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RESUMO

A doenca arterial coronariana (DAC) é caracterizada pelo fornecimento inadequado
de sangue ao musculo cardiaco, decorrente do estreitamento das artérias,
majoritariamente, causado pela aterosclerose. A aterosclerose, processo inflamatorio
cronico que promove remodelamento vascular e formagao de trombos, é o maior fator
de risco para o infarto agudo do miocardio. A disfungdo endotelial € considerada o
evento inicial de uma série de doencgas de natureza inflamatéria como a aterosclerose,
sendo caracterizada pela reducdo da biodisponibilidade de fatores vasoativos, em
especial o Oxido Nitrico (NO), aumentando a tendéncia & vasoconstricdo, maior
trombogenicidade e proliferacdo celular anormal. A 6xido nitrico sintase (NOS)
neuronal (nNOS) € uma isoforma da NOS que desempenha um papel importante na
fisiopatologia vascular. Diversos estudos em modelos murinos € humanos mostraram
que a expresséao vascular da nNOS aumenta com a progresséo da placa. No entanto,
ainda ndo se sabe qual o papel da nNOS na fisiopatologia da aterosclerose. Um
estudo em animais apoE~- mostrou que a delegdo génica da nNOS acelera a formagao
de placa, sugerindo um efeito anti-aterogénico. Ainda nao existem estudos sobre o
papel da nNOS na aterogénese em humanos. No presente estudo, a expressao da
NNOS e sua correlagdo com macréfagos M1 e M2 e a progressao da placa, foi
avaliada na DAC aterosclerética humana. O estudo foi feito na artéria coronaria direita
de 34 pacientes (25 homens e 9 mulheres; com idade de 50 + 15 anos), submetidos
a transplante cardiaco. As amostras foram processadas para histologia e
imunomarcacdo. Com base no estagio de desenvolvimento da aterosclerose, as
lesdes foram divididas em dois grupos: grupo lesao inicial e grupo lesdo avancada.
Os resultados do presente estudo mostraram que a nNOS estava expressa na artéria
coronaria humana e que a sua expressdao aumentava com a progressao da placa
aterosclerdtica. A expresséo da nNOS foi encontrada, basicamente, nos macréfagos.
A medida que houve aumento no infiltrado de macréfagos, observou-se também o
aumento na expressao da nNOS. Nas lesbes avancgadas, todas as células que
marcaram positivo para nNOS eram macréfagos pré-inflamatérios M1, enquanto que
nas lesdes iniciais, menos de 3% das células que marcaram positivo para nNOS, eram
macréfagos pré-inflamatérios M1. Estes dados mostram que em humanos,
diferentemente do que foi mostrado em modelos animais, a nNOS aparenta ter um
papel pré-inflamatério e pode contribuir com a progressédo da placa, tragando uma
nova perspectiva do papel da enzima nNOS no desenvolvimento da aterosclerose.

Palavras-chave: Doencga Arterial Coronariana Humana. Aterosclerose. Oxido Nitrico
Sintase Neuronal. Macrofagos.



ABSTRACT

Coronary artery disease (CAD) is characterized by inadequate blood supply to the
heart muscle, resulting from the narrowing of the arteries, mostly caused by
atherosclerosis. Atherosclerosis, a chronic inflammatory process that promotes
vascular remodeling and thrombus formation, is the major risk factor for acute
myocardial infarction. Endothelial dysfunction is considered the initial event of a series
of inflammatory diseases, such as atherosclerosis, characterized by a reduction in the
bioavailability of vasoactive factors, especially Nitric Oxide (NO), increasing the
tendency to vasoconstriction, greater thrombogenicity and abnormal cell proliferation.
Neuronal nitric oxide synthase (nNOS) is an isoform of NOS that plays an important
role in the vascular pathophysiology. Several studies in murine and human models
have shown that the vascular expression of nNOS increases with plaque progression.
However, the role of nNOS in the pathophysiology of atherosclerosis remains unclear.
An apoE-/- animal study showed that the nNOS gene deletion accelerates plaque
formation, suggesting an anti-atherogenic effect. There are still no studies on the role
of nNOS in atherogenesis in humans. A study in apoE-/- animals showed that deletion
of nNOS gene accelerates plaque formation, suggesting an anti-atherogenic effect. So
far, there are no studies on the role of nNOS in human atherogenesis. In the present
study, the expression of nNNOS and its correlation with M1 and M2 macrophages and
plaque progression was evaluated in human atherosclerotic CAD. The study was
performed in the right coronary artery taken from 34 patients (25 men and 9 women;
aged 50 + 15 years) undergoing heart transplantation. The samples were processed
for histology and immunostaining, and based on the stage of atherosclerosis
development, they were divided into two groups: early and advanced lesion groups.
The results of the present study showed that nNOS was expressed in human coronary
artery and that its expression increased with the progression of the atherosclerotic
plaque. The expression of nNOS was basically found in macrophages. As the
macrophage infiltrate increased, the expression of nNOS also increased. In advanced
lesions, all cells that scored positive for nNOS were M1 pro-inflammatory
macrophages, whereas in early lesions, less than 3% of cells that scored positive for
NNOS were M1 pro-inflammatory macrophages. These data show that in humans,
unlike what has been shown in animal models, nNOS appears to have a pro-
inflammatory role and may contribute to plaque progression, providing a new
perspective on the role of the nNOS enzyme in the development of atherosclerosis.

Keywords: Human Coronary Artery Disease. Atherosclerosis. Neuronal Nitric Oxide
Synthase. Macrophages.
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1.INTRODUGAO

1.1  Doenca Arterial Coronariana (DAC) e Aterosclerose

A doenca arterial coronariana (DAC), a insuficiéncia cardiaca, o infarto agudo
do miocardio, as endocardites e miocardites, doenca das valvas cardiacas, arritmias
e hipertensao arterial, sdo as principais Doengas Cardiovasculares (DCV) existentes
(MASTOI et al., 2018). Entre os anos de 2015 a 2020, no brasil morreram por ano,
uma média de 314.811 pessoas por doencgas relacionadas ao sistema cardiovascular
(DATASUS, 2019) e estima-se que cerca de 17,9 milhdes de pessoas morreram por
DCV em 2016 no mundo, representando 31% das mortes globais (WHO, 2017).

