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Niveis de MMP-9 e EIMC mostram-se Elevados em Criancas e

Adolescentes Obesos em Comparacao a Nao Obesos
MMP-9 Levels and IMT of Carotid Arteries are Elevated in Obese Children and Adolescents Compared to Non-Obese

Claudio Andrade, Adriana Bosco, Valeria Sandrim, Francisco Silva
Santa Casa de Misericérdia de Belo Horizonte — Nicleo de Pés-Craduacao e Pesquisa, Belo Horizonte, MG — Brasil

Resumo

Fundamento: A obesidade infantil esta associada a um aumento do risco de aterosclerose e doencas cardiovasculares
na fase adulta. O aumento da espessura da intima-média carotidea (EIMC) esta associado ao inicio e progresso do
processo inflamatoério crénico envolvido em doencas cardiovasculares. A metaloproteinase-9 da matriz (MMP-9) tem
um papel importante na degradacao da matriz extracelular e, consequentemente, no desenvolvimento, morfogénese,
reparacao e remodelacao de tecidos conjuntivos.

Obijetivos: (i) determinar e comparar as concentragdes de MMP-9, inibidor de tecido de metaloproteinase-1 (TIMP-1) e
a razao MMP-9/TIMP-1 em criancas e adolescente obesos e nao obesos; (ii) investigar a associacao desses marcadores
com a EIM das carétidas interna e comum.

Métodos: Estudo transversal com 32 individuos obesos e 32 nao obesos (controle) entre 8 e 18 anos de idade.

Resultados: Foram detectados valores significativamente mais altos (p < 0,05) de concentracoes de MMP-9 e da razao
MMP-9/TIMP-1 no grupo de obesos em comparacao ao grupo de nao obesos. Valores de EIM das carétidas comum e interna
mostraram-se significativamente mais altos (p < 0,001) no grupo de obesos em comparagao ao grupo controle. Correlagoes
positivas foram observadas entre os valores de EIM da carétida comum e concentracoes de MMP-9 e razao MMP-9/TIMP-1.

Conclusoes: Nossos dados demonstram que criancas e adolescente obesos apresentam valores médios mais altos de
EIMC, MMP-9 plasmatica e da razao MMP-9/TIMP-1 em comparagao aos nao obesos. Portanto, esses achados indicam
que esse grupo apresenta maior risco de aterosclerose precoce. (Arq Bras Cardiol. 2017; 108(3):198-203)

Palavras-chave: Obesidade Infantil; Biomarcadores; Aterosclerose; Inibidor Tecidual de Metaloproteinase.

Abstract

Background: Childhood obesity is associated with increased risk of atherosclerosis and cardiovascular disease in adulthood. Increased intima-media
thickness (IMT) of the carotid artery is linked to the initiation and progression of the chronic inflammatory processes implicated in cardiovascular disease.
Matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) plays an important role in the degradation of the extracellular matrix and, consequently, in the development,
morphogenesis, repair and remodeling of connective tissues.

Objectives: (i) to determine and compare the concentrations of MMP-9, tissue inhibitor of metalloproteinase -1 (TIMP-1), and MMP-9/TIMP-1 ratio in
obese and non-obese children and adolescents; (ii) to investigate the association of these markers with common and internal IMT of carotid arteries.

Methods: Cross-sectional study involving 32 obese and 32 non-obese (control) individuals between 8 - 18 years of age.

Results: Significantly (p < 0.05) higher values of MMP-9 concentration, as well as a higher MMP-9/TIMP-1 ratio were detected in the obese group
compared to control counterparts. Common and internal carotid IMT values were significantly higher (p < 0.001) in the obese group compared to the
control group. Positive correlations were observed between the common carotid IMT values and MMP-9 concentrations as well as MMP-9/TIMP-1 ratio.

