi associado
a um aumento na EPS nos mesmos periodos (Figura 8C). Em contraste, a EPVe e a
EPVd ndo apresentaram diferencas entre os grupos Controle e Cocaina em nenhum
dos tempos avaliados (Figuras 8D e 8E). No que diz respeito as areas internas das
camaras ventriculares, ndo foram observadas diferencas na AlVe entre o0s
grupos (Figura 8F). No entanto, a AlVd aumentou significativamente apos 5 dias de
cocaina, uma alteracdo que ndo foi observada ap6s 15 dias, sugerindo um
remodelamento transitorio (Figura 8G).

A elevacao da pressao arterial € um fator importante para o desenvolvimento
de hipertrofia cardiaca. Porém, a PAS aumentou significativamente apenas apos 15
dias de cocaina (Figura 8H). Dessa forma, a cocaina promove um remodelamento
cardiaco, que é caracterizado por hipertrofia cardiaca e espessamento da parede

septal, de forma independente do aumento da pressao arterial.
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Figura 8: Alteracdes de curto (5 dias) e médio (15 dias) prazos induzidas por cocaina sobre a estrutura
cardiacas e a presséao arterial. Analise morfométrica do coragdo dos grupos Controle e Cocaina (15
mg/kg) por 5 ou 15 dias: (A) cortes transversais corados com Hematoxilina e Eosina (HE), mostrando
as diferencas morfolégicas entre os grupos; (B) peso cardiaco, corrigido pelo comprimento da tibia
(mg/mm); (C) espessura da parede septal (EPS); (D) espessura da parede ventricular esquerda (EPVe);
(E) espessura da parede ventricular direita (EPVd); (F) area interna do ventriculo esquerdo (AlVe); (G)
area interna do ventriculo direito (AIVd). (H) Presséo arterial sistolica (PAS) néo invasiva ao longo de
15 dias de cocaina e nos controles. Os dados séo apresentados como média + erro padrdo da média;
*p < 0,05 vs. Controle, por Two-way ANOVA seguido de pés-teste de mdltiplas comparacbes de

Bonferroni.

Para determinar a hipertrofia celular induzida por cocaina, o diametro dos
cardiomidcitos, em corte longitudinal, das regides interventricular (septal) e da parede

posterior do VE foram determinados separadamente (Figura 9A). Observou-se que a
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administracdo de cocaina promoveu aumento do diametro dos cardiomiécitos nos dois
tempos analisados apenas na parede interventricular (Figura 9B).

A analise do didmetro de cardiomiocitos da parede do VE nédo revelou
diferencas significativas entre os grupos Controle e Cocaina em nenhum dos tempos
avaliados (Figura 9C). Estes dados estdo em concordancia com os dados
morfométricos, que mostraram espessamento septal, sem alteracédo da espessura da

parede do VE.
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Figura 9: Determinacgéo histolégica da hipertrofia de cardiomiécitos apés cocaina por 5 e 15 dias. (A)
Imagens representativas de cardiomidcitos, dispostos longitudinalmente e corados com HE, captados
a 400x, das paredes interventricular e ventricular esquerda (VE) dos diferentes grupos. Diametro dos
cardiomiécitos da parede interventricular (B) e da parede do ventriculo esquerdo (VE) nos grupos
Controle e Cocaina ap0s 5 e 15 dias. Os dados séo apresentados como média * erro padrdo da média;
*p < 0,05 vs. Controle, por Two-way ANOVA seguido de pos-teste de multiplas comparagfes de
Bonferroni.
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Considerando os dados acima, definimos o esquema de doses de 5 dias, no
qual as alteracdes estruturais cardiacas induzidas por cocaina ja estdo instaladas e
de forma independente do aumento da presséao arterial.

Assim, partimos para a caracterizacdo do modelo experimental quanto a
alteracbes renais e cardiacas. Para estudo do dano renal, o balango oxidativo foi
determinado. Em cortes longitudinais da regido cortical observou-se um aumento
significativo na fluorescéncia de DHE no grupo Cocaina, indicando maior producao de
EROs, em comparacdo com os animais controles (Figuras 10A e 10B). Em relagao
as enzimas antioxidantes, a cocaina causou reducao na atividade da SOD comparado
ao grupo Controle (Figura 10C). Em contrapartida, a concentracdo de GSH e a
atividade da catalase ndo mostraram diferencas significativas entre 0s grupos
Controle e Cocaina (Figuras 10D e 10E). Assim, conclui-se que ha estresse oxidativo

renal induzido por cocaina, o que poderia gerar prejuizo da funcao renal.



53

A)

15 um
Controle Cocaina
B) 30- C) 0.84
5 *
—~ o
© - © 0.6
o< 204 o =
c o _9 O
Q= Q©
o LW O & 0.4
O T wn
o
onNn =
= (o) 104 =
= 2 0.2
0- 0.0-
Controle Cocaina Controle Cocaina
D) 10- E) o8-
o
_ 8- m o H
o (o} v -
£ z U5 b
2 _ D
e ©° K3 8B
8 =4 © o 0.4
o) i ©
E *© S g
O) o
=4 - 0.2
~— 2— N’
0- 0.0-
Controle Cocaina Controle Cocaina

Figura 10: Balanco oxidativo renal apds cocaina. (A) Imagens representativas de se¢des longitudinais
de cortex renal marcadas com dihidroetidio (DHE), captados a 400x. (B) Quantificagcdo da fluorescéncia
do DHE (UA: unidades arbitrarias). (C) Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD). (D) Niveis
de glutationa reduzida (GSH). (E) Atividade da catalase. Os dados sédo apresentados como
média + erro padrao da média; onde *p < 0,05 vs. Controle, analisados por teste t de Student.
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Apos identificadas as alteracdes do balanco oxidativo renal, partimos para o
estudo cardiaco, onde analisamos a superficie fibrotica. Foi observado que a
deposicdo de matriz extracelular nas paredes ventriculares, representada pela
superficie corada em vermelho (Figura 11A), ndo apresentou diferencas entre os
grupos, indicando que a cocaina, neste periodo de avaliacdo, ndo causa fibrose
cardiaca (Figura 11B).

Controle Cocaina

L
(o]
]

Superficie
fibrética (%)

Controle Cocaina

Figura 11:. Superficie fibrética cardiaca apds cocaina. (A) Imagens representativas de cortes
transversais da parede ventricular corada com Picrosirius sob luz branca, obtidas com aumento de
200x, evidenciando a deposi¢do de matriz extracelular em vermelho. (B) Quantificacdo percentual da
superficie fibrética nos grupos Controle e Cocaina. Os dados sao apresentados como média * erro
padrdo da média, onde *p < 0,05 vs. Controle por teste t de Student.

Em seguida, o estudo eletrocardiografico sob anestesia foi realizado.

Observou-se que a FC nao apresentou diferenca entre os grupos Controle e Cocaina
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(Figura 12A). Por outro lado, a duracdo da onda P, que representa a despolarizacao
atrial, foi reduzida no grupo Cocaina em comparacdo aos controles (Figura 12B),
sugerindo uma alteracdo na propagacdo do impulso elétrico atrial. Entretanto, o
intervalo PR, que reflete o tempo de conducéo atrioventricular, ndo mostrou diferenca
entre os grupos (Figura 12C).

A duracdo do complexo QRS, que corresponde a despolarizacdo ventricular,
também nao apresentou diferenca entre os grupos Controle e Cocaina (Figura 12D).
Esse achado indica que a propagacao do impulso elétrico pelos ventriculos ndo é
alterada pela cocaina. De maneira semelhante, o intervalo QT, que representa a
duracéo entre despolarizacéo e repolarizacao ventricular, ndo mostrou alteracao entre
os grupos (Figura 12E). Também foi determinado o intervalo QT ajustado pela FC, o
QTc(n)-B, que também nao apresentou diferenca entre os grupos (Figura 12F). Esses
dados indicam que a exposi¢cdo de curto prazo a cocaina nao afeta a repolarizacdo

ventricular.
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Figura 12: Andlise eletrocardiografica dos efeitos da cocaina. (A) Frequéncia cardiaca (FC) em
batimentos por minuto (bpm). (B) Duracdo da onda P, que representa a despolarizacdo atrial. (C)
Intervalo PR, que reflete o tempo de conducao atrioventricular. (D) Duracdo do complexo QRS, que
corresponde a despolarizagéo ventricular. (E) Intervalo QT, que representa a duragéo da repolarizacédo
ventricular. (F) Intervalo QT corrigido (QTc) utilizando a formula de Bazett (QTc(B)). Os dados sdo
apresentados como média * erro padrédo da média, onde *p < 0,05 vs. Controle por teste t de Student.

Estes achados indicam que o impacto da cocaina na eletrofisiologia cardiaca é
minimo neste modelo experimental. Dessa forma, partimos para a investigacdo da
func@o contratil cardiaca em preparacdo isolada pelo método de Langendorff. A
figura 13A ilustra as diferencas basais (auséncia de estimulo) entre os grupos
Cocaina e Controle. Observa-se que a cocaina aumentou a PDVE (Figura 13D) e os
indices dP/dtmax (Figura 13E) e dP/dtmin (Figura 13F), que indicam maior velocidade
nas fases de contracdo e relaxamento, respectivamente. Observou-se também
elevacdo na pressao de perfusédo (PP) do leito arterial coronariano no grupo

Cocaina (Figura 13C), que indica maior resisténcia vascular coronariana. Nao houve
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alteracdo da frequéncia dos batimentos espontaneos entre os grupos (Figura 13C).

