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Resumo

Resumo

As metaloproteinases da matriz sdo um grupo de endopeptidases zinco-
dependente responsaveis pela degradagdo de componentes da matriz extracelular,
como o colagénio. Em condi¢des fisiologicas normais atuam em processos de
morfogénese e remodelacdo de tecidos e a sua actividade ¢ regulada a varios niveis,
no entanto, quando ocorre um desequilibrio entre as metaloproteinases e os
inibidores podem ser desencadeados iniimeros processos patoldgicos como, artrite,
periodontite, entre outros. A sua ac¢do de degradacdo do colagénio levou a falhas
nas restauragdes dentarias uma vez que este ¢ responsavel pela ligagdo resina-
dentina. Assim, surgiu a necessidade de incorporar inibidores exdgenos das

metaloproteinases nas resinas dentarias.

Para o desenvolvimento de novos inibidores das metaloproteinases, ¢
necessario analisar pormenorizadamente a sua afinidade com o local de accdo e
outras propriedades. Estudos efectuados revelaram que determinados mondmeros
utilizados em resinas sdo toxicos, assim, ¢ importante testar a capacidade que um
composto tem de atravessar a barreira hematoencefélica e exercer actividade nas

células do sistema nervoso central.

Palavras-Chave: Inibidores das Metaloproteinases da Matriz, Barreira
Hematoencefilica
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Abstract

Abstract

Matrix metalloproteinases are a group of zinc-dependent endopeptidases
responsible for the degradation of extracellular matrix components, such as collagen.
In normal conditions they participate in physiological processes such as
morphogenesis and tissue remodeling, and its activity is regulated at several levels,
nevertheless when an imbalance occurs between the metalloproteinases and the
inhibitors, pathological processes can occur, such as, arthritis, peridontitis, amongst
others. Its collagen degradation action can lead to failures in dental restorations,
since it is responsible for binding resin-dentin. Thus, the need to incorporate

exogenous inhibitors of the metalloproteinases in dental resins.

For the development of new inhibitors of the metalloproteinases, it is
necessary to analyze in detail its affinity to the site of action and other properties.
Studies have revealed that certain monomers used in dental resins are toxic so it’s
important to test the ability of the compound to cross the blood brain barrier and its

possible activity in the central nervous system cells.

Key-words: Matrix Metalloproteinases Inhibitors; Blood Brain Barrier
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Introducio

Introducao

Barreira hematoencefalica

O primordial conceito de barreira hematoencefalica (BHE) surgiu a partir de
estudos utilizando injec¢des de corantes na circulagdo sanguinea. Paul Ehrlich, em
1885, verificou que apds uma administracdo parentérica de corantes, praticamente,
todos os 6rgaos do animal ficavam corados com excepc¢ao do cérebro e da medula
espinhal. A partir deste facto Paul Ehrlich concluiu precocemente que o
acontecimento se devia a falta de afinidade entre os corantes e o sistema nervoso
central (SNC). No entanto num estudo realizado por Goldmann, em 1913, ao serem
injectados corantes directamente no liquido cefalorraquidiano verificou-se que todo
o tecido cerebral corava mas o resto dos tecidos permaneciam intactos,
demonstrando assim que nao se tratava de um falta de afinidade entre os corantes e
os tecidos cerebrais mas sim da existéncia de uma barreira (Ribatti, Nico, Crivellato,
& Artico, 2006). Em 1934, Stern descreve a importancia da barreira ndo s6 numa
componente de proteccdo mas também como mediadora de um ambiente fisico-
quimico apropriado para um normal funcionamento do cérebro (Saunders et al.,

2014).

Sendo a barreira hematoencefalica uma interface dindmica entre a circulagdo
periférica e o SNC uma vez que ¢ através desta que existe o controlo entre o efluxo e
o influxo de substincias biologicas, as quais sd0 necessarias para 0S Processos
metabolicos do cérebro e para a fungdo neuronal, a integridade funcional e estrutural
¢ vital para a manuten¢ao da homeostase cerebral (Lakhan et al., 2013). De um
modo geral a barreira hematoencefalica ¢ uma barreira selectiva que tem na sua
constituigdo astrocitos, pericitos, neurdnios, matriz extracelular e células endoteliais
especializadas, estas por sua vez encontram-se unidas por “tight junctions” como

estd demonstrado na Figura 1 (Ilbay, Dalcik, & Yardimoglu, 2011).

As fungodes da barreira hematoencefalica podem ser classificadas através de

trés mecanismos: fisico, metabolico e de transporte. A componente fisica da barreira
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corresponde ao complexo formado entre as varias células através das “tight
junctions”, impedindo assim a difusdo paracelular de alguns compostos. A
componente metabodlica € constituida por enzimas amplamente expressas nas células
endoteliais do cérebro, como por exemplo a CYP P450, a monoamina oxidase ¢ a
dopa descarboxilase, que impedem a entrada de moléculas através da sua
metabolizacdo. A componente de transporte ¢ constituida por proteinas de
transporte, receptores para a endocitose e ATP-binding proteins que promovem o
influxo de nutrientes e ides essenciais a manutencdo da homeostase do SNC e o

efluxo de toxinas (Afawi, 2011).

Astrocytes Pericyte

Basement
Membrane

Capillary
Microvessel
Lumen

Brain Cells Tight
Surrounding Junction
Efflux

Transporters
Endothelial
Cells

Neuron

Figura 1 — Representacio da estrutura da barreira hematoencefalica (Kerns & Di, 2016)
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Transporte de farmacos

Sendo os disturbios do SNC a segunda maior area de terapia apds a doenca
cardiovascular e existindo muitas enfermidades para as quais ndo ha tratamentos
satisfatorios torna-se de grande relevancia um investimento na area por parte da

industria farmacéutica (Kerns & Di, 2016).

A barreira hematoencefalica ¢ das barreiras mais limitantes a penetragdo de
compostos comparativamente a maioria das barreiras de membrana constituintes do
nosso organismo (Kerns & Di, 2016), assim os mecanismos de protec¢ao exercidos
constituem o principal obstaculo ao desenvolvimento de novas terapéuticas (Misra,
Ganesh, & Shahiwala, 2003). Em doengas como, por exemplo, epilepsia ou
esquizofrenia a permeabilidade da barreira hematoencefalica aos farmacos que
actuam no SNC torna-se fundamental (Singh, 2013), estima-se que 100% das
moléculas de grande dimensdo e 98% das moléculas de pequena dimensao
desenvolvidas nao conseguem ultrapassar a barreira (Pardridge, 2015). Contudo, as
moléculas que conseguem atravessar a barreira hematoencefalica fazem-no por
transporte passivo, bombas de efluxo, proteinas transportadoras ou por perda da
integridade da barreira (Mikitsh & Chacko, 2014). Na Figura 2 encontram-se

representados €Sses mesmos mecanismos.

