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Alteracao Precoce da Matriz Extracelular e Parametros Diastolicos
na Sindrome Metabolica

Early Change of Extracellular Matrix and Diastolic Parameters in Metabolic Syndrome
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Seligman'?, Bruce B. Duncan?, Luis Eduardo P Rohde’?, Nadine Clausell'?, Murilo Foppa'*
Hospital de Clinicas de Porto Alegre’; Universidade Federal do Rio Grande do Sul?, Porto Alegre, RS — Brasil

Resumo

Fundamentos: Sindrome Metabdlica (SM) esta associada com maior risco cardiovascular, porém nao esta claro se
as alteracoées miocardicas presentes nessa condicao, como a disfuncao diastélica, sao consequéncia de mecanismos
sistémicos ou de efeitos diretos no miocardio.

Objetivos: Comparar funcao diastélica, biomarcadores de atividade da Matriz Extracelular (MEC), inflamacao e estresse
hemodinamico, em pacientes com SM e controles saudaveis.

Métodos: Pacientes com SM (n = 76) e controles saudaveis (n = 30) foram avaliados clinicamente e submetidos a
exame ecocardiogrifico e mensuracao dos niveis plasmaticos de metaloproteinase-9 (MMP9), inibidor tecidual da
metaloproteinase-1 (TIMP1), proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us), resisténcia insulinica (HOMA-RI) e NT-proBNP.

Resultados: O grupo SM apresentou menor onda E’ (10,1 + 3,0 cm/s vs. 11,9 = 2,6 cm/s, p = 0,005), maiores valores para
onda A (63,4 = 14,1 vs. 53,1 * 8,9 cm/s, p < 0,001), razio E/F'(8,0 + 2,2 vs. 6,3 = 1,2; p < 0,001), MMP9 (502,9 + 237,1
vs. 330,4 = 162,7 ng/mL, p < 0,001), PCR-us (p = 0,001) e HOMA-RI (p < 0,001), sem diferenca nos niveis de TIMP1 e
NT-proBNP. Na andlise multivariada, apenas MMP9 foi independentemente associada a SM.

Conclusao: Pacientes com SM apresentaram diferencas em medidas ecocardiograficas de funcao diastélica, na atividade
da MEC, PCR-us e HOMA-RI em relacao aos controles. Porém, somente MMP9 foi independentemente associada com SM.
Esses achados sugerem que os efeitos precoces da SM sobre a atividade da MEC podem nao ser detectados nas medidas
ecocardiograficas de funcao diastélica usuais. (Arq Bras Cardiol. 2013;101(4):311-316)

Palavras-chave: Sindrome Metabdlica; Fatores de Risco; Matriz Extracelular; Diastole / fisiopatologia.

Abstract

Background: Metabolic syndrome (MS) is associated with increased cardiovascular risk. It is not clear whether myocardial changes showed in
this syndrome, such as diastolic dysfunction, are due to the systemic effects of the syndrome, or to specific myocardial effects.

Objectives: Compare diastolic function, biomarkers representing extracellular matrix activity (ECM), inflammation and cardiac hemodynamic
stress in patients with the MS and healthy controls.

Methods: MS patients (n=76) and healthy controls (n=30) were submitted to a clinical assessment, echocardiographic study, and measurement
of plasma levels of metalloproteinase-9 (MMP9), tissue inhibitor of metalloproteinase-1 (TIMP1), ultrasensitive-reactive-C-Protein (us-CRP),
insulin resistance (HOMA-IR) and natriuretic peptide (NT-proBNP).

Results: MS group showed lower E” wave (10.17 = 3.0 cm/s vs 11.9 = 2.6 cm/s, p = 0.005), increased A wave (63.4 = 14.1 cm/s vs.
53.1 = 8.9 cm/s; p < 0.001), E/E’ ratio (8.0 = 2.2 vs. 6.3 = 1.2; p < 0.001), MMP9 (502.9 = 237.1 ng/mL vs. 330.4+162.7 ng/mL;
p < 0.001), us-CRP (p = 0.007) and HOMA-IR (p < 0.001), but no difference for TIMP1 or NT-proBNP levels. In a multivariable analysis,
only MMP9 was independently associated with MS.

Conclusion: MS patients showed differences for echocardiographic measures of diastolic function, ECM activity, us-CRP and HOMA-IR
when compared to controls. However, only MMP9 was independently associated with the MS. These findings suggest that there are
early effects on ECM activity, which cannot be tracked by routine echocardiographic measures of diastolic function. (Arq Bras Cardiol.
2013;101(4):311-316)
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Introducao

Sindrome Metabdlica (SM) tem uma prevaléncia estimada
em torno de 35% da populagdo adulta'? e é definida como
uma combinacao de fatores de risco associados com doenca
cardiovascular e diabetes do tipo 2. Nao esta claro se as alteragoes
miocdrdicas presentes nessa condigdo sao consequéncia de
mecanismos sistémicos ou sdo efeitos diretos sobre o miocérdio.