A DAC é uma das doencas que mais provoca de mortes em todo o mundo
(CASTRO et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2020). Ela é caracterizada pelo estreitamento
dos vasos coronarianos, dificultando o transporte de sangue para o miocardio. A
aterosclerose com consequente remodelamento vascular e possivel formagao de
trombos decorrentes da ruptura de placa, € a principal causa de DAC e maior fator de
risco para o infarto agudo do miocardio (DE PINHO et al., 2010; SANTOS; ISIDORO;
CRUZ, 2012).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento da aterosclerose e,
consequentemente, da DAC sao as dislipidemias, fatores genéticos, obesidade,
hipertensao arterial sistémica (HAS), diabetes melito (DM) e tabagismo (BODANESE,
2014; MALAKAR et al., 2019). A HAS pode provocar um remodelamento vascular com
enrijecimento das artérias coronarias pela degradacgao das fibras elasticas e formagao
de fibras de colageno (ALVIM et al., 2017). Devido a pressdo sanguinea elevada
dentro dos vasos, o tenséo de cisalhamento (shear stress) pode provocar lesdes na
parede vascular e desencadear o processo de formagao da placa de ateroma (MELO
et al., 2007b). O diabetes tipo 2 quando associada a dislipidemia, promove elevados
niveis de glicose, triglicerideos e de lipoproteina de baixa densidade (LDL) no sangue,
fatores estes que contribuem para o agravamento do estresse oxidativo e da
aterosclerose, devido ao aumento do dano endotelial (CENTEMERO et al., 2009;
MARCAL; MARTINS-OLIVEIRA, 2011). A obesidade acompanhada do sedentarismo
€ maus habitos alimentares eleva os niveis de gordura no sangue, potencializando
fatores que exacerbem a DAC (ROCHA; OLIVEIRA, 2017; SILVEIRA et al., 2018). O
tabagismo, também é outro fator de risco que provoca efeitos deletérios no organismo,
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como a peroxidacdo de particulas de LDL estimulando a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS), ocasionando o estresse oxidativo, e corroborando para
a formacgéao de placa e a ocorréncia de DAC (MESSNER; BERNHARD, 2014).

A aterosclerose é um processo inflamatorio crénico das artérias que culmina na
oclusao parcial e/ou total do lumen vascular, de acordo com o estagio aterosclerotico
em que o vaso se encontra (LEGEIN et al., 2013). O endotélio vascular é responsavel
por diversas fungdes que mantem o funcionamento dos vasos sanguineos, dentre
elas, a homeostase e o tonus vascular pela liberacées de moléculas vasoativas, como
0 oxido nitrico (NO) que atuam de forma autdcrina e/ou paracrina (STORCH et al.,
2017). A disfungao endotelial com reducéo da biodisponibilidade do NO, contribui no
processo da aterogénese. (ANDRADE; SANTOS; VILELA-MARTIN, 2014).

A aterosclerose comumente se desenvolve em regides de desvio de fluxo
sanguineo, nas bifurcagdes, porque nestas regides o shear stress e a velocidade do
fluxo sanguineo sao reduzidos e/ou turbulentos, permitindo a adesao de moléculas
como LDL e células leucocitarias (BARBALHO et al., 2015; SOUSA; RIBEIRO, 2019).
O processo inflamatdrio inicial ocorre, em decorréncia da entrada de particulas de LDL
no espaco subendotelial nestas regides, que pode ocorrer pelo processo de
transcitose, onde a particula é transportada para o espago subendotelial por meio de
endossomos (SOUSA; RIBEIRO, 2019), ou quando ja existe uma lesdo endotelial
instalada na parede vascular (GIRIBELA et al., 2011). Na regido subendotelial, a LDL
sofre oxidacao por produtos do metabolismo celular das células residentes na camada
intima vascular, como espécies reativas de oxigénio (EROS) e de nitrogénio e (ERNS)
(BARBALHO et al., 2015; GIRIBELA et al., 2011; SOUSA; RIBEIRO, 2019). Uma vez
na parede do vaso, a LDL oxidada (oxLDL) promove redugao da biodisponibilidade de
NO (GOTTLIEB; BONARDI; MORIGUCHI, 2005), recrutamento de leucdcitos para a
regidao subendotelial, por meio de expressdo de P-selectina e E-selectina na
membrana da célula endotelial, além de estimular a producdo das moléculas de
adeséo (ICAM-1 e VCAM-1) (GIRIBELA et al., 2011; LIBBY; RIDKER; MASERI, 2002;
MCLAREN et al., 2011). Os mondcitos estacionados na regido de bifurcagdo, sdo
transportados para o espaco subendotelial e se diferenciam em macréfagos, e iniciam
a sintese e liberacédo moléculas inflamatérias, como citocinas (IL1-a, IL1-3, IL-6, TNF-
a, IFN-y, TGF-B), moléculas que atraem mais mondcitos para o espago abaixo do

endotélio e, como a entrada de LDL se faz constante, a ativagdo do endotélio também
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€ continua, e esse processo persiste, sendo modulado por estimulo anti- e pré-
inflamatorios, que determinam o avancgo da aterosclerose (Figura 1) (GIRIBELA et al.,
2011; KURAKULA et al., 2013; OISHI et al., 2018).
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Figura 1. Esquema representativo do inicial da formacdo da placa aterosclerética.
Adaptado (MOORE; TABAS, 2011).

O processo aterosclerético passa por diversos estagios de alteragbes
morfofisiolégicas vasculares que evoluem do estagio inicial, até os mais avangados.
A hiperplasia intimal precoce (HIP) é o processo inicial para a formagao da placa
aterosclerdtica, que em seguida passa por varios estagios até atingir sua fase mais
avancgada, que pode provocar um evento de erosio ou ruptura de placa e a formacéao
de um trombo (BENTZON et al., 2014). A HIP é caracterizada por um espessamento
intimal adaptativo (AIT) que ocorre desde a infancia, provocada por fatores fisiolégicos
e hemodinamicos, podendo progredir, na fase adulta, e se desenvolver para um
espessamento intimal patolégico (PIT), iniciando a progressao para as fases mais
graves da doenga (OTSUKA et al., 2016).
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1.2  Oxido nitrico sintases (NOS) e fungao vascular
A diminuicdo da biodisponibilidade do NO, é um fator importante para a
ocorréncia de todos os eventos relacionados a aterosclerose. Essa baixa
biodisponibilidade pode ser provocada pela reduzida atividade das enzimas
responsaveis pela sintese e liberagcdo do NO, as o6xido nitrico sintases (NOS)
(YUGAR-TOLEDO et al., 2015).

O NO é um gas produzido por trés isoformas diferentes de NOS (FLEMING,
2003). As isoformas constitutivas sdo a NOS neuronal (NOS1 ou nNOS) e a NOS
endotelial (NOS3 ou eNOS). A terceira isoforma, ao contrario das constitutivas, é
induzidas em situagdes como processo inflamatorios e, portanto, € conhecida como
NOS induzida (NOS2 ou iNOS) (FORSTERMANN; SESSA, 2012).