Dessa forma, a cocaina promove um estado basal de hipercontratilidade miocardica.
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Figura 13: Funcdo cardiaca basal ex vivo, utilizando a técnica de Langendorff. (A) Tracado
representativo da curva de presséo do ventriculo esquerdo (PVE) ao longo do tempo e da derivada da
pressao pela derivada do tempo (dP/dt) nas fases de contracdo (ascendente) e relaxamento
(descendente). (B) Pressédo de perfusdo (PP) do leito arterial coronariano. Como o fluxo é mantido
constante, variacdes na PP indicam alteracfes da resisténcia vascular. (C) Frequéncia cardiaca (FC)
de batimentos espontaneos, em batimentos por minuto (bpm). (E) Presséo desenvolvida pelo ventriculo
esquerdo (PDVE). (F) indice de contratilidade méxima (dP/dtmax). (G) indice de contratilidade
minima (dP/dtmin). Os dados sdo apresentados como média + erro padréo da média, onde *p < 0,05 vs.
Controle por teste t de Student.
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Apoés andlise da contratilidade ventricular esquerda no estado basal, o desafio
com isoprenalina, um agonista (3-adrenérgico, foi realizado a fim de mimetizar o efeito
da ativagdo simpética sobre o coracdo. O efeito inotropico positivo foi analisado por
meio de curvas concentracdo-resposta a isoprenalina, em que se observa uma menor
resposta do grupo Cocaina em comparacdo ao grupo Controle para todos os
parametros: PVDE (Figura 14A), dP/dtmax (Figura 14B) e dP/dtmin (Figura 14C). De
modo interessante, a resposta inotropica ao deslanosideo, um inibidor da bomba de
sédio e potassio (Na*/K*-ATPase), foi mantida no grupo Cocaina em rela¢do ao grupo
Controle. Isto é, o deslanosideo aumentou significativamente a PDVE (Figura 14D),
a dP/dtmax (Figura 14E) e a dP/dtmin (Figuras 14F) igualmente nos dois grupos. Em
suma, os resultados indicam que a cocaina compromete a resposta inotropica a
isoprenalina, refletindo um possivel comprometimento da sinalizacdo p-adrenérgica.
No entanto, a resposta ao deslanosideo, que inibe a Na*/K*-ATPase, permanece
inalterada. Logo, sugere-se que a cocaina prejudica de forma especifica a modulacao

adrenérgica da contratilidade cardiaca.
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Figura 14: Resposta inotrépica a isoprenalina (agonista B-adrenérgico) e ao deslanosideo (inibidor de
bomba de sédio/potassio). Curvas concentragdo-resposta a isoprenalina (1019 a 105 mol/L) para (A)
pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE), (B) indice de contratilidade maxima (dP/dtmax)
e (C) indice de contratilidade minima (dP/dtmin), € respectivos valores de efeito maximo (Emax) (gréaficos
a direita). Efeito do deslanosidio (10-1° mol/L) sobre (D) PDVE, (E) dP/dtmax € (F) dP/dtmin NOS grupos
controle e cocaina. Os dados sdo apresentados como média * erro padrao da média, A-C: *p < 0,05
vs. Controle, por Two-way ANOVA seguido de pos-teste de multiplas comparagcbes de Bonferroni e
Emax por teste t de Student; D-F: *p < 0,05 vs. basal (hdo estimulado), por Two-way ANOVA seguido de
pos-teste de multiplas comparacdes de Bonferroni.

ApOs caracterizados os danos cardiacos estruturais e funcionais induzidos pela

cocaina, foi avaliada a atividade da caspase-1, um marcador da ativacdo do
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inflamassoma NLRP3. Para isso, foi utilizando o substrato FAM-FLICA, que se liga a

caspase-1 ativa emitindo fluorescéncia verde.

Nas Figura 15A (imagens representativas) e 15B (intensidade da fluorescéncia
verde), observa-se um aumento na fluorescéncia do FAM-FLICA em cardiomiécitos
isolados de animais do grupo Cocaina em comparacdo aos do grupo Controle,
indicando maior atividade da caspase-1 e, portanto, uma maior ativacdo do
inflamassoma NLRP3. Em adi¢ao, sabendo da contribuicdo de EROs para formacao
do inflamassoma NLRP3, foi avaliado o estresse oxidativo em cardiomiocitos através
da sonda fluorescente DHE. Conforme as Figura 15C (imagens representativas) e
15D (intensidade da fluorescéncia vermelha), a cocaina aumenta a producdo de
EROs.

Além disso, os sistemas enzimaticos antioxidantes foram avaliados. A atividade
da SOD (Figura 15E) ndo reduziu significativamente no grupo Cocaina em
comparacdo ao Controle (p = 0,08), porém, essa reducdo pode ter relevancia
bioldgica. A concentracdo de GSH (Figura 15F) ndo apresentou diferencas entre 0s
grupos, indicando que esta reserva antioxidante do sistema glutationa peroxidase néo
foi alterada. Por fim, a atividade da catalase (Figura 15G) foi menor no grupo Cocaina
em comparacdo ao Controle, sugerindo uma reducéo da capacidade de remocao do

perdxido de hidrogénio (H202).
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Figura 15: Avaliagdo cardiaca da atividade da caspase-1 e do estresse oxidativo causados por cocaina.
(A) Imagens representativas de cardiomiécitos isolados emitindo fluorescéncia verde da marcagéo com
FAM-FLICA, indicando a atividade da caspase-1. (B) Quantificacdo da fluorescéncia do FAM-FLICA
(U.A.: unidades arbitrarias) nos grupos Controle e Cocaina. (C) Imagens representativas da
fluorescéncia da reacdo da sonda DHE (nlcleos vermelhos brilhantes) com espécies reativas de
oxigénio (EROs) em cardiomidcitos isolados. (D) Quantificacdo da fluorescéncia do DHE nos grupos
Controle e Cocaina. (E) Atividade da superéxido dismutase (SOD), (F) concentracdo de glutationa
(GSH) e (G) atividade da catalase em lisado de tecido cardiaco nos grupos Controle e Cocaina. Os
dados séo apresentados como média * erro padrao da média, onde *p < 0,05 vs. Controle por teste t
de Student.

Esses resultados sugerem que a cocaina ativa o inflamassoma NLRP3 e

promove estresse oxidativo em cardiomiocitos. A diminuicdo da atividade da catalase
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e atendéncia de reducédo da SOD podem refletir um comprometimento da capacidade

antioxidante, contribuindo para o ambiente pro-inflamatorio e pré-oxidativo observado.

Com base nos achados apresentados até aqui, conclui-se que a cocaina por
um periodo de 5 dias resulta em alteracfes significativas na morfologia e na funcao
cardiaca, associadas a um aumento da producdo de EROs e a ativacdo do

inflamassoma NLRP3.

4.2. Ainibicdo farmacologica do inflamassoma NLRP3 previne os efeitos negativos
da cocaina sobre o coracéo.

Para investigar se ha uma relacdo causal entre a ativacdo do inflamassoma
NLRP3 e dano cardiaco induzido por cocaina, duas estratégias farmacologicas foram
escolhidas: a glibenclamida, uma sulfonilureia usada no tratamento do diabetes, mas,
que inibe seletivamente o inflamassoma NLRP3 em dose néo
hipoglicemiante (MIRANDA; BRUNO et al., 2024), e o MCC950, um composto
derivado de glibenclamida, que mostrou-se um inibidor potente e seletivo de NLRP3,
sem efeito hipoglicemiante (DUAN; SUN et al., 2023).

A estrutura cardiaca foi determinada por estudo morfométrico das seccdes
transversais (Figura 16A). O MCC950 preveniu o aumento do peso cardiaco (Figura
16B) e o0 espessamento do septo (Figura 16G) induzidos por cocaina, enquanto a
glibenclamida apenas evitou o espessamento septal (Figura 16G). Os demais
parametros, como area interna do ventriculo esquerdo (Figura 16C), area interna do
ventriculo direito (Figura 16D), espessura da parede do ventriculo esquerdo (Figura
16E) e espessura da parede do ventriculo direito (Figura 16F), ndo foram modificados

pela cocaina sozinha ou associada aos tratamentos.
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Figura 16: Efeito dos tratamentos com MCC950 e glibenclamida nas alteracdes morfométricas
causadas por cocaina. (A) Secdes transversais representativas dos coragdes corados com
Hematoxilina e Eosina (HE) de cada grupo. (B) Peso cardiaco (mg/mm), corrigido pelo comprimento da
tibia. (C) Area interna do ventriculo esquerdo (AlVe). (E). Espessura da parede ventricular esquerda
(EPVe). (F) Espessura da parede ventricular direita (EPVd). (G) Espessura da parede septal (EPS). Os
dados sédo apresentados como média + erro padrdo da média, em que *p < 0,05 vs. Controle, #p < 0,05
vs. Cocaina, por Two-way ANOVA seguido de pés-teste de multiplas comparacdes de Bonferroni.
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ApoOs a avaliagdo da morfologia do coracdo, a analise do diametro de
cardiomidcitos da parede interventricular (septal) foi realizada (Figura 17A). Verificou-
se que a cocaina induziu um aumento no didmetro médio dos cardiomidcitos em
comparacao ao grupo Controle (Figura 17B). Esse aumento foi prevenido nos grupos
tratados com MCC950 (CocaMCC) e glibenclamida (CocaGlib), mostrando que ambos

0s tratamentos previnem a hipertrofia dos cardiomiocitos interventriculares induzida

pela cocaina.
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Figura 17: Efeito do tratamento com MCC950 ou glibenclamida sobre a hipertrofia de cardiomidcitos
da parede interventricular induzida por cocaina. (A) Cortes transversais da parede interventricular
cardiaca corados com HE dos grupos Controle, Cocaina, CocaMCC e CocaGlib. (B) Diametro de
cardiomiécitos da parede interventricular. Os dados séo apresentados como média * erro padréo da
média, em que *p < 0,05 vs. Controle, #p < 0,05 vs. Cocaina, por Two-way ANOVA seguido de pos-
teste de multiplas comparacdes de Bonferroni.

Ap6s a analise dos parametros morfométricos cardiacos e celulares, a
influéncia da inibicdo do inflamassoma NLRP3 foi avaliada no impacto da cocaina
sobre a funcdo cardiaca ex vivo.

