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Inhibition of matrix metalloproteinases: a possible therapeutic strategy in arterial

hypertension?
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A hipertensao € um importante problema de sadde piblica
associado ao aumento do risco de doengas cardiovasculares.
Dentre outros modelos utilizados experimentalmente para
estudar a hipertensao arterial, 0 modelo de hipertensao 2
rins-1clipe (2R1C) esta associado a significativa ativagao do
sistema renina-angiotensina, produzindo alteragoes vascu-
lares possivelmente decorrentes do aumento do estresse
oxidativo e da ativacéo excessiva de metaloproteinases da
matriz extracelular (MMPs). As MMPs séo reguladas por
VArios processos, e a ativacao dessas proteases promove
degradacéo excessiva dos componentes da matriz extra-
celular e desse modo provoca um remodelamento vascular
patolégico. Entre varias dessas enzimas proteoliticas, as
gelatinases (MMP-2 e MMP-9) tém merecido destaque por
terem um importante papel nas doengas cardiovasculares.
Estudos demonstram que o aumento na atividade e nos
niveis de MIMP-2 pode prejudicar o relaxamento vascular
dependente do endotélio e causar hipertrofia arterial,
especialmente da camada média, deposigao excessiva de
colageno e elastina e, desse modo, contribuir para disfungéo
e remodelamento vascular hipertensivo. Portanto, como
as MMPs desempenham importante papel no desenvolvi-
mento e progressao de diversas doencas cardiovasculares,
a inibicdo dessas proteases tem sido muito estudada e
valorizada como uma importante estratégia terapéutica para
0 tratamento dessas doencas, inclusive das consequéncias
deletérias da hipertensao arterial.
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Hypertension is an important public health problem asso-
ciated with increased risk of cardiovascular disease. The
experimental model of hypertension-2 kidney 1clipe (2K1C)
promotes significant activation of the renin-angiotensin
system, and produces vascular changes associated with
increased oxidative stress and upregulation of extracellular
matrix metalloproteinases (MMPs). MMPs can be regu-
lated by several processes, and increased activation of
these proteases promotes excessive degradation of extra-
cellular matrix components, thereby causing pathological
vascular remodeling. Among these proteolytic enzymes,
the gelatinases (MMP-2 and MMP-9), have shown an
important role in cardiovascular disease. Studies show
that increased activity and levels of MMP-2 may impair
the endothelium-dependent vasorelaxation and cause
artery wall hypertrophy, excessive deposition of collagen
and elastin, thus contributing to dysfunction and hyper-
tensive vascular remodeling. Therefore, as the MMPs play
an important role in the development and progression of
various cardiovascular diseases, inhibiting these proteases
has been valued as a possible therapeutic strategy in the
treatment of cardiovascular diseases, including the com-
plications associated with hypertension.

2K1C hypertension, extracelular matrix metaloproteinases,
vascular remodeling.
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ALTERAQ()ES FISIOPATOLOGICAS DA HIPERTENSAO
ARTERIAL

A hipertensao é um crescente problema de salde publica,
associado & elevada morbidade e mortalidade’2. E uma doenca
multifatorial e estd intimamente associada ao aumento do
risco de doencgas cardiovasculares, bem como a alteragdes
patoldgicas nos mecanismos vasculares, hormonais, neuronais
e renais de controle da pressao arterial*®. Durante a hiper-
tensdo, ocorrem vérias alteragoes vasculares e funcionais,
incluindo o aumento do estresse oxidativo, 0 que tem sido
evidenciado em pacientes com hipertensao essencial e em
modelos experimentais de hipertensao®’. Além disso, ocorre
um remodelamento vascular, o qual envolve a ativagao de vias
proteoliticas que contribuem para a mudanca estrutural que
ocorre na matriz extracelular®.

