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RESUMO

A Educagdo Fisica € um campo da ciéncia influenciado por conhecimentos tanto da drea
bioldgica quanto da drea humana. Em ambas as dreas, o método cientifico pode ser adotado
como caminho para gerar o conhecimento de forma sélida e com uma andlise critica. O
objetivo do presente trabalho foi apresentar a utilizagdo do método cientifico através de um
estudo experimental em laboratério contribuindo para o crescimento cientifico na drea da
Educagdo Fisica. O método cientifico descrito apresenta dois caminhos: vertente analitica, na
qual a partir do conhecimento prévio sobre o fendmeno a ser estudado € proposto um modelo
e hipéteses de trabalho; e vertente empirica, na qual o modelo € testado para a obtencdo dos
dados. Os resultados obtidos s@o confrontados com o modelo proposto para afirmar ou ndo as
hipéteses levantadas. O estudo experimental apresentado enquadra-se na drea da ciéncia
basica, no qual o fendmeno foi investigado em modelo animal. O fendmeno estudado é o
estresse oxidativo em figado de ratos suplementados com caldo de cana submetidos a um
protocolo de endurance. A andlise da atividade das enzimas antioxidantes (Catalase e
Glutationa Redutase) e a Peroxidacdo Lipidica (TBARs) foram os métodos aplicados para
verificacdo. Todos os animais submetidos ao treino aumentaram significativamente o
desempenho quando comparado ao grupo controle. Nao houve diferencas entre os grupos CT,
TQ, TCC, TM. Observamos uma diminuicdo significativa na atividade da CAT nos grupos
treinados e suplementados quando comparado ao grupo controle sedentdrio. Nao foram
observadas diferencas significativas entre os grupos para a atividade da GR e para as
concentracoes de TBARs. Embora a hipdtese de trabalho ndo tenha sido confirmada, ficou
evidente a contribuicdo do método cientifico para o desenvolvimento do estudo permitindo
que uma nova informacdo fosse extraida atingindo o objetivo da ciéncia de gerar
conhecimento bem como perspectivas para futuras investigacoes.

Palavras-chaves: método cientifico, estudo experimental em laboratdrio, treino de
endurance, suplementacio, estresse oxidativo, figado, ratos.
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ABSTRACT

Physical education is a science field influenced by knowledge of both the biological and
human area. In both areas, the scientific method can be adopted as a way to build a solid
knowledge with a critical analysis. The goal of this study was to present the use of the
scientific method through an experimental study in the laboratory contributing to the scientific
growth in the area of physical education. The scientific method has described two ways:
analytical aspects, in which from previous knowledge about the phenomenon being studied is
proposed a model and working hypotheses, and empirical aspects, in which the model is
tested to obtain the data. The results are compared with the model proposed to affirm or not
the hypotheses. The experimental study presented is classified as basic science, in which the
phenomenon was investigated in an animal model. The phenomenon studied was the
oxidative stress in liver of rats supplemented with sugar cane juice submitted to an endurance
protocol. The methods used for verification were the analysis of antioxidant enzymes activity
(catalase and glutathione reductase) and lipid peroxidation (TBARs). All animals submitted to
training significantly increased performance when compared to control. There were no
differences between groups TC, TQ, TCC, TM. We observed a significant decrease in CAT
activity in trained and supplemented groups compared to sedentary control group. There were
no significant differences between groups for the activity of GR and the concentrations of
TBARs. Although the working hypothesis has not been confirmed, it became clear the
contribution of the scientific method to the study development enabling that a new
information to be extracted and achieving the science goal that is to generate knowledge and
perspectives for future investigations.

Keywords: scientific method, experimental study in the laboratory, endurance training,
supplementation, oxidative stress, liver, rats.
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1 INTRODUCAO

A Educacdo Fisica é um campo do saber influenciado por conhecimentos
tanto da drea bioldgica quanto da drea humana sendo assim extremamente amplo o campo de
atuacdo deste profissional na sociedade.

O educador fisico tem a possibilidade de atuar desde a formag¢do humana
basica uma vez que a educagdo fisica € disciplina integrante da grade curricular nas escolas,
assim como no planejamento do treinamento de atletas de alto rendimento das diversas
modalidades esportivas que representardo o pais em competi¢des mundiais. Além disto, cabe
aos profissionais de educagdo fisica a atuagdo em grupos multidisciplinares para promog¢do da
saude através de atividades fisicas programadas, atividades recreacionais e de lazer.

A busca pela saide e bem estar tem crescido atualmente pelo fato de nas
ultimas décadas a populagdo mundial ter se abdicado da prética de regular de exercicios
elevando os indices de sedentarismo e doencas relacionadas. A atividade fisica como
ferramenta para promogao da saude, ou mesmo para melhora de desempenho, deve ser feita
de maneira sistematizada, programada, baseada no principios do treinamento e/ou
fisiolégicos, bioquimicos do organismo (BOMPA, 2001; MCARDLE, 2008). Controlando as
varidveis do treinamento (volume e intensidade) e entendendo a resposta fisiologica do
organismo frente ao estimulo proposto, o profissional € capaz de planejar a atividade fisica de
acordo com objetivos especificos do individuo ou grupo com qual estd trabalhando. Nesse
contexto fica evidente a contribuicdo da drea bioldgica e uma metodologia de treino a ser
seguida para se atingir os efeitos positivos do exercicio sobre a satde e performance.

Ao mesmo tempo, o programa de atividades a ser planejado também ¢é
influenciado pelo ambiente cultural e social em que o individuo ou grupo estd inserido. “A
tentativa de vdrios estudiosos da drea de educagdo fisica parece ter sido compreender as
manifestacdes corporais humanas sob uma perspectiva cultural, contextualizando o individuo
em seu proprio meio” (DAOLIO, 2006, p. 91). Neste contexto, fica evidente a importancia da
area de humanas para se propor um programa de atividades que busque a socializa¢do e que
faca parte da realidade cultural a qual o individuo pertence.

Notamos que a Educacdo Fisica trabalha com as manifestacdes corporais
tanto dentro um contexto bioldgico quanto humano. Contudo, o fendmeno atividade fisica é
um sé que na verdade estd sendo observado e interpretado sob pontos de vistas diferentes.

Segundo Brenzikofer (1997), o universo e a natureza fazem parte de um todo, as sucessivas
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divisdes em dreas distintas de conhecimento, sdo frutos das dificuldades encontradas pelo
homem em entender a natureza (ou mesmo o préprio homem) como um todo.

Daolio (2006) considera que esta dicotomia entre bioldgicas e humanas ou
biolégico e cultural, se deve ao fato destas dreas serem, por tradicdo na educacdo fisica,
tratadas em oposi¢do. “ Quando se fala do fisico, do aspecto inato ou da sua natureza, quase
sempre estd se referindo ao nivel bioldgico. E quando se fala de educacdo, ou do aspecto
adquirido, refere-se ao nivel sociocultural’(DAOLIO, 2006, p.64). No entanto elas devem ser
vistas como parte de um todo que compde o ser humano, no qual uma complementa e
interfere na outra.

O homem tem sido objeto de estudo de indmeras dreas cientificas. Como exemplos
reconhecemos a antropologia, psicologia, sociologia, anatomia, fisiologia, entre

outras, que tem o objetivo de entender o homem, tanto em relagdo a sua constituicao
fisica quanto ao seu comportamento com a natureza. (DEPRA, 1998, p.1)

Entendendo o homem como objeto de estudo da Educacado Fisica através de
diferentes dreas do conhecimento e a Educacdo Fisica como uma drea da ciéncia, a
compreensdo dos fendmenos relacionados ao homem durante a pratica da atividade fisica € de
extrema importincia para consolidacdo do conhecimento cientifico nesta édrea.

A produgdo do conhecimento ocorre através da ciéncia. “A ciéncia tem
como objetivo gerar conhecimento para melhor entender e interpretar os fendmenos
manifestados pela natureza. O caminho comum para chegar a isso ¢ o método cientifico”
(DEPRA, 1998).

O método cientifico, no qual método (do grego méthodos, caminho para
chegar ao fim), incorpora um conjunto de regras, observacdes, técnicas, instrumentos,
procedimentos, ferramentas, entre outros, que quando organizados em um esquema logico e
uma linguagem especifica orientam o pesquisador a compreender um problema ou testar uma
hipétese sobre  determinado fendmeno, gerando o conhecimento cientifico
(GEWANDSZNADIJER, 1989; HEGENBERG, 1976; BRENZIKOFER, 1998).

Dentro da ciéncia, segundo o fildsofo Mario Bunge, existe diferenca entre
ciéncia bdsica, ciéncia aplicada e tecnologia. A ci€ncia bdsica busca aumentar nossos
conhecimentos sobre leis da natureza, mesmo que estes conhecimentos sejam aparentemente
desprovidos de uma aplicacdo imediata. J4 a ciéncia aplicada procura compreender os
fendmenos mais especificos, que possam ter uma utilidade prética imediata. Enquanto a
tecnologia se utiliza tanto do conhecimento comum quanto dos conhecimentos obtidos na

pesquisa basica ou aplicada, para criar novos artefatos ou produtos para melhorar a produgdo,
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modificar o ambiente ou organizar as atividades humanas (GEWANDSZNADIJER, 1989).

O Laboratério de Bioquimica do Exercicio (LABEX), do qual faco parte,
tem como objetivo a producdo do conhecimento cientifico através da pesquisa bdsica e
aplicada na drea da educagdo fisica, no qual o conhecimento adquirido em modelo animal e
humano estdo em constante didlogo. Todo conhecimento produzido € transposto para
sociedade através de metodologias de ensino-aprendizagem, ministradas na disciplina de
Bioquimica do Exercicio para os alunos de primeiro ano do curso educacdo fisica da
Unicamp, e também para diferentes profissionais da drea da saide no curso de especializa¢ao
em Bioquimica, Fisiologia, Treinamento e Nutricdo Esportiva. A transmissdo deste
conhecimento torna estes profissionais mais capacitados para atender a populacdo e promover
sua saude por meio da atividade fisica assim como buscar o alto rendimento de atletas
reforcando o papel da Universidade como fonte de produ¢do de conhecimento para o bem
estar e crescimento da sociedade.

Dentro deste contexto, o objetivo do presente trabalho € apresentar a
utilizacdo do método cientifico através de um estudo experimental em laboratorio
contribuindo para o crescimento cientifico na drea da Educacdo Fisica e portanto
influenciando o dia-a-dia destes profissionais no desenvolvimento de um trabalho de melhor
qualidade para a promocdo da saide e melhora da performance em praticantes de atividade

fisica e atletas.
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2 METODOLOGIA E CONTEXTUALIZACAO DO ESTUDO

O trabalho estd dividido duas em partes:

1° Método Cientifico e o Esquema do Método.

