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RESUMO

Antioxidantes e exercicio fisico tém sido apontados como possiveis agentes preventivos
da aterosclerose e por interferirem na funcdo endotelial e estresse oxidativo. Diante
disso, o presente estudo visou avaliar os efeitos do treinamento fisico em diferentes
intensidades e da suplementacdo de licopeno sobre a produgcdo de oOxido nitrico e
parametros oxidativos na DAC. Para isso, 32 pacientes voluntarios da clinica
Cardiosport, portadores de DAC documentada por angiografia, foram recrutados e
divididos em 4 grupos randomizados: Exercicio Moderado mais Placebo (EM+P), (n=7),
Exercicio Moderado mais Licopeno (EM+L), (n=8), Exercicio Intenso mais Placebo
(EI+P), (n=8), Exercicio Intenso mais Licopeno (EI+L), (n=9). Para a avaliagdo da
producédo de 6xido nitrico (NO) foi medida a concentracdo plasmatica de nitrito/nitrato
(NOx). Ja com relacdo a resposta oxidativa, foram mensurados os niveis de
peroxidacdo lipida (TBARS), carbonilacdo de proteinas (PC) e a atividade das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). A concentracdo
plasméatica de NOx diminuiu significativamente nos grupos EM+P, EI+P e EM+L
imediatamente e 72 horas apds a Ultima sessdo de exercicio. Além disso, 0 grupo
EM+L diminuiu significativamente os niveis de NOx imediatamente apos a Ultima
sessdo de exercicio em relagdo ao seu respectivo grupo controle. Um aumento
significativo nos niveis de NOx foi observado no grupo El+L 72h apos a Ultima sessdo
de exercicio. Os niveis de MDA aumentaram significativamente somente no grupo EI+P
imediatamente apds a Ultima sessdo de exercicio e o grupo EI+L mostrou uma
diminuicdo significativa nos niveis de MDA imediatamente e 72h apds a ultima sesséo
de exercicio. Os niveis de carbonilacdo de proteinas diminuiram significativamente
somente no grupo EI+P 72h depois da ultima sesséo de exercicio enquanto somente o
grupo EI+L apresentou uma reducdo significativa em relacdo aos niveis basais e
respectivo grupo controle durante o mesmo periodo. A atividade da SOD aumentou
significativamente em ambos os grupos placebo imediatamente e 72h apés a ultima
sessédo de exercicio e diminuiu no grupo EM-L 72h apoés a ultima sesséo de exercicio e
no grupo EI-L imediatamente apds a ultima sesséo de exercicio, ambos em relacdo aos
respectivos grupos controle. A atividade da CAT aumentou significativamente nos
grupos EM+P, EI+P e EI+L somente 72h ap0s a ultima sessdo de exercicio. Em
conclusdo, as observacdes do presente estudo mostram que 0 exercicio intenso
aumenta a concentracdo de plasmética de NO em pacientes com DAC suplementados
com licopeno e que essa suplementacdo foi capaz de reduzir niveis de peroxidacao
lipidica e carbonilacdo de proteinas nesses pacientes submetidos a exercicios intensos.

Palavras-chave: licopeno, doencga arterial coronariana, estresse oxidativo, 6xido nitrico,
exercicio intenso.



ABSTRACT

Antioxidants and exercise may prevent atherosclerosis by interfering with endothelial
function and oxidative stress. The aim of this study was to investigate the effects of
moderate and intense exercise (ME, MI) and lycopene (L) supplementation on nitric
oxide (NO) production and oxidative stress biomarkers in patients with coronary artery
disease (CAD). Forty males volunteers with documented CAD were recruited and
divided into four groups: ME-Placebo (n=7), ME+L (n=8), IE-Placebo (n=8), IE-L (n=9).
Nitrite/nitrate concentrations (NOXx), lipoperoxidation (MDA levels), protein carbonylation
(PC) and superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activity were assessed.
Plasmatic concentration of NOx decreased significantly in the ME-P, IE-P and ME-L
groups immediately and 72h after the last exercise session and the group ME-L had
decreased NOx values immediately after the last exercise session in relation to the
corresponding control group. An increase was observed in the IE-L group 72 h after the
last exercise session. MDA levels increased significantly only in the IE-P group
immediately after the last exercise session and the IE-L group showed significantly
decreased MDA level immediately after and 72 h after the last exercise session. The
level of protein carbonylation increased only in EI-P group 72h after the last exercise
session, while only the group EI-L group presented a significant reduction in relation to
the basal and placebo groups during the same period. SOD activity increased
significantly in both placebo groups immediately after and 72h after the last exercise
session and decreased in the ME-L group 72h after exercise and immediately after
exercise in the IE-L group, both in relation to placebo groups. CAT activity increased in
ME-P, IE-P and IE-L groups only 72h after the last exercise session. In conclusion, the
results suggested that intense exercise augments plasmatic concentration of NO in
patients with CAD supplemented with lycopene and this supplementation is able to
decrease oxidative damage in these patients.

Key-words: lycopene, coronary artery disease, oxidative stress, nitric oxide, intense
exercise.



LISTA DE ABREVIATURAS

'0,: oxigénio singlete

AMP: monofosfato de adenosina
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eNOS: 6xido nitrico sintase endotelial
ERN: espécies reativas de nitrogénio
ERO: espécies reativas de oxigénio
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GPX: glutationa peroxidase
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LDL: lipoproteina de baixa densidade
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NO: 6xido nitrico

NOS:6xido nitrico sintase
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O,e-: anion superoéxido

O,: oxigénio

OHe: radical hidroxil

RL: radical livre

RLO: radical livre de oxigénio
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TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbitarico
TNF-alfa: fator de necrose tumoral alfa
VO,max: volume maximo de Oxigénio

XO: xantina oxidase
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1 INTRODUCAO

A doenca arterial coronariana (DAC) caracteriza-se pela insuficiéncia de irrigacao
sanguinea ao coragao atraves das artérias coronarias. Esté diretamente relacionada ao
grau de obstrucdo ao fluxo sanguineo pelas placas ateroscleroticas, resultando em
estreitamento das artérias coronarias (estenose), o qual diminui a chegada do oxigénio
ao coracao devido a reducéao do fluxo sanguineo coronariano (Franco & Matos, 2005).

As doencas cardiovasculares lideram os indices de morbidade e mortalidade no
Brasil e no mundo, sendo a DAC a causa de um grande numero de morte e de gastos
em assisténcia médica. No Brasil, segundo a Sintese de Indicadores Sociais de 2002,
realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), as doencas
cardiovasculares se destacam como a principal causa de mortes no pais (28,8% para
homens e 36,9% para mulheres), em todas as regides e estados. A regido Sul e o
estado do Rio Grande do Sul, em particular, registram as maiores propor¢cdes, sendo
responsaveis por 40% das mortes de mulheres (IBGE, 2006). O fumo, a obesidade, o
diabetes mellitus, a hipertensdo, os niveis elevados de colesterol, a historia familiar de
DAC e a falta de exercicios aumentam o risco da doenca (Franco & Matos, 2005).

Hermann & Lerman (2001) sugerem que inumeros fatores de risco para a DAC
estdo diretamente relacionados a disfuncdo endotelial. A presenca desses fatores de
risco induz a um grande nimero de mudancas prejudiciais a biologia vascular, incluindo
a diminuicdo da biodisponibilidade de éxido nitrico (NO), aumento da formacdo de
radicais livres de oxigénio (RLO) e aumento da atividade endotelial. Essas mudancas
podem levar a uma capacidade vasodilatadora prejudicada (Steinberg, 1991; Lerman et

al., 1993; Tsao et al., 1998).



Inimeras intervengdes sdo realizadas no tratamento da DAC, incluindo agentes
farmacologicos, mudanca nos habitos alimentares, suplementacdo nutricional e
exercicio fisico regular.

O exercicio fisico regular é recomendado para a manutencdo da saude e
prevencdo de inumeras doencas. No entanto Polidori et al. (2000) e MacNee &
Rahman (2001) apresentam evidéncias de que o exercicio fisico, principalmente os
mais intensos, esta associado tanto com danos musculares quanto a producéo elevada
de radicais livres.

Os efeitos benéficos do exercicio fisico regular sobre a funcédo endotelial vém
sendo demonstrados em experimentos com animais e humanos (Goto et al., 2003).
Entretanto, a literatura ainda é controversa quanto a intensidade de esfor¢o necesséria
para provocar alteragcdes protetoras significativas na funcdo endotelial. Segundo
Farsifar et al. (2006) e Wislgff et al., (2007), exercicios agudos e intensos apresentam
significativa e rapida resposta na funcédo endotelial, porém exercicios intensos estao
também relacionados ao aumento no consumo de oxigénio e ao consequente aumento
na formacao de radicais livres (Sanchez-Quesada et al., 1997).

Além do efeito cardio-protetor do exercicio regular, existe um interesse crescente
pela suplementacdo nutricional com antioxidantes no tratamento e controle da DAC.
Embora estudos com animais sugiram que a suplementacao dietética com antioxidantes
forneca protecdo contra o dano oxidativo cardiaco, ainda ndo esta claro se a
suplementacdo com antioxidantes pode fornecer a mesma protecdo em humanos
(Antoniades et al., 2003).

Dado o pressuposto potencial terapéutico dos antioxidantes e do exercicio fisico,

0 presente estudo visou avaliar os efeitos do treinamento fisico em diferentes
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intensidades e da suplementacéo de licopeno sobre a funcédo endotelial e parametros

oxidativos na DAC.

1.2 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.2.1 Funcéo Endotelial e Aterosclerose

Sabe-se bem que as caracteristicas funcionais das artérias coronarias sao
determinadas pelas células endoteliais, células do muasculo liso vascular e de elementos
do tecido conectivo nas paredes arteriais. O musculo vascular é o final do caminho
habitual para ativar o controle do didametro das artérias e, portanto, da resisténcia
vascular (Laughlin et al., 1998).

Tradicionalmente considerava-se que o papel do endotélio era, sobretudo, de
barreira seletiva para a difusdo de macromoléculas da luz dos vasos sanguineos para o
espaco intersticial. Durante os ultimos 20 anos, foram definidas muitas outras funcdes
para o endotélio, como regulagdo do tdnus vagal, modulacéo da inflamacéo, promocéao
e inibicAo do crescimento neovascular e modulacdo da agregacdo plaquetaria e da
coagulacédo (Laughlin et al., 1998).