Efflux
Transpaort
Transcellular (Pgp, MRPs)
Passive
Dhiffusion Influx Transpor
(aa, paptida)
Brain - - ) - - Blood
Endothelial | T e m
Cels [ , L_ /_L | Metabalism |
- _.u-"'"‘-..‘______'_,_,. 1 —
Brain

Limited pinocytosis or paracellular routa

Figura 2 — Representaciio dos mecanismos de penetracio da barreira hematoencefalica (Kerns & Di, 2016)
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O transporte passivo ocorre por variagdes no gradiente de concentracao, nao
requerendo gasto de energia. Pode ser feito por via paracelular em que a molécula
hidrossolivel de pequena dimensdo passa entre as células através das “tight
junctions”, ou por via transcelular em que a molécula lipossoluvel atravessa
directamente as células epiteliais. Estudos experimentais e computacionais
permitiram associar determinados parametros fisico-quimicos a permeabilidade da
barreira hematoencefalica. A regra de Lipinski ou “Rule of five” foi um conjunto de
condigdes desenvolvido estatisticamente que permitiam prever a absor¢do oral de
um composto, no entanto, estudos posteriores permitiram relacionar a regra de
Lipinski com a permeabilidade da barreira hematoencefalica (Lipinski, Lombardo,

Dominy, & Feeney, 2001). A regra de Lipinski baseia-se no:

e Peso molecular;
e (oeficiente de particdo octanol/agua — log P;

e Grupos doadores e receptores de protdes.

O composto detém baixa permeabilidade e consequentemente baixa absor¢do e
actividade a nivel do SNC se mais do que um parametro nao estiver conforme. Deste
modo, para um composto atravessar a barreira hematoencefalica deve idealmente ser
ndo ionizado, ter um peso molecular inferior ou igual a 400 Da, um log P inferior ou
igual a 5, grupos doadores de protdes menor ou igual a 3 e grupos de receptores de
protdes menor ou igual a 7 (Pajouhesh & Lenz, 2005). No entanto também se deve
ter em conta outros factores como concentracdo, afinidade com as proteinas
transportadoras, conformagdo, metabolismo e clearance do farmaco/polimero

(Pathan et al., 2009)

Na fase do design do composto existem regras simples que aumentam a
probabilidade da passagem através da barreira hematoencefalica, assim, se a soma
dos atomos de azoto e oxigénio for inferior ou igual a cinco o composto tem maior

probabilidade de entrar no SNC (Nicolazzo, Charman, & Charman, 2006).
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Apesar do transporte passivo ser o método mais comum e estudado que os
compostos utilizam para atravessar a barreira hematoencefalica, o interesse pelo
transporte mediado por proteinas transportadoras tem vindo a aumentar. Este meio ¢
muito utilizado para o transporte de aminoacidos, glicose e outras moléculas
essenciais a sobrevivéncia das células, sendo por isso, um método com grande

relevancia para o desenvolvimento de novos farmacos (Girardin, 2006).

A perda de integridade da barreira hematoencefalica também permite
aumentar a sua permeabilidade, sendo eventualmente uma das causas da progressao
de determinadas doengas do SNC (Abbott, Patabendige, Dolman, Yusof, & Begley,
2010). Um estudo realizado em ratos no qual se promovia a alteragdo propositada da
integridade da barreira hematoencefalica para o tratamento de tumores cerebrais ja
foi concretizado, no entanto, este tipo de estratégia terapéutica apresenta muitas

limitacdes quer éticas quer fisiologicas (Blanchette & Fortin, 2011).

Parametros usados na quantificacio da permeabilidade da barreira

hematoencefalica

Devido a realizagdo de inumeros ensaios experimentais existem varios
algoritmos definidos para a caracterizacdo quantitativa da permeabilidade da barreira
hematoencefalica. Das formulas mais relevantes para o estudo da permeabilidade da

barreira é de destacar:

O BUI (brain uptake index) que consiste na utilizacdo de compostos
marcados radioactivamente, em que um deles (14C) serve de referéncia e atravessa
livremente a barreira hematoencefalica enquanto o outro composto (3H) encontra-se
ligado ao composto a testar. A equagdo permite, portanto, calcular a absor¢ao do

composto testado (Rooy et al., 2011)

: I U P
“H brain/ " C brain

BUI = —— Ep——
3H injected/ " C injected

(Rooy et al., 2011)
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A equagdo K, representa a taxa de transporte do farmaco (sangue — cérebro)

através da barreira hematoencefalica (Hakkarainen, 2013).

intravascular volume of brain

K l'n —_— ‘,total b,ral',n = ‘:plasma X
S y X plaSJna

O parametro mais usado na quantificagdo da passagem de um farmaco pela
barreira hematoencefalica e consequentemente a sua actividade no SNC ¢ o ratio
entre a concentracdo de farmaco no cérebro e no sangue (log BB), quando atingido o
estado estacionario corresponde a afinidade que um composto apresenta para com o

cérebro e o sangue, respectivamente (Kaznessis, 2014).

No entanto estudos indicam que a actividade farmacolédgica ¢ exercida pela
frac¢do livre de farmaco no cérebro, logo, a equagdo log BB ndo ¢ a mais fidedigna
para demonstrar a actividade de um composto no SNC, uma vez que corresponde a

fracea livre e ligada de farmaco (Mehdipour & Hamidi, 2009).

Cbrain

logBB = log
blood

A taxa de entrada do composto no cérebro (log PS) ¢ considerado o
parametro mais real para o calculo da permeabilidade da barreira hematoencefalica e
da fraccdo livre de farmaco. Tem como variaveis a taxa de fluxo sanguineo (F) e

constante de afluxo para o cérebro (Kj;) (Liu, Tu, Kelly, Chen, & Smith, 2004).

K:
logPS = —FIn (1 — %)

Conclui-se que para cada composto ndo se pode utilizar apenas um algoritmo

para prever a permeabilidade da barreira hematoencefalica e a actividade no SNC.
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deve-se correlacionar o0s varios parametros anteriormente referidos

(Mehdipour & Hamidi, 2009).

Métodos de estudo da permeabilidade da barreira hematoencefalica

O desenvolvimento de novos farmacos € um processo moroso € acarreta
muitos custos, sendo por isso essencial a utilizagdo de novas tecnologias in vivo, in
vitro e in silico que permitam prever as propriedades de um novo composto na

primeira fase de desenvolvimento (Paul et al., 2010).

