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RESUMO

A Sindrome Metabdlica (SM) € uma associacao de patologias cardiometabdlicas como
obesidade, hipertenséo, dislipidemia e Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), as quais
ocasionam individualmente um estado pro-inflamatorio crénico de baixo grau. Um
maior risco de desenvolvimento da SM € observado na pés-menopausa, uma vez que
a reducao nos niveis de 17B-estradiol (E2) nessa fase pode influenciar no metabolismo
de lipideos, glicose e insulina. Essa influéncia depende da ligacdo do E2 aos
receptores de estrégeno a e B, codificados pelos genes ESR1 e ESR2. Sendo assim,
este trabalho visou investigar a expressao relativa dos genes ESR1 e ESR2 em
mulheres pds-menopausadas com SM e como essa se correlaciona com a expressao
dos marcadores inflamatérios NLRP3 e IL-18, através de ensaios de RT-qPCR.
Mulheres com SM, que formavam o grupo de estudo, tiveram uma reducdo na
expressdo do gene ESR1 (FC = -2,02; p = 0,0466) em comparacdo ao controle
saudavel. Entre o grupo de estudo, as mulheres com obesidade apresentaram um
aumento na expressdo de ESR2 (FC = 1,61; p = 0,0004) em comparacdo as com
sobrepeso, enquanto as com DM2 uma reducéo na expresséo de ESR1 (FC =-1,87;
p =0,0071) em comparacdo as sem DM2. Adicionalmente, correlacdes positivas foram
observadas entre a expressao do gene NLRP3 com ESR1 (rs=0,4113; p = 0,0379) e
a circunferéncia abdominal (rs = 0,4099; p = 0,0303). Por sua vez, o avanco da faixa
etaria esteve negativamente correlacionado com a expressao dos genes ESR1 (r = -
0,4218; p = 0,0181) e ESR2 (rs = -0,5405; p = 0,0064). Nossos resultados sugerem
uma expressao diferencial dos receptores de estrogeno em mulheres com SM de

acordo com as doencas cardiometabdlicas diagnosticadas.

Palavras-chave: Receptor de estrogeno alfa; Receptor de estrogeno beta,

Inflamassoma NLRP3; Interleucina-1p; Doengas Cardiometabdlicas.



ABSTRACT

Metabolic Syndrome (MetS) is a cluster of cardiometabolic disorders such as obesity,
hypertension, dyslipidemia and Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM), which individually
cause a low-grade chronic inflammatory state. A higher risk of developing MetS is
observed in postmenopausal women, as the decreased levels of 173-estradiol (E2) in
this phase may influence the metabolism of lipids, glucose and insulin. This influence
depends on the binding of E2 to estrogen receptors a and 3, encoded by the genes
ESR1 and ESR2. Therefore, the aim of this study was to investigate the relative
expression of ESR1 and ESR2 genes in postmenopausal women with MetS and how
these expressions correlate with the expression of inflammatory markers such as
NLRP3 and IL-18, and the gene expression assays were performed by RT-gPCR.
Women with MetS, who comprised the case group, showed a down regulation in ESR1
gene expression (-2.02 FC, p = 0.0466) compared to the healthy control group. Among
the case group, those with obesity had an up regulation in ESR2 expression (1.61 FC,
p = 0.0004) compared to those with overweight, while those with T2DM had a down
regulation in ESR1 expression (-1.87 FC, p = 0.0071) compared to those without
T2DM. In addition, positive correlations were observed between NLRP3 gene
expression with the expression of ESR1 (rs = 0.4113, p = 0.0379) and waist
circumference (rs = 0.4099, p = 0.0303). However, increasing age was negatively
correlated with ESR1 (r = -0.4218, p = 0.0181) and ESR2 (rs = -0.5405, p = 0.0064)
gene expressions. Our results suggest an estrogen receptors differential expression in

MetS after menopause according to the diagnosed cardiometabolic diseases.

Keywords: Estrogen receptor alpha; Estrogen receptor beta; NLRP3 Inflammasome;

Interleukin-1 beta; Metabolic diseases.
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1 INTRODUCAO

A sindrome metabdlica (SM) é caracterizada pela associacdo de doencas
cardiometabdlicas como obesidade, diabetes mellitus tipo 2 (DM2), dislipidemia e
hipertenséo arterial sistémica (HAS), as quais sdo associadas a um estado pro-
inflamatorio crénico de baixo grau.

Mulheres ap0s a menopausa apresentam uma maior predisposicdo a
obesidade, as doencas cardiovasculares e ao DM2, levando a um maior risco de
desenvolver a SM. Nessa fase hd uma reducdo significativa nos niveis do principal
hormonio esteroide feminino, o 17B-estradiol (Ez), em comparacao a idade fértil.

A influéncia dos niveis de E2 no metabolismo de lipideos, glicose e insulina
esta relacionada ao efeito protetivo ao desenvolvimento da SM em mulheres em
idade fértil. Esse efeito ocorre através de mecanismos como o aumento da lipolise
e da sensibilidade a insulina, e a reducao da lipogénese no tecido adiposo.

O E2 exerce os seus efeitos celulares por meio da ligagdo aos seus
principais receptores: ERa, codificado pelo gene ESR1 localizado no cromossomo
6; e ER[, codificado pelo gene ESR2 localizado no cromossomo 14. Ao abordar
a relacdo entre os receptores de estrégeno (ERs) com as doencas que
caracterizam o diagnéstico da SM foi demonstrado em modelos murinos que
niveis reduzidos de expressdo de ERa levam ao aumento da massa de tecido
adiposo, resisténcia a insulina e intolerancia a glicose. A reducao dos niveis de
expressdo de ER[B leva a consequéncias similares, com o aumento da
adipogénese, além de uma maior quantidade de acidos graxos livres e aumento
do risco a apoptose em células 3 pancreaticas.

Quanto ao estado pro-inflamatorio cronico de baixo grau observado nas
doencas cardiometabdlicas, um dos fatores contribuintes € a resposta imune inata
mediada pelo complexo proteico do inflamassoma NLRP3. Esse complexo sofre
oligomerizacao apoés o receptor citosolico NLRP3 identificar padrdes relacionados
a danos celulares ou patdgenos, recrutando a proteina adaptadora ASC e a
protease caspase-1. ApOs ativacdo, a caspase-1 é responsavel por converter a
pro-IL-18 em IL-13, citocina que estimula a inflamacg&o e morte celular.

Mulheres com SM apresentam aumento dos niveis séricos do

inflamassoma NLRP3, o qual pode estar relacionado a quantidade de patologias



15

cardiometabdlicas diagnosticadas e ao avancgo da idade. Entretanto, o papel do
NLRP3 no envelhecimento natural feminino e durante a transicdo da fase
reprodutiva para néo reprodutiva ainda ndo € amplamente compreendido.

Diante das evidéncias observadas em modelos murinos, nos quais baixos
niveis de expressdo dos genes que codificam ERa e ER3 aumentam o risco de
desenvolver desregulacbes metabdlicas associadas a SM, e a maior prevaléncia
dessa sindrome na pos-menopausa, o presente estudo visou avaliar os niveis de
expressado dos genes ESR1 e ESR2 na SM e suas doencas cardiometabdlicas em
mulheres na pds-menopausa. Além de correlacionar a expressdo dos genes
ESR1 e ESR2 com a expressao dos marcadores inflamatérios NLRP3 e IL-18,
uma vez que mulheres com SM, em uma faixa etaria mais avancada, apresentam

um aumento dos niveis séricos de NLRP3.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a expressdo dos genes ESR1 e ESR2 em mulheres com SM na p0s-
menopausa e sua correlacdo com a expressdao génica dos marcadores
inflamatoérios NLRP3 e IL-718.

1.1.2 Objetivos especificos

o Avaliar os niveis de expressdo dos genes ESR1, ESR2, NLRP3 e IL-18 em
mulheres com SM e mulheres controle na pés-menopausa.

o Comparar o0s niveis de expressao dos genes ESR1 e ESR2 entre mulheres
na poés-menopausa com SM de acordo com a auséncia ou presenca das
seguintes doencas cardiometabdlicas: obesidade, DM2, dislipidemia e HAS.

o Correlacionar os niveis de expressao dos genes ESR1 e ESR2 no grupo de
estudo com a expressao génica dos marcadores inflamatérios NLRP3 e IL-
1B.

e  Associar os niveis de expressao dos genes ESR1 e ESR2 no grupo de

estudo com as caracteristicas clinicas idade e circunferéncia abdominal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 SINDROME METABOLICA E PATOLOGIAS CARDIOMETABOLICAS
ASSOCIADAS

2.1.1 Sindrome metabdlica

A sindrome metabdlica (SM) é caracterizada pela presenca em conjunto de
patologias cardiometabdlicas intrinsecamente associadas (Figura 1), como
obesidade, Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), dislipidemia e hipertensdo arterial
sisttmica (HAS) (MCCRACKEN; MONAGHAN; SREENIVASAN, 2018). A
resisténcia a insulina e a obesidade central séo os principais fatores de risco para
o desenvolvimento dessas patologias (ALBERTI et al., 2009; MCCRACKEN;
MONAGHAN; SREENIVASAN, 2018).

Figura 1 — Principais patologias cardiometabdlicas que caracterizam o diagnéstico da Sindrome
Metabodlica (ALBERTI; ZIMMET; SHAW, 2006; BRAY et al., 2016; CHO et al., 2018; FOROUHI;
WAREHAM, 2010; GILES et al., 2009; KOPIN; LOWENSTEIN, 2017). DM2: Diabetes Mellitus
tipo 2; HDL: High Density Lipoprotein; LDL: Low Density Lipoprotein; PAS: Pressdo arterial
sistdlica; PAD: Presséo arterial diastélica.
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L J | HDL =

ey
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renais e vasculares insulina J

Fonte: A autora (2023).

A prevaléncia da SM na populacao adulta brasileira é de aproximadamente
30%, influenciada, principalmente por causas ambientais como: o estilo de vida
sedentario, consumo de comidas hipercaléricas e a diminuicdo da pratica de
atividade fisica (SAKLAYEN, 2018; VIDIGAL et al., 2013).
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O primeiro relato do aparecimento em conjunto das patologias associadas
a SM foi publicado em 1923, com pacientes que possuiam hipertensao,
hiperglicemia e hiperuricemia (PARIKH; MOHAN, 2012), uma definicdo para esse
agrupamento de patologias so6 foi proposta em 1988 com o termo “Sindrome X”
para pacientes que apresentassem resisténcia a insulina, intoleréncia a glicose,
hiperinsulinemia, dislipidemia e HAS (REAVEN, 1988). Em 1999, a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) definiu o termo “Sindrome Metabdlica”, caracterizando
pela presenca de resisténcia a insulina, intolerancia a glicose ou DM2, em
conjunto com duas ou mais condi¢cdes que poderiam incluir HAS, dislipidemia,
obesidade central e microalbuminudria (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999).

Diversos critérios de diagndstico da SM ja foram propostos por diferentes
organizacdes, com destaque aos publicados nos anos de: 2001, pelo National
Cholesterol Education Program — Adult Treatment Panel 1l (NCEP ATP III)
(NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM, 2001); 2005, com a
modificacdo do critério NCEP ATP Il pela American Heart Association (AHA) e o
National Heart, Lung, and Blood Institute (NHLBI) (GRUNDY et al., 2005); 2006,
com atualizacao dessas modificagcdes pela International Diabetes Federation (IDF)
(ALBERTI; ZIMMET; SHAW, 2006).

A IDF em conjunto com o NHLBI, a AHA, a World Heart Federation (WHF),
a International Atherosclerosis Society (IAS) e a International Association for the
Study of Obesity (IASO), propuseram em 2009 a unificagdo dos critérios
diagndsticos para a SM (Tabela 1), solucionando principalmente as diferencas
observadas nos limiares adotados para o diagndstico de obesidade central em
diferentes populacdes (ALBERTI et al., 2009).
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Tabela 1 — Critérios para o diagnéstico clinico da sindrome metabélica. @ Circunferéncia
abdominal recomendada pela IDF (International Diabetes Federation) para a populacao da
América do Sul. *@ O uso de tratamento farmacéutico recomendado para essas medidas é
considerado um indicador alternativo aos pontos de corte categéricos. HDL-C: High-density

lipoprotein cholesterol.

Critérios diagnosticos Pontos de corte categéricos

= 80 cm para mulheres

Circunferéncia abdominal elevada™™
= 90 cm para homens

Triglicérides elevados™®? > 150 mg/dL (1,7 mmol/L)

< 50 mg/dL (1,3 mmol/L) para mulheres

- ido®@
HDL-C reduzido < 40 mg/dL (1,0 mmol/L) para homens

> 130 mm Hg sistolica e/ou

Pressdo sanguinea elevada® oo
9 = 85 mm Hg diastdlica

Glicemia em jejum elevada™® > 100 mg/dL
Fonte: Adaptado de Alberti et al. (2009).

2.1.2 Obesidade

A obesidade alcanca cada vez mais niveis pandémicos, em 2016 39% da
populacdo mundial adulta acima de 18 anos apresentava sobrepeso e 13% eram
considerados obesos (BLUHER, 2019; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2021). O indice de Massa Corporea (IMC) é utilizado para definir obesidade, no
qual o peso em quilogramas é dividido pelo quadrado da altura em metros (kg/m?)
(CATENACCI; HILL; WYATT, 2009). As categorias do IMC definem que um
individuo: abaixo do peso saudavel, um IMC < 18,5 kg/m?; com peso saudavel,
um IMC 18,5-24,9 kg/m?; com sobrepeso, um IMC 25-29,9 kg/m?; com obesidade,
um IMC de 30-39,9 kg/m? com obesidade extrema, um IMC 2 40 kg/m?
(CATENACCI; HILL; WYATT, 2009).

O IMC possui como vantagem a simplicidade na sua utilizagdo em
acompanhamentos clinicos e em estudos epidemiologicos. Entretanto, n&o
diferencia entre tecido adiposo e massa magra corporal, ou na distribuicdo
corporal do tecido adiposo. Assim medidas adicionais como a circunferéncia
abdominal podem contribuir para a previsdo de fatores de riscos associados a
obesidade central (BRAY et al., 2016).
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A obesidade central refere-se ao acumulo de tecido adiposo na regido intra-
abdominal e visceral, e estd € associada aos maiores niveis de marcadores
inflamatorios, DM2, dislipidemia e doenca arterial coronariana, caracteristicas
fortemente relacionadas a sindrome metabolica (DESPRES; LEMIEUX, 2006;
JACOBS, 2010).

Essa maior predisposicdo ao acumulo de gordura na regido abdominal
pode estar associada com o proprio tecido adiposo visceral, o qual apresenta mais
efeitos deletérios, como a inducdo a resisténcia a insulina, desenvolvimento de
DM2 e doencgas cardiovasculares, em comparacdo ao tecido adiposo abdominal
subcutéaneo que apresenta menor influéncia nessas condi¢cdes (JACOBS, 2010;
SAM, 2018).

O acumulo de tecido adiposo e consequente ganho de peso tem como
principal causa o desbalanco energético, devido a um consumo superior ao gasto
energético em um longo periodo de tempo (BRAY et al., 2016). Esse desbalanco
é influenciado por diversos fatores, entre eles: ambientais, como o consumo de
alimentos hipercaldricos, ricos em agucares e altamente processados; genéticos
e epigenéticos, os quais podem influenciar a resposta individual a dieta e
exercicios fisicos; comportamentais, como a manutencao de um estilo de vida
sedentario com baixo esforco fisico (ROMIEU et al., 2017).

As estratégias iniciais para reduzir o peso corporal se concentram em
mudancas de estilo de vida, visando alcancar um balanco energético negativo,
através de uma alimentagdo com menor consumo calérico, aumento da préatica de
atividade fisica ou a combinacdo de ambos (BRAY et al., 2016; CHIN;
KAHATHUDUWA, BINKS, 2016).

Uma alimentag¢do que alcance o balanco energético negativo deve conter
menos energia consumida do que o gasto diario. A escolha do tipo dieta depende
da qual o paciente melhor aderir, uma vez que diversas dietas, como as com
menor ingestdo de gordura ou de carboidratos, levam a reducédo de peso
consideravel se praticadas e mantidas durante periodos adequadamente
recomendados (JOHNSTON et al., 2014).

A combinacdo da pratica de dieta com a realizacdo de atividade fisica
aumenta o gasto energético, resultando em um aumento na perda de peso de pelo

menos 3-5% em comparacao a realizacdo da dieta isoladamente. A intensidade
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do exercicio fisico influencia na perda de peso, exercicios aerébicos, podem levar
uma reducgéo significativa de 2-3% no peso corporal, durante 12 meses sem a
realizacdo de dietas, enquanto exercicios de baixa intensidade, como caminhadas
leves, que aumentem o numero de passos diarios, levam a uma perda de peso 1-
1,5%, em 3-6 meses (CHIN; KAHATHUDUWA,; BINKS, 2016). Em contrapartida,
0 aumento do consumo de alimentos processados, hipercaléricos, ricos em
acucares, em conjunto a um estilo de vida sedentario € um grande risco a
obesidade, pois levam a um balanco energético positivo (ROMIEU et al., 2017).

Outras estratégias podem ser utilizadas para alcancar o balanco energético
negativo em pacientes que apresentem obesidade severa como: a utilizacao de
farmacos, entretanto os usudarios devem estar cientes dos possiveis efeitos
adversos (BRAY et al., 2016); procedimentos cirargicos, tais como a cirurgia
bariatrica, por levarem a reducao do peso de forma duradoura e melhorias nas
patologias metabolicas associadas a obesidade, além de pacientes que foram
acompanhados 12 anos ap0s a realizacdo da cirurgia tiveram alta remisséo dos
casos de DM2, HAS e dislipidemia (ADAMS et al., 2017).

2.1.3 Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2)

A diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabdlica caracterizada pelo
aumento dos niveis de glicose no sangue, a hiperglicemia (CHO et al., 2018). A
DM é classificada em DM Tipo 1 (DM1) causada pela destruicdo autoimune das
células B pancreaticas ou DM tipo 2 (DM2) devido ao desenvolvimento de
resisténcia a insulina (CHO et al., 2018; FOROUHI; WAREHAM, 2010).