A avaliacdo da funcao diastélica tem sido utilizada para
identificar alteragoes cardiacas pré-clinicas. Disfungao
diastélica é prevalente em pacientes com SM, mesmo
na auséncia de hipertensdo e diabetes’® e ajustado para a
massa do ventriculo esquerdo*®. Disfuncao diastélica é um
marcador de prognéstico desfavoravel independente de
qualquer outra comorbidade®. Na sindrome metabélica,
a disfuncao diastélica é usualmente atribuida ao aumento
do estresse hemodindmico’”®, mas também pode ser
secunddria a alteragbes da matriz extracelular decorrentes
do ambiente inflamatério e alteragdo do metabolismo da
glicose presentes nessa condicao®. O turnover do coldgeno
da matriz extracelular é regulado pelo equilibrio entre
metaloproteinases e seus inibidores teciduais plasmaticos.
Maodificagdes nesse equilibrio representam outro mecanismo
que afeta o relaxamento e a complacéncia ventricular'.

Com o objetivo de entender melhor os processos
envolvidos nas alteragoes cardiovasculares observadas na
SM, comparamos parametros ecocardiograficos de fungao
diastélica e niveis plasmaticos de metaloproteinase-9
(MMP9), inibidor tecidual da metaloproteinase-1 (TIMP1),
proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us), resisténcia
insulinica (HOMA-RI) e NT-proBNP em pacientes com SM
e controles saudaveis.

Métodos

Populacao

Neste estudo transversal, foram selecionados individuos
entre 30-55 anos com SM e controles saudaveis (CTR).
O grupo SM foi composto por todos os individuos
recrutados para um ensaio clinico randomizado cujo
protocolo e resultados principais ja foram publicados.
De uma amostra inicial de 471 voluntérios avaliados,
76 preencheram os critérios de elegibilidade para o estudo,
que foram: indice de Massa Corporal (IMC) = 30 kg/m?
e =40 kg/m?, circunferéncia abdominal = 95 cm e pelo
menos dois outros critérios para SM de acordo com o
National Cholesterol Education Program Adult Treatment
Panel Il (NCEP/ATP 111)'2. Além disso, todos os pacientes
tinham um teste oral de tolerdncia a glicose negativo para
diabetes. Os critérios de exclusao foram gravidez, lactagao,
creatinina =1,5 mg/dL, disfuncdo musculoesquelética,
doengas inflamatérias ou cronica do figado, tireoide e/ou
uso de corticoide ou anorexigenos. Os dados obtidos na
linha de base desse grupo foram comparados com uma
amostra de controles saudaveis, recrutados localmente, de
mesmo sexo e faixa etdria que o grupo SM. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica da nossa instituicao e pelo
Comité de Pesquisa, e todos os participantes assinaram
termo de consentimento no inicio do estudo.
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Avaliacao clinica

As aferigdes da pressao arterial e frequéncia cardiaca
foram realizadas em triplicata apds cinco minutos de
repouso, usando esfigmomandmetro aneroide (Tycos, Welch
Allyn, EUA), com valor médio relatado. A altura foi medida
por um estadidometro de parede e o peso, por uma balanga
eletronica, com os participantes vestindo roupas leves, sem
sapatos. A circunferéncia abdominal foi medida no ponto
médio entre o gradil costal e a crista ilfaca.

Analise bioquimica

Amostras de sangue foram coletadas em jejum. Insulina
foi aferida através de electroquimioluminescéncia (Roche,
Suiga), e proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us), através
de imunonefelometria (Roche, Suiga). O perfil lipidico
foi medido enzimaticamente (Roche, Suiga) e o nivel de
LDL-colesterol foi calculado de acordo com a férmula
de Friedewald, para niveis de triglicerideos abaixo de
400 mg/dL. O modelo da homeostase para avaliagao da
resisténcia a insulina (HOMA-RI) foi usado para determinar
resisténcia insulinica'. Os coeficientes de variagao para esses
parametros foram todos abaixo de 6%.

Estudo ecocardiografico

As imagens foram obtidas com o aparelho de ultrassom
modelo EnVisor C HD (Philips Medical, Andover, MA, EUA),
equipado com transdutor sectorial de 4-2 MHz. As imagens
digitais estaticas e dinamicas foram enviadas para uma estagao
de trabalho (ComPACS, Medimatic Srl, Itdlia) e lidas off-line
por um dnico investigador.