Conclusions: Our data demonstrate that obese children and adolescents present higher mean IMT values, plasma MMP-9 and MMP-9/TIMP-1
ratio compared to the non-obese. Thus, these findings indicate that this group presents a risk profile for early atherosclerosis. (Arq Bras Cardiol.
2017; 108(3):198-203)
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Introducao

A obesidade infantil é um sério problema de satide devido a
sua associacao ao aumento do risco de aterosclerose e doencas
cardiovasculares na fase adulta.” A obesidade esta relacionada ao
aumento da espessura da intima-média carotidea (EIMC), que,
por sua vez, estd associada ao inicio e progressao do processo
inflamatério cronico envolvido em doengas cardiovasculares.’”
O aumento da EIMC comega na infancia,®® e quase todas
as criangas apresentam, aos trés anos de idade,' depdsitos
de gordura nessas artérias. Um estudo de Dawson et al.,"
com 635 adolescentes e jovens, mostrou que a EIMC esta
significativamente correlacionada a escores de risco da artéria
corondria; portanto, a avaliagdo precoce desse parametro por
meio de métodos nao invasivos pode ajudar na identificagdo de
individuos com maior risco de doenca cardiovascular.

A metaloproteinase-9 da matriz (MMP-9) tem um
papel importante na degradagdo da matriz extracelular e,
consequentemente, no desenvolvimento, morfogénese, reparagao
e remodelacao de tecidos conectivos.'*"* Considerando-se que
a atividade da MMP-9 é regulada primariamente pelo inibidor
de tecido de metaloproteinase-1 (TIMP-1), um desequilibrio
entre MMP-9 e TIMP-1 pode levar a degradagao descontrolada
da matriz extracelular, conforme visto em diversos distirbios
patolégicos, incluindo doengas cardiovasculares.’'* Portanto,
alguns estudos em adultos correlacionam valores de EIMC e
concentragoes de MMP-9/TIMP-1 em circulacdo;"'® contudo,
até onde sabemos, ndo hé estudo que tenha avaliado essas
correlagcbes em criancas e adolescentes. Além disso, valores
elevados de EIMC estao ligados ao processo inflamatério cronico
em doengas cardiovasculares,’” e esse processo envolve a
ativagao da MMP-9.

Portanto, desenvolvemos a hipétese de que criangas e
adolescentes obesos apresentam maiores concentragoes
plasméticas de MMP-9 e maior razdio MMP-9/TIMP-1 em
comparagao ao grupo de nao obesos, e que essas concentragoes
estdao positivamente correlacionadas aos valores de EIM das
artérias carétidas interna e comum. Dessa forma, o objetivo do
presente estudo foi comparar niveis plasmaticos de MMP-9 E
TIMP-1 e correlacionar essas concentragoes a valores de EIM das
artérias carétidas comum e interna em criancas e adolescentes
obesos e ndo obesos.

Métodos

Populacao do estudo e design experimental

Detalhes do estudo transversal foram apresentados e
aprovados pelo Comité de Etica do Hospital Santa Casa
de Misericordia de Belo Horizonte (Belo Horizonte, MG,
Brasil). Antes da investigagdo, termos de consentimento livre
e esclarecido foram obtidos de todos os participantes e/ou
seus representantes legais.

Participantes potenciais foram recrutados no ambulatério
da Divisao de Endocrinologia e Metabolismo da Santa
Casa de Misericérdia de Belo Horizonte, e foram incluidos
participantes do sexo masculino e feminino entre 8 e 18 anos
de idade. Individuos com hipertensao ou doengas metabdlicas,
endécrinas, autoimunes, neoplasicas ou infecciosas foram

excluidos do estudo. Os participantes foram classificados como
obesos (n = 32) ou ndo obesos (n = 32; grupo controle) de
acordo com o indice de massa corporal (IMC) com base nos
graficos de crescimento de acordo com IMC-para-idade,
ajustados por género de 2000 dos Centros de Controle de
Doengas e Prevengao, com o ponto de corte para obesidade
definido como = 95° percentil."”"'® Hipertensao foi definida pela
IV Diretrizes de Hipertensao Arterial da Sociedade Brasileira de
Cardiologia, e para criangas e adolescentes, os percentis foram
usados como base. Os grupos obesos e nao-obesos nao estavam
sob nenhum medicamento. Um tamanho minimo de amostra
de 23 individuos por grupo foi calculado considerando-se
erro alfa de 0,05% e poder de teste de 90%. Os dados foram
coletados entre marco de 2010 e margo de 2012.

