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RESUMO

Introducéo: Os radicais livres produzidos durante os exercicios podem exceder o sistema de defesa antioxidan-
te, provocando danos oxidativos de biomoléculas especificas. As lesdes causadas pelos radicais livres nas células
podem ser prevenidas ou reduzidas por meio da atividade de antioxidantes naturais, sendo estes encontrados
em muitos alimentos. O licopeno é um dos mais potentes carotenoides com acéo antioxidante, sendo utilizado
na prevencao da carcinogénese e aterogénese por proteger moléculas como lipidios, lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), proteinas e DNA. Objetivo: Investigar a atuagdo do licopeno a uma possivel agdo protetora das
fibras musculares cardiacas e esqueléticas contra o estresse oxidativo, durante a atividade fisica exaustiva, a qual
provocaria alteragdes morfoldgicas nesses tecidos. Método: Na realizacao dos experimentos foram utilizados 32
ratos machos adultos divididos em quatro grupos, sendo dois grupos controles e dois grupos treinados sem
e com suplementacdo de licopeno (6 mg por animal). Os animais dos grupos treinados foram submetidos a
42 sessdes de natacdo por nove semanas, com sessoes didrias de natacdo, cinco dias por semana, com sobre-
carga produzida pelo aumento do tempo de treinamento. A avaliacao morfoldgica foi realizada por meio de
laminas histoldgicas dos tecidos cardiaco e muscular esquelético. Resultados: Modificagdes teciduais cardiacas
e musculares esqueléticas no grupo treinado sem suplementagdo com licopeno foram observadas, sendo que
0 grupo treinado suplementado apresentou aspecto morfoldgico normal. Nos grupos sedentdrios controle
suplementado e ndo suplementado ndo houve alteragcdo em relagdo as caracteristicas histoldgicas dos tecidos.
Conclusédo: Podemos afirmar que o licopeno exerceu um efeito protetor nos musculos cardiaco e esquelético
contra o estresse oxidativo, induzido por exercicios exaustivos, além de promover uma neovascularizacdo do
tecido cardiaco, podendo ser utilizado com eficiéncia por atletas e praticantes de atividade fisica.

Palavras-chave: antioxidantes, natacdo exaustiva, radicais livres.

ABSTRACT

Introduction: Free radicals produced during exercise may exceed the antioxidant defense system, causing
oxidative damage to specific biomolecules. The lesions caused by free radicals in cells can be prevented or reduced
by natural antioxidants, which are found in many foods. Lycopene is one of the most potent carotenoids with
antioxidant properties, and it is used to prevent carcinogenesis and atherogenesis, as it protects molecules such
as lipids, low-density lipoproteins (LDL), proteins and DNA. Objective: To investigate the role of lycopene as a
potential protector of cardiac and skeletal muscle fibers against oxidative stress during strenuous exercise, which
would cause morphological changes in these tissues. Methods: The experiments consisted of 32 adult male rats
divided into four groups: two control groups and two trained groups with and without lycopene supplementation
(6 mg per animal). The animals of the trained groups were subjected to 42 swimming sessions over a nine-week
period, involving daily swimming sessions, five days a week, with overload produced by increasing the training
time. The morphological analysis was performed using histological slides of cardiac and skeletal muscle tissues.
Results: Modifications were observed in cardiac and skeletal muscle tissue in the trained group that did not receive
lycopene supplementation, while the trained group supplemented with lycopene showed muscle tissue with a
normal morphological appearance. The tissues of both supplemented and non supplemented sedentary control
groups showed no change in their histological characteristics. Conclusion: It can be stated that lycopene exerted
a protective effect on cardiac and skeletal muscles against oxidative stress induced by strenuous exercise, besides
promoting cardiac neovascularization, and can be used efficiently by athletes and physically active individuals.

Keywords: antioxidants, exhaustive swimming, free radicals.

