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RESUMO

Estudos prévios mostram que individuos com lesdo crénica na medula espinhal
(LM) apresentam maior risco cardiovascular em comparagdo com individuos
fisicamente normais. O presente estudo investigou a relacdo entre os niveis
plasmaticos da lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDLox), as
metaloproteinases de matriz (MMP) e seus inibidores teciduais (TIMPs) e o
remodelamento vascular em pacientes com LM, e o papel da atividade fisica nesta
relacdo. Foram estudados 42 homens com LM (= 2 anos), [18 sedentarios (S-LM)
e 24 fisicamente ativos (A-LM)] e 16 homens fisicamente saudaveis por meio de
analise clinica, antropométrica, laboratorial e de espessura intima-média da
carétida (EIM). Todos os participantes estudados eram normotensos, nao
diabéticos, ndo fumantes e normolipémicos. As concentracées plasmaticas de
LDLox, MMP-2, MMP-8, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 foram determinados por ensaio
imunoenzimético (ELISA). Os resultados mostraram que a EIM da carétida, razao
EIM/didametro e as concentragbes de LDLox dos A-LM e dos individuos
fisicamente normais ndo foram diferentes estatisticamente. Por outro lado,
individuos com S-LM apresentaram maior EIM, razdo EIM/didametro e
concentragdes aumentados de LDLox em comparagdo com A-LM (p<0,01,
p<0,001 e p=0,01, respectivamente) e individuos controles (p<0,001 para todos).
Os resultados da analise de correlacao bivariada, incluindo todos os individuos
com LM, demonstrou que o EIM de carétida e a razdo EIM/didmetro se
correlacionaram apenas com LDLox, MMP-8 e com a relagdo MMP-8/TIMP-1.

Além disso, a analise de regressao ajustada para a presenga ou nao de atividade
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fisica e idade mostrou que a LDLox foi associada a EIM carotidea e com a relagéao
EIM/diametro, enquanto que MMP-8 foi associado com o indice EIM/diametro em
individuos com LM. Em conclusdo, as concentragées plasmaticas de LDLox e
MMP-8 estdo associados com aterosclerose carotidea e ha interacdo entre a

inatividade fisica, aterosclerose e LDLox em individuos com LM.

Palavras-chave: Lesdo da medula espinhal; aterosclerose; ultrassonografia,

LDLoxidada.
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ABSTRACT

Previous reports have indicated that subjects with chronic spinal cord injury (SCI)
exhibit increased cardiovascular risk compared to able-bodied individuals. This
study investigated the relationship between plasmatic oxidized low-density
lipoprotein (OxLDL), matrix metalloproteinases (MMPs) and tissue inhibitors of
MMPs (TIMPs) levels and vascular remodeling in SCI subjects and the role of
physical activity in this regard. We studied 42 men with chronic (22 years) SCI [18
sedentary (S-SCI) and 24 physically active (PA-SCI)] and 16 able-bodied men by
clinical, anthropometric, laboratory, and carotid intima-media thickness (IMT)
analysis. All enrolled subjects were normotensive, non-diabetics, non-smokers and
normolipemic. Plasmatic OxLDL, MMP-2, MMP-8, MMP-9, TIMP-1 and TIMP-2
levels were determined by enzyme-linked immunosorbent assay. The results
showed that carotid IMT, IMT/diameter ratio and OxLDL levels of PA-SCI and able-
bodied subjects were statistically similar. Conversely, S-SCI subjects exhibited
higher IMT, IMT/diameter ratio and OxLDL levels compared to PA-SCI (p<0.01,
p<0.001 and p=0.01, respectively) and able-bodied (p<0.001 for all) individuals.
Results of bivariate correlation analysis including all injured subjects showed that
carotid IMT and IMT/diameter ratio only correlated with OxLDL, MMP-8 and MMP-
8/TIMP-1 ratio. Further stepwise regression analysis adjusted for the presence or
not of physical activity and age showed that OxLDL was associated with carotid
IMT and IMT/diameter ratio, while MMP-8 was associated with IMT/diameter ratio

in SCI individuals. In conclusion, plasmatic OxLDL and MMP-8 levels are
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associated with carotid atherosclerosis and there is an interaction among physical

inactivity, atherosclerosis and OxLDL in SCI individuals.

Keywords: Spinal cord injury, atherosclerosis; ultrasound, oxidized-LDL.
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I. INTRODUCAO
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1.1. Lesao Medular

A medula espinhal € um condutor de impulsos sensitivos e elétricos entre o
cérebro e demais regides no organismo (DELFINO, 1999), formando um sistema
neural complexo, responsavel pela transmissdo, modificacdo e coordenagédo das
funcbGes motora, sensitiva e autonémica do individuo (STAAS et al. 2002). A lesao
da medula espinhal se da pela perda da conectividade dos ax6nios, ruptura dos
vasos sanguineos e perda celular, levando a interrupgao, parcial ou completa, dos
impulsos gerados por esse complexo sistema (DELFINO, 1999).

E esperado que a prevaléncia de individuos com lesdo medular (LM)
aumente substancialmente nas préximas décadas, principalmente devido a
avangos na area meédica, 0os quais tém assegurado que um numero maior de
individuos sobreviva ao periodo agudo pés-traumatico (BLUMER & QUINE, 1996).

Nos Estados Unidos da América, ha estimativa de 40 novos casos por
milhdo de habitantes/ano, enquanto que na Austrélia, os registros foram de 12,5
casos por milhdo de habitantes/ano (NSCISC, 2008). No Brasil, os indices
estatisticos relacionados ao trauma raquimedular sdo desconhecidos e nao
existem dados precisos a respeito de sua incidéncia e prevaléncia, porém estima-
se que ocorram 71 novos casos por milhdo de habitantes/ano (CAMPOS et al,
2008). As causas traumdticas da LM sdo as mais comuns, sendo acidente
automobilistico a principal causa, seguido por violéncia, quedas, mergulho em
aguas rasas e participacao em esportes recreacionais (YEO et al, 1998). Por este
motivo, a maior incidéncia de lesdo ocorre em individuos do sexo masculino com

idade entre 15 e 35 anos.
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O grau de comprometimento do trauma tem como seus principais
determinantes o nivel e a extensao da lesdo. A paraplegia é definida pela perda da
funcdo motora e/ou sensitiva nos segmentos toracico, lombar e sacral da medula
espinhal e a tetraplegia € caracterizada pelo comprometimento a partir do
segmento cervical. Nao obstante, a forma mais utilizada para se classificar o
paciente com lesdo medular é através da escala da Associacdo Americana de
Lesdo Medular (American Spinal Injury Association — ASIA) (MAYNARD et al,
2007). Esse instrumento avalia, através dos dermatomos, o nivel sensitivo de
lesdo e, através do exame de forca muscular, o nivel motor de lesdo. A extensao
da lesdo € dividida em 5 niveis, sendo o individuo classificado como: ASIA A:
lesdo completa, ou seja, sem preservacdo das funcbes motoras e sensoriais
abaixo do nivel de lesao; ASIA B: sem preservagdo da fungdo motora e com
preservagao sensorial abaixo do nivel de lesdo; ASIA C: manutencdo da funcao
motora abaixo do nivel de lesdo, porém com forga muscular menor que grau 3;
ASIA D: fungdo motora preservada abaixo do nivel de lesdo, porém com forca

muscular igual ou maior que 3; e ASIA E: funcbes sensoriais € motoras

preservadas abaixo do nivel de lesao.