Avaliacoes antropométricas, clinicas e bioquimicas

Parametros antropométricos (peso, altura e IMC), clinicos
(EIMCQ) e bioquimicos (TSH, MMP-9, TIMP-1, MMP-9/TIMP-1)
foram coletados para todos os individuos selecionados. Medidas
antropométricas foram tiradas com os participantes descalcos
e com roupas leves. O peso corporal foi medido com balangas
digitais portateis (capacidade de 180 kg, sensibilidade de 100 g),
e a altura foi determinada por estadiémetro portatil (fita métrica
nao estendivel de 2 m graduada em divisoes de 0,1 cm) com
o individuo na posigao ortostatica. A pressao arterial sistélica
(PAS) e diastdlica (PAD) foi medida pelo menos trés vezes apds
15 minutos em repouso, e hipertensao foi definida como PAS
e/ou PAD acima do 95° percentil."

O TSH sérico foi estimado com um kit de ensaio de
imunoabsorcao enzimética (ELISA) (Quibasa Quimica Bésica,
Belo Horizonte, MG, Brasil). O plasma foi coletado em tubos
com anticoagulante EDTA, testes de MMP-9 e TIMP-1 foram
feitos com Human MMP-9/TIMP-1 complex DuoSet kit (R&D
Systems, Minneapolis, MN, EUA).

Medicoes de EIM

Artéria carétida comum: medigao média da espessura de
ambos os lados, projecao longitudinal, exatamente 1 cm antes
da bifurcacao. Artéria carétida interna: medigao média da
espessura de ambos os lados, projecao longitudinal na origem.

Medicoes foram feitas com sistema de ultrassom portatil
Vivid i (GE Healthcare, Milwauke, WI, EUA) com o individuo
na posigao supina e com o pescogo girado (45°) para o lado
oposto do lado em exame.? Todos os exames foram feitos
por um tnico médico certificado em diagnéstico por imagem.

Analise estatistica

As andlises estatisticas foram feitas com o SPSS, versao
20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). O teste t de Student foi
usado para comparar os valores médios dos dois grupos com
relacao as varidveis distribuidas normalmente, e o teste de
Mann Whitney foi aplicado para comparar varidveis que nao
foram normalmente distribuidas. O teste X*foi empregado
para avaliar a relagao entre a EIMC e varidveis independentes.
As correlagoes entre biomarcadores plasméticos e EIM das
carétidas comum e interna foram analisadas por meio da
correlagdo de Spearman. Em todos os testes, a significancia
estatistica foi estabelecida em 5% (0,05).
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Resultados

Caracteristicas clinicas e bioquimicas dos individuos
participantes no estudo estao demonstradas na Tabela 1.
Embora os dois grupos tenham apresentado valores de
TSH sérico dentro da normalidade, o valor médio desse
parametro no grupo obeso mostrou-se significativamente
mais alto (p < 0,05) do que no grupo nao-obeso (2,7 = 0,8
vs 2,0 £ 0,8 ulU/mL, p < 0,05). Concentragbes plasméticas
de MMP-9 mostraram-se significativamente mais altas no
grupo obeso em comparagdo ao nao-obeso (p < 0,05),
ao passo que concentragoes plasmaticas de TIMP-1 se
mostraram similares (p > 0,05) em ambos os grupos. A média
da razao MMP-9/TIMP-1 mostrou-se significativamente
mais alta (p < 0,05) no grupo obeso em comparagao ao
grupo nao-obeso. Valores médios de EIM das artérias
carétidas interna e comum de individuos obesos estavam
significativamente mais altos (p < 0,001) do que os de
individuos nao obesos.