RESUMEN

Introduccidn: Los radicales libres producidos durante los ejercicios pueden exceder el sistema de defensa antioxi-
dante, provocando danos oxidativos de biomoléculas especificas. Las lesiones causadas por los radicales libres en las
células pueden ser prevenidas o reducidas por medio de la actividad de antioxidantes naturales, siendo éstos encon-
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trados en muchos alimentos. El licopeno es uno de los mds potentes carotenoides con accion antioxidante, siendo
utilizado en la prevencion de la carcinogénesis y aterogénesis por proteger moléculas como lipidos, lipoproteinas de
baja densidad (LDL), proteinas y DNA. Objetivo: Investigar la actuacion del licopeno a una posible accién protectora de
las fibras musculares cardiacas y esqueléticas contra el estrés oxidativo, durante la actividad fisica exhaustiva, la cual
provocaria alteraciones morfolégicas en esos tejidos. Métodos: En la realizacién de los experimentos fueron utilizados
32 ratones machos adultos divididos en cuatro grupos, siendo dos grupos controles y dos grupos entrenados sin y
con suplementacion de licopeno (6 mg por animal). Los animales de los grupos entrenados fueron sometidos a 42
sesiones de natacion por nueve semanas, con sesiones diarias de natacion, cinco dias por semana, con sobrecarga
producida por el aumento del tiempo de entrenamiento. La evaluacién morfoldgica fue realizada por medio de
ldminas histoldgicas de los tejidos cardiaco y muscular esquelético. Resultados: Fueron observadas modificaciones
tisulares cardiacas y musculares esqueléticas en el grupo entrenado sin suplementacion con licopeno, siendo que el
grupo entrenado suplementado presenté aspecto morfolégico normal. En los grupos sedentarios control suplemen-
tado y no suplementado no hubo alteracidn en relacién a las caracteristicas histoldgicas de los tejidos. Conclusion:
Podemos afirmar que el licopeno ejercié un efecto protector en los mdsculos cardiaco y esquelético contra el estrés
oxidativo, inducido por ejercicios exhaustivos, ademds de promover una neovascularizacion del tejido cardiaco,
pudiendo ser utilizado con eficiencia por atletas y practicantes de actividad fisica.

Palabras clave: antioxidantes, ejercicio, radicales libres.
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INTRODUCAO

Atividade fisica exaustiva induz a injuria e perda de proteinas musculares
e dor muscular. O mecanismo que provoca os danos musculares, apos essa
intensa atividade, sugere que estes sejam devidos a uma reacdo inflamatéria
induzida pela infiltracdo de fagdcitos, estimulada pelo estresse mecanico;
um aumento da concentragdo intracelular de cdlcio e estresse oxidativo.
Sabe-se que durante a execucao dos exercicios fisicos ha intensa produgéo
de radicais livres, mas este mecanismo ainda estd pouco elucidado’.

O estresse oxidativo é uma condicéo de desbalanco existente entre
a producao de radicais livres e o sistema de defesa antioxidante, o que
estimula a expressao destes radicais’. As principais fontes de radicais
livres sdo as organelas citoplasmaticas que metabolizam o oxigénio,
0 nitrogénio e o cloro, gerando grande quantidade de metabdlitos. A
producao excessiva de radicais livres pode conduzir a diversas formas
de dano celular e sua cronicidade pode estar envolvida com a etiogé-
nese ou com o desenvolvimento de numerosas doencas?.

Atualmente sabe-se que tanto os exercicios aerdbios quanto 0s
anaerobios aumentam a producao de radicais livres, os quais resultam
ou ndo em estresse oxidativo agudo. Os radicais livres produzidos du-
rante os exercicios podem exceder o sistema de defesa antioxidante,
provocando danos oxidativos de biomoléculas especificas. Diferentes
protocolos de exercicios induzem a varios niveis de producao de ra-
dicais livres, dependentes da intensidade e duracdo dos treinos. Em
exercicios de baixa intensidade e duracdo o sistema de defesa antioxi-
dante age impedindo o estresse oxidativo celular. J& em treinamentos
de grande intensidade e duragdo este mecanismo nao é suficiente',
sendo necessaria a suplementacado com antioxidantes exdgenos®.