As NOS produzem NO em diferentes situagdes e para diferentes funcdes
(FORSTERMANN; SESSA, 2012). A iNOS é uma enzima comumente encontrada em
macrofagos e em outras células do sistema imune, e sua expressao pode ser
estimulada por lipopolissacarideos de microrganismos bacterianos e por outros
Padrdes Moleculares Associados aos Patégenos (PAMPS). A iINOS também pode ser
encontrada em outros tipos celulares, como as células endoteliais, que se estimuladas
por citocinas inflamatérias (como TNF-a, IL-6, IL-1B, IFN-y), podem produzir NO via
iINOS, liberando-o em células vizinhas (FORSTERMANN; SESSA, 2012; VIARO;
NOBRE; EVORA, 2000).

A 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) é uma enzima comumente encontrada
em células do endotélio vascular, mas pode também ser encontrada em outros tipos
celulares (FORSTERMANN; SESSA, 2012). Seu principal local de atuacédo é na
camada de musculatura lisa vascular, onde o NO participa do controle do ténus
vascular (FORSTERMANN; SESSA, 2012). O NO também tem papel importante como
anti-agregante plaquetario, na adesao de leucdcitos, bem como, inibe a sintese de
DNA e a liberacao de fatores que estimulam a proliferacéo de células da musculatura
lisa vascular (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002).

A O6xido nitrico sintase neuronal (nNNOS) é uma enzima encontrada em
neurbnios centrais e periféricos, bem como em diversas células do sistema
cardiovascular, e suas diferentes localizacdes subcelulares podem proporcionar a ela

diferentes fungbes (COSTA et al., 2016). A nNOS em alguns tecidos se encontra
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acoplada a diferentes estruturas, como a calmodulina, porém, em células musculares
lisas, a nNOS se encontra também ancorada a calveolina-3, que € uma proteina
estrutural que fica dentro das calvéolas, invaginagdes na membrana plasmatica que

abrigam proteinas ancoras (COSTA et al., 2016).

Estudos do nosso grupo e de outros grupos mostraram a presenga da nNOS
em células endoteliais e musculo liso vascular, tanto em animais (Capettini et al., 2008,
CASTANIA et al., 2017; COSTA et al., 2016; SASTRE et al., 2016), como também em
humanos (BUCHWALOW et al., 2002; COSTA et al., 2018; ENDLICH et al., 2017),
onde é possivel observar a presenca da nNOS em variados leitos vasculares
(KUHLENCORDT et al., 2006; MORISHITA et al., 2002; QIAN et al., 1999; TSUTSUI,
2004),

Dados da literatura mostram que além da participacdo das NOS na manutencao
da homeostase vascular, elas também participam no desenvolvimento da
aterosclerose (ANDERSON, 2007; COSTA et al., 2016; WANG et al., 2018). Porém,
se ela desempenha um papel anti-ateroscleréticos ou pro-aterosclerético, ainda é um
assunto controverso e em debate. Enquanto alguns trabalhos mostram um efeito anti-
inflamatdrio da nNOS (ANDERSON, 2007; COSTA et al., 2016; KUHLENCORDT et
al., 2006; WANG et al., 2018), estudos recentes, realizados em macrofagos oriundos
de medula 6ssea de camundongos, mostram que o NO derivado de nNOS, regula a
captagao de oxLDL e a liberagao de citocinas pré-inflamatdrias na resposta rapida ao
estimulo por oxLDL (ROY et al., 2019).

1.3  Oxido Nitrico Sintase Neuronal (nNOS), Sistema Cardiovascular e
Aterosclerose

Estudos do nosso grupo mostraram a participacdo da nNOS no relaxamento
vascular em camundongos e artéria mamaria e mesentérica humana (CAPETTINI et
al., 2008; CAPETTINI; CORTES; LEMOS, 2010). A literatura descreve um papel
fisiologicamente relevante para a nNOS na modulagao do fluxo sanguineo cerebral
(HAGIOKA et al., 2005), do ténus miogénico (FLEMING, 2003) e da presséo arterial
sistémica (KURIHARA et al., 1998) em modelos animais. Ainda a nNOS mostrou um

papel relevante na regulagao do fluxo sanguineo da artéria braquial (SEDDON et al.,
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2008) e do diametro e fluxo sanguineo da artéria coronaria humana (SEDDON et al.,
2009).

WILCOX et al., (1997), mostraram pela primeira vez que na aorta e caroétida
humana, enquanto a expressao de eNOS diminui com a evolugao da aterosclerose, a
expressdo de nNOS e iNOS aumentam, especialmente em macrofagos e células
endoteliais da regido da placa. Baseados nestes dados eles propuseram um papel
pré-inflamatério para nNOS e iINOS e que o excesso de NO produzido pelo aumento
de expressao destas enzimas, seria deletério para a fungao do vaso. Também, em um
modelo de aterosclerose animal ApoE”, nNOS foi co-localizada com macréfagos,
encontrados na camada neointima, na placa aterosclerética (SCHODEL et al., 2009).
Corroborando estes dados, estudos mais recentes, mostraram em cultura de
macrofagos de medula éssea de camundongo, que a inibicdo da nNOS diminui a
captacdo de oxLDL, sugerindo que a nNOS participa do progressdo da placa
aterosclerdtica promovendo a captacdo exacerbada de oxLDL e consequente
formacgao de células espumosas (ROY et al., 2019, 2020). Por outro lado, estudos in
vivo em modelo animal mostraram de forma mais direta que a nNOS tem um alto
potencial antiaterogénico, uma vez que camundongos machos duplo-nocaute (DKO)
para apolipoproteina E (ApoE) e para nNOS, alimentados com dieta ocidental por 14
semanas, apresentavam area de lesao aterosclerética na aorta 66% maior que a area
de lesdo de camundongos machos ApoE". No mesmo sentido, camundongos fémeas
DKO, apés 24 semanas de dieta, apresentaram uma area de lesdo 31% maior, em
comparagdo com a area de lesdo de camundongos fémeas ApoE~- (KUHLENCORDT
et al., 2006; SCHODEL et al., 2009). Corroborando os dados acima, um estudo em
modelo de remodelamento vascular de oclusao de carétida , mostrou que a delecéo
de nNOS (nNOS”) acelerava a formagdo neointimal e remodelagido vascular
constritiva em decorréncia da alteragao do fluxo (COSTA et al., 2016; MORISHITA et
al., 2002), sugerindo que em uma possivel obstrugéo do fluxo, a auséncia da nNOS

aumentaria o potencial aterosclerético da lesao.