Foi detectada uma correlacdo direta e estatisticamente
significativa entre a concentragdo plasmatica de MMP-9, a
razao MMP-9/TIMP-1 e valores de EIM da artéria carétida
comum (p = 0,02 e p = 0,04, respectivamente: Figura 1, Ae E).
Contudo, ndo houve correlagao significativa entre concentragoes
plasmaticas de TIMP-1 e EIMs das artérias carétidas interna e
comum (Figura 1, C e D) ou entre MMP-9 e EIM das artérias
carétidas internas (Figura 1B).

Discussao

Até onde sabemos, este é o primeiro estudo a correlacionar
niveis plasmaticos de MMP-9 e TIMP-1 e EIM da carétida
interna em criancgas e adolescentes obesos e nao obesos.

Ap6s uma avaliagao da metaloproteinase da matriz em criangas e
adolescentes obesos e ndo obesos, Glowinska-Olszewska et al.’?
relataram altas concentracoes do marcador de aterosclerose
MMP-9 no grupo de obesos, e concentragbes ainda mais
elevadas em individuos obesos hipertensos. Os autores relataram
que concentragoes anormalmente elevadas de MMP-9 podem
indicar modificagdes no metabolismo da matriz extracelular de
vasos sanguineos e do musculo cardiaco, e que tais alteragoes
podem acelerar o processo aterosclerético. Além disso, a
mesma equipe de pesquisa descreveu que as concentragbes de
MMP-9 e TIMP-9 estavam elevadas em criangas e adolescentes
obesos, e que os valores desse parametro aumentaram ainda
mais quando a obesidade vem acompanhada de hipertensao.
Além disso, Belo et al.”' relataram que gendtipos e haplétipos
do gene MMP-9 modulam niveis de MMP-9 em circulagdo
em criancas e adolescentes obesos. No presente estudo,
niveis plasméticos de MMP-9 e a razao MMP-9/TIMP-1
mostraram-se significativamente mais altos em individuos
obesos em comparagdo ao grupo controle; porém, os grupos
ndo apresentaram diferencga estatistica nos niveis plasmaticos
de TIMP-1. Apesar de fraco, foi possivel demonstrar uma
relacao direta entre concentragoes de MMP-9 e a razao MMP-9/
TIMP-1, porém, nao entre TIMP-1 e valores de EIM das artérias
cardtidas comuns, o que sugere uma potencial participagao dessa
gelatinase na remodelacao arterial. Além disso, nao foi possivel
estabelecer tal relacdo com a cardtida interna. Essa diferenga
de correlagbes pode ser explicada pela magnitude da EIM da
carétida interna, que é menor do que a da carétida comum;
portanto, a diferenca de magnitude pode ter interferido na
correlagao. E importante notar que concentragoes plasmaticas
de MMP-9 refletem a producao sistémica de MMP-9, e nao
apenas a producdo vascular, o que pode reduzir a magnitude
das correlacoes entre esse biomarcador e EIM.

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas, anatomicas e bioquimicas das criangas e adolescentes obesos e nao-obesos recrutados no
ambulatéria da Divisdo de Endocrinologia e Metabolismo da Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte (Belo Horizonte, MG, Brasil)

Grupo obeso [n = 32]

Grupo nao-obeso [n = 32]

Variavel

Minimo Méximo Média/% DP Minimo Méximo Média/% DP
|dade [anos] 8 17 13 2 12 18 15* 2
Altura [m] 1,28 1,79 1,57 0,13 1,52 1,84 1,63 0,08
Peso [kg] 47 120 73 17 35 71 56* 9
IMC [kg/m?] 26 40 29 5 15 23 22* 2
PAS (mmHg) 90 120 103 6 90 110 103 6
PAD (mmHg) 50 70 60 7 50 80 63 7
Género (% Meninas) - - 59 - - - 47 -
TSH [ulU/mL] 156 46 2,7 0,8 0,7 42 2,0 0,8
EIM da carétida comum [mm] 0,38 0,58 0,45 0,04 0,38 0,45 0,42 0,02
EIM da carétida interna [mm] 0,36 0,46 0,42 0,03 0,37 0,44 0,40* 0,02
MMP-9 [ng/mL] 127 1208 343 249 92 925 246* 151
TIMP-1 [ng/mL] 322 1165 677 214 207 1522 709 284
Razao MMP-9/ TIMP-1 0,15 1,47 0,48 0,25 0,11 1,59 0,41* 0,31