O endotélio é responsavel pela sintese de fatores vasoconstritores e
vasodilatadores, sendo o 6xido nitrico (NO) um dos fatores relaxantes derivados do
endotélio de maior importancia (Johnstone et al., 1999).

Em condi¢des basais, em individuos sadios, ha ténus vasodilatador moderado e

constante, causado pelo NO endotelial se difundindo para as células da musculatura

lisa vascular; se a formacdo basal de NO cessa, aparecera vasoconstricdo. A baixa
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formacédo de NO (em varias doencas vasculares) reduz a perfusédo tecidual e promove a
formacdo de trombo, enquanto a alta formacdo de NO produz vasodilatacdo
pronunciada e choque (Wennmalm, 1994).

Diversas doencas, como as dislipidemias, a aterosclerose e a hipertenséo arterial
sistémica, apresentam em sua génese e/ou em seus mecanismos, alteracdes na funcao
endotelial. Assim, a disfuncdo endotelial, caracterizada por menor produgdo e/ou
biodisponibilidade de NO, € um dos fatores que contribuem para o aparecimento das
doencas cardiovasculares (Kingwell, 2000).

Em pessoas sem aterosclerose, o efeito predominante da ativacdo endotelial e
liberacdo de NO é a vasodilatacdo. O ferimento endotelial e a desnudacao resultam na
disfuncdo (vasoconstricdo paradoxal em resposta a agentes vasodilatadores), que
parece ser o evento inicial para o desenvolvimento da aterosclerose. A disfungéo
endotelial precede a aparéncia fisica da aterosclerose na angiografia (Reddy et al.,
1994). O conhecimento crescente de que o didmetro do limen das coronarias do
epicéardio, vasos de resisténcia e artérias periféricas maiores € altamente dindmico em
resposta aos fatores fluxo-mediado e agonista-mediado (NO e endotélio-1) tém
avancado o entendimento da aterosclerose. Ludmer et al. (1986) primeiro observaram
uma vasoconstricdo paradoxica de segmentos aterosclerdticos de artérias coronarias
em resposta a infusédo de acetilcolina.

Percebe-se, portanto, que o dano endotelial e sua disfuncéo sao eventos iniciais
da aterosclerose. Em estudos recentes, foi documentada uma alta prevaléncia de
aterosclerose em adolescentes assintomaticos e adultos jovens, e disfuncdo endotelial
em criancas obesas (Tuzcu et al., 2001; Tounian et al., 2001). Disfunc&o endotelial &

também reconhecida como fator importante em sindrome coronariana aguda (Davies,
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2001). Rozanski et al. (2001), em recente estudo, compararam a resposta do fluxo
sanguineo periférico em 57 pacientes com doenca coronariana e 50 sujeitos
aparentemente saudaveis com controle. Os dois grupos foram submetidos a um
exercicio fisico em esteira ergométrica, e os resultados revelaram ndo haver nenhuma
manifestacdo de vasodilatacdo induzida pelo exercicio no grupo controle, enquanto que
53% dos sujeitos com doenga coronariana demonstraram vasoconstricdo progressiva.

O endotélio, quando agredido por fatores de risco, perde progressivamente sua
funcéo fisiologica de protecédo, passando a ser fonte de elementos que participam da
progressao da aterosclerose. Esses danos ou ativacdo do endotélio modificam funcdes
regulatorias, resultando na disfuncdo endotelial, alterando a resposta vasodilatadora,
reduzindo a atividade anti-trombatica, ocasionando alteracdes estruturais e obviamente
dano vascular (De Meyer & Herman, 1997).

Atualmente, a aterosclerose € o protétipo da doenca caracterizada em todas as
suas fases por uma disfuncéo endotelial, que é definida como uma oferta insuficiente de
NO que dispbde ao estresse oxidativo, a inflamacdo, a erosdo e a vasoconstricdo
(Hermann & Lerman, 2001).

Entre os fatores que causam dano ao endotelio as espécies reativas de oxigénio
(ERO) e as espécies reativas de nitrogénio (ERN) sdo crescentemente reconhecidas
como as maiores responsaveis por comprometer a funcdo endotelial celular e estdo

implicadas na aterogénese (Singh & Jialal, 2006).

1.2.2 Espécies Reativas de Oxigénio e Estresse Oxid ativo na DAC
Sob condic¢bes fisiolégicas normais, a maioria das espécies reativas de oxigénio

(ERO) é produzida na cadeia respiratoria mitocondrial, pela qual de 90% a 95% do
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oxigénio consumido é reduzido a agua. Entretanto, as ERO podem ser geradas em
outros eventos bioquimicos na célula, por exemplo, em processos inflamatorios, no
catabolismo de &cidos graxos, degradacédo da xantina a acido urico e auto-oxidacéo de
catecolaminas. Embora esses processos sejam normais para a vida das células, a
producdo excessiva de ERO, mais especificamente radicais livres (RL), pode induzir
danos a biomoléculas, entre elas acidos nucléicos, proteinas e lipideos que, em grande
extensdo, podem levar a morte celular (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Por definicdo, segundo Halliwell & Gutteridge (2007), RL s&o moléculas ou
fragmentos moleculares reativos que contém um elétron ndo pareado em seu orbital
mais externo e tendem a extrair elétrons de outras moléculas para alcangar um estado
guimicamente mais estavel.

A geracdo de RL nem sempre é prejudicial ao organismo, pelo contrario, €
necessaria em Vvarios processos bioldgicos como sinalizacdo celular, contracdo
muscular e sistema imune (Matsuo & Kaneko, 2001). Por exemplo, quando as células
sdo agredidas por algum agente estressor (que também pode ser RL), elas acabam
produzindo RL para combater esses agentes. O grande problema é que, quando os
niveis totais gerados de RLO forem maiores que a capacidade de defesa, podem
ocorrer danos celulares significativos.

J& se reconhece que o aumento do estresse oxidativo pode contribuir para a
patogénese de doencas cardiovasculares, e estudos clinicos experimentais tém
sugerido que essas doencgas estao associadas com o aumento da formacgao de radicais

livres e com a reducéo das defesas antioxidantes (Lorgeril et al., 2001).
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A oxidacao pode levar a um dano tecidual por meio da modificacdo de espécies
moleculares, como lipideos, proteinas e acidos nucléicos, induzindo doencas como, por
exemplo, aterosclerose e cancer (Hasnain & Mooradian, 2004).

As principais fontes de RL na parede vascular com aceitavel relevancia
fisiologica nas doencas cardiovasculares sao: NADPH oxidase, NOS (eNOS
desacoplada e INOS), mieloperoxidase, xantina oxidase, lipoxigenase/ciclooxigenase,
cadeia respiratoria/fosforilacdo oxidativa (Singh & Jialal, 2006).

A modificacdo oxidativa de lipoproteinas circulatorias por RL, particularmente as
lipoproteinas de baixa densidade (LDLs), parece ser bastante importante para o
desenvolvimento de lesdes aterosclerodticas principalmente a oxidagdo em particular de
acidos graxos poliinsaturados na LDL que parece ocorrer dentro das lesbes
ateroscleréticas. Seguindo o processo de oxidacao, a lipoproteina de baixa densidade
oxidada (LDL-ox) estimula a migracdo de mondcitos circulantes para 0 espago
subendotelial e também causa lesédo na célula endotelial. A LDL-ox é entdo capturada
por macrofagos, mais rapidamente que o normal, para formar células espumosas
carregadas de colesterol. Esse processo histolégico prematuro leva ao
desenvolvimento de placas ateroscleroticas (Antoniades et al., 2003; Singh & Jialal,
2006).

Além disso, a propria LDL-ox € citotdxica para as células endoteliais, promove a
expressdo de citocinas, é proé-inflamatdria, causa inibicdo da eNOS, promove
vasoconstricdo e adesdo, e aumenta a agregacao plaquetaria (Sanchez-Quesada et
al., 1997; Singh & Jialal, 2006).

Fatores de risco para aterosclerose, como fumo, diabetes mellitus, hipertenséo,

hipercolesterolemia e outros, estdo associados com o aumento da producédo de RL. A
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disponibilidade de ERO, como, por exemplo, radicais superoxido e hidroperéxidos,
promovem a producao direta de espécies citotoxicas e a inativacdo de NO, que podem
ser prevenidas por antioxidantes (Antoniades et al., 2003). Essa inativagéo leva a perda
dos efeitos protetores do NO, como regulagéo do ténus arterial, inibicdo da inflamacéo
local e coagulacéo, e da proliferacdo celular.

O efeito protetor do NO na aterosclerose ocorre por intermédio da inibicdo da
oxidacdo das moléculas de LDL colesterol e do impedimento da agregacao plaquetaria.
O mecanismo pelo qual o NO impede a formacédo da molécula de LDL-ox se d&a por
meio de sua acdo antioxidante, impedindo a formacdo de anions superéxidos, que
promovem a oxidacdo da molécula de LDL colesterol (Mombouli & Vanhoutte, 1999). A
acao antiagregante do NO é devida a sua ligagdo com a molécula de guanilatociclase, a
qgual induz a formacdo de guanilato monofosfato ciclico (GMPc), que promove a
reducdo da concentracdo de ions calcio dentro da plaqueta, inibindo sua ativacdo e
agregacao (Hobbs & Moncada, 2003).

A perda de NO prejudica esses mecanismos protetores contribuindo para o
desenvolvimento da aterosclerose. Acredita-se que o estresse oxidativo induz a uma
disfuncéo endotelial na aterosclerose coronaria pelo aumento da degradacao e inibicdo
da sintese de NO (Goto et al., 2003).

Atualmente, o mais importante mecanismo pelo qual se acredita que o estresse
oxidativo altera a funcdo endotelial € por intermédio da inativagdo do NO pelos anions
superoxidos e LDLs oxidadas. Esses RL desativam os receptores endoteliais para
acetilcolina, serotonina, trombina, bradicinina e outros mediadores, diminuindo a

estimulacdo da NOS nas células endoteliais e consequente reducdo na producédo de
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NO, prejudicando o relaxamento das células musculares lisas e predispondo a
formacédo da placa aterosclerética (Antoniades et al., 2003).