O tecido muscular cardiaco encontra-se sujeito a um vasto con-
junto de situagdes perturbadoras da sua homeostasia, entre as quais o
exercicio fisico. Se, por um lado, o exercicio parece apresentar-se como
uma atividade recomendada do ponto de vista da saude, constitui-se,
por outro lado, como uma agresséo organica favoravel a producdo
acrescida de espécies reativas de oxigénio (ERO). Associadas a me-
canismos fundamentais no metabolismo celular, estas ERO tém sido,
igualmente, relacionadas com a etiologia e fisiopatologia de algumas
patologias cardiacas. O tecido muscular cardiaco possui taxa metabdlica
oxidativa elevada e atividade das principais enzimas antioxidante relati-
vamente baixa, 0 que parece torna-lo susceptivel a fenébmenos de leséo
tecidual por estresse oxidativo apds um periodo de exercicio agudo®.
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A producéo de radicais livres é necesséria para a atividade contratil
normal do musculo esquelético® e o treinamento fisico é conhecido
como indutor da acdo de enzimas antioxidativas®. A geracdo desses
pelos midcitos é potencialmente importante, pois parece ter um papel
significativo na sinalizacdo de moléculas, modulando alguns sistemas
regulatérios envolvidos no desempenho do musculoesquelético®. Ha
também efeitos do sistema imunoldgico que séo considerados posi-
tivos’. Entretanto, em exercicios intensivos ou prolongados, a elevada
quantidade de radicais livres ultrapassa a capacidade do sistema an-
tioxidante endogenco®.

As lesdes causadas pelos radicais livres nas células podem ser preve-
nidas ou reduzidas por meio da atividade de antioxidantes, sendo estes
encontrados em muitos alimentos®. Antioxidantes sdo definidos como
substancias que presentes em baixas concentracdes comparadas a um
substrato oxidavel, atrasam ou previnem a oxidacdo deste substrato'®.

Os antioxidantes podem agir diretamente na neutralizacdo da acéo
dos radicais livres ou participar indiretamente de sistemas enzimaticos
com essa funcdo. Dentre os antioxidantes estdo a vitamina C, a gluta-
tiona, o acido Urico, a vitamina E e os carotenoides?.

O licopeno é um dos mais potentes carotendides com ag¢ao antio-
xidante, sendo utilizado na prevencao da carcinogénese e aterogénese
por proteger moléculas como lipidios, lipoproteinas de baixa densidade
(LDL), proteinas e DNA'. E o carotendide predominante no plasma e
nos tecidos humanos, sendo encontrado em um ndmero limitado de
alimentos de cor vermelha, como tomates e seus produtos, goiaba,
melancia, mamao e pitanga’.

Baseado na importancia do licopeno como agente antioxidante,
0 objetivo deste trabalho foi investigar a atuagao do licopeno a uma
possivel acdo protetora das fibras musculares cardiacas e esqueléti-
cas contra o estresse oxidativo, durante a atividade fisica exaustiva,
a qual provocaria alteracées morfoldgicas nesses tecidos. Estudos ja
provaram que outras substancias antioxidantes, como as vitaminas
C e E, previnem danos celulares pela atuacdo de radicais livres nos
tecidos musculares, durante e apds exercicios fisicos. Entretanto, foi
comprovada a sua atuacgdo do licopeno na reducdo de alguns tipos de
cancer e doencas cardiovasculares, mas nenhum dado consistente foi
encontrado sobre uma possivel atuagdo protetora desse antioxidante
na integridade morfolégica dos tecidos cardiaco e esquelético, durante
exercicios exaustivos.
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MATERIAIS E METODO

Na realizagéo dos experimentos foram utilizados 32 ratos machos
adultos da linhagem Wistar (Rattus novergicus), com peso entre 250 a
280g, mantidos em gaiolas plasticas coletivas com quatro animais cada.
Os animais permaneceram no Biotério, com temperatura média de
22°C, fotoperiodo de 12 horas claro/12 horas escuro, sendo alimentados
com ragdo Purina® para roedores e agua ad libitum.

No experimento os ratos foram divididos em quatro grupos, com
oito animais cada denominados: grupo sedentério controle; grupo trei-
nado controle; grupo sedentdrio suplementado com licopeno; grupo
treinado suplementado com licopeno.

Para a suplementacao foi utilizado extrato puro de licopeno em pé
na dosagem de seis miligramas por animal'?, diluido em éleo mineral,
ministrado por gavagem diariamente através de canula gastrica, cinco
vezes por semana as 14 horas.