2° Esquema do Método Cientifico no Estudo Experimental.

Em “Método Cientifico e o Esquema do Método” serd discutido o
contexto histérico de como surgiu o método cientifico e suas propriedades segundo alguns
pensadores da drea. Serd descrito o esquema do método proposto por Brenzikofer (1998)
desenvolvido para curso de graduagdo no Instituto de Fisica “Gleb Wataghin” da
Universidade Estadual da Campinas (Unicamp). O modelo apresenta o método de forma
didética, facilitando o desenvolvimento do estudo e a compreensdo das etapas da investigacao
cientifica.

Em “Esquema do Método Cientifico no Estudo Experimental” o
objetivo é demonstrar como a utilizacio do método cientifico orientou o desenvolvimento,
andlise, interpretacdo e aprendizado do pesquisador (naquele momento aluno de iniciagio
cientifica) através do estudo experimental. Entende-se por estudo experimental um
conhecimento adquirido fixando, manipulando e introduzindo varidveis no objeto de estudo,
que pela sua caracteristica ndo permite a interpretacdo do fendmeno apenas por uma via
tedrica, mas sdo necessarias também medi¢des e dados obtidos empiricamente para gerar uma
interpretacdo (BRENZIKOFER, 1998).

O estudo experimental que serd apresentado enquadra-se no contexto da
ciéncia bdésica, no qual serd investigado a ocorréncia de um fendmeno em modelo animal,
com o intuito de adquirir conhecimento para posteriormente ser transposto para aplicacao em
humanos. O fendmeno investigado € o estresse oxidativo em figado de ratos suplementados
com caldo de cana submetidos a um protocolo de endurance. A andlise da atividade das
enzimas antioxidantes (Catalase e Glutationa Redutase) e a Peroxidac¢do Lipidica (TBARSs)

sdo os métodos para sua verificacdo.
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3 METODO CIENTIFICO E O ESQUEMA DO METODO

Desde a primeira vez que o homem, nos seus primérdios na Terra, acendeu

a primeira fogueira, olhou para o céu estrelado para fora de sua caverna ou assistiu a furia de

uma tempestade, ele se questionou sobre a origem e funcionamento dos fendmenos
manifestados pela natureza.

O homem € um animal curioso e inteligente, que tem necessidade de explorar seu

ambiente, resolver problemas, explicar fenomenos. Ele tem sede de saber, de
compreender tanto o universo quanto a si proprio (GEWANDSZNADIJER, 1989,

p-3).

Nas civilizagOes mais antigas encontramos atribui¢des de deuses e historias
mitoldgicas para estes fendmenos na tentativa de explica-los. Os feiticeiros ou Xamas das
tribos e civilizacdes eram aqueles incumbidos de interpretar os fendmenos da natureza.
Muitas vezes os faziam através de explicacdes divinas, e eram pouco contestados. Enquanto
outras figuras como os artesdos, eram responsaveis em produzir artefatos para facilitar a vida
do homem. Faziam isso principalmente pela tentativa e erro ndo se preocupando com a
interpretacdo dos fatos (MEIS, 2005).

E assim foi por muitos anos..Xamds e Artesdos conviviam nas mesmas
comunidades e suas diferentes formas de pensar nunca se misturavam. Os Xamas se
preocupavam em interpretar a fenomenologia natural e a veracidade de suas
conclusdes ndo eram testadas nem contestadas. Por outro lado, os artesdos ndo se
preocupavam com a interpretacdo dos fatos e sua forma de pensar se limitava aos

conceitos de tentativa e erro e do que funcionava ou nao funcionava (MEIS, 2005,
p.34).

Na Grécia Antiga, os gregos tinham muitos deuses e deusas, alguns dos
quais eram associados as grandes forcas da natureza ou aos sentimentos humanos. Os gregos
buscavam, através de suas histérias e lendas, explicacdes para fenomenos dificeis de serem
compreendidos pela mente humana (GIBSON, 1978).

No entanto a mesma Grécia Antiga foi ber¢co dos primeiros grandes
pensadores como Aristoteles, Demdcrito, Platdo e Sécrates. Estes comecaram a pensar nas
forcas da natureza sobre o aspecto da observacao e da légica, sendo uma das primeiras formas
de organizagdo do pensamento humano na histéria (MEIS, 2005).

A andlise légica procura examinar as relagdes que existem entre uma
conclusdo e a evidéncia (observacdo) que lhe serve de apoio. A l6gica trata da relagdo entre

premissas e conclusao. Trata de objetos factuais ou idéias cujos argumentos e teoremas nao
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precisam ser testados experimentalmente pois utilizam-se apenas do raciocinio 16gico
(GEWANDSZNADIJER, 1989). “Porém nem todas as premissas levam a uma conclusdo
correta através da légica. Por exemplo: Enzimas sdo proteinas. A hemoglobina é uma
proteina. As afirmacdes levariam a incorreta conclusdo de que a hemoglobina é uma
enzima! ”’(informacao verbal).1
Esta forma de pensamento, principalmente decorrente do legado de
Aristételes, perdurou até o final do periodo renascentista (século XVI), que somado ao
dogmatismo religioso predominante da época, freava a produciao do conhecimento cientifico.
No entanto neste mesmo periodo Galileu Galilei se contrapds a seus
antecessores e propds um método de investigacdo no qual a verdade cientifica se dava pela
correspondéncia entre suposi¢des tedricas e evidéncias encontradas nos fatos manifestados
pela natureza (BRENZIKOFER, 1997; KOCHE, 1997). Francis Bacon contemporaneo de
Galileu, vai contra a forma de pensamento dominante da época e propde o método indutivo e
0 empirismo.
Francis Bacon, por sua vez, também descontente com o aristotelismo dominante,
escreve o Novum Organum (1620) para preconizar novos métodos de investigar e
alcangar a verdade a cerca do mundo que nos rodeia. Sua posicao € a do empirista. O

cientista precisa, antes de mais nada, observar os fatos, deixando de parte as
“antecipacdes mentais” (HEGENBERG, 1976, p. 118).

A partir dai a forma de interpretacdo da natureza pelos Xamas e artesaos
(descrita por Meis, 2005) comeca a se misturar. Agora as observacdes e interpretacdes
geradas por determinado fendmeno devem ser testadas e experimentadas para serem
confirmadas.

A 1indugdo experimental proposta por Bacon (1620) consiste em observar
determinadas propriedades do fendmeno, testa-las e em seguida partir para uma proposi¢ao
mais ampla. Em linhas gerais os seguidores da idéia de Bacon, devem partir de trés etapas:
observacao meticulosa do fendomeno, generalizacdo (formulacao das leis) e a confirmacao das
leis. (HEGENBERG, 1976; KOCHE, 1997).

Mais tarde Karl Popper, David Hume e Albert Einstein apontaram algumas
falhas no conhecimento cientifico obtido por observacao e logica. Segundo eles ndo era um
processo confidvel, como no exemplo: se observamos muitos corvos negros em uma

determinada regido, isso pode nos induzir a concluir que todos os corvos sdo negros, mas

! Informagdo fornecida por Bayardo B. Torres no curso de Metodologia do Ensino Superior — Area Biolégica —
NB 282 — Departamento de Bioquimica — Unicamp, 2011.
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basta apenas um corvo branco para falsificar a conclusao (OTTONI, 2011). Como ji exposto
Bacon propunha o teste da hipdtese obtida por inducdo, ao contrdrio do pensamento
Aristotélico obtido por observagdo e ldgica, como no caso dos corvos negros. A observacido e
l6gica pode servir de base para o inicio da investigagdo, como propde Bacon (OTTONI,
2011).

Para Karl Popper toda teoria ou hipdtese para se tornar confidvel deve ser
passivel de ser falsificada. Para isto ela deve ser exposta a diversos testes que tentem falsifica-
la. Quanto maior a resisténcia em ser falsificada, mais confidvel se torna a hip6tese ou teoria.
Contudo, é necessério que ela continue tendo a possibilidade de ser falsificada. E o principio
do falseonismo proposto por Popper que demarca o conhecimento cientifico (HEGENBERG,
1976; OTTONI, 2011).

O conhecimento cientifico, a ciéncia e o método cientifico recebem
contribuicdes de diferentes areas e estd sendo construido ao longo da histéria da humanidade.
E este conhecimento que mudou e continua a mudar a vida do homem. E o que possibilitou
aos homens, que um dia atribuiram explicacdes divinas para os fendmenos da natureza,
chegarem a Lua, entenderem os fendmenos fisicos envolvidos em uma tempestade ou na
combustdo causada pelo fogo (GEWANDSZNADIJER, 1989; MEIS, 2005). A evolu¢do do
conhecimento através de diferentes métodos permitiu ao homem partir de uma teoria atdmica
pré-socrdtica, na qual Demdcrito considerava o dtomo como um elemento indivisivel, a
chegar no contestado controle da energia nuclear provocada pela fissdo do dtomo. Ou propor
teorias sobre a origem do universo como a desconcertante idéia do Big Bang ou sobre a
evolucdo das espécies proposta por Charles Darwin (MOLEDO, MAGNANI, 2009).

Mas a ciéncia ndo € apenas descoberta, descri¢do de fatos, enunciado de leis
ou mensura¢cdo de varidveis. Entender e fazer ciéncia é principalmente entender o método
cientifico e como ele orienta a interpretacio do universo que o ser humano se encontra. A
investigacdo cientifica € um processo continuo de corre¢do de erros e constru¢ao de novas
hipdteses, que muitas vezes sdo influenciados pelo pensamento dominante na sociedade.
Neste processo continuo ocorreram diversos erros, alguns acidentais que levaram a revolucdes
cientificas, outros que atrasaram o processo do conhecimento. Isso demonstra a necessidade
das hipéteses e teorias serem testadas e discutidas, conforme a idéia do falseonismo de
Popper. Desta forma, quanto mais as teorias resistirem aos testes e discussdes, mas confidvel
se tornam e consequentemente contribuem para a producdo do conhecimento. (DARDEN,

2001; GEWANDSZNADIJER, 1989; MOLEDO; MAGNANI, 2009; BRENZIKOFER, 1997,
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1998).

3.1 Esquema do Método Cientifico

Descreveremos o esquema do método cientifico proposto por Brenzikofer
(1998) que € um conjunto de etapas que ligam o fendmeno a sua interpretagao.

Para a andlise critica do fendmeno o método ¢ dividido em duas partes: uma
vertente analitica e uma vertente empirica (Figura 1), no qual ambas devem ser confrontadas
ao final da investigacdo, para gerar uma interpretacdo dos dados obtidos a respeito do

fendmeno investigado.