Actualmente, o percurso a ser escolhido no estudo da permeabilidade comega
pelos métodos in silico, que permitem avaliar milhares de compostos e seleccionar
os que tém potencial para passar a fase seguinte. Fase seguinte essa que envolve o
estudo in vitro, em que ¢ possivel determinar qual o mecanismo associado a
permeabilidade da barreira hematoencefélica. Por ultimo os métodos in vivo sdo
realizados de modo a determinar a actividade de composto num sistema vivo. O
custo associado aumenta progressivamente dos métodos in silico para os métodos in

vivo (Kerns & Di, 2016).
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Meétodos in silico

Estes métodos consistem na determinagao das propriedades farmacocinéticas
de um composto através de uma simulacdo computacional, mesmo antes de este ser
sintetizado. Estudos indicam que 50% dos compostos desenhados acabam por ser
excluidos devido as propriedades farmacocinéticas. Este método ¢ cada vez mais
comum uma vez que o seu baixo custo € maior rapidez permite uma redugdo da

componente experimental numa primeira fase de estudo (Kaznessis, 2014).

Embora ndo sejam os métodos de eleicdo para a determinacao final da
permeabilidade, a sua importancia deve-se ao facto de actuarem com um filtro na
seleccao dos compostos desenhados. Deste modo o software ao ser desenvolvido
deve seguir diferentes etapas de modo a aumentar a sua fiabilidade e a sua precisao

(Naik & Cucullo, 2012; Vilar, Chakrabarti, & Costanzi, 2010):

e Seleccao de dados — os métodos in silico t€ém por base os dados
obtidos experimentalmente em testes in vitro e in vivo. A qualidade
dos dados depende do método experimental utilizado e a quantidade
deve ser suficiente para uma andlise estatistica coerente. Os dados
experimentais com maior interesse sdao obtidos pelo método de

perfusado in situ;

18
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Regra de Lipinski — o software deve ser programado de modo a

avaliar a permeabilidade dos compostos segundo a regra de Lipinski;

Interpretagdo de resultados — a interpretagdo pode ser simples, BHE
(+/-), SNC (+/—), consoante a permeabilidade da barreira
hematoencefalica e a actividade no sistema nervoso central,
respectivamente; ou pode ser detalhada na qual s3o apresentados os

valores de log BB e log PS.

Validagdo — a sensibilidade, reprodutibilidade, especificidade,
capacidade de previsdo e margem de erro do software deve ser

validada pela comparagdao com dados descritos na literatura.

Métodos in vitro

Os métodos in vitro podem ser utilizados de modo a aprofundar o estudo dos

mecanismos de transporte e permeabilidade da barreira hematoencefalica, uma vez

que sdao muito fidveis e apresentam um bom rendimento. Estes modelos devem

mimetizar as condigdes in vivo, ser simples e reprodutiveis. Existem duas categorias

principais, os que utilizam membranas artificiais e os que utilizam crescimento em

cultura de células epiteliais (Jouyban & Soltani, 2010).
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O PAMPA (parallel artificial membrane permeability assay) e 1AM
(immobilized artificial membrane) sdo exemplos de métodos que utilizam
membranas artificiais. O [AM ¢é uma técnica cromatografica e baseia-se na
simulagdo de uma membrana lipidica (Naik & Cucullo, 2012). O PAMPA ¢
composto por dois compartimentos , um dador e um receptor, que se encontram
separados por uma membrana. O ensaio ¢ realizado através da recolha de aliquotas
da fase receptora a tempos previamente definidos que serdo posteriormente
quantificadas por um método analitico (Carpenter et al., 2014). Sao métodos que
aparentam ser uteis na avaliagdo de compostos que ultrapassam a barreira
hematoencefalica por difusdo passiva, no entanto, se o transporte for efectuado por
proteinas transportadoras este método ndo consegue prever a absorcdo cerebral

(Campbell, Regina, & Kharasch, 2014; Nicolazzo et al., 2006).

O método que utiliza as células epiteliais consiste na promocao do
crescimento de células de diferentes animais e as células seleccionadas podem ser
derivadas do cérebro ou de outros epitélios. Para a interpretagdo final dos resultados
deve-se ter em conta as variagdes possiveis, como a diferenca na estrutura dos

complexos celulares, alteragdes fenotipicas, entre outros (Jouyban & Soltani, 2010).

Métodos in vivo

Os dados obtidos nos métodos in vivo sdo utilizados como referencia uma vez
que se trata de uma representagdo fiel ao processo fisiologico (Bickel, 2005). Os
métodos utilizados e os parametros que estes permitem calcular encontram-se

descritos na Tabela 1 (Bickel, 2005; Hakkarainen, 2013):

Método Parametros

Administragdo intravenosa log BB; K;p
BUI (Brain uptake index) log PS; K;,
Perfusao in situ log PS; Kip
Microdialise log BB; Kin; fubrain

Tabela 1 — Exemplos de métodos in vivo e pariametros possiveis de calcular
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Os modelos até a data desenvolvidos permitem prever maioritariamente a
passagem dos compostos pela barreira hematoencefalica por transporte passivo
(Bickel, 2005) e utilizam como principal parametro o log BB (Hakkarainen, 2013).
Actualmente existem diversos softwares comercializados, como demonstrado na
Tabela 2. Previamente a aquisicdo do software ¢ recomendada a revisdao dos
parametros que o proprio software permite calcular e a realizagdo de um teste com
um composto cujos dados ja sejam conhecidos de modo a verificar a sua capacidade

de previsao (Kerns & Di, 2016).

Software Empresa Parametros estudados

Percepta ACD Labs log PS;log BB; PS X fyup; fouw
P_gyef flux

ADMET Predictor ™  Simulations Plus MDCK Pypp; P-gpefflux;log BB

QikProp ™ Schrodinger MDCK Ppyp; Caco — 2Py,

Discovery Studio Accelerys

Volsurf™ Molecular Discovery

Tabela 2 — Softwares comercializados que permitem o estudo da permeabilidade da barreira
hematoencefilica (Kerns & Di, 2016)
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Alteracées disruptivas e nao disruptivas na BEE

Numa inflamagdo sistémica pode ocorrer uma alteragdo na barreira
hematoencefalica, ou seja, existe uma capacidade de resposta por parte da BEE face
a inflamacdo. Este termo de “alteragcdo na barreira” ndo se refere apenas a
permeabilidade, uma vez que, a permeabilidade remete para uma difusibilidade das
substancias através da BEE e o movimento destas ndo ¢ inteiramente regulado por
difusdo. Embora o processo de difusdo seja de relevante importancia, quer o
movimento das moléculas bem como das células sdo sujeitos a outros processos
especificos ou regulados. Assim sendo a alteracao da barreira hematoencefalica pode
ser disruptiva ou ndo disruptiva dependendo da presenga ou auséncia de uma

interrupgao fisica na barreira (Varatharaj & Galea, 2017).