Os procedimentos experimentais foram realizados em conformi-
dade com o Comité de Etica em Experimentacdo Animal, do Centro
Universitario de Araraquara (UNIARA, Processo ne 924/09).

Protocolo de Treinamento

Os animais dos grupos treinados foram submetidos a 42 sessdes de
natagdo por nove semanas, de segunda a sexta-feira, entre 14h30min
e 17h30min, em um tanque medindo 100 cm x 50 cm x 60 cm e pro-
fundidade de 40 cm, com dgua a 30°C.

O programa de treinamento consistiu de sessdes didrias de natacao,
cinco dias por semana, com sobrecarga produzida pelo aumento do tem-
po de treinamento’®. Na primeira semana para adaptacao ao treino, os
animais nadaram 10, 20, 30, 40, 50 minutos por dia. Na segunda semana
50 minutos (segunda e terca) e 60 minutos (quarta a sexta-feira). Na ter-
ceira semana o tempo foi de 60 minutos (segunda e terga) e 70 minutos
(quarta a sexta). Esse tempo foi mantido até a sexta semana. Na sétima
semana de treinamento os animais nadaram 90 minutos/dia (quarta a
sexta) e 70 minutos/dia nos outros. Na oitava e nona semanas os animais se
exercitaram 120 minutos (quinta e sexta) e 90 minutos (segunda a quarta).

Os animais foram eutanasiados apds a Ultima sessdo de treinamen-
to por saturacdo anestésica com injeco intraperitoneal de Tiopental
(20 mg/100 g peso corporal). Fragmentos longitudinais e transversais de
dois centimetros foram retirados para a anélise morfoldgica do ventriculo
esquerdo cardiaco, do terco médio do musculo séleo e do musculo tibial
anterior do membro pélvico fixados em formol tamponado a 10%. Apds 24
horas de fixag&o os tecidos lavados em &gua corrente por 12 horas foram
submetidos a inclusdo em parafina. Cortes histoldgicos de cinco microme-
tros de espessura corados com Hematoxilina-eosina e Tricromio de Masson
foram fotografados no Fotomicroscépio Olympus BX-51 (Olympus, Jap&o).

RESULTADOS

Modificages teciduais cardiacas no grupo treinado sem suple-
mentagdo com licopeno foram observadas como: nucleos picndticos
e centrais (figural D e E), desenvolvido intersticio com presenca no-
téria de macrofagos (figura 1 B e D), acentuado espagcamento entre
os cardiomidcitos (figura 1 A, B, C, D) e reduzida vascularizacdo entre
as fibras cardiacas (figural A, D, E, F). O grupo treinado suplementado
apresentou aspecto morfolégico normal, com cardiomiécitos agru-
pados (figura 2 C, D, E, F), pouco intersticio, raros nlcleos picnéticos
(Figura 2 F). Pode-se notar um significativo aumento na vasculariza-
¢do do miocérdio (figura 2 A, B, C, D, E, F) no grupo treinado e suple-
mentado com licopeno, comparado ao grupo sedentdrio suplemen-
tado com licopeno. Nos grupos sedentérios controle suplementado
(figura 2 A, B) e ndo suplementado (figura 1 A, B) ndo houve alteracdo
em relagao as caracterfsticas histoldgicas dos tecidos.
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Em relagdo aos musculos esqueléticos séleo e tibial anterior foram
constatadas alteracdes teciduais no grupo treinado sem suplementacao
de licopeno como: hipertrofia de fibras musculares, aumento de ma-
créfagos, arredondamento de fibras musculares e aumento do tecido
endomisial (Figura 3 A, B). Ja o grupo treinado com suplementagdo de
licopeno (Figura 3 C, D) apresentou aspecto morfoldgico normal com
as fibras em formato poligonal, ntcleos periféricos e padrao fascicular,
com discreto aumento do endomisio e reducao celular intersticial. Nos
grupos sedentarios controle suplementado e nao suplementado nao
houve alteracdo em relacdo as caracteristicas histolégicas dos tecidos.

Figura 1. A) (200X) e B) (400X) grupo controle sedentario; C) (200X); D, E, F) (400X)
grupo treinado sem suplementacao.