Vertente

Analitica
Confronto
Fenomeno Retroagdo
Conclusado

Vertente

Empirica

Figura 1. Representagéo simplificada do método cientifico.

Cada vertente € subdividida em outras partes, para tornar o sistema mais
operacional (Figura 2), com o intuito de orientar o pesquisador dos passos a serem tomados
dentro de cada vertente, assim como possibilitar que erros sejam identificados mais facilmente

nas etapas da investigacgao.
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Modelo SN Previsiodo
Modelo

Confronto

Fenomeno Retroacdo

Conclusdo

Experimento - Dados mmp Tratamento dos
Dados

Figura 2. Representagdo completa do ciclo do método cientifico. Em vermelho passos da vertente analitica. Em
verde passos da vertente empirica.

Notamos nas Figuras 1 e 2 que existem dois caminhos que nos levam ao
estudo do fendomeno. No primeiro, da vertente analitica (em vermelho), é aproveitado o
conhecimento prévio sobre o fendmeno para gerar um modelo e suas previsdes (Figura 2).
Enquanto no segundo, da vertente empirica (em verde), o fendmeno € reproduzido em
laboratdrio em condi¢des favordveis com o modelo imaginado para ser testado e medido. Os
resultados gerados através das mensuragdes devem ser confrontados com o modelo proposto e
assim gerar uma interpretacdo para verificar se os resultados representam ou nao as previsoes
do modelo. E importante ressaltar que o ciclo deve se fechar para se chegar as conclusdes
favoraveis a respeito da investigacdo. Caso nao feche significa que houve falhas em alguma

das etapas e é necessdrio uma reavaliacdo para localizar e corrigir a etapa responsavel pelo

erro. A seguir analisaremos cada etapa mais detalhadamente.
3.1.1 Vertente Analitica

Esta € a etapa que podemos relacionar com o método indutivo proposto por
Bacon. E neste momento que o pesquisador elabora suas hipéteses e constréi o modelo para
ser testado. Para isso ele precisa partir de conhecimentos prévios sobre o fendmeno, ou seja,
precisa entender o conhecimento jad produzido a respeito do que ird estudar. A partir deste
conhecimento € elaborado um modelo para que as previsdes sejam testadas e as informagdes
sejam obtidas. “O modelo ¢ uma representagao simplificada e hipotética de algo que supomos
real” (GEWANDSZNADIJER, 1989, p.11).

No entanto o fendmeno e as informacgdes sdo de naturezas diferentes. O

fendmeno acontece em nosso espaco fisico, que pode ser desde um salto em distincia, quanto
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o comportamento do ser humano em uma determinada sociedade, ou a resposta inflamatdria
no musculo causada por micro-lesdes das fibras musculares apdés um exercicio excéntrico.
Enquanto as informagdes sdo oriundas das interpretagdes geradas a partir dos dados
experimentais, que podem ser a distincia realizada no salto, a ideologia predominante na
sociedade, ou os marcadores bioquimicos que indicam um processo inflamatério instalado.
Ou seja, as informagdes sdo elaboradas pela parte intelectual do ser humano a partir de dados
obtidos da natureza. A distancia que separa o fendmeno da informagao representa a falta de
compreensdo ou entendimento a respeito do assunto. O conhecimento prévio sobre o
fendmeno pode diminuir esta distancia.

Quando construimos de forma estruturada e 16gica uma idéia que nos leve
da informacdo j4 existente em direcdo ao fendmeno estamos construindo o modelo. O modelo
geralmente ndo consegue abranger toda a lacuna existente entre a informac¢do e o fendmeno,
por isso a necessidade do experimento para gerar mais conhecimento. “E importante que o
proprio modelo, construido com conhecimentos prévios, seja testado e confirmado pelo

experimento” (BRENZIKOFER, 1998, p.5).

3.1.2 Vertente Empirica

Na vertente analitica analisamos o fendmeno e construimos o modelo a ser
testado. No entanto € na vertente empirica que o fendmeno se manifesta gerando os dados
para a interpretacio. E neste momento que procuramos as correspondéncias entre as
suposicdes tedricas e os fatos manifestados pela natureza proposto por Galileu, ou o
empirismo proposto por Bacon. “Em uma situacdo experimental o fendmeno estd inserido no
universo local que chamamos de Sistema Experimental” (BRENZIKOFER, 1998, p.5).

Neste sistema se encontram todas as situagdes experimentais possiveis. Sao
incluidos todos os elementos presentes no experimento, o fendmeno, aparelhos, acessorios, a
montagem, instrumentos, condi¢des locais e o préprio pesquisador. E dentro deste sistema
que o modelo é testado e a informacao deve ser encontrada!

No entanto obter a informac¢do num sistema amplo ndo € algo trivial pois
nao requer apenas medir varidveis, mas necessita de um processo de planejamento e
otimizagdo do experimento.

O planejamento é o momento no qual se deve fazer um levantamento sobre
os conceitos envolvidos e técnicas de investigacdo do fendmeno que podem ser utilizadas e

devem ser integradas dentro do modelo. Nesta etapa sdo definidos os parametros, as varidveis
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dependentes e independentes, assim como as faixas de variacdo das varidveis. A intencdo é
que os dados obtidos pelo experimento represente a manifestacdo do fendmeno e seja passivel
de interpretacao.
Ao concluir o planejamento, o pesquisador deve poder visualizar cada uma das
acdes que serdo executadas quando realizar o experimento real, cada uma com as

exigéncias e condigdes necessdrias para sua adequagdo ao objetivo
(BRENZIKOFER, 1998, p.5).

A otimizacdo representa o momento em que se define a confiabilidade e
precisao dos dados obtidos. Esta etapa inclui a quantidade de vezes que o experimento sera
repetido, quais dados serdo levantados e qual tratamento serd dado aos resultados numéricos
para gerar a interpretacao a respeito do fenomeno.

E neste sistema experimental que o fendmeno deve se manifestar. No
entanto, o pesquisador sO realiza as medi¢des apds todo o planejamento e montagem do
experimento serem feitas. Das medicoes serdo extraidos os dados para serem interpretados
gerando alguma informagdo a respeito do fendmeno. Desta forma se torna evidente a

importancia da qualidade do planejamento, montagem e realizacdo do experimento.

3.1.3 Confronto/Avaliacao

Apos a experimentacdo o momento € de extrair a informagdo procurada dos
resultados obtidos. Os resultados das medidas ndo sdo apenas dados numéricos. Existem
caracteristica intrinsecas contidas nos mesmos que representam o conjunto de circunstincias
envolvidas no experimento. Exemplo: os resultados das medidas, possuem nome(velocidade),
dimensao(distancia/tempo), unidade(m/s), valor numérico(l, 75) e grau de incerteza ou
probabilidade, como o desvio padrdo (+- 0, 06) que foram definidos na etapa de planejamento
e otimizag¢do do experimento. Agora, o objetivo € confronta-los com o proposto no modelo e
retirar a informag¢do contida na experimentag¢do do fendmeno.

Esta etapa de confronto e avaliacdo pode tanto gerar informacdes que
compravam o modelo previsto, quanto informag¢des que ndo comprovam as projecoes
propostas no modelo. E importante ressaltar que obter dados que ndo compravam o modelo,
nao ¢ demérito da pesquisa ou do pesquisador, desde que este entenda as situacdes que
possam ter ocorrido, incluindo possiveis falhas no experimento. Para isso ele deve retornar as
etapas do método e buscar onde as falhas possam ter ocorrido, ou se realmente sua hipdtese

nao foi comprovada pela experimentacdo. Apds esta verificacdo o pesquisador deve elaborar
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uma interpretacio a respeito desta ndo confirmacao.

Em ambas as situacdes de comprovagcdo ou ndo do modelo proposto, uma
nova informacdo a respeito do fendmeno € gerada. Esta informacdo é aquela que deve ser
debatida, publicada e discutida para testar sua confiabilidade. Muitas vezes os pesquisadores
que se incluem no sistema experimental, ndo conseguem visualizar determinadas situacdes
que outros pesquisadores fora do sistema podem perceber, ou até mesmo ter informagdes a
respeito do fendmeno que nao foram levantadas na etapa da vertente analitica. No momento
em que a informagdo obtida resiste a estes tipos de testes podemos dizer que existe um grau
de confiabilidade e estamos produzindo o conhecimento cientifico. No entanto € importante

ressaltar que nunca atingimos a verdade absoluta a respeito do fendmeno.



23

4 ESQUEMA DO METODO CIENTIFICO NO ESTUDO
EXPERIMENTAL

Para se iniciar o estudo, os conhecimentos prévios a respeito do fendmeno a
ser investigado deve ser levantada, como proposto na vertente analitica. Esta contextualizagdo

¢ feita na introducao do trabalho.

4.1 Introducao: Entendendo o fen6meno

O exercicio fisico sob o ponto de vista fisiolégico e bioquimico pode ser
caracterizado como um estimulo perturbador da homeostase do organismo, que gera deplecao
de substratos energéticos e micro-traumas nas fibras musculares (BOMPA, 2001; WEINECK,
2003). Quando o periodo de recuperagdo entre um estimulo e outro € respeitado, as fibras
musculares se regeneram dos micro traumas e os niveis de atividade enzimdtica e de
substratos metabolicos sdo restabelecidos acima dos niveis detectados antes do treinamento,
propiciando uma maior disponibilidade energética e adaptacdo metabdlica para o préximo
estimulo (FRY ET AL., 1992; BRUIN ET AL., 1994).

Diversos estudos tem mostrado aumento da producdo de espécies reativas
de oxigénio (O;) (EROs) devido ao aumento da demanda de ATP para manutencdo da
atividade contratil muscular (DAVIES et al., 1982; ALESSIO, 1993; VOLLARD et al. 2005;
BLOOMER 2008; POWERS E JACKSON 2008). Durante a reducdo da molécula de
oxigénio para formar dgua e adenosina trifosfato (ATP) na cadeia de transporte de elétrons da
mitocondria, sdo produzidas espécies parcialmente reduzidas, tais como o anion superéxido
(0, ), o peréxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxila (OH), as quais sdo resultantes,
respectivamente, da redug@o por um, dois e trés elétrons (Figura 3). Essas espécies derivadas
do oxigénio possuem um numero impar de elétrons em seu ultimo orbital e, devido a
tendéncia dos elétrons permanecerem pareados, essas moléculas (EROs) sdao altamente

reativas (HALLIWELL AND GUTTERIDGE, 1989).
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Producao de EROs

Cadeia de Transporte de Elétrons
H* H+ H*

Espago H
Intermembranas

H* QB+

Matrix
mitocondrial

NADH+H* NADT FADHZ .