Com relagao aos resultados contraditérios acima, € importante considerar que
certos dados tém que ser interpretados com precaugao. Dados in vitro de aumento ou
diminuicdo de expressdo, ndo necessariamente refletem um papel pré- ou anti-
ateroscleréticos da nNOS. Também, estudos com inibidores farmacoldgicos néao

seletivos como no caso dos dois trabalhos com macréfagos in vitro (ROY et al., 2019,
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2020) ndo permitem distinguir qual isoforma de NOS esta envolvida nos efeitos
encontrados. L-NAME ¢é totalmente ndo seletiva para as 3 isoformas e TRIM nao tém
nenhuma seletividade entre iINOS e nNOS que sdo as isoformas presentes nos
macréfagos (ICso = 28.2 e 27.0 uM para nNOS e iNOS, respectivamente). Finalmente,
€ necessario a determinag¢ao do fenotipo de macréfago no qual a nNOS é expressa
para melhor inferir se 0 aumento da expressdao nNOS, eventualmente pode ser pré ou

anti-inflamatorio.

Baseado no exposto fica evidente que o papel da nNOS na fisiopatologia da
aterosclerose esta longe de ser bem entendido e que estudos adicionais sao
imprescindiveis. Por outro lado, esta claro que a expressao da nNOS muda desde
estagios precoces do desenvolvimento da placa, sendo, portanto, um possivel ponto
para intervengbes progndsticas e terapéuticas. Uma vez que as lesbes
aterosclerdticas de modelos murinos nao reproduzem as lesdes observadas em
humanos, torna-se essencial a compreensao da fisiopatologia da aterosclerose em

humanos.
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2. OBJETIVOS

21 Objetivo Geral

Avaliar a expressdo, correlacdo e papel da nNOS na progressdo da placa

ateroscleroética na doenga arterial coronariana humana.

2.2 Objetivos Especificos

Realizar o estadiamento da aterosclerose na artéria coronaria humana;

Avaliar se a nNOS ¢é expressa na artéria coronaria humana e se existe diferenca na

expressao da nNOS com a progressao da placa;

Investigar o perfil inflamatério dos macréfagos presentes nas placas ateroscleréticas;

Investigar se a nNOS co-localiza com macréfagos nas placas ateroscleroticas e os

fendtipos destes macrofagos (M1 ou M2).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1  Amostra Biolégica

Amostras de artéria coronaria direita (ACD), foram coletadas de coragbes
descartados de 34 pacientes submetidos a transplante cardiaco, no Hospital das
Clinicas da UFMG. Elas foram acondicionadas em um recipiente contendo solugao de
Ringer/lactato de sdédio (NaCl: 6mg; KCI: 0,3m; CaCIl2.2H20: 0,2mg; C3H503Na:
3,2mg; Agua para injetaveis q.s.p.: 1mL), mantida refrigerada e imediatamente
transportadas até o Laboratério de Fisiologia Cardiovascular do Instituto de Ciéncias
Biolégicas (ICB) da UFMG. O tecido adiposo perivascular foi, entdo, retirado e os
vasos foram embebidos em OCT e armazenados em freezer a -80 °C até o momento

dos cortes.

As amostras congeladas em OCT foram cortadas no criostato do Centro de
Aquisicao e Processamento de Imagens (CAPI) do ICB/UFMG. Cortes de espessura
de 10 um foram feitos e fixados em 15 laminas histolégicas diferentes (4 cortes de 10
pMm por lamina). Nas 15 laminas foram fixados ao todo 60 cortes com um intervalo de
100 ym entre o primeiro e o segundo corte de cada lamina. Os cortes foram feitos
dessa forma, para uma maior representatividade da extensdo do vaso. As laminas

foram armazenadas em freezer -80 °C.

O presente estudo foi realizado em colaboragdo com o grupo do médico
cirurgido cardiovascular do Hospital da Clinicas da UFMG, professor Dr. Claudio Leo
Gelape. Todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de ética em pesquisa
— COEP (CAAE 82255517.4.0000.5149). Todos os pacientes que participaram deste
estudo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1). Os dados

dos pacientes foram preservados de forma a manter a ética e o sigilo.

3.2 Estadiamento da aterosclerose
O estadiamento da aterosclerose nas artérias coronarias foi adaptado
utilizando-se as caracteristicas estabelecidas pela American Heart Association (AHA)
(KOLODGIE et al., 2001, 2003; VIRMANI et al., 2000). Para o estadiamento da
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aterosclerose foram feitos os seguintes protocolos experiementais: Hematoxilina &
Eosina (H&E) para determinagcdo das camadas vasculares, Oil-Red-O (ORO) para
marcacgao de lipideo e Imunohistoquimica (IHC) para marcagdo de macrofagos. A
analise visual e quantitativa das imagens obtidas destes experimentos descritos,
permitiu a divisdo dos grupos estudados no presente trabalho. Os vasos foram
divididos em dois grupos: 1. Lesao Inicial (L. Inicial) - vasos sem lesdo ou que
apresentavam lesdo com presencga de estria gordurosa com auséncia ou presencga de
alguns macrofagos, com caracteristicas de lesbes nos estagios iniciais da
aterosclerose; 2. Lesédo Avangada (L. Avangada) - presenga do espessamento intimal
patolégico (PIT) com acumulo de lipidios extracelulares sob uma camada de
macrofagos carregados de lipidios, com caracteristicas de lesdes nos estagios
avangados da aterosclerose. Os vasos dos pacientes sem lesao foram agrupados aos
dos vasos com L. Inicial porque, em uma primeira analise, ndao houve diferenca

estatistica entre eles, nos parametros de interesse para este estudo.

3.3 Dados Clinicos
Os dados clinicos dos 34 pacientes transplantados foram extraidos do
prontuario virtual do banco de dados do departamento de cirurgia cardiovascular do
Hospital das Clinicas da UFMG. Os dados como sexo, idade, hipertensao, tabagismo,
etilismo, cardiomiopatia, dentre outros, foram processados pelo software IBM SPSS
Statistics 22. Igualmente, os dados extraidos da analise dos experimentos de

histologia basica também foram planilhados neste software.

3.4 Histologia Basica
Os parametros morfométricos foram analisados a partir da coloragao
Hematoxilina e Eosina (H&E), seguindo o protocolo padréo da técnica (NUNES;
CINSA, 2016). As laminas foram escaneadas no Scanner de Laminas 3D Histech do
Centro de Aquisicdo e Processamento de Imagens — CAPI do ICB/UFMG e
visualizadas no software CaseViewer 1.4. Isso permitiu avaliar a area de cada uma
das 3 camadas dos vasos coronarios. O software permitiu o calculo da area de cada

camada do vaso.
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Os dados de acumulo de lipidio foram observados por meio do protocolo
experimental Oil-Red-O (OLIVEIRA et al., 2015). As laminas dos dois protocolos
experimentais foram escaneadas no Scanner de Laminas 3D Histech do CAPI e
visualizadas e fotografadas no software CaseViewer 1.4. O ImagedJ ProPlus foi

utilizado para a analise dos dados de acumulo de lipidio.

