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A sindrome metabdlica (MetS) é caracterizada por conjunto de fatores de risco
para doencas cardiovasculares e diabetes. As metaloproteinases (MMPs) séo
enzimas envolvidas na manutencdo da homeostase da matriz extracelular e um
desequilibrio entre suas concentracbes e as de seus inibidores enddgenos
(TIMPs) pode ter um papel importante nas modificacbes cardiovasculares
associadas com a MetS. Além disso, um estado inflamaté6rio crénico tem sido
descrito em pacientes com MetS e podem levar ao desenvolvimento de
aterosclerose. A hipotese deste estudo é que aumento nas concentragdes de
alguns marcadores pré-inflamatérios e um desequilibrio entre as concentragdes de
metaloproteinases de matriz extracelular (MMPs) e seus inibidores endogenos
(TIMPs) possam estar envolvidos na fisiopatologia da MetS. Para abordar esta
questao, foram estudados 25 individuos saudaveis (controles) e 25 pacientes com
MetS. As concentragdes plasmaticas de pr6o-MMP-2 e de pr6-MMP-9 foram
determinadas por zimografia. A concentracdo plasmatica de MMP-8, MMP-3,
TIMP-1, TIMP-2, proteina quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1), interleucina-6
(IL-6), molécula de adesao intracelular-1 (sICAM-1) e sP-selectina foram medidas
por kits de ELISA. Os resultados revelaram um aumento nas concentracdes de
sP-selectina, sICAM-1, MCP-1, IL-6, pro-MMP-9, MMP-8 e TIMP-1 em pacientes
com MetS comparados com controles saudaveis. Além disso, nenhuma diferenca
nos niveis de pro-MMP-2, MMP- 3 e TIMP-2 foi encontrada. Nossos resultados
sugerem que as MMPs podem ter um papel no aumento do risco cardiovascular
em pacientes com MetS e que intervencbes farmacoldgicas no alvo das MMPs,
especialmente a MMP-9 e a MMP-8 merecem maior atengdo em pacientes com
MetS.

Palavras-chave- Sindrome metabdlica, metaloproteinases, mediadores

pré-inflamatérios.
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The metabolic syndrome (MetS) denotes a clustering of cardiovascular and
diabetes risk factors. The metalloproteinase (MMPs) are enzymes involved in
maintaining the homeostasis of the extracellular matrix and an imbalance between
their concentrations and their endogenous inhibitors (TIMPs) may play important
role in the cardiovascular modifications associated with MetS. In addition, a chronic
inflammatory state has been described in patients with MetS, thus leading to the
development of atherosclerosis. We hypothesized that increased concentrations of
pro-inflammatory mediators and imbalanced concentrations of matrix
metalloproteinases (MMPs) and their endogenous inhibitors (TIMPs) may reflect
the pathophysiology of MetS. To address this issue, we studied 25 healthy subjects
and 25 MetS patients. The plasma levels of pro-MMP-2 and pro-MMP-9 were
determined by gelatin zymography. The plasma concentrations of MMP-8, MMP-3,
TIMP-1, TIMP-2, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), interleukin-6 (IL-6),
intercellular adhesion molecule (sICAM-1), and sP-selectin were measured by
ELISA kits. The results revealed an increase in sP-selectin, sICAM-1, MCP-1, IL-6,
pro-MMP-9, MMP-8, and TIMP-1 in MetS patients compared with healthy controls.
In addition, no differences in pro-MMP-2, MMP-3, and TIMP-2 levels were found.
These findings suggest that MMPs may have a role in the increased cardiovascular
risk of MetS patients and pharmacological interventions targeting MMPs, especially
MMP-9 and MMP-8 deserve further investigation in MetS patients.

Key words- Metabolic Syndrome, Matrix metalloproteinases, pro-inflammatory

mediators.
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3- Concentragédo reduzida de HDL:
Homens: HDL < 40mg/dL
Mulheres: HDL < 50mg/dL

4- Hipertensao arterial com PA sistélica 2130mmHg e diastélica = 85mmHg ou em

uso de medicamento anti-hipertensivo;

5- Glicemia de jejum = 100mg/dL ou diagndstico prévio de diabetes.

Algumas peculiaridades sao observadas em outros critérios de
diagndstico em relagéo ao apresentado acima. Os critérios usados pela WHO e
pelo EGIR consideram a presenga de resisténcia a insulina como um critério
obrigatério para o diagnéstico. Em contrapartida, o critério IDF considera a
presenca da obesidade abdominal como um critério obrigatério (Grundy, et al.,
2005).

A fisiopatologia da MetS é complexa e ainda ndo esta completamente
elucidada. De acordo com a literatura, tanto a obesidade abdominal quanto a
resisténcia a insulina tém sido consideradas principais causas da MetS (Cornier,
et al., 2008; Grundy, 2006). Esses dois componentes estdao fortemente
inter-relacionados. A insulina ndo esta envolvida apenas com o metabolismo de
carboidratos, mas também desempenha importante papel no metabolismo de
lipideos. Desta forma, acredita-se que um defeito na via de sinalizacio
dependente da insulina poderia prejudicar o metabolismo de lipideos e constituir
um mecanismo chave para o desenvolvimento de MetS, principalmente nos
tecidos adiposos em que resultaria em um quadro de dislipidemia. Por outro lado,
outros pesquisadores sugerem que esse defeito na sinalizagdo da insulina
realmente ocorre em pacientes com MetS, embora seja secundario a um disturbio
intracelular de lipideos nos tecidos, que esta presente principalmente quando ha

um sobrepeso (Shaw, et al., 2005).

Introducéo
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1.1- Sindrome Metabdlica

O conceito de Sindrome Metabdlica (MetS) é conhecido ha cerca de
80 anos e € definido como uma constelacdo de disturbios metabdlicos que
representam fatores de risco para o desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares e diabetes tipo 2. Esse conceito foi primeiramente descrito na
década de 1920 por Kylin que observou uma associagdo entre hipertensao,
hiperglicemia e gota. Mais tarde, em 1974, Vague chamou atencdo para a
presenca de alteracbes metabdlicas relacionadas com a obesidade abdominal.
Em 1998, Reaven relacionou esse conjunto de fatores de risco metabdlico com a
resisténcia a insulina e deu origem as termo “sindrome X" ou sindrome da

resisténcia a insulina (Eckel, et al., 2005).

Apesar do grande numero de critérios para o diagndstico da MetS,
vem sendo proposto atualmente que resisténcia a insulina, hiperglicemia,
dislipidemia, obesidade abdominal e hipertensdo sejam as caracteristicas chaves
consideradas para o seu diagnostico (Shaw, et al., 2005). Além disso,
frequentemente um estado pré-trombdtico e pro-inflamatério vem sendo
considerado nos pacientes com MetS, ainda que ndo sejam necessariamente

utilizados como critério para o diagnéstico. (Grundy, 2006).

De acordo com os critérios estabelecidos pelo NCEP-ATP 111-2001 e
pela AHA, o diagnostico de MetS é dado pela presenga de pelo menos 3 dos

seguintes componentes:

1- Presenca de obesidade abdominal estimada pela circunferéncia abdominal:
Homens: circunferéncia abdominal > 102cm
Mulheres: circunferéncia abdominal > 88cm

2- Concentracao plasmatica de triglicérides = 150mg/dL ou em uso de medicagao

hipolipemiante;

Introdugéo
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O diagnostico e o tratamento precoce da MetS sdo de fundamental
importancia uma vez que evidéncias na literatura mostram que a presencga da
MetS esta fortemente associada a um aumento da taxa de morbidade e
mortalidade cardiovascular (Isomaa, et al., 2001; Malik, et al., 2004). Pacientes
com MetS apresentam um aumento de até 2 vezes no risco relativo de
desenvolver doencas cardiovasculares, especialmente doenca aterosclerética, e
de até 5 vezes o risco relativo de desenvolver diabetes tipo 2 (Grundy, 2006;
Shaw, et al., 2005). Além disso, a presengca de MetS esta relacionada com a
incidéncia de infarto do miocardio e com a ocorréncia de acidente vascular

encefalico (Ninomiya, et al., 2004).

A progressao do quadro de MetS segue praticamente um mesmo
padrao, apesar de haver pequenas variagdes entre os individuos, onde os mais
susceptiveis terdo uma progressao mais acelerada. Geralmente, a MetS tem inicio
com o surgimento da obesidade abdominal e/ou resisténcia a insulina.
Nos estagios iniciais, estas alteracbes metabodlicas ndo sdo tdo acentuadas;
porém, com o passar do tempo, vao ficando mais evidentes e podem levar ao
inicio de processos aterogénicos e, consequentemente, de doencgas
cardiovasculares ateroscleréticas. Além disso, 0 avango de alteragées metabdlicas
nesses individuos pode levar ao desenvolvimento de diabetes tipo 2, fato que
aumenta ainda mais os risco de desenvolver doengas cardiovasculares como ja
mencionado anteriormente. Quando a MetS progride até esse estagio,
surgem algumas complicagdes metabdlicas e ha a necessidade de intervengdes

terapéuticas.