IMC: indice de massa corporal; PAS: presséo arterial sistolica; PAD: presséo arterial diastolica; TSH: horménio estimulante da tireoide; EIM: espessura da
intima-média; MMP-9: metaloproteinase-9 da matriz; TIMP-1: inibidor de tecido de metaloproteinase-1; DP: desvio padrdo. *Diferengas significativas p < 0,05 em

comparag&o ao grupo obeso.
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Figura 1 - Correlagdes entre biomarcadores [MMP-9 (A,B), TIMP-1(C,D) e razdo MMP-9/TIMP-1 (E,F)] e EIM das carétidas comum (A,C,E) e interna (B,D,F).
As correlagbes entre biomarcadores plasmaticos e EIM das artérias carotidas comum e interna foram analisadas com a correlagdo de Spearman

No presente estudo, os valores médios de EIM das
artérias comum e interna do grupo obeso (0,47 e 0,43 mm,
respectivamente) mostraram-se significativamente aumentados
(p < 0,001) em comparagao ao grupo controle (0,42 e
0,40 mm, respectivamente); resultado esse que esta de acordo
com relatos prévios.?*?3 Portanto, em um estudo caso-controle
feito na Bélgica por Beauloye et al.,** envolvendo individuos
saudaveis entre 8 e 18 anos de idade, o valor médio da EIMC
do grupo obeso (0,470 mm) estava significativamente mais alto
do que o do grupo controle de nao obesos (0,438 mm), apesar
de a idade média dos dois grupos nao diferir significativamente.

Ademais, os autores puderam demonstrar uma correlagao
positiva significativa entre EIMC e IMC relativo. Além disso,

estudando adolescentes brasileiros, Silva et al.* demonstraram,
em 35 individuos obesos e 18 ndo obesos entre 10 e 16 anos
de idade, que valores de EIMC, triglicérides, HOMA-IR, insulina
e CRP mostravam-se mais altos, enquanto valores de colesterol
de lipoproteina de alta densidade (HDL-C), adiponectina e
VO, mostravam-se mais baixos no grupo de obesos do que
no grupo de ndo obesos.*

Com base em valores médios de EIM da artéria carétida
comum determinados nos grupos obeso e ndo-obeso
do presente estudo, um ponto de corte de 0,44 mm foi
estabelecido. Uma avaliagao ultrassonogréfica das artérias
carétida comuns e femorais de 247 individuos saudéveis entre
10 e 20 anos de idade® revelou que os valores médios de

Arq Bras Cardiol. 2017; 108(3):198-203

201



202

Andrade et al.
Marcadores de aterosclerose em criancas

Artigo Original

EIM aumentavam quase linearmente de 0,38 para 0,40 mm
com o aumento da idade. Considerando-se que o ponto
de corte adotado era consideravelmente mais alto do que
valores previamente atribuidos a individuos saudaveis com
idade entre 18 e 20 anos, é possivel afirmar que criangas e
adolescente que compde o grupo obeso do presente estudo
exibiram valores de EIMC anormalmente elevados. Além disso,
foi possivel estimar, por meio dos dados obtidos, que o risco do
grupo de obesos que exibe EIM da carétida comum elevada
estava entre 2 e 5 vezes mais alto do que o grupo controle, ao
passo que o risco representado pela EIM elevada da carétida
interna estava entre 1,5 e 4 vezes maior.