Além disso, a producgédo de ERO pode reagir com a molécula de NO e produzir o
anion peroxinitrito (ONOO’) e dioxido de nitrogénio, podendo assim iniciar a
peroxidacdo lipidica e potencializar a lesdo inflamatoria em células vasculares,
diminuindo a disponibilidade de NO para as células e favorecendo 0s processos
tromboembolicos (Beckman et al., 1990).

Baseados nesses achados, pesquisadores estao tentando encontrar uma relagéo

entre varios antioxidantes e a funcéo endotelial (Antoniades et al., 2003).

1.2.3 Sistema de Defesa Antioxidante e Licopeno

A preocupacdo com a agao dos antioxidantes e a sua relagdo com os RL se
tornou essencial a compreensao de algumas etiopatogenias (Shami & Moreira, 2004).

As lesbes causadas pelos RL nas células podem ser prevenidas ou reduzidas
por meio da atividade de antioxidantes (Shami & Moreira, 2004). Os antioxidantes
podem agir diretamente na neutralizacdo da acdo dos RL ou participar indiretamente de
sistemas enziméticos com essa funcéo (Barreiros & David, 2006).

De acordo com Halliwell & Gutteridge (2007), esse sistema de defesa pode atuar
de forma associada ou independente por duas vias:

1) Ativacdo de enzimas antioxidantes: as principais enzimas antioxidantes
incluem a superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase
(GPX) que sao ativadas normalmente durante o metabolismo celular, porém suas

atividades podem aumentar em funcéo da presenca de ERO.
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A SOD constitui a primeira linha de defesa enzimatica contra a producdo
intracelular de RL, catalisando a desmutacdo do anion superéxido (O,¢-) (Hollander et
al., 2000). Esta presente na matriz mitocondrial (Mn-SOD), no citosol (CuZn-SOD) e no
meio extracelular. Embora o O,¢- ndo seja altamente danoso, pode extrair elétrons de
diversos componentes celulares, causando reacbes em cadeia de radicais livres
(Halliwell & Gutteridge, 2007). O produto resultante da reagéo catalisada pela SOD é o
peréxido de hidrogénio (H20,), que deve ser retirado do meio o mais rapido possivel.

A enzima CAT catalisa a degradacdo do H,O,. Na reacdo, uma das moléculas de
H,O, é oxidada a oxigénio molecular e a outra é reduzida a agua (Chance et al., 1979).
Esta localizada, principalmente, no peroxissoma; entretanto, outras organelas, como as
mitocdndrias, podem conter alguma atividade. A catalise do H,O, é importante, pois, ha
presenca de Fe®', leva & formacdo de radical hidroxil (OHs) (reacdo de Fenton),
altamente reativo e danoso as biomoléculas.

A GPX é uma enzima selénio-dependente que catalisa a reducdo do H,O, e
hidroperéxidos organicos (ROOH) para H,O e alcool, usando a glutationa (GSH) como
doador de elétrons (Flohé & Gunzler, 1984). Esté localizada tanto no citosol quanto na
matriz mitocondrial.

2) Antioxidantes bioldgicos ndo-enzimaticos: sdo constituidos por antioxidantes
hidrossoluveis que incluem glutationa reduzida (GSH), acido ascérbico e acido urico e
antioxidantes lipossoluveis que incluem alfa-tocoferol, ubiquindis e carotendides.

Segundo Halliwell & Gutteridge (2007), a GSH é um dos mais abundantes
antioxidantes biologicos, atua na conversdo de dissulfidas para tidis e serve como um

substrato para a GPX e glutationa S-tranferase. A GSH, em sua forma reduzida, tem um
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importante papel no mecanismo de defesa do pulm&o contra ataques de radicais livres
(Smith et al., 1994; Zhang et al., 1999) e, dependendo do nivel na célula, a GSH pode
ser uma fonte importante contra respostas inflamatorias causadas por particulas
industriais (Zhang et al., 1999).

Entre os antioxidantes bioldgicos ndo-enziméaticos lipossollveis encontram-se 0s
carotenoides. Estes sdo corantes naturais presentes nas frutas e nos vegetais, e sua
estrutura quimica é composta de ligacdes duplas conjugadas, que séo responsaveis por
sua cor e por algumas de suas func¢des bioldgicas (Shami & Moreira, 2004).

Segundo Olson (1999), os carotendides seqiiestram o oxigénio singlete (*O,),
removem os radicais peroxidos, modulam o metabolismo carcinogénico, inibem a
proliferacdo celular, estimulam a comunicacao entre células (juncdes gap) e elevam a
resposta imune. A acdo sequestrante de radicais é proporcional ao nimero de ligacdes
duplas conjugadas, presentes nas moléculas dos carotendides. O mecanismo pelo qual
0s carotenoides protegem os sistemas bioldgicos dos radicais depende da transferéncia
de energia do oxigénio excitado para a molécula do carotenoide, em que a energia é
dissipada por meio de rotacdes e vibracdes do carotendide no meio solvente.

Os carotenoides reagem com os RL, notavelmente com os radicais peréxidos e
com o oxigénio molecular, sendo esta a base de sua agéo antioxidante. Carotendides,
como betacaroteno, licopeno, zeaxantina e luteina, exercem fun¢des antioxidantes em
fases lipidicas, blogueando os RL que danificam as membranas lipoproteicas (Olson,
1999).

Atualmente, o licopeno tem atraido interesse pelos seus efeitos benéficos nas
doencas cardiovasculares e cancer. E o carotendide predominante no plasma e nos

tecidos humanos (o figado é o 6rgdo que mais o acumula), ndo sintetizado pelo
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organismo humano, sendo encontrado em um numero limitado de alimentos de cor
vermelha, como tomates e seus produtos, goiaba, melancia, maméo e pitanga (Shami &
Moreira, 2004).

O licopeno é um carotendide sem a atividade provitamina A, lipossoluvel,
caracterizado por uma estrutura simétrica e aciclica, e constituido somente por atomos
de carbono e hidrogénio, contendo onze ligagdes conjugadas e duas ligagbes duplas
ndo conjugadas. Sua estrutura € responséavel pela coloracdo vermelho-alaranjada de
frutas e vegetais nos quais esta presente (Agarwal & Rao, 2000; Rissanen et al., 2002).

E tido como o carotendide que possui a maior capacidade de atuar como
“scanvenger” do '0O,, possivelmente devido & presenca das duas ligacdes duplas néo
conjugadas, o que lhe oferece maior reatividade. Aparece atualmente como um dos
mais potentes antioxidantes, sendo sugerido na prevencdo da carcinogénese e
aterogénese por proteger moléculas, como lipideos, LDLs, proteinas e DNA (Lee et al.,
2006; Sahin et al., 2006; Ahuja et al., 2006).

Tomates e derivados aparecem como as maiores fontes de licopeno. O tomate
cru apresenta, em meédia, 30 mg de licopeno/kg do fruto; o suco de tomate, cerca de
150 mg de licopenollitro; e o catchup contém, em média, 100 mg/kg. Este se encontra
em maiores quantidades na casca dos alimentos, aumentado consideravelmente
durante o seu amadurecimento. Além disso, sua concentracdo € maior nos alimentos
produzidos em regides de climas quentes (Rodriguez-Amaya, 1999).

Em relagéo a biodisponibilidade, estudos mostram que o consumo de molho de
tomate aumenta as concentracdes seéricas de licopeno em taxas maiores do que o
consumo de tomates crus ou suco de tomate fresco (Giovannuci,1999). Essa diferenca

de biodisponibilidade esta relacionada com as formas isoméricas apresentadas pelo
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licopeno, sendo o calor responsavel pela modificacdo da sua forma isomérica. O
licopeno ingerido, na forma natural (trans-licopeno), € pouco absorvido, mas estudos
demonstram que o processamento térmico dos tomates e seus produtos melhora a sua
biodisponibilidade. O processamento térmico rompe a parede celular e permite a
extracdo do licopeno dos cromoplastos (Wilcox et al., 2003).

Ainda com relagcéo a sua biodisponobilidade, a absor¢cdo de licopeno parece ser
maior em produtos que utilizam tomates cozidos e influenciada pela quantidade de
gordura da refeicdo. Além disso, algumas fibras, como a pectina, podem reduzir a
absorcéo de licopeno devido ao aumento da viscosidade. Alguns carotendides também
podem afetar a biodisponibilidade do licopeno, por exemplo, a luteina obtida do vegetal
e 0 betacaroteno, pois ocorre uma competicdo durante a absorcéao intestinal do licopeno
(Bramley, 2000).

Portanto, percebe-se que existem vérios fatores que podem interferir na
biodisponibilidade dos carotendides, como: matriz alimentar; forma isomérica do
licopeno; quantidade e tipo de gordura dietética; processo de absorcdo; interacdes
entre os carotendides; presenca de fibra alimentar e processamento de alimentos
fontes (Moritz & Tramonte, 2006).

Segundo um estudo realizado no Canada por Rao et al. (1998), a média de
ingestao de licopeno, verificada por meio de questionarios de freqiéncia alimentar, foi
de 25 mg por dia, com 50% dessa ingestao representada por produtos processados de
tomates. Os mesmos autores também sugerem que o valor de 35 mg/dia seria uma

ingestdo média diaria apropriada desse antioxidante.
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1.2.4 Exercicio Fisico e Estresse Oxidativo

Taxas metabolicas elevadas como resultado de exercicio fisico podem aumentar
dramaticamente o consumo de oxigénio (VO,max) em até 20 vezes em relacdo aos
valores de repouso (Carmeli et al.,, 2000). Esse aumento € seguido por um
concomitante aumento na producdo de ERO (Alessio & Goldfarb, 1988). Entretanto,
estudos tém demonstrado que o treinamento de endurance aumenta as defesas
antioxidantes, assim como a capacidade oxidativa do musculo (Alessio & Goldfarb,
1988; Radak et al., 1999; Terblanche, 2000).

O estresse oxidativo tem sido associado com a diminuicdo da performance,
fadiga, dano muscular e excesso de treinamento. Por essa razéo, alguns pesquisadores
(Powers et al., 1999; Radak et al., 1999; Polidori et al., 2000; Carmeli et al., 2000)
sugerem que reduzir o estresse oxidativo pode melhorar a tolerancia ao exercicio bem
como a performance fisica.