Alguns outros fatores como a inatividade fisica, o avanco da idade,
desequilibrio hormonal e alteragdes em fatores genéticos podem agravar a MetS.
Tanto com o avango da idade quanto com a presenca de sedentarismo ha uma
diminuicdo da massa muscular e, consequentemente, um aumento da quantidade
de gordura corporal que pode agravar a resisténcia a insulina. Nesse sentido,
mudangas no estilo de vida como uma dieta equilibrada e um programa de
exercicios fisicos regulares podem melhorar o prognodstico da doenga
(Grundy, 2006).

Introducéo
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Em virtude do grande numeros de critérios para o diagnostico da MetS,
bem como das peculiaridades de cada um, o estudo da prevaléncia da MetS é
dificultado e muitas vezes, dependendo do critério utilizado, ha grande disparidade
em relagao ao resultado apresentado. Além disso, os resultados variam de acordo
com as caracteristicas (sexo, idade, raca e etnia) das populagdes consideradas
em cada grupo de estudo (Cornier, et al., 2008; Shaw, et al., 2005). De qualquer
forma, a incidéncia da MetS em todo o mundo é relativamente alta,
tendo aumentado nas ultimas décadas, em virtude do aumento da incidéncia de
obesidade e diabetes (Grundy, 2008). Na populagcdo americana adulta a
prevaléncia de MetS estda em torno de 24% (Ford, 2005; Ford, et al., 2002).
Independente do critério utilizado para o diagnostico da MetS, ha um consenso
que sua prevaléncia aumenta com o avanco da idade (Ceska, 2007), sendo que
nos Estados Unidos a prevaléncia de MetS aumenta de 7% em pacientes com
20 a 29 anos para 44% em pacientes com idade entre 60 a 69 anos (Ford, et al.,
2002).

1.2- Metaloproteinases (MMPs) e seus inibidores endégenos (TIMPs)

As metaloproteinases da matriz extracelular conhecidas também como
matrixinas ou MMPs, sdo enzimas zinco-dependentes com capacidade de
degradar componentes da matriz extracelular (ECM) como colageno, elastina,
proteoglicanas, entre outros (Visse and Nagase, 2003). As MMPs tém importantes
papéis tanto em processos fisolégicos como o desenvolvimento embrionario,
morfogénese e angiogénese, reproducdo, reabsorgcdo e remodelagem tecidual,
quanto em processos patolégicos como hipertensdo, doenga periodontal,
destruicdo de cartilagem em artrite, ruptura de placa aterosclerética, reestenose
miocardica, desenvolvimento de aneurismas, metastase tumoral, degeneracao

macular, entre outros (Raffetto and Khalil, 2008).

Atualmente mais de 25 tipos de MMPs diferentes foram identificadas de
acordo com a estrutura e com o tipo de substrato que preferencialmente sao

degeadados por elas. Basicamente sdo divididas em 6 grupos: colagenases

Introdugéo
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(MMP-1, MMP-8, MMP-13 e MMP-18), gelatinases (MMP-2 e MMP-9),
estromelisinas (MMP-3, MMP-10 e MMP-11), matrilisinas (MMP-7, MMP-11 e
MMP-26), MMPs tipo membrana (MT1-MMP ou MMP-14, MT2-MMP ou MMP-15,
MT3-MMP ou MMP-16 e MT4-MMP ou MMP-17, entre outras) e um grupo
classificado como “outras”, que apresenta grande diversidade quanto a estrutura e
ao substrato que degradam (MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21, MMP-23, entre
outras) (Nagase, et al., 2006).

Dentro dessa grande diversidade de enzimas, as gelatinases A e B,
conhecidas respectivamente como MMP-2 e MMP-9, representam uma subfamilia
de MMPs com importante papel em algumas doengas principalmente do sistema
cardiovascular, incluindo aterosclerose, isquemia e aneurisma (Chow, et al.,
2007). A MMP-2 é imensamente distribuida e constitutivamente expressa pela
maioria das células do tecido conjuntivo (fibroblastos), células endoteliais e células
epiteliais, enquanto que a MMP-9 é expressa, sintetizada e secretada por uma
grande variedade de células inflamatodrias (macrofagos alveolares, neutrdfilos,
eosindfilos e células epiteliais). A MMP-2 ativada (72 kDa) tem a capacidade de
degradar os colagenos tipo |, IV e V e gelatina (colageno desnaturado),
conduzindo a renovagao da membrana basal e a MMP-9 ativada (92 kDa) exerce
uma fungdo importante na remodelagdo e reparo de tecidos, através da
degradagdo dos colagenos tipo IV e V e gelatina (Ohbayashi, 2002), bem como
um importante valor progndstico para doengas cardiovasculares (Blankenberg,
et al., 2003; Garvin, et al., 2008).

Dentro da subfamilia das colagenases, a MMP-8, conhecida também
como colagenases neutrofilica ou colagenase de neutrdfilos, estd presente em
macrofagos, em células musculares lisas da capa fibrosa das placas
ateroscleroticas e no endotélio dos ateromas, o que pode contribuir para o
processo de remodelamento do colageno e inflamagao presente na aterosclerose
(Lemaitre and D'Armiento, 2006). Além da presenca em lesdes aterosclerdtica e
de sua contribuicdo para a ruptura das placas pela degradagao preferencial de
colageno tipo I, a MMP-8 tem sido associada ndo apenas com a presenga,

mas também com a severidade de doenga coronariana (Kato, et al., 2005).

Introducéo
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A MMP-3, conhecida também como estromelisina-1, é capaz de
degradar uma grande variedade de componentes da matriz extracelular
(proteoglicanos, fibronectina, laminina, caseina, gelatina, colageno, entre outros)
além de poder participar da ativagao de outras MMPs como a MMP-9 e a MMP-8
(Lemaitre and D'Armiento, 2006; Visse and Nagase, 2003). O papel da MMP-3 no
desenvolvimento e progressdo das lesbes aterosclerdticas é ainda controverso.
Enquanto alguns estudos mostram haver aumento nos niveis circulantes de
MMP-3 em lesbes ateroscleréticas (Beaudeux, et al., 2003; Galis, et al., 1994),
outros estudos mostram haver diminuicdo (Noji, et al., 2001). Em modelo animal,
a MMP-3 mostrou ter papel duplo nas lesdes aterosclerdticas: contribui para a
reducdo do tamanho das placas por degradar componentes da matriz extracelular
e, ao mesmo tempo, promoveu a formagéo de aneurisma arterial pela degradagao
da lamina elastica, sugerindo que a MMP-3 pode atenuar o processo aterogénico,
sem excluir a possibilidade da ruptura das placas (Silence, et al., 2001).
Dessa forma, podemos sugerir que nem todas as MMPs possuem um papel

pré-aterogénico.

A estrutura tipica das MMPs contém um peptideo de sinalizagdo na
regido N-terminal que permite a secregao e o transporte da enzima. Ha também
um dominio pro-peptidico ou pro-dominio cuja fungdo € proteger o dominio
catalitico da enzima, além de um dominio catalitico contendo uma sequéncia
conservada na qual trés residuos de histidina forma um complexo com o zinco e
um dominio hemopexin na regidao C-terminal que €& conectado ao dominio
catalitico por uma regiao flexivel e que permite a ligacdo de outras proteinas que
podem alterar a atividade das MMPs. Uma peculiaridade do dominio catalitico das
gelatinases (MMP-2 e MMP-9) é a presencga de trés dominios de fibronectina que
permite a ligacdo e a consequente degradagao de colagno tipo IV ou colageno

desnaturado (gelatina) (Chow, et al., 2007; Nagase and Woessner, 1999)

Geralmente as MMPs sao secretadas na forma de seus precursores
inativos (zimogénios ou na forma de pr6-MMP), cuja laténcia é mantida através da

interacdo entre o residuo de cisteina presente no dominio pro-peptidico,
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e o ion zinco no dominio catalitico, bloqueando seu acesso ao substrato.
A quebra da interagéo entre o grupamento tiol e o ion zinco permite a clivagem do
dominio pré-peptidico, deixando o sitio catalitico livre para interagdo com o
substrato (Nagase, 1997; Stamenkovic, 2003). O rompimento dessa ligagdo pode
ocorrer por diferentes mecanismos: 1) clivagem direta do pré-dominio por outras
proteases, inclusive por membros de subfamilias especificas das proprias MMPs;
2) redugdo do grupamento tiol por agentes oxidantes e espécies reativas de
oxigénio e alguns reagentes contendo metais pesados; 3) perturbagao alostérica
da forma zimogénica, entre outros mecanismos (Ra and Parks, 2007).
Tais mudancas conformacionais que ocorrem durante a ativagdo das MMPs
representam a base para a deteccdo das formas latentes e ativas das MMPs

por zimografia (Galis and Khatri, 2002).