1.2. Aterosclerose

A aterosclerose € uma doenga inflamatéria multifatorial, lenta e progressiva,
que estd associada ao acumulo de lipidios e elementos fibréticos na camada
intima-media das artérias, podendo levar ao desenvolvimento de placas no lumen

do vaso, causando seu estreitamento (DESSI et al, 2013).
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O endotélio vascular € uma camada unica e continua de células que separa
0 sangue da parede vascular e do intersticio, sendo considerado um érgao
heterogéneo e dindmico que possui fungdes secretoras, sintéticas, metabdlicas e
imunologicas, responsavel pelo bom funcionamento do fluxo sanguineo
(DAVIGNON et al, 2004). O endotélio vascular produz varias substancias
benéficas para o organismo como fatores antioxidantes, substancias
antiinflamatoérias e anticoagulantes, as quais inibem a adesdo e migracdo de
células inflamatérias para o espago sub-intimal, assim como a migracdo e
proliferagdo anormal de células musculares lisas (BAHIA et al, 2006; ANDO et al,
2009).

As funcdes vasculares sado reguladas pela pressao e o fluxo sanguineo.
Assim, uma vez que esse dois parametros estejam normais, a forgca de
cisalhamento induz ativacdo de uma cascata de eventos responsavel pela
manutencao do ténus vascular, através da produgdo de substancias vasoativas
como a angiotensina Il (vasoconstritora) e o oxido nitrico (vasodilatador) (ANDO et
al, 2009). A disfuncdo endotelial ocorre quando ha aumento dos efeitos
vasoconstritores em relacdo aos efeitos vasodilatadores, levando ao desequilibrio
na homeostase vascular por consequéncia da diminuigdo do oxido nitrico causada
por lesdes nas células vasculares (DAVIGNON et al, 2004; ANDO et al, 2009).

Em locais onde o fluxo sanguineo se apresenta alterado, ha redugéo nos
niveis de oxido nitrico e consequente aumento na expressdao de moléculas de
adesao, dentre elas a molécula de adesdo de célula vascular-1, a molécula de
adesao intercelular -1, e a E-selectina, dentre outras. A expressao dessas

moléculas é induzida por algumas citocinas, como a interleucina-6, interleucina-1,
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interleucina-4 e fator de necrose tumoral-alfa, favorecendo o recrutamento de
células inflamatorias e mondcitos ao local (LIBBY et al, 2002; DESSI et al, 2013).

As modificagbes oxidativas também exercem um papel na aterosclerose e
tem participacdo das mieloperoxidases, que Ss&0 enzimas expressas
especialmente por leucécitos. Estas enzimas podem converter a lipoproteina de
baixa densidade (LDL) em LDL-oxidada (LDLox), a qual exibe afinidade a certos
receptores dos macréfagos como, por exemplo, o CD36 (PODREZ et al, 2000). As
mudancas ocorridas na LDL, resultantes das modificagées oxidativas, contribuem
para a formacdo da placa aterosclerética por permitirem a perda de
reconhecimento pelo receptor de LDL e o reconhecimento pelos receptores
“scavenger” dos macréfagos, o que resulta na formagao das células espumosas
(BERLINER et al, 1995).

A LDLox se liga aos receptores dos macréfagos e células musculares lisas.
O alto consumo de LDLox pelos macréfagos os transforma em células
espumosas, precursoras da formagcdo da placa de ateroma. Fatores de
crescimento e a diminuicdo de 6xido nitrico favorecem a proliferacdo de células
musculares lisas, que secretam matriz extracelular formando a capa fibrosa. Apéds
um tempo, as células espumosas morrem causando necrose no local deixando a
placa de ateroma instavel. Além disto, os macréfagos produzem enzimas de
degradacao da matriz (as metaloproteinases de matriz ou MMPs) que atacam a
capa fibrosa, permitindo a saida do conteudo lipidico para a corrente sanguinea,
instabilizando a placa. Este evento causa a agregacao plaquetaria, ativacao da
cascata de coagulagdo e formagado de trombos, que podem culminar com o

desenvolvimento de eventos cardiovasculares agudos (LIBBY et al, 2002).
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As MMPs sao enzimas zinco-dependentes com capacidade de degradar a
matriz extracelular, pertencentes a familia das metaloendopeptidases. Existem
mais de 25 tipos de metaloproteinases que sado classificadas de acordo com o
substrato que degradam em colagenases (MMP 1, 8, 13 e 18), gelatinases (MMP
2 e 9), estromelisinas (MMP 3, 10 e 11), matrilisinas (MMP 7, 11 e 26) e as tipo
membranas (MMP 14, 15, 16 e 17), entre outras. (GONCALVES et al, 2009).

As MMPs tém importante participagdo em processos fisiolégicos como, por
exemplo, no desenvolvimento embrionario, reprodugédo e remodelamento arterial,
assim como em processos patolégicos como artrite reumatoide, aterosclerose,
metastase tumoral e outros (GALES et al, 2002). Sua atividade é regulada por
varios fatores como citocinas, fatores de crescimento, estresse oxidativo, forga de
cisalhamento e a interagdo com seus inibidores.

Os principais reguladores endégenos da atividade das MMPs sdo os
TIMPs (inibidores teciduais das metaloproteinases), responsaveis pela inibicdo da
forma ativa das MMPs. O equilibrio entre as MMPs e seus inibidores previne a
degradacdo da matriz extracelular (GALES et al, 2002; GUIMARAES et al, 2010).
Os TIMPs sao divididos em: TIMP1, TIMP2, TIMP3 e TIMP4. O TIMP1 pode atuar
junto como inibidor da MMP9 e MMP8, enquanto que o TIMP2 pode inibir a
MMP2. Os TIMPs ndo atuam somente como inibidores das MMPs, como também
no crescimento de varios tipos celulares e na apoptose (VISSE et al, 2003).

Dentre os grupos das MMPs, as gelatinases (MMP2 e MMP9) tém
capacidade de degradar gelatina e desnaturar colageno presentes na membrana
basal (GALES et al, 2002). Esse grupo de MMPs tem grande participacdo nos

processos patologicos que levam a doencas cardiovasculares como aterosclerose,
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isquemia, infarto agudo do miocardio e hipertensao, e também em certos casos
facilita a acdo tumoral, conduzindo a progressdo do cancer (GUIMARAES et al,
2010).

A MMP2 é expressa pelas células do tecido conjuntivo, epiteliais e
endoteliais. Na sua forma ativa (72 kDa), tem a capacidade de degradar colageno
tipo I, IV e V e colageno desnaturado (gelatina). Ja a MMP9 é expressa, na
maioria das vezes, por varias células inflamatorias. Sua forma ativa (92 kDa) tem
grande participacao no remodelamento e reparo de tecidos e na degradacao de
colagenos tipo IV, V e gelatina. A MMP8 presente nos macrofagos e em células
musculares lisas tem participacao em lesdes aterosclerdticas, tanto na inflamacao
como no processo de remodelamento do colageno, colaborando, também com a
ruptura da placa. (GONCALVES et al, 2009).