Aproximadamente 5 milhées de mortes séo atribuidas a DM na populagéao
adulta mundial (20-99 anos), essa mortalidade estad associada a complicacdes
vasculares ocasionadas pela hiperglicemia, sejam macrovasculares, com o
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares ou microvasculares, como doenga
renal diabética, retinopatia e neuropatia (CHO et al., 2018; COLE; FLOREZ,
2020). Estima-se que 451 milhdes de pessoas convivam com DM na populagéo
mundial, entretanto 90-95% dos casos sdo de DM2 (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2018; CHO et al., 2018).
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O desenvolvimento da DM2 ir4 depender do histérico familiar, da presenca
de comorbidades, como obesidade, de uma alimentagao rica em gorduras e com
baixo teor de fibras, da inatividade fisica e do préprio envelhecimento natural
(FOROUHI; WAREHAM, 2010). Aproximadamente metade dos casos mundiais
de DM (49,7%) ndo sao diagnosticados, principalmente devido ao aumento lento
e gradual da hiperglicemia na DM2 ao longo dos anos e de poucos sintomas
perceptiveis (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018; CHO et al., 2018).

A principal causa da DM2 é o desenvolvimento de resisténcia a insulina, no
qual hd uma reducao na capacidade da insulina de induzir adequadamente a
assimilacao de glicose pelas células, devido a uma reducédo na ligacdo ao seu
préprio receptor ou alguma alteracéo apos essa ligacdo (PEREIRA; FRANCISCHI;
LANCHA JR., 2003; ROBERTS; HEVENER; BARNARD, 2013). No
desenvolvimento inicial da resisténcia a insulina (Figura 2), o pancreas, através
de um mecanismo compensatério, aumenta a liberacédo de insulina para a corrente
sanguinea, tal aumento continuo acarreta na hipertrofia das células B pancreaticas
(ROBERTS; HEVENER; BARNARD, 2013).

Figura 2 — Mecanismo compensatorio para suprir a demanda de insulina no estagio inicial de
desenvolvimento da resisténcia a insulina.

Células B pancreaticas Limen de um vaso sanguineo

Hipertrofiadas células B Aumento da liberagio de insulina
pancreaticas para corrente sanguinea

@ Insulina @ Glicose
Fonte: A autora (2023).

A resisténcia a insulina também pode ser ocasionada por um processo de
lipélise inadequado (McCracken et al. 2018). Em niveis normais, a insulina além
de induzir a entrada da glicose no meio intracelular, estimula a sintese de lipideos

e inibe a lipdlise (Roberts et al. 2013). Na dislipidemia 0 aumento da concentracao
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de &cidos graxos livres na circulagdo sanguinea ocasiona a inibicdo da entrada
de glicose no meio intracelular em células musculares esqueléticas e estimula o
aumento da liberacéo de glicose, triglicerideos e VLDLs (McCracken et al. 2018).

O musculo esquelético é o principal tecido responsavel pela assimilacédo da
glicose, a captacdo ocorre através da ligagéo da insulina ao seu receptor, ativando
uma cascata de fosforilagdo que culmina com a translocagdo da proteina
transportadora de glicose 4 (GLUT4) das vesiculas citoplasmaticas para a
membrana plasmatica, a qual por sua vez permite a captacdo da glicose para o
interior da célula. A disponibilidade de GLUT4 é um fator limitante na captacao da
glicose (BARROS; GUSTAFSSON, 2011; KLIP; MCGRAW; JAMES, 2019). A
GLUT4, é codificada pelo gene SLC2A4 e em camundongos a interrup¢ao do gene
Slc2a4, nas células musculares ocasiona resisténcia a insulina (ZISMAN et al.,
2000).

Os individuos com DM2, em sua maioria, possuem sobrepeso ou
obesidade, que podem causar algum grau de resisténcia a insulina e favorecer
condicBes que aumentem os riscos a sindrome metabdlica, como a dislipidemia,
pressao sanguinea elevada e a hiperglicemia (ALBERTI et al., 2009). Ainda que
classificados com IMC na categoria saudavel, esses possuem uma maior
tendéncia a apresentar acumulo de tecido ad iposo na regido abdominal
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018).

O tratamento inicial da DM2 se concentra em mudancas no estilo de vida,
com a prética de atividade fisica e mudancas na alimenta¢do com recomendacdes
individualizadas para cada caso, ou intervencdes farmacologicas que reduzam a

hiperglicemia, como o uso de metformina (VIJAN, 2015).

2.1.4 Dislipidemia

A dislipidemia € um conjunto de anormalidades lipidicas caracterizadas
pela presenca de niveis plasmaticos elevados de colesterol total, triglicérides e
lipoproteina de baixa densidade (LDL, do inglés Low Density Lipoprotein),
associados a niveis reduzidos de lipoproteina de alta densidade (HDL, do inglés
High Density Lipoprotein) (KOPIN; LOWENSTEIN, 2017). Tais alterac¢es lipidicas
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acarretam um maior risco cardiovascular, diretamente relacionado ao
desenvolvimento da aterosclerose (FERRARA et al., 2021).

O colesterol e os triglicérides fazem parte das principais formas de lipideos
nos seres humanos (FERENCE; KASTELEIN; CATAPANO, 2020). O colesterol é
um esteroide que possui papel essencial nas células de mamiferos, regulando a
fluidez e permeabilidade da bicamada lipidica (LUO; YANG; SONG, 2020), além
de ser o precursor para a biossintese dos hormonios esteroides como a
testosterona e os estrogenos (HU et al., 2010). Os triglicérides sédo formados por
trés acidos graxos ligados por esterificacdo a uma Unica molécula de glicerol e
sdo a principal reserva energética armazenada em adipécitos (AHMADIAN et al.,
2007; SHAH; LIMKETKAI, 2017). Niveis altos de triglicérides predispdem ao
desenvolvimento da sindrome metabdlica (KOPIN; LOWENSTEIN, 2017).

Devido a natureza hidrofébica do colesterol e triglicérides, esses tém seu
transporte na corrente sanguinea facilitado por meio de lipoproteinas carreadoras
de lipideos, as quais sdo principalmente classificadas de acordo com sua
densidade em: VLDL (do inglés Very Low-Density Lipoprotein), LDL e HDL
(HOLMES; ALA-KORPELA, 2019).

As VLDLs séo secretadas pelo figado na corrente sanguinea e liberam
seus triglicérides transportados, para exercerem suas funcdes nas células alvo,
através da acao da lipase lipoprotéica, se tornando cada vez menores e passando
a serem denominadas LDLs. Devido ao seu tamanho as VLDLSs sao incapazes de
atravessar a camada endotelial das artérias, com a reducao para LDLs através da
acdo das lipases essas passam a conseguir atravessar o endotélio, podendo
permanecer retidas na parede arterial e se tornarem aterogénicas (HOLMES;
ALA-KORPELA, 2019; LUO; YANG; SONG, 2020).

Concentragdes baixas de colesterol HDL (HDL-C) também representam um
risco para o desenvolvimento da aterosclerose (ROHATGI et al., 2014). Esse risco
€ aumentado pelo papel desempenhado pela HDL na facilitacdo do transporte
reverso do colesterol dos tecidos periféricos do organismo até o figado, no qual o
colesterol é convertido em sais biliares e eliminado nas fezes, contribuindo para a
regulacéo dos niveis celulares de colesterol (RADER et al., 2009; ROHATGI et al.,

2014). Os niveis adequados de colesterol total, LDL, HDL e triglicérides, segundo
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a Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencéo da Aterosclerose (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2017) sdo demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2 — Niveis adequados de colesterol total, LDL (do inglés Low Density Lipoprotein), HDL
(do inglés High Density Lipoprotein) e triglicérides, segundo a Diretriz Brasileira de Dislipidemias
e Prevencao da Aterosclerose.

Lipideo Nivel adequado
Colesterol total < 190 mg/dL
Colesterol LDL < 130 mg/dL
Colesterol HDL > 40 mg/dL

< 150 mg/dL em jejum

Triglicérides < 175 mg/dL sem jejum

Fonte: Adaptado de Sociedade Brasileira de Cardiologia (2017).
2.1.5 Hipertenséao arterial sistémica

A HAS é uma das principais causas mundiais de risco cardiovascular e
mortalidade, diagnosticada principalmente por uma pressdo arterial elevada,
acima de 140 mmHg para a pressao arterial sistélica e acima de 90 mmHg para a
pressao arterial diastélica (GILES et al., 2009; MILLS; STEFANESCU; HE, 2020;
STANAWAY et al., 2018).

O diagndstico da HAS, como uma sindrome cardiovascular complexa, nao
€ realizado somente pelos niveis de pressao arterial, mas também em associacao
com demais biomarcadores hipertensivos, como danos a estrutura e funcgao
cardiaca, renal e vascular, que podem aumentar o risco de morte prematura
(GILES et al., 2009). Os principais fatores de risco para o desenvolvimento da
HAS incluem: alto consumo de sédio, falta de atividade fisica, obesidade e
envelhecimento natural (JOFFRES et al.,, 2013; MILLS; STEFANESCU; HE,
2020).

As mortes causadas pela HAS estdo relacionadas ao maior risco de
desenvolver: doenca isquémica do coragdo, acidente vascular cerebral (AVC)
isquémico ou hemorragico, os quais sao ocasionados por aumentos agudos na
pressdo arterial que levam a vasoconstricdo, alterando o fluxo sanguineo e
suprimento de oxigénio para o cérebro, episédios recorrentes causam danos
vasculares que aumentam o risco de AVCs (MILLS; STEFANESCU; HE, 2020;
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PISTOIA et al., 2016); doencga renal cronica, em condigcdes normais 0 mecanismo
de autorregulacdo da pressao arterial renal protege contra mudancas repentinas
de pressdo sanguinea, elevacdes na pressdo sanguinea que excedem o limite
dessa autorregulacdo aumentam a pressao do sangue nos proprios glomérulos,
causando danos a estrutura glomerular, favorecendo a glomeruloesclerose e com
perda progressiva da funcéo renal (MENNUNI et al., 2014; RUIZ-HURTADO;
RUILOPE, 2018).

O aumento da pressao sanguinea tem como principal fator determinante o
ganho de peso, principalmente a proporgdo entre a quantidade de massa
muscular e de tecido adiposo (LITWIN; KULAGA, 2021). A prevaléncia da HAS
entre individuos obesos € de 42,5%, em comparacao a 15,3% em individuos que
nao estdo acima do peso na populacdo dos Estados Unidos (WANG; WANG,
2004).

Os fatores que causam a HAS relacionada a obesidade sdo complexos e
interagem entre si, dentre eles podem se mencionar: o aumento da ativacdo do
sistema nervoso simpatico em individuos com obesidade visceral, devido ao
consumo de dietas hipercaléricas que levam a uma maior liberacdo de
noradrenalina e o aumento da presséo arterial; a producéo local pelo proprio
tecido adiposo de componentes do sistema renina-angiotensina, o
angiotensinogénio e a formacdo final de Angiotensina Il, causando
vasoconstricdo; A reducdo na disponibilidade de 6xido nitrico (NO), ocasionada
pela maior exposicdo aos &cidos graxos livres que aumentam a formacgéo de
superoxidos, reduzido a funcdo vasodilatadora do NO (JIANG et al., 2016;
SERAVALLE; GRASSI, 2017).

O controle da presséo arterial pode reduzir o risco de morte associados a
HAS, podendo ser realizado por intervencdes farmacéuticas, com o uso de anti-
hipertensivos (como diuréticos, betabloqueadores, bloqueadores de canais de
calcio, inibidores da enzima conversora de angiotensina e antagonistas dos
receptores de angiotensina Il) e/ou com mudancas no estilo de vida, através da
reducdo da massa corporal, do consumo de sodio, de alcool e 0 aumento da
pratica de atividade fisica (SINHA; AGARWAL, 2019; WEBER et al., 2014).
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2.2 ESTROGENOS E SEUS RECEPTORES

2.2.1 Estrégenos

Os estrogenos sao hormonios esteroides derivados do colesterol, incluindo
formas como a estrona (E1), o estradiol (Ez2 ou 17B-estradiol) e o estriol (Ez3),
sintetizados através da reducdo sucessiva no numero de carbonos de 27 para 18,
catalisada pelo citocromo P450 aromatase, processo conhecido como
aromatizacdo (FUENTES; SILVEYRA, 2019).

O E2 é o principal horménio esteroide sexual feminino, suas principais
fontes sdo as células ovarianas da teca e da granulosa, porém também é
sintetizado em tecidos extragonodais periféricos que expressam a enzima
aromatase, como figado, coracao, pele, cérebro e tecido adiposo (CUI; SHEN; LI,
2013).

Durante o ciclo de vida feminino os niveis séricos de E2 sofrem variacdes
(Figura 3). As mulheres na pré-menopausa, com a manutencdo do ciclo
menstrual, tém a sua sintese principal nos ovarios com variagdes ciclicas, maiores
niveis no periodo pré-ovulatério e menores no periodo pré-menstrual. Na
perimenopausa ocorre a reducdo dessa sintese pelas células ovarianas com
niveis variaveis de E2 e na pés-menopausa o E2 € sintetizado em niveis mais
reduzidos em tecidos periféricos extragonodais através da conversao da
testosterona pela aromatase (CUI; SHEN; LI, 2013; GRUBER et al., 2002).

Figura 3 — Niveis séricos de 17B-estradiol (Ez) em mulheres saudaveis na pré e pds-menopausa.
i
) i7"
Pré-menopausa " ‘ )
Sintese principal nas células ovarianas "
com variagdes ciclicas: P6s-menopausa

Fase folicular: 40—200 pg/ml

—

Fase Pré-ovulatéria: 250-500 pg/ml Sintese em tecidos periféricos extragonodais
Fase lttea: 100-150 pg/ml em niveis reduzidos
Fase pré-menstrual: 40—50 pg/ml Pé6s-menopausa: <20 pg/ml

Fonte: Adaptado de Gruber et al. (2002) e Cui et al. (2013).
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Os estrogenos exercem diversas funcdes fisioldgicas em 6rgaos e tecidos:
estimulam o desenvolvimento nos érgaos sexuais; regulam o ciclo menstrual e a
reproducdo; modulam a densidade éssea, inibindo a funcdo dos osteoclastos;
exercem efeitos neuronais protetivos, reduzindo o risco de Alzheimer e do declinio
da fungéo cognitiva; apresentam efeitos protetivos nos tecidos cardiovasculares,
como a vasodilatacdo pela maior liberacdo de NO pelas células endoteliais, a
reducdo da progressao da aterosclerose e a inibicdo da apoptose de células
endoteliais. Entretanto, niveis elevados de estrogenos em mulheres aumentam a
incidéncia de cancer de mama e do endométrio, através da inducdo da
proliferacdo celular e reducédo da apoptose (GRUBER et al.,, 2002; LIANG;
SHANG, 2013).

2.2.2 Receptores de estrogenos

Os estrégenos exercem suas funcbes através da ligacdo aos seus
transdutores de sinais, 0os receptores de estrogenos (ERs, do inglés estrogen
receptors), 0s quais sao receptores nucleares que atuam como fatores de
transcricdo induzidos por horménios (FUENTES; SILVEYRA, 2019; HEWITT,;
KORACH, 2018). Os ERs, ap0s sua ativacéao, influenciam na transcricdo de genes
que tém sua expressédo influenciada pelos estrogenos, através da ligacdo aos
elementos de resposta ao estrogeno (EREs, do inglés Estrogen-Response
Elements), sequéncias de DNA presente nas regides regulatérias desses genes
(GRUBER et al., 2002).

As funcdes primordiais que permitem a ligacdo com afinidade e
especificidade aos estrogenos e aos EREs séo exercidas, respectivamente, pelo
dominio de ligacdo ao ligante (LBD, do inglés ligand-binding domain) e pelo
dominio de ligacdo ao DNA (DBD, do inglés DNA-binding domain) (HEWITT,;
KORACH, 2018).

Os ERs possuem uma estrutura formada por multidominios (Figura 4),
identificados de A até F: o dominio A/B, ou amino-terminal, € o mais extenso
contendo a regido de ativacdo da transcricdo AF-1 (do inglés transcriptional
activation function 1) responsavel pelo aumento da taxa de transcricdo de RNA

através da interacdo com co-reguladores da transcricdo; o dominio C contém o
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DBD, formado por duas estruturas de dedos de zinco que reconhecem as
sequéncias EREs; o dominio D, também denominado regido da dobradica (hinge
region) contém parte da extenséo carboxi-terminal do DBD; o dominio E, contém
o LBD, o qual possui altissima afinidade com o seu ligante, os estrégenos, além
da regido de ativacao da transcricdo AF-2 (transcriptional activation function 2),
que influencia a taxa de transcri¢cao e acessibilidade a cromatina; o dominio F, ou
carboxi-terminal, € Unico aos ERs, ndo tendo sua funcdo ainda bem
compreendida, entretanto sabe-se que contribui para as interacdes e estabilidade
da proteina dos ERs (HEWITT; KORACH, 2018).

Figura 4 — Estrutura de multidominios dos Receptores de Estrogeno (ERS).
DBD LBD

O- A/B c D E r =)

AF-1 AF-2

Fonte: Adaptado de Hewitt and Korach (2018) e Liang and Shang (2013).

Estruturalmente o DBD de ambos os subtipos sdo muitos similares,
entretanto compartilham somente 53% das sequéncias de aminoacidos do LBD.
Essa homologia reduzida leva aos receptores possuirem diferentes afinidades
dependendo do tipo de estr6geno que esta atuando como ligante (HEWITT,;
KORACH, 2018; ZWART et al., 2010).

Mamiferos possuem dois principais subtipos de ERs, o0 ERa (Receptor de
Estrogeno subtipo a), descrito em 1986, e o ERB (Receptor de Estrégeno subtipo
B), descrito em 1996 (GREEN et al., 1986; KUIPER et al., 1996). Seus genes
codificadores séo localizados em cromossomos distintos, o ESR1, gene que
codifica o ERa, € localizado no cromossomo 6, enquanto o ESR2 que codifica o
ERB no cromossomo 14 (JIA; DAHLMAN-WRIGHT; GUSTAFSSON, 2015). Os
genes ESR1 e ESR2 possuem uma estrutura génica composta por 8 éxons
separados por 7 introns, as regifes exdnicas codificam os respectivos dominios
(Figura 5): o éxon 1 codifica o dominio A/B; éxons 2 e 3, parte do dominio C; éxon
4, o restante do dominio C, o dominio D e parte do dominio E; éxons 4,5, 6,7 e
8, o restante do dominio E; além do éxon 8 também codificar o dominio F
(ASCENZI; BOCEDI; MARINO, 2006; ZHAO; O'NEILL; DIAZ BRINTON, 2005).
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Figura 5 — Estrutura génica e de multidominios proteicos dos Receptores de Estrogeno humanos
A. Subtipo a humano (hERa) e B. Subtipo B humano (hERp).
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Fonte: Adaptado de Zhao et al. (2005).