Além da alteragcdo entre as forma de zimogénio ativa e inativa,
a atividade das MMPs também pode ser regulada por meio da transcrigao génica,
da ativacéo pdés-traducional dos zimogénios e através de sua interagdo com seus
inibidores teciduais, os TIMPs (Chakraborti, et al., 2003; Galis and Khatri, 2002).
Desta forma, com a regulacao da atividade catalitica das MMPs, podemos impedir
a extensa degradacdo dos componentes importantes da ECM e,

consequentemente, alguns danos teciduais.

Os TIMPs representam um grupo de inibidores enddégenos
nao-seletivos das MMPs, capazes de inibir e, desta maneira, modular a atividade
proteolitica dessas enzimas. Em humanos, quatro membros diferentes de TIMPs
foram caracterizados e sdo designados por TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4.
Esses inibidores sdo expressos em uma grande variedade de tipo celular e estéao
presentes na maioria dos tecidos e fluidos corporais. Os TIMPs inibem as MMPs
em uma propor¢gao estequiométrica de 1:1 através da interacdo da regiao
N-terminal da molécula de TIMP com o sitio ativo das MMPs (Gill and Parks,
2008). Apesar dos TIMPs n&o possuirem seletividade para as MMPs, o TIMP-1 é
conhecido como inibidor preferencial da MMP-9, enquanto que o TIMP-2 inibe
preferencialmente a MMP-2 (Lambert, et al., 2004).
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Apesar de conhecidos na literatura por sua capacidade de inibir a
atividade das MMPs, os TIMPs possuem outras fungdes biolégicas. O TIMP-1 e o
TIMP-2 apresentam atividade mitogénica em uma grande variedade de tipos
celulares (Nagase and Woessner, 1999). Além disso, em baixas concentragbes o
TIMP-2 participa da ativacdo da pro-MMP-2 juntamente com a MMP-14,
uma MMP de membrana (Nagase, et al., 2006; Ra and Parks, 2007).

O balancgo entre as atividades de MMPs e TIMPs determina a dindmica
na ECM em um determinado momento. Em algumas doengas, principalmente as
do sistema cardiovascular, em que ha um desequilibrio na atividade das MMPs,
as mudancas nos niveis dos TIMPs sao importantes, ja que podem afetar a
atividade dessas enzimas (Visse and Nagase, 2003). Um aumento nos niveis
circulantes de MMPs sem um aumento concomitante dos niveis de TIMPs,
resulta na destruigao tecidual, podendo levar a um processo de remodelamento
vascular associado a aterosclerose, aumentando dessa forma o risco
cardiovascular (Gomez, et al., 1997). Desta forma, as MMPs vém sendo
consideradas como importantes alvos terapéuticos e aumenta a cada momento o
interesse em desenvolver alguns inibidores, especialmente os seletivos, para as
MMPs. Alguns inibidores estdo sendo testados principalmente em doencgas de

natureza inflamatoria como o céncer (Hu, et al., 2007).

Em relacdo a MetS, poucos estudos na literatura avaliaram até o
presente momento as concentragbes de MMPs e TIMPs nesses pacientes
(Cicero, et al., 2007; Miksztowicz, et al., 2008). Um desequilibrio entre as
concentracdes de MMPs e/ou TIMPs pode ter um papel importante em relagao as
modificacdes cardiovasculares associadas a MetS. O primeiro trabalho que
avaliou as concentragdes plasmaticas de MMPs e TIMPs em pacientes com MetS
mostrou que os niveis plasmaticos de MMP-9 e TIMP-1 encontram-se
significativamente aumentados em pacientes com MetS quando comparados com
0 grupo controle, enquanto que nenhuma alteragéo foi encontrada em relagéo a
concentragdo plasmatica de MMP-2 nesses dois grupos (Cicero, et al., 2007).

Contrariando esses achados, posteriormente, outro trabalho mostrou haver um
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aumento significativo nos niveis plasmaticos de MMP-2 em mulheres com MetS
(Miksztowicz, et al., 2008). Em relacdo a MMP-8, o unico trabalho que existe na
literatura considera amostras de soro e mostra que os niveis circulantes de MMP-8
encontram-se significativamente aumentados em pacientes com MetS (Aquilante,
et al., 2007). Nenhum trabalho até o presente momento avaliou os niveis

plasmaticos da MMP-3 em pacintes com MetS.

1.3- Marcadores Inflamatorios e Aterosclerose

Um estado inflamatério crénico acompanhado de um quadro de
comprometimento da formacao de 6xido nitrico e disfungdo endotelial tem sido
observado em pacientes com MetS e pode levar ao desenvolvimento de
aterosclerose (Gomes, et al.,, 2008; Koh, et al., 2005; Pischon, et al., 2008).
O processo aterosclerético € desencadeado por uma inflamagao vascular crénica
cujo inicio € um processo complexo e multifatorial, no qual uma injuria nas
paredes dos vasos pode ativar células endoteliais e musculares lisas que passam
a sintetizar alguns tipos de proteinas pro-inflamatorias importantes (Koh, et al.,
2005). Dentre as proteinas pro-inflamatdrias, moléculas de adesao, quimiocinas e
citocinas inflamatodrias e fatores de crescimento estdo frequentemente presentes
nas placas aterosclerdticas e podem conduzir a eventos clinicos relevantes
(Gonzalez and Selwyn, 2003; Libby, 2002).

As moléculas de adesao celular participam do processo inflamatério
caracteristico na aterosclerose. Essas moléculas medeiam o recrutamento e a
migracdo de leucdcitos através da superficie endotelial em resposta a algumas
citocinas inflamatdrias e tem um importante papel no inicio do processo
aterosclerético. Trés grupos de moléculas de adesao sdo bem caracterizados: as
integrinas, as selectinas (L-selectina, E-selectina, P-selectina) e alguns membros
da familia das imunoglobulinas (VCAM-1, ICAM-1). Enquanto as selectinas séo
responsaveis em grande parte pelo rolamento leucocitario inicial, as moléculas de

adesao ICAM-1 e VCAM-1 desempenham importantes papéis na adesdo e na
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migracdo posterior desses leucécitos através da superficie do endotélio
(Schram and Stehouwer, 2005).

A P-selectina € uma molécula expressa em plaquetas ativadas e o
rolamento de células inflamatdrias mediadas por essas moléculas € importante
tanto em processos inflamatérios quanto na manutencdo da homeostase
(Gokulakrishnan, et al., 2006; McEver, 1991). Ja a molécula de adeséao
intracelular-1(ICAM-1) é expressa em células endoteliais, células musculares lisas
e mondcitos, ficando aderida a membranas podendo participar a adesdo de
monacitos, linfocitos e neutrdfilos. Sua forma soluvel (s-ICAM-1) é detectada no
plasma e esta diretamente associada com sua quantidade ligada a membranas
(Schram and Stehouwer, 2005).

Além das moléculas de adesdo citadas acima, a proteina
quimioatarente de mondcitos-1 (MCP-1) desempenha importante papel no
recrutamento dos leucécitos para dentro da camada intima, facilitando a migracao
dos leucétcitos através da parede do endotélio por diapedese (Libby, 2002).
MCP-1 representa um fator quimiotatico especifico para mondécitos/macréfagos e
seu importante papel na patogénese de doencgas crénicas € mediado através de
sua interacdo com receptores CCR2 (Chacon, et al.,, 2007). Pode causar um
quadro de inflamagdes vascular crénica e induzir trombose, proliferagcdo e
migragdo de células musculares lisas, angiogénese e stress oxidativo.
Estudos apontam para um aumento da produgdo de MCP-1 por células endoteliais
e musculares lisas na presenca de disfungcao endotelial e fatores de risco para

aterosclerose (Egashira, 2003).