REMODELAMENTO VASCULAR

Em condicGes fisioldgicas, a elasticidade intrinseca dos grandes
vasos atenua as variagdes periddicas de pressao®. No entanto,
em condigdes de elevada presséo arterial, como na hiperten-
sao arterial cronica, ocorrem mudancas na parede da artéria
conhecidas por remodelamento vascular'®, o que é considerado
uma resposta adaptativa para normalizar a tensao na parede
do vaso''. Algumas modificagdes especificas que ocorrem
no vaso sao: disfungdo endotelial, espessamento da parede,
hipertrofia e hiperplasia das células do musculo liso vascular,
migracgao, proliferagdo e apoptose celular, além de deposigao
de componentes da matriz extracelular'®1%,

Nas artérias de condutancia, como a aorta, ocorre 0 remo-
delamento hipertréfico que envolve tanto o0 aumento na razao
da espessura da média pelo didmetro do Iimen do vaso (razéo
M/L) quanto na area de seccao transversal (AST), enquanto o
limen do vaso ¢ inalterado®''. Um mecanismo pelo qual o
remodelamento vascular ocorre é por meio da degradacéo e
reorganizacao da matriz na parede do vaso®, devido a ativagao
das metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs)8. Além
disso, a ativagdo do sistema renina-angiotensina induz efeitos na
estrutura vascular, como crescimento e fibrose, sendo um impor-
tante regulador do remodelamento e inflamagéo vascular™.

0 MODELO DE HIPERTENSAO 2R1C

Afisiopatologia da hipertensao é bastante heterogénea e varios
modelos animais tém sido propostos com o intuito de estudar os
fenémenos que ocorrem na hipertenséao essencial'®. O modelo
experimental de hipertenséo 2 rins-1clipe (2R1C), desenvolvido
por Goldblatt (1939), é relacionado a significativa ativagdo do
sistema renina-angiotensina, sendo muito semelhante ao quadro
de hipertensao renovascular em humanos'. Nesse modelo,
ocorre inicialmente uma diminui¢ao na perfusao renal, que leva
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a liberacao de renina e subsequente producéo de angiotensina
Il circulante (Ang Il), o que resulta em vasoconstrigao acentua-
da, retencdo de soédio e agua (mediados pela aldosterona),
entre outros fatores, com consequente aumento da pressao
arterial®'®,

A Ang Il ativa a enzima-nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH) oxidase do endotélio vascular e das células do
musculo liso vascular e, subsequentemente, aumenta a produ-
cao de espécies reativas de oxigénio (EROs)?. Nesse contexto,
demonstrou-se in vitro que as EROs podem ativar a MMP-2 e
a MMP-9 secretadas do musculo liso vascular, ao reagir com
grupo tiol que preserva a laténcia das MMPs?'. Desse modo,
desencadeia-se um progressivo dano cardiovascular e renal,
resultando em acentuadas alteragtes vasculares associadas a
um significativo aumento da atividade das MMPs'7:822,

AS METALOPROTEINASES DA MATRIZ
EXTRACELULAR

Recentes estudos indicam que um grupo de endopeptidades
dependentes de calcio e que também contém zinco (Zn?*), de
onde sao conhecidas por metaloproteinases da matriz extrace-
lular (MMPs), desempenha importante papel no remodelamento
vascular presente em muitas doengas cardiovasculares, incluin-
do a hipertensao'2-%,

As MMPs degradam varias proteinas da matriz extracelular
quebrando-as em suas ligagbes peptidicas especificas e séo
expressas em varios tipos celulares e tecidos, incluindo células
da musculatura vascular lisa, endotélio, fibroblastos e células
inflamatdrias®?*?’. Basicamente, as MMPs sdo compostas de
um sitio catalitico contendo Zn* e célcio e de um pro-peptidio
ligado ao sitio catalitico por uma ligacao sulfidrila®. Por terem
propriedades potencialmente destrutivas, as MMPs séo sinteti-
zadas como pro-formas, enzimaticamente inativas e denominada
de zimogénios?. Assim, a ativagao enzimatica requer a remogao
do dominio pro-peptideo por meio da degradagéo deste por
outras proteases, tais como plasmina, ou por MT-MMPs (MMPs
do tipo membrana)?.