A PP (Figura 18A) e FC (Figura 18B) permaneceram inalteradas nos grupos
Cocaina, CocaMCC e CocaGlib em comparacao ao Controle. A cocaina aumentou a
PDVE, efeito prevenido pelo tratamento com MCC950, mas néo por
glibenclamida (Figura 18C). Tanto dP/dtmax quanto dP/dtmin foram aumentados no
grupo Cocaina. Esses aumentos foram prevenidos por MCC950, mas nao por
glibenclamida (Figuras 18D e 18E). Conclui-se, portanto, que a inibicdo do
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inflamassoma NLRP3 com MCC950 previne o estado de hipercontratilidade basal

causada pela cocaina.
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Figura 18: Efeito do tratamento com MCC950 ou glibenclamida sobre a alteracao de funcao cardiaca
ex vivo causada por cocaina. (A) Pressédo de perfusdo (PP); (B) frequéncia cardiaca (FC), (C) pressao
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE), (D) indice de contratilidade méaxima (dP/dtmax) € (E)
indice de contratilidade minima (dP/dtmin). Os dados s@o apresentados como média + erro padrdo da
média, em que *p < 0,05 vs. Controle, #p < 0,05 vs. Cocaina, por Two-way ANOVA seguido de pos-
teste de multiplas comparagdes de Bonferroni.

Sob estresse farmacolégico com a isoprenalina, os parametros de PDVE,
dP/dtmax € dP/dtmin aumentaram de forma concentracdo-dependente em todos os
grupos, porém, o grupo Cocaina apresentou respostas atenuadas em comparacao ao
Controle (Figura 19). A PDVE foi mantida proxima aos valores do grupo Controle nos
grupos tratados com MCC950 e glibenclamida, prevenindo a reducéo observada no
grupo Cocaina (Figura 19A). Da mesma forma, a dP/dtmax € a dP/dtmin foram
preservados nos grupos tratados com MCC950 e glibenclamida, prevenindo a

diminuicdo causada por cocaina (Figuras 19B e 19C). No geral, os resultados indicam
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gue a inibicdo do inflamassoma NLRP3 previne a diminuicdo do efeito inotropico

positivo da isoprenalina causada pela cocaina.
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Figura 19: Impacto da inibicdo do inflamassoma NLRP3 por MCC950 ou glibenclamida sobre o efeito
inotropico positivo da isoprenalina em coragfes isolados de camundongos que receberam cocaina.
Curvas concentragdo-resposta a isoprenalina (10-1°a 10-5 mol/L) para (A) pressdo desenvolvida pelo
ventriculo esquerdo (PDVE), (B) indice de contratilidade méxima (dP/dtmax) € (C) indice de contratilidade
minima (dP/dtmin), € respectivos valores de efeito maximo (Emax) (graficos a direita). Os dados séo
apresentados como média + erro padrao da média, em que *p < 0,05 vs. Controle, #p < 0,05 vs. Cocaina,
por Two-way ANOVA seguido de pds-teste de multiplas comparagfes de Bonferroni.
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Para complementar os dados funcionais, estudamos a resposta contratil celular
basal e frente ao desafio com agonistas adrenérgicos. Corroborando ao observado
nos coragdes isolados, os cardiomiécitos do grupo Cocaina na auséncia de estimulo
farmacoldgico (basal) apresentaram menor tempo até o pico (Figura 20A) e maior
fracdo de encurtamento (Figura 20C), caracterizando um estado hiperdinamico. Nos
grupos CocaMCC ou CocaGlib, observou-se uma normalizacdo no tempo até o pico
da contracédo e da fracdo de encurtamento no basal, prevenindo o efeito de aceleracao
induzido pela cocaina (Figura 20A e C).

A isoprenalina, por sua vez, desencadeou maior velocidade de
contracao (Figura 20A) e maior efeito inotrépico positivo no grupo Cocaina (Figura
20C), enquanto os tratamentos com os inibidores de inflamassoma NLRP3 retornaram
a capacidade de responder ao agonista $-adrenérgico para niveis do controle (Figura
20A e C). Vale realcar que a isoprenalina desencadeou diminuicdo do valor do basal
em todos o0s grupos nas analises de velocidade de contracdo e relaxamento (Figura
20A e B), porém, aumentou a fracao de encurtamento apenas do grupo Cocaina ap6s
estimulo farmacoldgico (Figura 20C), realcando a maior resposta ao agonista [3-
adrenérgico. Semelhantemente, a fenilefrina reduziu os valores encontrados no basal
nos tempos de contracdo e relaxamento celular (Figura 20A e B) para todos os
grupos, reduzindo também a fracdo de encurtamento dos grupos Controle e Cocaina,
em relacdo ao basal (Figura 20C). Apesar de aumentar a velocidade de contracao
(Figura 20A) no grupo Cocaina, com manutencdo pelos grupos tratados com o0s
inibidores de inflamassoma NLRP3, a fenilefrina ndo modificou a fracdo de
encurtamento entre 0s grupos.

Interessantemente, os tratamentos com MCC950 e glibenclamida prolongaram
a fase de relaxamento em comparacao ao grupo cocaina, tanto em condicfes basais
guanto sob estresse farmacoldgico induzido por isoprenalina e fenilefrina (Figura
20B).

A nivel dos receptores, ndo houve diferenca na expressao do receptor
adrenérgico (AR) B1 (Figura 20D) e néo foi possivel detectar o a1 (dados né&o
mostrados) nas células dos grupos analisados. Sugere-se, portanto, que as diferencas
de respostas aos agonistas entre 0os grupos sédo independentes de alteracdo na

guantidade total dos receptores adrenérgicos.
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Esses resultados, em conjunto, mostram que os tratamentos com MCC950 e
glibenclamida previnem os efeitos da cocaina sobre a dinamica de contracéo-

relaxamento celular.
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Figura 20: Efeito da cocaina e dos tratamentos com MCC950 ou glibenclamida sobre a funcéo contratil
na auséncia ou presenca de isoprenalina (107 M), agonista B-adrenérgico, ou fenilefrina (107 M),
agonista a-adrenérgico, e sobre a expressao proteica dos receptores adrenérgicos em cardiomiécitos
isolados. (A) Tempo até 50% do pico da contracao; (B) tempo até 50% do término da contracao; (C)
fracdo de encurtamento. Os resultados sdo apresentados como eventos celulares individuais (gréafico
a esquerda) ou em média de eventos (gréafico a direita) de todos os grupos no basal ou sob desafio
farmacoldgico. (D) Expressao do receptor adrenérgico 1 (81-AR) normalizada pela HSP90, onde cada
simbolo representa o pool de células do mesmo animal. Os dados séo apresentados como média +
erro padrdo da média, em que *p < 0,05 vs. Controle, #p < 0,05 vs. Cocaina, Tp<0,05 vs Basal, por Two-
way ANOVA, seguido de pés-teste de multiplas comparagcdes de Bonferroni.



71

Uma vez observado que a cocaina altera a resposta adrenérgica em
cardiomidcitos, sem alterar a quantidade total dos receptores, avaliamos elementos
da via de sinalizagéo: transiente de célcio e expressdo de SERCA2a. Quanto ao
transiente de célcio, foram avaliados os parametros de fluorescéncia basal intracelular
da sonda Fluo-4 AM (F,) e a amplitude relativa do transiente de calcio (F/Fy). A
expressdo da SERCA2a foi usada como um indice de eficiéncia da recaptacao de
calcio para o reticulo sarcoplasmatico. O aumento de F, foi observado no grupo
Cocaina, enquanto MCC950 e glibenclamida restauraram esse parametro para
valores proximos ao Controle (Figura 21B). A amplitude dos transientes de
calcio (F/F,) foi reduzida no grupo Cocaina, e esse efeito também foi prevenido pelos
tratamentos com MCC950 e glibenclamida (Figura 21C). Nao foram observadas
diferencas na expressdao de SERCA2a entre os grupos (Figura 21D). Estes
resultados, em conjunto, indicam que o inflamassoma NLRP3 contribui para as
anormalidades induzidas por cocaina sobre a dinamica de calcio em cardiomioticos

isolados e que a inibicdo do inflamassoma NLRP3 pode normalizar essas alteragoes.
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Figura 21: Efeito do tratamento com MCC950 ou glibenclamida sobre as alteracdes de transiente de
célcio e expressdo de SERCA2a induzidas por cocaina em cardiomiocitos isolados. (A) Tragos
representativos dos transientes de calcio intracelular, avaliados pela razdo F494/506 em unidades
arbitrarias (U.A.). (B) Fluorescéncia de Fluo-4 AM em repouso (Fo; U.A.: unidades arbitrarias). (C)
Amplitude dos transientes de célcio, expressa como F/F,. (D) Expressdo relativa de SERCA2a
normalizada pela HSP90. B-C) Cada simbolo representa uma Unica célula; D) cada simbolo representa
0 pool de células do mesmo animal. Os dados s&o apresentados como média + erro padrao da média,
em que *p < 0,05 vs. Controle, #p < 0,05 vs. Cocaina, por Two-way ANOVA seguido de pés-teste de
multiplas comparacgdes de Bonferroni.

Para comprovar o mecanismo de acdo das drogas, a atividade da caspase-1 e
a producédo de EROs foram realizadas (Figura 22A). Os tratamentos com MCC950 e
glibenclamida preveniram o aumento da atividade da caspase-1 mediada por cocaina,
restaurando a fluorescéncia do FAM-FLICA para valores proximos ao
Controle (Figura 22B). Da mesma forma, o aumento da producéo de EROs causado
por cocaina foi reduzido nos grupos tratados com os inibidores (Figura 22C). Além
disso, a Cocaina aumentou a expressao de mRNA para IL-1B e o tratamento com
MCC950, mas n&do com glibenclamida, impediu esse aumento (Figura 22D). Mostra-

se, portanto, que a producdo de EROs por cocaina parece estar intimamente
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conectada com a ativacédo do inflamassoma NLRP3 e que 0 aumento da expressao

génica de IL-1B pbde ser prevenido pelo MCC950.
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Figura 22: Efeitos cardiacos da cocaina e dos tratamentos com MCC950 ou glibenclamida sobre a
atividade da caspase-1, producdo de EROs e expressao génica de IL-1(. (A) Imagens representativas
de cardiomiécitos isolados emitindo fluorescéncia verde da marcagdo com FAM-FLICA (painel
superior), indicando a atividade da caspase-1, ou vermelha da marcacdo de EROs pela sonda DHE
(painel inferior). (B) Quantificacdo da fluorescéncia do FAM-FLICA e da (C) fluorescéncia do DHE em
cardiomiécitos isolados. (D) Expressao génica do mRNA para IL-1B em relagdo ao gene de referéncia
(18S) a partir de amostras de coracdo. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da
média, em que *p < 0,05 vs. Controle, #p < 0,05 vs. Cocaina, por Two-way ANOVA seguido de pés-

teste de multiplas comparacdes de Bonferroni.
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Em suma, a inibicdo da ativacao do inflamassoma NLRP3 preveniu os efeitos
deletérios da cocaina, atuando tanto na preservacdo da morfologia e funcéo
cardiacas, quanto na reducédo da inflamacé&o e do estresse oxidativo. Esses achados
sugerem que o antagonismo do inflamassoma NLRP3 pode ser uma estratégia

promissora para mitigar os efeitos cardiotoxicos da cocaina.