Dentro da camada intima, os mondcitos adquirem caracteristicas
morfolégicas de macrofagos e passam a contribuir para a formagéao das células
esponjosas que caracterizam o primeiro estagio de lesdo ateroscleroética.
Além disso, colaboram para o aumento da secrec¢ao de fatores de crescimento e
citocinas inflamatérias como a interleucina-6 (IL-6) que irdo contribuir para a
progressao e, consequentemente, para complicagdes frequentemente observadas

em aterosclerose (Libby, 2002). A IL-6 € uma citocina pré-inflamatéria produzida
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por uma variedade de tipos celulares (mondcitos, fibroblastos, células endoteliais,
adipdcitos, entre outras) que tem importante papel nas lesbes aterosclerdticas,
mediando a amplificagdo dos sinais pro-inflamatorio dentro das placas
(Blake and Ridker, 2002; Sutherland, et al., 2004). Os niveis circulantes de IL-6
correlacionam-se positivamente com a presenga de obesidade, resisténcia a
insulina e hipertensdo e altos niveis s&o observados em pacientes com
aterosclerose, diabetes tipo 2 e MetS (Mathieu, et al., 2006; Sutherland, et al.,
2004).

Apoiando o que foi mencionado anteriormente, estudos recentes que
enfocam a vulnerabilidade de placas ateroscleréticas comprovam o risco
cardiovascular aumentado em pacientes com MetS. Estes pacientes,
quando comparados com o grupo sem MetS, apresentam ndo apenas placas de
ateroma com volume maior, mas também anormalidades mais acentuadas nessas

placas, como alto nivel de calcificagao e de lipideos (Hitsumoto, et al., 2007).

Em relagdo a MetS, a avaliagcdo de marcadores inflamatérios como as
moléculas de adesdo e citocinas tem sido frequente e €& de fundamental
importancia uma vez que essas moléculas vém emergindo como moléculas
candidatas promissora para o entendimento da inflamagao vascular presente na
aterosclerose e vém sendo sugeridas como marcadores capazes de predizer o

risco de eventos cardiovasculares (Willerson and Ridker, 2004).
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2- OBJETIVOS



O objetivo do presente estudo foi avaliar se ha alguma alteracdo nos
niveis circulantes de MMPs e seus inibidores enddgenos, os TIMPs, bem como de
alguns marcadores inflamatérios em pacientes com Sindrome Metabdlica.
Para testar esta hipotese, foram avaliados os niveis circulantes de alguns
marcadores inflamatérios como as moléculas de adesdo sICAM-1 e sP-selectina,
da proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) e da interleucina-6 (IL-6).
Além disso, foram medidos o0s niveis circulantes das metaloproteinases,
pr6-MMP-2, MMP-3, MMP-8 e pr6-MMP-9, e de seus inibidores enddgenos,
o TIMP-1 e o TIMP-2.

Objetivos
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Background: Metabolic syndrome (MetS) predisposes to cardiovascular complications. Increased concentra-
tions of pro-inflammatory mediators and imbalanced concentrations of matrix metalloproteinases (MMPs)
and their inhibitors (TIMPs) may reflect the pathophysiology of MetS. We compared the circulating levels of
MMPs, TIMPs, and inflammatory mediators in MetS patients with those found in healthy controls,
Methods: We studied 25 healthy subjects and 25 MetS patients. The plasma levels of pro-MMP-2 and pro-
MMP-9 were determined by gelatin zymography. The plasma concentrations of MMP-8, MMP-3, TIMP-1,
TIMP-2, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), interleukin-6 (IL-6), intercellular adhesion molecule
(sICAM-1), and sP-selectin were measured by ELISA kits.

Results: We found higher sP-selectin, sICAM-1, MCP-1, and IL-6 {all P<0.05) concentrations in MetS patients
compared with healthy controls. No differences in pro-MMP-2, MMP-3, and TIMP-2 levels were found (all
P=0,05). However, we found higher pro-MMP-9, MMP-8, and TIMP-1 levels in MetS patients compared
with healthy controls (all P<0.05).

Conclusions: Patients with MetS have increased circulating concentrations of pro-MMP-9, MMP-8, and TIMP-
1 that are associated with increased concentrations of pro-inflammatory mediators and adhesion molecules.
These findings suggest that MMPs may have a role in the increased cardiovascular risk of MetS patients.
Pharmacological interventions targeting MMPs, especially MMP-9 and MMP-8 deserve further investigation
in MetS patients.
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1. Introduction process and may lead to clinical events | 12]. More recently, however, a

few studies have suggested that imbalanced concentrations of

Metabolic syndrome (MetS) is defined as a clustering of risk
factors associated with increased risk for diabetes and cardiovascular
diseases [1,2]. Although many diagnostic criteria have been proposed
for MetS, insulin resistance, hyperglycemia, dyslipidemia, abdominal
obesity, and hypertension are recognized as key features [3].
Importantly, the prevalence of MetS has increased significantly over
the past two decades, and this increase is strongly associated with the
global epidemic of obesity and diabetes [4-6].

A chronic inflammatory state associated with impaired nitric oxide
formation and endothelial dysfunction has been described in patients
with MetS, thus leading to the development of atherosclerosis in these
patients [7-11], Increased concentrations of pro-inflammatory med-
iators and growth factors also play a major role in the atherosclerotic

* Corresponding author. Tel.: +55 16 3602 3163; fax: 455 16 3633 2301.
E-mail address: tanus@fmrp.usp.br (J.E. Tanus-Santos).

0009-8981/5 - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cca.2009.02.013

members of the matrix metalloproteinase (MMPs) family and their
inhibitors, the tissue inhibitors of MMPs (TIMPs), may play a role in
the cardiovascular modifications associated with MetS [13,14]. This is
very important because experimental and clinical studies have shown
that altered expression or activity of MMPs and/or TIMPs are
implicated in the pathophysiology of a variety of cardiovascular
diseases [15-21]. However, very few studies have shown significant
alterations of circulating MMPs/TIMPs concentrations in MetS
patients and contrasting conclusions have been reported [13,14]. For
example, while increased MMP-2 levels were reported in women with
MetS [14], another study showed MMP-2 levels in MetS patients that
were similar to those found in healthy controls [13]. In addition, there
is only one study showing increased serum MMP-8 concentrations in
MetS patients compared with those without MetS [22]. However,
artificially higher MMP-8 concentrations are found in serum samples
compared with plasma samples [23], thus casting doubts on the
relevance of these previous MMP-8 results [22].
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Table 1
Clinical and laboratorial characteristics of study subjects.

Controls Metabolic syndrome
N 25 25
Sex (M/F) 1/14 13/12
Age (years) 49.4+23 455424
Waist Circumference (cm) 8842 107 +2*
BMI (kg/m?) 24341 334+1
SAP (mmHg) 11942 140+ 2%
DAP (mmHg) T4+£2 9142
HDL(mg/dl) 5142 3842¢
LDL (mg/dl) 115+5 12346
Total Cholesteral (mg/dl) 191+6 201+£6
Triglycerides (mg/dl) 12147 213413
Glycemia (mg/dl) 8041 107 + 4%

Values are the mean + 5.E.M.; BMI = body mass index: SAP = systolic arterial pressure;
DAP = diastolic arterial pressure.
* P<0.05 vs. healthy controls,

Given the importance of MMPs, especially MMP-2, MMP-9, MMP-
8, and MMP-3, to the pathological vascular remodeling associated
with many cardiovascular diseases [24-26], and the increased
cardiovascular risk of MetS patients [1,2], we examined in the
present study whether there are significant alterations in the
circulating levels of MMP-2, MMP-9, MMP-8, MMP-3, TIMP-1, and
TIMP-2 in MetS patients compared with those found in healthy
subjects, Moreover, to further confirm that these patients are at a
pro-inflammatory state, we have also measured the circulating
concentrations of inflammatory markers such as monocyte che-
moattractant protein-1 (MCP-1), interleukin 6 (IL-6), and cell
adhesion molecules including intercellular adhesion molecule
(sICAM-1), and sP-selectin.
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2. Materials and methods
2.1. Subjects and study protocol

The study protocol was approved by the Institutional Review Board of the
University of Sao Paulo Medical School, and each subject provided written informed
consent. Fifty subjects were studied, including 25 patients (13 men and 12 women)
with MetS selected from the routine outpatient clinic of the Heart Institute, and 25
healthy controls (11 men and 14 women) randomly selected from the local population
and unrelated to the patients. All participants underwent a complete medical history
and physical examination. The subjects were non smokers and abstainers or only
maoderate alcohol consumers (<25 g/d). Participants with evidence of cardiovascular,
renal, hepatic, gastrointestinal, pulmonary, endocrine or oncological diseases were
excluded. None was receiving antioxidant vitamin suppl ntation or drugs known to
affect lipoprotein metabolism. Metabolic syndrome was defined according to the
American Heart Association/National Heart, Lung, and Blood Institute Scientific
Statement [27].