A atividade das MMPs pode ser regulada por varios fatores
como citocinas, horménios, fatores de crescimento, estresse
de cisalhamento e estresse oxidativo®. Essa regulagao pode
ser feita em trés niveis: indugdo da transcricao génica, mo-
dificacdo pds-traducional e interacao das MMPs com seus
inibidores teciduais enddgenos, os TIMPs (inibidores teciduais
de MMPs)?82331 'Em condigoes fisiologicas, existe um equilibrio
entre a razao de MMPs e TIMPs. Entretanto, em processos
patolégicos como a hipertenséo arterial, ocorre um desequilibrio
dessa razao, levando a degradacao excessiva das proteinas da
matriz extracelular®® e consequentemente ao remodelamento
vascular patoldgico®.
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IMPORTANCIA DA MMP-2 NA HIPERTENSAO
ARTERIAL

A atividade aumentada das MMPs participa de varios processos
patoldgicos como a invaséo de células tumorais e a formacéo de
metastases®, doengas fibréticas e artrite reumatoide. Dentre
essas enzimas proteoliticas, MMP-2 e MMP-9 tém apresenta-
do um importante papel nas doengas cardiovasculares como
aterosclerose, infarto agudo do miocérdio, doenca cardiaca
isquémica, aneurismas vasculares e hipertensao'2.

A MMP-2 é uma gelatinase que é expressa de forma cons-
titutiva. Possui um dominio chamado de “fibronectin like”, que
é responsavel pelo reconhecimento do colageno tipo I, IV, V,
Vil e X, gelatina (colageno desnaturado), laminina e elastina®.
A pr6-MMP-2 (72 KDa) é processada por agao combinada da
MMP-14 e do TIMP-2 a uma forma enzimaticamente ativa (64
KDa). Entretanto, o estresse oxidativo aumentado e a agdo do
peroxinitrito (ONOQ-) podem ativar a pr6-MMP-2 sem remover
0 pro-peptideo autoinibitorio, mantendo-se o mesmo peso
molecular da forma inativa (72 KDa)?-%.

Recentemente, foram demonstradas elevada expressao e
atividade da MMP-2 e da MMP-9 no remodelamento vascular
em pacientes hipertensos®*' e em modelos animais'22642-46,
Estudos realizados em nosso laboratdrio sugerem que 0 aumento
na atividade e nos niveis de MMP-2 possa prejudicar o relaxa-
mento vascular dependente do endotélio e causar hipertrofia
na parede das artérias e deposicao excessiva de colageno e
elastina, contribuindo, assim, para disfungéo e remodelamento
vascular hipertensivo'2254547,

Uma vez que o estresse oxidativo ativa as MMPs, especial-
mente a MMP-2, algumas drogas anti-hipertensivas como a
lercanidipina, uma di-hidropiridina de terceira geracéo, bloquea-
dora de canais de célcio, sdo capazes de atenuar o aumento do
estresse oxidativo e, consequentemente, da atividade da MMP-2
induzidos pela hipertensao 2R1C*. Qutras di-hidropiridinas de
outras geragoes, tais como a nifedipina, a amlodipina e a nimo-
dipina, também produzem os mesmos efeitos, sugerindo que
esses efeitos ndo dependem da geragdo dessas drogas, pelo
menos em relacdo aos seus efeitos antioxidantes, inibigdo de
MMPs e remodelamento vascular na hipertensao 2R1C*. Qutros
estudos também realizados em nosso laboratdrio demonstram
que drogas como o tempol, um sequestrador de EROs, € a
espironolactona, um antagonista da aldosterona que produziu
efeitos antioxidantes, atenuaram o aumento na expressao e na
atividade da MMP-2 e o remodelamento vascular associado ao
modelo 2R1C%4.

Embora as MIMPs sejam conhecidas pelo seu papel no re-
modelamento da matriz extracelular, recentes evidéncias tém
mostrado que a MMP-2 também desempenha importante papel
intracelular, especialmente em resposta ao estresse oxidativo
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durante a injlria de isquemia/reperfusao cardiaca?’°. Além dis-
s0, a MIMP-2 também pode aumentar a contratilidade vascular
ao clivar peptideos envolvidos no controle do tdnus vascular
como a big endotelina-1%, o peptideo vasodilatador CGRP (pep-
tideo relacionado ao gene calcitonina)®' e a adrenomedulina®,
desse modo promovendo a disfungdo vascular encontrada em
modelos de hipertensao arterial.