3.5 Imunohistoquimica
Para a realizagdo da imunohistoquimica (IHC) foi usado o Kit Novolink™ Max
Polymer DS (1250) (RE7280-CE), da Leica Biosystems, foi seguido o protocolo
sugerido pelo fabricante. Foram feitas marcac¢des para macrofago (1:100) — [Anti-
CD68 Monoclonal (KP1) Thermo] e éxido nitrico sintase neuronal (1:200) - (anti-nNOS
(C7D7) Monoclonal — Cell Signaling).

3.5.1 Analise Imunohistoquimica

As analises de IHC se deram da seguinte forma: as laminas foram escaneadas
no equipamento de scanner do CAPI e as imagens foram capturadas pelo software
CaseViewer 1.4. Apos captura. As imagens foram analisadas no software ImageJ
ProPlus, onde a ferramenta de selecao de area foi utilizada para delimitar os limites
do perimetro de cada camada. As regides de coloragdo marcadas pelo cromdgeno
3,3'-Diaminobenzidina (DAB - em marrom) foram selecionadas no software e os dados
inseridos em planilha do Excel. Em seguida, toda regido de tecido foi selecionada e
os dados inseridos na mesma planilha. As analises foram normalizadas pela area total
analisada. Os dados foram expressos em porcentagem. As analises de imuno-
histoquimica foram expressas em porcentagem de expressdo. As analises de area

vascular foram expressas em milimetros quadrados (mm?).

3.6 Imunofluorecéncia
Para a realizagdo da imunofluorescéncia (IF), as laminas foram inicialmente
fixadas com paraformoldeido a 4%, durante 15 min. Apds isto, as mesmas foram
lavadas com solug¢ao de BSA 1%. Em seguida, foi realizado o bloqueio com a solugao
de BSA 3% diluido em PBS 1x com 0,1% de Triton-X durante 30 min. Apds nova

lavagem com BSA 1%, as laminas foram incubadas com o anticorpo primario na
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solucdo de bloqueio, em camara umida a 4°C, durante 16 h (overnight). Apds lavagem
no dia seguinte, o anticorpo secundario foi adicionado por 1 h em temperatura
ambiente. Apds esse tempo, foi utilizado o 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI - Vector
Laboratories) para coloragdo dos nucleos. As laminas foram seladas com meio de
montagem Fluoromount-G™ Mounting Medium (Invitrogem ™). As imagens foram
capturadas com o uso do microscépio APOTOME (Microscopio Axio Imager/CAPI),
usando a objetiva de 40x. Para as marcacgdes foram utilizados anticorpos primarios:
oxido nitrico sintase neuronal (1:200) - (Anti-nNOS (C7D7) Monoclonal — Cell
Signaling); macréfagos (1:300) — [Anti-CD68 Monoclonal (KP1)]; macréfagos M1
(1:400) - (Anti-CD86 Policlonal); 6xido nitrico sintase induzida (1:50) — [Anti-INOS
Monoclonal (C-11)]. E anticorpos secundarios: Goat anti-Rabbit IgG, Alexa Fluor 555
(1:300) e Goat anti-Mouse IgG, Alexa Fluor 488 (1:300).

3.6.1 Analise de co-imunofluorecéncia

As anadlises de IF se deram da seguinte forma: imagens de 5 quadrantes da
regiao de placa foram capturadas (conforme Figura 5) no microscépio de fluorescéncia
Apotome no CAPI. As andlises de imunofluorescéncia foram expressas em células
positivas por milimetros quadrados (mm?). Cada imagem possui 0,04 mm? de area em
tamanho real e foram capturadas utilizando objetiva de 40x de aumento. As imagens
foram capturadas nos comprimentos de onda 488 (para CD68, iINOS), 555 (para
nNNOS, CD86) e DAPI (Nucleo). Em cada imagem foi considerada o numero de células
positivas para a marcacao do nucleo, para que fosse considerada as marcagdes nos
canais 488 e 555 para os respectivos marcadores utilizados. Apds apuragdo do
numero de células positivas para os marcadores alvo e os marcadores base, um
célculo de porcentagem foi realizado para mostrar qual a % de células positivas para
0 marcador base, eram positivas para o marcador alvo. Ex: 80% das células positivas

para CD68, foram positivas para nNOS na L. Avancada.

Co-localizagao Marcadores Base Marcadores Alvo
CD68 x nNOS CD68 nNOS
CD68 x CD86 CD68 CD86

nNOS x iNOS nNOS iNOS
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3.7 Analises Estatisticas
As analises estatisticas foram feitas utilizando o software GraphPad Prism
versdo 7.0. Os testes estatisticos utilizados foram teste T Welch's para dados
paramétricos e teste Mann-Whitney para os dados n&o paramétricos. Os resultados
foram expressos como média + EPM e as diferengas estatisticas foram consideradas

individualmente para cada teste, quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

Fragmentos de artéria coronaria direita de 34 pacientes submetidos a
transplante cardiaco foram utilizados no presente estudo. Dados extraidos dos
prontuarios médicos, permitiram estabelecer o perfil dos pacientes, como mostrado

na Tabela 2.

As caracteristicas morfologicas, presenga de macrofagos e de gordura, foram
usadas para separar a amostra em dois grupos, formados com base nas
caracteristicas do estadiamento da aterosclerose estabelecido pela American Heart
Association (AHA) (KOLODGIE et al., 2001, 2003; VIRMANI et al., 2000). Esta divisao
foi estabelecida por meio da analise visual e confirmada pela analise quantitativa dos
parametros utilizados para o estadiamento da aterosclerose. Conforme mostra a
Figura 1 A, B e C, deposicao lipidica foi significativamente maior na lesdo avangada
comparada a inicial. De forma semelhante, nota-se uma maior marcacéo para CD68,
na L. Avangada em relagcdo a inicial (Figura 1, D, E, F). Percebe-se também um

espessamento pronunciado da camada intima na L. Avangada em relacao a inicial.

Tabela 2 — Caracteristicas dos pacientes estudados e fatores de risco.