2.2, Laboratory tests

Blood samples for serum lipid profile and glycemia determinations were obtained
after at least 12 h of fasting and always at the same period of the menstrual cycle in
women. Total plasma cholesterol, triglycerides, glycemia and high-density lipoprotein
cholesterol (HDL-C) levels were measured by commercially available kits using
standardized techniques. The low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) was
calculated.

2.3, SDS-polyacrilamide gel electrophoresis (PAGE) gelatin zymography of MMP-9 and
MMP-2

Gelatin zymography of MMP-9 and MMP-2 from plasma was performed as
previously described [28-31]. Briefly, plasma samples were subjected to electrophor-
esis on 7% SDS-PAGE co-polymerized with gelatin (1%) as the substrate. After
electrophoresis was complete, the gel was incubated for 1 h at room temperature in
a 2% Triton X-100 solution, and incubated at 37 °C for 16 h in Tris-HCl buffer, pH 7.4,
containing 10 mmol/1 CaCl,. The gels were stained with 0.05% Coomassie Brilliant Blue
G-250, and then destained with 30% methanol and 10% acetic acid. Gelatinolytic
activities were detected as unstained bands against the background of Coomassie blue-
stained gelatin. Enzyme activity was assayed by densitometry using a Kodak
Electrophoresis Documentation and Analysis System (EDAS) 290 (Kodak, Rochester,
NY). The pro form of MMP-2 and MMP-9 were identified as bands at 72 and 92 kDa,
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Fig. 1. Plasma sP-selectin (panel A), sICAM-1 (panel B), MCP-1(panel C), and IL-G (panel D) concentrations in controls (N = 25) and in patients with metabolic syndrome {MetS;
N=25). The bar shows the median value. sICAM-1: intercellular adhesion molecule 1; MCP-1: monocyte chemoattractant protein 1; IL-6: interleukin-6. *P<0.05 vs. controls.
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Fig. 2. Representative zymogram of plasma samples from controls (C) and from patients
with metabolic syndrome (MetS). The marker lane shows the bands corresponding to
gelatinases (225, 130, 92, and 72 kDa) from whole blood. Std shows the 72 kDa band
(pro-MMP-2]) from fetal bovine serum, which was used and a standard to normalize the
data from all the gels, thus allowing between gel comparisons. Panels B and C show Pro-
MMP-2 and Pro-MMP-9 concentrations, respectively, in controls (N=25) and in
patients with metabolic syndrome (MetS: N=25). The bar shows the median value.
*P<0.05 vs. controls.

respectively, by the relation of log Mr to the relative mobility of Sigma SDS-PAGE LMW
marker proteins.

2.4, Enzyme immunoassays of MMP-8, MMP-3, TIMP-1, TIMP-2, sP-selectin, IL-6, SICAM-1,
and MCP-1

The plasma concentrations of MMP-8, MMP-3, TIMP-1, TIMP-2, sP-selectin, IL-6,
sICAM-1, and MCP-1 were measured with commercially available enzyme-linked
immunosorbent assay kits according to manufacturer's instructions. The former & were
from R&D Systems, Inc., Minneapolis MN, and the latter 2 were from BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA.

2.5, Statistical analysis

All the results were expressed as mean =+ SEM (Table 1) or are shown as scatter
plots and the median (Figs. 1-4). The clinical characteristics of study groups were
compared by Student unpaired f test, and the biochemical parameters were compared
by Mann-Whitney test. The Spearman’s correlation (rs, ) was calculated for

associations between plasma MMP-8, pro-MMP9, or TIMP-1 levels and the components
of MetS [27]. A P<0.05 was considered the minimum level of statistical significance.

3. Results

Table 1 summarizes the clinical and laboratorial characteristics of
all subjects enrolled in the present study. There were no statistically
significant differences in age, BMI, LDL-cholesterol, and total choles-
terol when controls were compared with MetS patients (all P>0.05;
Table 1). As expected, increased waist circumference, arterial blood
pressure, triglycerides, and glycemia were found in MetS patients
compared with controls (all P<0.05; Table 1). Moreover, patients with
MetS presented lower HDL-cholesterol levels than controls (P<0.05;
Table 1).

Confirming previous studies, we found significantly higher
circulating concentrations of inflammatory markers and of cell
adhesion molecules in MetS patients compared with controls. We
found higher sP-selectin (P<0.05; Fig. 1A), sICAM-1(P<0.05; Fig. 1B),
MCP-1 (P<0.05; Fig. 1C), and IL-6 (P<0.05; Fig. 1D) plasma levels in
patients with MetS compared with those found in the control group.

A representative zymogram of plasma samples is shown in Fig. 2.
Gelatin zymograms of plasma samples showed all forms of MMPs
usually found in human plasma including the homodimer of the pro-
MMP-9 form (225 kDa), the pro-MMP-9 complexed with neutrophil
gelatinase-associated lipocalin form (130 kDa), the pro-MMP-9 form
(92 kDa) and the pro-MMP-2 (72 kDa) form (Fig. 2). Gelatinolytic
activity was completely inhibited by 5 mM EDTA or 1 mmol/I 1, 10-
phenantroline (data not shown), thus confirming that these bands
correspond to MMP activity. In addition, we have also found some
bands between 92 and 72 kDa which were not inhibited by
phenantroline and correspond to non-MMP gelatinases present in
human plasma [32].
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Fig. 3. Plasma MMP-3 concentrations (panel A) and MMP-8 (panel B) in controls
(N=25) and patients with metabolic syndrome (MetS; N=25). The bar shows the
median value. *P<0.05 vs. controls,
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Fig. 4. Plasma TIMP-1 (panel A) and TIMP-2 (panel B) concentrations in controls
(N=25) and patients with metabolic syndrome (MetS; N=25). The box and whiskers
plots show range and quartiles. The bar shows the median value. *P<0.05 vs. controls.

While we found no significant differences in pro-MMP-2 ( P=0.05;
Fig. 2B), we found higher pro-MMP-9 levels in plasma from patients
with MetS compared with healthy controls (P<0.05; Fig. 2C). In
addition, while we found no significant differences in MMP-3 levels
(P>0.05; Fig. 3A), we found higher MMP-8 plasma levels in MetS
patients compared with healthy controls ( P<0.05; Fig. 3B).

Patients with MetS had higher plasma TIMP-1 concentrations than
those found in healthy controls (P<0.05; Fig. 4A). However, we found
no significant differences in TIMP-2 plasma levels when patients with
MetS were compared with controls (P>0.05; Fig. 4B). While we found
significant positive correlation between the MMP-8 levels and HDL-
cholesterol (Table 2; P=0.026, r,=0443), no other significant
correlations were found (Table 2).

4. Discussion

The main findings reported here are that patients with MetS have
increased circulating concentrations of pro-MMP-9, MMP-8, and
TIMP-1 compared with healthy subjects. This is the first report
showing increased plasma MMP-8 in MetS patients. These alterations
were associated with increased concentrations of pro-inflammatory
mediators including MCP-1, IL-6, sICAM-1, and sP-selectin. Moreover,
this is the first report indicating that the plasma MMP-3 levels are not
altered in MetS patients.

It is widely acknowledged that MetS is a pro-inflammatory
condition associated with accelerated atherosclerosis and increased
incidence of cardiovascular events |2,4,6,8]. The increased MCP-1, IL-6,
sICAM-1, and sP-selectin concentrations in MetS patients reported
here give support to this idea and confirm previous studies showing
similar findings [8,33-36]. The altered concentrations of pro-inflam-
matory mediators and adhesion molecules in MetS patients may
reflect major mechanisms involved in the development of atherogen-
esis [9,37]. Indeed, endothelial cells express P-selectin and ICAM-1,

which bind to circulating leukocytes that may transmigrate into the
arterial wall, especially under the effects of chemoattractants such as
MCP-1 [38]. Activated leukocytes, in turn, may release MMPs that will
degrade matrix proteins and promote changes of vascular smooth
muscle cells from an inactive phenotype to cells which are capable of
migrating and proliferating [39]. In line with this idea, we found
increased circulating pro-MMP-9 concentrations in MetS patients, and
this finding confirms previous results showing increased MMP-9
levels in MetS patients [13]. Together, our findings indicate that
patients with MetS are at increased risk of developing atherosclerosis.

We could speculate that the increased TIMP-1 (an endogenous
inhibitor of MMP-9) levels in MetS patients reported here could imply
that the increased pro-MMP-9 levels would be counteracted by the
increased TIMP-1 concentrations. While this a compelling possibility,
mounting evidence indicates that the circulating levels of MMP-9 may
be used as a blood-borne biochemical marker of cardiovascular risk
[40,41]. Therefore, the prognostic value of MMP-9/TIMP-1 balance in
MetS patients needs additional assessment.