Ambos subtipos sdo expressos em diversos tipos celulares e tecidos: o
ERa é mais expresso em células de o6rgdos gonadais como utero, Ovarios,
testiculos, epididimo, prostata, além de glandula mamaria, tecido 6sseo, figado,
rins, linfécitos e tecido adiposo; o ERB é mais expresso em tecidos extragonadais
como colon, medula 6ssea, linfocitos, endotélio vascular, pulmdes, bexiga, tecido
adiposo, além da préstata e dos ovarios; ambos possuem niveis de expressao
consideraveis no sistema cardiovascular e nervoso central (CUI; SHEN; LI, 2013;
PATERNI et al., 2014; SCARIANO et al., 2008).

A funcado dos ERs nesses tecidos pode ser influenciada por moduladores
seletivos de receptores de estrégeno (SERMs, do inglés Selective Estrogen
Receptor Modulators). Os SERMs sdo compostos diversos que possuem efeitos
agonistas ou antagonistas ao se ligarem aos ERs. Esses efeitos sdo especificos
e seletivos a depender do tipo celular ou tecidual, do subtipo de receptor ao qual
se ligam, de mudancas conformacionais induzidas por ligantes e da expressao
tecidual de proteinas co-ativadoras ou co-repressoras (MARTINKOVICH et al.,
2014; MIRKIN; PICKAR, 2015).
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2.2.3 Influéncia dos estrégenos e seus receptores no desenvolvimento de

doencas cardiometabdlicas

Os estrogenos exercem efeitos protetivos em relacdo ao desenvolvimento
de patologias cardiometabdlicas associadas a SM, principalmente através da
influéncia no metabolismo de lipideos, glicose e insulina (JIA; DAHLMAN-
WRIGHT; GUSTAFSSON, 2015; MORSELLI et al., 2017).

Esses efeitos podem ser observados pelo menor risco de desenvolver
essas patologias em mulheres na pré-menopausa quando comparadas a homens
na mesma faixa etaria. Apdés a menopausa, com a reducéo dos niveis de Ez e a
perda dos efeitos protetivos, as mulheres passam a apresentar riscos similares
aos homens (PUCCI et al., 2017).

As funcdes e modulacdo da sinalizacdo dos estrogenos através de seus
receptores, ERa e ER[, nas doencas cardiometabdlicas sédo elucidadas, em sua
maioria, pelo uso de modelos murinos de knockout genético ou de SERMs
(BARROS; GUSTAFSSON, 2011).

2.2.3.1 Estrégenos e seus receptores na obesidade

Apds a menopausa, observa-se uma reducao dos niveis de E2 e uma maior
prevaléncia da obesidade, com o maior acumulo de tecido adiposo e visceral em
comparacao ao tecido adiposo subcutaneo, ocasionando a obesidade central
(LEENERS et al., 2017; LIZCANO; GUZMAN, 2014).

Essa maior prevaléncia pode ser ocasionada por modificagdes no
metabolismo do tecido adiposo na pés-menopausa, com um acumulo de lipideos
e uma reducdo na sua utilizagdo. Esse efeito se d4 pela perda da agdo dos
estrogenos na inducao da lipolise, pela ativagdo da Lipase Hormonio Sensivel, e
reducao da lipogénese do tecido adiposo, pela diminuicdo da atividade proteica e
expressado do gene da Lipoproteina Lipase (HOMMA et al., 2000; JIA; DAHLMAN-
WRIGHT; GUSTAFSSON, 2015; PALIN et al., 2003).

A realizacdo da terapia de reposi¢do hormonal (TRH), pode também induzir
esses efeitos, levando a um menor ganho de massa corporal na pés-menopausa

em comparagdo a mulheres que néo realizam. Essa diferenga no ganho de massa
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é atribuida ao menor acumulo da massa de tecido adiposo (JENSEN et al., 2003;
SANTEN et al., 2010).

Quanto aos relatos da influéncia dos ERs na obesidade e no metabolismo
do tecido adiposo (Figura 6), primeiramente em modelos de knockout genético,
camundongos machos e fémeas ERa -/- apresentam aumento consideravel da
massa de tecido adiposo em comparacdo a camundongos WT (do inglés wild-
type), ocasionado pelo aumento na quantidade e tamanho dos adipocitos (HEINE
et al., 2000). Efeito semelhante observado em camundongos com ER -/- sob
dieta hiperlipidica, além de knockout duplo de ERa -/- e ERB -/- (FORYST-
LUDWIG et al., 2008; OHLSSON et al., 2000).

Enquanto na utilizacdo de SERMs agonistas para o estimulo da acédo dos
ERs, camundongos machos e fémeas WT tratados com acolbifeno, agonista de
ERa no tecido adiposo, apresentaram redugéo do ganho de massa corporal em
comparacdo a animais tratados com placebo, o0 mesmo n&o ocorreu em
camundongos ERa -/- (LEMIEUX et al., 2005).

Agonistas de ER, tais como o DIP (4-(2-(3,5-dimethylisoxazol-4-yl)-1H-
indol-3-yl)phenol) e B-LGND2 (GTx-878), também levam uma redugéo no ganho
de massa corporal associada a reducdo da massa de tecido adiposo, tanto
visceral como subcutdneo, em camundongos (GONZALEZ-GRANILLO et al.,
2019; PONNUSAMY et al., 2017). A utilizacdo do agonista de ERB B-LGND2
(GTx-878), permitiu compreender os mecanismos que levam a essa reducéo,
através da identificacdo da expressdo de marcadores genéticos relacionados ao
aumento das fun¢des mitocondriais e geracdo de ATP. Demonstrando que a
reducdo no ganho de peso pode estar relacionada ao aumento do gasto
energético e a termogénese gerada pela ativacdo do ERB (PONNUSAMY et al.,
2017).

Além disso, a expressao génica de ERB apresenta uma forte correlacéao
positiva com a expressdo da enzima 11BHSD1 (11B-hidroxiesteroide
desidrogenase tipo 1) principalmente em mulheres na pés-menopausa. A
11BHSD1 catalisa a ativagéo da forma inerte da cortisona na forma ativa cortisol
no tecido adiposo. A sua expressao aumentada leva a niveis aumentados de

cortisol que estdo relacionados ao maior acumulo de gordura visceral e o
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desenvolvimento de obesidade central e SM em humanos e camundongos
(MCINNES et al., 2012).

Figura 6 — Influéncia e agao dos receptores de estrogeno (ERs), ERa e ERf, na obesidade.
Receptores de estrégenos e a obesidade
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Fonte: A autora (2023).
2.2.3.2 Estrogenos e seus receptores na Diabetes Mellitus Tipo 2

O aumento do risco de desenvolver DM2 na pds-menopausa ainda €
controverso, pois pode estar diretamente relacionado ao declinio nos niveis de E2
ou as mudancas causadas pelo envelhecimento, tais como a redu¢do na massa
do principal tecido responsavel pela assimilacdo da glicose, o tecido muscular
(BARROS; GUSTAFSSON, 2011; SZMUILOWICZ; STUENKEL; SEELY, 2009).

Em um estudo prospectivo, com acompanhamento de 1407 mulheres na
pré e pés-menopausa durante 15 anos, 132 desenvolveram DM2, e aquelas com
niveis endégenos maiores de E2 na pré-menopausa tiveram um menor risco de
desenvolver DM2 na p6s-menopausa (PARK et al., 2017).

A influéncia dos niveis de E2 na DM2 pode ser explicada pelos seus efeitos
no metabolismo da glicose e da insulina. Em camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica, observou-se que o uso de E2 normalizou os niveis de glicose e a
sensibilidade a insulina (BRYZGALOVA et al., 2008), além do E2 aumentar a
expressdo dos receptores de insulina nos adipdcitos (JIA; DAHLMAN-WRIGHT,;
GUSTAFSSON, 2015).

Além do E2 enddgeno, a TRH com Ez via oral, associado ou ndo ao uso de

progesterona, levou a uma menor incidéncia de DM2 nas que a utilizavam em
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comparacao a mulheres que nunca realizaram reposi¢cdo hormonal (LAUZON-
GUILLAIN et al., 2009).

Em relacdo aos estudos que abordam a Influéncia dos ERs na DM2 e no
metabolismo da glicose e insulina (Figura 7), camundongos ERa -/- apresentaram
hiperinsulinemia e hiperglicemia em jejum, além de tolerancia diminuida a glicose
em comparagcdo a camundongos WT, provavelmente devido a uma producéo
desbalanceada de insulina. Enquanto nos camundongos ERP -/- os niveis de
glicose e tolerancia a glicose estavam normais, reforcando a influéncia principal
do ERa na acgédo dos estrégenos no controle da glicemia e insulinemia
(BRYZGALOVA et al., 2006).

As células B pancreaticas de camundongos ERa -/-, apresentam maior
expressdo de genes relacionados ao estresse oxidativo e apoptose, Chop e
Omal. Em condi¢cdes normais, o ERa, atua como um fator de transcricao se
ligando a sequéncia consenso ERE das regides promotoras dos genes Chop e
Omal reprimindo sua transcricdo. Essa repressao promove a sobrevivéncia das
células B, diminuindo o estresse oxidativo e a apoptose, fendbmenos comuns ha
DM2 na fase em que as células 3 ndo mais conseguem compensar o fornecimento
de insulina para superar a resisténcia a insulina nos demais tecidos (ZHOU et al.,
2018).

A protecdo das células B pancreéticas a apoptose néo esté restrita somente
ao ERa, ambos ERs levam a esse efeito, 0 ERa possuindo uma maior diminui¢ao
da susceptibilidade a apoptose em comparacdo ao ER[, uma vez que células
tratadas com PPT (Propyl pyrazole triol), agonista de ERa, apresentam uma
prevencao da apoptose similar as tratadas com Ez, enquanto células tratadas com
DPN (Diarylpropionitrile), um agonista de ERP, promoveram uma prevencao,
porém reduzida (LIU et al., 2009).

Em adipocitos de camundongos tratados com PPT apresentaram um
aumento da expressao do gene Slc2a4, que codifica a Glut4, responsavel pela
captacdo da glicose para o meio intracelular. Enquanto que o tratamento com
DPN, um agonista de ERp, levou a reducéo da expresséo do gene Slc2a4. Assim,
0s subtipos dos ERs possuem fung¢des opostas na expresséo da proteina Glut4
nos adipocitos, o ERa possui um papel de induzir a expressido, ocasionando o
aumento da captacdo de glicose, enquanto o ERB leva a uma repressao
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(CAMPELLO et al., 2013). Em midcitos de camundongos tratados com PPT,
aumenta-se também a translocacao da Glut4 (GALLUZZO et al., 2009).

O Unico caso clinico relatado de uma mutacédo do tipo honsense nao letal
do gene que codifica ERa, ESR1, formando uma proteina ERa nao funcional, em
um individuo do sexo masculino, apresentou hiperinsulinemia e tolerancia
diminuida a glicose (SMITH et al., 1994).

Figura 7 — Influéncia e agao dos receptores de estrégeno (ERs), ERa e ERpB, na Diabetes
Mellitus Tipo 2 (DM2).
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Fonte: A autora (2023).
2.2.3.3 Estrdégenos e seus receptores na dislipidemia

Na dislipidemia, o perfil lipidico na po6s-menopausa passa a ser
caracterizado como aterogénico, com o aumento dos niveis de colesterol total,
LDL, triglicérides e reducao dos niveis de HDL (ANAGNOSTIS et al., 2015). O
uso de TRH apresenta efeitos benéficos nos niveis lipidicos em mulheres na poés-
menopausa, reduzindo os niveis de LDL e aumentando os niveis de HDL
(SALPETER et al., 2006).

Estudos relatando a Influéncia dos ERs na dislipidemia e metabolismo de
lipideos (Figura 8) incluem camundongos ERa -/- que apresentaram maior
expressdo do gene Scdl, que codifica a enzima estearoil-CoA dessaturase que
catalisa a producéo de substratos para a sintese de triglicerides, os acidos graxos
monoinsaturados (BRYZGALOVA et al., 2006). Adicionalmente, camundongos

adultos ERa -/- apresentaram particulas de LDL menores e mais densas com



35

maiores niveis de colesterol, além de niveis aumentados de HDL, o0 mesmo néo
ocorreu em camundongos somente ERf -/-. (OHLSSON et al., 2000);

Entretanto, camundongos ER -/- sob dieta hiperlipidica apresentaram uma
reducdo no acumulo de triglicérides no figado e menor massa hepatica em
comparacdo a camundongos WT, mesmo com o aumento da massa de tecido
adiposo (FORYST-LUDWIG et al., 2008).

O estimulo a acdo de ERP pela utlizacdo do agonista DIP em
camundongos sob dieta hiperlipidica ocasionou uma mudanca no perfil lipidico
hepéatico com uma maior fracdo de lipideos mais insaturados e menos lipideos
saturados em comparacdo aos camundongos com somente dieta hiperlipidica,
além de niveis de LDL reduzidos (GONZALEZ-GRANILLO et al., 2019, 2020);

Além do unico caso clinico humano da proteina ERa nao funcional,
apresentar baixos niveis de LDL, resultantes da liberacdo reduzida do seu
precursor de VLDL e também menores niveis de HDL, devido a perda do estimulo

dos estrogenos para producédo de maiores niveis de HDL (SUDHIR et al., 1997).

Figura 8 — Influéncia e acao dos receptores de estrégeno (ERs), ERa e ERp, na dislipidemia.
Receptores de estrégenos e a dislipidemia
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2.2.3.4 Estrogenos e seus receptores nas doencgas cardiovasculares

Os efeitos do E2 também acarretam uma menor incidéncia e severidade
das DCVs em mulheres na pré-menopausa em compara¢ao a homens na mesma
faixa etaria e essa protecdo cardiovascular reduz gradativamente apds a
menopausa (IORGA et al., 2017).
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Os efeitos cardioprotetivos do E2 incluem diminuicdo ao risco de
complicagbes como: faléncia cardiaca, aumentando a sobrevivéncia celular
através da reducédo do estresse oxidativo e apoptose, e induzindo a angiogénese
devido a uma maior expressao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF,
do inglés vascular endothelial growth factor); fibrose cardiaca, modulando a matriz
extracelular no miocérdio através da inibicdo da sintese de colageno fibrilares, da
proliferacéo de fibroblastos e da expressao de genes que induzem a fibrose; HAS,
induzindo a vasodilatacédo, também pela maior expressédo de VEFG, que por sua
vez estimula a producdo de o6xido nitrico sintase (NOS, do inglés Nitric oxide
synthase) levando a uma maior sintese de NO; aterosclerose, pelo controle da
dislipidemia e reducdo na producéo de citocinas pré-inflamatérias (IORGA et al.,
2017; JIA; DAHLMAN-WRIGHT; GUSTAFSSON, 2015; YANG; RECKELHOFF,
2011).

Ainda carece de mais estudos se a utilizacdo de TRH tem impacto na
protecdo cardiovascular, entretanto evidéncias demonstram que os beneficios na
prevencdo de DCVs sdao melhor obtidos se a TRH for realizada nos anos iniciais
a menopausa, antes que os efeitos deletérios dos baixos niveis de E2 sejam
estabelecidos (YANG; RECKELHOFF, 2011).

Entre os estudos murinos que relatam a Influéncia dos ERs no
desenvolvimento DCVs (Figura 9) estao a observacdo de um menor risco a fibrose
e hipertrofia cardiaca. Em camundongos WT tratados com reposi¢ao de estrogeno
observou-se uma menor deposicdo de proteoglicanos, juntamente a uma
proliferacdo de células musculares lisas vasculares em modelos de danos
vasculares a carotida e esses efeitos protetivos foram ausentes em camundongos
ERa -/- (PARE et al., 2002). Juntamente a camundongos fémeas tratadas com
BLGNDZ2, agonista de ERp, apresentarem reducao da expressao de TGFB1 (do
inglés transforming growth factor receptor beta 1) e CTGF (do inglés Connective
tissue growth factor), proteinas pro-fibréticas, essa reducéo nao foi observada em
camundongos ER( -/- (PEDRAM et al., 2016).

Ja a superexpressdo ERa em camundongos fémeas leva a protecdo a
danos cardiovasculares apés a inducdo de infarto do miocardio, com maiores
niveis de sobrevivéncia e angiogénese e niveis atenuados de fibrose em
comparacao aos camundongos WT (MAHMOODZADEH et al., 2014).
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O individuo do sexo masculino relatado com a proteina ERa nao funcional
apresentou desenvolvimento precoce de aterosclerose e calcificacdo na artéria
coronaria descendente (SUDHIR et al., 1997).

Figura 9 — Influéncia e acao dos receptores de estrégeno (ERs), ERa e ERp, nas doengas
cardiovasculares (DCVs).
Receptores de estrogenos e as doengas cardiovasculares
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Fonte: A autora (2023).

2.2.4 Estrégenos e seus receptores em processos inflamatorios na

sindrome metabélica

As doencas cardiometabodlicas que constituem a SM apresentam uma
associacdo com um estado pré-inflamatério. Essa associacdo pode estar
relacionada ao excesso de tecido adiposo observado em individuos com
obesidade central, uma vez que esse tecido influéncia no metabolismo através do
aumento da producéo de citocinas que estimulam a inflamagcdo como Fator de
Necrose Tumoral (TNF), Interleucina-6 (IL-6) e interleucina-18 (IL-1B) (HE; YUAN;
MAEDLER, 2019; SCARPELLINI; TACK, 2012).