4.3. A delecdo de genes do receptor NLRP3 e da caspase-1 confirma que o
inflamassoma NLRP3 é essencial para os efeitos cardiodeletérios da cocaina.

Como prova de conceito, a analise de hipertrofia cardiaca e atividade de
enzimas antioxidantes, apés 5 dias de cocaina, foi realizada em animais Wt ou KO
para os genes que codificam o receptor NLRP3 (NLRP3 KO) ou a enzima caspase-1
(Casp-1 KO). A cocaina aumentou o peso cardiaco apenas no grupo Wt, enquanto 0s
grupos NLRP3 KO e Casp-1 KO nao apresentaram aumento, indicando que a
auséncia dessas proteinas previne a hipertrofia induzida pela cocaina (Figura 23A).
A atividade da catalase foi reduzida no grupo Wt cocaina, enquanto nos grupos
NLRP3 KO e Casp-1 KO essa reducéo nédo foi observada, indicando que a delecéo
genética desses genes protege contra a queda da atividade da catalase induzida pela
cocaina (Figura 23B). A atividade de SOD, por sua vez, ndo foi significativamente
alterada no grupo Wt cocaina, apesar de uma tendéncia de reducéo (p = 0,11; Figura
23C). Nos grupos NLRP3 KO e Casp-1 KO e, a atividade de SOD permaneceu
inalterada (em relacdo ao Controle) apés o desafio com cocaina, sugerindo um papel
modulador desses genes na resposta antioxidante. Por fim, fémeas Wt e KO
submetidas ao mesmo protocolo (cocaina 15 mg/kg/dia; i;p., 5 dias) ndo apresentaram
aumento do peso cardiaco, demonstrando protecéo a hipertrofia cardiaca relativa ao

sexo (Figura 23D).
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Figura 23: Avaliacdo da delecdo genética do receptor NLRP3 e da enzima caspase-1 sobre a reducao
da protecéo oxidante e o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca induzidos por cocaina em machos e
fémeas. (A) Peso cardiaco de animais machos das linhagens selvagem (Wt) e nocautes (KO) para
NLRP3 ou Casp-1 apds 5 dias de cocaina ou salina. Atividade de (B) catalase e de (C) SOD nos
diferentes grupos. (D) Peso cardiaco de camundongos fémeas Wt, NLRP3 KO ou Casp-1 KO apés
cocaina. Os dados sdo apresentados como média + erro padrédo da média, em que *p < 0,05 vs. Salina,
por Two-way ANOVA seguido de pds-teste de multiplas comparagfes de Bonferroni.

A delecdo dos genes NLRP3 e caspase-1 confirmou o papel central do
inflamassoma NLRP3 no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca e na alteracédo das
defesas antioxidantes provocadas pela cocaina. Esses resultados reforcam que o
inflamassoma NLRP3 é essencial para os efeitos deletérios da cocaina sobre o

coragao.
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4.4. O antagonista misto dos receptores adrenérgicos, carvedilol, melhora os efeitos
cardiodeletérios da cocaina, concomitantemente a inibicdo do inflamassoma NLRP3.

A cocaina aumenta a concentracdo de noradrenalina nas sinapses simpaticas
e pode estimular a liberacdo de adrenalina (SOFUOGLU; NELSON et al., 2001),
ativando de forma exagerada os receptores a e B-adrenérgicos no coracdo. Além da
acdo simpatomimética, sdo reconhecidos outros alvos da cocaina, como canais
sensiveis a voltagem para sddio e para potassio (O'LEARY; HANCOX, 2010). Dessa
forma, nos perguntamos se o dano cardiaco e a ativacao do inflamassoma causados
por cocaina eram dependentes dos receptores adrenérgicos ou hdo. Uma vez que
cardiomiécitos isolados de animais que receberam cocaina responderam aos
agonistas a e B-adrenérgicos, escolhemos como estratégia bloquear a sinalizacao por

ambos os receptores usando o carvedilol, que € antagonista a/f3 misto.

Inicialmente, analisamos a hipertrofia e a morfometria cardiaca (Figura 24A).
O tratamento com carvedilol preveniu o aumento do peso cardiaco induzido pela
cocaina, mantendo os valores proximos aos do grupo Controle (Figura 24B). N&o
foram observadas alteracdes notaveis na AlVe e AlVd entre os grupos (Figuras 24C
e 24D). As espessuras das paredes ventriculares (EPVe e EPVd) também nédo
apresentaram diferencas entre os grupos (Figuras 24E e 24F). No entanto, a EPS foi
aumentada no grupo Cocaina em comparacao ao Controle e o carvedilol preveniu

esse aumento (Figura 24G).
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Figura 24: Efeito do Carvedilol sobre o remodelamento cardiaco causado por cocaina. (A) Imagens
representativas de cortes transversais de corac¢des corados com HE. (B) Peso cardiaco corrigido pelo
comprimento da tibia. (D) Area interna do ventriculo esquerdo (Aive). (E) Area interna do ventriculo
direito (Aivd). (F) Espessura média da parede ventricular esquerda (EPVe). (G) Espessura média da
parede ventricular direita (EPVd). (H) Espessura média da parede septal (EPS). Os dados s&o
apresentados como média + erro padrao da média, em que *p < 0,05 vs. Controle, #p < 0,05 vs. Cocaina,
por Two-way ANOVA seguido de pds-teste de multiplas comparagfes de Bonferroni.
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Também analisamos o0 didametro dos cardiomidcitos da parede
interventricular (Figura 25A). O tratamento com carvedilol atenuou o aumento do
didmetro dos cardiomidcitos da parede interventricular, prevenindo a hipertrofia celular
induzida pela cocaina (Figura 25B). Estes dados corroboram com a prevencédo do
espessamento septal e indicam que o carvedilol exerce efeito protetor sobre o

remodelamento cardiaco induzido pela cocaina.
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Figura 25: Efeito do tratamento com carvedilol sobre a hipertrofia de cardiomiécitos da parede
interventricular induzida por cocaina. (A) Cortes transversais representativos da parede interventricular
cardiaca corados com HE dos grupos Controle, Cocaina e CocaCarv. (B) Diametro de cardiomiécitos
da parede interventricular. Os dados sao apresentados como média + erro padrdo da média, em que
*p < 0,05 vs. Controle, #p < 0,05 vs. Cocaina, por Two-way ANOVA seguido de pos-teste de multiplas
comparacdes de Bonferroni.

Em seguida, analisamos o efeito do tratamento com carvedilol sobre a funcéo
cardiaca ex vivo. A PP e a FC ndo apresentaram diferencas significativas entre os
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grupos (Figuras 28A e 28B). A PDVE no basal aumentou no grupo Cocaina e foi
normalizada pelo carvedilol (Figura 28C). Da mesma forma, o carvedilol preveniu o

aumento da dP/dtmax € dP/dtmin Observados no grupo Cocaina (Figuras 28D e 28E).
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Figura 26: Efeito do tratamento com carvedilol (Carv) sobre a as altera¢des basais de contratilidade ex
vivo causadas por cocaina. (A) Pressao de perfuséo (PP), (B) frequéncia cardiaca (FC), (C) pressao
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE), (D) indice de contratilidade maxima (dP/dtmax) € (E)
indice de contratilidade minima (dP/dtmin). Os dados séo apresentados como média * erro padrao da
média, em que *p < 0,05 vs. Controle, #p < 0,05 vs. Cocaina, por Two-way ANOVA seguido de pos-
teste de multiplas comparacdes de Bonferroni.

Sob estresse farmacoldégico com isoprenalina, os parametros de PDVE
(Figura 27A), dP/dtmax (Figura 27B) e dP/dtmin (Figura 27C) aumentaram de forma
concentragcdo-dependente em todos os grupos, porém, o grupo Cocaina apresentou
respostas atenuadas em comparagdo ao Controle. O tratamento com carvedilol
preveniu essas alteracdes no grupo CocaCarv (Figuras 27). Assim, o carvedilol
preveniu a diminuicdo do inotropismo positivo induzido pela isoprenalina causado pela

cocaina.
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Figura 27: Efeito do tratamento com carvedilol sobre o prejuizo da resposta inotrépica a isoprenalina
causado por cocaina. Curvas concentragao-resposta a isoprenalina (101° a 10-°mol/L) para (A) pressao
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE), (B) indice de contratilidade maxima (dP/dtmax) € (C)
indice de contratilidade minima (dP/dtmin), € respectivos valores de efeito maximo (Emax) (graficos a
direita). Os dados sdo apresentados como média * erro padrdo da média, em que *p < 0,05 vs. Controle,
#p < 0,05 vs. Cocaina, por Two-way ANOVA seguido de poés-teste de miltiplas comparagfes de

Bonferroni.
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Por fim, para confirmar se os efeitos protetores do carvedilol envolvem a
inibicdo do inflamassoma NLRP3 cardiaco, a atividade de caspase-1 in situ foi
medida (Figuras 28A). O tratamento com carvedilol reduziu a ativacao da caspase-1
causada pela cocaina, indicada pela menor intensidade de fluorescéncia
verde (Figuras 28B).
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Figura 28: Efeito do tratamento com carvedilol sobre o aumento da atividade da caspase-1 cardiaca.
(A) Imagens representativas de cortes transversais do VE emitindo fluorescéncia verde da marcagéo
com FAM-FLICA, indicando a atividade da caspase-1 (B) Quantificagdo da fluorescéncia do FAM-
FLICA. Os dados séo apresentados como média + erro padrdo da média, em que *p < 0,05 vs. Controle,
#p < 0,05 vs. Cocaina, por Two-way ANOVA seguido de poés-teste de miltiplas comparacfes de
Bonferroni.