As MMP2, MMP8 e MMP9 tém participacdes importantes no processo de
aterosclerose desde a iniciagdo até a rompimento das placas e podem ser
expressas por mondcitos, macrofagos, células endoteliais e células musculares
lisas (ROMERO et al, 2008). Estas enzimas proteoliticas exercem papel
importante na aterogénese, tanto por aumentar a instabilidade da placa
aterosclerética quanto por estimular o crescimento da camada intima e o
remodelamento arterial (NEWBY, 2005). Neste contexto, tem-se mostrado
relevante correlagao entre atividade/expressao plasmatica de metaloproteinases e

carga aterosclerética em diversas situacoes clinicas (GAUBATZ et al, 2010).
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1.3. Lesao Medular e Risco Cardiovascular

Nas ultimas décadas, houve consideravel melhora no suporte clinico
fornecido aos individuos com LM, o que tem promovido reducdo da morbi-
mortalidade por doencas respiratérias e infecciosas e incremento substancial da
sobrevida (VAN DEN BERG et al, 2010). Individuos com LM tendem a ser
sedentarios, o que pode predispor o desenvolvimento de doencgas crénicas, como
hipertensao, diabetes mellitus e disturbios metabdlicos (BURR et al, 2012). Estas
condigdes, por sua vez, colaborariam para aumento na prevaléncia de doencas
cardiovasculares, tais como doenca arterial coronaria, doenga cerebrovascular e
arritmias, sendo a incidéncia significativamente maior em individuos com LM em
comparacao com sujeitos saudaveis (MYERS et al, 2007).

A doenca arterial coronaria tende a ocorrer mais precocemente em
pacientes lesados (PHILLIPS et al, 1988; DEVIVO et al, 1992; GARSHICK et al,
2005), indicando que estes individuos apresentam aceleracdo da aterogénese.
Estas caracteristicas fazem com que as doengas cardiovasculares ja sejam
apontadas como as principais causas de morte em algumas populacdes de
individuos portadores de LM crénica (GARSHICK et al, 2005; MYERS et al, 2007).

Estimativas precisas da prevaléncia de doencas cardiovasculares em
pacientes com LM sdo comprometidas pela alta freqiiéncia de doenca arterial
coronaria assintomatica (BAUMAN et al, 1993; BAUMAN et al, 1994). Apesar
desta limitagdo, alguns estudos mostraram que as doengas cardiovasculares
ocorrem em 30-50% dos pacientes com mais de uma década de LM, enquanto

que em individuos fisicamente saudaveis a prevaléncia de doencas
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cardiovasculares € estimada em torno de 5-10% (PHILLIPS et al, 1988; LEVI et al,
1995; GROAH et al, 2001; GARSHICK et al, 2005; MYERS et al, 2007). Por outro
lado, nosso grupo demonstrou que pacientes com meédia de aproximadamente 7
anos de LM ja apresentam aumento substancial da espessura intima-média
carotidea e pior fungéo diastélica do ventriculo esquerdo (MATOS-SOUZA et al,
2009; MATOS-SOUZA et al, 2011), sugerindo que o desenvolvimento de doencas

cardiovasculares pode ser um evento precoce pos-LM.

1.4. Lesao Medular e Aterosclerose

A LM crbnica pode se acompanhar de maior prevaléncia de dislipidemias,
obesidade e diabetes mellitus, provavelmente induzida pela extrema inatividade
fisica por ela imposta (YEKUTEIL et al, 1989; DEMIREL et al, 2001; GARSHICK et
al, 2005; LEE et al, 2005). Estes fatos poderiam justificar a maior freqtiéncia de
doengas cardiovasculares nos pacientes com LM. Entretanto, o aumento da
espessura intima-média associado a LM ocorre independentemente de fatores de
risco tradicionais, como idade, indice de massa corporea, dislipidemias, diabetes
mellitus, hipertensdo arterial, tabagismo e niveis séricos de marcadores
inflamatérios (MATOS-SOUZA et al, 2009; MATOS-SOUZA et al, 2010). Em
concordancia com estas observagbes, ORAKZAI et al (2007) mostraram maior
escore de calcio coronario em pacientes lesados, o qual também foi independente
de fatores de risco tradicionais. Estes dados, em conjunto, reforcam a idéia de que
mecanismos alternativos estdo envolvidos na aterogénese relacionada a lesdo

medular.
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Em 2008, JAE et al mostraram que atletas paraplégicos apresentam
espessura intima-média carotidea similar a de individuos fisicamente saudaveis.
Esta observagdo e o fato de que a doenga aterosclerética € mais comum em
tetraplégicos do que em paraplégicos (MYERS et al, 2007; MATOS-SOUZA et al,
2010) apontam para um papel crucial da inatividade fisica na aterogénese
relacionada & LM cronica. E importante ressaltar que a aterosclerose associada a
inatividade fisica tem sido classicamente explicada por alteragbes no perfil
metabdlico e inflamatério e pelo desenvolvimento de obesidade e hipertensao
arterial (LEUNG et al, 2008). Entretanto, conforme descrito anteriormente, estes
fatores parecem ndo exercer papel essencial na aterogénese induzida por LM
crénica, sugerindo que a LM em humanos possa ser um modelo singular de
aterosclerose induzida por inatividade fisica, cujo estudo pode expandir a
compreensao da fisiopatologia da doencga aterosclerética. Em concordancia com
estas observagbes, dados recentes de nosso grupo mostraram que atletas
portadores de LM apresentam redugao significativa da espessura intima-média
carotidea quando comparados com individuos com LM sedentarios (MATOS-
SOUZA et al, 2013). Curiosamente, neste estudo supracitado, a menor carga
aterosclerética nos atletas com LM em relacao aos individuos com LM sedentarios
nao foi explicada por variagbes nos fatores de risco tradicionais, como idade,
indice de massa corpérea, dislipidemias, diabetes mellitus, hipertensédo arterial,
tabagismo e niveis séricos de proteina C-reativa. Em conjunto, estes dados
indicam que mecanismos alternativos podem modular a aterogénese nos

individuos com LM.
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Candidatos potenciais para explicar o desenvolvimento de aterosclerose em
pacientes com LM ainda incluem aumento do estresse oxidativo e ativagdo de
MMPs. Evidéncias prévias revelaram que o nivel de atividade fisica em individuos
com LM apresenta correlacdo inversa com o grau de estresse oxidativo (VAN
DUIJNHOVEN et al, 2010). Visto que o estresse oxidativo e a oxidagdo de
lipoproteinas estao envolvidos no desenvolvimento de aterosclerose (ISHIGAKI et
al, 2009), é possivel que estes fatores também estejam envolvidos na aterogénese
relacionada a LM. Por outro lado, alguns estudos tém mostrado que o exercicio
fisico pode trazer o equilibrio entre as MMPs e seus inibidores em individuos sem
LM, inibindo assim a inflamagéo presente na aterosclerose (KADOGLOU et al,
2010). Contudo, até o momento, ndo se sabe como esta a expressdao de MMPs e
TIMPs no plasma dos individuos lesados e qual a sua correlagdo com o grau de

aterosclerose.