Os niveis aumentados de TNF no tecido adiposo de individuos obesos
induzem a resisténcia a insulina (LONTCHI-YIMAGOU et al., 2013). Essa inducao
se da através do aumento da lipolise, que acarreta no aumento da liberacdo de
acidos graxos livres, levando a uma maior liberacdo de glicose e lipideos
hepaticos, além de uma menor assimilacdo da glicose (MCCRACKEN;
MONAGHAN; SREENIVASAN, 2018; RUAN et al., 2002).

A exposicdo a niveis aumentados de glicose in vitro em células

pancreaticas humanas leva ao aumento dos niveis de IL-18, através da ativacao
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da via NF-kB, e ocasiona aumento da apoptose e perda de funcéo dessas células.
Em concordancia, niveis baixos de IL-13 aumentam a proliferacdo e a
sobrevivéncia das células B pancreaticas (MAEDLER et al., 2002, 2006).

A liberacdo de citocinas pro-inflamatérias também pode participar do
desenvolvimento da HAS (AGITA; THAHA, 2017). Maiores niveis de TNF estéao
associados com uma menor producao de NO, ocasionada pela menor expressao
de eNOS (Oxido Nitrico Sintase endotelial), diminuindo a capacidade de
vasodilatacdo (ZHANG et al., 2009). Além de niveis maiores de IL-6 serem
observados em pacientes hipertensos em comparagao a pacientes normotensos
e em ambos os grupos é demonstrada uma relagdo dessa maior liberacéo de IL-
6 com a ativacdo do sistema RAS, através de um aumento significativo da
producado de IL-6 em resposta a infusdo de angiotensina Il (CHAMARTHI et al.,
2011).

O E2 pode modular a producdo dessas citocinas pré-inflamatorias em
monaocitos e macrofagos em modelos in vitro, nos quais o E2 atua inibindo a
sintese de TNF, IL-6 e IL-1[3, e na auséncia do tratamento com E2 seus niveis sdo
aumentados (FISH, 2008; KRAMER; KRAMER; GUAN, 2004).

Assim, a acdo dos estrogenos nos seus receptores (ERs) ocasiona a
modulacdo da resposta imune, evidéncias dessa modulacdo podem ser
reforcadas pela expressao de ambos os receptores em linfécitos e mondcitos
circulantes do sangue periférico (PHIEL et al., 2005; SCARIANO et al., 2008).
Quando comparadas proporcionalmente a expressdo de ERa e ER: linfécitos T
CD4+ possuem maior expressao de ERa; Linfécitos T CD8+, ndo possuem
diferenca de expressao significativa; linfécitos B, apresentam maior expressao de
ERB; mondcitos, também ndo possuem diferenca de expresséo significativa;
Mondcitos no estagio de diferenciacdo para macréfagos, apresentam maior
expressdo de ERa (MURPHY et al., 2009; PHIEL et al., 2005).

O tratamento com E2 em mondcitos e macréfagos aumenta a expressao do
ERa em macrofagos, mas ndo em mondcitos, 0 mesmo efeito ndo é observado
na expressdo de ERB em nenhum dos tipos celulares (MURPHY et al., 2009).

A modulagéo do processo inflamatorio pelos ERs pode ser observada em
modelo animal utilizando camundongos ovariectomizados, 0s quais foram

tratados com PPT, um ligante agonista de ERa, obtendo reducdao significativa das
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citocinas pro-inflamatérias TNF, Interferon-y (IFN-y) e IL-6, entretanto o
tratamento com DPN, um ligante agonista de ER[, ndo levou héa alteracées nos
niveis dessas citocinas (TIWARI-WOODRUFF et al., 2007).

2.2.4.1 Estroégenos, seus receptores e o complexo inflamassoma NLRP3 na

sindrome metabodlica

Dentre as citocinas que tém seus niveis aumentados nas doencas
cardiometabdlicas associadas a SM, existe 0 interesse na investigacdo da
influéncia no estado proé-inflamatoério da IL-13 e o complexo proteico responsavel
pela sua maturacéo e liberacdo, o inflamassoma NLRP3 (do inglés Nucleotide-
binding oligomerization domain-Like Receptor Protein 3), na SM e nas patologias
que compdem o seu diagnostico (WANG; MO, 2020)

A maturacéo e liberacéo da IL-1B pelo inflamassoma NLRP3 ocorre através
de um mecanismo de duas etapas (Figura 10). Primeiramente ocorre a ativacao
do fator de transcricdo NF-kB pela identificacdo de danos celulares ou patdgenos,
o qual ira induzir a expressao das formas inativas do NLRP3 e pro-IL-1B. Apés um
segundo sinal - como a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS), danos
ao DNA mitocondrial ou efluxo celular de potassio - o NLRP3 sofre oligomerizacao,
recrutando uma proteina adaptadora ASC (Apoptosis-associated Speck-like
Protein) e uma protease caspase-1 formando o inflamassoma NLRP3. A caspase-
1 é responsavel por converter a pro-IL-18 em IL-1[3, citocina que estimula a
inflamacéo e induz a piroptose, uma forma litica de morte celular (BROZ; DIXIT,
2016).
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Figura 10 — Ativagdo do complexo proteico inflamassoma NLRP3 e a libera¢é@o da forma ativa da
citocina IL-1p.
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inativo caspase-1

Fonte: Adaptado de Broz and Dixit (2016) e Rheinheimer et al. (2017).

Os niveis séricos de NLRP3 sdo aumentados em mulheres com SM, o
mesmo nao é observado em individuos do sexo masculino. Esse aumento possui
umatendéncia crescente conforme aumentam o nimero de patologias associadas
a SM que essas mulheres s&o diagnosticadas, estando correlacionado
positivamente com o IMC, a circunferéncia abdominal e a idade (AL-DAGHRI et
al., 2021).

O aumento de processos inflamatorios com relacdo a idade pode estar
associado ao acumulo de moléculas relacionadas aos danos celulares devido ao
estresse metabdlico (LATZ; DUEWELL, 2018). Entretanto, apesar de pouco ser
conhecido sobre o papel do NLRP3 no avanco da idade e envelhecimento natural
feminino humano, observacbes em modelos murinos demonstram que
camudongos NIrp3-/- possuem um menor envelhecimento ovariano e tém maior
fertilidade (NAVARRO-PANDO et al., 2021).
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A influéncia do E2 e dos seus receptores na expressao do NLRP3 e seus
componentes possui uma especificidade ao depender dos tipos celulares e
teciduais, além de diferentes patologias na qual é investigada (Figura 11). Em
células humanas normais do célon, apds o uso de agonistas da acdo de ERa ou
ERB, respectivamente, PPT ou ERB-041, é verificado o aumento dos niveis de
transcricdo do NLRP3 e o estimulo ao recrutamento da pro-caspase-1 e ASC
(FAN et al., 2019).

Um aumento da expressao de NIrp3 também € observado nos mastécitos
de camundongos fémeas em tecido com lesdes de endometriose, esse aumento
€ ocasionado por uma interacdo de ERa com uma sequéncia ERE funcional do
promotor do gene NIrp3 (GUO et al., 2021). Em concordancia, camundongos que
superexpressam ERB, em modelos de inducdo de endometriose, possuem niveis
elevados de NLRP3, IL-13 e caspase-1 em lesBes endometriais ectopicas (HAN
et al., 2015). Células cancerigenas hepéticas também tiveram uma correlacao
positiva significativa entre os niveis de expressdo de ERP com os do
inflamassoma juntamente aos seus componentes, NLRP3, caspase-1, ASC e IL-
16 (WEIl et al., 2015).

Enquanto em mondcitos humanos uma variante de splicing de ERa com
36kD inibe a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB, responsavel por induzir a
transcricdo dos componentes do inflamassoma NLRP3, através de uma interacéo
direta com o componente p65 do NF-kB (BISWAS et al., 2005; BROZ; DIXIT,
2016; PELEKANOU et al., 2016).

O ERB também pode possuir um efeito inibitério na expressdo do NLRP3
em diferentes tecidos. Sinovidcitos semelhantes a fibroblastos, provenientes de
tecidos sinoviais de individuos com osteoartrite, possuem niveis de mRNA e
proteicos de NLRP3, e a producdo de IL-1B drasticamente reduzidos pelo
tratamento com E2, 0 uso do antagonista da acdo de ERB PHTPP levou a perda
dessa reducgédo, demonstrando que os efeitos inibitorios do E2 nessas células sdo
mediados por ERB (SHI et al., 2018). No hipocampo de camundongos fémeas, a
acado do E2 sob ER[ ocasiona a inibicdo da expressao do NIrp3, uma vez que
camundongos ovariectomizadas e com niveis reduzidos de E2 possuiam niveis de
expressdo génica do NIrp3 aumentados e esses niveis foram reduzidos pelo uso
do agonista da acao de ERf, o DPN (XU et al., 2016).



Figura 11 — Influéncia dos receptores de estrogeno (ERa e ER[3) na expressao génica ou
proteica do inflamassoma NLRP3 e seus componentes.
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Fonte: A autora (2023).

2.2.5 Expressdao dos receptores de estrégenos durante a menopausa e o

envelhecimento

A reducdo da expressdo de ERa de acordo com o envelhecimento
fisiologico ja foi observada em: células do atrio direito e da mucosa do colon,
ocasionada pela metilacdo das areas ricas em citosina e guanina, conhecidas
como ilhas CpG, do promotor do gene ESR1 (ISSA et al.,, 1994; POST et al.,
1999); glomérulos de camundongos fémeas, podendo estar associada com o
maiores niveis de estresse oxidativo causado pelo proprio envelhecimento natural
(PEREIRA-SIMON et al., 2012); tecidos do endotélio, musculo liso vascular e
aorta de camundongos fémeas com fenotipo envelhecido, quando comparadas as
de fenétipo jovem (NOVENSA et al., 2011).

Entretanto, a expressdo de ERPB nos tecidos do endotélio, musculo liso
vascular e aorta, comparando camundongos com fenotipo envelhecido ao jovem,
se demonstrou aumentada (NOVENSA et al., 2011). Em concordancia, os niveis
de expressdo de ERB no tecido adiposo de mulheres pés-menopausa estavam
regulados positivamente em cerca de duas vezes mais quando em comparacgéao a
mulheres na pré-menopausa, ambos os grupos com mulheres saudaveis e com o
peso normal (MCINNES et al., 2012).
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A expressao dos ER em mondcitos provenientes do sangue periférico foi
avaliada por citometria de fluxo, de acordo com as fases da vida apos a
menopausa, sem e posterior a TRH, em relacdo a mulheres jovens na pré-
menopausa. As mulheres na pos-menopausa que nao realizavam TRH
apresentaram expressao reduzida do ER em comparagdo a mulheres jovens na
pré-menopausa. A TRH foi realizada nas mulheres p6s-menopausa avaliadas
anteriormente e apos 3 meses do seu inicio ocorreu 0 aumento na expressao do
ER (BEN HUR et al., 1995).

Quando avaliados os niveis de expressao de ERa e ERB em células
mononucleares do sangue periférico, por RT-gPCR, em mulheres na pré e pos-
menopausa, ndo houve diferenca de expressao significativa entre células T (CD4*
e CD8") e B, entretanto em mondcitos observou-se um aumento de expressao de
ERa na pdés-menopausa e nao houve diferenca significativa da expressao de ER[3
(PHIEL et al., 2005).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 LOCAL DE ESTUDO

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Genética e Biologia
Molecular Humana (LGBMH) e no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA) - setor de Biologia Molecular, ambos na Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). O banco de amostras foi derivado de pacientes com
suspeita de desenvolvimento de aterosclerose, coletadas no periodo entre
fevereiro e dezembro de 2022, sendo provenientes dos setores de Hemodinamica,
do Hospital da llha do Leite e Hospital das Clinicas da UFPE - Recife/Pernambuco,

Brasil.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO NO ESTUDO

Os critérios de inclusdo e definicdo da SM e suas patologias associadas
para o grupo de estudo foram definidos pela classificacdo da IDF (Alberti et al.
2009), demonstrados na Tabela 1. Enquanto para o grupo controle, as mulheres
ndo possuiam SM ou demais doencas cardiometabdlicas, como obesidade,
dislipidemia, HAS e DM. A fase p6s-menopausa foi designada como um periodo
acima de 12 meses de amenorreia sem nenhuma condicao clinica associada.

Os critérios de exclusdo para o grupo de estudo e controle foram o
diagnéstico prévio de doencas autoimunes, infecciosas, cancerigenas ou que

estejam realizando reposigéo hormonal.

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo incluiu um total de 59 individuos. Os individuos estavam divididos
em dois grupos, o grupo de estudo composto por mulheres com SM na pés-
menopausa (N = 52) e o grupo controle de mulheres que ndo possuiam doencas
cardiometabolicas e nenhum dos critérios de exclusdo (N = 7). O grupo de estudo
foi subdividido de acordo com o diagndstico de patologias associadas a SM e faixa

etaria (Figura 12).



Figura 12 — Delineamento experimental, demonstrando a diviséo entre o grupo de estudo

45

(mulheres com sindrome metabdlica na pés-menopausa) e o controle saudavel (mulheres sem
doencgas cardiometabdlicas na pés-menopausa). O Grupo de estudo foi subdividido de acordo

com o diagnostico das doengas cardiometabdlicas e faixa etaria. IMC: indice de Massa

Corporea; DM2: Diabetes Mellitus tipo 2.
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Fonte: A autora (2023).

O RNA total foi isolado de sangue total usando o reagente TRIzol® e

seguindo as instrucdes do fabricante (Figura 13). ApGs a coleta de 4 mL sangue

periférico em tubo com acido etilenodiaminotetracético (EDTA), 250uL do sangue

foram transferidos para um tubo com 750uL de Trizol® e homogeneizado

vigorosamente, seguindo a um periodo de incubacdo de 5 minutos em

temperatura ambiente, ap0s o qual foram acrescentados 150uL de cloroférmio e

agitado vigorosamente, seguido por um novo periodo de incubagéo por 3 minutos,

e os tubos centrifugados a 12.000 rpm, durante 15 minutos a 4°C .

ApOs a separacéao por gradiente de densidade, apenas a fase translucida

do material foi transferida para um novo tubo, no qual acrescentou-se a amostra

375 uL de isopropanol (100%) para fixagdo do RNA.
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A amostra foi incubada a temperatura ambiente por 10 minutos e
centrifugada a 12.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado
e ao pellet adicionado 750 uL de etanol (75%). O tubo foi vortexado brevemente
e centrifugado a 7.500 rpm por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado,
e apos secagem completa da amostra por 15 minutos, o pellet foi ressuspendido
em 30uL agua ultrapura. A amostra homogeneizada foi incubada em banho seco
a 55°C por 15 minutos.

O controle de qualidade das amostras foi realizado através de
espectrofotometria (Nanodrop 2000c — Thermo Scientific) para quantificacdo de
acidos nucleicos e por eletroforese para verificacdo da integridade do material. A
eletroforese foi feita em gel de agarose a 0,8%, tampdo TBE a 0,5x (tris, acido
bérico e EDTA) e 4uL de brometo de etidio RNAse free a 1%, durante 20 minutos

a 60 volts, para posterior visualizagcéo no transiluminador.
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Figura 13 — Metodologia para o isolamento de RNA total de amostras de sangue venoso
periférico utilizando o regente TRIzol®.
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Fonte: A autora (2023).

3.5 SINTESE DE DNA COMPLEMENTAR (cDNA)

A concentracdo de RNA total para sintese de cDNA foi de 500ng. O cDNA
foi sintetizado usando o kit comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems) (Figura 14).

Inicialmente 500ng de RNA, mensurados por espectrofotometria
(Nanodrop 2000c - Thermo Scientific), foram diluidos em 10uL de agua ultrapura.
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A cada amostra foi adicionado um mix de 10uL composto por 10x RT Buffer (2
pL), 25x dNTP Mix a 100mM (0,8 pL), 10x RT Random Primers (2 pL) e MultiScribe
Reverse Transcriptase (1 uL) e agua ultrapura (4,2 uL).

Em seguida, a amostra foi encaminhada ao termociclador (Applied
Biosystems™ Veriti™) para um ciclo de 10 minutos a 25 °C, 120 minutos a 37 °C
e 5 minutos a 85°C. Por fim, a amostra foi diluida em 80 pL de agua ultrapura e

armazenada em freezer a -80 °C.

Figura 14 — Metodologia para a sintese de DNA complementar (cDNA) utilizando o kit comercial
High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems).
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Fonte: A autora (2023).

3.6 ENSAIOS DE EXPRESSAO GENICA

Os ensaios de expressdo génica foram realizados de acordo com as
normas propostas de padronizacao por Livak (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) e
(VANDESOMPELE et al., 2002). Sondas flourogénicas especificas do tipo
Tagman (Thermo Fisher Scientific) foram utilizadas para os genes alvo ESR1
(Hs01046816_m1), ESR2 (Hs01100353_m1), NLRP3 (Hs00918082_m1) e IL-18
(Hs01555410_m1).

Os genes enddgenos utilizados para a expressao relativa normalizada dos
genes alvo foram RPLPO e HSP90 (Tabela 3), o ensaio sendo realizado pela

metodologia de SyBR Green e foram escolhidos apos analise da estabilidade de
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expressdo em sangue periférico através do software geNorm e a ferramenta web
RefFinder.

Tabela 3 — Genes de referéncia utilizados para normalizacao da expresséo dos genes alvos.
Gene Nome Funcdo proteica Sequéncia de iniciadores

Codifica uma

RPLPO ?ﬁ))(s)sicrf;? proteina ribossomal F: GCGACCTGGAAGTCCAACTA
protein PO que compde a R: TCTGCTTGGAGCCCACATTG

subunidade 60S

Codifica uma
proteina que atua
Heat shock na transducgéo de F: GCCTACTTGGTGGCAGAGAA
protein 90 sinal, enovelamento = R: CAGCAGAAGACTCCCAAGCA
e degradacéo de
proteinas

HSP90

Fonte: A autora (2023).