Metabolismo: Oxidacdo dos 1 e-
Macromoléculas, Via Glicolitica, Ciclo
de Krebs, Beta-Oxidag¢ao \ H*
Peroxidac¢3do Lipidica "
- cro- H.0,
Oxidac3do de proteinas 02 -

Figura 1. Ilustracdo da Cadeia de Transporte de Elétrons (CTE) e producdo de EROs.

Exercicios de endurance aumentam a producdo de EROs em funcdo da
alta demanda de ATP para realizar a contracdo muscular obtidas através do metabolismo
aerobico do qual faz parte o funcionamento da mitocondria. Outra fonte de EROs relacionado
ao exercicio pode ser a via da Xantina Oxidase (XO) , uma enzima que atua no musculo,
principalmente em situacdes de baixa disponibilidade de O, e ATP. A reagcdo de desaminagdo
catalisada pela enzima, transforma AMP em IMP. O IMP ¢ transformado em hipoxantina. A
reacdo € importante para permitir a acdo continua da mioquinase na formacdo de ATP. Em
situagdes normais a hipoxantina é degradada a 4cido urico pela acdo da forma desidrogenase
da enzima (XDH), que utiliza NAD" como aceptor de elétrons. No entanto, em situacdes de
baixas concentracdes de O, e altas concentracdes intracelulares de Ca®*, a enzima passa para
sua forma oxidase, que durante a reperfusdo utiliza O, como aceptor de elétrons, produzindo
também radical anion superdxido (O;) no final do processo (SJODIN ET AL., 1990 APUD
FERRARESSO, 2010).

A produgdo exacerbada de EROs ocasionada pelo exercicio fisico pode
gerar danos oxidativos nas macromoléculas, 4cido desoxirribunucléico (ADN) e membranas
celulares (POWERS E JACKSON, 2008). Um dos principais danos celulares que ocorre em
virtude do estresse oxidativo € conhecido como peroxidacdo lipidica, no qual hd uma
deterioracdo dos dcidos graxos da membrana plasmaética da célula por uma série de reagdes
em cadeia, com participacdo das EROs e oxigénio. Essas reacdes incorporam quantidades
anormais de oxigénio nos lipidios, aumentando a vulnerabilidade da célula e seus
componentes, podendo leva-la a morte (OHARA, 2006).

A alta reatividade das EROs prejudica sua mensuracdo direta em sistemas
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vivos (MOLLER, 1996), o que justifica o estudo dos produtos (marcadores bioquimicos)
oriundos das reacdes do EROs no organismo. Encontrar marcadores especificos de estresse
oxidativo relacionado a cada tecido tem sido outra dificuldade, visto que cada tecido
apresenta diferentes respostas aos efeitos pro-oxidantes e no sistema de defesa antioxidante.
Yagi (1976) e Ohkawa et al (1979) mostraram que hidroperéxidos formados pela peroxidagdao
lipidica reagem com 4cido tiobarbitirico (TBARs), formando complexos que podem ser
quantificados em virtude da colorag¢do obtida. Desde entdao a mensuracao do TBARs tem sido
usada como ferramenta para identificar a ocorréncia da peroxidacao lipidica nas membranas
das células. Assim como o malondealdeido (MDA), que é um lipoperdxido liberado na
peroxidacao lipidica, fornecem um indice indireto de injtria oxidativa na membrana celular
(Souza et al, 2005).

No entanto nosso organismo possui um elaborado sistema de defesa
antioxidante enzimatico (ex. catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD), sistema glutationa
peroxidase (GPx)/glutationa redutase (GR) e ndo enzimdtico (ex. glutationa, acido dtrico,
vitaminas antioxidantes, polifenodis, dcidos graxos poliinsaturados), que atua no combate ao
excesso de EROs produzido. A defesa antioxidante possibilitou a utilizacdo do oxigénio para
producdo de energia e consequentemente favoreceu a evolugdo da espécie (DAVIES et al.,
1982; JT et al. 1993; OHARA, 2006; RADAK et al., 2001). A Figura 4 ilustra os mecanismos

de defesa antioxidantes.

SISTEMA ENZIMATICO DE
DEFESA ANTIOXIDANTE:

e
O, =——. O, -SOD 1, 0,-SAT . {0+ O,

H,O, -+
g GSH
Fe2* / Cu?2* GPX l NADP+
OL’ H,O NADPH+ H+
-+ —+
OH- GSSG

+
Fe3* / Cu3*

Figura 4. Mecanismo de defesa antioxidante.

A primeira defesa contra o anion superéxido (O;’), uma molécula altamente
reativa com um nimero impar de elétrons na sua ultima camada, € a reacdo catalisada pela

enzima SOD que dismuta do radical superéxido a H,O, e H,O. Posteriormente a enzima CAT,
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ird catalisar a reacdo de transformacdo do H,O, em H,O e O, (FERREIRA E MATSUBARA,
1997). A GPX também tem capacidade de detoxificar o H,O, com a participacdo da
glutationa reduzida (GSH), que funciona como doador de elétrons na reacdo. Quando a GSH ¢é
oxidada nesta reacdo, ocorre a formacdo da glutationa oxidada (GSSG). Diminuicdo nos
niveis de GSH podem prejudicar o sistema de defesa antioxidante, e consequentemente a
defesa celular contra a acdao das EROs. Para que isso ndo ocorra a enzima GR as custas de
NADPH reduz a GSSG formada para sua forma reduzida GSH, mantendo desta forma a razao
GSH/GSSG alta, preservando as defesas celulares (SMITH, 1988).

E importante ressaltar que as EROs também sdo responsdveis pela regulacio
de diversas vias de controle da expressdo génica, que tem como produtos proteinas de reparo
de ADN, proteinas de estresse, proteinas da cadeia de transporte de elétrons e as do sistema de
defesa antioxidante (JI et al. 2002). Neste contexto, é necessario um equilibrio sutil entre a
producdo de EROs e a defesa antioxidante para a regulacdo do metabolismo. Qualquer
situacdo onde a producdo de EROs exceder a capacidade de defesa do organismo foi
denominada pelo pesquisador alemao Helmut Sies de estresse oxidativo (OHARA, 2006). O
exercicio regular equilibrado com um tempo adequado de recuperacdo pode gerar adaptacao
do sistema de defesa antioxidante, prevenindo este quadro (DUNCAN et al., 1997,
CARNETHON et al., 2003).

4.1.1 Figado e Estresse Oxidativo

Durante o exercicio fisico de longa duragdo a alta demanda energética das
células musculares faz com que a captacdo de glicose do sangue pelo muisculo aumente. No
entanto a glicemia é mantida durante o exercicio pela estimulacdo da quebra do glicogénio
hepdtico e sintese de glicose que ocorrem no figado através das vias metabdlicas glicogenodlise
e gliconeogénese respectivamente (SANG-HOON SUH ET AL., 2007).

A gliconeogénese é um processo de sintese de glicose a partir de
aminodcidos num processo que consome energia (TORRES, MARZZOCO, 2007). A energia
necessdria para que a gliconeogénese ocorra € decorrente da oxidagdo de acidos graxos
através do metabolismo aerébico no hepatdcito. Devido ao aumento desta via, o producao de
EROs no figado também pode estar aumentada durante o exercicio. Segundo Ogonovszky et
al (2005) o figado é um dos Orgdos mais sensiveis ao estresse oxidativo induzido pelo
exercicio.

Liu et al (2000) investigou as respostas ao estresse oxidativo induzido por
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exercicios cronicos e agudos. Os resultados mostraram elevacdes nos niveis de
malondealdeido (MDA, marcador de peroxidacao lipidica), dcido ascorbico (antioxidante),
diminui¢do da sintese de glutamina, e nos niveis de ubiquinol e cisteina (antioxidantes) no
tecido hepatico.

Sun et al (2010) aponta o exercicio de endurance como um fator causal do
estresse oxidativo mitocondrial em figado de ratos. Os autores observaram niveis elevados da
atividade das enzimas antioxidantes glutationa S-transferase e NADPH-quinona-
oxidorredutase 1 e também aumento da concentracio do MDA no tecido hepatico. Também
foi observado aumento na atividade dos complexos I, IV e V da cadeia de transporte de
elétrons nas mitocondrias hepaticas.

Huang (2010) investigou o perfil de diversos metabdlitos em tecido hepatico
de ratos submetidos a treinamentos de endurance e exaustivos. Foram encontrados niveis
aumentados dos aminodcidos cisteina e glicina, que em conjunto com glutamato sao
precursores para a sintese de glutationa, um importante antioxidante (LEEUWENBURGH E
JI, 1995). O aumento da produgdo de GSH no figado demonstrado por Huang et al. (2010),
pode estar relacionado com a maior necessidade de defesa antioxidante decorrente da maior
producdo de EROs no exercicio.

Adicionalmente, Huang et al. (2010) verificaram que o exercicio exaustivo,
ocasionava uma severa resposta inflamatéria no figado chamando a atencdo o aumento de
EROs em decorréncia da a¢do de neutrofilos durante a inflamacdo. Miranda et al. (2004)
relatam que em situacOes de isquemia e reperfusdo no figado, os neutréfilos sdo grandes
responsdveis pela producdo de EROs no processo inflamatério em um evento conhecido como

Burst Respiratoério.

4.1.2 Exercicio e Suplementacao

A suplementagdo esportiva na atividade fisica tem o objetivo de contribuir
para uma melhora de desempenho, melhor adaptagcdo aos estimulos de treino e proteger contra
lesdes indesejadas. Nesse sentido, hd uma consideridvel propaganda a respeito da
suplementagdo com antioxidantes, principalmente pela comunidade esportiva, no qual
diversos atletas e treinadores, profissionais ou amadores, tem buscado evitar os danos
causados pelo estresse oxidativo através de suplementacdo seja através de dietas ricas em
nutrientes com fung¢do antioxidante ou produtos industrializados (YANFAT ET AL., 2009).

Powers et al (1999) discutiram sobre a necessidade de estudos que
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enfoquem os efeitos do treinamento nos niveis de antioxidantes ndo enzimaticos devido ao
papel que estes exercem, assim como a possiveis alteracdes nas necessidades dietéticas
durante o treinamento fisico que estas varia¢cdes possam implicar.

Dentre os antioxidantes ndo enzimadticos, os polifendis tém sido um dos
compostos mais estudados no combate ao estresse oxidativo, principalmente apds a década de
90. A capacidade antioxidante destes compostos € atribuida ao poder redutor do grupo
hidroxila aromédtico presente em sua estrutura, que reduz radicais livres reativos e produz o
radical fenoxila estabilizado por ressonancia. Sdo importantes ainda pela sua capacidade de
quelar fons metalicos (CERQUEIRA et al., 2007).