We found similar pro-MMP-2 levels in MetS patients and in
healthy subjects. While this finding confirms those previously
reported [13], it contrasts with a previous study showing increased
MMP-2 in women with MetS [14]. There is no clear explanation for
this contrast. It is possible that gender differences or other
methodological differences among studies may have affected the
conclusions. The lack of significant alterations in pro-MMP-2 and in
TIMP-2 (an endogenous inhibitor of MMP-2) concentrations suggests
that an imbalance in MMP-2/TIMP-2 is probably not involved in the
alterations associated with MetS. However, it is possible that the
circulating levels of pro-MMP-2 and TIMP-2 may not reflect their
tissue levels. This suggestion is based on experimental evidence
showing significant alterations in MMP-2/TIMP-2 expression and
activity in the vascular tissues of hypertensive and diabetic animals
|42,43]. Whether MetS patients have altered MMP-2/TIMP-2 expres-
sion/activity in vascular tissues remains to be determined.

A major finding reported here is that MetS patients have higher
MMP-8 (neutrophil collagenase) concentrations in their plasma
compared with healthy subjects. While a previous study had reported
increased serum MMP-8 concentrations in MetS patients [22], the use
of serum samples to assess MMP-8 concentrations is not appropriate
because artificially higher MMP-8 concentrations are found in serum
samples compared with plasma samples [23]. Notwithstanding this
methodological issue, our results using plasma samples support this
previous finding [22] and suggest that MMP-8 may be involved in the
cardiovascular alterations found in MetS patients. Importantly, MMP-
8 levels were positively associated with the presence and the severity
of coronary artery disease [25,44], and it is possible that the role
played by MMP-8 in atherosclerotic plaques [45] may be relevant in
MetS patients.

MMP-3 (stromelysin-1) activates many other MMPs and degrades
a wide range of extracellular matrix components that have important
roles in atherogenesis [46]. Despite the importance of MMP-3 and the
fact that this MMP has been suggested as a marker of atherosclerosis

Table 2
Correlations between MMP-8, pro-MMP-9, or TIMP-1 and the components of metabaolic
syndrome.

MMP-8 Pro-MMP-9 TIMP-1

fs Pvalue r, Pevalue P-value
Waist circumference 0.079 Ns 0015 NS —0118 NS
Triglycerides 0348 NS 0.043 NS —0.069 NS
HDL-cholesterol 0443 0.026* -—0362 NS —0161 NS
Fasting glucose 0302 NS 0131 NS —0.151 NS
Blood pressure —0.057 NS 0190 NS 0113 NS
Number of Mets ¢ =0.105 NS 0.134 NS 0.109 NS

r.—Spearman’s correlation.
® P<0.05.
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[26], we found no significant alterations in MMP-3 levels when MetS
patients were compared with healthy controls. While no previous
study has examined this possibility, our findings suggest that MMP-3
is probably not a relevant marker of increased cardiovascular risk in
MetS patients. Further studies are necessary to confirm this
hypothesis.

We have no explanation for the weak correlation that we found
between the MMP-8 levels and HDL-cholesterol, and for the lack of
significant correlations between MMPs and the components of MetS
[27]. However, these correlation results reported here should be
interpreted with caution in the present study because we enrolled a
relatively small number of patients.

In conclusion, patients with MetS have increased circulating
concentrations of pro-MMP-9, MMP-8, and TIMP-1 that are associated
with increased concentrations of pro-inflammatory mediators and
adhesion molecules. These findings may shed some light on mechan-
isms involved in the increased cardiovascular risk of MetS patients.
Pharmacological interventions focusing on MMPs, especially MMP-9
and MMP-8 may be justified in MetS patients.
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4- DISCUSSAO



Os principais achados deste estudo foram que pacientes com MetS
possuem 0s niveis circulantes plasmaticos alterados de alguns marcadores
pré-inflamatérios e moléculas de adesdao, bem como de algumas MMPs e de
TIMPs quando comparados com o grupo controle. Nossos resultados mostram um
aumento significativo nos niveis circulantes das moléculas de adeséo, sICAM-1 e
sP-selectina, de MCP-1, da IL-6, da MMP-8, da pr6-MMP-9 e do TIMP-1 em
pacientes com MetS. Estes resultados sugerem haver um estado pré-inflamatério
acompanhado de um desequilibrio nas concentracées de MMPs e TIMPs nos

pacientes com MetS que pode contribuir para o aumento do risco cardiovascular.

Estudos recentes sugerem uma condicdo pro-inflamatéria bem
acentuada na MetS que pode estar associada a um processo aterosclerético
acelerado e contribuir para o aumento de eventos cardiovasculares (Isomaa, et al.,
2001; Paoletti, et al., 2006). Estudos prévios confirmam o aumento encontrado em
nosso estudo em relacdo aos niveis circulantes dos marcadores inflamatérios
MCP-1 (Aquilante, et al., 2008), IL-6 (Espinola-Klein, et al., 2008; Kowalska, et al.,
2008; Van Guilder, et al., 2006; You, et al., 2008), sICAM-1 (Blanco-Colio, et al.,
2007; Hsu, et al., 2009; Kressel, et al., 2009) e sP-selectina (Gokulakrishnan,
et al., 2006; Lee, et al., 2006) em individuos com MetS quando comparados com o

grupo controle.

Em contrapartida, alguns estudos mostraram nao haver diferenca
significativa entre os niveis circulantes plasmaticos de sICAM-1 (Boero, et al.,
2009), IL-6 (Ingelsson, et al., 2008; Matsushita, et al., 2006), sP-selectina
(Ingelsson, et al.,, 2008) e MCP-1 (Blanco-Colio, et al., 2007; Ingelsson, et al.,
2008) em pacientes com MetS em relacdo ao grupo controle. Diferencas entre as
populacées de estudo em relacdo ao sexo, idade, raca, tamanho amostral,
entre outros parametros, bem como em relacdo as metodologias utilizadas para a
quantificacdo dos marcadores pro-inflamatérios em cada estudo pode justificar

esses resultados controversos.
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Alguns  marcadores inflamatérios vém  sendo  fortemente
correlacionados com o numero de componentes da MetS presente em cada
individuo (Kowalska, et al., 2008; Wannamethee, et al., 2007; You, et al., 2008).
Por essa razdo, alguns estudos sugerem a inclusdo de alguns marcadores
inflamatorios para a avaliacao e diagnostico da MetS (Grundy, et al., 2004).

As alteragdes nas concentragdes plasmaticas desses marcadores
pré-inflamatérios e moléculas de adesédo nos pacientes com MetS pode refletir os
mecanismos principais envolvidos no desenvolvimento de aterogénese nestes
individuos (Libby, 2002; Pischon, et al., 2008). De fato, as células endoteliais
expressam moléculas de adesao (P-selectina e ICAM-1) que, ao se ligarem aos
leucdcitos circulantes, os auxiliam na transmigracdo para a parede arterial,
especialmente sob os efeitos de MCP-1 (Hansson, 2001). Esses leucécitos,
uma vez ativados, podem contribuir para a ativacdo e liberacdo de algumas
enzimas como as MMPs, que sdo capazes de degradar componentes da ECM e
promover alteracdes nas células musculares lisas, as quais se tornam capazes de
migrar e proliferar (Newby, 2005). Essas enzimas podem, ainda, digerir os
componentes da capa fibrosa das placas ateroscleréticas, tornando-as vulneraveis
a ruptura e, consequentemente, culminando em complicacées trombdticas
relevantes (Koh, et al., 2005; Libby, 2002).

Além do papel central das moléculas de adesédo no recrutamento de
células inflamatérias para o local de desenvolvimento do ateroma, o valor
prognéstico da quantificagdo dessas moléculas em relagdo a incidéncia de
eventos cardiovasculares deve ser cautelosamente considerado (Blake and
Ridker, 2002; Koh, et al., 2005; Willerson and Ridker, 2004). Apesar do alto nivel
circulante de moléculas de adesado e citocinas inflamatérias encontrados em
individuos que desenvolveram doengas coronarianas, o papel dessas moléculas
como marcadores de eventos cardiovasculares deve ser interpretado com cautela.
Além do mecanismo de liberacdo dessas moléculas pelo endotélio ndo estar
completamente elucidado, ndo se sabe exatamente se de fato a quantificacdo em
uma unica amostra de sangue € capaz de refletir sobre sua importancia biolégica
no endotélio (Blake and Ridker, 2002).
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Recentemente alguns estudos clinicos tém sugerido a importancia de
alteracoes da expressdo e da atividade de alguns membros das MMPs e/ou
TIMPs para a fisiopatologia de muitas doencas cardiovasculares (Altieri, et al.,
2003; Castro, et al., 2008; Derosa, et al., 2007; Palei, et al., 2008; Souza-Costa,
et al., 2007; Tayebjee, et al.,, 2005). As MMPs, especialmente a MMP-2 e a
MMP-9, tém um papel relevante no remodelamento vascular dos processos
ateroscleroéticos, contribuindo em partes para a migracao de células musculares
lisas e espessamento da camada intima (Johnson, 2007; Newby, 2005).
Apesar disso, pouco se sabe a respeito do papel das MMPs e de seus inibidores,
os TIMPs, na fisiopatologia da MetS.