Adicionalmente, como haviamos identificado que a cocaina causa estresse
oxidativo renal (Figura 10), os niveis séricos de creatinina, indicador de fungéo renal,
foram determinados. O carvedilol preveniu o0 aumento de creatinina sérica induzido

por cocaina (Figura 29), sugerindo um efeito protetor sobre a funcdo dos rins.
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Figura 29: Efeito do tratamento com carvedilol sobre os niveis séricos de creatinina. Os dados s&o
apresentados como média + erro padrao da média, em que *p < 0,05 vs. Controle, #p < 0,05 vs. Cocaina,
analisados por Two-way ANOVA seguido de pés-teste de multiplas comparacdes de Bonferroni.
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5. DISCUSSAO

Este trabalho mostra pela primeira vez, em nosso conhecimento, que a ativagao
do inflamassoma NLRP3 participa do dano cardiaco desencadeado por cocaina e que
esse dano é mediado pelos receptores adrenérgicos. Em conjunto, propde-se que a
cocaina inibe a recaptacdo de catecolaminas que, por sua vez, atuam sobre os
receptores adrenérgicos cardiacos, levando a ativagao do inflamassoma NLRP3 e ao
dano cardiaco observado. A participacdo do inflamassoma NLRP3 mostra-se como
ponto-chave para o dano morfolégico, funcional pro-oxidativo e inflamatério cardiaco
causado pela cocaina.

Inicialmente, mostramos que a cocaina causa hipertrofia e remodelamento
cardiaco a curto prazo (5 dias), que € mantida a médio prazo (15 dias). E importante
notar que a escolha do tempo de 5 dias de cocaina foi realizada devido a manutencao
da PAS nesse tempo de estudo. Por outro lado, no décimo quinto dia de cocaina, 0s
animais desenvolveram aumento da PAS. O aumento da PAS por cocaina possui
padrao de resposta tempo-dependente em dose superior (20 mg/kg/dia i.p) ao longo
de 10 dias, como evidenciado por ZHU; WANG et al. (2018). Nossa escolha, usando
menor dose e por menos tempo, visou a obtencao de resultados livres de interferéncia

do aumento da pds-carga, representada pela maior resisténcia vascular periférica.

Outra diferenca é que a medida de PAS realizada por ZHU; WANG et al. (2018)
ocorria 1 hora apés a administracdo da cocaina, refletindo, assim, os efeitos agudos
da cocaina sobre o sistema cardiovascular, enquanto a cocaina ainda estava presente
no organismo (ZHU; WANG et al., 2018). N6és medimos o efeito da cocaina sobre a
PAS 12 horas ap0s a administracao da dose, refletindo, assim, o efeito cumulativo da
administracao sistémica, na auséncia da droga no organismo. Dito isso, ndo podemos
afirmar que os efeitos observados neste trabalho sdo independentes de alteracéo
temporaria da pos-carga e da pressao arterial, mas, podemos sugerir que os efeitos
agui observados contém influéncias hemodinamicas reduzidas do uso cronico da
droga. Portanto, este seria 0 momento ideal para estudar os mecanismos diretos da
cocaina sobre o coracdo. Também, € importante frisar que os efeitos sobre a PAS
sao, normalmente, associados ao uso de longo prazo, pois a agao de barorreceptores
evita 0 aumento da pressédo arterial de curto prazo, embora haja liberacdo de
adrenalina induzido por cocaina (TUNCEL; WANG et al., 2002). E provavel que o
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desequilibrio do sistema imune participe do ponto de inflexdo do estado normotenso
para hipertenso cronico, como ja evidenciado para diversos casos por n0sso grupo de
pesquisa e outros (BOMFIM; CAU et al., 2019). Por isso, o estudo da participagéo do
infimassoma NLRP3 cardiaco, renal e vascular € de grande relevancia para a
fisiopatologia da doenca cardiovascular desencadeada por cocaina, incluindo estudos

futuros sobre a hipertensao arterial secundaria ao abuso de cocaina.

Além disso, o ndo desenvolvimento de hipertrofia cardiaca por cocaina em
fémeas direcionou o trabalho apenas para machos. A literatura cientifica demonstra
gue fémeas de diversas espécies, incluindo os humanos, apresentam uma protecao
mais robusta as doencas cardiovasculares em comparacdo aos machos devido,
principalmente, a acdo dos horménios sexuais femininos, especialmente o estrogénio,
gque possuem efeitos cardioprotetores (DAVEZAC; BUSCATO et al.,, 2021). O
estrogénio auxilia na manutencao da funcao endotelial, promovendo vasodilatacao por
meio da modulacdo da sintese de Oxido nitrico, o que contribui para o controle da
hipertensdo e do remodelamento cardiaco (MURPHY, 2011). Os receptores de
estrogénio, por sua vez, regulam vias metabdlicas e inflamatorias, modulando a
expressdo de genes envolvidos na homeostase cardiovascular, o0 que promove perfis
lipidicos mais saudaveis e menor suscetibilidade a eventos ateroscleroticos,
reforcando a importancia do equilibrio hormonal feminino na prevencé@o de doencas
cardiovasculares (FAIRWEATHER, 2014). Reconhecemos a importancia dos estudos
sobre dimorfismo sexual na fisiopatologia das doencas cardiovasculares; entretanto,
nossos dados indicaram a necessidade de concentrar a analise nos machos, devido
a sua maior suscetibilidade a mortalidade associada a essas condicoes.

O remodelamento cardiaco induzido pela cocaina, por sua vez, revela
alteracdes de relevancia clinica, com destaque para o aumento do peso cardiaco. A
hipertrofia cardiaca € reconhecida como um importante preditor de eventos
cardiovasculares adversos. O Framingham Heart Study (LEVY; ANDERSON et al.,
1987), por exemplo, reconhece a hipertrofia cardiaca como um fator de risco
independente para insuficiéncia cardiaca e outras condi¢des cardiovasculares graves.
Assim como em nosso estudo, observou-se que usuarios de cocaina em fase inicial
de dependéncia, possuem a massa cardiaca aumentada (KOZOR; GRIEVE et al.,

2014) com alteracéo da morfologia dos cardiomiécitos (VERMA; ORME MERVE et al.,
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2021). Este aumento do coracéo associado a falha cardiaca leva a morte precoce do
usuario de cocaina por doenca cardiovascular (ARENAS; BELTRAN et al., 2020).

Estudos demonstram que o remodelamento concéntrico € o mais prevalente
entre usuarios de cocaina (MACEIRA; RIPOLL et al., 2014). Contudo, as alteracdes
observadas indicam um remodelamento em fase inicial, visto que a parede posterior
do ventriculo esquerdo permaneceu inalterada, enquanto apenas os cardiomiécitos
da parede interventricular (septal) estéo hipertrofiados, resultando em espessamento
do septo interventricular. O aumento seletivo da espessura septal pode estar
relacionado a densa inervacdo simpatica presente na parede septal cardiaca (AKSU,;
GUPTA et al., 2021). A cocaina, ao inibir a recaptacao de noradrenalina, aumenta sua
biodisponibilidade desse neurotransmissor na fenda sinaptica, intensificando a
estimulacdo dos receptores adrenérgicos. Esse fenbmeno pode exacerbar a atividade
simpatica local, onde a concentracédo de fibras simpaticas é maior do que o tradicional,
0 que poderia explicar o remodelamento septal, de maneira precoce. Estudos,
também, apontam que o remodelamento do septo precede o remodelamento
ventricular da parede posterior do ventriculo esquerdo e esta associado ao
desenvolvimento de hipertensédo sistolica (GROSSMAN; GROSSMAN et al., 2008),
como observado, inclusive, neste trabalho, quando no décimo quinto dia de cocaina,
0S animais apresentaram elevada pressao arterial sistolica.

E importante notar que tanto os tratamentos com os inibidores de inflamassoma
NLRP3, bem como o carvedilol, preveniram a hipertrofia cardiaca e o espessamento
seletivo do septo cardiaco, indicando que a fisiopatologia do remodelamento induzido
por cocaina esta associada a ativacdo do inflamassoma NLRP3 mediada por
receptores adrenérgicos. Similarmente, a reversao da hipertrofia dos cardiomidcitos
foi atribuida ao antagonismo de receptores adrenérgicos (CHEN; LI et al., 2012) e a
inibicdo da ativacdo do inflamassoma NLRP3 (CHENG; ZHAO et al., 2023) em
modelos de hipertrofia cardiaca (XIE; WEI et al., 2016). Mais especificamente, ja foi
demonstrado que a glibenclamida (CAO; WANG et al., 2022) e o MCC950 (SHI; ZHAO
et al., 2022) atenuam a hipertrofia cardiaca e celular via inibicdo do inflamassoma
NLRP3 ativado pelos receptores B-adrenérgicos. Nao obstante, a ativacdo continuada
do receptor al-adrenérgico também é capaz de ativar o inflamassoma NLRP3
cardiaco (XIN; WU et al., 2020) e de levar a hipertrofia cardiaca (COTECCHIA; DEL
VESCOVO et al., 2015). Apesar de outros estudos ja apontarem o carvedilol como um
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inibidor da ativac&o do inflamassoma NLRP3 (WONG,; LI et al., 2018), dentro de nosso
conhecimento, esse é o primeiro estudo a unir a abordagem do uso de inibidores da
ativacdo do inflamassoma NLRP3 (Glibenclamida, MCC950 e Carvedilol) & um
contexto de protecdo cardiaca associada ao uso de cocaina e, por conseguinte,
ativacdo exagerada de receptores adrenérgicos no coracao.