A cana de actcar contém &cidos fendlicos, flavondides e outros compostos
fendlicos. O consumo de 250 ml de caldo de cana resulta na ingestdo de 40 mg de fendis,
constituindo uma importante fonte desses compostos na dieta (DUARTE-ALMEIDA ET AL.,
2006). A quercetina é o flavondide mais abundante na dieta humana e exerce importantes
func¢des no nosso organismo devido ao seu poder antioxidante (BEHLING et al., 2004).

Além de compostos com acdo antioxidante na sua composi¢do, o caldo de
cana € um alimento rico em sacarose, sendo também uma fonte de carboidratos para
recuperacdo dos estoques de glicogénio muscular e hepético. O glicogénio é uma das
principais fontes de energia para exercicios prolongados, e a restauracdo de seus estoques
parece interferir diretamente no tempo de recuperacdo muscular (JENTJENS &
JEUKENDRUP, 2003). Devido a sua composi¢do, o caldo de cana apresenta-se como uma

alternativa barata para ser utilizada como um suplemento pds-treino.

4.2 Objetivo: Construcao do modelo e Hipdtese

Com as informacdes prévias a respeito do fendmeno € possivel a construcao
do modelo e hipétese de trabalho estabelecendo o que serd investigado.

Pelo conhecimento ja existente sabemos que o exercicio pode levar a um
quadro de estresse oxidativo no figado e neste sentido, a suplementagdo com antioxidantes
poderia auxiliar a evitar os efeitos deletérios destas moléculas na célula hepatica. Neste
contexto, o caldo de cana pode ser uma alternativa uma vez que além de antioxidantes possui
carboidrato na sua composi¢do o que pode auxiliar na recuperagdo das reservas de glicogénio
tanto muscular quanto hepatica que foram depletados durante a atividade.

Assim, o objetivo deste estudo foi analisar parametros de estresse oxidativo
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em figado de ratos submetidos a um protocolo de treinamento em esteira (endurance)
suplementados com caldo de cana.

Para responder a hipétese levantada sdo necessdrias ferramentas que
possibilitem sua andlise. Entendendo que o estresse oxidativo € caracterizado por uma
situacdo em que a producdo de agentes oxidantes € maior que a defesa antioxidante do
organismo, € necessdrio analisar tanto a defesa antioxidante quanto o ataque oxidativo. As
ferramentas propostas na literatura sdo as atividades das enzimas antioxidantes CAT e GR e a
concentracdo de acido tiobarbitdrico (TBARS).

Além da andlise do estresse oxidativo € necessdrio um modelo de
treinamento confidvel para obtenc¢do das amostras nas condi¢des planejadas. Neste contexto, o
LABEX desenvolveu um protocolo de treinamento de endurance em esteira para ratos. O

modelo de treinamento ja foi testado em diversos trabalhos sendo reprodutivel e mimetizando

o treinamento aplicado em humanos (HOHL et al, 2009).

4.3 Materiais e Métodos: Planejamento e Otimizacdo do experimento.

Partindo para a vertente empirica do estudo, neste momento todas as
condi¢cdes necessdrias para a manifestacdo do fendmeno dentro do modelo proposto sdo

estabelecidas e delineadas sendo cada etapa minuciosamente planejada e otimizada.

4.3.1 Animais

Cinquenta e trés ratos machos, albinos, da linhagem Wistar, com dois meses
de vida foram adquiridos no inicio do experimento do Centro de Bioterismo da Unicamp. Os
animais foram acomodados em biotério climatizado a 25°C (£ 1°C), com controle de ciclo
invertido de luz claro/escuro de 12 h e alimentacdo ad libitum. Os protocolos experimentais
utilizados com os animais foram previamente submetidos e aprovados (1446-1) pelo Comité
de Etica em Experimentacio Animal do IB-Unicamp — (CEEA — IB — UNICAMP).

Atender as exigéncias do Comité de Etica implica em manter as condicdes
adequadas para vivencia dos animais durante a execu¢do do projeto minimizando assim

interferéncias ambientais nos dados obtidos.
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4.3.2 Adaptacao a Esteira Rolante

Todos os ratos foram adaptados a esteira rolante 15 dias antes do inicio do
protocolo (60 dias de idade). A fase de adaptacdo consistiu em colocd-los na esteira 5
dias/semana durante 5 minutos com velocidade de 12 m/min. Essas semanas iniciais tiveram a
finalidade separar os animais que correm voluntariamente daqueles que se recusam a correr.
Os grupos controle e treinado foram compostos apenas com o0s animais que correram
voluntariamente. Os animais que ndo correram foram excluidos do trabalho (n=5).

A importancia de escolher apenas os animais que correram voluntariamente
representa uma forma de deixar o grupo mais homogéneo minimizando a interferéncia de
algum componente (seja genético, fisioldgico e/ou metabolico) que “prediz” ou influencia o
animal a correr na esteira. Desta forma minimizamos o uso de estimulos externos para que o

animal corra minimizando cada vez mais possiveis interferentes nos dados que serdo obtidos.

4.3.3 Protocolo de Treinamento

Os ratos foram divididos nos grupos: controle sedentirio (CS, n=11) e
treinados (n=36) sendo que este grupo foi dividido apds a suplementacdo em: Controle
Treinado (CT), Treinado suplementado com Quercetina (TQ), Treinado suplementado com
Caldo de Cana (TCC) e Treinado suplementado com Maltodextrina (TM), com nove animais
em cada grupo. O grupo controle sedentdrio realizou uma atividade que consistia em serem
colocados na esteira trés vezes por semana na velocidade de 12 m/min por 10 minutos. O
grupo treinado foi submetido as nove primeiras semanas do protocolo de overtraining
desenvolvido previamente no nosso laboratério (HOLH et al. 2009) conforme descrito na

Tabela 1.
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Tabela 1. Protocolo de Treinamento.

Semanas Velocidade de Duracao do Niimero de Recuperacao
Experimentais Treino (m/min)  Treino (min) Sessoes diarias entre as
sessoes(h)

Adaptacao 12 10 1 24
1° 15 20 1 24

2° 22 30 1 24

3! 22,5 45 1 24

4* 25 60 1 24

5%a 8" 25 60 1 24

9* 25 60 2 4

Importante ressaltar que o estudo de Holh et al. (2009) ja havia demonstrado
o aumento de desempenho dos ratos nas primeiras nove semanas de treino, assim como
aumento da atividade da Cintrato Sintase marcadora da capacidade aerébia. Desta forma
dentro do nosso planejamento garantimos que os animais iriam realizar um exercicio de

endurance, foco da investigacao.

4.3.4 Desempenho dos Animais

A adaptacdo dos animais ao protocolo de treino foi acompanhada através de
um teste de performance. O teste consistiu em um exercicio incremental na esteira rolante até

a exaustao, conforme mostra a Tabela 2.

Tabela 2. Protocolo do teste de desempenho.

Tempo (min) Inicio 2 4 6 8 10 12 14 16 @ 18 21 24
Velocidade (m/min) 12 13 14 15 16 17 18 19 20 | 22 24 26

Os testes foram realizados em quatro momentos: antes do inicio da 1*
semana treino (T1), apds a 4* semana (T2), ap6s a 8* semana (T3) e apds 9* semana (T4).

Para o calculo do desempenho dos animais levou-se em considera¢do a
massa de cada animal e a distancia percorrida no teste, possibilitando a obten¢do de uma
variavel relacionada ao trabalho desenvolvido (HOHL ET AL., 2009). O calculo da variavel
relacionada ao trabalho desenvolvido € dada pela somatéria do trabalho realizado em cada
estdgio do protocolo incremental. A soma do trabalho representa a quantificacdo do

desempenho do teste, como mostra a equacao abaixo.

W=Mxd
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Onde: (W) = trabalho mecanico realizado pelo rato; (m) = massa do rato; (d)
= distancia percorrida pelo rato. OBS: (W) ndo € o trabalho mecanico definido pela fisica, e
sim uma quantificacdo proporcional a este trabalho. Ao envolver a massa do animal esta
varidvel W permite comparar o desempenho dos animais longitudinalmente. W € expresso em

Kg*m.

4.3.5 Suplementacao

A suplementagdo, realizada através de gavagem estomacal, foi feita nas 7°,
8% e 9° semanas de treino sempre apOs o término da sessdo de exercicio. Essas semanas foram
escolhidas visto que nessa etapa do protocolo de treino ha um maior volume de treino. Desta
forma neste momento a homeostase dos animais estaria mais perturbada, e a suplementacao
poderia ser mais eficaz na recuperacao.

A dose de carboidrato suplementada nos grupos caldo de cana e
maltodextrina seguiram a recomendac¢do da literatura de 0, 7 g CHO/ Kg peso corporal para
ingestdo pos-atividade fisica (JENTJENS E JEUKENDRUP 2003). Para o grupo
suplementado apenas com antioxidantes foi feita uma solucdo de quercetina na mesma
concentracdo de antioxidantes encontrada no caldo de cana de acordo com Duarte-Almeida
(2006) que € de 0, 16 mg antioxidantes/ ml de caldo. Para o grupo controle treinado que
ingeriu apenas dgua para servir como controle do treinamento foi dado o mesmo volume de
liquido ingerido pelo grupo suplementado com caldo de cana.

A divisdo dos grupos e quantidade dos suplementos a serem utilizados ¢é
fundamental na constru¢do do sistema experimental.

Para investigar a resposta do exercicio temos um grupo de animais controle
(CS) que tiveram apenas contato com a esteira e o grupo de animais treinados (CT). Para
testar os efeitos da suplementacdo com caldo de cana, o grupo treinado (CT) foi suplementado
com dgua para funcionar como controle do grupo suplementado com caldo de cana (TCC).
Como o caldo de cana € constituido de carboidrato e antioxidantes, para isolar os efeitos de
cada um destes nutrientes dois grupos treinados foram suplementados com maltodextrina, um
carboidrato (TM) e quercetina, um antioxidante (TQ) na mesma quantidade que foi ingerida

pelo grupo caldo de cana.