Somado ao estado pré-inflamatério, encontramos nos pacientes com
MetS um aumento significativo nos niveis plasmaticos circulantes de pr6-MMP-9 e
de TIMP-1 que pode contribuir ainda mais para o risco cardiovascular. O resultado
encontrado aqui esta de acordo com o unico trabalho que existe na literatura até o
presente momento avaliando MMP-9 e TIMP-1 em individuos com MetS
(Cicero, et al., 2007). A MMP-9 esta envolvida no remodelamento que ocorre nas
lesbes ateroscleréticas e um aumento nos niveis circulantes desta enzima pode
aumentar a susceptibilidade das placas a ruptura (Brown, et al., 1995;
Loftus, et al., 2000). Além disso, alguns estudos vém sugerindo a avaliagdo dos
seus niveis circulantes de MMP-9 como um marcador bioquimico importante para

o risco cardiovascular (Blankenberg, et al., 2003; Garvin, et al., 2008).

Como o TIMP-1 é o inibidor enddgeno preferencial da MMP-9,
podemos especular que o aumento na concentracdo de TIMP-1 possa ter
resultado de uma compensacao aos elevados niveis de MMP-9 encontrados.
De qualquer forma, o valor prognéstico da relagdo MMP-9/TIMP-1 necessita de
outras avaliagées nesses pacientes.

Em relacdo a MMP-2, niveis circulantes semelhantes de pré-MMP-2
foram observados nos pacientes com MetS e nos controles saudaveis.
Esse resultado esta de acordo com um estudo prévio (Cicero, et al., 2007),

mas contrasta com outro que mostra haver um aumento nos niveis circulantes de
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MMP-2 em mulheres com MetS (Miksztowicz, et al., 2008). Apesar de ndo haver
uma explicacdo clara para esses dados contrastantes, acreditamos que a
diferenca encontrada nos resultados possa ser devido a diferenca entre o sexo do
grupo de estudo ja que utilizamos em comum a técnica de zimografia para
quantificar a atividade das MMP-2.

Os niveis circulantes do TIMP-2, que é considerado o inibidor end6geno
preferencial da MMP-2, também foi semelhante entre pacientes com MetS e
controles. A semelhancga nos niveis plasmaticos de pro-MMP-2 e de TIMP-2 nos
individuos com MetS quando comparados com o controle sugere que um
desequilibrio entre a relagdo MMP-2/TIMP-2 ndo esteja provavelmente envolvidas
nas alteracdes associadas a MetS. Porém, é possivel que os niveis circulantes de
pr6-MMP-2 e TIMP-2 encontrados nao estejam refletindo, de fato, os niveis reais
presentes nos tecidos, uma vez que evidéncias experimentais mostram haver que
alteragcbes na expresséo e na atividade de MMP-2 e TIMP-2 no tecido vascular de

animais hipertensos e diabéticos (Martinez, et al., 2008a; Martinez, et al., 2008b).

Neste estudo, mostramos pela primeira vez que pacientes com MetS
possuem um aumento na concentracdo de MMP-8 no plasma comparados com o
grupo controle. Apenas um estudo anterior avaliava a concentragdo de MMP-8
considerando amostras de soro desses pacientes (Aquilante, et al., 2007).
No entanto, o trabalho de Aquilante et al ndo leva em consideracdo que as
amostras de soro sdo inapropriadas para a medida da concentracéo real circulante
das MMPs no sangue periférico. Isso ocorre, pois dependendo do procedimento
de coleta utilizado, pode haver liberacao de MMPs pelas plaquetas e leucdcitos e,
desta forma, as concentragoes medidas seriam maiores do que as reais
(Jung, 2008a; b). Porém, apesar das diferencas metodoldgicas, nossos resultados
apdiam esses achados prévios e sugerem que a MMP-8 possa estar envolvida
nas alteragcées cardiovasculares encontradas nos pacientes com MetS e que o
papel desempenhado por ela nas placas aterosclerdticas possa ser relevante

nesses pacientes.
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A capa fibrosa das ©placas ateroscleréticas ¢é composta
predominantemente por colageno tipo | e Il os quais sdo degradados
preferencialmente pelas colagenases (MMP-1, MMP-13 e MMP-8), sendo que a
MMP-8 possui uma atividade enzimatica trés vezes maior pelo colageno tipo | em
relacdo as demais colagenases (Molloy, et al., 2004). A estabilidade da placa
depende essencialmente do contetudo de colageno tipo | intacto e a degradacao
desse componente leva ao estreitamento da capa fibrosa, tornando-a vulneravel e,
consequentemente, propensa a ruptura. (Herman, et al., 2001). Até certo tempo
acreditava-se que apenas 0s neutréfilos, que ndo sao comuns em lesdes
ateroscleroticas, eram capazes de expressar MMP-8 e, dessa forma, seu papel na
ruptura das placas nao era considerado importante. No entanto, atualmente
sabe-se que células endoteliais, células musculares lisas e macréfagos,
comumente presentes nas lesdes ateroscleréticas, também sdo capazes de
expressar MMP-8 e hoje se sugere que essa enzima seja a principal envolvida na
ruptura de placas. Isso é especialmente relevante porque a ruptura das placas
ateroscleréticas é considerada o passo inicial para o desenvolvimento de infarto

do miocardio e acidente vascular encefélico (Molloy, et al., 2004).

Além disso, o valor prognostico da expressdao da MMP-8 vem sendo
considerado e seus niveis tém sido positivamente associados ndo apenas com a
presenca, mas também com a severidade de doenca arterial coronariana
(Kato, et al., 2005; Tuomainen, et al., 2007). O aumento da concentracao
plasmatica de MMP-8 tem sido positivamente associado com a gravidade da

estenose dos vasos (Kato, et al., 2005).

No nosso estudo os niveis plasméticos de MMP-8 foram positivamente
correlacionados com os niveis de HDL colesterol, mas ndo houve nenhuma outra
correlacdo entre os niveis de MMP-8 e outros componentes utilizados para o
diagnéstico da MetS.

Avaliamos também pela primeira vez os niveis circulantes de MMP-3
em pacientes com MetS e nenhuma diferenca estatisticamente significante foi
encontrado entre os grupos considerados no estudo. Apesar disso, encontramos
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que em individuos com MetS a concentracdo plasmatica da MMP-3 apresenta
uma tendéncia a estar diminuida em relacdo ao grupo controle. Apesar do papel
da MMP-3 no desenvolvimento e progressao das lesbes ateroscleréticas nao estar
completamente estabelecido, esse fato é especialmente importante baseado na
hipotese de que a MMP-3 possa desempenhar um papel protetor nessas lesoes.
Dessa forma, a tendéncia em relacao a diminuicdo da concentracdo de MMP-3
encontrada nos pacientes com MetS pode sugerir que esses possuem uma
progressao mais acelerada das lesdes ateroscleréticas e, consequentemente,

um risco cardiovascular aumentado.

Nenhum outro estudo avaliou as concentragdes de MMP-3 em
individuos com MetS. Com base nos nossos resultados, podemos sugerir que a
MMP-3 provavelmente ndo seja um marcador relevante do risco cardiovascular
nesses pacientes. Porém, outros estudos sdo necessarios para confirmar essa

hipbtese.