Ao contrario de estudos como o de Wang et al. (2022), que indicam que a
ativacao do inflamassoma NLRP3 resulta em aumento da massa ventricular associada
a fibrose (WANG; ZHAO et al., 2022), este trabalho ndo observou fibrose. Apesar
disso, foi possivel observar, durante experimentos, que o coracao de animais do grupo
Cocaina era digerido de forma mais facil, tanto em experimentos com colagenases
(para isolamento dos cardiomidcitos), como com proteinases (para o experimento de
expressao génica). Isso nos sugere que a matriz extracelular estava alterada. Como
limitacdo deste trabalho, entendemos que seria interessante investigar por outras
técnicas a composicao da matriz extracelular. Além disso, reconhecemos que seria
interessante separar a investigacao entre parede ventricular esquerda e parede
interventricular, como foi feito com o didmetro de cardiomiécitos. Em modelos animais
com dose maior (20mg/kg), foi encontrada fibrose pericardica (DUYSEN; LI et al.,
2008). Em autdpsias de usuarios cronicos de cocaina é frequente a observacao de
fibrose perivascular (DAMIAN SANCHEZ-QUINTANA, 2022), mas apenas 21% de
casos apresentam fibrose miocardica (RAJAB; STEARNS et al., 2008). Sendo assim,
independentemente da duracao da administracdo de cocaina, é possivel que a fibrose
cardiaca seja desencadeada em alguns individuos, enquanto em outros iSSoO nao
ocorra.

Os achados eletrocardiograficos em pacientes usuarios de cocaina séo
frequentemente representativos de um quadro de hiperatividade simpética e de
isquemia miocardica, refletindo a acdo farmacolégica da droga sobre o sistema
cardiovascular (TISDALE; CHUNG et al., 2020). Contudo, no nosso modelo nao foram
encontrados achados eletrocardiograficos significativos. A reducédo da duracdo da
onda P, que reflete a despolarizacéo atrial, observada no grupo Cocaina, indica uma
alteracdo na propagacéao do impulso elétrico atrial. Esse achado sugere que a cocaina
pode acelerar a conducao elétrica nas fibras atriais. Poréem, nenhuma alteracdo da
condutibilidade elétrica ventricular foi observada. Essa auséncia de alteracdes

eletrocardiogréaficas possivelmente se relaciona ao curto periodo e a dose moderada
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de cocaina, que ndo foram suficientes para desencadear o remodelamento elétrico
ventricular. E importante mencionar que a auséncia de alteracées nos intervalos PR,
QRS e QT sugere que, nesse regime de administracdo, a cocaina ndo provoca
blogueio ventricular dos canais para Na* ou K*.

Por outro lado, alteracbes notorias na funcdo cardiaca foram observadas. No
basal, foi constatada elevacdo da PDVE e dos indices de contratilidade maxima e
minima (dP/dtmax € dP/dtmin) N0 modelo ex vivo e elevagéo da fragédo de encurtamento,
bem como da velocidade de contracdo dos cardiomiocitos isolados. Esse dado é
extremamente relevante do ponto de vista de entendimento do quadro fisiopatolégico
cardiaco e sugere que o hiperdinamismo contrétil precede o dano a excitacdo. Além
de concordantes, eles ainda contribuem para o entendimento da razdo pela qual foi
observada hipertrofia cardiaca com espessamento septal. Esse fendbmeno sugere que
0 coracao se encontra em um estado de ativacdo exacerbada no repouso, que pode
ser interpretado como uma resposta adaptativa a estimulos prolongados de estresse
em resposta a cocaina. No entanto, essa adaptacdo inicial, embora beneficie o
desempenho cardiaco a curto prazo, pode, em longo prazo, contribuir para a
sobrecarga mecéanica e bioquimica do miocardio. Além disso, 0 aumento da
contratilidade basal pode implicar em maior consumo de energia pelos cardiomidcitos,
elevando a demanda metabdlica, o que, pode culminar em angina e disfuncéo
progressiva do miocardio (ARENAS; BELTRAN et al., 2020).

E importante notar que a ativacdo do inflamassoma NLRP3 mediado por
receptores adrenérgicos parece ser parte fundamental para o problema cardiaco
observado. Isto é, quando os inibidores do inflamassoma NLRP3 ou o carvedilol foram
utilizados em conjunto a cocaina, o efeito de aumento basal da contratilidade foi
prevenido. Se prolongado o desafio com a cocaina, € possivel que esse estado de
contracdo exacerbada evoluisse para um quadro de reducdo da sinalizacédo
intracelular, comprometimento da maquinaria contratili e diminuicdo da funcéo
sistélica, como ja evidenciado em modelos mais crénicos (WANG; REN et al., 2001).
Porém, aqui, temos a evidéncia experimental de que o inicio do problema pode estar
relacionado a um quadro de hiperatividade celular e tecidual desencadeado pela
ativacdo exacerbada de receptores adrenérgicos e potencializado pelos danos
inflamatorios desencadeados pelo inflamassoma NLRP3. Por fim, também trazemos,

pela primeira vez, a evidéncia de que o tratamento preventivo com os inibidores do
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inflamassoma NLRP3 ou com o carvedilol podem mitigar os efeitos negativos do
qguadro de hiperatividade cardiaca basal desencadeada pela cocaina.

Nenhuma alteracdo de FC foi observada, tanto in vivo (animais anestesiados)
como no modelo ex vivo. Como efeito agudo da cocaina, observa-se o aumento da
frequéncia cardiaca e da presséao arterial sistémica (SCHWARTZ; REZKALLA et al.,
2010). Isso é fruto, principalmente, da vasoconstricdo mediada por receptor a1-
adrenérgico em vasos de resisténcia, somada a ativagdo de receptores B1-
adrenérgicos cardiacos. Promove-se, portanto, efeito cronotrdpico, dromotrépico,
inotropico positivo, o que resulta em elevacdo na resisténcia vascular periférica
somada ao aumento do débito cardiaco e, consequentemente, da pressao arterial
sistémica. Entretanto, similarmente ao nosso trabalho, ZHU; WANG et al. (2018)
também ndo observaram alteracdo na FC em camundongos submetidos a uma dose
maior de cocaina (20mg/kg) por 10 dias, mesmo com aumento da PAS (ZHU; WANG
et al., 2018). Desta forma, fica evidente que, neste modelo, os efeitos sobre a
frequéncia estéo de acordo ao evidenciado pela literatura.

Por fim, o aumento da PP no primeiro experimento mostrou-se um evento com
grande variabilidade entre grupos, sem reprodutibilidade entre protocolos, indicando
a necessidade de um nimero amostral maior para sua comprovacdo. Apesar dessa
variabilidade, a elevacao da PP, que reflete elevada resisténcia vascular coronariana,
possui relevancia clinica. O aumento da resisténcia vascular coronariana, em resposta
a uma elevada demanda energética, pode reduzir o fluxo sanguineo ao miocérdio,
predispondo ao desenvolvimento de angina e IAM (LANGE; HILLIS, 2001).

O carvedilol € um antagonista misto de receptores adrenérgicos [32 (13 vezes
) > B1 (7 vezes) > a1 (MOLENAAR; CHRIST et al., 2006; YOSHIKAWA; PORT et al.,
1996)] e, por isso, apresenta-se como uma escolha assertiva para o estudo sobre o
papel do inflamassoma NLRP3 no dano cardiaco desencadeado por cocaina.
Principalmente, pois a cocaina diminui a densidade de receptores  de membrana
(WANG; GAUVIN et al., 1996) e o receptor a1 participa diretamente do dano cardiaco
desencadeado por cocaina (ISABELLE; MONTEIL et al., 2005). Ademais, 0
inflamassoma NLRP3 pode ser ativado tanto por receptores 8 (SHI; ZHAO et al.,
2022), como a1 (XIN; WU et al.,, 2020) no coragao. De fato, observamos que o
carvedilol melhorou os danos cardiacos associados a cocaina concomitantemente a

inibicdo do inflamassoma NLRP3 no coracdo. Diante da ativacdo exacerbada dos
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receptores adrenérgicos induzida pela cocaina, o carvedilol surge como uma
estratégia terapéutica evidente para modular os efeitos deletérios decorrentes da
hiperatividade simpatica.

Atualmente, o carvedilol j& é indicado no tratamento de doencas
cardiovasculares associadas ao uso da cocaina (ANDERSON; ADAMS et al., 2007),
sendo este o primeiro trabalho a evidenciar o beneficio da prevencéo da ativacao do
inflamassoma NLRP3, com consequente melhora da funcdo cardiaca. O carvedilol
estd sendo testado, em fase clinica Ilb, como principal opc¢édo terapéutica para
pacientes oncoldgicos com risco de insuficiéncia cardiaca mediada por altas doses de
antraciclina, sendo um dos medicamentos mais seguros do mercado (ARMENIAN;
HUDSON et al., 2024). Nao obstante, o resultado sobre a funcdo cardiaca sob
estresse farmacoldgico ex vivo foi surpreendente com o carvedilol. Neste caso, a
inibicdo do inflamassoma NLRP3 parece estar diretamente ligada ao beneficio do
carvedilol sobre a disfuncdo cardiaca causada por cocaina, visto que mimetizou os
efeitos do MCC950.

Apesar do aumento da funcdo basal, o grupo Cocaina apresentou uma
resposta diminuida ao estresse farmacoldgico induzido por agonista -adrenérgico ex
vivo. Em contrapartida, animais tratados com os inibidores do inflamassoma NLRP3 e
com o Carvedilol retornaram as respostas as maximas do Controle. O uso continuo
de cocaina pode, portanto, causar falha em suprir o organismo de sangue sob situacao
de luta ou fuga. Majoritariamente, a resposta cardiaca a catecolaminas € mediada por
receptores do subtipo B1, que ativam a via metabotrépica da proteina Gs, com
aumento de AMPc e subsequente ativacdo da PKA, que promove fosforilacdo de
canais ligados ao calcio intra e extracelular. Essa diminuicdo na resposta a
estimulagdo (-adrenérgica pode, portanto, trazer prejuizos de débito cardiaco,
contribuindo, juntamente com outros fatores, para eventos isquémicos secundarios a
cocaina (MCCORD; JNEID et al.,, 2008). Visto que o estimulo inotrépico com o
deslanosideo evidenciou que a maquinaria contratii esta preservada nos
camundongos que receberam cocaina, € possivel que a menor resposta [-
adrenérgica nos coracgfes isolados seja devido a prejuizo especifico sobre a
sinalizacdo adrenérgica cardiaca. Todavia, 0os experimentos com glibenclamida e
MCC950 demonstram que o inflamassoma NLRP3 compromete a sinalizacéo

adrenérgica cardiaca. Os resultados obtidos com carvedilol, por sua vez, indicam que
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o efeito ativador do inflamassoma induzido pela cocaina é mediado pelos receptores
adrenérgicos. Dessa forma, evidencia-se uma cadeia de eventos na qual a ativacao
dos receptores adrenérgicos promove a ativacdo do inflamassoma, que, em
contrapartida, interfere na sinalizacdo adrenérgica.