4.3.6 Coleta dos Tecidos

Os animais foram sacrificados 24 h apds o tltimo teste de performance (T4),
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sendo anestesiados via intramuscular com o Zoletil® (50mg/kg peso), em associacdo com o
relaxante muscular xilazina (10un/kg peso). Apds a anestesia, o figado foi cuidadosamente
dissecado e imediatamente congelado em nitrogénio liquido, sendo armazenados a uma
temperatura de -80°C. Posteriormente foram homogeneizados 60mg de figado com Politron
(Politron PT-MR 2100, Kinematica, Switzerland) em 3mL de tampao contendo sacarose
(15%), EDTA (0, 3%), K;HPO4 (50mM), PMSF, etanol (1%) e triton (1%) e em seguida
centrifugada por 10 minutos a 2000 rpm a 4°C para a andlise da atividade das enzimas
Catalase e Glutationa Redutase. Para a andlise da peroxidacdo lipidica (TBARs) os tecidos
foram homogeneizados com Politron em tampdao KCL (1, 15%) na concentracdo de 10%
(massa:volume).

A escolha dos materiais e procedimentos utilizados deve-se a informacgado
prévia, no qual o anestésico e relaxante muscular ja eram técnicas padronizadas no LABEX
que demonstraram ter um baixo indice de hemdlise e degradacdo de glicogénio hepatico e
muscular (MACHADO, et al. 2009). Assim como os tampdes utilizados seguem a
recomendacdo da literatura para andlise da atividade das enzimas (AEBI, 1984; SMITH,

1988) e peroxidagao lipidica (OHKAWA, 1978; UCHIYAMA & MIHARA, 1977).

4.3.7 Padronizacao dos Procedimentos Experimentais: Analise de confianca das técnicas.

Para uma correta interpretacdo do fendmeno através de andlises laboratoriais
que indiretamente refletem os efeitos induzidos, a padronizagdo das técnicas a serem
utilizadas se faz necessaria para uma maior confiabilidade nos dados obtidos.

A padronizagdao dos procedimentos experimentais se encontra dentro do
processo de otimizag@o do sistema experimental. Embora a atividade das enzimas CAT e GR
e a peroxidacdo lipidica através do TBARs, sdo técnicas bem descritas e utilizadas na
literatura mostrando uma boa reprodutibilidade para avaliar o estresse oxidativo, € importante
que essas técnicas sejam reproduzidas nas condicdes do laboratdrio e do pesquisador antes de
serem utilizadas para a andlise dos grupos de animais. Desta forma garantimos que o
fendmeno estejam acontecendo dentro de um intervalo de confianca e tenham
reprodutibilidade.

Nesse sentido a andlise de confianca foi realizada para a determinagdo do
volume de amostra e tempo de reacdo para o ensaio enzimatico das enzimas catalase (CAT) e
glutationa redutase (GR) hepdticas. Boa confiabilidade implica em maior precisdo de medidas
e melhor acompanhamento das mudangas ocorridas (HOPKINS, 2000). A andlise da variacdo

entre os mesmos objetos pode ser verificada através do célculo do erro tipico. O erro tipico
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representa o desvio padrdo ou erro padrao de uma medida, e a variacdo esperada em diversas
tentativas, independente da alteracdo da média. Quando expresso em forma de porcentagem ¢é
denominado de coeficiente de variagdo (CV), permitindo dessa forma uma comparacao direta
da confiabilidade de medidas, independente da escala (HOPKINS, 2000).

O coeficiente de variac@o expressa o desvio padrdao (DP) como porcentagem
do valor da média. E obtido pela divisio do DP pela média e multiplicado por 100. Um
coeficiente de variacdo igual a 100 % indica um DP igual a média. Quanto menor for o
coeficiente de varia¢do, mais homogénea serd a amostra (DORIA FILHO, 1999).

Assim na padroniza¢do dos ensaios enzimdticos buscamos as condig¢des
experimentais que apresentassem coeficiente de variacdo menor que 5% e a melhor
linearidade da reta (R). Também foi levado em consideracio o menor valor de p que
representa a probabilidade, que varia de O a 1, de encontrar na pesquisa uma diferenca igual
ou maior que observada. Ou seja, quanto menor o valor de p, menor a chance do valor
encontrado ter sido causado pelo acaso, ou devido a variabilidade da amostra (DORIA
FILHO, 1999).

Desta forma, garantimos que as concentragdes de substrato no procedimento
estivessem adequadas para que a enzima atuasse no maximo de sua velocidade mesmo em
diferentes concentracdes. Trabalhando em uma faixa linear garantimos que tanto aumentos da
atividade da enzima quanto diminuicdes, em decorréncia do treinamento e/ou suplementacao,

pudessem ser determinados.

4.3.8 Determinacao da Atividade da Catalase (CAT)

A CAT foi padronizada através de método enzimdtico descrito por Aebi
(1984). A atividade enzimatica € avaliada a partir da decomposicao do peréxido de hidrogénio
em agua e oxigénio (H,O, = H,0 + O,), podendo essa ser determinada diretamente pela
diminuicdo da absorbancia no espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 240nm.

Para a padronizagdo das melhores condi¢des experimentais para o ensaio da
catalase, foram testados os volumes de 50, 70, 90, 110, 130 e 150 pL. de homogenato e os
tempos de reagcdo de 30, 60, 90 e 120 segundos. As curvas relacionadas aos diferentes tempos
de leituras e concentragdo de homogenato, assim como o coeficiente de variacdo, indice de
correlagdo (R) entre a absorbancia e concentracdo de homogenato e o indice de significancia

através do valor de P podem ser visualizadas na Figura 5.
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Figura 5. Curva Padrio para a CAT nos seguintes tempos de reagdo: 30 seg (A),

60 seg (B), 90 seg (C) e 120 seg (D).

Pelas curvas obtidas, padronizamos para determinacdo da atividade da

enzima catalase a utilizacdo de 110uL de homogenato (volume com menor desvio e préximo

a reta linear) e tempo total de reacdo de 30 segundos (melhor linearidade e coeficiente de

variagdo inferior a 5%).
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4.3.9 Glutationa Redutase (GR)

A GR foi padronizada através do método enzimatico descrito por Smith et al
(1988). O procedimento padrdo adotado para quantificacdo da GR foi seguir
espectrofotometricamente a formacdo de TNB a 412nm a partir do &cidg- 5,
ditiobinitrobenzdéico (DTNB) conforme esquema abaixo.

NADPH + H+ + GSSG GR NADPH+* + 2GSH

GSH + DTNB GSTNB + TNB

Para a padronizacdo das melhores condi¢cdes experimentais para 0 ensaio da
GR, foram testados os volumes de 100,,12D, 160 e 180 pL de homogenato e os tempos
de reacdo de 1, 2, 8 e 5 minutos. As curvas relacionadas aos diferentes tempos de leituras e
concentracdo de homogenato, assim como o coeficiente de variacdo, indice de correlacéo
entre a absorbancia e concentracdo de homogenato e o indice de significancia através do valor

de P podem ser visualizadas na Figura 6.
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Figura 6. Curva Padréo para@R nos seguintes tempos de rea¢do: 1min (A), 2min (B), 3mjr(ah (D)e

Padronizamos para 0 ensaio enzimatico da GR o tempo de 3 minutos de

reacao (menor tempo com boa linearidade e coeficiente de variacéo inferior a 5%) e volume

5min (B.

de 160uL de homogenato (volume com menor desvio e proximo a reta linear).
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4.3.10 Calculo da Atividade das Enzimas CAT e GR

O calculo da atividade enzimatica foi realizado a partir da seguinte equacao:

A=(tga.V)/(e.v) x FD, onde A €é a atividade enzimatjago ¢ = AA(variagdo da absorbancia

da amostr)/At(variagdo no tempo); V € 0 volume total de solucdo na cubeta 3, 94
ml.pmol*.cm®* (coeficiente de extingdo molar do®b) para CAT; ee=13, 6 ml.pmot'.cm*
(coeficiente de extincdo molar do DTNB) para GR; v é 0 volume da amostra e FD cefator d
diluicdo da massa de figado no tampéao de preparacdo do homogenato.

A célculo da atividade da enzima respeita uma relacdo linear que existe
entre a absorbancia medida no espectrofotobmetro e a concentragdo da substancia absorvente
na solucdo, dada pela lei de Lambert-Beer, que leva em consideracdo o coeficiente de
extingcdo molar caracteristico de cada substancia, as dimensoées e diluicdes na cubeta utilizada
(BRACHT; ISHII-IWAMOTO, 2003).

Este céalculo da atividade da enzima, assim como o célculo do desempenho e
as curvas com seus DP, CV e indice de significancia, podem ser relacionados com a
colocacdo de Galileu que os fenbmenos da natureza podem ser interpretados através de
formulas mateméticas (GEWANDSZNADJER, 1989).

4.3.11 Peroxidacao Lipidica (TBARS)

O TBARs foi quantificado conforme os métodos descritos por Ohkawa,
1978 e Uchiyama & Mihara, 1977. No ensaio os produtos resultantes do ataque oxidativo as
estruturas celulares (perdxidos lipidicos), reagem com o acido 1-tiobarbitarico (TBA),
formando bases de Schiff. A interacdo entre os peroxidos lipidicos e o TBA forma um
complexo colorido, mensurado em espectrofotbmetro a um comprimento de ondande 535
Foram adicionados no homogenato posteriormente a uma solucdo contendo acido,fosférico
KCI, &cido tiobarbitarico e butanol. O calculo da concentracdo de TBARS foi feito através da
comparagdo com a curva-padrao de tetraetoxipropBEB)(

Na Figura 7 abaixo estdo representadas a curva-padrdo obtida com TEP,
assim como a curva para verificacdo da linearidade com diferentes volumes de amostra de

homogenato de figado.



Abs nm(520nm - 535nm)

0.2

0.18

0.16

0.14

0.12

0.1

0.08

0.06

0.04

30

CURVA PADRAO TEP - 5 nmol

T T T T T T T T T

R = 0.99683
R2 = 0.99367
cV=37%
p <0.0001

r r r r r r r r r

4 5 60 70 80 90 100 110 120 130
Volume (uL)

Abs nm(520nm - 535nm)

0.065

0.06

0.055

0.05

0.045

0.03

0.025

0.02

0.015

TBARS Figado

39

R =0.97826
R2 = 0.957
Cv=116%

p = 0,0003569

r r r r r r r r r

40 50 60 70 80 90 100 110 120
Volume (uL)

130

Figura 7. Curva Padrdo com diferentes concentracdes de TEP (A) e diferentes volunmessttasade figado

(B).

Para andlise de TBARs faitilizado o volume de 100 pL de homogenato

(valor com menor desvio e proximo a reta linear).

4.3.12 Anéalise Estatistica

A andlise estatistica auxiliarA na comprovacdo da hipotese a partir das

comparacdes dos resultados obtidos em cada grupo. Para isto € utilizado a estatistica analitica

ou indutiva que permite ao investigador através da teoria das probabilidades calcular o risco

gue ele assume ao chegar a determinada conclusao, a famosa diferenca significativa (DORIA

FILHO, 1999.