Figura 2. A) (100X) e B) (400X) grupo controle sedentdrio com suplementacgao;
Q) (100X); D, E, F)(D, E = 200X; F = 400X): grupo treinado suplementado.
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Simbolos: Estrela: tecido endomisial, Triangulo: hipertrofia de fibra muscular, Seta: macréfago,
Circulo: fibras arredondadas, Pentagono: fibras poligonais.

Figura 3. A) (200X) musculo gastrocnémio e B) (400X) musculo tibial anterior exerci-
tado sem suplementacao de licopeno; C)(200X) musculo gastrocnémio e D) (200X)
musculo tibial anterior exercitado com suplementagao de licopeno.

DISCUSSAO

Organismos aerébios produzem radicais livres como consequéncia
do metabolismo de oxigénio, e, obviamente, exercicios fisicos provo-
cam um aumento na utilizagdo de oxigénio pela mitocéndria, resul-
tando em elevacdo na producdo desses radicais. Aproximadamente 2 a
5% do oxigénio consumido (VO,) durante o metabolismo mitocondrial
normal em organismos aerébios pode ser convertido em radicais livres
e seus produtos',

Estudos recentes sugerem que agentes estressores do metabo-
lismo, como exercicios fisicos aumentam a geracao de radicais livres,
ocorrendo a elevacao da producdo de enzimas antioxidantes como a
GPx, CAT e a SOD, que previnem os efeitos toxicos celulares induzidos
pelo estresse oxidativo. O balango entre antioxidantes e producédo de
radicais livres produz um efeito protetor no ambiente celular'™.

Vérios trabalhos mostram a relacdo entre 0 aumento no consu-
mo de alimentos ricos em carotenoides, principalmente o tomate, e
a diminuicdo no risco de varias doencas. Os carotenoides sequestram
0 oxigénio singlete, removem os radicais peroxila, modulam o me-
tabolismo carcinogénico, inibem a proliferacdo celular, estimulam a
comunicagdo entre células (juncdes gap), e elevam a resposta imune.
Testes “in vitro”e “in vivo” sugerem que os carotendides sao excelentes
antioxidantes, sequestrando e inativando os radicais livres'®.

Os carotenoides, juntamente com as vitaminas, sdo as substan-
cias mais investigadas como agentes quimiopreventivos, funcionan-
do como antioxidantes em sistemas bioldgicos. O licopeno aparece
atualmente como um dos mais potentes antioxidantes, sendo sugerido
na prevencao da carcinogénese e aterogénese por proteger molécu-
las como lipidios, lipoproteinas de baixa densidade (LDL), proteinas e
DNA'", mas nenhum resultado foi encontrado relacionando um possivel
efeito do licopeno na protecéo de tecidos sob estresse oxidativo.

O licopeno é um carotendide sem a atividade pré-vitamina A, li-
possoluvel, composto por onze ligagdes conjugadas e duas ligacdes
duplas ndo conjugadas. Este é tido como o carotendide que possui a
maior capacidade sequestrante do oxigénio singlete, possivelmente
devido a presenca das duas ligagcdes duplas nao conjugadas, o que
Ihe confere maior reatividade'”.

A quantidade sugerida de ingestdo de licopeno varia de 4 a
35mg/dia. Estudos mostram que existem vdrios fatores que podem
interferir na biodisponibilidade do licopeno, tais como absorcéo intesti-
nal, quantidade de licopeno no alimento fonte, formas de apresentacao
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(isbmeros e sintéticos), presenca da matriz alimentar, presenca de ou-
tros nutrientes na refeicdo (como gordura, fibra, outros carotendides,
entre outros), ingestdo de drogas, processamento do alimento, além
da individualidade bioldgica e do estado nutricional do individuo'.

A gordura dietética parece influenciar na absorcao do licopeno.
Para que o carotendide seja absorvido, é necessario que ele seja incor-
porado as micelas, e a formacédo delas é dependente da presenca de
gordura no intestino. Assim sendo, a ingestdo de gordura juntamente
com o carotendide, é considerada crucial para que haja estimulo da
producéo de bile'. Além disso, todas as formas de licopeno sao regu-
larmente sollveis em dgua, mas devido a sua estrutura quimica, é um
componente ndo polar, que dissolve muito melhor em 6leo'®, como
utilizado em nossa metodologia.