* Numa alteracdo disruptiva na barreira hematoencefalica ocorrem
modificagdes geralmente a nivel histologico; ocorre uma mudanca
visivel a nivel da estrutura histoldgica, ou seja, existe alteracdo na
anatomia; ¢ detectada usando marcadores inertes, de um modo geral
ndo existe afinidade a qualquer substancia; ndo € um pré requisito
para a movimentacdo celular mas pode ocorrer se essa
movimentagdo for intensa; pode dever-se aos seguintes
intervenientes: alteracdes nas “tight junctions”, desgaste do
glicocélix, dano nas células endoteliais, aumento da movimentagao
vesicular, etc.

* Numa alteragdo nao disruptiva na barreira hematoencefélica a
modificacdo ocorre apenas ao nivel molecular; ndo ocorre nenhuma
alteragcdo a nivel da estrutura histologica; existe alteragdo na fungao;
ndo ¢ detectada usando marcadores inertes; existe afinidade a alguma
substancia; mecanismo principal subjacente a mudanca na
movimentagdo celular; pode dever-se aos seguintes intervenientes:
produ¢do de citocinas por células endoteliais; aumento dos
receptores e transportadores do endotélio; alteragdo da funcgao

astrocitaria; neuroinvasao patogénica aumentada; etc.
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Figura 3 — Tlustracio esquematica das alteragdes disruptivas e nido disruptivas da BEE durante uma
inflamacéo sistémica (Varatharaj & Galea, 2017).
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Alteracio disruptiva da BEE na inflamacio sistémica

A exposi¢cdo sistémica a um lipopolissacarideo (LPS), um componente
imunogénico das bactérias gram-negativas, ¢ muito utilizada para modelar a
inflamacao sistémica. Em varios estudos foi demonstrado que a exposicao do LPS
conduz a uma alteracdo disruptiva na BEE, embora existam diversas variaveis in
vivo tais como, a dose do LPS, a espécie do animal em estudo, a sua idade e o seu
género, os solutos utilizados, etc. o que torna dificil uma generalizacdo universal

(Varatharaj & Galea, 2017).

Mecanismos de alteracio disruptiva da BEE em modelos LPS

Diversos mecanismos foram descritos sendo que os principais intervenientes
sdo os prostandides e o Oxido nitrico (NO), ambos sintetizados pelo endotélio

cerebrovascular e células circundantes.
Alteracao das “tight junctions”

As alteracdes infligidas nas “tight junctions” podem ser devidas aos
prostandides, oOxido nitrico, bem como por outros mediadores tais como
metaloproteinases da matriz e espécies reactivas de oxigénio. Através das vias
intracelulares temos a sinalizagdo da proteina quinase activada por mitogénio (MAP

quinase), fosforilagdo da cadeia leve da miosina e rearranjo da actina-F.
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Dano endotelial

A danificagdo do endotélio durante uma inflamacao sistémica pode contribuir
para a disfuncdo da barreira. Este dano pode ser causado por apoptose endotelial,
anormalidades na membrana de dano mitocondrial. A apoptose anteriormente pode

ser induzida pela sinalizagdo da MAP quinase (Varatharaj & Galea, 2017).

Degradagao do glicocalix

O glicocalix ¢ uma estrutura complexa formada por proteoglicanos e
sialoproteinas que reveste o endotélio apical. A integridade desta estrutura ¢ um
contributo importante para o funcionamento da barreira, assim sendo, a sua
disfun¢ao pode levar ao aumento para permeabilidade paracelular. A exposicao ao

LPS conduz a uma degradacao do glicocalix.

Degradacgao da glia limitante

A glia limitante ¢ a camada mais interna da barreira hematoencefalica. As
MMPs podem levar a degradacdo da matriz extracelular e por consequente a

degradagdo da glia limitante.

Alteracoes dos astrocitos

Os astrocitos induzem e mantém a barreira hematoencefélica e formam a glia
limitante. Assim sendo a sua destruicdo estd associada a interrup¢ao da BEE. A
exposi¢ao ao LPS pode induzir uma série de alteracdes estruturais ¢ funcionais nos
astrocitos que podem ser relevantes para uma alteracao disruptiva na BBE. O LPS
induz também grandes mudangas na transcri¢do de genes de astrdcitos (Varatharaj &

Galea, 2017).
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Alteracio nao disruptiva da BEE na inflamacgao sistémica

Se durante uma inflamagao sistémica estiver ausente uma alteracao disruptiva
da BEE ndo significa que a esta ndo seja alterada, dado que podem ocorrer
alteracdes nao disruptivas. Estudos demonstram que as “tight junctions” podem
permanecer intactas durante a inflamagao sistémica e as alteragdes podem surgir por

outros mecanismos.

Transportadores

Véarios mecanismos de transporte da BEE podem ser alterados pela
inflamacdo sistémica, tais como, a desregulagdo do transportador de efluxo
multifuncional da P-glicoproteina localizado no pé do astrdcito, transportadores de
anides organicos, transportadores de monocarboxilatos, de aminoacidos, da f-
amildide, da leptina, e da prostaglandina E2. Ha também evidencia de um aumento
do influxo de transportadores responsaveis pelo TNF-a, insulina, monoaminas,

enzimas lisossomais, factor inibidor da leucemia, proteina viral gp120.

Citocinas

As citocinas medeiam directamente algumas alteracdes nao disruptivas da BEE

(Varatharaj & Galea, 2017).
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Prostaglandinas

O LPS, TNF-a e IL-1b promovem a expressao da ciclooxigenase (COX) no
endotélio cerebral, o perfil transcricional das células ¢ alterado para favorecer a
producao da prostaglandina E2. A resposta ¢ polarizada e a secrecdo da PGE2 ¢
quatro vezes maior no lado basal comparativamente ao lumen, ou seja, ha
comunicagdo de sinais inflamatorios através de uma BEE intacta. A exposicao do
LPS também actua nas vias de transporte da BEE de modo a reduzi r o efluxo de

PEG2 contribuindo para o aumento da concentracao cerebral desta.