Técnicas ndo invasivas sao ferramentas confidveis para a
identificacao de adultos com maior risco de aterosclerose e risco
cardiovascular, mas para criangas e adolescentes, essas técnicas
tém sido observadas principalmente em pesquisas. A imagem
ultrassonografica parece ser uma técnica confiavel para estimar
valores de EIM de artérias humanas in vivo, ja que Pignoli et al.?
puderam confirmar que nao havia diferencas significativas entre
a EIM das artérias carétidas comuns determinada por ultrassom
em modo B avaliada em exame patogénico e aquela avaliada in
vivo em individuos jovens. Além disso, enquanto a andlise da EIM
é frequentemente usada em estudos transversais, apenas alguns
ensaios clinicos com criangas empregam esse parametro.?
O estudo Cardiovascular Risk in Young Finns (Risco Cardiovascular
em Jovens Finlandeses),” que incluiu uma investigacao
longitudinal com follow-up de 21 anos, sugeriu que indices de
obesidade, como IMC, dobra cutanea, lipoproteinas séricas,
insulina, glicose e pressao arterial, medidas na juventude, estao
significativamente associadas a EIM elevada e a diminuigao da
elasticidade da artéria carétida na fase adulta. Esses achados
enfatizam a importancia do controle de peso da juventude a
idade adulta na reducao do risco cardiovascular. Embora os
valores médios de TSH do grupo obeso mostraram-se mais
altos do que os do grupo controle (2,85 versus 1,98 ulU/mL),
nao foram diagnosticados casos de hipotireoidismo em
participantes obesos. Convencionalmente, uma concentragao
de TSH sérica de 4 a 5 ulU/mL é considerada elevada; porém,
dados recentes de grandes estudos populacionais indicam que
um ponto de corte de TSH mais baixo, entre 2 e 2,5 ulU/mL
estaria mais apropriado.?® Da mesma forma, a National
Academy of Clinical Biochemistry (Academia Nacional de
Bioquimica Clinica dos Estados Unidos) recomenda um limite
superior de 2,5 ulU/mL?* para TSH sérica, valor esse que esta
abaixo da concentragdo média do grupo obeso determinada no
presente estudo. Contudo, nao é possivel afirmar com certeza
que ndo houve casos de hipotireoidismo clinico no grupo de
obesos do presente estudo.

Além disso, diversos estudos ja revelaram uma associagao
positiva entre medicoes de obesidade e concentragbes do
hormonio estimulante da tireoide (TSH), embora os mecanismos
responsaveis por essa associagao requeiram maior elucidagao,*
propde-se que variagdes no horménio da tireoide podem afetar
lipoproteinas e estagios de oxidagao que contribuem para a
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remodelagio vascular e funcio endotélica." E interessante notar
que também foi demonstrada uma correlagdo significativa entre
valores de EIMC e TSH dentro da normalidade, sugerindo um
maior risco cardiovascular em individuos com baixa fungao
normal da tireoide.!

Yap e Jasul*? encontraram uma correlagdo positiva
entre TSH sérico e IMC, e inferiram que um aumento
na concentracdo de TSH, mesmo que dentro dos limites
geralmente aceitaveis, pode contribuir para problemas com o
peso. O presente estudo demonstrou que o grupo de criangas
e adolescente obesos apresentou concentragbes elevadas
de TSH, embora as concentragoes estivessem dentro do
normal, assim como em achados prévios relatados por Aypak
et al.* Porém, esse problema requer, claramente, maiores
investigacoes, ja que o hipotireoidismo pode estar associado
a marcadores de aterosclerose e, consequentemente, com
EIMC elevada.’**3** Uma limitagao do presente estudo é o
baixo nimero de individuos inscritos.

Conclusao

Nossos dados demonstram que criangas e adolescentes
obesos apresentam valores médios de EIM, concentragoes
plasmaticas de MMP-9 e TIMP-1 e razao MMP-9/TIMP-1 mais
altos do que os ndo obesos. Portanto, esses achados indicam que
o grupo de obesos tem perfil de risco para aterosclerose precoce.
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