Embora os beneficios do aumento no VO,max sejam bem estabelecidos, um
paradoxo bioquimico é verificado. O aumento no consumo maximo de O, é essencial
para a aptiddo cardiovascular e performance, porém o aumento no consumo durante o
exercicio pode ser prejudicial. Dependendo do tipo e da intensidade do exercicio, tém
sido propostos varios mecanismos na geracdo de ERO, segundo Konig e Berg (2002):

1) Aumento na producao de O;¢- na cadeia respiratoria.

2) Ativacao da xantina oxidase (XO): a XO catalisa a degradacdo do monofosfato
de adenosina (AMP) durante o trabalho muscular isquémico, levando ao aumento na
producdo de O,e-. Durante a isquemia, o AMP, formado do ATP (trifosfato de

adenosina) pela reacdo de adenilato quinase, é degradado para hipoxantina. A XO é
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convertida e, dessa forma, reduzida para xantina desidrogenase durante a isquemia por
proteases intramusculares, as quais necessitam de Ca™2. A XO converte a hipoxantina
para xantina e acido Urico usando o oxigénio molecular como receptor de elétrons,
formando assim o O,*-. Em condi¢cbes aerobicas, o oxigénio suficiente assegura que o
ATP seja reposto via fosforilagdo oxidativa mitocondrial e que a hipoxantina e a xantina
sejam, primeiramente, convertidas para acido Urico por meio da xantina desidrogenase.
Além disso, 0 musculo esquelético tem baixa atividade da XO. Todavia, a XO pode ser
um importante caminho quando o musculo apresentar um déficit de adenina
dinucleotideo. Essa situacado, teoricamente, pode acontecer em situagdo isquémica,
exercicio isométrico, déficit de O, e exercicios com limitagcdo vascular de fluxo
sanguineo (JI, 1999).

3) Ativacdo de neutrofilos apos danos musculares induzidos por exercicio: o
exercicio leva a formacdo de varias células do sistema imune, como neutrofilos,
monadcitos e macrofagos, que sdo capazes de produzir ERO. Entre essas células, os
neutrofilos sdo a maior fonte de produgdo de O,e- pela reacdo NADPH-oxidase. Na
presenca de H,O, e ion clorido, os neutréfilos geram &cido hipocloroso, pela atividade
da mieloperoxidase.

As ERO produzidas por neutrofilos séo geradas para destruir bactérias invasoras
e remover tecidos danificados. A neutrofilia induzida pelo exercicio ocorre como
resultado da migracdo de neutrofilos vindos dos tecidos endoteliais (mediada por
catecolaminas) e da medula 6ssea (mediada pelo cortisol) (Trevor & Sandy, 2001). Isso
faz com que removam proteinas e células danificadas e também células mortas.

Embora isso seja uma reacdo desejavel, quando ndo bem regulada, pode ser uma das
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causas de inflamacbes agudas devido a um grande aumento na producédo de
mediadores proinflamatorios (interleucinas 1, 8, TNF-alfa) e prostaglandinas, levando a
inducdo e a intensificacdo de processo inflamatorio adicional, aumentando a producgéo
de ERO que séo ativadores de fator transcricdo NF-kB (Mastaloudis et al., 2004).

4) Menor homeostase do calcio em musculos estressados: o0 exercicio leva a
uma isquemia muscular e & diminuicdo da homeostase do Ca*?, o que favorece a
producédo de ERO por reacdes catalisadas pela XO (Chevion et al., 2003).

Entretanto, mesmo que o0 exercicio intenso induza a uma alteracdo significativa
na producdo de ERO, estudos recentes mostram que o exercicio fisico regular de
endurance pode tornar mais eficiente o sistema de defesa antioxidante e melhorar a
capacidade oxidativa dos sistemas organicos, estabelecendo um equilibrio entre os
danos induzidos pelas ERO e os sistemas de reparos antioxidantes (Alessio & Goldfarb,

1988; Powers et al., 1999; Radak et al., 1999; Terblanche, 2000; Carmeli et al., 2000).

1.2.5 Exercicio Fisico e o Endotélio

Além da estratégia antioxidante como prevencéo das doencas cardiovasculares,
o0 exercicio fisico também desempenha um importante papel na prevencdo e no
prognostico dessas doengas. Nos ultimos anos, foram descritos inGmeros beneficios do
exercicio regular para portadores de cardiopatia, além da melhora na capacidade
funcional (Araujo et al., 2004).

A realizacdo do exercicio constitui um estresse fisioldégico para o organismo em
funcdo do grande aumento da demanda energética em relacdo ao repouso, 0 que
provoca grande liberacdo de calor e intensa modificacdo do ambiente quimico muscular

e sistémico. Conseqglentemente, a exposi¢ao regular ao exercicio ao longo do tempo
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(treinamento fisico) promove um conjunto de adaptacées morfolégicas e funcionais que
conferem maior capacidade ao organismo para responder ao estresse do exercicio. E
importante destacar que os efeitos cronicos do exercicio dependem, fundamentalmente,
de uma adaptacao periférica, que envolve tanto um melhor controle e uma distribuicdo
do fluxo sanguineo, como adaptacdes especificas da musculatura esquelética (Diretriz
de Reabilitagcdo Cardiaca, 2005).

Grande parte dos pacientes com doenca cardiovascular estabelecida refere
diminuicdo da capacidade funcional, a qual se relaciona com reducdo no VO,méax
obtido durante realizacdo de teste ergométrico. Nesses pacientes, a capacidade de
exercicio € determinada pela complexa interacdo entre os sistemas cardiovascular,
respiratorio, metabdlico e muscular, somada a modulacdo pelo sistema nervoso
autbnomo. Dessa forma, qualquer desequilibrio nessa interacdo pode diminuir a
capacidade funcional do individuo (Stone et al., 2001).

O conhecimento que envolve a relagdo entre exercicio fisico, prevencéo primaria
e secundaria da DAC ja vem sendo amplamente discutido, e os resultados de inUmeros
estudos mostram o impacto do exercicio fisico no tratamento dessa doenca. Entre
muitos estudos pode-se destacar duas meta-analises que confirmaram uma importante
reducéo de 20% a 25% na mortalidade por doencas cardiovasculares em pacientes
submetidos a reabilitacdo cardiaca (Oldridge et al., 1988, O’connor et al., 1989).

Estudos em seres humanos e em animais de laboratorio mostram que o shear
stress (forca que 0 sangue exerce sobre a parede das artérias) induzido pelo exercicio
fisico € um poderoso estimulo para a liberacdo de fatores vasorrelaxantes produzidos
pelo endotélio vascular, como o NO. Ficou demonstrado que o treinamento fisico

moderado aumenta o relaxamento da musculatura lisa vascular e ndo vascular e que
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esse maior relaxamento seria devido a maior producdo de NO pelas células endoteliais
em resposta ao exercicio fisico (Griffin et al.,1999; Goto et al., 2003). Além disso,
observou-se que o shear stress induzido pelo exercicio fisico aumenta a expressao da
NOS endotelial e neuronal (Roberts et al.,1999).

Assim, durante o exercicio fisico, ocorre aumento do débito cardiaco e
redistribuicdo do fluxo sanguineo para musculatura esquelética e circulagédo
coronariana. Esse mecanismo é mediado pela eNOS cuja expressao genética pode ser
potencializada com exercicios aerobios regulares (Shen et al., 1995).

Segundo Taddei (2000), o treinamento fisico pode prevenir a disfuncéo endotelial
por meio do reparo da disponibilidade de NO consequiente a prevencao do estresse
oxidativo. Essas evidéncias sugerem que o exercicio fisico pode prevenir ou atenuar o
declinio na vasodilatagdo endotélio-dependente.

Dessa forma, os efeitos benéficos da pratica de exercicio regular sobre as
doencas cardiovasculares s&do associados, principalmente, & maior producdo de
agentes vasodilatadores derivados do endotélio, com consequente reducdo da
resisténcia vascular periférica, diminuicdo dos niveis de LDL colesterol e inibicdo da
agregacao plaquetéria (Kingwell, 2000).

Com relacdo a circulagdo coronariana, resultados de estudos recentes tém
demonstrado que o treinamento fisico provoca melhora expressiva na perfusdo
miocérdica (Franco e Matos, 2005). Entre os componentes envolvidos pode-se citar:

1) A funcao endotelial: O aumento freqUente da pressdo transmural no vaso sanguineo
decorrente do exercicio repetido leva a melhora no funcionamento endotelial, facilitando

a perfusdo miocardica. Esse mecanismo de vasodilatacdo, mediado pela acéo
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endotelial, tem sido apontado como uma das principais adaptacdes vasculares
provocadas pelo treinamento fisico (Hambrecht et al., 2000; Griffin et al., 2001).
2) Velocidade de producdo e de degradacdo de oOxido nitrico: Na tentativa de
compensar a formagéo de peroxinitrito, as células musculares lisas presentes no vaso
produzem uma enzima antioxidativa, a superoxido dismutase (SOD), que bloqueia a
acdo dos radicais livres, diminuindo dessa forma a degradacdo do NO. Estudos em
animais e em humanos tém mostrado que o treinamento fisico aumenta a expressao
dessa enzima antioxidativa, assim como a producédo e expressdo da NOS (Fukai et al.,
2000).

Os mecanismos bioquimicos pelos quais esses beneficios se estabelecem ainda
nao estdo completamente claros. Apesar de a melhora da funcdo endotelial ser o
fendmeno mais precoce (de quatro a seis semanas) da melhora do fluxo coronariano
em individuos treinados, € precipitado assegurar que esse seja 0 UnicoO mecanismo

envolvido na melhora da perfusdo miocardica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Verificar a resposta oxidativa plasméatica de pacientes com DAC apds a
suplementacéo de licopeno e programa de exercicio fisico em diferentes intensidades

de esforco.

2.2 Objetivos especificos

= Verificar os efeitos do treinamento aerébio com diferentes intensidades e da
suplementacdo de licopeno sobre os marcadores de dano oxidativo em
pacientes com DAC.

» Verificar a resposta do sistema de defesa antioxidante apds suplementacao de
licopeno e exercicio fisico em diferentes intensidades em pacientes com DAC.