EFEITOS DA DOXICICLINA SOBRE AS MMPS
Considerando-se as evidéncias que implicam as MMPs no
desenvolvimento e progressao de diversas doencas cardiovas-
culares, inibi-las tornou-se muito atrativo. De fato, vérios estudos
recentes tém demonstrado que inibir essas proteases pode ser
uma importante estratégia terapéutica para o tratamento, por
exemplo, da hipertensao arterial e de suas consequéncias dele-
térias. A doxiciclina é uma tetraciclina capaz de inibir a atividade
das MMPs independentemente de sua agdo antimicrobiana®.
E considerada o inibidor mais potente e nao seletivo de MMPs*.
Embora as tetraciclinas sejam quelantes de Zn?*%, o mecanis-
mo primario de inibicdo das MMPs pela doxiciclina ndo esta
esclarecido. Entretanto, foi proposto que a doxiciclina possa se
ligar préximo ao Zn?* no sitio catalitico e romper a ligagao entre
esse fon e o calcio, blogqueando, assim, o sitio ativo e inibindo
a atividade de MIMPs?,

A doxiciclina é o nico inibidor de MMPs aprovado para uso
clinico pelo FDA (US Food and Drug Administration) para o trata-
mento de doengas periodontais®” em dose “subantimicrobiana”,
ou seja, em doses que produzem concentragoes plasmaticas
menores do que as requeridas para sua acao antimicrobiana®.
Além disso, o uso da doxiciclina tem demonstrado efeitos
benéficos no tratamento de outras doengas em que as MMPs
desempenham papéis patoldgicos, tais como aneurisma aorti-
co abdominal®®, infarto agudo do miocardio® e cancer de colo
retal®.

Estudos sugerem que a doxiciclina possa reduzir significa-
tivamente 0 aumento da atividade da MMP-2 em artérias de
resisténcia e de condutancia'?®, atenuando, assim, o remo-
delamento ventricular apés infarto do miocardio® por diminuir
a atividade da MMP-2 e MMP-9%2, Além disso, a doxiciclina
parece estabilizar placas aterosclerdticas por inibir MMPs em
car6tidas®, podendo também reduzir a producao de MMP-2 por
células do misculo liso vascular. Isso pode decorrer da dimi-
nuicéo da estabilidade do RNAm para MMPs®. Também ja foi
demonstrado que a doxiciclina diminui a degradagao da matriz
extracelular em aneurisma aértico abdominal®.

Castro et al.'? mostraram que a doxiciclina pode inibir o
remodelamento vascular induzido pela hipertensao arterial
experimental 2R1C em ratos, utilizando-se doses que seriam
consideradas muito grandes (30 mg/kg/dia), a0 menos em
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comparagdo com o padrao da dose antimicrobiana de doxici-
clina usada em humanos®. De fato, 0 uso de doses elevadas
de doxiciclina administradas em humanos, visando inibir MMPs,
poderia levar ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana, o
que poderia dificultar o tratamento de determinadas infecgoes
bacterianas, além de causar outros tipos de efeitos adversos. As-
sim, em nosso laboratario foi avaliado o efeito de doses inferiores
a 30 mg/kg/dia de doxiciclina sobre as alteragdes vasculares
associadas a hipertensdo experimental 2R1C®. Observamos
que a doxiciclina, 30 mg/kg/dia, diminuiu os niveis de MIMP-2
na aorta, reverteu a disfuncao endotelial, além de ter atenuado
as alteragdes vasculares encontradas em ratos hipertensos
2R1C. Entretanto, doses de 3 e 10 mg/kg/dia ndo produziram
tais efeitos, sugerindo que doses de doxiciclina inferiores a 30
mg/kg/dia ndo atenuam as alteracoes vasculares encontradas no
modelo de hipertensao 2R1C®. Contudo, estudos em humanos
deveriam ser realizados visando testar a hipatese de que baixas
doses de doxiciclina inibem as alteragées cardiovasculares
associadas a hipertensao arterial.

Assim, pode-se concluir que as MMPs desempenham im-
portante papel no desenvolvimento das alteragdes associadas
a hipertensao experimental 2R1C, especialmente ao participar
do remodelamento vascular patolégico. Inibir tais proteases
pode tornar-se uma importante estratégia terapéutica para o
tratamento das alteracdes vasculares associadas a hipertensao
arterial.
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