Transmigracdo celular

A passagem das células através da BEE ocorre principalmente nas vénulas
pos-capilares e por duas vias, paracelular ou transcelular. Ocorre o encapsulamento
de uma pequena quantidade de plasma que acompanha a célula através do seu curso
através do endotélio. Um exemplo disso ¢ a diapedese. Embora o influxo celular no
SNC nao seja fisiologicamente ndo disruptivo pode levar a uma alteragdo disruptiva

se for pronunciado (Varatharaj & Galea, 2017).

Aplicacoes clinicas

A doenca de Alzheimer e esclerose multipla sdo exemplos de condigdes que
sdo principalmente neurodegenerativas ou neuroinflamatorias. Em muitos caos nao
estd claro se as alteracdes na BEE s3o a causa ou o efeito da neuropatologia, e ¢
possivel que as alteragdes da BEE e a neuropatologia se complementem e

contribuam para a progressao da doenga.
Doenca de Alzheimer

As alteragdes da BEE podem ser um passo precoce e importante na
patogénese. Algumas alteragdes resultam na diminui¢ao da depuragdo da B-amildide
através de alteragdes nas proteinas de transporte. A acumulagdo de B-amildide pode

danificar a unidade neurovascular e levar a uma ruptura (Erickson & Banks, 2013)
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Clearance by liver
and kidneys

Figura 4 — Vias de depuracéo da p-amiloide no cérebro (Erickson & Banks, 2013).

Esclerose Multipla

Um passo chave na patogénese da Esclerose multipla pensa-se ser devida a

infiltragdo dos linfocitos T CD4+ no SNC (Varatharaj & Galea, 2017).
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Metaloproteinases da Matriz

As metaloproteinases da matriz (MMPs) pertencem a uma familia de enzimas
do grupo das protéases, denominado metzincinas, devido ao ido zinco e residuo de
metionina existentes no centro activo, da qual também fazem parte as seralisinas,
astacinas, adamalisinas (Hijova, 2014; Rivera, Khrestchatisky, Kaczmarek,
Rosenberg, & Jaworski, 2010; Yamamoto, Murphy, & Troeberg, 2015). Formam um
grupo de endopeptidases humanas zinco-dependentes capazes de exercer a sua
actividade nos diferentes segmentos da matriz extracelular (ECM), nomeadamente
no colagénio, elastina, laminina e na fibronectina, como também em substratos nao
pertencentes & matriz (Agrawal, Romero-Perez, A. Jacobsen, J. Villarreal, & M.

Cohen, 2010; Singh, 2013; Visse & Nagase, 2003).

As MMP sdo sintetizadas como zimdgenos inactivos os quais t€ém na sua
constituicdo um dominio pré-peptidico (pro-MMPs) que deve ser removido para que
a MMP se torne activa. O pro-péptido faz parte do “cysteine switch” que ¢ um
complexo intramolecular entre uma cisteina no dominio pro-péptido e o zinco no
local activo. Com a clivagem do pro-péptido a cisteina dissocia-se do complexo
permitindo assim a activacdo da MMP e a ligacdo e clivagem de substratos (Rempe,

Ralf G; Hartz & Bauer, 2016).

Dado que estas enzimas possuem um largo espectro de ac¢ao, sendo por isso
importantes reguladoras da homeostase tecidular, a actividade catalitica destas

enzimas ¢ fortemente controlada a quatro niveis (Loffek et al., 2011):

e Expressdo génica com regulacdo transcriptacional e pds-
transcriptacional;

e [Localizagdo extracelular e tipo de tecido ou célula da MMP libertada,
designada de compartimentagao;

e Activagdo pro-enzimatica por remog¢ao do pré-dominio;

¢ Inibicdo por inibidores especificos (ex. inibidores — Tissue inhibitors
of the metalloproteinases (TIMPs) e por inibidores ndo especificos

(ex. ay-macroglobulina).
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Na Figura 4 encontram-se esquematizados os quatro mecanismos de

regulacao referidos a cima.
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Figura 5 — A actividade das MMPs € regulada a quatro niveis: expressio génica maioritariamente por
regularizacio da transcripc¢io e da estabilidade do mRNA, compartimentacio (regulaciao através do
recrutamento pela superficie celular, disponibilidade de substrato e interacc¢ées proteicas ), activacio pré-
enzimatica e inibicao da protedlise (Loffek et al., 2011).
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Num enquadramento historico a primeira MMP humana foi descoberta em
1968 no tecido da pele sendo que a primeira MMP (MMP-1) foi descoberta por
Jerome Gross e Charles Lapiere em 1962 num girino. Desde esse momento diversas
MMP foram descritas em intimeras espécies € em 1971 tomou-se conhecimento de
que estas eram sintetizadas como percursores inactivos, denominados de zimogenos,
que posteriormente necessitariam de ser activados. Em relagdo aos inibidores das
MMPs, o primeiro inibidor tecidual de metaloproteina-1 (TIMP-1) foi identificado
em 1975 e até aos dias de hoje foram descritos 4 TIMPs (TIMP-1-4). Em 1990 foi
descoberto o mecanismo de activacdo ‘“‘cysteine switch” e desde esse momento o
conhecimento das MMP aumentou consideravelmente. Com a exposi¢do do centro
catalitico sabe-se agora que hda uma interac¢do quer com proteina da matriz
extracelular quer com proteinas fora desta, interferindo assim em varios processos
celulares. Até a data varias MMPs novas foram descobertas, tais como a MMP-20,

MMP-26 e MMP-28 (Rempe, Ralf G; Hartz & Bauer, 2016).

As MMPs pertencem a uma familia muito variada mas que partilham em
comum varias propriedades e dominios estruturais. Estas enzimas podem, no
entanto, ser agrupadas com base no dominio estrutural e na ligagdo ao substrato

(Visse & Nagase, 2003):

e (Colagenases que incluem MMP-1, -8 e -13;
e Estromelisinas que incluem MMP-3 e -10;
e QGelatinases que incluem MMP-2 e -9;

e Matrilisinas que incluem MMP-7 ¢ -26;

e MMPs de membrana (MT-MMPs);

e Qutras.

Dos dominios estruturais que estdo presentes em todas as MMP podemos destacar o
peptideo sinal, pro-dominio ¢ o dominio catalitico. Na Figura 4 pode ser observado
que as gelatinases MMP-2 e MMP-9 sdo as tnicas que contém trés repeticoes de
fibronectina no seu dominio catalitico. Algumas MMP tém o local de

reconhecimento da furina antes do dominio catalitico o que permite uma activagao
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intracelular pela furina. Todas as MMP tém uma regido articular flexivel e um
dominio da hemopexina a excep¢cao da MMP-7 e da MMP-26. As MMPs-14; -15, -
16 e -24 t€ém como complemento os dominios transmembranar e citosolico enquanto
que as MMPs-17 e -25 s3o integradas na membrana plasmatica através da ancora

GPI (Loffek et al., 2011).