Os diametros, espessuras do septo e parede posterior
do Ventriculo Esquerdo (VE) foram obtidas através de
imagem bidimensional na janela paraesternal longitudinal.
O indice do Volume do Atrio Esquerdo (IVAE) foi
medido na janela apical de 4 cdmaras, ao final da sistole
ventricular, utilizando-se o método simplificado de
Simpson e indexado para a superficie corporal.

A funcdo diastélica foi avaliada a partir do Doppler
transmitral’ e Doppler tecidual do anel mitral, incluindo:
velocidade méxima transmitral de enchimento precoce (onda E)
e tardio (onda A) do VE, tempo de desaceleragao (TD) da onda E
e velocidade méxima de deslocamento do anel mitral septal no
inicio (onda E") e no final da didstole (onda A). A partir desses
valores, as razoes E/A e E/E’ foram calculadas.

As medidas e selecao dos pontos de corte seguiram as
recomendagdes da American Society of Echocardiography,
considerando a média de trés batimentos cardiacos
consecutivos'®'”. Os volumes do VE e fragao de ejecdo
foram calculados pela formula de Teichholz. A massa do
VE foi indexada pela altura a poténcia de 2,7(IMVE)'.
A Espessura Parietal Relativa (EPR) foi definida como
(espessura do septo + parede posterior)/diametro
diastélico do VE. A variabilidade intraleitor foi avaliada
em 16 participantes através do Coeficiente de Variagao
(CV) e Coeficiente de Correlagao Intraclasse (CCl), cujos
valores foram, respectivamente, onda E’ (CV: 5,2%
e CCI: 0,99; 1C95%: 0,97-0,99), onda E (CV: 4,5% e
CCl: 0,98; 1C95%: 0,96-0,99), onda A (CV: 3,5% e
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CClI: 0,98; 1C95% 0,97-0,99). As medidas bidimensionais
mostraram um CV que variou entre 8% e 13%, com o
CCl acima de 0,75, valores semelhantes aos descritos em
estudos prévios'*20.

ELISA

Amostras venosas (15 mL) foram coletadas em tubos
contendo EDTA, com o participante em jejum. As amostras
foram imediatamente centrifugadas a 4° C a 3.000 x g durante
20 minutos e o plasma removido e armazenado a -70°C. Todas
as amostras de plasma foram analisadas simultaneamente
por um técnico de laboratério de forma cega. Os niveis
MMP9 e TIMP1 foram medidos em amostras duplicatas
com Kkits disponiveis comercialmente ELISA (R&D Systems,
Minneapolis, MN, EUA). A sensibilidade do ensaio de MMP9
foi < 0,156 ng/ mL e a sensibilidade do ensaio de TIMP1 foi
< 0,08 ng/mL, com coeficientes de variagdo intra-e interensaio
de 6% e 10%, respectivamente. O nivel de NT-proBNP foi
medido com kit de ELISA comercial (Roche Diagnostic, Franca)
com sensibilidade do ensaio de < 0,6 pmol/L e coeficientes de
variacao intra- e interensaio de 1,9% e 3,1%, respectivamente.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média e desvio
padrao ou percentagem. Os grupos foram comparados
através do teste t de Student para amostras independentes
ou qui-quadrado. As associagdes entre as varidveis continuas
foram testadas com coeficiente de correlagao de Pearson
e regressao linear miltipla para identificar as varidveis
independentemente associadas com a presenga de SM.

Foi calculado um tamanho de amostra de 66 SM e 33 CTR,
considerando um alfa de 0,05, um poder de 0,8 e uma diferenca
de 0,6 desvios-padrao nos niveis de MMP9 entre os grupos.
Esse valor foi estimado como equivalente & diferenca dos
niveis de MMP9 descrita por Tayebjee e cols.?', em pacientes
hipertensos — que também apresentam disfuncao diastdlica—e

controles normais. Foi considerado estatisticamente significativo
p < 0,05. Todas as andlises estatisticas foram realizadas com
o0 pacote de software estatistico SPSS (SPSS 15.0 Inc., EUA).

Resultados

Foram analisados 76 pacientes com SM (43,3 = 7,9 anos,
65% homens) e 30 controles saudaveis (40,9 = 6,6 anos,
63% homens). As demais caracteristicas clinicas e os achados
laboratoriais dos grupos sao apresentados na tabela 1.
O grupo SM, como esperado, tinha maiores peso,
circunferéncia abdominal, frequéncia cardiaca, pressao
arterial e niveis de colesterol em comparagao ao grupo CTR.