= Verificar se a suplementacéo de licopeno apresenta respostas diferenciadas nos
sistemas de defesa antioxidante e nos marcadores de estresse oxidativo em

pacientes com DAC.
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Abstract

Background Antioxidants and exercise may prevent atherosclerosis by interfering with
endothelial function and oxidative stress. The aim of this study was to investigate the
effects of moderate and intense exercise (ME, MI) and lycopene (L) supplementation on
endothelial function and oxidative stress biomarkers in patients with coronary artery
disease (CAD).

Methods 32 males volunteers with documented CAD were recruited and divided into
four groups: ME-Placebo (n=7), ME+L (n=8), IE-Placebo (n=8), IE-L (n=9). Nitrite/nitrate
concentrations (NOx), lipoperoxidation (MDA levels), protein carbonylation (PC) and
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activity were assessed.

Results Plasmatic concentration of NOx (NO stable end product) decreased
significantly in the ME-P, IE-P and ME-L groups immediately and 72h after the last
exercise session and the group ME-L had decreased NOx values immediately after the
last exercise session in relation to the corresponding control group. An increase was
observed in the IE-L group 72 h after the last exercise session. MDA levels increased
significantly only in the IE-P group immediately after the last exercise session and the
IE-L group showed significantly decreased MDA level immediately after and 72 h after
the last exercise session. The level of protein carbonylation increased only in EI-P group
72h after the last exercise session, while only the group EI-L group presented a
significant reduction in relation to the basal and placebo groups during the same period.
SOD activity increased significantly in both placebo groups immediately after and 72h

after the last exercise session and decreased in the ME-L group 72h after exercise and
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immediately after exercise in the IE-L group, both in relation to placebo groups. CAT
activity increased in ME-P, IE-P and IE-L groups only 72h after the last exercise session.
Conclusions The results suggested that intense exercise augments plasmatic
concentration of NO in patients with CAD supplemented with lycopene and this

supplementation is able to decrease oxidative damage in these patients.

Introduction

Coronary artery disease (CAD) is, with others cardiovascular diseases, one of the
main causes of morbidity and mortality in the world and its incidence has been
increasing lately in developing countries.® According to the World Health Organization
(WHO), 3.8 million men and 3.4 million women worldwide die each year from CAD.

Recently, oxidative stress induced by reactive oxygen species (ROS) is being
considered to play an important role in the pathophysiology of this disease.? Oxidation of
the circulating low-density lipoprotein (LDL-o0x) is thought to play a key role in the
pathogenesis of atherosclerosis and CAD. Macrophages inside the arterial wall take up
the LDL (ox) and initiate the process of plaque formation.'* Increased ROS inactivates
the production of nitric oxide (NO), which accelerates the pathological phenomenon
named endothelial dysfunction. Alteration in the endothelial function is an initial step in
the pathogenesis of atherosclerosis.*

Moderate aerobic exercises have been used in cardiac rehabilitation programs to
improve the symptoms in patients with CAD ° and to promote the development of
antioxidant systems.®® However, some studies have demonstrated that although intense

9,10,11

exercise improves the peripheral endothelial function it also increases the
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production of ROS.* This contradictory effect can be minimized by supplementation
with antioxidants.

Nutrition also plays an important role in the development of coronary artery
disease. Diets rich in fruit and vegetables containing carotenoids have been of interest
because of their potential health benefits against chronic diseases such as
cardiovascular diseases (CVD) and cancer.13 Lycopene is a bright red carotenoid
pigment, a phytochemical found in tomatoes and other red fruit. Lycopene is the most
common carotenoid in the human body and is one of the most potent carotenoid
antioxidants14 and has attracted substantial interest for reducing oxidative stress in
CVD and other chronic diseases.'**® The protective effect of tomato or lycopene against
oxidation has been shown both in human and animal studies. A decreased oxidative
modification of LDL may be one of the mechanisms by which lycopene may reduce the
risk of CVD and atherosclerotic progression.***’

Although several authors have suggested that antioxidants supplementation

prevents oxidative stress induced by strenuous exercise *#2*

only few studies have used
lycopene supplementation to reduce oxidative effects generated by intense exercise and
against CAD.

Thus, the aim of the present study was to investigate the effects of different

intensities of exercise and lycopene supplementation on the endothelial function and the

oxidative stress biomarkers in patients with CAD.

Methods
Subjects: 32 male volunteers with CAD documented by angiography and with an

average age of 55.65+2.27yr, weight of 77.27+3.95 kg and height of 171.9+2.80 cm
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were recruited from Cardiosport, a cardiac rehabilitation clinic, Florianopolis, Santa
Catarina, Brazil. The criteria for inclusion in the study required: angiographic evidence
with 250% occlusion of =1 major coronary artery, nonsmokers for at least six months,
not being on antioxidant supplementation, to have participated in physical training
(cardiac rehabilitation) for at least six months, to have not participated of any other form
of structured exercise for at least six months, recent myocardial infarction and/or
revascularization (<6 months prior to inclusion in the study), episode of unstable angina,
decompensated heart failure, life-threatening arrhythmias, known symptomatic aortic
outflow obstruction, severe hypertension (>180/100 mm Hg), treatment with
immunosuppressive/anti-inflammatory agents, or any severe disease that might
compromise the results or be aggravated by physical exercise. All subjects were
informed about the purpose of the study and the associated risks, and all of them gave
written informed consent. Approval for this study was obtained from the Ethics
Committee of the Universidade do Extremo Sul Catarinense, Criciima, Santa Catarina,

Brazil — protocol number: CAAE — 0025.0.139.000-06/385/2006.

Study Design: This was a single-blind, crossover study. Patients were randomly divided
into four groups: Moderate Exercise plus Placebo (ME-P), (n=7), Moderate Exercise
plus Lycopene (ME-L), (n=8), Intense Exercise plus placebo (IE-P), (n=8), Intense
Exercise plus Lycopene (IE-L), (n=9). Before the training program, patients performed a
cardiopulmonary exercise test on a treadmill (model Super ATL, Imbramed, Brazil), with
a ramp protocol. Maximum oxygen uptake (VO,max) was determined by the average
respiratory gas exchange ratio by using a computerized system (Cortex Metalyzer I,

Biophysik, Leipzig, Germany). The VO,max was defined at the end of the exercise until



34

voluntary cessation or until when the patient was unable to maintain pedaling frequency
or presented some clinical symptom. Heart rate was monitored throughout the test using
a 12-lead electrocardiogram (Marquette Medical Systems, Inc. CardioSoft, Wisconsin,
USA). Blood pressure was measured using a mercury-column sphygmomanometer
before the beginning of the test and during the exercise bout. Food intake of the
subjects was evaluated by a reminding questionnaire.?* Subjects were instructed to
maintain their usual diet throughout the duration of the study, however, with a daily
consumption of an average 25 mg lycopene from several sources, monitored by weekly
interviews. In particular, the frequency of consumption of fruit and vegetables was

checked to verify compliance with what was agreed.

Supplementation: Cereal bars produced by Nutrimental S.A. Industria e Comércio de
Alimentos, Curitiba, Brazil, and enriched with 15 mg of synthetic lycopene obtained from
Galena Quimica e Farmacéutica Ltda, Sao Paulo, Brazil. The placebo bars contained
the same ingredients as enriched bars (corn oil, oats, rice crisps, sugar, glucose,
maltodextrin), but devoid of lycopene. Patients were instructed to consume one bar per

day for five weeks, i.e. throughout the duration of the study.

Exercise protocol: The patients were submitted to a cardiac rehabilitation program at the
Cardiosport clinic for five weeks. This period is considered to be sufficient to obtain
changes in the endothelial function.?*?* The subjects performed the exercise running on
a treadmill at moderated intensity (65-70% VO, max, groups ME-P and ME-L) and high
intensity (80-85% VO, max, groups IE-P and IE-L) during 45 min per session, followed

by 15 min of stretching, three times a week. These aerobic exercise sessions were
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intercalated by resisted exercise sessions, twice a week. Qualified professionals
supervised all exercise sessions and cardiac frequency was monitored and assessed by

them.

Dietary Assessment: Dietary nutrient intakes were measured by 3-d food records taken
during the last supplementation week. The patients reviewed the food records, and the
nutrient content was determined with the use of specific software (Diet Analysis Plus

ESHA Research, Salem OR). %

Blood collection: Blood samples were collected from each patient three times: collection
1 (baseline): before supplementation and before exercise sessions; collection 2: after
five weeks of supplementation and immediately after the last exercise session; collection
3: 72 h after the last exercise session. Blood was obtained in heparin tubes by venous
puncture (antecubital vein). Plasma was obtained by centrifuging blood samples for 10

min at 5000 rpm. The samples were stored at -70°C.

Biochemical Analysis

Plasmatic parameters: plasma glucose, total cholesterol, LDL-cholesterol,
HDL-cholesterol, VLDL-cholesterol and triglyceride levels were determined by standard
laboratory methods using certified assays in a local clinical laboratory.

Nitrite/Nitrate: This was determined as previously described. ?°> The reaction was based
on the enzymatic reduction of nitrate and nitrite in the presence of vanadium(lll)

combined with detection by the acidic Griess reaction by ELISA (540nm).
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Oxidative Damage: The oxidative damage in lipids and proteins was determined in
plasma. As indicator of lipid peroxidation, the formation of substances that react to the
heating of thiobarbituric acid (malondialdehyde - MDA) was measured
spectrophotometrically (532 nm) and expressed as malondialdehyde equivalents.?
Oxidative damage in proteins was measured by determining the carbonyl grouping
based on the reaction with dinitrophenylhydrazine. Carbonyl content was determined
spectrophotometrically (370 nm) using a coefficient of 22.000 M.’

Antioxidant Enzymes: Superoxide dismutase (SOD) activity was determined in plama
and assayed by measuring the inhibition of adrenaline autoxidation, as previously
described.”® The CAT activity was determined in erythrocytes and measured by the rate
of decrease in hydrogen peroxide absorbance at 240 nm.*

Protein Determination: The quantity of proteins in SOD, CAT, TBARS and carbonyl
assays was measured using the technique of Lowry.*

Statistical Analysis: Data was expressed as mean+SEM. Statistical analysis was carried
out by analysis of variance (ANOVA) followed by appropriate post hoc tests including
Tukey’s. All analyses were made using the Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) version 15.0 for Windows and probability value of less than 0.05 was considered

as statistically significant.