O preparo da reacao para os genes alvo, ESR1, ESR2, NLRP3 e IL-18,
iniciou-se aplicando 2uL da amostra em placa Optica e adicionado uma reacao
composta de agua ultrapura (4 uL), TagMan® Master Mix Universal - Thermo
Fisher Scientific (4 uL) e a sonda de expressdo TagMan® (0,4 uL). Para a reagao
dos genes endbégenos, RPLPO e HSP90, a cada amostra (2 uL) foram adicionados
1,6 uL do par de iniciadores, 3 uL de SyBR Green Master Mix e 4,4 uL de agua
ultrapura. Os ensaios foram realizados em triplicara técnica. Os ensaios de
qguantificacdo relativa foram realizados no equipamento ABI 7500 (Applied

biosystems) (Figura 15).
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Figura 15 — Reacg0Oes para cada um dos ensaios de expressédo dos genes alvo e endégenos.

Reagao para o ensaio de expressao dos Reagao para o ensaio de expressao dos
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Sonda de expressao TagMan®: 0,4 L Par de iniciadores: 1,6 pL

Fonte: A autora (2023).
3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos ensaios de expressao génica foram apresentados por
meédia do grupo e desvio padrdo. As andlises estatisticas foram realizadas no
software R (versdo 4.2.2) e para visualizagdo gréfica dos resultados obtidos
utilizou-se o software GraphPad Prism (versdo 9.5.1). O teste de normalidade
Shapiro-Wilk foi aplicado para verificar a distribuicdo das amostras. Seguido do
teste paramétrico T de Student ou analise de correlacdo de Pearson para as
analises normalizadas, e 0 teste ndo-paramétrico Mann-Whitney e analise de
correlacdo de Spearman para as analises ndo normalizadas, considerando como
estatisticamente significante p < 0,05 em um intervalo de confianca de 95%. A

interpretacédo utilizada para andlise dos coeficientes de correlacdo € demonstrada

na Tabela 4.
Tabela 4 - Interpretacdo do grau de correlacdo entre variaveis.
Grau de correlacéo Interpretacéo

0,90 a 1,00 (-0,90 a -1,00) Correlacéo positiva (negativa) muito forte
0,70 a 0,90 (-0,70 a -0,90) Correlacao positiva (negativa) forte
0,50 a0,70 (-0,50 a -0,70) Correlacéo positiva (negativa) moderada
0,30 a 0,50 (-0,30 a -0,50) Correlacao positiva (negativa) fraca
0,00 a 0,30 (0,00 a -0,30) Correlacao positiva (negativa) negligenciavel

Fonte: Adaptado de Mukaka (2012).
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3.8 CONSIDERACOES ETICAS

Todos os individuos incluidos no estudo se enquadravam nos critérios de
inclusao/excluséo e so6 participaram da pesquisa apds concordarem e assinarem
o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (ANEXO A). Com
aprovacdes no Comité de Etica em Pesquisa, sob o nimero de registro na
PLATAFORMA BRASIL: 51931521.9.0000.5208 (ANEXO B) e do Hospital das
Clinicas da UFPE/ Empresa Brasileira de Servigos Hospitalares (ANEXO C).
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E DEMOGRAFICAS DO GRUPO DE
ESTUDO E DO GRUPO CONTROLE

As caracteristicas clinicas e demograficas das mulheres com SM na pos-
menopausa sado apresentadas na Tabela 5. A etnia apresentou maior percentual
de autodeclaracdo de mulheres pardas com 44,2%, seguidas por brancas 40,4%,
negras 9,6%, amarela 1,9% e nao informado 3,8%. A média da idade foi de 67,2
anos (£10,4); a média do IMC foi de 29,9 Kg/m2 (+ 4,4). A média da circunferéncia
abdominal foi de 102,8 cm (x 12,7). Quanto as doencas cardiometabdlicas
associadas a SM, 98,1% apresentaram HAS, 75,0% apresentaram DM2 e 86,5%
apresentaram dislipidemia.

Na Tabela 5 também s&o apresentadas as caracteristicas clinicas e
demograficas das mulheres do grupo controle saudavel: quanto a etnia, a
autodeclaragéo de mulheres brancas e pardas apresentaram o mesmo percentual
42,9% e negras 14,3%; a média da idade foi de 58,9 anos (+ 6,8); a média do IMC
foi de 22,7 Kg/m2 (£ 3,3); a média da circunferéncia abdominal foi de 78,2 cm (z
9,7). Nenhuma das mulheres apresentavam doencas cardiometabdlicas no grupo

controle.
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Tabela 5 - Caracteristicas clinicas e demograficas das mulheres na pés-menopausa com
Sindrome Metabdlica e mulheres controles. DP: Desvio Padrao, IMC: Indice de Massa Corpdérea,
HAS: Hipertenséo arterial sistémica, DM2: Diabetes Mellitus tipo 2.

Variavei Individuos com Controles saudéaveis na
ariaveis . L1 .
Sindrome Metabdlica pbés-menopausa
(N =52) (N=7)

Etnia

Branca 21 (40,4%) 3 (42,9%)

Parda 23 (44,2%) 3 (42,9%)

Negra 5 (9,6%) 1(14,3%)

Amarela 1(1,9%) 0 (0,0%)

Nao informado 2 (3,8%) 0 (0,0%)
Idade (anos)

Média (DP) 67,2 (+ 10,4) 58,9 (+ 6,8)
IMC (Kg/m2)

Média (DP) 29,9 (x4,4) 22,7 (= 3,3)
Circunferéncia Abdominal (cm)

Média (DP) 102,8 (+ 12,7) 78,2 (£9,7)
HAS

Sim 51 (98,1%) 0 (0,0%)

Nao 1 (1,9%) 7 (100,0%)
DM2

Sim 39 (75,0%) 0 (0,0%)

Nao 13 (25,0%) 7 (100,0%)
Dislipidemia

Sim 45 (86,5%) 0 (0,0%)

Nao 7 (13,5%) 7 (100,0%)

Fonte: A autora (2023).
4.2 PERFIL DE EXPRESSAO GENICA NA SINDROME METABOLICA

Ao analisar a expressédo dos genes ESR1 e ESR2 no grupo de estudo,
composto de mulheres na pds-menopausa com SM, em compara¢do aos
controles saudaveis na pés-menopausa (Figura 16), observou-se a regulacao
negativa do gene ESR1 de 2,02 vezes (p = 0,0466) e do gene ESR2 de 1,14 vezes

(p = 0,5509), sendo estatisticamente significativa somente para o gene ESR1.
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Figura 16 — Expresséo relativa dos genes ESR1 e ESR2 em mulheres com sindrome metabdlica
na pés-menopausa (N = 52) e controles na p6s-menopausa (N = 7). A expressao do gene ESR1
teve um fold change de -2,02 (DP = 0,54, p = 0,0466) em mulheres com sindrome metabdlica em
comparacéao ao controle saudavel com um fold change de 1,00 (DP = 0,73). A expressao do
gene ESR2 teve um fold change de -1,14 (DP = 0,70, p = 0,5509) em mulheres com sindrome
metabdlica em comparacédo ao controle saudavel com um fold change de 1,00 (DP = 0,71). *p <
0,05.
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3 Sindrome Metabdlica
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Fonte: A autora (2023).

4.3 PERFIL DE EXPRESSAO NAS PATOLOGIAS ASSOCIADAS A SINDROME
METABOLICA

A expressdo dos genes ESR1 e ESR2 foi avaliada, entre o grupo de
mulheres na pés-menopausa com SM, comparando-se grupos de individuos com
a presenca ou auséncia das seguintes doencas cardiometabdlicas: obesidade,
DM2 e dislipidemia.

Quando avaliada a relagéo entre obesidade ou sobrepeso e a expressao
do gene ESR1 (Figura 17), verificou-se que as mulheres com obesidade
apresentaram uma regulacédo negativa da expressao do gene de 1,54 vezes em
comparacao as mulheres com sobrepeso, essa diferenca nao foi estatisticamente
significativa (p = 0,2315). Por outro lado, a expressédo do gene ESR2 possuiu uma
regulacéo positiva significativa de 1,61 (p = 0,0004) entre as mulheres com

obesidade em comparacéo as mulheres com sobrepeso.
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Figura 17 — Expresséo relativa dos genes ESR1 e ESR2 em mulheres na p6s-menopausa com
obesidade (N = 24) e sobrepeso (N = 20). A expressao do gene ESR1 teve um fold change de -
1,54 (DP = 0,74, p = 0,2315) em mulheres com obesidade em comparacdo as com sobrepeso
com um fold change de 1,00 (DP = 0,59). A expressao do gene ESR2 teve um fold change de
1,61 (DP = 1,28, p = 0,0004) em mulheres com obesidade em comparacdo as com sobrepeso
com um fold change de 1,00 (DP = 0,64). SM: Sindrome Metabdlica; * p < 0,05.
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Fonte: A autora (2023).

Na analise de expresséao relacionada a DM2 (Figura 18), verificou-se que
no gene ESR1 as mulheres com DM2 apresentaram uma regulacao negativa
estatisticamente significativa de 1,87 vezes (p = 0,0071) em comparacao as
mulheres sem DM2. A expressao do gene ESR2, em mulheres com DM2, também
apresentou uma regulacdo negativa de 1,15 vezes em comparacao a mulheres

sem DM2, no entanto, sem significancia estatistica (p = 0,5727).



56

Figura 18 — Expresséo relativa dos genes ESR1 e ESR2 em mulheres na p6s-menopausa com
SM e DM2 (N = 39) ou com SM e sem DM2 (N = 13). A expresséo do gene ESR1 teve um fold
change de -1,87 (DP = 0,55, p = 0,0071) em mulheres com DM2 em comparacéo as sem DM2
com um fold change de 1,00 (DP = 1,03). A expressao do gene ESR2 teve um fold change de -
1,15 (DP = 0,73, p = 0,5727) em mulheres com DM2 em comparacédo as sem DM2 com um fold
change de 1,00 (DP = 0,51). DM2: Diabetes mellitus tipo 2; SM: Sindrome Metabdlica; * p <
0,05.
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Fonte: A autora (2023).

Em relacédo a dislipidemia (Figura 19), verificou-se que as mulheres com
dislipidemia apresentaram uma regulacdo positiva da expressao génica de ESR1
de 1,39 vezes (p = 0,2538) em comparacdo as mulheres sem dislipidemia.
Enquanto a expresséo do gene ESR2 apresentou uma regulacédo negativa de 1,53
vezes (p = 0,2831). Entretanto, ambas compara¢fes ndo possuiram diferenca

estatisticamente significativa de expressao.
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Figura 19 — Expresséo relativa dos genes ESR1 e ESR2 em mulheres na p6s-menopausa com
SM e dislipidemia (N = 45) ou com SM e sem dislipidemia (N = 7). A expressao do gene ESR1
teve um fold change de 1,39 (DP = 1,29, p = 0,2538) em mulheres com dislipidemia em
comparacao as sem dislipidemia com um fold change de 1,00 (DP = 0,81). A expressao do gene
ESR2 teve um fold change de -1,53 (DP = 0,54, p = 0,2831) em mulheres com dislipidemia em
comparacao as sem dislipidemia com um fold change de 1,00 (DP = 0,77).

SM: Sindrome Metabdlica.
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Fonte: A autora (2023).

4.4 PERFIL DE EXPRESSAO DE ACORDO COM A FAIXA ETARIA

A expressdo dos genes ESR1 e ESR2 relacionada a idade das mulheres
na pos-menopausa com SM apresentou uma regulagdo negativa, com uma
diminuicao gradativa conforme o avanc¢o da faixa etaria.

Na expressao génica de ESR1 (Figura 20) quando comparada a faixa etaria
de 50 a 59 anos, houve uma reducéo de 1,14 vezes na faixa etaria de 60 a 69
anos (p = 0,9976), 1,87 vezes na faixa etaria de 70 a 79 anos (p = 0,2105) e 4,40
vezes na faixa etaria de 80 anos ou mais (p = 0,0306). Apenas a comparacao

entre as faixas etarias de 50 a 59 anos e 80 anos ou mais foi estatisticamente

significativa (p < 0,05).
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Figura 20 — Expressao relativa do gene ESR1 em mulheres na p6s-menopausa com SM em
comparacao a faixa etaria 50-59 anos com um fold change de 1,00 (DP = 0,13, N = 13): 60-69
anos fold change de -1,14 (DP = 0,96, N = 14, p = 0,9976); 70-79 anos fold change de -1,87 (DP
=0,61, N =18, p = 0,2105); 80 anos ou mais fold change de -4,40 (DP =0,18, N=5,p=
0,0306). * p < 0,05.
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Fonte: A autora (2023).

Também foi observada reducéo na expresséo génica de ESR2 (Figura 21)
em comparacdo a mesma faixa etaria, 50 a 59 anos, sendo de 1,26 vezes na faixa
etaria de 60 a 69 anos (p = 0,6212), 1,68 vezes na faixa etaria de 70 a 79 anos (p
= 0,0317) e 2,74 vezes na faixa etaria de 80 anos ou mais (p = 0, 0189). Sendo
observada significancia estatistica (p < 0,05) nas comparacdes com o0s intervalos

de 70 a 79 anos e 80 anos ou mais.
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Figura 21 — Expressao relativa do gene ESR2 em mulheres na p6s-menopausa com SM em
comparacao a faixa etaria 50-59 anos com um fold change de 1,00 (DP = 0,36, N = 13): 60-69
anos fold change de -1,26 (DP = 0,56, N = 14, p = 0,6212); 70-79 anos fold change de -1,68 (DP
=0,41, N =18, p =0,0317); 80 anos ou mais fold change de -2,74 (DP = 0,11, N=5,p =0,
0189). * p < 0,05.
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Fonte: A autora (2023).

4.5 CORRELACAO DA EXPRESSAO RELATIVA DOS GENES ESR1, ESR2,
NLRP3, IL-1B E CARACTERISTICAS CLINICAS

As analises de correlacdo entre as variaveis niveis de expressao relativa
normalizada dos genes que codificam os ERs (ESR1 e ESR2), dos marcadores
inflamatoérios (NLRP3 e IL-18) e de caracteristicas clinicas (idade e circunferéncia
abdominal) do grupo de estudo investigado composto por mulheres na poés-

menopausa com SM, sdo apresentadas na Tabela 6 e podem ser visualizadas

graficamente nas Figuras 22, 23 e 24.
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Tabela 6 — Coeficientes de correlacédo entre as quantidades relativas normalizadas da expressdo
dos genes ESR1, ESR2, NLRP3 e IL-18, adicionalmente as caracteristicas clinicas, idade e
circunferéncia abdominal, em mulheres na pés-menopausa com sindrome metabdlica. r ou rs:
coeficiente de correlacéo de Pearson ou coeficiente de correlacdo de Spearman; p: p-valor; *: p <
0,05; - : correlacdo entre as mesmas variaveis.

Correlagdes entre

as expressoes dos ESR1 ESR2 NLRP3 IL-18
genes ESR1, ESR2,
IL-18, NLRP3 e
caracteristicas rour, p rour, p rour, p rour, p
clinicas
ESR1 - - 0,4810 0,0174* 0,4113 0,0379* 0,2449 0,2488
ESR2 0,4810 0,0174* - - -0,2670 0,2420 0,3108 0,1953
NLRP3 0,4113 0,0379* -0,2670 0,2420 - - 0,6416 0,0074*
IL-18 0,2449 0,2488 0,3108 0,1953 10,6416 0,0074* - -

Idade (anos) -0,4218 0,0181* -0,5405 0,0064* 0,1329 0,4466 -0,3433 0,0860

Circunferéncia

. -0,2342 0.2706 0,1849 0,4353 0,4099 0,0303* -0,1700 0,4614
abdominal (cm)

Fonte: A autora (2023).

Ao ser analisada a correlacdo para os niveis de expressao dos genes
ESR1, ESR2, NLRP3 e IL-18 (Figura 22) foram observadas correlacdes
significativas (p < 0,05) fracas e positivas entre ESR1 e ESR2 (rs = 0,4810), ESR1
e NLRP3 (rs = 0,4113), e, adicionalmente, uma correlagdo moderada e positiva
entre NLRP3 e IL-18 (r = 0,6416).
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Figura 22 — Andlises de correlagdes entre as quantidades relativas normalizadas da expresséo
dos genes ESR1, ESR2, NLRP3 e IL-18 em mulheres na p6s-menopausa com sindrome
metabdlica. A. Genes ESR1 e ESR2: correlacéo fraca e positiva. B. Genes ESR1 e NLRP3:
correlacao fraca positiva. C. Genes ESR1 e IL-18: associacdo negligenciavel. D. ESR2 e NLRP3:
associacdo negligenciavel. E. ESR2 e IL-1: correlacdo fraca e positiva. F. NLRP3 e IL-1:
correlacdo moderada e positiva. Os coeficientes de correlacdo de Pearson (r)/Spearman (rs) € 0

p-valor (p) sdo demonstrados em cada uma das analises.
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ESR2

Enquanto ao correlacionarmos a expressao dos genes investigados com a

idade das mulheres na pds-menopausa com SM (Figura 23), observa-se que

existe correlacdo negativa e fraca (r = -0,4218) com a expressdo de ESR1 e

moderada com a de ESR2 (rs = -0,5405), ambas estatisticamente significativas (p

<0,05). Apesar da expressao de IL-18 apresentar uma correlacao negativa e fraca

(rs = - 0,3433) com a idade esta nao foi estatisticamente significativa.
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Figura 23 — Analises de correlagdes entre a idade e as quantidades relativas normalizadas da
expressédo dos genes ESR1, ESR2, NLRP3 e IL-18, em mulheres na pds-menopausa com
sindrome metabdlica. A. Idade e ESR1.: correlacdo fraca e negativa. B. Idade e ESR2;
Correlacao moderada e negativa. C. Idade e NLRP3: associacdo negligenciavel. D. Idade e IL-
18: correlacédo fraca e negativa. Os coeficientes de correlacao de Pearson (r)/Spearman (rs) € 0
p-valor (p) sdo demonstrados em cada uma das analises.
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Idade (anos)

Quando correlacionados os niveis relativos de expressdo dos mesmos

genes com a medida de circunferéncia abdominal

das mulheres pOs-

menopausadas com SM (Figura 24), somente a analise dos niveis de mRNA de

NLRP3 apresentou uma associacao significativa positiva e fraca (rs = 0,4099).