O indice de Massa do Ventriculo Esquerdo (IMVE) foi
maior no grupo SM (Tabela 2). O Volume Indexado do
Atrio Esquerdo (IVAE) e a fragio de ejecdo nao diferiram
entre os grupos.

Em relacdo aos parametros de funcdo diastélica, o
grupo SM mostrou maior onda A (63,4 = 14,1 cm/s
vs. 53,1 = 8,9 cm/s, p < 0,001) e menor onda F’
(10,1 = 3,0 cm/s vs. 11,9 £ 2,6 cm/s, p = 0,005)
comparados aos controles, mas com valores médios
ainda dentro da faixa da normalidade'. Essas diferengas
refletiram-se em uma menor razao E/A (p = 0,05) e maior
razao E/E’ (p < 0,001) no grupo SM. Aonda E (p = 0,45) e
o tempo de desaceleragdo mitral (p = 0,98) ndo diferiram
entre os grupos (Tabela 2).

Os biomarcadores de atividade da matriz extracelular
mostraram niveis de MMP9 maiores no grupo
SM (502,9 = 237,17 ng/mL vs. 330,4 = 162,7 ng/mL,
p < 0,001), mas sem diferenca nos niveis de TIMP1
(210,2 = 55,6 ng/mL vs. 220,2 = 57,2 ng/mL, p = 0,41)
(Figura 1). A resisténcia a insulina medida pelo HOMA-RI
(p < 0,001) e os niveis de PCR-us (p = 0,001) foram
maiores no grupo SM, enquanto os niveis de NT-proBNP
(p = 0,19) ndo apresentaram diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos (Tabela 3).

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e pardmetros laboratoriais dos grupos: sindrome metabélica (SM) e controles saudaveis (CTR)

SM (n=76) CTR (n=30) p
Sexo masculino (%) 65,3 63,3 0,85
Idade (anos) 43,3(7,9) 40,9(6,6) 0,14
IMC (kg/m?) 34,7(2,8) 24,9(2,6) <0,001
Circunferéncia abdominal (cm) 106,7(7,3) 86,1(8,9) <0,001
PAS (mmHg) 128,0(12,7) 115,8(10,2) <0,001
PAD (mmHg) 81,2(9,7) 76,3(9,1) 0,02
Frequéncia cardiaca (bpm) 86,6(10,4) 69,9(11,0) <0,001
Colesterol total (mg/dL) 215,8(38,9) 194,1(31,8) 0,01
HDL-colesterol (mg/dL) 45,6(10,9) 49,2(14,4) 0,17
Triglicerideos (mg/dL) 189,6(224) 124,7(80,2) 0,13
Glicose (mg/dL) 93,8(8,45) 86,7(7.4) <0,001

Valores apresentados como média (DP) ou percentagem. IMC: indice de massa corpdrea; PAS: presséo arterial sistélica; PAD: presséo arterial diastélica.

Arq Bras Cardiol. 2013;101(4):311-316
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Tabela 2 - Parametros ecocardiograficos e fungéo diastdlica no grupe sindrome metabdlica (SM) e controles saudaveis (CTR)

SM (n =76) CTR (n=30) p
IMVE(g/m?") 37,8(7,5) 324(7,2) 0,001
Espessura Parietal Relativa 0,39(0,07) 0,36(0,05) 0,17
Fragdo de ejecao do ventriculo esquerdo (%) 68,5(5,4) 66,9(7,1) 0,22
IVAE(mL/m?) 24,3(6,0) 25,6(5,9) 0,35
Onda E (cm/s) 76,9(15,7) 74,4(15,6) 0,45
Onda A (cm/s) 63,4(14,1) 53,1(8,9) <0,001
Tempo de Desaceleracéo(ms) 205,2(28,6) 205,3(35,3) 0,98
Onda E’ (cm/s) 10,1(3,0) 11,9(2,6) 0,005
Onda A’ (cm/s) 11,0(2,3) 10,1(1,9) 0,04
Raz&o E/A 1,26(0,38) 1,42(0,3) 0,05
Razéo E/E’ 8,0(2,2) 6,3(1,2) <0,001

Valores apresentados como média (DP). IMVE: indice de massa do ventriculo esquerdo; IVAE: indice de volume do atrio esquerdo; Onda E: velocidade maxima
transmitral de enchimento precoce do VE; Onda A: velocidade maxima transmitral de enchimento tardio do VE; Onda E’: velocidade maxima de deslocamento do anel
mitral septal no inicio da diastole; Onda A’: velocidade méxima de deslocamento do anel mitral septal no final da diastole.

b
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Figura 1 - Biomarcadores plasmaticos do remodelamento cardiaco na sindrome metabdlica e em controles saudaveis. A) Metaloproteinase-9 (MMP9). B) Inibidor
tecidual da metaloproteinase-1 (TIMP1).