Results

Plasmatic parameters: The clinical characteristics of the 32 patients are summarized in
Table I. There was no significant difference among the groups in age, height, body mass
index, and plasma concentrations of total cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol,

triglycerides, and glucose.
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Dietary Assessment: Dietary intake assessed over a 3-d period show that the
supplemented groups had a higher lycopene intake in relation to the placebo groups

(Table II).

Nitrate/Nitrite: Plasmatic concentration of NOx decreased significantly in the ME-P, IE-P
and ME-L groups immediately after and 72 h after the last exercise session when
compared with baseline. Additionally, only the ME-L group had decreased NOx values
immediately after the last exercise session in relation to the corresponding control group
(Figure 1). Furthermore, an increase was observed in the IE-L group 72 h after the last

exercise session in relation to the corresponding control.

Oxidative damage: MDA levels increased significantly only in the IE-P group
immediately after the last exercise session when compared with baseline. Additionally,
the IE-L group showed significantly decreased MDA level immediately after and 72 h
after the last exercise session when compared with baseline and the corresponding
control (Figure 2). Differently from lipoperoxidation, the level of protein carbonylation
increased only in the IE-P group 72 h after the last exercise session, while only the IE-L
group presented a significant reduction in relation to the basal and placebo groups

during the same period (Figure 3).

Antioxidant Enzymes: Interestingly, in relation to SOD activity, the results show a
significant increase in the ME-P and IE-P groups immediately after and 72 h after the

last exercise session, a decrease in the ME-L group immediately after and 72 h after
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exercise in the IE-L group, both when compared to the placebo groups (Figure 4). CAT
activity increased in the ME-P, IE-P and IE-L groups only 72 h after the last exercise

session (Figure 5).

Discussion

Impaired endothelium-dependent vasodilation has been linked to the
pathogenesis of atherosclerotic vascular diseases and acute cardiovascular events >°?°
and oxidative stress induced by reactive oxygen species seems to play an important role
in this vascular impairment and consequently in the etiology of coronary heart disease.
1,31

This study supposed that regular exercise and lycopene supplementation could
ameliorate endothelial dysfunction and oxidative stress present in CAD.

NO produced in the vascular endothelial cells has a potent vasodilatory effect and
has been proposed to have antiatherosclerotic properties. Therefore, altered plasma NO
concentrations may have important clinical significance.® In the present study, plasma
NOx (NO stable end product) concentration had decreased significantly after moderate
and intense (Figure 1). This is quite an unexpected finding, since it is well known that
exercise training is associated with an increase in vascular shear stress resulting from
increased flow, which stimulates the release of NO with consequent vasodilation. "°

These findings suggest that oxidative modifications present in CAD may be a
major mechanism capable of justifying the vascular impairment. Besides, there is wide
evidence that atherosclerosis represents a state of heightened oxidative stress, which

1,3,33

alters the bioavailability of NO leading to an endothelial dysfunction that in this study

couldn’t be reversed by lycopene supplementation and moderate exercise training.
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On the other hand, higher NOx concentrations were observed in the IE-L group
(Figure 1), a result that is corroborated by literature.®'** Matsumoto and collegues®*
reported that the production of NO progressively increases as exercise intensity
increases, although some researches suggests that long-term intense (anaerobic)
exercise may impair endothelium-dependent vasodilation through decreases in levels of
antioxidants and an increase in reactive oxygen species, resulting in a reduction in NO
bioavailability.>>*°

It has also been pointed out by several research groups that CAD and high-
intensity exercise are linked to oxidation damage, significantly increasing lipid
peroxidation in plasma and muscle, and significantly decreasing the antioxidants
content.>*3"3 |t has also been demonstrated that the intake of lycopene-rich food or
lycopene supplementation is able to decrease the formation of lipid peroxidation
(MDA).*>?3839 | our research, MDA plasma levels were significantly higher only in the
IE-P group. It is possible that this response is related to the intensity of exercise, and the
time of training was not enough to revert those effects.*® Additionally, in the IE-L group
lycopene supplementation significantly decreased MDA level in plasma. These results
show that a lycopene supplement efficiently inhibits lipid peroxidation induced by
exhaustive exercise and CAD.

In relation to protein carbonylation, the results were significantly increased in the
IE-P group immediately after the last exercise session. These results decreased only in
IE-L group 72 hours after the last exercise session when compared with baseline and its
respective control group.

The potential protection mechanism of lycopene could be related to protein

metabolism. Additionally, the destruction of proteins containing iron could increase the
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free iron, favoring the production of free radicals,*" a fact that can be explained by the
activity presented by SOD and CAT. It is possible that the SOD/CAT relationship favors
the formation of additional ROS, from the easy interaction with iron.** Duffy and
collegues® demonstrated that the increased availability of iron present in CAD harms
the release of NO and alters the antioxidant defense systems.

In relation to the antioxidant defenses, results showed an increase in SOD activity
in the placebo groups immediately after and 72 h after the last exercise session. Results
further showed a reduction in the ME-L group 72 h after the last exercise session and in
the IE-L group immediately after the last exercise session. The increase in the
supplemented groups was an expected result, considering that physical exercise

elevates the consumption of oxygen during and after the exercise®®>°

what suggests a
concomitant increase of the production of anion superoxide. The results still show a
decrease of SOD activity in both supplemented groups in relation to controls and no
alteration in relation to the basal level. It is possible that this result is related to the
function of lycopene on the production of anion superoxide. 344

Except for the IE-L group, results show that only 72 h after the last exercise
session there was a significant increase in CAT activity. This does not correspond to
what was found for SOD. In the supplemented groups, it is possible that this is due to, in
a first place, to the difference in the analyzed material., since SOD was determined in
plasma while CAT was determined in erythrocytes. And secondly, the catalysis of
hydrogen peroxide might also be being conducted by glutathione peroxidase. The
results also show a significant increase in CAT activity 72 h after the last exercise

session; this is related to the effects obtained in lipoperoxidation and protein

carbonilation.
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In conclusion, the observations of the present study show that intense exercise
increases plasmatic concentration of NO in patients with CAD supplemented with
synthetic lycopene and this supplementation is also able to reduce oxidative damages
in patients submitted to high-intensity exercises. These observations support the notion

that oxidative modifications may play an essential role in atherosclerosis.
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Table I: Anthropometrics characteristics and lipid profile.
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Groups Age BM Height BMI2 TC (mg/dL) HDL (mg/dL) LDL (mg/dL) VLDL (mgdL) TG (mg/dL)
(Years) | (kg) (cm) | (Kg/m“) | Before | After Before | After Before | After Before | After Before | After
EM-Placebo 55.5 85 173.7 28.29 183.33 168.67 58.33 53.00 126.00 110.00 35.00 22.67 178.33 136.67
4.13) | (5.44) | (2.83) | (2.35) | (22.26) | (24.86) | (6.74) | (4.04) | (4.90) | (16.33) | (6,50) | (11.46) | (12.85) | (16.68)
EM- 55.17 72.71 172.0 24.53 140.33 165.67 55.67 59.00 78.67 91.33 16.67 16.67 83.67 85.67
Lycopene (1.60) | (2.66) | (2.02) | (0.55) | (6.05) | (11.15) | (1.75) | (2.93) | (5.62) | (9.29) | (1.31) | (2.80) | (6.67) | (14.22)
El - Placebo 56.60 73.87 170 25.22 155.32 161.88 49,99 51.39 101.87 97.39 28.23 24.24 159.26 145.09
19 | 43 | 37 | @woe) | (598 | @21) | 378 | (288 | 471 | (7.44) | 499 | 393 | (8.07) | (18.67)
El-Lycopene 55.33 77.51 171.9 26.20 149.67 155.50 42.67 38.00 89.67 92.00 34.33 30.00 173,00 152.50
(1.44) | (338) | (2.62) | (0.95) | (1,37) | (840) | (314) | (455 | (1.03) | (6.66) | (6.10) | (6.51) | (3L55) | (32.99)

Note: Values are expressed as mean (SEM). BM: body mass; BMI: body mass index; TC: total cholesterol; HDL: high density lipoprotein; LDL: low

density lipoprotein; VLDL: very low density lipoprotein; TG: triglycerides.
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Table II: Mean dietary intake assessed over 3 days for patients with CAD provided lycopene
supplement.
Group Kcal Protein | Carbohydrate Fat Vitamin Lycopene
(%) (%) (%) | C(mg) (mg)
Supplemented | 2311.56 | 18.03 53,95 28.00 | 225.23 27.58*
+101.71 | +0.61 +1,39 +1.59 | +40.90 +1.86
groups
Placebo 2027.39 | 15.05 59,21 25.75 | 292.76 8.32
groups +245.10 | +0.87 12,14 +1.90 | 58.51 +1.27

Note: Values are expressed as mean+SEM and the significant difference (*) used was from p<0.05.
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Figure 1: Effects of lycopene supplementation and different intensities of exercise training on plasma
nitrite/nitrate concentration of patients with CAD. Values are expressed as mean+SEM and the results
expressed in nmol of NOx/mg of proteins. The significant difference used in relation to respect control

group (") and in relation to baseline (*) was from p<0.05.
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Figure 2: Effects of lycopene supplementation and different intensities of exercise training on
lipoperoxidation levels of patients with CAD. Values are expressed as mean+SEM and the results
expressed in nmol of MDA/mg of protein. The significant difference used in relation to respect control

group (") and in relation to baseline (*) was from p<0.05.
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Figure 3: Effects of lycopene supplementation and different intensities of exercise training on
carbonylation levels of patients with CAD. Values are expressed as meantSEM and the results
expressed in nmol/mg of protein. The significant difference used in relation to respect control group (#)

and in relation to baseline (*) was from p<0.05.
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Figure 4. Effects of lycopene supplementation and different intensities of exercise training on SOD
acitivity of patients with CAD. Values are expressed as meantSEM and the results expressed in U
SOD/mg protein. The significant difference used in relation to respect control group (*) and in relation

to baseline (*) was from p<0.05.