Figura 24 — Andlises de correlagdes entre a circunferéncia abdominal e as quantidades relativas
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normalizadas da expressao dos genes ESR1, ESR2, NLRP3 e IL-18, em mulheres na pos-
menopausa com sindrome metabdlica. A. Circunferéncia abdominal e ESR1: associacéo
negligenciavel. B. Circunferéncia abdominal e ESR2: associacao negligenciavel. C.
Circunferéncia abdominal e NLRP3: correlagéo fraca e positiva. D. Circunferéncia abdominal e

IL-18: associacdo negligenciavel. Os coeficientes de correlacéo de Pearson (r)/Spearman (rs) e

0 p-valor (p) sdo demonstrados em cada uma das analises.
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5 DISCUSSAO

Nesse estudo foram analisados o0s niveis de expressdo dos genes que
codificam os ERs, ESR1 e ESR2, em mulheres com SM na fase apls a
menopausa, e sua associacdo com a expressao de marcadores pré-inflamatdérios,
NLRP3 e IL-18. Dentre os nossos achados encontram-se reducdes significativas
na expressao de ESR1 no grupo de estudo de mulheres com SM e em mulheres
com SM que possuem DM2, e um aumento na expressao de ESR2 em mulheres
do grupo de estudo que possuem obesidade. Também foram observadas
correlagdes positivas significativas entre a expressao de ESR1 e ESR2, ESR1 e
NLRP3, além de NLRP3 e a medida de circunferéncia abdominal. Juntamente a
uma reducao gradual na expressédo de ESR1 e ESR2 mediante o avanc¢o na faixa
etéria.

Com relacdo a expressao génica de ESR1 em mulheres com SM na pos-
menopausa observou-se uma reducao estatisticamente significativa de 2,02 vezes
em comparac¢do ao controle saudavel, a qual pode estar relacionada a diminui¢ao
dos efeitos benéficos resultantes da acdo do ERa, principalmente no tecido
avaliado nesse estudo, o sangue venoso periférico, no qual os efeitos do E2 sob
o ERa levam a diminuicdo da producéo de citocinas pré-inflamatdrias em células
do sistema imune, como TNF e IL-6 (FISH, 2008; KRAMER; KRAMER; GUAN,
2004; TIWARI-WOODRUFF et al.,, 2007). Citocinas que tém seus niveis
aumentados nas doencas que compdem a SM, como dislipidemia, obesidade,
DM2 e HAS (CHAMARTHI et al., 2011; HE; YUAN; MAEDLER, 2019; LONTCHI-
YIMAGOU et al., 2013; SCARPELLINI; TACK, 2012; ZHANG et al., 2009).

Em demais tecidos a reducdo na expressdo de ESR1 também pode
acarretar na perda dos efeitos benéficos da acdo de ERa observados
principalmente em modelos murinos, aumentando o risco de desenvolver doencas
cardiometabdlicas, como a reducdo do ganho de massa corporal e de tecido
adiposo, melhorias na manutencao da homeostase dos niveis de glicose, insulina
e lipideos, como é amplamente discutido na literatura (BRYZGALOVA et al., 2006;
CAMPELLO et al., 2013; GALLUZZO et al., 2009; HEINE et al., 2000; LEMIEUX
et al., 2005; OHLSSON et al., 2000; ZHOU et al., 2018). Embora essa reducao

tenha apresentado niveis de significancia estatistica, um fator limitante para
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comparacao € o numero de individuos que compdem o grupo controle, assim,
estudos com tamanho amostral maior comparado ao grupo de estudo podem ser
conduzidos para replicacao e validacao dos resultados observados.

Apesar de também serem observados efeitos metabdlicos benéficos da
acdo de ERB em modelos animais, como melhora do perfil lipidico e reducéo de
acumulo de tecido adiposo (FORYST-LUDWIG et al., 2008; GONZALEZ-
GRANILLO et al., 2019, 2020), a expressdo génica de ESR2 apresentou uma
reducdo de 1,14 vezes, ndo estatisticamente significativa, em mulheres com SM
em comparacao ao controle saudavel.

Quanto as analises de expressao génica das doencas cardiometabdlicas
associadas a SM, DM2, dislipidemia e obesidade, no grupo de mulheres na pos-
menopausa com SM, foram realizadas em comparacdo aquelas que nao
apresentavam essas comorbidades.

Primeiramente, as mulheres com obesidade apresentaram uma redugéo
de 1,54 vezes na expressdo de ESR1 em comparacdo as com sobrepeso, no
entanto ndo estaticamente significativa, mesmo com a agao preventiva do ERa na
obesidade por meio da reducé&o do ganho de massa corporal e de tecido adiposo
em camundongos (HEINE et al., 2000; LEMIEUX et al., 2005; OHLSSON et al.,
2000).

A acédo do ERB também diminui o risco do desenvolvimento da obesidade,
através da reducdo da massa de tecido adiposo visceral e cutaneo, além do
estimulo ao maior gasto energético e termogénese (GONZALEZ-GRANILLO et
al., 2019; PONNUSAMY et al., 2017). Entretanto, no presente estudo observa-se
um aumento significativo na expresséo de ESR2 de 1,61 vezes nas mulheres com
obesidade comparadas as com sobrepeso, essa regulacdo positiva pode estar
relacionada com a associacao relatada da maior expressao concomitante de ERf
e da enzima 11BHSD1 em mulheres na pds-menopausa em comparacao a
mulheres pré-menopausa, a 11BHSD1 teu seus niveis aumentados na obesidade
central em humanos e camundongos, atuando na liberacdo da forma ativa do
cortisol, o qual em niveis aumentados estimula o acumulo de gordura visceral
(MCINNES et al., 2012).

A expressdo do gene ESR1 nas mulheres com DM2 apresentou uma

reducgéo estatisticamente significativa de 1,87 vezes, essa pode estar relacionada
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com a perda dos efeitos benéficos do ERa na prevencdo da DM2. Uma vez que
em modelos murinos a reducdo ou supressao da expressao de esrl ocasiona o
aumento na glicemia e intolerancia a glicose (BRYZGALOVA et al., 2006), o uso
de agonistas de ERa como PPT levam ao aumento da expresséo e translocacéo
da Glut-4 em adipdcitos e midcitos de murinos, melhorando a captacdo de glicose
(CAMPELLO et al., 2013), além da reducdo da morte celular das células B
pancreaticas, pela repressdo da expressado dos genes Chop e Omal, ambos os
genes relacionados a apoptose induzida pelo estresse oxidativo (ZHOU et al.,
2018).

Quanto a expressdo do gene ESR2 nos individuos com DM2, observou-se
uma reducado de 1,15 vezes em comparacao aos sem DM2, sem significancia
estatistica, apesar dos efeitos protetivos observados de ERB pela também
protecdo das células B pancreaticas murinas da morte celular por apoptose,
mesmo que em uma menor intensidade que ERa (LIU et al., 2009). Entretanto, a
acado do ERB também exerce um efeito diabetogénico, através da repressao da
expressdo da Glut-4 em modelos murinos, podendo diminuir a disponibilidade
dessa para captacao de glicose (CAMPELLO et al., 2013).

Os ERs apresentam um papel benéfico para o metabolismo de lipideos,
demonstrado através da supressao da agdo de ERa que ocasiona em
camundongos a formacado de particulas LDL mais densas em colesterol e maior
producédo de precursores dos triglicérides (BRYZGALOVA et al., 2006; OHLSSON
et al., 2000), e pela maior acdo de ER acarretar na reducao dos niveis de LDLs
e uma maior proporcao de lipideos hepaticos insaturados em comparagdo a
saturados (GONZALEZ-GRANILLO et al., 2019, 2020). Contudo as mulheres com
dislipidemia avaliadas nesse estudo tiveram um aumento na expressao do gene
ESR1 de 1,39 vezes e reducao de 1,53 vezes do gene ESR2 em comparacao as
que ndo apresentavam dislipidemia, ambas comparacdes nao estaticamente
significativas.

A acdo do E2 também possui papel na prevengcdo da HAS, uma vez que
estimula a producdo de NOS, e consequentemente NO, induzindo a
vasodilatacdo, além de inibir a producdo de citocinas pro-inflamatorias que
levariam a perda da capacidade vasodilatadora pela redugédo dos niveis de NO
(FISH, 2008; IORGA et al., 2017; KRAMER; KRAMER; GUAN, 2004; ZHANG et
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al., 2009). Apesar desse efeito protetivo a avaliagdo da expressao dentre as
mulheres na p6s-menopausa com SM que apresentavam HAS (N = 51) e que ndo
apresentavam HAS (N = 1) ndo foi realizada devido ao numero insuficiente de
individuos para comparacao.

Em relagdo a influéncia da idade na expressdo do gene ESR1, foi
observada uma reducéo gradativa na expresséo de conforme o aumento da faixa
etaria, significativa na faixa etaria de 80 anos ou mais. Essa reducao condiz com
estudos que demonstram uma reducdo na expressao génica do ERa ao longo do
envelhecimento natural, pela metilacdo das ilhas CpG do promotor de ESR1 e
aumento do estresse oxidativo, em células do endotélio, musculo liso vascular,
aorta, atrio direito, mucosa do colon e glomérulo (NOVENSA et al., 2011;
PEREIRA-SIMON et al., 2012; POST et al., 1999). Monécitos de mulheres na pos-
menopausa que ndo realizavam TRH também apresentaram menores niveis de
ERa, em comparacao a mulheres na pré-menopausa, além da realizacao de TRH
levar ao aumento desses niveis na pos-menopausa (BEN HUR et al., 1995).
Entretanto, Phiel et al. (2005) relataram um aumento na expressdo de ERa em
mondcitos de mulheres na pés-menopausa em comparacao a mulheres na pré-
menopausa e sem diferenca significativa de expressdo em células T e B.

Similarmente, a expressao génica de ESR2 diminuiu gradativamente com
0 avanco da idade, sendo significativa nas faixas etarias de 70-79 anos e 80 anos
ou mais. Contudo em demais tecidos, como do sistema cardiovascular de
camundongos envelhecidos comparados a jovens e no tecido adiposo de
mulheres na p6s-menopausa em comparacdo a mulheres na pré-menopausa, €
observado um aumento na expressdo de ERB (MCINNES et al., 2012; NOVENSA
et al.,, 2011). Quanto ao tecido de escolha nesse estudo, o sangue venoso
periférico, células do sistema imune, como linfocitos T, B e Mondcitos néo
demonstram diferenca significativa da expressédo de ERB apds a menopausa em
relacdo a pré-menopausa, além do estimulo com E2 ndo alterar a expresséo de
ERB em mondcitos e macréfagos (MURPHY et al., 2009; PHIEL et al., 2005).

Acerca das analises de correlacdo entre a expressao normalizada relativa
dos genes ESR1, ESR2, NLRP3 e IL-78, no grupo de estudo, com énfase nas

analises estatisticamente significativas, foram observadas correlagcfes positivas e
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fracas, com um aumento em conjunto de ambas as expressoes, entre ESR1 e
ESR2, como também ESR1 e NLRPS3.

Considerando a associagcao positiva entre 0s niveis de expressao entre
ESR1 e ESR2, é importante enfatizar que é necessario existir um balango entre
as proporcoes de ERa e ER[3, visto que ao depender do tipo tecidual ou celular
esses podem exercer atividades semelhantes, como ambos subtipos aumentarem
0 gasto energético reduzindo o acimulo de tecido adiposo (DESPRES; LEMIEUX,
2006; PONNUSAMY et al., 2017), ou atuarem de forma antagonica, tal qual o
estimulo a expresséo da proteina GLUT4 por ERa e a repressao dessa expressao
por ERB (CAMPELLO et al.,, 2013). Além da influéncia direta dos proprios
receptores em outras doencas, como o proprio ER inibir a atividade de ERa como
fator de transcricdo em linhagens celulares (T47D) de cancer mamario
(MATTHEWS et al., 2006).

Quanto ao significativo aumento em conjunto da expressao de ESR1 e
NLRP3, as mulheres com SM apresentam niveis séricos aumentados de NLRP3
(AL-DAGHRI et al., 2021), entretanto a relacdo entre os ERs e os niveis de
expressdo do gene NLRP3/NIrp3 possui uma especificidade relativa ao tipo
celular, tecidual ou até mesmo da patologia investigada (FAN et al., 2019; WEI et
al., 2015; XU et al., 2016). Ainda assim, a regulacdo positiva da expressao génica
do NLRP3/NIrp3 devido a acdo de ERa ja foi observada em células humanas do
cllon saudaveis e em mastdcitos provenientes de lesdes causadas pela
endometriose em modelos murinos (FAN et al., 2019; GUO et al., 2021).

Adicionalmente, foi observado moderadamente correlacionado de forma
significativa, 0 aumento em conjunto da expresséo génica do NLRP3 com a de IL-
18, uma vez que representam o inicio da via intracelular do inflamassoma NLRP3
e sua principal citocina produzida, a IL-18 (BROZ; DIXIT, 2016).

Ao correlacionar as caracteristicas clinicas e a expressao dos genes
investigados nas mulheres com SM, verificou-se correlagbes significativas
negativas com a idade, fraca para o gene ESR1 e moderada para o gene ESR2.
Refor¢cando assim os resultados obtidos na anélise de expresséo em intervalos de
10 anos de acordo com idade, ou seja, em ambas as analises conforme ocorre o

avanco da faixa etaria ha a reducdo na expresséo de ESR1 e ESR2.
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Enquanto, o aumento da circunferéncia abdominal se correlacionou
positivamente com a expressédo de NLRP3 de forma significativa, condizente com
a expressdao aumentada de NLRP3/NIrp3 no tecido adiposo de humanos e
camundongos com obesidade (ESSER et al., 2013; RHEINHEIMER et al., 2017),
e com o aumento dos niveis séricos de NLRP3 mediante o aumento da
circunferéncia abdominal em mulheres com SM (AL-DAGHRI et al., 2021).

Assim, sabendo sobre a atuacdo dos ERs na SM e nas patologias
associadas ao seu diagnostico se concentram em modelos animais e modelos in
vitro, espera-se que o0s resultados os quais foram demonstrados no presente
estudo contribuam na compreensdo em humanos da influéncia e padrbes de
expressado dos genes que codificam os ERs, ESR1 e ESR2, na SM, como também
nos marcadores inflamatérios a ela associados, em especial nas mulheres apés a

menopausa.



70

6 CONCLUSOES

1. As mulheres na pos-menopausa com SM apresentaram uma regulacéo
negativa da expressdo do gene ESR1 em comparacdo ao controle saudavel, a
qual pode ocasionar uma reducido dos efeitos benéficos da acdo do ERa na
prevencao de doencas cardiometabdlicas relacionadas a SM.

2. Mulheres com SM que possuiam diagnostico para DM2 tiveram uma
regulacéo negativa da expresséo do gene ESR1;

3. Mulheres com SM e obesidade possuiram uma regulacao positiva da
expressdo do gene ESR2;

4. A expressao génica de ESR1 obteve uma correlacdo positiva com a de
NLRPS3;

5. A expresséo génica de ESR1 e ESR2 em mulheres com SM apresentou
uma correlacdo negativa com a idade, demostrando que a expressao de ambos
0s genes reduz conforme o avanco da faixa etaria;

6. A expressdo do gene NLRP3 se correlacionou positivamente com a

circunferéncia abdominal.
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Abstract:

Metabolic syndrome (MetS) is a condition that postmenopausal women are at
greater risk of developing, and have an increased pro-inflammatory response,
which may be related to the influence of reduced levels of estrogen 17p-estradiol
during this reproductive phase. Therefore, this study aimed to investigate the
expression of genes encoding estrogen receptors alpha and beta, ESR1 and
ESR2, in postmenopausal women with MetS and how these correlates with the
expression of inflammatory markers NLRP3 and IL-78. Women with MetS showed
downregulation in ESR1 expression compared to the control group. Among the
case group with MetS, those with obesity had an upregulation of ESR2 expression,
while those with T2DM had a downregulation of ESR1 expression. In addition,
positive correlations were observed between NLRP3 expression with the ESR1
expression and waist circumference. Our results suggest an estrogen receptors
differential expression in MetS after menopause according to the diagnosed

cardiometabolic diseases.

Keywords: Estrogen receptor alpha; Estrogen Receptor beta; NLRP3
Inflammasome; Interleukin-1 beta; Metabolic disorders.

1. Introduction

Metabolic syndrome (MetS) is featured as a set of cardiometabolic disorders
including obesity, type 2 diabetes mellitus (T2DM), dyslipidemia, and systemic
arterial hypertension (SAH) (Alberti et al., 2009; McCracken et al., 2018). Since
postmenopausal women have higher incidence of cardiometabolic disorders they
display increased risk of developing MetS (Morselli et al., 2017; Pucci et al., 2017).
After menopause, the levels 17B3-estradiol (E2) are significantly reduced compared
to reproductive age directly influencing upon cardiometabolic conditions (Cui et al.,
2013).

E2 exerts its cellular effects mainly by binding to the estrogen receptors
(ERs) ERa and ERB, encoded by ESR1 and ESR2 genes, respectively (Fuentes
and Silveyra, 2019). The association between ERs and metabolic disorders in
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murine models suggests that reduced levels of ERa lead to increased adiposity,
insulin resistance, and glucose intolerance (Bryzgalova et al., 2006; Després and
Lemieux, 2006; Heine et al., 2000). A reduction in ERpB levels leads to similar
conseqguences, increasing adipogenesis, free fatty acids, and the risk of apoptosis
in pancreatic B-cells (Foryst-Ludwig et al., 2008; Liu et al., 2009; Ponnusamy et
al., 2017).

MetS has a chronic low-grade pro-inflammatory state, and one of the
contributing factors is the innate immune response mediated by the NLRP3
inflammasome (Wang and Mo, 2020). When activated, the NLRP3 inflammasome
is responsible for the production of IL-13, a cytokine that stimulates inflammation
and induces pyroptosis, a lytic form of cell death (Broz and Dixit, 2016). The role
of NLRP3 in natural aging and reproductive changes in females is still not widely
understood (Navarro-Pando et al., 2021). However, elevated serum levels of this
inflammasome are observed in women with MetS with increasing age (Al-Daghri
et al., 2021).

Despite the evidence observed in murine models, the few studies that
investigated the gene expression of ERs in humans had focused only on the
cardiometabolic disorders individually but not in MetS. Therefore, herein we
evaluated the expression of ESR1 and ESR2 genes in MetS in postmenopausal

women and their correlation with NLRP3 and IL-78 genes at a systemic level.