Uma limitacdo importante no nosso estudo deve ser considerada: o
namero de pacientes estudados foi relativamente pequeno, o que poderia limitar o
poder de detectar as diferengcas significativas entre os grupos. Além disso,
esse numero pequeno nos impede de estratificar pacientes em alguns grupos de
acordo com cada componente da MetS.
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5- CONCLUSAO



Nossos dados mostram que pacientes com Sindrome Metabdlica
possuem um aumento das concentragdes circulantes de pré-MMP-9, MMP-8 e
TIMP-1 que vem acompanhado de um aumento nas concentragdes de alguns
marcadores pro-inflamatorios e moléculas de adesdo. Esses achados podem
auxiliar no entendimento dos mecanismos envolvidos no aumento do risco
cardiovascular em pacientes com Sindrome Metabdlica. Além disso, poderiamos
sugerir que intervengdes farmacoldgicas visando inibir as MMPs, especialmente a
MMP-8 e a MMP-9, poderiam ser relevantes nesses pacientes.
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7- ANEXOS



TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
TCLE para Portadores de Sindrome Metabdlica
HOSPITAL DAS CLINICAS DA

FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL:

2= RESPONSAVEL LEGAL. ...ttt
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador €1C.)........cccuuueeeeiiiiiiieeiineiiiiiiiis

DOCUMENTO DE IDENTIDADE ...t SEXO:M _F_

CEP: TELEFONE: DDD(............ )t
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DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA:
1- TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

Influéncia do exercicio fisico nas lipoproteinas e no endotélio de pacientes
com Sindrome Metabdlica

2- PESQUISADOR: Antonio Casella Filho
CARGO/FUNCAO: INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 20746

UNIDADE DO HCFMUSP: Unidade Clinica de Aterosclerose-InCor

3- AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO _ RISCO MINIMO: X  RISCO MEDIO _
RISCO BAIXO _ RISCO MAIOR _

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia
imediata ou tardia do estudo)

4- DURACAO DA PESQUISA: 2 anos
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REGISTRO DAS EXPLICAGCOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1- Vocé esta sendo convidado a participar, de forma completamente voluntaria, de
um estudo que tem por objetivo conhecer as alteracbes que o exercicio
promove no sangue, no chamado colesterol bom, assim como nos vasos de
pacientes que tem um conjunto de doencgas que provocam aterosclerose assim

como infarto do coracdo, chamada de Sindrome Metabdlica.

2- Este é somente um convite e de forma alguma vocé esta obrigado a participar.

3- Caso vocé aceite, vocé devera comparecer ao InCor, por sua prépria conta, 3
vezes por semana durante 4 meses no minimo, onde vocé realizard exercicios
numa bicicleta, que nao sai do lugar, e quando vocé podera ficar um pouco
cansado com este exercicio. Neste periodo também serdo realizados tanto
exame de ultra-som de vaso do seu brago, que é como fazer ultra-som para ver
bebé na barriga de mulher gravida sb que € para ver o vaso do seu braco, e
exames de urina assim como serao colhidos amostras de sangue do seu braco

para exames laboratoriais.

O ultra-som do vaso do brago é realizado em duas fases: na primeira
fase € colocada a bragadeira de pano do aparelho de medir a presséo arterial em
volta do seu braco e ele sera apertado por 5 minutos, como se estivesse sendo
medida sua pressao arterial, s6 que de maneira um pouco mais prolongada. . Na
segunda fase sera novamente realizado o ultra-som do vaso do seu braco apés
vocé colocar um comprimido embaixo da sua lingua, chamado isordil, e vocé
podera sentir um pouco de tontura e, se isto ocorrer, as suas pernas serao
erguidas para o alto para vocé melhorar. Também vocé podera ter um pouco de

dor de cabeca que, entretanto é aliviada com analgésico.
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4- E importante vocé saber que as informacdes que forem obtidas com esta
pesquisa poderao ajudar no futuro a melhorar a assisténcia médica aos
pacientes portadores de Sindrome Metabdlica, que € a doenga que vocé tem.

ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA:

O paciente tera acesso, no momento que desejar, a todas as
informagdes sobre a pesquisa incluindo sobre os exames, os riscos e beneficios

que terd, para nao ter duvidas alguma.

Como a participacéao € voluntaria o paciente tem o direito de interrompé-
la em qualquer momento, sem que isto traga qualquer transtorno, sendo assistido
pela equipe de médicos da Unidade de Aterosclerose do InCor-HC FMUSP

durante todo o decorrer da pesquisa.

As informacdes obtidas serdo estritamente utilizadas apenas para fins
cientificos e nenhuma informacdo individual sera divulgada sendo que o0s

resultados somente serdo apresentados em eventos e publicacdes cientificas.

INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA
CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REAGOES
ADVERSAS:

Qualquer informacao que necessitar, e quando necessitar, sera
fornecida por meio do telefone 30695352 ou pessoalmente na Unidade Clinica de

Aterosclerose-InCor na Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar 44 - Sao Paulo-SP.
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CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de
Pesquisa.

Sao Paulo, de de 20

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

Assinatura do pesquisador
(Antonio Casella Filho)
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TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
TCLE para Participantes Normais servindo como Controle
HOSPITAL DAS CLINICAS DA

FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL:

2- RESPONSAVEL LEGAL. .....coouiueuiteteteeeeeeeeeeeeeee e es s st sn s e ennnenes
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador €1C.)...........uuueeeeeeeiiiiiiiiiieiniiiiis

DOCUMENTO DE IDENTIDADE:.......occoiiiiiiiie e SEXO:M _F_
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DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA:
1- TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA.

Influéncia do exercicio fisico nas lipoproteinas e no endotélio de pacientes
com Sindrome Metabodlica

2- CARGO/FUNCAO: INSCRICAO CONSELHO REGIONAL Ne¢ 20746

UNIDADE DO HCFMUSP: Unidade Clinica de Aterosclerose-InCor

3- AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO _ RISCO MINIMO: X RISCO MEDIO _
RISCO BAIXO _  RISCO MAIOR _

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiéncia
imediata ou tardia do estudo)

4- DURACAO DA PESQUISA: 2 anos
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REGISTRO DAS EXPLICAGCOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1-

Vocé esta sendo convidado a participar, de forma completamente voluntaria,
como uma pessoa que possa servir de Controle Normal para um estudo que
tem por objetivo conhecer as alteragdes que o0 exercicio promove no sangue,
no chamado colesterol bom, assim como nos vasos de pacientes que tem um
conjunto de doencas que provocam aterosclerose assim como infarto do

coracao, chamada de Sindrome Metabdlica.

2- Este € somente um convite e de forma alguma vocé esta obrigado a participar.

Caso vocé aceite, vocé devera comparecer ao InCor, por sua propria conta, 3
vezes por semana durante 4 meses no minimo, onde vocé realizara exercicios
numa bicicleta, que néo sai do lugar, e quando vocé podera ficar um pouco
cansado com este exercicio. Neste periodo também serdo realizados tanto
exame de ultra-som de vaso do seu braco, que é como fazer ultra-som para ver
bebé na barriga de mulher gravida s6 que é para ver o vaso do seu brago, e
exames de urina assim como serao colhidos amostras de sangue do seu braco

para exames laboratoriais.

O ultra-som do vaso do brago é realizado em duas fases: na primeira

fase é colocado a bracadeira de pano do aparelho de medir a pressao arterial em
volta do seu braco e ele sera apertado por 5 minutos, como se estivesse sendo

medido sua pressao arterial, s6 que de maneira um pouco mais prolongada. Na

segunda fase sera novamente realizado o ultra-som do vaso do seu brago apds

vocé colocar um comprimido embaixo da sua lingua, chamado isordil, e vocé

podera sentir um pouco de tontura e, se isto ocorrer, as suas pernas serao

erguidas para o alto para vocé melhorar. Também vocé podera ter um pouco de

dor de cabeca que, entretanto € aliviada com analgésico.
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4- E importante vocé saber que as informacdes que forem obtidas com esta
pesquisa poderao ajudar no futuro a melhorar a assisténcia médica aos
pacientes portadores de Sindrome Metabdlica.

ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA:

O paciente tera acesso, no momento que desejar, a todas as
informagdes sobre a pesquisa incluindo sobre os exames, os riscos e beneficios

que terd, para nao ter duvidas alguma.

Como a participacao € voluntaria o paciente tem o direito de interrompé-
la em qualquer momento, sem que isto traga qualquer transtorno, sendo assistido
pela equipe de meédicos da Unidade de Aterosclerose do InCor-HC FMUSP

durante todo o decorrer da pesquisa.

As informacdes obtidas serdo estritamente utilizadas apenas para fins
cientificos e nenhuma informacdo individual sera divulgada sendo que os
resultados somente serdo apresentados em eventos e publicagdes cientificas.

INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA
CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLIiNICAS E REACOES
ADVERSAS:

Qualquer informacao que necessitar, e quando necessitar, sera
fornecida por meio do telefone 30695352 ou pessoalmente na Unidade Clinica de
Aterosclerose-InCor na Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar 44 - Sdo Paulo-SP.
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CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de
Pesquisa.

Sao Paulo, de de 20

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

Assinatura do pesquisador

(Antonio Casella Filho)
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