2,50 ~

2,00 1 .
=
1]
E 1,50 - OBaseline
E Bimmediately after EX
= 1,00 - B72h after EX
o
=

0.50

0,00 T —

EM-Plac El-Plac EM-Lyc El-lyc
Groups

Figure 5: Effects of lycopene supplementation and different intensities of exercise training on CAT
acitivity of patients with CAD. Values are expressed as mean+SEM and and the results expressed in
U CAT/mg protein. The significant difference used in relation to respect control group (*) and in

relation to baseline (*) was from p<0.05.
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3 DISCUSSAO

Os objetivos desta dissertacdo foram pautados na possivel relacdo entre o
exercicio regular e a suplementacdo de licopeno sobre alteracdes nos parametros
de dano oxidativo e producdo de NO de pacientes portadores de doenca arterial
coronariana. Para tanto, partiu-se das seguintes evidéncias cientificas descritas na
literatura:

a) O exercicio regular melhora a disfuncéo endotelial presente na DAC. Ja é
bem postulado que o exercicio fisico focado na reabilitacdo cardiaca melhora a
capacidade e tolerancia ao exercicio e os sintomas de pacientes com DAC (Sesso et
al., 2000). O aumento do shear stress (forca que 0 sangue exerce sobre a parede
das artérias, também denominada forca de cisalhamento) provocado pelo
treinamento fisico regular tem sido apontado como o principal responsavel pela
melhora da disfungcédo endotelial verificada nesses pacientes (Marshe & Coombes,
2005; Farsidfar et al., 2006; Gomez-Cabrera et al., 2006). Estudos demonstraram
gue o treinamento fisico moderado aumenta o relaxamento da musculatura lisa
vascular e ndo vascular e que esse maior relaxamento seria devido a maior
producdo de NO pelas células endoteliais em resposta ao exercicio fisico (Griffin et
al.,1999; Goto et al., 2003). Além disso, observou-se que o shear stress induzido
pelo exercicio fisico aumenta a expressao da NOS endotelial e neuronal (Roberts et
al.,1999) e da enzima antioxidativa SOD (Fukai et al., 2000).

b) Exercicios intensos estdo associados com uma resposta mais rapida na
funcé@o endotelial, porém o aumento da intensidade de esforco € acompanhado por
um aumento na produgdo de ERO e consequente dano oxidativo. Em estudo

realizado por Matsumoto et al. (1994) foi demonstrado que a producdo de NO
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aumentava progressivamente a medida que a intensidade do exercicio aumentava,
dado que corrobora com os resultados encontrados por Goto et al. (2003), Benetti et
al. (2007) e Wislgff et al. (2007). Entretanto, estudos mostram que o aumento no
consumo de oxigénio provocado por exercicios, principalmente os intensos, esta
associado com o concomitante aumento na formacédo de RL, fato que parece estar
relacionado com o prejuizo na vasodilatacdo endotélio dependente em virtude da
diminuicdo nos niveis de antioxidantes e do aumento de ERO, resultando na
reducdo da biodisponibilidade de NO. (Davies et al., 1982, Bergholm et al., 1999;
Clarkson & Thompson, 2000). Porém € importante ressaltar que estudos tém
demonstrado que o treinamento de endurance aumenta as defesas antioxidantes,
assim como a capacidade oxidativa do musculo, equilibrando desta forma o aumento
na producdo de ERO pelo aumento no consumo de oxigénio (Alessio & Goldfarb,
1988; Radak et al., 1999; Terblanche, 2000).

c) A suplementacédo de licopeno pode melhorar os parametros de dano
oxidativo induzidos pela DAC e exercicios intensos. O licopeno tem atraido bastante
interesse devido a suas propriedades antioxidantes e seu efeito benéfico na redugéo
do estresse oxidativo originado por doencgas cardiovasculares (Lee et. al., 2006;
Sahin et al., 2006, Ahuja et. al, 2006; Agarwal & Rao, 2000). A reducéo da oxidacdo
da molécula de LDL por ERO parece ser um dos mecanismos pelos quais o licopeno
poderia estar reduzindo os risco de DAC e a progressao da aterosclerose (Rissanen
et al., 2002; Herber & Lu, 2002). Além disso, é tido como o carotendide que possui a
maior capacidade de atuar como “scanvenger’ do 'O,, possivelmente devido a
presenca das duas ligacbes duplas ndo conjugadas, o que lhe oferece maior
reatividade (Lee et al., 2006; Sahin et al., 2006; Ahuja et al., 2006). A suplementagao

de licopeno também tem sido associada com a reducdo da peroxidacgdo lipidica e
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inibicdo da reducédo de niveis de GSH em humanos e ratos submetidos a exercicios
intensos (Liu et al., 2005).

Com base nessas evidéncias, hipotetizou-se que a suplementacdo de
licopeno poderia reverter o estresse oxidativo induzido pelo exercicio intenso, e que,
portanto, melhoraria a disfuncdo endotelial presente na DAC pelo aumento da
biodisponibilidade de NO.

O NO é um gas incolor e estavel, moderadamente solivel em agua e sua
meia vida varia de 3 a 60 segundos, mas pode ser maior devido ao ambiente do NO,
concentracdo de O? e O%- (Wennmalm, 1994). Possui um elétron ndo pareado e
reage facilmente com oxigénio O, O2+-, ou metais de transi¢do, como ferro, cobalto,
manganés ou cobre. O NO tem alta afinidade com o heme, encontrado em proteinas
intracelulares (NOS, cicloxigenase e guanilato ciclase) e também liga-se a grupos -
SH, formando tiol (Kingwell, 2000).

Como ja comentando neste trabalho, o NO produzido pelas células endoteliais
vasculares possui um poderoso efeito vasodilatador e devido a este fato tem sido
proposto que o mesmo possua propriedades antiateroscleréticas. Desta forma,
alteracbes nas concentracdes plasmaticas de NO possuem importante significancia
clinica (Maeda et al.,, 2006). Os resultados encontrados neste estudo mostram
inicialmente uma reducdo nos niveis de NOx (produto estavel final de NO oxidado)
ap0s o0 exercicio moderado e intenso nos grupos controle, e 0 mesmo
comportamento foi encontrado no grupo suplementado submetido ao exercicio
moderado. Apesar de ndo ser um resultado esperado, esse prejuizo na fungéo
vascular pode ser explicado pela forte modificagdo oxidativa a que pacientes com

DAC estao submetidos (Antoniades et al., 2003; Kals et al., 2006; Singh & Jialal,
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2006), e essa alteracao na producdo de NO nao poder ser revertida pelo exercicio
moderado ou pela suplementacéo de licopeno.

Por outro lado, no grupo suplementado submetido ao exercicio foram
encontradas concentracdes significativamente elevadas de NOx, resultado
corroborado pela literatura que postula 0 aumento na biodisponibilidade de NO com
0 aumento da intensidade de esforco (Matsumoto et al.,1994; Goto et al., 2003;
Benetti, et al., 2007; Wislgff et al.,2007). Nesse caso, a suplementacéo de licopeno
se mostrou eficaz, revertendo a producdo de RL induzida pelo exercicio intenso e
DAC.

Com relacdo aos marcadores de dano oxidativo, o presente estudo ateve-se
ao dano a lipideos e proteinas. O processo de oxidacao resultante do ataque de RL
sobre acidos graxos poliinsaturados presente nas membranas celulares e
lipoproteinas chama-se lipoperoxidagdo. Durante a lipoperoxidacao, intermediarios
podem sofrer quebras gerando hidrocarbonetos de cadeia curta (etano, pentano),
aldeidos (como o malonaldeido, 4-hidroxinonenal), epdxidos e outros produtos
altamente citotoxicos. Como resultado da lipoperoxidagdo as membranas sofrem
alteragcOes na fluidez e na permeabilidade, resultando em perda na homeostase e
morte celular (Matsuo & Kaneko, 2001).

Sengundo Halliwell & Gutteridge (2007) a lipoperoxidagdo consiste em trés
fases: iniciacao, propagacao e término. Na fase de iniciacdo (1), o radical RL renove
hidrogénio do acido graxo insaturado produzindo um radical de lipideo (sL), que ao
reagir com o oxigénio molecular forma o radical peroxila (LOOe). Na propagacao (2)
0 LOOe retira hidrogénio de outro lipideo, formando o hidroperéxido de lipideo

(LOOH) e <L e assim sucessivamente. Na fase terminal (3), os radicais produzidos
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se combinam formando um nao-radical. O LOOH pode sofrer outras reacodes
produzindo aldeidos e alcanos.

No presente estudo foi observado inicialmente que somente 0 grupo
submetido ao treinamento intenso e ndao suplementado aumentou significativamente
0s niveis de lipoperoxidacao imediatamente apos a Ultima sesséo de exercicio fisico.
Esse resultado parece contraditorio em relacdo a diversos estudos que mostram
uma reducdo dos niveis de lipoperoxidacdo apdés a um programa de treinamento
fisico (Pinho et al.,, 2007). Entretanto, essa diferenca nos resultados se deve
principalmente a intensidade do treinamento e ao fato de que o tempo de cinco
semanas nado foi suficiente para provocar alteracdes significativas nos niveis de
lipoperoxidacao, conforme previsto nos referidos estudos. Esse fato € confirmado
diante do resultado apresentando pelo grupo placebo submetido ao exercicio
moderado, no qual nenhuma diferenca significativa foi encontrada, indicando o efeito
protetor no treinamento, visto que nesse grupo 0S pacientes ja vinham se
exercitando por seis meses.

Adicionalmente, a suplementacdo de licopeno diminuiu o0s niveis de
lipoperoxidacdo e carbonilacdo de proteinas no grupo suplementado submetido ao
exercicio intenso, induzidos pelo exercicio intenso e DAC. Diversos estudos tém
demonstrado que o consumo de produtos ricos em licopeno ou a sua suplementacao
€ capaz de diminuir os niveis de lipoperoxidagédo (Agarwal & Rao, 2000; Visioli et al.,
2003; Liu et al., 2005; Bose & Agrawal, 2007). Isso se justifica, uma vez que seu
depodsito nas camadas das membranas celulares é facilitado por ser uma molécula
lipossoluvel e a sua facilidade de doar elétrons aos peréxidos e hidroperéxidos faz
com que o licopeno tenha alta afinidade na protecdo dos lipideos de membrana

contra a acdo dos RL (Rao & Agarwal, 1998; Bose & Agrawal, 2007). Nesta
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situacao, portanto, o licopeno reduziu as taxas de lipoperoxidacdo atuando como
uma boa cadeia de quebra antioxiante, a qual reage com os radicais peoxil formados
na fase de propagacdo da peroxidacdo lipidica para formar radicais carbono-
centrados, 0s quais reagem rapidamente e reversivelmente com o oxigénio para
formar uma nova cadeia carreadora de radicais peroxil, os quais sado formas
altamente estaveis quando comparadas as ERO (Bose & Agrawal, 2007).