1.5. JUSTIFICATIVA

Individuos com LM apresentam maior carga aterosclerética do que sujeitos
fisicamente saudaveis. Estas caracteristicas sdo independentes de fatores de
risco tradicionais, como idade, hipertensao arterial, indice de massa corpérea,
alteracdes metabdlicas, tabagismo ou niveis séricos de fatores inflamatorios.
Recentemente, nosso grupo mostrou que a atividade fisica regular se associa a
reducao de aterosclerose carotidea em individuos com LM independente de

variagdes de fatores metabdlicos e hemodindmicos e dos niveis de proteina C-
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reativa. Em conjunto, tais evidéncias apontam para a LM em humanos como um
modelo com caracteristicas cardiovasculares Unicas, cujo estudo pode expandir a
compreensao da fisiopatologia da doenca aterosclerética relacionada a inatividade
fisica. Neste sentido, é possivel que a ativagdo de MMPs e oxidagdo de

lipoproteinas exergam um papel relevante neste processo.
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Il. OBJETIVOS

Investigar a concentragao plasmatica de LDLox, das MMPs 2, 8 e 9 e dos
TIMPs 1 e 2 em individuos com LM sedentarios, em atletas com LM e em
individuos sem LM e avaliar a relacdo destas varidveis com a aterosclerose

carotidea.
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I1l. METODOLOGIA E RESULTADOS

A metodologia e os resultados da presente tese estdo apresentados no
seguinte artigo: “Oxidized low-density lipoprotein, matrix-metalloproteinase-
8 and carotid atherosclerosis in spinal cord injured subjects”, publicado no

periddico Atherosclerosis.

30



OXIDIZED LOW-DENSITY LIPOPROTEIN, MATRIX-METALLOPROTEINASE-8

AND CAROTID ATHEROSCLEROSIS IN SPINAL CORD INJURED SUBJECTS

Layde R. Paim *?; Roberto Schreiber *?; José R. Matos-Souza #; Anselmo A. Silva
®: Luis F. Campos °; Eliza R Azevedo ¢ Karina Alonso °; Guilherme de Rossi 2

Mauricio Etchebehere °; José |. Gorla °; Alberto Cliquet Jr. ®%; Wilson Nadruz Jr. 2.

* Both authors contributed equally to this work
a - Department of Internal Medicine, University of Campinas, Campinas, Brazil
b - School of Physical Education, University of Campinas, Campinas, SP, Brazil

¢ - Department of Orthopaedics, School of Medical Sciences, University of

Campinas, Campinas, SP, Brazil

d - Department of Electrical Engineering, University of Sdo Paulo (USP), Séo

Carlos, SP, Brazil

Running title: Spinal cord injury, carotid IMT, OxLDL and MMP8
Corresponding Author:

Wilson Nadruz Junior, MD, Ph.D.

31



Departamento de Clinica Médica,

Faculdade de Ciéncias Médicas,

Universidade de Campinas,

Cidade Universitaria Zeferino Vaz,

13081-970, Campinas, SP. Brazil.

Phone/FAX: (55) (19) 3521 7836; E-Mail: wilnj@fcm.unicamp.br

Number of Tables: 4

Number of Figures: 0

Keywords: paraplegia; tetraplegia; intima-media thickness;

metalloproteinases.

oxidized LDL;

32



Abstract

Objective: Previous reports have indicated that subjects with chronic spinal cord
injury (SCI) exhibit increased cardiovascular risk compared to able-bodied
individuals. This study investigated the relationship between plasmatic oxidized
low-density lipoprotein (OxLDL), matrix metalloproteinases (MMPs) and tissue
inhibitors of MMPs (TIMPs) levels and vascular remodeling in SCI subjects and the
role of physical activity in this regard. Methods: We studied 42 men with chronic
(22 years) SCI [18 sedentary (S-SCI) and 24 physically active (PA-SCI)] and 16
able-bodied men by clinical, anthropometric, laboratory, and carotid intima-media
thickness (IMT) analysis. All enrolled subjects were normotensive, non-diabetics,
non-smokers and normolipemic. Plasmatic OxLDL, MMP-2, MMP-8, MMP-9,
TIMP-1 and TIMP-2 levels were determined by enzyme-linked immunosorbent
assay. Results: Carotid IMT, IMT/diameter ratio and OxLDL levels of PA-SCI and
able-bodied subjects were statistically similar. Conversely, S-SCI subjects
exhibited higher IMT, IMT/diameter ratio and OxLDL levels compared to PA-SCI
(p<0.01, p<0.001 and p=0.01, respectively) and able-bodied (p<0.001 for all)
individuals. Results of bivariate correlation analysis including all injured subjects
showed that carotid IMT and IMT/diameter ratio only correlated with OxLDL, MMP-
8 and MMP-8/TIMP-1 ratio. Further stepwise regression analysis adjusted for the

presence or not of physical activity and age showed that OxLDL was associated
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with carotid IMT and IMT/diameter ratio, while MMP-8 was associated with
IMT/diameter ratio in SCI individuals. Conclusions: Plasmatic OxLDL and MMP-8
levels are associated with carotid atherosclerosis and there is an interaction among

physical inactivity, atherosclerosis and OxLDL in SCI individuals.

Introduction

Cardiovascular diseases are commonly seen in subjects with spinal cord
injury (SCI) and coronary heart disease is more prevalent in individuals with SCI
than in the able-bodied population [1]. For long-term SCI, morbidity and mortality
from cardiovascular causes now exceed those caused by renal and pulmonary

conditions, the primary causes of mortality in previous decades [2].

Several reports have shown that subjects with SCI exhibit increased
subclinical atherosclerosis in comparison with able-bodied individuals, independent
of traditional cardiovascular risk factors [3-6]. In addition, other lines of evidence
have indicated that regular physical activity is associated with decreased carotid
intima-media thickness (IMT) in SCI individuals, independent of variation in
hemodynamic, metabolic and inflammatory variables [7,8]. These data point toward
chronic SCI as a potential condition for the study of the mechanisms underlying

physical inactivity-induced atherogenesis.

The oxidatively modified form of low-density lipoprotein-cholesterol (OxLDL)
as well as matrix metalloproteinases (MMPs) and tissue inhibitors of MMPs

(TIMPs) are known to play an important role in atherogenesis [9, 10]. In addition,
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circulating concentrations of OxLDL, MMPs and TIMPs have been also related to
atherosclerosis development and progression in human beings [9-11]. Former
studies revealed that regular physical activity is associated with decreased levels
of OxLDL and MMPs in able-bodied subjects, which might contribute to explain the
beneficial effects of exercise on cardiovascular risk [12-14]. Therefore, the present
study investigated the carotid arteries of physically active (PA-SCI) and sedentary
(S-SCI) men with SCI and able-bodied men and evaluated the impact of OxLDL,

MMPs and TIMPs in this regard.

Materials and methods

Study population

A total of 42 [18 S-SCI (age=32.3+1.8 years; time of injury=7.2+1.1 years)
and 24 PA-SCI (age=30.1+1.3 years; time of injury=9.3+0.9 years)] men with at
least two years of SCI and 16 sedentary able-bodied men (age=29.6+1.3 years)
were cross-sectionally evaluated. S-SCI subjects were enrolled from the hospital of
the University of Campinas, while able-bodied individuals were recruited from
employees and students of the same university. PA-SCI subjects comprised
competitive athletes who were regularly performing wheelchair rugby (n=12),
basketball (n=11) and handball (n=1) for at least one year and were enrolled from
the School of Physical Education of the University of Campinas. This latter group
had been participating in physical activities in average 11.9£1.4 hours per week for

4.41+0.6 years. Enrolled able-bodied men did not perform sports or recreational
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physical activity. Exclusion criteria for all groups included diabetes mellitus,
systemic hypertension, hyperlipidemia [15], current or past smoking, known
coronary artery, cardiac or pulmonary disease, cancer, regular medical therapy
and clinical evidence of active infection. All enrolled SCI subjects presented no

preserved motor function below the injury level.