Tal como referido anteriormente, as metaloproteinases apresentam um largo
espectro de acgdo e sdo expressas por diferentes tecidos e o6rgdos (Tabela 3 que se
encontra em anexo) por isso torna-se essencial a manutengdo de um equilibrio na
expressao destas enzimas. Em condig¢des fisioldgicas normais, a degradacao da ECM
¢ um fenomeno fulcral na morfogénese, reparagao e remodelagao de tecidos, no
entanto, quando ocorre uma desregulacdo fisiologica (perda de equilibrio
MMP/TIMP), pode verificar-se um excesso de degradacdo da matriz extracelular
que pode estar envolvida em mecanismos patologicos tais como doencas
inflamatérias e vasculares, crescimento tumoral, doencas neurodegenerativas
(Agrawal et al., 2010). Estudos demonstram a existéncia de uma sobre-expressao de
MMPs em multiplas doencas como Doenga de Parkinson, Alzheimer, Encefalite
Japonesa e Glaucoma, porém a fun¢do das enzimas nestas doengas ainda nao esta a
ser investigada (Singh, 2013; Visse & Nagase, 2003). O envolvimento das MMPs
nas patologias referidas tem gerado um grande interesse na descoberta de inibidores
das metaloproteinases da matriz (iIMMP) por parte da comunidade cientifica. Por
outro lado, a falta de expressdo das metaloproteinases também tem os seus efeitos

nocivos (Tabela 4 que se encontra em anexo) (Loffek et al., 2011).
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Figura 6 — Dominios estruturais dos diferentes grupos das MMP (Loffek et al., 2011)
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Metaloproteinases da Matriz na Barreira Hematoencefalica

Como referido anteriormente, estudos demonstram que em determinadas
doengas ha uma sobre-expressao de MMPs na barreira hematoencefalica, no entanto
este tema ainda ndo foi amplamente estudado e ainda existem varias questdes por

responder.

Os poucos estudos realizados, indicam que a sobre-expressao de MMPs pode
ser vantajosa uma vez que as MMPs estdo implicadas na regeneracao de tecidos,
essencial na recuperagdo de um AIT (acidente isquémico transitdrio) ou mesmo
AVC (acidente vascular cerebral), no entanto, também apresenta desvantagens uma
vez que a sobre expressao das MMPs pode desencadear a degradagdo excessiva das
proteinas existentes nas “tight juntions” das cé€lulas epiteliais e consequentemente
aumentar permeabilidade da barreira hematoencefélica e provocar uma hemorragia

cerebral (Batra et al., 2010; Lakhan et al., 2013; Yang & Rosenberg, 2016).

| Ischemia/Reperfusion | I Exogenous 1PA|
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Figura 7 — Mecanismos de activacio de MMP que levam a degradac¢io da matriz extracelular e disfuncio da
BHE/ hemorragia (Lakhan et al., 2013)
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A nivel do Sistema Nervoso Central as diferentes MMPs estdo envolvidas na
neuroinflamacao, esclerose multipla, aneurismas cerebrais, AVC, epilepsia, doenca
de Alzheimer, doenga de Parkinson e tumor cerebral (Tabela 5), uma vez que estas
participam em processos fisioldgicos e patologicos no cérebro e na propria barreira
hematoencefalica. Como processos fisiologicos as MMPs contribuem para o
desenvolvimento e manutengdo do Sistema Nervoso Central, angiogénese,
neurogénese, determinacao da migragdo celular, proliferacdo e migracao de
percursores celulares, crescimento e regeneragdo axonal, mielinogénese e
remielinizagdo e cessar a neuroinflamacao. Dentro dos processos patologicos estao
envolvidas em lesdes e doencas do Sistema Nervoso Central, aumento da
permeabilidade da barreira hematoencefalica, neuroinflamacao, neurotoxicidade,
desmielinizagdo, angiogénese tumoral ¢ metastases tumorais (Rempe, Ralf G; Hartz

& Bauer, 2016).

Neuroinflamagdo

As MMPs estdo envolvidas na neuroinflamagdo através de quatro
mecanismos. Em primeiro conseguem a activagao das vias neuroinflamatdrias quer
de forma indirecta, activando enzimas que actua sobre moléculas de sinalizagao, tais
como citoquinas, receptores na superficie da célula, moléculas de adesdo célula-
célula ou como factores de coagulacdo; quer de forma directa activando
directamente os processos neuroinflamatérios como € o caso da MT4-MMP (MMP-
17) que activa o TNF-a. Em segundo as proprias MMPs actuam como moléculas
sinalizadoras, neste caso enquadra-se a MMP-3 que ¢ libertada na sua forma activa e
desencadeia a produgdo e secre¢do de citocinas pro-inflamatdrias. Em terceiro, as
MMPs contribuem para a neurotoxicidade mediada por neuroinflamagdo e por
ultimo podem comprometer a integridade vascular uma vez que lisam a membrana
basal cerebrovascular e as proteinas das ‘“tight juntions”, comprometendo a
integridade vascular e consecutivamente a barreira hematoencefalica (Rempe, Ralf

G; Hartz & Bauer, 2016).
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Figura 8 —- MMPs na neuroinflamaciao (Rempe, Ralf G; Hartz & Bauer, 2016)
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Esclerose multipla

A esclerose multipla ¢ uma doenga auto-imune neuroinflamatéria em que as
bainhas de mielina que cobrem os axoénios e fibras nervosas no cérebro e na medula
espinal encontram-se danificadas o que leva a uma interrup¢ao da comunicagdo

causando diversos sintomas da doenca.