2. Material and methods

2.1. Subjects

A total of 59 postmenopausal women were included in the study, divided
into two groups. The study group consisted of women with MetS (N = 52) and the
control group (N = 7). The study group was subdivided according to the diagnosis
of pathologies associated with MetS and age. Participants were recruited between
February and December of 2022 from the hemodynamic laboratories of the
hospitals Ilha do Leite and Federal University of Pernambuco Clinics, both located
in Recife/Pernambuco, Brazil.
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The MetS inclusion criteria were defined according to the International
Diabetes Federation (IDF) classification (Alberti et al., 2009). The control group did
present at the moment any of the cardiometabolic disorders: obesity, dyslipidemia,
SAH, and T2DM. Exclusion criteria for the study and control groups were a
previous diagnosis of autoimmune diseases, cancer, or hormone replacement
therapy.

All individuals included in the study met the inclusion/exclusion criteria and
only participated in the research after signing a written consent form and with
approval by the institutional and national research Ethics committee
PLATAFORMA BRASIL under the registration number: 51931521.9.0000.5208.

2.2.  RNA extraction and reverse transcription

Total RNA was extracted from peripheral whole blood samples using the
Trizol™ (Invitrogen) reagent and following the manufacturer's instructions. Quality
control of the samples was verified by spectrophotometry for quantification and
agarose gel electrophoresis for integrity. The cDNA was synthesized using the

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems).
2.3. Gene expression with quantitative reverse-transcription PCR

Gene expression assays were performed according to the proposed
normalization rules by Livak and Schmittgen, (2001) and Vandesompele et al.
(2002). Tagman specific fluorogenic probes (Thermo Fisher Scientific) were used
for the target genes ESR1 (Hs01046816_m1), ESR2 (Hs01100353_m1), NLRP3
(Hs00918082_m1), and IL-718 (Hs01555410_m1). The endogenous control genes
used for relative gene expression were RPLPO (F:
GCGACCTGGAAGTCCAACTA; R: TCTGCTTGGAGCCCACATTG) and HSP90
(F: GCCTACTTGGTGGCAGAGAA; R: CAGCAGAAGACTCCCAAGCA),
performed with the SyBR Green methodology and were selected after expression

stability analysis using geNorm software and the web-based tool RefFinder.

2.4. Statistical analysis

Gene expression assays were performed in technical triplicate, and the data

were presented by group mean and standard deviation. For statistical analysis, the
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Shapiro-Wilk normality test was applied to verify data distribution, normalized
samples used the parametric Student’s t-test or Pearson correlation, and for non-
normalized samples the non-parametric Mann-Whitney test and Spearman
correlation were used, considering as statistically significant p < 0.05. These
analyses were performed in R software, version 4.2.2, and for graphical
visualization was used GraphPad Prism software, version 9.5.1.

3. Results
3.1. Clinical characteristics

The clinical characteristics of the study participants are summarized in
Table 1. The study group of postmenopausal women with MetS had a mean age
of 67.2 £ 10.4 years, a BMI of 29.9 + 4.4 kg/m?, and a waist circumference of 102.8
+ 12.7 cm. Regarding other clinical conditions, 98.1% had SAH, 75.0% had T2DM,
and 86.5% had dyslipidemia. The control group, also postmenopausal, had a mean
age of 58.9 £ 6.8 years, a BMI of 22.7 £ 3.3 kg/m2, and a waist circumference of

78.2 £ 9.7 cm. None of them had cardiometabolic disorders.

Table 1
Clinical characteristics of postmenopausal women with metabolic syndrome and healthy controls.

Postmenopausal with

Healthy controls

No

Type 2 Diabetes Mellitus

1 (1.9%)

Variable metabolic syndrome
(N =52) (N=T7)

Age (Years)

Mean + SD 67.2+10.4 58.9+6.8
BMI (kg/m?)

Mean + SD 299+4.4 22.7+3.3
Waist circumference (cm)

Mean + SD 102.8 +12.7 78.2+9.7
Hypertension

Yes 51 (98.1%) 0 (0.0%)

7 (100.0%)

Yes 39 (75.0%) 0 (0.0%)

No 13 (25.0%) 7 (100.0%)
Dyslipidemia

Yes 45 (86.5%) 0 (0.0%)

No 7 (13.5%) 7 (100.0%)

N: Number of participants per group.



89

3.2. ESR1 and ESR2 gene expression in metabolic syndrome

When analyzing the expression of ESR1 and ESR2 genes in the study
group (N = 52) compared to healthy controls (N = 7) (Fig. 1A), a downregulation of
the ESR1 gene (-2.02 FC, p = 0.0466) and ESR2 gene (-1.14 FC, p = 0.5509) was

observed, which was statistically significant only for the ESR1 gene.
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Fig. 1 Relative expression of ESR1 and ESR2 mRNAs levels in postmenopausal women. A.
Metabolic syndrome versus controls. B. Metabolic syndrome with obesity versus metabolic
syndrome with overweight. C. Metabolic syndrome with type 2 diabetes mellitus versus metabolic
syndrome without type 2 diabetes mellitus. D. Metabolic syndrome with dyslipidemia versus
metabolic syndrome without dyslipidemia. MetS: Metabolic syndrome; T2DM: type 2 diabetes
mellitus. *: p < 0.05.

ESR1 and ESR2 gene expression was also evaluated in postmenopausal

women with MetS according to the presence or absence of the following
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cardiometabolic disorders: obesity, T2DM, and dyslipidemia. The obese state (N =
24) compared to the overweight state (N = 20) had a downregulation of ESR1 gene
expression (-1.54 FC, p = 0.2315) (Fig. 1B), this difference was not statistically
significant. On the other hand, ESR2 gene expression was significantly
upregulated (+1.61 FC, p = 0.0004) in obese compared to overweight women.

In the T2DM-related expression analysis (Fig. 1C), ESR1 gene expression
was significantly downregulated (-1.87 FC, p = 0.0071) in women with T2DM (N =
39) compared to women without T2DM (N = 13). The expression of the ESR2 gene
in women with T2DM also showed a downregulation (-1.15 FC, p = 0.5727) when
compared to women without T2DM (-1.15 FC, p = 0.5727), however, there was no
statistical significance.

Regarding dyslipidemia (Fig. 1D), women with this condition (N = 45)
showed an upregulation of ESR1 gene expression (+1.39 FC, p = 0.2538)
compared to women without dyslipidemia (N = 7). Meanwhile, ESR2 gene
expression had a downregulation (-1.53 FC p = 0.2831). Both comparisons were
not statistically significant.

Concerning age, the expression of the ESR1 gene (Fig. 2A) comparing the
age interval 50 to 59 years (N = 13) with the other 10-year age intervals individually,
there was a downregulation of -1.14 FC in the interval 60 to 69 years (N =14, p =
0.9976), -1.87 FC in 70 to 79 years (N = 18, p = 0.2105) and -4.40 FC in the 80
years or older (N =5, p = 0.0306). Only the comparison between the age intervals

50 to 59 years and 80 years or older was statistically significant.
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Fig. 2 Relative gene expression of A. ESR1 and B. ESR2 in postmenopausal women with
metabolic syndrome as a function of age. *: p < 0.05.
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A downregulation of ESR2 gene expression was also observed (Fig. 2B)
compared to the same age group, 50 to 59 years, with values of -1.26 FC in the
age interval 60 to 69 years (p = 0.6212), -1.68 FC in 70 to 79 years (p = 0.0317),
and -2.74 FC in 80 years or older (p = 0.0189). Statistical significance was reached
when comparing the age intervals of 70 to 79 years and 80 years or older with 50
to 59 years.

3.3. Correlation between normalized gene expression of ESR1, ESR2, NLRP3

IL-18, and clinical features

Among the study group, correlation analyses were performed between the
variables: expression levels of ERs encoding genes (ESR1 and ESR2), expression
levels of inflammatory markers (NLRP3 and IL-783), and clinical characteristics (age

and waist circumference). The results are summarized in Table 2.

Table 2

Correlation coefficients between normalized gene expression values of ESR1, ESR2, NLRP3, and
IL-18, and clinical features (age and waist circumference), in postmenopausal women with
metabolic syndrome.

Genes and clinical ESR1 ESR2 NLRP3 IL-18
features rorrs p rorfrs p rorrs p rorrs p
ESR1 - - 0.4810 0.0174* 0.4113 0.0379* 0.2449 0.2488
ESR2 0.4810 0.0174* - - -0.2670 0.2420 0.3108 0.1953
NLRP3 0.4113 0.0379* -0.2670 0.2420 - - 0.6416 0.0074*
IL-16 0.2449 0.2488 0.3108 0.1953 0.6416 0.0074* - -
Age -0.4218 0.0181* -0.5405 0.0064* 0.1329 0.4466 -0.3433 0.0860

Waist circumference -0.2342 0.2706 0.1849 0.4353 0.4099 0.0303* -0.1700 0.4614

*. p < 0.05; r: Pearson correlation coefficient; rs: Spearman correlation coefficient; -: Correlation
coefficients between the same observations.

The correlation analysis for the expression levels of ESR1, ESR2, NLRP3,
and IL-78 genes revealed low positive significant correlations between ESR1 and
ESR2, ESR1 and NLRP3, and a moderate positive correlation between NLRP3
and IL-1B.
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Examining the correlation between expression of the investigated genes
with age there was a significant negative and low correlation with the expression
of ESR1 and a moderate correlation with ESR2. Although the expression of IL-18
showed a negative and weak correlation with age, it was not statistically significant.

When associating the expression levels of these genes evaluated with the
waist circumference measurement, only the analysis of NLRP3 expression showed

a positive and low significant correlation.

4. Discussion

This study analyzed the expression levels of genes encoding ERs alpha
and beta, ESR1 and ESR2, respectively, in postmenopausal women with MetS
and their correlation with the expression of pro-inflammatory markers, NLRP3 and
IL-78. Among our findings were significant reductions in ESR1 expression in the
study group of women with MetS and with MetS who have T2DM, and an increase
in ESR2 expression in women in the study group who have obesity. Significant
positive correlations were also observed between the expression of ESR1 and
ESR2, ESR1 and NLRP3, and with NLRP3 and with NLRP3 and measurement of
waist circumference. Along with a gradual reduction in ESR1 and ESR2 expression
accompanied by age increase.

Related to ESR1 a reduced gene expression in the study group was
observed compared to the control group, which may be related to the decrease in
beneficial effects resulting from the action of ERa. The present study evaluated
peripheral whole blood, in which the effects of E. on ERa are described as
leading to decreased production of pro-inflammatory cytokines, such as TNF and
IL-6, in cells of the immune system (Fish, 2008; Kramer et al., 2004; Tiwari-
Woodruff et al., 2007). These cytokines are elevated in diseases associated with
MetS, such as dyslipidemia, obesity, T2DM, and SAH (Chamarthi et al., 2011; He
et al., 2019; Lontchi-Yimagou et al., 2013).

Reduced ESR1 expression may also lead to the loss of the positive effects
of ERa action in mouse models, increasing the risk of developing cardiometabolic
disorders, such as reduced body and fat mass (Heine et al., 2000; Lemieux et al.,
2005), as well as improvements in the maintenance of glucose, insulin, and lipid
homeostasis (Campello et al., 2013; Ohlsson et al., 2000; Zhou et al., 2018).
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We also show an increase in ESR2 expression in obese as compared to
overweight participants. However, in mouse models, ERB reduces the risk of
developing obesity by reducing the mass of visceral and cutaneous adipose tissue
through increased energy expenditure and thermogenesis (Gonzalez-Granillo et
al., 2019; Ponnusamy et al., 2017). This increase may be related to the reported
association in postmenopausal women, compared to premenopausal women, of
higher concomitant expression of ERB and the enzyme 11BHSD1, which acts
releasing cortisol active form, additionally, 11BHSD1 levels are also increased in
central obesity in humans and mice, which stimulates visceral adipose tissue

accumulation (Mclnnes et al., 2012).

A decrease in ESR1 gene expression was shown in women with T2DM,
which may be related to the loss of ERa action in preventing T2DM. Since in mouse
models, the decrease or suppression of Esrl expression causes an increase in
glycemia and impaired glucose tolerance (Bryzgalova et al., 2006), the use of ERa
agonists such as PPT leads to increased expression and translocation of Glut-4 in
adipocytes and myocytes, improving glucose uptake (Campello et al., 2013), as
well as reducing pancreatic B-cell death by suppressing the expression of Chop
and Omal genes, both of which are involved in oxidative stress-induced apoptosis
(Zhou et al., 2018).

Regarding the influence of age on ESR1 gene expression, it was observed
that with increasing age there is a gradual decrease in gene expression. This
reduction is consistent with studies demonstrating a decrease in ESR1/Esrl
expression during aging through methylation of the CpG islands of the ESR1
promoter and increased oxidative stress in cells of the endothelium, vascular
smooth muscle, aorta, right atrium, colon, and glomerulus (Novensa et al., 2011;
Pereira-Simon et al., 2012; Post et al., 1999). Monocytes from postmenopausal
women who were not on estrogen replacement, as was the exclusion criterion of
this study, also showed lower levels of ERa compared to premenopausal women,
in addition to an increase in these levels after estrogen replacement (Ben Hur et
al., 1995). In contrast, Phiel et al. (2005) reported an increase in ERa expression
in monocytes from postmenopausal women compared to premenopausal women

and no significant difference in T and B cells.
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Similarly, our results showed that ESR2 gene expression gradually
decreased with older ages. Despite this finding, ERB increased expression was
observed in the cardiovascular tissue of aged compared to young mice (Novensa
et al., 2011), and in the adipose tissue of postmenopausal compared to
premenopausal women (Mclnnes et al., 2012). This may be due to a potentially
different regulation of ESR2 expression in the MetS compared to an individual
approach to their related cardiometabolic diseases.

In terms of the correlation analyses between the relative normalized
expression of ESR1, ESR2, NLRP3, and IL-18 genes, positive correlations were
observed in the study group between the expressions of ESR1 and ESR2, NLRP3
and IL-718, as well as ESR1 and NLRP3.

Given the positive association between the expression levels of ESR1 and
ESR2, it is relevant to emphasize that a balance between the proportions of ERa
and ERp is necessary to maintain the homeostasis. ESR1 and ESR2 levels vary
their expression according to tissue or cell type, they also can exert similar effects,
such as subtypes increasing energy expenditure by reducing adipose tissue
accumulation (Després and Lemieux, 2006; Ponnusamy et al., 2017), or act in an
antagonistic manner, such as the stimulation of GLUT4 protein expression by ERa
and the repression of this expression by ERB (Campello et al., 2013). Also, the
direct influence between ERs, such as ERB itself inhibiting the activity of ERa as a
transcription factor in breast cancer cell lines (T47D) (Matthews et al., 2006).

A positive correlation was observed between the gene expression of NLRP3
and IL-78, as they represent the initiation of the NLRP3 intracellular inflammasome
pathway and its main produced cytokine, IL-13 (Broz and Dixit, 2016). Regarding
the combined increase in ESR1 and NLRP3 expression, it has been reported that
women with MetS have elevated serum levels of NLRP3 (Al-Daghri et al., 2021).
Although the association between ERs and NLRP3/NIrp3 gene expression levels
has a specificity relative to the cell type, tissue, or even the pathology studied (Fan
et al., 2019; Wei et al., 2015; Xu et al., 2016). The increased NLRP3/NIrp3 gene
expression due the action of ERa has already been demonstrated in healthy
human colon cells (Fan et al., 2019) and in mast cells from endometriosis lesions

in mouse models (Guo et al., 2021).
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When correlating the clinical characteristics with the expression of the
investigated genes in women with MetS, negative correlations were observed with
age and the ESR1 and ESR2 genes. Supporting the results obtained in the
analysis of expression at 10-years intervals groups according to age, where in both
analyses, with the increase of age there is a reduction in the expression of both
genes.

Meanwhile, increased waist circumference was positively correlated with
NLRP3 expression, a finding consistent with higher NLRP3/NIrp3 expression
observed in adipose tissue of obese humans and mice (Esser et al., 2013;
Rheinheimer et al., 2017), and the increased serum NLRP3 levels reported in
women with MetS with increased waist circumference (Al-Daghri et al., 2021).

Given that current researches on the role of ERs in the individual
pathologies associated with the diagnosis of MetS focuses on animal and in vitro
models, it is expected that the findings presented in this study will contribute to the
understanding of the influence and expression patterns of the genes encoding the
ERs, ESR1 and ESR2, in humans with MetS, as well as for the inflammatory
markers NLRP3 and IL-18, particularly in women in the reproductive phase after

menopause.

5. Conclusions

In summary, the results obtained in this study indicate that postmenopausal
women with MetS, who constituted the study group, have a reduction in ESR1
expression compared to healthy controls in the same reproductive phase, in
addition to a gradual decrease in the expression of ESR1 and ESR2 with
increasing age. Considering the pathologies diagnosed in the study group, those
with T2DM have a reduction in ESR1 expression, and those with obesity have an
increase in ESR2 expression. In terms of correlation with pro-inflammatory
markers, NLRP3 gene expression was positively correlated with ESR1 expression
and with waist circumference measurement. Thus, these findings may expand the
knowledge of the expression patterns of the genes encoding ERa and ERB, ESR1
and ESR2, in MetS during the postmenopausal reproductive phase and how this

influences the expression of inflammatory markers NLRP3 and IL-18.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr. (a): para participar
como voluntario (a) da pesquisa : “Avaliacdo do status inflamatério na fase
reprodutiva e pés-menopausa de mulheres com diferentes graus de
estenose coronariana” que esta sob a responsabilidade da pesquisadora Maria
Eduarda Bezerra de Albuquerque Borborema, Av. da Engenharia, s/n° - 1° andar,
Prédio do CCS - Centro de Ciéncias da Saude - Cidade Universitaria, Recife -
PE, 50730-120, Departamento de Genética, Laboratorio de Genética e Biologia
Molecular Humana, LGBMH, Recife - PE, telefone para contato: 2126-8522, e-
mail: eduarda.borborema@ufpe.br. Este Termo de Consentimento pode conter
alguns topicos que o/a senhor/a ndo entenda. Caso haja alguma duavida,
pergunte a pessoa a quem esta lhe entrevistando, para que o/a senhor/a esteja
bem esclarecido (a) sobre tudo que esta respondendo. Apds ser esclarecido (a)
sobre as informacdes a seguir, caso aceite fazer parte do estudo, rubrique as
folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é
sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa o (a) Sr. (a) ndo
sera penalizado (a) de forma alguma. Também garantimos que o (a) Senhor (a)
tem o direito de retirar o consentimento da sua participacdo em qualquer fase da
pesquisa, sem qualquer penalidade. O (a) senhor (a) ndo pagarad nada para
participar desta pesquisa. Se houver necessidade, as despesas para a sua
participacdo serdo assumidos pelos pesquisadores. As informacbes desta
pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou
publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser
entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa (questionario e material
biologico), ficardo armazenados em pastas de arquivo e em computador pessoal,
sob a responsabilidade da pesquisadora Maria Eduarda Bezerra de Albuquerque
Borborema, no endereco acima informado, pelo periodo de 5 anos e apos esse
prazo o material sera devidamente descartado. Os dados coletados estdo
sujeitos a perda ou destruicao por se tratarem de materiais biolégicos e também
a um futuro encerramento do banco de dados. Considerando a autonomia,
integridade e respeito dos participantes dessa pesquisa, 0s pesquisadores se
comprometem a respeitar a Portaria do Ministério da Saude numero 2.201, de 14
de setembro de 2011, e que estabelece as Diretrizes Nacionais para
Biorrepositorio e Biobanco de Material Biolégico Humano com Finalidade de
Pesquisa.