Ethics Statement

The study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki and
the protocol was approved by the Institutional Review Board of the University of

Campinas. All participants read and signed informed consent.

Clinical, laboratory and hemodynamic data

Clinical data included information on the participants’ age and injury
duration. Stature of SCI individuals was taken using a stadiometer (WCS model,
Cardiomed, Curitiba, Brazil) in supine position. Body mass index was calculated as
body weight divided by height squared. Blood samples were obtained on the
morning after 12h of fasting for analysis of glucose, lipid fractions and C-reactive

protein.

Office blood pressure was measured using validated digital oscillometric
device with the subjects in the sitting position (Omron HEM-705CP, Omron Corp,
Kyoto, Japan). Two readings were averaged and if they differed by more than

5mmHg, one additional measurement was performed and then averaged.
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Oxidized LDL and matrix metalloproteinases analysis

Plasma samples were collected after 12h of fasting and immediately frozen
to -80°C. Then, commercially available enzyme-linked immunosorbent assay kits
were used to evaluate the plasmatic concentrations of OxLDL (Mercodia AB,
Uppsala, Sweden), and MMP-9, MMP-2, MMP-8, TIMP-1 and TIMP-2

concentrations (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

Carotid Ultrasonography studies

Carotid ultrasonography studies were performed by a skilled physician on
each subject in the sitting position with a Vivid 3 Pro apparatus (General Electric,
Milwaukee, WI, USA) equipped with a 10-MHz transducer [16, 17]. The average
from both right and left common carotid arteries measurements was used for
analyses. In order to measure the carotid IMT, a region 2 cm proximal to the
carotid bifurcation was identified, and the IMT of the far wall was evaluated as the
distance between the lumen-intima interface and the media—adventitia interface.
All measurements were made using an automatic border recognizer (Vivid 3 Pro
IMT software analyzer) on still images obtained during the sonographic scanning.
No plaques were visualized while measuring IMT. End-diastolic internal carotid
diameters were obtained by continuous tracing of 3 cycles and averaged.
Intraobserver and interobserver carotid IMT and diameter variabilities were <5%,
and intra-observer and inter-observer variabilities of resistive index measurements

were <4%.
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Statistical Analysis

Results were analyzed using SPSS 15.0™. Continuous normal and non-
normal variables are presented as mean * standard error and median (25—-75th
percentile), respectively. Based on previous studies [3, 8], a sample size of 15
individuals in each group was considered suitable for detecting significant
differences in carotid IMT regarding values of alpha error = 0.01 and beta error =
0.9. However, we were able to extend data collection to 16, 18 and 24 individuals
in the able-bodied, S-SCI and PA-SCI groups. The Kolmogorov—Smirnov test was
used to test for normal distribution of the variables. Differences in continuous
normal variables were evaluated by one-way ANOVA followed by Tukey test for
pairwise comparisons, while differences in continuous non-normal variables were
evaluated by Kruskal-Wallis test followed by Wilcoxon signed rank test for pairwise
comparisons. x> was used to compare categorical variables. Assessment of
bivariate correlations between variables was examined using Pearson’s correlation
coefficient for normally distributed data and Spearman’s rank correlation coefficient
for non-normal data. Partial correlation analysis was used to evaluate the
relationship between OxLDL and MMP-2 after adjustment for physical activity.
Stepwise regression analysis was used to evaluate the independent predictors of
carotid IMT and IMT/diameter. Variables that exhibited significant correlation at
bivariate analysis were included as independent variables in regression analyses.

A p-value <0.05 was considered significant.

Results
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Clinical, hemodynamic and carotid features of enrolled subjects are
presented in Table 1. Able-bodied subjects exhibited higher blood pressure levels
than the SCI groups, higher average body mass index than the PA-SCI group and
lower C-reactive protein levels than the S-SCI group. In addition, average carotid
IMT and IMT/diameter values of able-bodied and PA-SCI subjects were similar.
However, S-SCI subjects exhibited higher IMT and IMT/diameter ratio compared to
PA-SCI (p<0.01 and p<0.001, respectively) and able-bodied (p<0.001 for both)
individuals. Plasmatic levels of OxLDL, MMPs and TIMPs are presented in Table 2.
OxLDL levels of able-bodied and PA-SCI subjects were similar. Nevertheless, S-
SCI individuals showed higher OxLDL levels than PA-SCI (p=0.01) and able-
bodied (p<0.001) subjects. Al last, no differences in MMPs, TIMPs and MMP/TIMP

ratios were detected among the studied groups.

Bivariate correlation analysis including all SCI subjects (n=42) was
performed to evaluate the relationship between carotid atherosclerosis and
plasmatic levels of OxLDL, MMPs and TIMPs (Table 3). Carotid IMT and
IMT/diameter correlated with OxLDL (r=0.47; p<0.01 and r=0.51; p<0.001,
respectively), MMP-8 (r=0.33; p<0.05 and r=0.35; p<0.05, respectively) and MMP-
8/TIMP-1 ratio (r=0.35; p<0.05 and r=0.32; p<0.05, respectively). In order to detect
potential confounding factors, we also observed that carotid IMT and IMT/diameter
correlated with age (r=0.31; p<0.05 and r=0.38; p<0.05, respectively) but with no
other studied clinical or laboratory variable. Noticeably, carotid IMT and
IMT/diameter showed no significant correlation with whole LDL-cholesterol levels

(r=0.16; p=0.34 and r=0.19; p=0.25, respectively).
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Stepwise regression analysis was then performed to evaluate the variables
that were independently associated with carotid atherosclerosis in SCI individuals
(Table 4). The presence of physical activity and OxLDL levels were independently
associated with carotid IMT in a model that also included MMP-8/TIMP-1 ratio and
age as independent variables. Conversely, carotid IMT/diameter was associated

with physical activity, OxLDL and MMP-8 but not with age.

We then evaluated whether OxLDL correlated with any studied variable
among SCI subjects. Results of bivariate analysis showed a direct correlation
between OxLDL and MMP-2 levels (r=0.39; p=0.009). This result remained
statistically significant even after adjustment for physical activity (p=0.01). On the
other hand, OxLDL did not correlate with C-reactive protein, other MMPs and

TIMPs or with any studied clinical, laboratory or hemodynamic feature.