As proteinas também séo alvos de ataque dos radicais livres. A oxidacédo dos
aminoacidos resulta na formacdo de grupos carbonil, tidis oxidados, entre outras
modificacdes que alteram a funcdo normal da proteina. Especificamente, 0os grupos
carbonil sdo formados principalmente a partir da oxidacdo de alguns aminoacidos
mediados por ERO, como lisina, argenina, prolina e treonina. Porém, reacfes
secundarias de cadeias laterais de alguns aminoacidos (cisteina, lisina e histidina)
com sub-produtos da lipoperoxidacdo e da oxidacédo de carboidratos, também foram
grupos carbonil (Dalle-Donne, 2003).

Esta bem estabelecido que a oxidacdo de proteinas depende dos niveis de
proteossomas intracelulares. De acordo com Davies e Dhringarpure (2006), os
danos em proteinas mediados por radicais livres e o acumulo de proteinas oxidadas
levam a um concomitante aumento na oxidacdo de proteinas reduzindo a
degradacdo de proteinas oxidadas. Proteases intracelulares sdo responsaveis por
70% a 80% da degradacdo de proteinas ap0s a oxidacdo e esse mecanismo é
essencial para os sistemas de reparo e antioxidantes. Assim, 0 proteossoma
constitui uma parte importante do sistema de defesa antioxidante.

Quanto a diminuicdo dos niveis de carbonilacdo de proteinas apresentados
neste estudo, o possivel mecanismo de protecao do licopeno pode estar relacionado

com o0 metabolismo protéico, uma vez que a degradacdo protéica durante o



56

exercicio e nos dias seguintes torna-se necessaria para a producdo de novas fibras
musculares (Meydani et al.,1997).

Adicionalmente, a destruicdo de proteinas que contém ferro pode levar a um
aumento no ferro livre, o que favorece a producédo de RL (Jackson, 2000), fato que
pode ser explicado pela atividade apresentada pela SOD e CAT. E possivel que
essa relacdo SOD/CAT possa favorecer a formacdo de ERO adicionais a partir da
facil interacdo com o ferro (Pinho et al., 2006). Em estudo realizado por Duffy et al.
(2001) ficou demonstrado que o aumento da disponibilidade de ferro, presente na
DAC, prejudica a ativacdo de NO e altera os sistemas de defesa antioxidante.

Em relacéo as defesas antioxidantes, os resultados mostram um aumento na
atividade da SOD imediatamente e 72h apds a Ultima sessdo de exercicio nos
grupos placebo. E, ainda, uma reducdo no grupo suplementado submetido ao
exercicio moderado 72h apds a sessdo de exercicio e no grupo suplementado
submetido ao exercicio intenso imediatamente apds a Ultima sessédo. A SOD é a
primeira enzima na linha de defesa contra a formacdo de RL catalisando a
dismutagéo do O,- em H,0O, (Halliewell & Gutteridge, 2007). O aumento nos grupos
nao suplementados € um resultado esperado, haja vista que o exercicio fisico eleva
o consumo de oxigénio durante e apds o exercicio (Davies et al., 1982; Clarkson &
Thompson, 2000), o que sugere um aumento concomitante da producéo de Oe-. Os
resultados ainda mostram uma diminuicdo da atividade da SOD em relagcdo aos
respectivos controles e a ndo alteracdo quanto ao nivel basal, em ambos os grupos
suplementados com licopeno. E possivel que esse resultado esteja relacionado com
a funcdo do licopeno sobre a producéo de O,¢- (Bose & Agrawal, 2007; Halliewell &

Gutteridge, 2007).
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A CAT é uma enzima que catalisa a degradacédo do H,O, formando oxigénio e
agua (Halliewell & Gutteridge, 2007). Sua atividade é importante, pois o H.O, na
presenca de Fe?, forma OHe, o qual é altamente reativo e danoso as biomoléculas.
Os resultados dos grupos suplementados foram praticamente similares aos grupos
placebos, ou seja, somente 72h apds a ultima sessédo de exercicio houve aumento
significativo na atividade da CAT, exceto o grupo suplementado e submetido ao
exercicio moderado. Esses resultados ndo correspondem aqueles observados na
SOD. E possivel que isso decorra a um fator ou a soma dos seguintes fatores,
especificamente para 0s grupos néo suplementados. Primeiro, a diferengca no
material analisado. A SOD foi determinada em plasma enquanto que a CAT foi
determinada em eritrocito. Segundo, a catélise do H,O, pode estar sendo feita
também pela GPX. Entretanto, cabe destacar o resultado obtido no grupo
suplementado com licopeno que realizou exercicio intenso. Os resultados mostram
um significativo aumento na atividade 72h apos a ultima sessao de exercicio, o que
se relaciona com os efeitos obtidos na lipoperoxidacao e carbonilacdo de proteinas.

Em conclusao, as observacdes do presente estudo mostram que o exercicio
intenso aumenta as concentracfes plasmaticas de NO em pacientes com DAC
suplementados com licopeno e que essa suplementacao foi capaz de reduzir niveis
de peroxidacao lipidica e carbonilacdo de proteinas nesses pacientes submetidos a
exercicios intensos. Esses resultados reafirmam o papel que o estresse oxidativo
ocupa na etiogénese da aterosclerose. Até o momento, nenhum estudo mostra que
0 exercicio intenso seja prejudicial para portadores de doencas cardiovasculares.
Alem disso, ainda ndo esta claro se o exercicio moderado de longa duragao, por sua
vez, reduz eventos cardiacos e qual dose e formulacdo de licopeno seria

completamente eficaz na prevencdo da DAC. Diante do exposto, percebe-se que
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novos estudos sédo necessarios a fim de elucidar os efeitos de diferentes
intensidades de exercicio e suplementacdo de antioxidantes sobre as doencas

cardiovasculares.

4 CONCLUSOES

Considerando-se 0s objetivos iniciais deste estudo, chegou-se as seguintes
conclusdes:
1) O exercicio intenso e a suplementagdo de licopeno atuam sobre a producgdo de
NO de pacientes com DAC.
2) A suplementacédo de licopeno atua de diferentes formas sobre a peroxidacao
lipidica e carbonilacdo de proteinas de pacientes com DAC submetidos a exercicios
intensos.
3) A suplementacdo de licopeno e 0 exercicio intenso apresentam respostas
diferenciadas nos sistemas de defesa antioxidante e nos marcadores de danos
oxidativos em pacientes com DAC.
4) A suplementacao de licopeno diminui os efeitos oxidativos gerados pelo exercicio

fisico intenso.
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5 PERSPECTIVAS

Embora os resultados sugiram um efeito positivo na associacdo da
suplementacao de licopeno e exercicio intenso no tratamento da DAC, pretende-se
ainda:

1) Verificar os efeitos do treinamento aerobio com diferentes intensidades e da
suplementacao de licopeno sobre os marcadores inflamatérios de pacientes com
DAC.

2) Analisar outras variaveis relacionadas ao estresse oxidativo, como a atividade da
GPX e de seu substrato, GSH, e a expressao da SOD e CAT.

3) Dosar o licopeno plasmatico dos respectivos grupos amostrais deste estudo.
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UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE
PROGRAMA DE POS-GRADUGCAO EM CIENCIAS DA SAUDE
LABORATORIO DE FISIOLOGIA E BIOQUIMICA DO EXERCICIO
TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Estamos desenvolvendo um estudo intitulado EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO REGULAR
E SUPLEMENTAGAO DE LICOPENO SOBRE MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO NA
DOENCA ARTERIAL CORONARIANA. Nosso objetivo com esse estudo € verificar se a
suplementacdo de licopeno e o exercicio fisico em diferentes intensidades de esforco melhora a
resposta plasmatica contra ataques de radicais livres. Os radicais livres sdo moléculas que, em
excesso no organismo, podem provocar danos para célula e diminuir os efeitos positivos do exercicio
e da reabilitagdo.

Licopeno: é um carotendide natural, com propriedades antioxidantes, predominante no plasma e nos
tecidos humanos, sendo encontrado em um ndmero limitado de alimentos de cor vermelha.

Efeitos colaterais: nao ha relatos de toxicidade aguda ou crénica pelo seu uso.

Contra-indicagdes: nao é indicado para gestantes, mulheres que amamentam e criangas.

Interacdes medicamentosas: ndo existe.

O exercicio fisico com prescricdo individualizada e com orientagdo e acompanhamento de
profissionais habilitados nédo tras riscos para salde.

A coleta de sangue praticamente nao traz riscos a salde. Todo material utilizado sera descartavel e a
coleta seréa feita por um profissional com habilidade técnica. Eventualmente pode ocorrer queda de
pressao/ tonturas e hematomas no local da puncao.

Declaracéo:

Eu (nome do(a) paciente), abaixo identificado(a) e
firmado(a), declaro ter sido informado(a) claramente sobre todas as indicacdes, contra-indicacdes,
principais efeitos colaterais, relacionados ao exercicio fisico e a suplementacao licopeno e acido
lipdico.

Os termos utilizados foram explicados e todas as minhas dividas foram resolvidas pelo pesquisador
responsavel.

Estou ciente que posso abandonar o referido programa de treinamento a qualquer momento, sem que
este fato implique em qualquer forma de constrangimento, punicdo e ressarcimento. Declaro ter
compreendido e concordado com todos os termos deste consentimento informado.

Expresso também minha concordancia e espontanea vontade em submeter-me ao referido
experimento, assumindo a responsabilidade e os riscos pelos eventuais efeitos indesejaveis
decorrentes.

Assim o assino por livre e espontédnea vontade e por decisdo pessoal.
R.G. do paciente:

Sexo do paciente: () Masculino () Feminino () Idade do Paciente:

Endereco:
Cidade: CEP: Telefone: ()

Assinatura do Paciente ou Responséavel




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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