Para apresentacdo dos dados foram feitos gréficos do tipo boxplot

utilizando-se o programa MATLAB 7.0. Este tipo de apresentacdo possibilita uma melhor

visualizacdo da dispersdo dos valores obtidos. Além disto, segundo McGill et al (1978), caso

os intervalos de confianga das medianas n&o estejam sobrepostos podemos interir que

diferenca entre as amostras € significativa. A figura 8 ilustra a forma de apresentacdo e

interpretacdo do gréfico tipo boxplot.
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Figura 8. Figuras representativas de gréaficos hipotéticos de Boxplot. A figura A apresergaomdiados
fornecidos por um gréafico de boxplot. A figura B exemplifica umadggiio onde ndo ha sobreposicdo dos
intervalos de confian¢a dos boxplot (diferencas significativas entre asramdos boxplots (95%)). Ja a figura
C exemplifica uma condicdo onde ha a sobreposi¢do dos intervalos fagaros boxplots (auséncia de
diferencas significativas entre as amostras dos boxplots).

Para comprovar a descri¢cdo dos dados obtidos pelo boxplot foram aplicados
testes estatisticos utilizando o programa GraphPad Prism 5.0. Para definir o teste estatistico
adequado, inicialmente € necessario conhecer a distribuicdo dos dados, ou seja se sao
paramétricos (se distribuem de acordo com uma curva normal ou Gaussiana) ou nao
paramétricos. Para saber o comportamento dos dados foi aplicado o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk test no qual um valor com p<0, 05 indica uma distribuicdo ndo paramétrica.
Para os dados paramétricos (atividade da CAT e GR) a comparacao entre grupos foi feita
através do teste ANOVA one-way com pos-teste de Tukey. Sendo que o termo one-way
significa que os dados comparados respeitam apenas um critério, neste caso a atividade

enzimatica.
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O teste de ANOVA one-way testa a hipétese nula de que todas as populagdes tem
médias idénticas contra a hipdtese alternativa de que uma ou mais das médias da
populacao difere das demais. Ela gera um valor p que responde a sggestio:

se a hipétese nula é verdadegaal a probabilidade de que as médias das amostras
selecionadas possa variar tanto ou mais quanto a variagdo encontrada?” (DORIA

FILHO, 1999, p.115).

Para os dados ndo paramétricos (concentracdo de TBARS) foi utilizado o
teste KruskaWallis com pos teste de Dunn’s. O teste de Kruskal-Wallis é um teste analogo
ao ANOVA, porém utilizado quando os dados ndo sdo parameétricos, esse teste atribui
“postos” ao dados e em seguida analisa a distribui¢cdo dos “postos” entre 0S grupos (DORIA

FILHO, 1999). Foram considerados significativos valores com p<0, 05.
4.4 Resultados: apresentacao dos dados gerados.

A andlise dos dados obtidos, verificando o comportamento apresentado
por cada grupo e comparando-os € o que permitird a visualizacdo do fenbmeno ocorrido e o
confronto com a hipotese de trabalho proposta.

4.4.1 Desempenho dos animais ao longo do protocale treinamento.

A Figura 9 apresenta o desempenho dos animais dos diferentes grupos nos
testes de performance realizados antes, apds a quarta, oitava e nona semana de treinamento.

Performance (Kg*m)
g E 8 &8 B B 8 B B
(=)

L i I L i i i Il i i i I i L i i i

CSCT TCC TQ TMCSCT TCC TQ TM|CSCT TCC TG TMl cSCT TCC TQ TM
Antes 42 Semana 82 Semana 92 Semana

Figura 9. Desempenho (kg.™) ao longo das 9 semanas de treino nos grupos Controle sedentariqaR)le
Treinado (CT) Treinado suplementado com Quercetina (TQeinado suplementado com Caldo de Cana
(TCC) e Treinado suplementado com Maltodextrina (TM). Diferenca signifiodditados os grupos em relacao
ao controle sedentario na quarta, oitava e nona semana (p<0, 001).d2ifsigmficativa da oitava e nona
semana em relacdo a quarta semana para 0s grupos CT, TCC, TQpe0IN5). Diferenca significativa da
guarta, oitava e nona semana em rela¢é@o ao inicio do treinamento paras<drupCC, TQ e TM (p<0, 01).
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Podemos observar que antes do inicio do treino ndo havia diferenga entre os
grupos. ApoOs quatro semanas de treino todos 0s grupos treinados apresentam valores de
trabalho superior ao grupo controle. Apés a oitava e nona semanas de treino todos os grupos
apresentaram valores de performance significativamente maiores do que na quarta semana.
N&o foram observadas diferencas significativas no desempenho entre os grupos CT, TCC, TQ

e TM em nenhum dos momentos analisados.

4.4.2 Atividade das Enzimas Antioxidantes

A Figura 10 apresenta a atividade da enzima catalase apds nove semanas de

treinamento de endurance nos diferentes grupos.
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Figura 10. Atividade da enzima catalase ap6s nove semanas de treinamento nos difeopais Gontrole
sedentario (CS)Controle Treinado (CT)Treinado suplementado com Quercetina (TRginado suplementado
com Caldo de Cana (TCC) e Treinado suplementado com Maltodextrina Tols os grupos apresentaram
diferenca significativa em relag&o ao grupo controle (p<0, 05).

Podemos observar que houve uma diminuicdo significativa da atividade da
enzima catalase nos grupos treinados e suplementados em relacdo ao grupo controle. N&ao
foram observadas diferencas significativas entre a atividade desta enzima nos grupos

suplementados em relagao ao grupo controle treinado.
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A figura 11 apresenta a atividade da enzima glutationa redutase apos nove

semanas de treinamento de endurance nos diferentes grupos.

Atividade Glutationa Redutase
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Figura 11. Atividade da enzima glutationa redutase apds nove semanas de treinamenferantesligrupos:
Controle sedentario (CSTontrole Treinado (CT)Treinado suplementado com Quercetina (TQeinado
suplementado com Caldo de Cana (TCC) e Treinado suplementado com Maftad@h).

Podemos observar que ndo houve diferenca significativa na atividade da
enzima glutationa redutase nos grupos treinados e suplementados em relagcdo ao grupo
controle. Também nao foram observadas diferencas significativas entre a atividade desta

enzima nos grupos suplementados em relacdo ao grupo controle treinado.

4.4.3 Peroxidacéo Lipidica

A figura 12 apresenta a concentracdo de TBARs ap0s nove semanas de

treinamento de endurance nos diferentes grupos.
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Figura 12. Concentragdo de TBARs apds nove semanas de treinamento nesteifegrupos: Controle
sedentario (CS)Controle Treinado (CT)Treinado suplementado com Quercetina (TRginado suplementado
com Caldo de Cana (TCC) e Treinado suplementado com Maltodextrina (TM).

Podemos observar que ndo houve diferenca significativa no nivel de
peroxidacao lipidica nos grupos treinados e suplementados em relacdo ao grupo controle.
Também nao foram observadas diferencas significativas na concentracdo de TBARS nos

grupos suplementados em relacdo ao grupo controle treinado.

4.5 Discusséo: Confronto dos resultados com a previsam modelo

Neste estudo buscamos investigar os efeitos da suplementacédo com caldo de
cana em parametros de estresse oxidativo em figado de ratos submetidos a nove semanas d
treinamento de endurance. Importante ressaltar que sdo poucos 0s estudos na literatura se
preocuparam em analisar o estresse oxidativo em figado de ratos submetidos ao exercicio.
Mais escasso ainda séo os estudos que nestas condi¢cdes tenham se preocupado em analisar «
efeitos de suplementacdes como as utilizadas no presente trabalho.

Quando analisamos o desempenho dos animais no decorrer do treinamento,
observamos que 0s grupos treinados e suplementados apresentaram aumento no seu
desempenho indicando uma adaptagdo ao estimulo ao qual foram submetidos. Ao mesmo

tempo nao foram observadas diferencas entre a performance dos grupos que ingeriram caldo
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de cana (TCC), maltodextrina (TM) e quercetina (TQ) pds treino em relacdo ao grupo
controle treinado (CT) que ingeriu apenas agua. Este fato nos indica que as suplementacdes
nao tiveram nenhuma influencia sobre a desempenho. Sendo esta a primeira informacéo que
retiramos através da analise dos dados de desempenho.

Em relacdo a atividade das enzimas antioxidantes, encontramos uma
diminuicao significativa na atividade da catalase nos grupos CT, TCC, TM e TQ em relacdo
ao controle sedentario (CS). Porém nao houve diferenca entre a atividade dos grupos
suplementados em relacdo ao grupo controle treinado. No caso da atividade da enzima
glutationa redutase, ndo foram encontradas diferengas significativas entre nenhum grupo.
Esses resultados geram uma informacédo contraria a previsao do nosso modelo, ou seja tanto a
atividade das enzimas quanto o desempenho dos animais ndo sofreram influéncia das
suplementacdes. Neste momento € necessario buscar informacéo na literatura para ajudar no
entendimento das informagdes geradas.

Nesse sentido ao contrario do que observamos, Taysi e colaboradores
(2008) encontraram um aumento na defesa antioxidante em figado de ratos submetidos a um
protocolo de exercicio. JAaung et. al (1996) encontram uma maior atividade da enzima
antioxidante Superdxido Dismutase(SOD) em figado de ratos submetidos a um protocolo de
endurance.

Huang et al. (2010) submeteram ratos a um treinamento de endurance
considerado exaustivo e encontraram niveis aumentados dos aminoacidos cisteina e glicina no
figadq que sdo precursores para a sintese de glutationa (GSH). O aumento da producéo de
GSH no figado demonstrado por estes autores pode ser em virtude de um aumento da defesa
antioxidante ocasionado pela alta producdo de EROs no exercicio. Neste contexto, Sun e
colaboradores (2010) mostraram que o treinamento de endurance pode causar estresse
oxidativo no figado de ratos.

Ao analisar a atividade das enzimas antioxidantes, e comparar com 0s dados
da literatura, nossos dados sugerem que ndo houve a instalacdo de um quadro de estresst
oxidativo no figado destes animais uma vez que os niveis de peroxidacédo lipidica avaliados
pela concentracdo de TBARs ndo apresentaram diferencas entre os grupos. Niveis baixos de
peroxidacao lipidica justificam a resposta das atividades das enzimas CAT e GR encontradas
nos grupos treinados e suplementados. Os dados em conjunto sugerem que 0S animais
estavam em condic¢des favoraveis para se adaptar ao estimulo do treino proposto.