Variaveis N %
Total 34 100
Sexo

Masculino 25 73,5
Feminino 9 26,5
Faixa Etaria

Mediana (intervalo) 48 (36-69) -
Hipertensao

Controlada 7 20,6
Nao tem 27 79,4
Dislipidemia

Controlada 7 20,6
Nao tem 27 79,4
Tabagismo

Ex-tabagistas 8 23,5
Nao 26 76,5
Etilismo

Ex-Etilistas 6 17,6
Nao 28 82,4
Diabetes

Controlada 3 8,8
Nao tem 31 91,2
Cardiomiopatia

Chagasica 14 41,2
Dilatada Idiopatica 12 35,3
Isquémica 4 11,8

Outras 4 11,8
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Figura 2. Analise quantitativa de lipideos e macréfagos e analise morfométricas da camada
intima vascular. Grafico de porcentagem de marcacédo de acumulo de lipideo na regido de placa
(A). Imagens representativas de acumulo de lipideos na regido de placa no grupo L. Inicial (B) e
L. Avangada (C). Grafico de porcentagem de expressdo de macrofago (CD68) (D). Imagens
representativas de expressdo de macréfagos na regido de placa no grupo L. Inicial (E) e L.
Avancgada (F). Grafico tamanho da area da camada intima vascular (G). Imagens representativas
das camadas vasculares no grupo L. Inicial (H) e L. Avancada (I). Os graficos de barra sédo
apresentados como a média dos valores + EPM. **** p<0,0001; ** p<0,001; * p<0,05.); teste Mann-
Whitney (A); teste T Welch's (D e G).

Com o objetivo de avaliar se a nNOS era expressa na artéria coronaria humana,
uma imunofluorescéncia foi realizada e a expressao da enzima € mostrada na Figura
2. Esse resultado evidencia a presenga de oxido nitrico sintase neuronal na artéria

coronaria humana.
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Figura 3. nNOS é expressa na Artéria Coronaria Direita Humana. Imagens representativas.
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Figura 4. Expressdo de nNOS na Artéria Coronaria Direita Humana por Imuno-histoquimica.
Expressao de oxido nitrico sintase neuronal vascular total (A). Expressdo de nNOS na camada
intima (B), média (C) e adventicia (D) vascular. Imagens de IHC para marcagéo de expresséao de
nNOS em paciente do grupo lesdo inicial (E) e lesdo avangada (F). * p<0,05; teste Mann-Whitney (A
e D); teste T Welch's (B e C).

Decidimos, entao, avaliar se existia diferenga na expressao de nNOS entre os
grupos L. Inicial e L. Avangada. Observamos que a expressao de nNOS estava maior
em pacientes com lesbes mais avancadas, em comparagido com pacientes que
apresentavam lesdes iniciais (Figura 3A), assim como também na camada intima
vascular, os pacientes do grupo L. Avancada expressavam mais nNOS do que os

pacientes do grupo L. Inicial (Figura 3B).

Avaliamos na sequéncia a expressao de nNOS na regido de placa, onde foi
selecionada a regidao de maior acumulo de macréfagos e lipideos, em que apenas as
camadas intima e média vascular foram consideradas para analise de expressdo. As
marcagdes foram normalisadas pela area total delimitada como regido de placa. E
possivel observar que a expressao de nNOS na regido de placa esta maior no grupo

L. Avancada, em comparacgao com o grupo L. Inicial (Figura 4).
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Figura 5. Expressao de nNOS na regido de placa. Expressao de oxido nitrico sintase neuronal na
regido de placa (A). Imagens de IHC para marcagao de expressao de nNOS na regido de placa em
paciente do grupo L. Inicial (B) e L. Avangada (C). *** p<0,001; teste Mann-Whitney.

Com o objetivo de avaliar se a nNOS estaria co-localizada com macréfagos na
artéria coronaria direita humana e, se havia diferenca em lesdes inicial e avangada, o

protocolo de IF foi realizado, onde anticorpos anti- CD68 e anti- nNOS foram utilizados.
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Imagens de 5 quadrantes (0,04mm?) da regido de placa (Figura 5) foram capturadas
e analisadas no software Zen 3.2 Blue Edtion da Carl Zeiss. A analise consistiu em

determinar o numero de células (%) que marcaram positivo inicialmente para a sonda

fluorescente DAPI (marcador nuclear) e em sequéncia para os marcadores (anti-CD68
e anti-nNOS).

Figura 6. Imagem representativa do
método de captura de imagens para
andlise de co-localizagao por IF.

Os resultados da Figura 6 mostram a % de macréfagos (CD68) que marcaram
positivamente para nNOS. E interessante notar que 80% das células que marcaram
positivamente para CD68 na regido de placa em pacientes do grupo L. Avangada,
marcaram também positivamente para a enzima nNOS (Figura 6B), enquanto que
menos de 10% delas marcaram positivamente para nNOS, em pacientes do grupo L.

Inicial (Figura 6B).
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Figura 7. Co-localizagao de macréfagos (CD68) e nNOS. Imagens representativas da marcagéo
positiva de nNOS com CD68 na artéria coronaria direita do grupo L. Inicial e L. Avancada (A). Analise
quantitativa da % de células CD68 que marcaram positivamente para nNOS (B). *** p<0,0001; teste
T Welch's.

Com o objetivo de investigar o perfil inflamatoério dos macréfagos presentes nas
regides de placa, foi executada uma imunofluorescéncia, utilizando-se os anticorpos
Anti-CD68 e Anti-CD86 (marcador presente em macrofagos M1 — pro-inflamatério).
Os resultados mostram que 80% das células que marcaram positivamente para CD68,
marcaram positivo para CD86 em pacientes com lesdes avancadas (Figura 7B).
Porém, no grupo de pacientes com lesdes iniciais, apenas 10% das células positivas

para CD68 se mostraram também positivas para CD86 (Figura 7B).
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Figura 8. Co-localizagdo de CD68 e CD86. Imagens representativas da marcacéo positiva de
CD86 com CD68 na artéria coronaria direita do grupo L. Inicial e L. Avancada (A). Analise
quantitativa da % de células CD68 que marcaram positivo para CD86 (B). ** p<0,005; teste Mann-
Whitney.

Para investigar se a nNOS co-localiza com marcador pré-inflamatério nas
placas aterosclerdticas na artéria coronaria humana, uma imunofluorescéncia foi
executada utilizando-se os anticorpos anti-nNOS e anti-iINOS (marcador presente em
macrofagos M1 — pro-inflamatério). Os resultados mostram que quase 100% das
células que marcaram positivamente para nNOS, também marcaram positivo para
iINOS no grupo L. Avancada (Figura 8B). Ja o grupo L. Inicial, menos de 3%
apresentaram marcacao positiva para iNOS, nas células positivas para nNOS Figura
8B).
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Figura 8. Co-localizagao de nNOS e iNOS. Imagens representativas da marcagédo positiva de
nNOS com iNOS na artéria coronaria direita do grupo L. Inicial e L. Avancada (A). Analise
quantitativa da % de células positivas para nNOS que marcaram positivo para iNOS (B). ** p<0,005;
teste Mann-Whitney.
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5. DISCUSSAO

O principal achado deste trabalho foi a de que a expressdo da nNOS aumenta
com a progressao da aterosclerose. Esse aumento de expressdo parece ocorrer
principalmente em macréfagos pré-inflamatérios (M1), o que sugere um papel pré-

aterosclerético da nNOS na doenca arterial coronariana humana.