Um dos mecanismos possiveis do prejuizo da resposta adrenérgica € o
aumento de EROs. Em coracdes insuficientes, o estresse oxidativo local se
correlaciona com a disfuncéo ventricular esquerda. As EROs afetam negativamente o
manejo do calcio miocardico, causam arritmia e contribuem para o remodelamento
cardiaco, induzindo sinais de hipertrofia, apoptose e necrose (MUNZEL; CAMICI et
al., 2017). Evidenciou-se que a cocaina aumenta a producdo de EROs e diminui a
prote¢cdo antioxidante. Mais especificamente, foi observado o aumento da
concentracdo de EROs no cortex renal e em cardiomidcitos isolados, bem como
reducao da atividade da SOD e da catalase nestes tecidos. Interessantemente, relata-
se que o MCC950 reduz EROs e, por consequéncia, melhora a funcéo cardiaca de
camundongos com doenca cardiaca induzida por isoprenalina (SHI; ZHAO et al.,
2022). Similarmente, carvedilol (NAKAMURA; KUSANO et al., 2002) e glibenclamida
(MIRANDA E CASTOR; BRUNO et al., 2024) recuperaram a fungéo cardiaca por um
mecanismo envolvendo a reducdo de EROs. Nosso grupo demonstrou que a
glibenclamida melhora a funcéo cardiaca in vivo e ex vivo ao reduzir EROs e inibir o
inflamassoma NLRP3 induzida por consumo de acucar (MIRANDA E CASTOR,;
BRUNO et al., 2024).

Neste cenario, vale realcar que a deficiéncia de SOD permite o acumulo do
anion superoéxido (*O,7), que pode danificar diretamente estruturas e interferir em vias
de sinalizacdo, bem como reagir com o6xido nitrico (NO) para formar o peroxinitrito
(ONOOQO), que é extremamente danoso a funcéo cardiaca (GERDES; YANG et al.,
2020). O ONOO™ é classicamente conhecido por diminuir a funcdo mitocondrial
(SCHULZ; DODGE et al., 1997), induzir expressdo génica de citocinas pro-
inflamatorias, como a IL-1B (FERDINANDY; DANIAL et al., 2000), ativar o
inflamassoma NLRP3 (LAN; TAO et al., 2020) e reduzir a funcéo cardiaca (BUTTS;
GARY etal., 2015; UMAR; VAN DER LAARSE, 2010). No caso da catalase, a principal
funcdo é a decomposicdo de perédxido de hidrogénio (H202) em agua (H20) e
oxigénio (O,), evitando o acumulo de perdxido de hidrogénio, que é tdxico para as
células (DEISSEROTH; DOUNCE, 1970). O peroxido de hidrogénio, além de ser uma
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ERO, gera radicais livres altamente reativos, como o radical hidroxila (OH+), que
causam danos ao DNA, proteinas e lipidios celulares (HAIZLIP; HIRANANDANI et al.,
2012).

Os camundongos com delecado dos genes do receptor NLRP3 e da enzima
caspase-1 permitiram demonstrar qudo essencial o inflamassoma NLRP3 é para o
desenvolvimento de fator de risco (hipertrofia) de doenca cardiaca associada a
alteracdo nas barreiras antioxidantes. A delecédo genética preveniu a diminuicdo das
barreiras antioxidantes e, por consequéncia, a concentracdo de anion superoxido,
peroxinitrito, peréxido de hidrogénio e do radical hidroxila nas células cardiacas,
evitando a hipertrofia cardiaca mediada por cocaina.

Um dos possiveis mecanismos de ativacdo do inflamassoma NLRP3 é o
aumento de EROs mediado pela cocaina. EROs podem ativar diretamente o
inflamassoma NLRP3 (BAI; YANG et al., 2018) e levar ao dano celular e a reducao da
funcdo cardiaca (LIU; WANG et al., 2024). Neste trabalho, evidenciamos que a
cocaina promove a elevacdo de EROs associada a ativacdo do inflamassoma NLRP3
e ao aumento da expressdo génica para pro-IL1B3. Ao inibir a ativacdo do
inflamassoma NLRP3, com MCC950, os niveis de EROs diminuiram e a funcgéo
retornou para niveis do Controle, tanto no basal, como sob estresse farmacoldgico.
Interessantemente, apenas o MCC950 foi capaz de retornar a expressao génica da
pro-1L-1P para niveis do Controle. Apesar de demonstrado na literatura que o MCC950
seria capaz de suprimir a expressao génica de pro-IL-18 (MATSUOKA; YOSHIMATSU
et al., 2020), esperdvamos que a glibenclamida também seria capaz de fazé-lo.
Contudo, a glibenclamida mostrou-se menos eficaz que o MCC950 também em outros
parametros avaliados. Essa reducdo de eficacia em comparacdo ao MCC950 pode
estar relacionada a acao da glibenclamida em outros alvos moleculares, cuja
investigacdo, no entanto, ndo estava no escopo deste trabalho.

A nivel celular, observamos que os cardiomidcitos provenientes do grupo
Cocaina estavam hiper-reativos no basal, assim como observado no modelo ex vivo.
Surpreendentemente, a expressdo total de receptores [1-adrenérgicos estava
preservada e a resposta a isoprenalina elevada em relacdo aos cardiomidcitos
Controle. Estes resultados sugerem que ha uma adaptacéo celular & cocaina que,
porém, nao se reflete no coragdo como um todo. Como a analise de funcéo celular &

realizada apenas em células que estédo visualmente preservadas e que respondem
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com velocidade constante a dez ciclos de contracao e relaxamento ininterruptamente,
€ possivel que os cardiomiocitos que se adaptaram positivamente ao desafio com
cocaina tenham sido selecionados e aqueles que sofreram maior dano tenham sido
desconsiderados. Isso sugere que a piora da resposta de coracdes isolados do grupo
Cocaina a isoprenalina é o somatério das repostas de células adaptadas e
danificadas.

Os cardiomidcitos do grupo Cocaina também responderam mais ao estimulo
com fenilefrina, mesmo com expressao de receptores a-adrenérgicos abaixo do limite
de deteccao. Interessantemente, a ativacdo dos receptores a-adrenérgicos diminuiu
a fracdo de encurtamento no grupo cocaina. Dados similares, da menor funcdo
contratil de midcitos cardiaco estimulados com fenilefrina, foram explicados pelo
prejuizo enérgico induzido pela sinalizagdo a (GERAETS; COUMANS et al., 2021).
Vale realcar que os tratamentos com MCC950 e glibenclamida reverteram a
hiperresponsividade celular aos estimulos farmacoldgicos, mostrando a participacao
do inflamassoma NLRP3 nas alteracdes de sinalizacdo adrenérgica causadas por
cocaina.

Outra modificacdo de sinalizacdo alterada pela cocaina esta associada ao
calcio intracelular. Foi observada uma reducéo do transiente de calcio nos animais
gue receberam a cocaina. Este resultado condiz com a literatura que indica que a
cocaina € capaz de reduzir o transiente de célcio em cardiomiocitos (RENARD;
DELAVILLE et al., 1994) e corrobora a menor resposta inotrépica a isoprenalina em
coraces isolados. E de se notar que o maior sinal basal (Fo) sugere um aumento da
concentracdo citoplasmatica de calcio no repouso, que pode ser reflexo de
modificacdes da recaptacdo ou liberacdo de calcio pelo reticulo sarcoplasmético e
também ja foi demonstrado por LATTANZIO; TIANGCO et al. (2005). O inflamassoma
€ um receptor de reconhecimento de padrées moleculares ligado ao perigo e pode ser
ativado por sensores de calcio, como o receptor sensitivo ao célcio (CaSR) (JAGER;
MURTHY et al., 2020). Este receptor realiza tanto a comunicacdo com o calcio
extracelular, como intracelular (CHU; QIN et al., 2022). Foi demonstrado por LEE;
SUBRAMANIAN et al. (2012) que o CaSR murino ativa o inflamassoma NLRP3,
mediado pelo aumento de Ca?* intracelular e pela diminuigdo de AMP ciclico (cCAMP).

Talvez, a reducdo da movimentagdo do calcio, com acumulo citoplasmético, tenha
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desencadeado a ativacao do inflamassoma NLRP3 devido a esta comunicacao direta
com o receptor CaSR.

Em nosso modelo, os niveis de SERCA2a ndo foram reduzidos pela cocaina,
contrariando o achado de WANG,; YAN et al. (2002), que demonstraram reducgéo de
SERCA2a desencadeada pela cocaina. Isso pode ter ocorrido pois WANG; YAN et al.
(2002) utilizou modelo com dose maior (30mg/kg i.p.) e por tempo mais
prolongado (14 dias). Isso indica que a reducdo do transiente ocorre por um
mecanismo distinto, ndo relacionado a atividade da SERCA2a. Como demonstrado
neste estudo, a producdo de EROs esta aumentada em animais que receberam
cocaina. Por sua vez, a oxidacdo de Calcium/Calmodulin-Dependent Protein Kinase
I (CaMKIl) aumenta a fosforilagdo do canal de rianodina, promovendo maior
permeabilidade ao célcio do reticulo sarcoplasmético (HO; LIU et al., 2014; WANG,;
HERNANDEZ-OCHOA et al., 2021), acumulo do célcio no citoplasma e menor
transiente, por consequéncia (CHIN; CHEN et al., 2024). Por sinal, foi demonstrado
que 0 MCC950, ao inibir o inflamassoma NLRP3, evita esses prejuizos (CHIN; CHEN
et al., 2024), assim como demonstrado em nosso trabalho. Ainda, apesar de menor
transiente, aparentemente, as células provenientes de camundongos que receberam
cocaina estdo mais sensiveis ao calcio ali acumulado, visto o ganho de funcéo
observado ex vivo (no basal) e nos parametros celulares.