Experimento bioguimico realizado com ratos suplementados com
licopeno'® mostrou que apds exercicios exaustivos houve aumento
significativo das enzimas xantina oxidase muscular e plasmatica e mie-
loperoxidase muscular que agem provocando o estresse oxidativo. Os
autores conclufram que o licopeno protegeu o tecido muscular contra o
estresse oxidativo, diminuindo as atividades destas enzimas, porém néo
foram realizadas observagcdes morfoldgicas da integridade desse tecido.

Experimento foi realizado para investigar o efeito da associacdo de
diferentes frequéncias de programas de nata¢éo nas caracteristicas do
musculo tibial anterior de ratos?. Os autores concluiram que exercicios
de natacao exaustivos provocaram diferentes tipos de lesdées morfold-
gicas nas fibras deste musculo como: splitting com alguns mionucleos
internos, atrofias de algumas fibras devido a desnervagcdes, modula-
¢do e hipertrofia de fibras musculares, variagdes em seus diametros,
citoplasmas com hipercontragdo e acentuado polimorfismo; algumas
dessas alteracdes também foram observadas nos musculos séleo e
tibial anterior em nosso treinamento.

Alteracdes histoldgicas, histoquimicas e morfométricas foram
produzidas nas fibras musculares no m. séleo de ratos, exercitados
com natagao exaustiva'®. Estes observaram um acentuado processo
de fagocitose, arredondamento e hialinizacao das fibras musculares,
sinais de degeneragdo muscular, aumento no diametro das fibras e do
endomisio e aumento da atividade enzimatica oxidativa.

Em nossas observagdes, o padrdo histolégico dos musculosesque-
léticos observado nos animais treinados que receberam suplementacao
com licopeno foi notadamente diferente. Nos animais treinados e suple-
mentados, ao contrario do observado no grupo treinado sem suplemen-
tacao, as fibras musculares apresentaram aspectos morfolégicos normais,
com nucleos periféricos, fibras poligonais com padrao fascicular e um
discreto aumento endomisial, no qual podemos inferir o efeito protetor
das fibras esqueléticas produzido pela atuacdo do licopeno.

Existem evidéncias diretas de que o exercicio agudo pode induzir
aumentos na formacdo de radicais livres no miocérdio, o que pode
ser confirmado por estudo'®, o qual verificou um aumento dos niveis
cardiacos do radical hidroxila (OH). O incremento da taxa metabdlica
tecidual constitui-se, naturalmente, como uma forte agressdo para o
tecido muscular cardfaco.

Estudos?! verificaram em ratos uma elevacgéo nos niveis dos mar-
cadores cardiacos de peroxidacdo lipidica apos a realizagcdo de um
perfodo de natacéo até exaustdo, com uma carga correspondente
a 2% do peso dos animais. De fato, o referido exercicio induziu um
aumento dos produtos da peroxidacéo lipidica do miocardio, malon-
dialdeido e hidroperdxidos, suportando a hipdtese de que ele aumen-
ta o estresse oxidativo e este, por sua vez, induz lesdes estruturais
nos cardiomidécitos. Neste estudo, ficou evidente uma diminuicao da
integridade das membranas plasmética e do reticulo sarcoplasmatico
apos o exercicio.
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Vérios experimentos comprovaram a eficiéncia do licopeno: na
reducdo significativa de tumores da prostata??, no risco de cancer
pancreatico?, prevencao de tumores de mama®*, reducdo do tama-
nho da préstata em hiperplasias benignas®, reducéo no risco de de-
senvolvimento de doencas coronarianas®, no controle significativo de
dislipidemias?’ e na reducdo da inducéo de crises asmaticas?.

Experimentos mostraram a eficiéncia do antioxidante &cido ascér-
bico como um potente suplemento que aumenta a sobrevida dos
cardiomiocitos e promove a neovascularizacdo cardiaca”. Estudos®
comprovaram o efeito protetor do licopeno no tecido cardiaco em
situacdo de isquemia e reperfuséo, reduzindo a injuria miocardial.
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CONCLUSAO
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