A aterosclerose promove um remodelamento vascular caracterizado por
alteragdes fisioldgicas e estruturais na parece arterial (MELO et al., 2007a; RENNA;
DE LAS HERAS; MIATELLO, 2013; VAN VARIK et al., 2012). O espessamento da
parede arterial € um processo comum durante o desenvolvimento da aterosclerose,
onde células das camadas intima e média proliferam aumentando a area das camadas
e, consequentemente, a area vascular total (HONG; GU, 2019; VAN VARIK et al.,
2012). Corroborando os achados da literatura, as analises morfométricas realizadas
nos cortes histolégicos da artéria coronaria no presente trabalho mostraram que a
area da camada intima e a area vascular total estavam aumentadas no grupo L.

Avancgada em comparagao ao grupo L. Inicial.

A nNOS foi descrita por Seddon et al. (2009), com um possivel papel chave na
modulagao do fluxo e do didmetro de artérias coronarias humanas. Corroborando com
o estudo acima, dados ndo publicados do nosso grupo mostraram que a inibigao
farmacolégica com um bloqueador seletivo da nNOS (inibidor-1) diminui o
relaxamento vascular induzido pela histamina na artéria coronaria humana. No

presente trabalho mostramos que a nNOS esta expressa na artéria coronaria humana.

A literatura mostra em um modelo de animal duplo KO para nNOS e ApoE
(DKO), que a auséncia da nNOS aumenta a les&o aterosclerética em camundongos,
sugerindo assim um papel ateroprotetor para nNOS (KUHLENCORDT et al., 2006).
Neste estudo foi possivel observar que o aumento da expressao de nNOS na artéria
coronaria direita humana acompanha a progressao da aterosclerose, uma vez que em
lesdes mais avancadas ela esta mais expressa, em comparagao com sua expressao
em lesdes iniciais. Esse aumento sugere uma participagdo da nNOS na progressao
da aterosclerose, mas nio esclarece se esse papel é pro- ou anti-aterogénico. Embora
Kuhlencordt et al. (2006) mostraram uma atuacao protetora da nNOS na aterosclerose
em modelo animal, animais KO para uma isoforma da NOS, apresenta um aumento

de expressdo compensatorio para as outras duas isoformas de NOS que nao estao
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geneticamente deletadas (TSUTSUI et al., 2010), tornando dificil a interpretagdo dos
dados. Para contornar este problema, Yatera et al. (2010) estudaram o
desenvolvimento da placa aterosclerética em um modelo triplo KO para as 3 isoformas
de NOS. Os resultados mostraram que, definitivamente, as NOS tém um papel
ateroprotetor altamente relevante, em camundongos, no entanto, este estudo nao

permite definir o papel de cada isoforma.

Em oposicao ao estudos acima, Roy et al. (2019, 2020) mostraram que em
macrofagos extraidos de medula 6ssea de murinos, a nNOS participa ativamente da
captacao rapida de oxLDL, uma vez que a inibigdo de nNOS (com TRIM e L-NAME)
reduziu a captacado de oxLDL. Baseados nestes resultados os autores propuseram
um papel pré-aterosclerético da nNOS. No entanto, nos dois estudos acima, foram
utilizados inibidores farmacologicos nédo seletivos para as isoformas que foram
descritas em macrofagos nas placas de aterosclerose: iINOS e nNOS. L-NAME é
totalmente néo seletiva para as 3 isoformas e TRIM n&do tém nenhuma seletividade
entre INOS e nNOS com ICsp = 28.2 e 27.0 uM para nNOS e iINOS, respectivamente.
Esta limitagdo metodologica pde em cheque a conclusao dos autores de que a inibigao

de nNOS diminui a captagao de oxLDL.

A expressao de nNOS nos macrofagos e sua correlagdo positiva com a
progressao da placa, evidenciam que a nNOS, além de ser uma isoforma constitutiva,
pode ser também ser induzida. Neste sentido, os dados apresentados por Mattila e
Thomas (2014), mostram que a nNOS também pode ser regulada pos-
transcricionalmente, participando assim da ativacao e fungao de macrofagos. Huang
et al. (2012) mostraram que NO produzido por nNOS em macréfagos murinos esta
envolvida com o processo de fagocitose. No entanto, Schddel et al. (2009) mostraram
uma fraca expressdao de nNOS em macréfagos de placa aterosclerética, no
camundongo ApoE KO.

Os dados do presente estudo, mostraram uma forte expressao de nNOS em
macréfagos na regido de placa da artéria coronaria humana. A populagéo de
macrofagos residentes em lesdes aterosclerdticas é heterogénea (CHINETTI-
GBAGUIDI; COLIN; STAELS, 2015). Os macréfagos possuem uma alta plasticidade
e capacidade de alteracao de fenotipo em decorréncia do microambiente em que se
encontram, baseados no perfil local de citocinas (LEE et al., 2011; PORCHERAY et
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al., 2005), onde a composigdo da placa aterosclerdtica e o subtipo de macrofago
influenciam a determinagdo do fenotipo destes macrofagos dentro da placa
aterosclerética (CHINETTI-GBAGUIDI; COLIN; STAELS, 2015).

Macrofagos pré-inflamatérios, de fendtipo M1, séo classicamente ativados por
estimulos patogénicos (PAMP’s) ou por citocinas como IFNy, TNF, produzem altos
niveis de IL-12 e IL-23, e secretam citocinas pro-inflamatérias, como TNF, IL-6 e IL-
1B8. Macréfagos M1 interagem com regides de lesdo removendo patdgenos por meio
da fagocitose, e sua ativacéo crénica pode mediar o dano ao tecido induzido por ROS
e prejudicar a cicatrizacdo (CHINETTI-GBAGUIDI; COLIN; STAELS, 2015).
Macrofagos M2 séo caracterizados por uma baixa producao de IL-12 e alta produgao
de IL-10 e TGF-B e sao alternativamente ativados principalmente por IL-4 (CHINETTI-
GBAGUIDI; COLIN; STAELS, 2015). Sao células responsaveis pela regulagcdo do
reparo tecidual (MURRAY; WYNN, 2011) e carregam uma resposta anti-inflamatoria,
com capacidade de promover a eliminacao de detritos, angiogénese e remodelamento
do tecido (BOUHLEL et al., 2007; CHINETTI-GBAGUIDI; COLIN; STAELS, 2015).