Discussion

Previous studies reported increased subclinical atherosclerosis in SCI
individuals, independent of variation in traditional risk factors [3-6, 17].
Interestingly, regular physical activity was described to be associated with
decreased carotid IMT in SCI individuals, independent of variation in
hemodynamic, metabolic and inflammatory variables [7, 8], thus indicating that
alternative mechanisms underlie this association. In the present report we
evaluated young, nonhypertensive, nondiabetic, nonsmoker S-SCI, PA-SCI and
able-bodied individuals with normal average lipids and glucose levels and found

that: 1) carotid IMT and OxLDL plasmatic levels of S-SCI subjects were markedly
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higher than those of PA-SCI and able-bodied subjects; and 2) plasmatic OxLDL
and the presence of physical activity were independently associated with carotid
IMT and carotid IMT/diameter, while MMP-8 levels also exhibited significant
association with carotid IMT/diameter in SCI individuals. In general, these findings
provide novel evidence that oxidatively modified form of LDL-cholesterol and MMP-
8 are related to SCl-induced atherogenesis and further suggest that there is an

interaction among physical inactivity, atherosclerosis and OxLDL in SCI individuals.

OxLDL is a pro-inflammatory and pro-atherogenic lipoprotein and is
intimately involved in the initiation, progression and potentially in the destabilization
of atherosclerotic lesions [9]. Previous studies demonstrated that plasmatic OxLDL
levels are related to carotid atherosclerosis and may be reduced by regular
physical activity in some able-bodied populations [9, 12, 18]. In the present report
we found that OxLDL levels were markedly higher in S-SCI than in PA-SCI and
able-bodied subjects. This result contrasts with a previous report by Mitsui et al,
which showed unaltered plasmatic OxLDL levels in SCI subjects after acute
exercise [19]. This discrepancy seems to be explained by the fact that the SCI
athletes enrolled in our protocol were chronically performing physical activity, which
has been also associated with lower OXLDL levels in able-bodied subjects [12, 20].
Besides exhibiting increased OxLDL levels, S-SCI subjects also presented higher
carotid IMT and IMT/diameter values than PA-SCI. Conversely, results of bivariate
and stepwise regression analyses revealed that OxLDL was associated with
carotid atherosclerosis in all studied SCI individuals. Remarkably, this association

was independent of the presence of physical activity. Overall, these data indicate
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that OxLDL might play a role in SCl-induced atherogenesis and further suggest
that changes in OxLDL levels could contribute to explain the beneficial effects of
regular physical activity in SCl-induced vascular remodeling. Nevertheless, further

longitudinal studies are necessary to confirm this assumption.

Oxidation of lipoproteins is usually assumed to occur as a consequence of
oxidative stress in the vessel wall generated by cardiovascular risk factors [21].
However, the mechanisms by which OxLDL was increased in S-SCI subjects, but
not in PA-SCI individuals, were not clear in our study. As an approach to address
this issue, we assessed the correlation between OxLDL and all studied variables
among injured subjects and found that OxLDL only correlated with MMP-2 levels,
even after adjustment for physical activity. Nevertheless, we believe that this
association might not be a major mechanism behind the interaction among OxLDL,
physical activity and SCI, since OxLDL has been reported to stimulate the
expression of MMP-2 [22], and not the opposite. Therefore it seems more
appropriate to speculate that increased MMP-2 levels might be a consequence

rather than a cause of higher OxLDL levels in SCI subjects.

In our protocol, we evaluated the plasmatic expression of MMP-2, MMP-8
and MMP-9 and their respective TIMPs, but no differences in their levels or ratios
among the studied groups were found. However, results of stepwise regression
analysis showed an independent association between MMP-8 and carotid
IMT/diameter values in SCI individuals. Arterial IMT/diameter is an alternative
measure of atherosclerosis and is more representative of a concentric vascular

remodeling pattern [6, 23]. In addition, MMP-8 is involved in remodeling processes
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within the atherosclerotic plaque and MMP-8 levels have been associated with
carotid and coronary atherosclerosis and with increased risk for future
cardiovascular events [24-26]. These findings suggest that MMP-8 might play a
role in SCl-induced atherogenesis. Nevertheless, the lack of impact of physical
activity on the plasmatic levels of MMP-8 and MMP8/TIMP-1 ratio in our sample of
SCI individuals indicate that changes in circulating MMP8 levels do not contribute
to explain the beneficial effects of physical activity on SCI-induced vascular

remodeling.

Physical activity is consistently related to cardiovascular disease risk
reduction, which has usually been considered to be a consequence of the
beneficial effects of exercise on metabolic, inflammatory and thrombotic factors
[27]. Nevertheless, the precise mechanisms underlying the effects of exercise on
atherogenesis progression remain not established. In addition, conflicting data
have been reported regarding the impact of physical activity on measures of
atherosclerotic burden, such as carotid wall thickness and coronary artery calcium
[27, 28]. In the present report, by evaluating a very specific subgroup of individuals,
namely SCI subjects, we observed that physical activity was associated with
reduced carotid atherosclerosis. Noticeably, such variation in atherosclerotic
burden was not explained by changes in traditional metabolic, hemodynamic and
inflammatory risk factors, but instead, was related to changes in alternative factors,
such as oxidized lipoproteins. Overall, this body of evidence points toward the
need for further studies assessing the role of physical activity on the pathogenesis

and prevention of atherosclerosis in humans.
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One aspect of our protocol that should be highlighted was the strict criteria
of subject selection of our sample. We excluded individuals with obesity,
hyperlipidemias, diabetes mellitus, hypertension and smoking, which are
commonly seen after chronic SCI [1] and could be potential confounders in the
analysis. In addition, we only included SCI subjects without any preserved motor
function below the injury level, a feature that is noticeably associated with
increased prevalence of cardiovascular disease [29]. However, two potential
limitations should be acknowledged. First, the cross-sectional design limits our
ability to infer a causal relationship between OxLDL and MMP-8 levels and carotid
atherosclerosis in SCI individuals. Second, the inclusion of only male patients

means that the results cannot yet be applied to female patients.

In conclusion, the present report showed that plasmatic OxLDL and MMP-8
levels are associated with carotid atherosclerosis and that there is an interaction
among physical inactivity, atherosclerosis and OxLDL in SCI individuals. These
findings suggest that physical activity might influence the early course of
atherosclerosis in patients with SCI and further support the notion regular exercise

may exert beneficial vascular effects in this population.
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Table 1. Clinical, laboratory and carotid features of enrolled subjects.

Variable Able-bodied  Sedentary SCI Physically active SCI
(n=16) (n=18) (n=24)

Age, years 29.6+1.3 32.3+1.8 30.1+1.3
Time of injury, years _ 7.2+11 9.3+0.9
Tetraplegic, n (%) o 8 (44) 12 (50)
Body mass index, kg/m? 25.1+0.8 23.8+1.0 22.4+0.6*
Systolic blood pressure, mmHg 126.3+3.9 105.3+3.8* 109.8+4.2*
Diastolic blood pressure, mmHg 79.5+2.5 68.3+2.3* 69.6+2.8*
Heart rate, b.p.m. 73.1+2.3 74.612.7 66.7+2.5
Glucose, mg/dL 84.6+2.5 84.0+2.3 79.8+1.0
LDL-cholesterol, mg/dL 113.8+7.6 114.6+9.1 101.945.5
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HDL-cholesterol, mg/dL
Triglycerides, mg/dL

Log C-reactive protein, mg/dL
Carotid IMT, mm

Carotid diameter, mm

Carotid IMT/ diameter, mm

43.7+2.2
82 (61)
-0.91+0.16
0.52+0.03
5.94+0.14

0.087+0.005

40.6+1.5
91 (55)

-0.21+0.18*

0.68+0.02*"

5.28+0.12*

0.131+0.006*T

40.3+1.7

86 (30)
-0.66%0.14
0.57+0.02
5.69+0.15

0.100+0.004

Legend. SCI — spinal cord injury; LDL — low density lipoprotein; HDL — high density

lipoprotein; IMT — intima-media thickness. *p at least<0.05 compared to able-

bodied subjects. Tp<0.05 compared to physically active SCI subjects.