ASPECTOS GERAIS DA PESQUISA:
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Objetivos: avaliar o perfil da inflamacgéo e da resposta imune de mulheres em
diferentes fases hormonais (idade fértil e pés-menopausa) diagnosticadas com
diferentes graus de aterosclerose.

Riscos: Para este estudo é necessario a coleta de informacdes atravées de

questionario que podera contar perguntas que podem causar algum

constrangimento ao voluntario (como por exemplo se € fumante, seingere bebida

alcodlica, se possui alguma autoimune, etc.), cabendo ao mesmo se recusar a

responder a pergunta caso julgue necessario. O questionario sera aplicado

individualmente, apenas entre o voluntarioe o responsavel e/ou condutor da

pesquisa. Para este estudo também é necessario coletar 4mL de sangue

periférico, em um tubo contendo anticoagulante EDTA (Acido etilenodiamino

tetra-acético), podendo ocorrer uma leve picada ou hematoma (mancha

arroxeada - no local da puncédo). Como forma de minimizar o0s riscos, as coletas

serdo feitas por profissionais competentes e devidamente treinados, comtodo o

material necessario: agulhas descartaveis, garrote, canhao, tubos de coleta,

blood stop, apoio para braco, alcool. Além disso, os profissionais estardo

utilizando todos os EPIs necessérios: Luvas, jaleco, mascara, touca e propé.

Nenhuma coleta sera realizada sem a autorizacdo prévia dos voluntarios. As

coletas e a aplicacdo do questionario serdo realizadas no Laboratério de

Hemodinamica do Hospital da llha do Leite, R. Dr. Jodo Asfora, 35 - Ilha do Leite,

Recife - PE, 50070-430 e Hospital das Clinicas daUniversidade Federal de

Pernambuco, Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitaria, Recife - PE,

50670-90. Todos os dados obtidos na pesquisa serdo preservados em arquivos

do Laboratério de Biologia Molecular, do Laboratério de Imunopatologia Keizo

Asami — LIKA/UFPE e nos computadores de acesso e responsabilidade do

pesquisador principal — Maria Eduarda Bezerra de Albuguerque Borborema,

havendo garantia da privacidade, da confidencialidade e do anonimato dos

individuos pesquisados, pelo periodo de 5 anos. Passado tal periodo, os

arquivos serdo descartados, garantindo o anonimato. A sua participagéo sera no

momento da coleta, podendo futuramente ser contatado para nova coleta de

dados.

Beneficios: Como beneficios indiretos, o presente projeto podera contribuir para
entender comodiferentes fases hormonais podem interferir no perfil inflamatério e
imunologico de mulheres com aterosclerose. Ou seja, 0 projeto vai ajudar a
esclarecer se e como 0s hormdnios femininos interferem see como 0s hormonios
femininos interferem favorecendo ou ndo o processo de formacao da
aterosclerose.O (a) Sr (a). tem o direito de ser mantido(a) atualizado(a) sobre os
resultados parciais da pesquisa, e caso seja solicitado, daremos todas as
informacgdes que solicitar. N6s nos comprometemos a utilizar os dadoscoletados
somente para pesquisa e 0s resultados serdo veiculados através de artigos
cientificos em revistas especializadas e/ou em encontros cientificos e congressos,
sem nunca tornar possivel sua identificagdo. Se o (a) senhor (a) concordar em
colaborar voluntariamente com a pesquisa e se ndo tiver nenhuma duavida,
gostariamos que assinasse este termo. Mesmo assinando, o (a) senhor (a) podera
recusar e/ou retirar 0 consentimento de participar da pesquisa a qualquer
momento sem prejuizo para ambas as partes. Em caso de davidas relacionadas
aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultaro Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da
Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-
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600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo 466/2012 CNS/MS e
complementares na elaboracéo do protocolo e na obtencdo deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido
uma copia deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado
pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o
material e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades
previstas neste documento ou conforme o consentimento dado pelo participante.

Pesquisador: Data: / /

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO

Eu, , CPF , abaixo assinado,
acredito ter sido suficientemente informado (a) a respeito do que li ou do que foi
lido para mim, descrevendo o estudo: "Avaliac&o do status inflamatério na fase
reprodutiva e pdés-menopausa de mulheres com diferentes graus de
estenose coronariana”. Ficaram claros quais s8o 0s propositos, 0s
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos, beneficios e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacéo € isenta de despesas e que tenho garantia de
acesso aos resultados e de esclarecer minhas duvidas a qualquer tempo.
Concordo voluntariamente em participar desta pesquisa e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o0 mesmo, sem penalidade
ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Assinaturas:

Voluntéario:

Testemunhas: 1 -

2 -
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ANEXO B — PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA

UFPE - UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PERNAMBUCO - o ) Plabaoforma
CAMPUS RECIFE - %“ﬂ

UFPE/RECIFE

CEP

Tonité de dca
HTI S CONEN

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo do status inflamatorio na fase reprodutiva e pos-menopausa de mubheres
com diferentes graus de estenose coronariana.

Pesquisador: Maria Eduarda Borborema

Area Temdtica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que n3o necessita de analise
etica por parte da COMER:):

Versao: 2

CAAE: 51231521.9.0000.5208

Instituigio Proponente: CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICIAS
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 5.120.281

Apresentagio do Projeto:

Trata-se da segunda vers3o do projeto de pesquisa cientifica apresentado ac Comité de Etica em Pesquisa
- CEP do Centro de Ciéncias da Salde (CCS)da Universidade Federal de Pemambuco — UFFE, que tem
como onentadora a Prof.® Dr2, Jagueline de Azevédo Silva

Sera realizado um estudo quantitativo, analitico, expermental, do tipo caso-controle,

As amostras dos pacientes serdo oriundas do setor de hemodinamica do Hospital da llha do Leite do
Recife/PE. Os individuos envolvidos no estudo serdo divididos em dois grandes grupes de homens e
mulheres. O grupo de mulhenes serd subdividido em dois grupes confiorme a faixa etaria, mulheres em idade
fertd e mulheres pos-menopausa. Fara fodos os grupos sera realizada a analise conforme os diferentes
graus de acometimento da placa ateroscerdtica.

A pesquisa sera desenvolvida no Laboratario de Biologia Molecular do LIKA/UFPE e no Laboratario de
Genetica e Biologia Molecular Humana (LGEMH ) do Departamento de Genética da UFPE.A amostragem
estimada & de 200 participantes.

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo Primario:

- Avalizr o perfl de expressdo de diversos genes da inflamagdo e da resposta imune em mulheres com
diferentes fases hormonais (idade fértil & pos-menopausa) diagnosticadas com diferentes

Enmdersgo: Av. das Engenfasria, sin, 1% andar, sala £ - Fridio do Centro de Cléndas da Saode

Babre: Cldade Universharna CEP: =0 7a0-=00
UF: FE Eunksiplo: RECIFE
Telefone: (81)2125-85E8 E-mall: cephumancs. ipsiiuipe. br
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graus de lesdo aterosclerobica;
Objetivo Secundanio:

- Criar um banco de dados de amostras biclogicas de acidos nucleicos, dados socio-demograficos e
exames laboratoriais de pacientes gue preencham os critérios de indusao,

- Avaliar 3 expressio do inflamassoma MLRP3,

- Comparar os dados obiidos entre homens & mulheres;

- Comparar os dados obfidos entre mulheres em diferentes fases reprodutivas (durante a menacme e pos-
mMenopausal;

- Comparar os dados obfidos com o grau de les3o evidenciada por angiografia coronariana, bem como com
o5 exames olinicos & caracteristicas socicdemograficas.
Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Fara este estudo & necessario a coleta de informagdes através de guestionario que podera contar perguntas
que podem causar algumvconstrangiments ao voluntario (como por exemplo se & fumante. se ingere bebida
aloodlica, se possui alguma autoimune, ete.), cabendo ao mesmo
S8 recusar a responder a pergunta caso julgue necessario. O gquestionario sera aplicado individualments,
apenas entre o voluntario e o responsavel efou condutor da pesquisa, no laboratotio de Hemodinamica do
Hospital da llha do Leite.

Fara este estudo também & necessario coletar 4ml de sangue periférico, em um tubo contzndo
anticoagulante EOTA -:ﬁ.n:il:ln etilenodiaming tetra-acético), podende ocorrer uma leve picada ou
hematomai{mancha amoxeada - no local da pungdo). Como forma de minimizar os riscos, as coletas serao
feitas por profissionais competentes e devidamente treinados, com todo o material necessario: agulhas
descartaveis,gamote, canhdo, tubos de coleta, blood stop, apoio para brago. alcool. Alem disso, os
profissionais estardo utilizando todos os EPIs
necessanos: Luvas, jalecs, mascara, touca & prope.

BEMEFICIOS: Como beneficios indiretos, o presente projeto podera contribuir para entender como a
Expressac génica, genes envolvidos no processo inflamatério causador da placa aterosclerotica e como se
comporta o padrac de express3o destes em mulheres na posmenopausa e na idade fértil,

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A aterosclergse & um processo multifatorial, inflamatdrio e cronico causador de doencas como o lAM e o
AVE, que apresentam alta taxa de morbidade e moralidade. O dismorfismo sexual entre

Enderesgo:  Av. daxs Engenfessra, sin, 1% andar, sala £ - Frédio do Centmo de Cléndas da Saode

Balro: Cldade Universitana CEP: =zp7ig-sm0
UF: FE Eunkdplo: RECIFE
Tedefonae: (81)2125-8588 E-mall: cephumancs. W peifiufpe.br
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homens e mulheres exerce papel importante frente a patogénese dessa doenga, sendo os hormdnios
estersides sexuais. como o estrogens, importantes moléculas reguladoras da resposta imune & da
inflamac3e. Desta forma. no intuite de aprofundar o estudo do carater inflamatorio da aterosclerose & a
influéncia de hormanios sexuais frente a sua patogénese, este projeto visa avaliar o perfll de expressao de
diverses genes da inflamagao e da resposta imune, e a frequéncia de polimorfismes de base nica (SNPs)
funcionais

nestes genes em mulheres com diferentes fases hormonais (idade fértil @ pos-menopausa) diagnosticadas
com diferentes graus de les3o aterosclerdtica.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:
estao adequadas

Recomendagdes:

sem recomendagies

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

APROVADO

Consideragtes Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo esta APROVADD, sendo liberade para o inicio da coleta de
dados. Informamos que a AF'FED"..W;E&D DEFIMITIVA do projeto 50 sera dada apos o envio do Relatdrio
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relataric Final para envia-lo via
“Motificagdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatdrio Final”, dispenivel no
site do CEPICCE/UFPE. Apos apreciapSo desse relatdrio, o CEF emitird nove Parecer Consubstanciado
definitivo pelo sistema Flataforma Brasil

Informarnos, ainda, que o (a) pesquisador (3) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quande perceber risco ou dano ndo previsto 20 woluntario paricipante (itlem V.3,
d3 HEEﬂIug-in CHNSMS N 466/12).

Eventuais modificagles nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMEMDA ao projete. identificande
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Fara projetos com mais de um ane de execugdo, & obrigatério gque o pesquisader responsavel pele
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatérios parciars das atividades desenvolidas no
pericdo de 12 meses a contar da data de sua aprovagao (item X¥.1.3.b., da Resolugdo CHNSMS N° 455/12).

Emdsrego: Av. dxs Engenhzsna, sin, 1% andar, sala £ - Fredio do Centro de Cléncas da Sa0de

Balmo:  Cldade Universitana CEP: =s0.7&0-s00
UF: FE Eunisiplo: RECIFE
Tedefona:  (51)2125-8588 E-mall: cephumancs. Ipeiiuipe. br
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Puostagem Autor Situagao
nformacgoes Basicas FE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 17112021 Aceito

do Projeto ROJETO 1818724 pdf 13:4045

Qutros Respostas_de_Pendencias.pdf 1711152021 |PEDRO HEMRIQUE | Aceito
1348068 |DUARTE OLIVEIRA

Progeto Detalhade ! |Projeto.pdf 171172021 |PEDRO HEMRIQUE | Aceito

Brochura 134821 |DUARTE OLIVEIRA

nvestigador

TCLE | Termos de | TCLE.pdf 17/11/2021 |PEDRO HEMRIQUE | Aceito

Azcentimento |/ 13:4E:10 |DUARTE OLIVEIRA

Justificativa de

| Aysénea

Cutros Temo_de_Compromisso.pdi 1711152021 |PEDRO HEMRIGUE | Aceito
134156 |DUARTE OLIVEIRA

Outros ColetaDados docx 18/08/2021 |PEDRO HEMRIQUE | Aceits
14:44-30 |DUARTE OLIVEIRA

Outros Vinculo.pdf 18/08/2021 |PEDRO HEMRIQUE | Aceits
14:4370 |DUARTE OLIVEIRA

Outros Temno_Confidencialidade . pdf 14/0872021 |PEDRO HEMRIQUE | Aceito
19:1127  |DUARTE OLIVEIRA

Cutros Cumiculol attes.)aqueline. pdf 14/08/2021 |PEDRO HEMRIQUE | Aceito
14:18:38  |DUARTE OLIVEIRA

Outros CurriculoLatteshatheus. pdf 14/08/2021 |PEDROC HEMRIQUE | Aceito
14:18:18 |DUARTE OLIVEIRA

Outros CurriculoLattesP edro. pdf 14/00/2021 |PEDRO HEMRIQUE | Aceito
14:17-57  |DUARTE OLIVEIRA

Outros CurriculoLattesThays. pdf 14/0872021 |PEDRO HEMRIQUE | Aceito
14:17:35  |DUARTE OLIVEIRA

Outros CuriculoLattesMania pdf 14/0872021 |PEDRO HEMRIQUE | Aceito
14:15:18  |DUARTE OLIVEIRA

Outros CartaAnuencialGen.pdf 130872021 |PEDRO HEMRIQUE | Aceito
17:50:14 |DUARTE OLIVEIRA

Outros Cartafnuencialika.png 130872021 |PEDRO HEMRIQUE | Aceito
17:6828  |DUARTE OLIVEIRA

Qutros CartafnuenciaHapvida.jpeg 130802021 |PEDRO HEMRIQUE | Aceito
17:6605 |DUARTE OLIVEIRA

Folha de Rosto FolhaDeRosto pdf 130872021 |PEDRO HEMRIQUE | Aceito
174840 |DUARTE OLIVEIRA

Situagido do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Mao

Emderego: Av. dxs Engenfacra, sin, 10 andar, sala £ - Frédio do Cenbro de Cléncias da Sa0de

Balro:  Cldade Universitara CEP: ©0.740-500
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@

Assinado por:
LUCIANG TAVARES MONTENEGRO
(Coordenadorial)

Emderego: Av. das Engenfexsia, sin, 1 andar, sala £ - Fridio do Centro de Cléncas da Sadde

Balmo: Cldade Universiana CEP: =0.7ag-s00
UF: FE Eunksiplo: RECIFE
Tedsfona:  (81)2125-8588 E-mall: cephumancs.wWpsiiuipe.br
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ANEXO C — CARTA DE ANUENCIA DO HOSPITAL DAS CLINICAS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

HOSPITAL DAS CLINICAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCD
Avenida Professor Moraes Rego, $/N - Bairro Cidade Universitéria
Recife-PE, CEP 50740-900
- http:/fhcufpe.ebserh_gov.br

Carta - SEI n 149/2022/SGPITS/GEP/HC-UFPE-EBSERH

Recife, dota da assinatura eletrénica.

CARTA DE ANUENCIA

2l da Instituicdo, estar ciente do

Informo para os devidos fins e efeitos legais, objetivando atender as exigéncias pars 2 obtencio de parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, & como representante leg
do Principal

", sob 3 i

MARIA EDUARDA BEZERRA DE ALBUQUERQUE BORBOREMA .

2

3

Dedlaro ainda conhecer & cumprir as orientagdes & determinagbes fixadas na Resolugdo n* 46, de 12 de dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Saide & demais legislagies complementares.

Ges éticas e legais, a Geréncia de Ensino e Pesquisa tem a liberdade de retirar a anuéncia a qualquer momento da pesquisa sem penalizagio

No caso do ndo i por parte do i das

alguma.

ES

Considerando que esta instituig3o tem condigdo para o desenvolvimento deste projeto, autorize 3 sua execugdo nos termos propestos mediante a plena aprovago do CEF competente.
(assinada elefronicamente)

Gerente de Ensino e Pesquisa

Documente assinado eletronicamente por Raquel Kelner Silveira, Chefe de Setor, em 11/07/2022, as 08:29, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto

n? 8.539, de 8 de outubro de 2015,

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://sei.ebserh.gov.br/seifcontrolador externo.phpracao=documento conferirid orgao acesso externo=0, informando o
codigo verificador 22727725 e o codigo CRC 989F5127.

Referéncia: Processo n? 23536.017365/2022-44 SEl n 22727725
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