De las Fuentes e cols.?, investigando pardmetros
ecocardiogréficos de fungao diastélica na SM, mostraram

Na regressao linear mltipla, investigamos as associacoes
de pressao arterial, IMC, circunferéncia abdominal, niveis

de HDL-colesterol, triglicerideos, HOMA-RI, PCR-us, MMP9,
TIMP1 e NT-proBNP, onda E, onda A, onda E’ e onda A’ com
sindrome metabdlica. Apenas MMP9 (B = 0,13; p = 0,03)
foi independentemente associada com SM.

Discussao

Em nosso estudo, o grupo SM mostrou diferenca nos
parametros de funcao diastdlica e maiores niveis de HOMA-RI,
PCR-us e MMP9 em comparagao a controles saudaveis, sem
diferenga nos niveis de TIMP1 e NT-proBNP. No entanto,
quando ajustados para covariaveis, apenas os niveis de MMP9
foram independentemente associados com SM.

Arq Bras Cardiol. 2013;101(4):311-316

aumento da onda A e diminuigao da onda E’, sem diferenca
na onda E no grupo SM. Embora tenhamos encontrado
resultados semelhantes, esses pardmetros ecocardiograficos
nao foram independentemente associados com SM apés o
ajuste para covariaveis. Ja os niveis de MMP9 mantiveram-se
associados a SM, permitindo inferir que nas fases iniciais
da SM, modulagoes da atividade da MEC representadas
por aumento dos niveis de MMP9 antecipam alteragoes
hemodinamicas detectadas pelos niveis de NT-proBNP e por
parametros ecocardiogréficos usando o Doppler e dimensoes
do étrio esquerdo, métodos frequentemente utilizados como
marcadores de sobrecarga pressérica?**>.
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Tabela 3 - Biomarcadores plasmaticos de remodelamento cardiaco na sindrome metabdlica (SM) e em controles saudaveis (CTR)

SM (n=76) CTR (n=30) p
MMP9 (ng/mL) 502,9(237,1) 330,4(162,7) <0,001
TIMP1 (ng/mL) 210,2(55,6) 220,2(57,2) 0,41
NT-proBNP (ng/mL) 29,9(21,9) 236(21,7) 019
HOMA-RI 34(16) 16(0.8) <0,001
PCR-us (mg/dL) 3.9(3.6) 15(1,5) 0,001

Valores apresentados como média (DP). MMP9: metaloproteinase-9; TIMP1: inibidor tecidual da metaloproteinase-1; NT-proBNP: pepitideo natriurético, HOMA-RI: modelo de

homeostase para acessar resisténcia insulinica; PCR-us: proteina C reativa ultrassensivel.

A atividade da matriz extracelular tem sido associada
ao relaxamento e a rigidez do ventriculo esquerdo’.
O aumento dos niveis de MMP9, na sindrome metabdlica,
pode representar um maior turnover de colageno da matriz
extracelular e contribuir para rigidez do ventriculo esquerdo
e remodelamento ventricular adverso. Gongalves e cols.?,
estudando 25 pacientes com SM e 25 controles saudaveis,
encontraram niveis aumentados tanto de MMP9 como
TIMP1 no grupo SM, refletindo o estado mais avancado de
dismetabolismo comparados aos nossos pacientes.

A simplificagdo de mecanismos multifatoriais com o
emprego de um nlimero restrito de marcadores é uma limitagao
inerente a esse tipo de estudo, assim como a impossibilidade
de inferéncias causais. Um potencial viés dessa analise foi a
aquisicao dos exames ecocardiograficos de forma nao cega
para os grupos, minimizado pela leitura off-line por um Gnico
investigador. Devemos também chamar a atengdo para o
potencial papel das tecnologias mais recentes, como o speckle
tracking, que poderiam identificar alteracdes subclinicas
precoces de forma mais precisa.

Conclusoes

Encontramos diferengas em medidas ecocardiograficas
de fungdo diastdlica, atividade da MEC medida pelos niveis
de MMP9, PCR-us e HOMA-RI em pacientes com SM
comparados a controles saudaveis. Porém, somente MMP9
foi independentemente associada com SM. Esses achados
sugerem que os efeitos precoces da SM sobre a atividade da
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