Por fim, como um dos principais achados deste trabalho, o carvedilol apresenta-
se como um inibidor da ativacdo do inflamassoma NLRP3 por cocaina, indicando que
esta é mediada por receptores adrenérgicos. Mostra-se que o carvedilol mimetizou os
efeitos cardioprotetores dos inibidores do inflamassoma NLRP3, MCC950 e
glibenclamida e reduziu o aumento da atividade da caspase-1 causado por cocaina.
O carvedilol ao inibir a ativacéo de inflamassoma NLRP3 induzida por cocaina, ndo
apenas melhorou a morfometria e a funcao cardiaca, como ja discutido, mas também
a funcao renal. Isso demonstra que o organismo, em geral, foi beneficiado pelas a¢des
de antagonismo misto dos receptores adrenérgicos, especialmente, protegido dos
efeitos deletérios da cocaina sobre rim e coragdo. Além disso, nossos dados estédo de
acordo com as recomendacdes clinicas do uso de antagonistas mistos dos receptores
adrenérgicos para o tratamento das complica¢cdes cardiovasculares secundarias ao
uso de cocaina (RICHARDS; HOLLANDER et al., 2017), além de elucidar um novo

mecanismo de acdo que justifique esta indicacao.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que o inflamassoma NLPR3 possui papel central no dano cardiaco
causado por cocaina. A cocaina desencadeia disfun¢bes cardiacas e renais, bem
como modificacbes morfologicas, inflamatérias no coracdo via ativacdo do
inflamassoma NLRP3, uma vez que os inibidores foram capazes de prevenir esses
prejuizos. O efeito da cocaina sobre o coracdo parece ocorrer por meio de receptores
adrenérgicos, visto que o antagonista misto dos receptores adrenérgicos, carvedilol,
inibiu a atividade do inflamassoma NLRP3 e preveniu os danos cardiacos causados
pela cocaina. Por fim, nossos dados encorajam estudos clinicos com inibidores do
inflamassoma NRLP3 para o tratamento de problemas cardiacos secundéarios ao uso
de cocaina.
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ABRTICLEINFO ABETRACT

Keywonds: Increazsed energy intake from carbohydrates has been aspociated with major cardiovascular ovtcomes. Mice fed a
Iligh_:a:bnh:.'dmln diet highly-refined carbohydrate (HC) dist develop cardiac hypertrophy and inflammation. During cardiac injury,
Wﬂ:’:‘?ﬂw MLEP3 inflammasome iz activated which results in a local inflammatory regponze. In thiz study, we hypothegizad
slibenclamide

that a nom-hypoglycemic dose of glibenclamide may reverses sugar diet-induced cardiac damage by NELPS
inflammasome inhibition Mice were fad the HG diet for eight weeks and divided into 2 group treated with
glibenclamide (20 mp/kg, gavage) and anothar with vehicls for four wesko, Aftervward, hearn ware excived for
morphometric analyziz and ex vivo function determination. WLEP3 inflammasome activation waz investigated by
western blotting and in sity fluorescent detection of reactive oxygen species (ROS) and active caspase-1. The HC
dizt promotes heart hypertrophy and collagen depoaition, which were reverted by glibenclamide without
ameliorating HC diet-induced inoulin resizstance. Changes in cardiac performance were observed in vivo by
invanive cathsterization and in Langendorif-perfused hearts due to the HC dist, which were prevented by gli-
benclamide. Hearts from HC diet mice had increazed levels of NLRP3 and deaved IL-1)). Glibenclamide reversed
ROS production and cagspase-1 activity indwced by HC diet. Thece findinge suggest glibenclamide’s car-
dioprotective effects on heart damage cauzed by the HC diet are related to its inkibitory action on the NLRP3
inflammasome.

MIAPS inflammasome

1. Intreduction

Heart dizeazes continue to be a major health concern, posing a sig-
nificant burden on healtheare systems wordwide (Luengo-Fermnandez
et al., 2023; Vaduganathan et al, 2022). Cardiovaseunlar diseazes are
fundamentally multfactorial, with numerous environmental, metabolie,
and behawvioral risk factors being historically recognized. Conmolling
cardiac rizk factors iz a strategy to increase quality of life and reduce
healtheare costs. A multinational effort involving data from ower 200
counmies revealed that unhealthy dietary habitz conmibure to a high
mortality rate, with more than 80% of theze death: atwibured to

* Corresponding auther.
E-mail address: can@lich.ufmg.br (5. Cau).
! Both authors contributed equally to this manuscript.

httpe//doi.org/10.101 6/j.ejphar. 2024. 177035

cardiovascolar dizeases (Vaduganathan et al, 2022). These habits
include not consuming enough of healthy food groups such as fruits and
wegetables, as well az overconsuming prejudicial food groups zuch as
processed foods and sugar-sweetensd beverages. Only in the last few
wears it has become evident from large studies that sugar iz the primary
food nutrient associated with cardiovascular death (Dehghan et al,
2017; Ho et al, 2020; Eelly et al., 2023; Yang et al, 2014). This
conelusion has been recently confirmed by a meta-analysis (Huang et al |
2023).

The rize in popularity of processed foods in contemporary sociery has
led to an inerease in the amount of carbohydrates that people consume

Received 31 May 2024; Received in revised form 15 Geptember 2024; Accepted 3 October 2024



110

2) Titulo: Cardiac disturbances and changes in tissue cytokine levels in mice fed with a high-

refined carbohydrate diet

DOI: 10.1016/j.cyt0.2023.156192

Cytokine 166 (2023) 156192

Contents lizts available at ScienceDirect CYTORINE

Cytokine

FI SEVIER joumal homepage: waww elsevier.comvlocate/optokine

i@

Cardiac disturbances and changes in tissue cytokine levels in mice fed with ©
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ARTICLEINFO ABSTRACT
Keywords: Aims The consumption of highly refined carbohyd i ic infl y mark bat its po-
Refined carbobydrate diet tential to exert direct myocardial inflammation is uncertain. llﬂ\-ln we addressed the impact of a high-refined
Cardiac remodeling carbohydrate (HC) diet on mice heart and local inflammation over time.
mﬂ“‘“ Main methods: BALB/c mice were fed with a standard chow (control) or an isocaloric HIC diet for 2, 4, or 8 weeks
(HC groups), in which the Th y of heart ions and c il fyses by invasive cath
and Langendorff-perfused hearts were assessed. Cytokines levels by ELISA, matrix metalloproteinase (MMP)
activity by zymography, in siftz reactive oxygen species (ROS) staining and lipid [ idation-induced TBARS

levels, were also determined.

Key findings: HC diet fed mice displayed left ventricular hypertrophy and interstitial fibrosis in all times analyzed,
which was confimmed by echocardiographic analyses of 8HC group. Impaired coatractility indices of HC groups
were observed by left ventricular catheterization, whereas ex vivo and in vitro indices of contraction under
isoprenalinestimulation were higher in HC-fed mice compared with controls. Peak levels of TNF-a, TGF-§, ROS,
TBARS, and MMP-2 occur independently of HC diet time. However, a long-fasting local reduction of the anti-
inflammatory cytokine IL-10 was found, which was linearly comrelated to the decline of systolic function in whwo.
Significance: Altogether, the results indicate Ilul shortterm consumption of HC diet negatively impacts the
balance of anti-infl; y defi and proinfi y/profibrotic mediators in the heart, which can
coatribute to HC diet-induced maphnﬁmc(ional cardiac alterations.

1. Introduction di ion about reduci ion of pr i fooda [2-4]. It waz
highlighted tlut lugh-uﬁned c.ubohvdxne intake, but not Jaeuxv fats,

The association of carbohydrate intake with cardi lar di was progr ly iated with the relative cardiovascular rick of
(CVD) haz been had d by the premize that dietary fats are the Jeath[..-i;. helesz, the mption of ultra-p d foods has
main famox ascociated with early cardiovascular death [1]. More exponentially increazed in the last decades [1,5]. Processed foods are
lation studies impli sugar as playing a major role enriched with refined carbohydrates, which makes them the main di-

mcu\ho\mxuludeuhsandputhaghmﬁnedmguazrbewpofdu etary source of thiz type of sugar [6].
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3) Titulo: Vascular Inflammation in Hypertension: Targeting Lipid Mediators Unbalance and
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Vascular Inflammation in Hypertension: Targeting
Lipid Mediators Unbalance and Nitrosative Stress

Alexandre S Bruno !, Patricia das Dores Lopes T Karla C M de Oliveira !, Anizia K de Oliveira T,

Stefany B de Assis Cau '

Affiliations + expand
PMID: 31858899 DOI: 10.2174/1573402116666191220122332

Abstract

Arterial hypertension is a worldwide public health threat. High Blood Pressure (BP) is commonly
associated with endothelial dysfunction, nitric oxide synthases (NOS) unbalance and high peripheral
vascular resistance. In addition to those, inflammation has also been designated as one of the major
components of BP increase and organ damage in hypertension. This minireview discusses vascular
inflammatory triggers of high BP and aims to fill the existing gaps of antiinflammatory therapy of
hypertension. Among the reasons discussed, enhanced prostaglandins rather than resolvins lipid
mediators, immune cell infiltration and oxidative/nitrosative stress are pivotal players of BP increase
within the inflammatory hypothesis. To address these inflammatory targets, this review also proposes
new concepts in hypertension treatment with non-steroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs), nitric
oxide-releasing NSAIDs (NO-NSAIDs) and specialized proresolving mediators (SPM). In this context,
the failure of NSAIDs in hypertension treatment seems to be associated with the reduction of
endogenous NO bioavailability, which is not necessarily an effect of all drug members of this
pharmacological class. For this reason, NO-releasing NSAIDs seem to be safer and more specific
therapy to treat vascular inflammation in hypertension than regular NSAIDs.

Keywords: Hypertension; NF-kB; NO-NSAIDs; NSAIDs; cyclooxygenases; iNOS; vascular inflammation.
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Sepsis is a lethal syndrome characterized by systemic inflammation and abnormal coagulation.
Despite therapeutic advances, sepsis mortality remains substantially high. Herein, we investigated
the role of the plasminogen /plasmin (Plg/Pla) system during sepsis. Plasma levels of Plg were
significantly lower in mice subjected to severe compared with nc re sepsis, wh systemic
levels of IL-6, a marker of sepsis severity, were higher in severe sepsis. Plg levels correlated
negatively with IL-6 in both septic mice and patients, whereas plasminogen activator inhibitor-1
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