Na esclerose multipla pensa-se que as MMPs actuam por dois mecanismos,
as células endoteliais do cérebro e os leucdcitos libertam as MMPs que por sua vez
degradam as tight junctions e as proteinas da matriz extracelular, levando ao
extravasamento de células imunes e através da desmielinizacdo dos axonios
neuronais. As MMPs encontradas em concentragdes mais elevadas neste processo
patologico foram as MMPs-2, -3, -7, -9, -12, -13 e -14 (Rempe, Ralf G; Hartz &
Bauer, 2016).
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Figura 9 — MMPs na Esclerose Miltipla (Rempe, Ralf G; Hartz & Bauer, 2016)
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Aneurismas Cerebrais

Um aneurisma ¢ uma dilatagdo da parede de um vaso sanguineo devido a
uma fragilizacao dessa mesma area. As suas causas podem ser diversas e incluem
envelhecimento, aterosclerose, hipertensdo ou ferimentos graves, todos eles
acompanhados por neuroinflamagdo. O seu extravasamento ¢ uma enorme ameaga a
vida por isso torna-se fundamental evitar essa ruptura. Uma vez que a sua detec¢ao
atempada ¢ reduzida, a melhor abordagem sera a prevencao evitando a formagao do
aneurisma. Para que tal seja possivel ¢ necessaria uma compreensao da patologia em
causa, uma teoria afirma que as MMPs degradam a matriz extracelular vascular
contribuindo assim para a fragilizacdo e consequente dilatacdo, por exemplo, em
amostras recolhidas de cérebro humano os niveis de expressao proteica de plasmina,
MMP-2, MMP-9 ¢ MMP-14 foram aumentados na parede lesada em comparagdo
com artérias cerebrais saudaveis e a actividade proteolitica MMP-2/MMP-9 em
geral foi também maior no tecido lesado.

Estudos recentes indicam também que as MMPs estdo envolvidas na
calcificagdo vascular o que € mais um factor negativo e que podera contribuir para a
formacao do aneurisma.

Em suma, a inibigcdo das MMPs podera ser uma possibilidade de limitar a
progressdo € o crescimento do aneurisma, reduzindo assim a necessidade de uma
tratamento invasivo. (Rempe, Ralf G; Hartz & Bauer, 2016).

AVC

O Acidente Vascular Cerebral (AVC) ocorre quando existem problemas na
irrigagdo sanguinea cerebral levando a uma perda da funcdo cerebral, pode ser
caudado por um bloqueio num vaso sanguineo ou devido a um sangramento no
parénquima cerebral ou no espago subaracnoideo.

No AVC as principais MMPs envolvidas sdao as MMP-2, -3 e -9. Estas
MMPs desempenham func¢des muito diferentes dependendo da fase do AVC, isto ¢,
na fase aguda sdo libertadas pelas as células endoteliais e leucécitos que resulta na
degradacdo da barreira hematoencefélica, da membrana basal neurovascular e da
matriz extracelular. Enquanto que na fase de recuperagdo sdo secretadas pelos
astrécitos e neurdnios para a remodelagdo da matriz extracelular na unidade
neurovascular (Rempe, Ralf G; Hartz & Bauer, 2016).
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Figura 10 — MMP-9 no Acidente Vascular Cerebral (Rempe, Ralf G; Hartz & Bauer, 2016)
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Epilepsia

A epilepsia ¢ uma glomerado de transtornos neurologicos em que o0s
pacientes sao diagnosticados apos convulsdes recorrentes € nao auto conscientes.

O papel das MMPs na epilepsia ainda ndo ¢ claro mas estudos sugerem que
as MMPs contribuem para a epileptogénese, a progressdao da epilepsia e a
remodelagao cerebral apos convulsdes. Um exemplo disso ¢ que em ratos no qual foi
extraida a MMP-9 estes sao menos sensiveis as convulsdes induzidas quimicamente
em comparacdo a um controlo € que o inverso, ratos nos quais existe uma
sobrepressao da MMP-9 s3ao mais sensiveis a indu¢do de convulsdes quimicas
sugerindo assim que a MMP-9 afecta a epileptogénese e/ou a génese de convulsoes.

Outra MMP envolvida no cérebro epiléptico ¢ a MMP-2 embora seja menos
compreendida do que a MMP-9. Estudos demonstram que a MMP-2 ndo esta
envolvida na morte das cé€lulas neuronais mas podera contribuir para a remodelag¢do
estrutural na epileptogénese dado que aparece aumentada apds as convulsoes
(Rempe, Ralf G; Hartz & Bauer, 2016).

Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer ¢ caracterizada por uma acumulacdo cerebral de
amiloide-f (A), desenvolvimento de placas AP, formac¢do de emaranhados
neurofibrilares e neuroinflamacdo que em conjunto conduzem a uma
neurodegeneracao.

Diferentes estudos sugerem o aumento das MMPs -2, -3, -9, -10 mas ainda
pouco se sabe sobre o efeito destas e a relagdo entre as MMPs e a AP, ndo existindo
estudos que provem se as mudancas nos seus niveis contribuem para a progressao da
doenca ou se podem desempenhar um papel benéfico (Rempe, Ralf G; Hartz &
Bauer, 2016).

Doenca de Parkinson

A doenga de Parkinson ¢ um distirbio degenerativo e ¢ caracterizado por
uma acumulagdo de a-sinucleina em neuronios dopaminérgicos resultando na
formagao de corpos de Lewy, em dano celular ¢ morte neuronal de neur6nios
dopaminérgicos. Esta doengca pode também ser acompanhada por uma
neuroinflamacgao.

Estudos demonstram a actividade de MMPs -1, -2, -9 no tecido cerebral mas
recentemente o foco ¢ maioritariamente na MMP-3. Observou-se que a MMP-3 ¢
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libertada de neurénios dopaminérgicos apoptdticos € que os seus niveis estdo mais
elevados do que em neurdnios dopaminérgicos saudaveis. Por outro lado a MMP-
parece estar envolvida na clivagem da a-sinucleina. Em suma a MMP-3 parece estar
envolvida na neurodegeneragdo dopaminérgica e neuroinflamagdo na doenga de
Parkinson (Rempe, Ralf G; Hartz & Bauer, 2016).

Metastases tumorais

As MMPs sdo potencias alvos para o tratamento do cancro pois estdo
presentes na biologia do proprio tumor. As MMPs participam na maioria das etapas
do processo das metastases tumorais. Estdo presentes na formacdo de células
metastaticas no tumor primario, na migracdo das células metastaticas para a
circulagdo sanguinea, extravasamento de células metastaticas através da barreira
hematoencefalica, migracao de células tumorais no cérebro e contribuem também
para o microambiente e angiogénese tumoral (Rempe, Ralf G; Hartz & Bauer,
2016).
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1) Metastatic Cell Formation

Primary Tumor

Metastatic
Cell

8) Tumor Growth

Figura 11 — MMP-9 nas metastases tumorais (Rempe, Ralf G; Hartz & Bauer, 2016)
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Metaloproteinases da Matriz e Restauracao Dentaria