Um dado bastante interessante do presente estudo é que 80% dos macrofagos
na L. Avangada expressam nNOS e que menos de 10% dos macréfagos na L. Inicial
expressam nNOS. Para entender melhor os fenétipos de macréfagos presentes na
regido da placa e como eles poderiam estar atuando na artéria coronaria,
experimentos de co-localizagdo de CD68 e CD86 (marcador de macrofagos M1 - pro-
inflamatorios) foram realizados. Os nossos resultados mostraram que 80% dos
macrofagos no grupo L. Avangada marcaram positivamente para CD86, um indicador
de que os macréfagos residentes na lesdo, majoritariamente, expressam um fenétipo
pro-inflamatério. Apesar das limitagcdes técnicas do modelo experimental do presente
trabalho, é possivel inferir um possivel papel pro-inflamatério da nNOS expressa nos
macrofagos na artéria coronaria humana, uma vez que experimentos de IF para co-
localizagdo de nNOS e iINOS (outro marcador pro-inflamatério encontrado em
macrofagos de fendtipo M1) mostraram que 100% das células que marcaram positivo
para nNOS, também marcaram positivamente para iNOS, no grupo L. Avangada.
Esses dados reforgcam a hipétese de que a nNOS estaria expressa em macrofagos de
fendtipo M1, dado que 100% das células positivas para nNOS, também s&o positivas

para iNOS (marcador de macréfagos M1).
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Em sintese, os dados apresentados no presente trabalho, mostraram que a
expressdo da nNOS aumenta com a progressao da placa. Em lesdes avangadas,
todas as células que marcaram positivo para nNOS eram macréfagos pro-
inflamatoérios M1, enquanto que em lesdes iniciais, menos de 3% das células que

marcaram positivo para nNOS, eram macrofagos pro-inflamatoérios M1.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho foram apresentadas evidéncias que tracam uma nova
perspectiva de entendimento do papel da enzima nNOS na progressdo da
aterosclerose. Em humanos, ao contrario do que foi mostrado em modelos animais, a
NNOS parece ter um papel pro-inflamatério, embora sejam necessarios mais
experimentos para esclarecer essa inferéncia, podendo contribuir com a progresséo
da placa, sendo assim, um possivel alvo para intervengdes farmacoldgicas. Este
estudo ainda coloca em evidéncia a relevancia do estudo da fisiopatologia da

aterosclerose em modelos humanos.
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8. ANEXO I:

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

| INFORMAGCOES SOBRE A PESQUISA

Esta pesquisa tem o objetivo de estudar a presencga e participagdo de uma
enzima chamada oxido nitrico sintase neuronal (nNOS) presente nas células que
formam a parede dos vasos sanguineos. Os resultados obtidos nos permitirdo dar
uma nogdo de que maneira podemos interferir farmacologicamente para auxiliar
preventivamente na doencga arterial coronariana (DAC). Estes conhecimentos serao
de suma importancia para realizagao de intervengdes farmacolégicas, para reduzir os
riscos cardiovasculares que colaboram para agravamento da DAC e consequente
necessidade de transplante cardiaco. Para coletar estes vasos precisamos utilizar as
sobras da cirurgia que vocé ira se submeter. Deixamos claro que o material que
utilizaremos é de descarte, ou seja, vasos sanguineos que serao retirados do coragao
que foi removido pelo cirurgido. Desta forma vocé ira contribuir para este estudo
concordando em doar este material para que a pesquisa seja feita.

[l SIGILO DOS DADOS

Todos os seus dados serdo confidenciais, sua identidade ndo sera revelada
publicamente em hipdtese alguma e somente os pesquisadores envolvidos neste
projeto terdo acesso a estas informagdes que serao utilizadas somente para fins de
pesquisa.

Il BENEFICIOS DA PESQUISA

Este estudo trara inumeros beneficios importantes que poderao ter aplicacao
direta na terapéutica. O conhecimento do funcionamento dos vasos retirados de
material de descarte da cirurgia podera ajudar no desenvolvimento de medicamentos
utilizados no combate a hipertensao arterial, infarto ou doencgas vasculares cardiacas.
Os estudos realizados com este material permitirdo que novas metodologias de
estudo sejam desenvolvidas, além de novas intervencgdes clinicas que permitirdo ao
médico atuar de forma mais eficaz, desde o inicio precoce do tratamento adequado e
0 acompanhamento da evolugao do paciente.

IV RISCOS

Uma vez que serao utilizados somente material de descarte, ou seja, as sobras
do coragao removido nas cirurgias, a coleta deste material nao oferecera riscos ao
paciente.

V RESSARCIMENTO DAS DESPESAS

Nao esta previsto qualquer forma de remuneragao para os voluntarios. Todas as
despesas especificas relacionadas com o estudo sdo de responsabilidade dos
pesquisadores envolvidos através de incentivos a pesquisas provenientes de
instituicbes de fomento.

VI DEMAIS ESCLARECIMENTOS
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Vocé dispbe de total liberdade para esclarecer qualquer duvida que possa surgir
durante a pesquisa. Vocé podera recusar-se a participar deste estudo e/ou abandona-
lo a qualquer momento, sem precisar se justificar. Nesta pesquisa utilizaremos somente
material de descarte, ou seja, as sobras do intestino coragéo removido na cirurgia, ndo
sendo realizado qualquer tipo de manipulagao, experimento ou intervengao direta com
O paciente.

Vocé assinara duas vias iguais deste termo de consentimento: uma via ficara com
vocé e a outra com a pesquisadora responsavel.

VIl TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, , voluntariamente, concordo com os
propositos de coletar uma amostra de descarte do material bioldgico proveniente da
minha cirurgia de transplante cardiaco, para que seja utilizado para fins de pesquisa
cientifica. Estou ciente do exposto acima e ainda de que esta pesquisa nao trara
qualquer prejuizo a minha saude. Declaro também que obtive de forma apropriada e
voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido para participagao neste estudo.

Belo Horizonte, de de

Assinatura do voluntario:

Virginia Soares Lemos

(Pesquisadora responsavel)

Telefones e endereco para contato:
William Bruno Alves da Silva
Celular: 97302-0980

E-mail: williambrass09@ufmg.br

Bruno Almeida de Rezende

Tel: 3383-8409

Celular: 99801-9692

E-mail: brunorezende01@yahoo.com.br

Prof? Virginia Soares Lemos
Tel.: 3409-2950,

Celular: 8782-6096

E-mail: vslemos@icb.ufmg.br

COEP (Comité de Etica em Pesquisa): Av. Anténio Carlos, 6627 Unidade
Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005 Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG- Brasil
31270-901 Telefone: 3409-4592.
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