Table 2. Plasmatic levels of OxLDL, MMPs and TIMPs of enrolled subjects

Variable Able-bodied  Sedentary SCI  Physically active SCI
(n=16) (n=18) (n=24)
OxLDL, U/L 32.0+4.8 52.6+4.1* 38.6+2.5
MMP-2, ng/mL 190.419.0 181.545.1 186.415.5
MMP-9, ng/mL 100.7 (100.4) 78.4 (69.8) 75.1 (95.8)
MMP-8, ng/mL 7.73 (8.82) 6.42 (14.25) 6.06 (9.91)
TIMP-1, ng/mL 83.616.2 98.315.8 94.645.2
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TIMP-2, ng/mL 109.1£10.7 92.243.0 106.248.4

MMP-9/TIMP-1 ratio 1.60+0.26 0.99+0.17 1.20+0.18
MMP-2/TIMP-2 ratio  2.01+0.05 1.88+0.08 1.87+0.08
MMP-8/TIMP-1 ratio  0.09 (0.11) 0.08 (0.15) 0.07 (0.10)

Legend. SCI — spinal cord injury; OxLDL — oxidized LDL-cholesterol; MMP —
matrix metalloproteinase; TIMP — tissue inhibitor of MMPs. *p at least<0.05
compared to able-bodied subjects. Tp at least<0.05 compared to physically active

SCI subjects.

Table 3. Bivariate correlation coefficients between OxLDL, MMPs and TIMPs and

markers of carotid atherosclerosis in all enrolled SCI subjects (n=42).

Variable IMT IMT/diameter
OxLDL 0.477 0.51%
MMP-2 -0.10 0.05
MMP-9 0.22 0.11
MMP-8 0.33* 0.35*
TIMP-1 0.10 0.19
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TIMP-2 -0.11 -0.11

MMP-9/TIMP-1 ratio 0.21 0.04
MMP-2/TIMP-2 ratio 0.03 0.17
MMP-8/TIMP-1 ratio 0.35* 0.32*

Legend. SCI — spinal cord injury; OxLDL — oxidized LDL-cholesterol; MMP —
matrix metalloproteinase; TIMP — tissue inhibitor of MMPs. *p<0.05; Tp<0.01;

5<0.001.

Table 4. Stepwise regression analyses for carotid intima-media thickness and

intima-media thickness/diameter ratio in all enrolled SCI subjects (n=42).

Step Variable B p

Dependent: intima-media thickness (Model 1)
1 Physical activity (No=0; Yes=1) -.337 0.029
2 OxLDL 0.317 0.039
Dependent: intima-media thickness/diameter (Model 2)
1 Physical activity (No=0; Yes=1) -.393 0.004

2 MMP-8 0.306 0.013
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3

OxLDL 0.294 0.028

Legend. Model 1 also included MMP-8/TIMP-1 ratio and age, while Model 2 also
included age as independent variables. MMP-8/TIMP-1 ratio and MMP-8 were not
included in the same model because of high collinearity. OxLDL — oxidized LDL-
cholesterol; MMP-8 — matrix metalloproteinase-8; TIMP-1 - tissue inhibitor of

metalloproteinases-1.
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IV. DISCUSSAQO

Estudos anteriores relataram aumento da aterosclerose subclinica em
individuos com LM, independente da variacdo de fatores de risco tradicionais
(MATOS-SOUZA et al, 2009; THIJSSEN et al, 2012; MATOS-SOUZA et al, 2010).
Curiosamente, a atividade fisica regular foi associada com a diminuicdo da
espessura intima-média carotidea em individuos com LM, independente da
variacdo nas variaveis hemodindmicas, metabdlicas e inflamatérias (JAE et al,
2008; MATOS-SOUZA et al, 2013) indicando, portanto, que 0s mecanismos
alternativos devem mediar esta associagdo. No presente estudo foram avaliados
individuos saudaveis e jovens atletas e sedentarios com LM, os quais eram
normotensos, ndo diabéticos, ndo fumantes normolipémicos.

Observamos que a espessura intima-média carotidea e o0s niveis
plasmaticos de LDLox dos pacientes sedentarios com LM foram significativamente
maiores do que os dos atletas com LM. Além disso, os niveis de LDLox plasmatica
e a presenca de atividade fisica foram associados de forma independente com a
espessura intima-média carotidea e a razao espessura intima-média/didmetro da
carétida, enquanto os niveis de MMP-8 também apresentaram associacado
significativa com a espessura intima-média/diametro da carétida em individuos
com LM. Em geral, estes resultados fornecem evidéncia de que a LDLox e a
MMP-8 estédo relacionados com a aterogénese induzida por LM e ainda sugerem
que existe uma interacdo entre a inatividade fisica e os niveis de LDLox em

individuos com LM.
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A aterosclerose resulta da combinacdo de alteragbes metabdlicas,
estresse oxidativo, inflamacgao crénica e suscetibilidade a trombose. Todos esses
processos contribuem individualmente ou em conjunto para a expressao clinica da
doenga cardiovascular (STEINBERG, 2002). Estudos anteriores monstraram que
os niveis plasmaticos de LDLox estdo relacionados a aterosclerose carotidea e
podem ser reduzidos pela atividade fisica regular (FRALEY et al, 2006;
SCHJERVE et al, 2008; VAIDYA et al, 2011). No presente estudo n6s mostramos
que os niveis de LDLox foram significativamente maiores em individuos
sedentarios com LM quando comparados com os atletas com LM. Segundo
MITSUI et al (2012), os niveis de LDLox permanecem inalterados ap6s o exercicio
agudo em individuos com LM. Essa diferenca pode ser explicada pelo fato de os
atletas com LM do nosso estudo praticarem atividade fisica de forma crénica e
regular. Neste contexto, estudos prévios mostraram que a atividade fisica regular
também se associa a niveis mais baixos de LDLox em individuos sem LM
(SCHJERVE et al, 2008; COEN et al, 2009). O nivel plasmatico mais alto de
LDLox em sedentarios com LM indica que estes podem estar mais expostos ao
estresse oxidativo, provavelmente devido a falta de atividade fisica regular. De
fato, diversas evidéncias tém demonstrado que a inatividade fisica esta
relacionada ao aumento do estresse oxidativo e que essas alteracbes séao
revertidas pelo exercicio fisico (LAUF et al, 2005; SAFDAR et al, 2010). Além de
apresentarem os niveis de LDLox mais altos, os pacientes sedentarios com LM
também apresentam espessura intima-média da car6tida e espessura intima-
média/diametro maiores. Por outro lado a andlise de regressao tipo stepwise

revelou que a LDLox esta associada a aterosclerose em todos os individuos com
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LM estudados. Notavelmente essa associacao foi independente da presenca de
atividade fisica. Em geral esses dados indicam que a LDLox desempenha um
papel na aterogénese em individuos com LM e sugerem que alteragdes nos niveis
de LDLox poderiam contribuir para explicar os efeitos benéficos da atividade fisica
na remodelagao vascular induzida por LM. No entanto mais estudos longitudinais
s80 necessarios para confirmar essa hipotese.