A dentina ¢ constituida por minerais (50%), proteinas (30%) e agua (20%)
(Pashley et al., 2013) sendo que a ECM da dentina é composta maioritariamente por
colagénio tipo I (90%) (Goldberg, Kulkarni, Young, & Boskey, 2012) Para a
realizagao de um restauro dentdrio ¢ necessario remover a componente mineral, de
modo a expor o colagénio presente na matriz da dentina que vai actuar como elo de
ligacdo entre a resina e a dentina mineralizada, formando a camada hibrida. Uma das
causas da perda precoce da resina utilizada na restauracdo dentaria ¢ a presenca de

MMPs na dentina, pré-dentina e saliva (Chaussain et al., 2013)

No caso das restauracdes dentarias ¢ preferivel a administracao topica de
iIMMPs, podendo estes ser aplicados apds a remogdo mecanica da componente
mineral e antes da colocagdo da resina ou podem ser incorporados em colutorios.
EDTA e clorhexidina sdo exemplos de iMMPs utilizados na pratica dentéria
(Chaussain et al., 2013). A clorhexidina ¢ o mais potente e mais utilizado, inibindo
as MMPs da dentina e prolongado a durabilidade das ligagdes dentina-resina (Moon,
Weaver, & Brooks,2010).
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Tabela 3 — Tecidos e células responsaveis pela expressio de MMPs especificas (Loffek et al.,

2011)
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MMP Phenotype Ref.
MMP-2 Mo overt phenotype, reduced body size

Reduced neovasculation and tumour progression [68]

Decreased primary ductal invasion in the mammary gland [69]

Decreased bone mineralisation, joint erosion, defects in osteoblast and osteoclast growth [70]
MMP-3 Mo overt phenotype [71]

Impaired contact dermatitis, impaired onset of T-cell proliferation [72]

Defect in wound contraction [73]

Altered secondary branching morphogenesis in the mammary gland [69]
MMP-7 Mo overt phenotype

Impaired tracheal wound repair [74]

Innate immunity defects [75]

Defective prostate involution [54]
MMP-8 More susceptible to develop skin cancer, impaired wound healing in skin

Altered inflammatory response in wounds, delay of neutrophil infittration

Altered TGF-p signalling [76]
MMP-9 Impaired primary angiogenesis in bone growth plates [77]

Resistant to bullous pemphigoid (78]

Contact dermatitis: delayed resolution [72]

Impaired vascular remodelling [79]

Delayed healing of bone fractures [80]
MMP-10 Mo overt phenotype

Pathological induced phenctype: pulmonary inflammation and mortality [B1]
MMP-11 Mo overt phenotype

Decreased chemical-induced mutagenesis [82]
MMP-12 Mo overt phenotype [83]

Impaired macrophage proteolysis [83]

Resistant to cigarette smoke-induced emphysema [84]
MMP-13 Mo overt phenotype

Induction of MMP-8 expression in MMP13-/- wounds, no difference in wound healing [B5]

Bone remodelling defects [B6]
MMP-14 (MT1-MMP) Premature death; skeletal defects and dwarfism

Mormal at birth but develop multiple abnomalities (defect in remodelling of the connective tissue, [87]

increased bone resorption and defective secondary ossification centres) and die by 3-12 weeks

Angiogenesis defect and defects in lung and submandibular gland [88]
MMP-16 (MT3-MMP) Growth retardation [89]
MMP-17 (MT4-MMP) Mo overt phenotype [90]
MMP-19 Obesity and decreased skin carcinogenesis [91]
MMP-20 Defects in tooth enamel [92]
MMP-24 Abnormal response to sciatic nerve injury (93]
MMP-28 Mo overt phenotype; elevated macrophage recruitment in lung [94]
MMP-2/MMP-9 Impaired tumour invasion and angiogenesis [95]
MMP-2/MMP-14 Die immediately after birth with respiratory failure, abnormal vessels and immature muscle fibres [96]
MMP-9/MMP-13 Shortened bones [B6]
MMP-14/MMP-16 Die one day after birth due to cleft palate [89]

TGF: transforming growth factor.

Tabela 4 — Fenoétipos dos ratinhos aos quais foram removidas as metaloproteinases (Loffek et

al., 2011)
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Momenelature Class/trivial or alternative name Invalvement in CNS diseases

MMP-1 Collagenase-1 finterstitial collagenase Meuroinflammation”, epilepsy®, AD?, brain cancer

MMP-2 Gelatinase A/72kDa gelatinase Meuroinflammation, MS, cerebral aneurysms,
stroke, epllepsy”’, ADY, PDY, brain cancer

MMP-3 Stromelysin-| MNeuroinflammation, M5, cerebral aneurysms, stroke,
epilepsy®, AD?, PD, brain cancer

MMP-7 Matribysin-1/PLIMP- | Meuroinflammation”, stroke, epilepsy”, AD"

MMP-8 Collagenase-2 /neutrophil collgenase Neurainflammation, brain cancer”

MHP-9 Gelatinase B/92 kDa gelatinase Meursinflammaton, MS, cerebral aneurysms, strolke,
epilepsy, AD?, PO, brain cancer

MMP-10 Stromelysin-2 Stroke, epilepsy”, brain cancer

MMP-11 Stromelysin-3 M5, streke, brain cancer

MMP-12 Macrophage metallodastase Neurcinflammation, MS, AD"

MMP-13 Collagenase-3 Meursinflammation, brain cancer

MMP-14 Membrane-type-1 MMP (MTI1-MMP) MNeurainflammation, cerebral aneurysms,
MS, PD® brain cancer

MMP-15 Membrane-type-2 MMP (MT2-MMP) MS, brain cancer

MMP-16 Membrane-type-3 MMP (MT3-MMP) M5, brain cancer

MMP-17 Membrane-type-4 MMP (MT4-MMP) Meuroinflammation®, M5 AD® brain cancer

MMP-18 Collagenase 4, xCol4, Xenopus Collagenase

MMP-19 RASI-1 (Stromelysin-4) Brain cancer”

MMP-20 Enarnelysin

MMP-21 Z-MMP M5

MMP-23 CA-MMP

MMP-24 Membrane-type-5 MMP (MT5-MMF) M5, brain canecer”

MMP-25 Membrane-type-5 MMP (MTe-MMP) M5, brain caneer”

MMP-26 Matrilysin-2, Endometase Brain cancer’

HMMP-27 HMrMP-22, C-MMP

MMP-28 Epilysin Ms?

“MMP mRMA, protein and/or activity levels are elevated but imvolvemnent in disease is undear.
5 Limited literature {one to two publications) available to support MMP imvolvement in the disorders.

Tabela S — MMPs em doencas no Sistema Nervoso Central (Rempe, Ralf G; Hartz & Bauer,

2016)