A oxidacao de lipoproteinas ocorre geralmente como consequéncia do
stress oxidativo na parede do vaso gerada por fatores de risco cardiovasculares
(FRALEY et al, 2006). No entanto, os mecanismos pelos quais a LDLox foi
aumentada em individuos sedentarios com LM, mas ndo em atletas com LM néo
estdo claros em nosso estudo. Como abordagem para avaliar esta questéo,
avaliamos a correlagdo entre a LDLox e todas as variaveis estudadas entre os
individuos com LM e observamos que a LDLox se correlacionou apenas com 0s
niveis de MMP-2, mesmo apdés o ajuste por atividade fisica. No entanto,
acreditamos que esta associacdo possa ndo ser um dos principais mecanismos
por tras da interacdo entre LDLox, atividade fisica e LM, uma vez que a LDLox
parece estimular a expressdao de MMP-2 (CHEN et al, 2011) e ndo o oposto.
Portanto, parece mais apropriado especular que o aumento dos niveis de MMP-2
pode ser conseqiéncia e nao causa dos niveis de LDLox maior em individuos com
LM.

As MMPs desempenham papel importante na progressdo da
aterosclerose. Sao enzimas proteoliticas que degradam matriz extracelular e
facilitam a migracao de células do musculo liso vascular através da lamina elastica

interna, para a intima, onde proliferam e contribuem para a formacao da placa
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aterosclerética (SIASOS et al, 2012). Com base na sua estrutura primaria e a
especificidade do substrato, as MMPs podem ser classificadas em cinco grupos,
entre as quais as colagenases (MMP-1, -8 e -13) e gelatinases (MMP-2 e -9) sédo
conhecidas por desempenhar um papel mais proeminente na aterogénese
(SIASOS et al, 2012; BAKER et al, 2002). Um corpo substancial de evidéncias
suporta também a nocao de que o desequilibrio entre a atividade de MMPs e seus
inibidores teciduais especificos (TIMPs) contribui para a patogénese da
aterosclerose (NEWBY, 2012). A este respeito, ndo s6 os niveis circulantes de
MMP, mas também a razdo entre MMPs/TIMPs tém sido relacionados com a
carga de aterosclerose em seres humanos (SIASOS et al, 2012; ROMERO et al,
2008; NEWBY, 2012). No presente estudo, foi avaliada a expressdao de uma
colagenase (MMP-8) e de gelatinases (MMP-2 e -9) e seus respectivos TIMPs,
mas nao encontramos diferencas em seus niveis ou razdes entre 0s grupos
estudados. No entanto, os resultados da analise bivariada revelaram que a MMP-8
e a razao MMP-8/TIMP-1 se correlacionou com a espessura intima-média
carotidea e a razao espessura intima-média/diametro carotideo em individuos com
LM. Além disso, a andlise de regressao tipo stepwise mostrou uma associacao
independente entre MMP-8 e a razdo espessura intima-média/didmetro carotideo
nestes individuos. Esta razao tem sido também usada para medir a aterosclerose,
mesmo em individuos com LM, e € mais representativa de um padrédo de
remodelacao vascular concéntrico (THIJSSEN et al, 2012b; BELL et al, 2011).
Durante a ultima década, varias linhas de evidéncia tém proporcionado uma nova
visdo sobre o papel de MMP-8 na aterosclerose (LENGLET et al, 2013). A MMP-8

esta envolvida no processo de remodelagao no interior da placa aterosclerética e
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seus niveis tém sido associados com aterosclerose carotidea e coronariana, e
foram relatados como sendo um fator de risco independente para eventos
cardiovasculares (LENGLET et al, 2013; TUOMAINEN et al, 2007). Os presentes
resultados sugerem que a MMP-8 também pode estar relacionada a aterogénese
induzida por LM. No entanto, a falta de impacto da atividade fisica sobre os niveis
plasmaticos de MMP-8 e a razdo MMP8/TIMP-1 em nossa amostra de individuos
com LM sugere que as mudangas dos niveis circulantes de MMP-8 néao
contribuem para explicar os efeitos benéficos da atividade fisica na remodelagéao
vascular.

A atividade fisica é constantemente relacionada a reducdo do risco de
doenca cardiovascular, a qual tem sido explicada como conseqiiéncia dos efeitos
benéficos do exercicio sobre fatores metabdlicos, inflamatérios e trombdéticos
(AHMED et al, 2012). No entanto, ndo ficam estabelecidos os mecanismos
precisos subjacentes aos efeitos do exercicio sobre a progressao da aterogénese.
Além disso, dados controversos tém sido relatados em relagdo ao impacto da
atividade fisica sobre as medidas de carga aterosclerética, como a espessura da
parede da artéria carétida e o escore de calcio coronario (AHMED et al, 2012;
THIJSSEN et al, 2012b). No presente estudo, através da avaliagdo de subgrupo
muito especifico de individuos, aqueles com LM, observou-se que a atividade
fisica foi associada a reducdo da aterosclerose carotidea. Curiosamente, essa
variacao na carga aterosclerotica nao foi explicada por mudancgas nos tradicionais
fatores de risco, ou seja: metabdlica, hemodinamica e fatores de risco inflamatoério,
mas em vez disso, foi relacionada a mudangas em fatores alternativos, como

lipoproteinas oxidadas. No geral, estas evidéncias apontam na direcdo da
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necessidade de mais estudos que avaliem o papel da atividade fisica na
patogénese e prevencao da aterosclerose em humanos.

Um aspecto do nosso protocolo que deve ser destacado foram os
rigorosos critérios de selecdo dos sujeitos da nossa amostra. Foram excluidos
individuos com obesidade, hiperlipidemias, diabetes mellitus, hipertensao e
tabagismo, que sdo comumente vistos apdés LM crénica (MYERS et al, 2007) e
poderiam ser potenciais fatores de confusdo na analise. Além disso, s6 incluimos
individuos com LM sem qualquer fungcdo motora preservada abaixo do nivel da
lesdo, uma caracteristica que € caracteristicamente associada ao aumento da
prevaléncia de doenca cardiovascular (GROAH et al, 2001). No entanto, duas
limitacbes potenciais devem ser reconhecidas. Primeiro, o desenho transversal
limita nossa capacidade de inferir uma relagcao causal entre os niveis de LDLox e
MMP-8 e aterosclerose carotidea em individuos com LM. Em segundo lugar, a
inclusdo de doentes do sexo masculino significa que os resultados ndo podem
ainda ser aplicados em pacientes do sexo feminino.

Em conclusao, o presente estudo mostrou que os niveis de LDLox MMP-8
estdo associados com aterosclerose carotidea e que ha uma interagdo entre o
sedentarismo, a aterosclerose e LDLox em individuos com LM. Estes resultados
podem contribuir para explicar os mecanismos envolvidos na aterogénese

induzida por inatividade fisica em humanos.
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V. CONCLUSAO

Os niveis plasmaticos de LDLox e MMP-8 estdo associados a
aterosclerose carotidea em individuos com LM e existe uma interacdo entre
LDLox, inatividade fisica e aterosclerose nesta populagédo. Estes dados podem
contribuir para explicar os mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento de

aterosclerose em individuos com LM.
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