Estes resultados também podem indicar que outros componentes do sistema

de defesa antioxidante podem ter respondido ao estimulo do treino impedindo a instalacao de
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um quadro de estresse oxidativo. Dados recentes do nosso laboratério mostram que em
musculo de ratos submetidos a este mesmo protocolo de treinamento a enzima superéxido
dismutase (SOD) apresenta um aumento na sua atividade enquanto que o comportamento da
CAT e GR foram parecidos com os encontrados no figado (FERRARESSO, 2010). Isto nos
sugere que a SOD parecer ser mais sensivel que as demais enzimas na resposta ao treino.

As respostas enzimaticas observadas nos grupos suplementados indicam que
as solucdes ingeridas pos-treino nao tiverem influencia sobre a atividade das enzimas CAT e
GR. O comportamento observado representa apenas a resposta adaptativa ao treino uma vez
que os valores se encontram proximos aos encontrados no grupo CT. Ao contrario do que
observamos, Zaidi et al. (2005) encontraram diminuicées na atividade da CAT, SOD, niveis
de GSH e peroxidacao lipidica em figado ratos que foram submetidos a um estresse
(imobilizacdo) e suplementados com antioxidantes. Os autores concluiram que a
suplementacao apresentou uma acgéo positiva.

Importante ressaltar que as suplementacdes realizadas neste estudo nao
influenciaram a resposta adaptativa ao treino proposto uma vez que nao foram observadas
diferencas entre os grupos suplementados e o grupo controle treinado. Alguns autores
propdem que agdo antioxidante da suplementagdo pode estar inibindo as vias de sinalizagao
sensiveis ao estado redox da célula, responsaveis pelas adaptacfes contra futuros danos
oxidativos (Radack et al, 2005; Padilha et al. 2007).

Cabrera e colaboradores (2005) demonstraram que ao inibir a via da xantina
oxidase (geradora de EROs durante o exercicio) com suplementacédo de Allopurinol em ratos,
nao era estimulado vias de sinalizagcdo importantes para a resposta adaptativa como o
complexo proteico NF-KB (Factor nuclear Kappa B) que promove a transcricao de genes que
expressam proteinas constituintes das enzimas antioxidantes.

Corroborando com nossos dados, Yafant et al. (2009) demonstraram que a
suplementacdo com antioxidantes nao alteram as adaptacfes ao treinamento de endurance en
homens jovens treinados. Assim como Wadley & Mconell (2010) demonstraram que altas
doses de vitamina C ndo impedem a biogénese mitocondrial em musculo esquelético de ratos
submetidos a um treinamento de endurance.

Entretanto € importante ressaltar que para que as respostas sejam positivas a
ingestdo de antioxidantes € preciso conhecer a quantidade adequada a ser ingerida. Doses
excessivas destes compostos podem ter efeito inverso. Ao invés de atuar como antioxidante os
mesmos agem como pro-oxidante provocando efeitos deletérios no organismo. Neste sentido,

Knez e colaboradores (2007) num estudo realizado com atletas de Ironman que foram
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suplementados com vitamina E os autores encontraram um maior estresse oxidativo no grupo
suplementado comparado ao nao-suplementado.

O grande problema das suplementacdes com antioxidantes é que para a
maioria dos compostos esta quantidade 6tima para o efeito positivo ndo é conhecida. Sendo

assim necesséria grande cautela na utilizacdo dos mesmos como suplementos.

4.6 Conclusédo: Gerando a nova informacéao

Visto que as EROs podem agir de maneiras antagonicas podendo causar
dano oxidativo as células ou regular a expressdo de enzimas do sistema de defesa
antioxidante, ha na literatura uma discussao a respeito da utilizacdo ou ndo de antioxidantes
como suplemento para pessoas fisicamente ativas. Nosso estudo apesar de analisar apena:
alguns parametros do estresse oxidativo no figado de ratos suplementados aponta para uma
nao ocorréncia do efeito ergogénico da suplementacdo, assim como nao mostrou nenhum
prejuizo nas adaptacdes induzidas pelo exercicio.

Em nosso estudo, ndo observamos efeitos deletérios da suplementacdo com
os antioxidantes do caldo de cana e da quercetina. Os dados indicam que possivelmente todos
0S animais se adaptaram ao treinamento ao qual foram submetidos. Como aparentemente o
treino ndo levou a instalacdo de um quadro de estresse oxidativo as suplementacdes nao
apresentaram efeito adicional. Esses resultados reforcam que uma vez que as cargas de treinc
estejam bem planejadas tempo de recuperacéo e alimentacdo adequados, a suplementacao
com antioxidantes ndo € necessaria.

Além disto, os dados mostram com clareza que a quantidade de
antioxidantes presentes no caldo de cana nado leva a nenhum prejuizo nas vias intracelulares
gue sinalizam a adaptacéo ao treino. Neste contexto, este alimento pode ser uma alternativa
pratica e barata para ser utilizada por atletas como bebida pds-treino auxiliando ngébidrata
e como fonte de carboidrato para recuperac¢ao do glicogénio tanto muscular como hepatico.

No entanto mais estudos precisam ser realizados para se verificar a
guantidade 6tima de antioxidante que devem ser ingerida para que possamos investigar um
possivel efeito positivo destes compostos, principalmente de flavondides e polifenois, na
resposta adaptativa ao treinamento. Concomitante a isto, devemos nos preocupar também em
saber qual a quantidade maxima toleravel de antioxidantes que ndo provoque efeitos
deletérios ao processo adaptativo e a saude do atleta.

Futuras investigacbes também se fazem necessaria para analisar outros
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parametros de estresse oxidativo que possam ser mais sensiveis tanto na resposta ao treinc
quanto a da propria suplementacao e desta forma compor um quadro mais geral das respostas

desencadeadas neste contexto.
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5 CONCLUSAO DO TRABALHO

O objetivo deste trabalho de final de curso foi mostrar a aplicabilidade do
método cientifico na pesquisa na area de educacao fisica através de um estudo experimental
em laboratério.

Notamos na discussdo do estudo experimental que a previsdao do modelo
proposto quando confrontada com os dados obtidos empiricamente nao foi confirmada. Os
dados indicaram que o quadro de estresse oxidativo ndo ocorreu e ficou evidente que as
respostas encontradas eram decorrentes do processo de adaptacao ao treinamento.

Como discutido anteriormente ndo € demérito do pesquisador que a hipotese
nao seja comprovada, desde que este entenda o fenbmeno ocorrido e busque informacdes que
auxiliem a explica-lo. Embora todas as variaveis tenham sido cuidadosamente controladas, o
fendmeno n&do se expressou levando assim a outras conclusdes e levantando outras
possibilidades de estudo.

Isto s6 foi possivel devido a compreensédo e planejamento minucioso de
cada etapa. A informacdo gerada com o estudo permite que os profissionais da areautilizem
caldo de cana, conforme as recomendac¢des nutricionais para atletas e praticantes de atividade
fisica, sabendo que nestas quantidades o processo adaptativo ndo esta sendo prejudicado.

Além desta afirmacédo, levantamos outras hipoteses para serem investigadas
como por exemplo, a possibilidade da enzima SOD, primeira enzima do sistema de defesa
antioxidante, ser mais sensivel a alteracdo no estado redox gerada neste tipo de treino. Além
disto, podemos pensar que esta suplementacdo seja interessante para o combate de radicai
livres em uma condi¢do na qual o organismo nado esteja se adaptando ao treino devido a um
excesso de estimulo e pouca recuperacdo. Nesta condicdo, denominada na literatura como
overtraining, a producdo de EROs pode ser exacerbada de modo que o aumento na
disponibilidade de antioxidantes seja favoravel para evitar os possiveis efeitos deletérios.

Fica evidente a contribuicAo do método cientifico para o desenvolvimento
do trabalho permitindo que uma nova informacgéo fosse gerada, mesmo que nao confirmando
a hipétese de trabalho, atingindo o objetivo da ciéncia de gerar conhecimento bem como

perspectivas para futuras investigagoes.
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CONSIDERACOES FINAIS

No titulo deste trabalho a referéncia “Introduc¢ao ao método Cientificol...]” €
proposital visto a infinidade de conhecimento que o método cientifico abrange o qual este
trabalho ndo daria conta de discutir. A idéia foi chamar a atencéo dos profissionais da area da
educacao fisica para a existéncia do mesmo.

O profissional de educacao fisica € antes de tudo um educador como o
proprio nome curso ja diz. Contudo, ndo € um educador apenas de um corpo saudavel como
visto pela dtica higienista decorrente do periodo militar em nosso pais (CASTTELANI
FILHO, 1988). O profissional é também um agente social e portanto deve estar preocupado
com a formacédo de cidadaos criticos. Este papel deve ser exercido tanto na escola quanto na
academia, no clube, com atletas ou alunos de personal trainer.

Para que isto ocorra, em primeiro lugar o profissional precisa ser critico,
compreender o que aplica, por que faz, as consequéncias do que planejou, se 0s objetivos
foram atingidos etc. Para isto, 0 método cientifico pode se uma ferramenta interessante para
ser aplicado no dia-a-dia viabilizando o aprendizado e fazendo com que o profissional cresgca
de modo consciente. Com isto ressaltamos que a aplicacdo do método cientifico vale para
qualquer area do conhecimento que envolve a educacao fisica ndo sendo exclusivo da area de
biolégicas.

Ao pensar em um planejamento semestral de educacao fisica na escola
consideramos que um profissional diferenciado vai seguir um conjunto de regras e idéias,
baseados em principios da pedagogia, para elaborar o programa que serd aplicado com o0s
alunos ao longo do semestre. Neste sentido, buscara informacdes a respeito da sociedade ¢
contexto cultural que os alunos estdo envolvidos elaborando préaticas e conteddos que sejam
de interesse dos mesmo buscando integrar o ambiente sociocultural no qual estdo envolvidos
na tentativa de formar alunos criticos e conscientes. Ao final de cada semestre o professor
avalia o conhecimento gerado, confronta com o modelo proposto no inicio do semestre com o
intuito de conhecer as metodologias que deram certo ou errado. O conhecimento gerado e as
pratica adotadas servem como exemplo para outros profissionais da area fazendo com que o
conhecimento na educacao fisica escolar cresca.

Da mesma forma, o treinador quando elabora uma periodizagdo para um
atleta, também pode se pautar no método cientifico. Em uma periodiza¢do o treinador segue
um conjunto de regras e metodologias baseadas em principios do treinamento, fisiologicos e

bioquimicos para manipular as cargas de treino de acordo com os objetivos que se pretende
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alcancar em determinado periodo. Pensando em como as variaveis (volume, carga, frequéncia,
intensidade) serdo manipuladas, quais serdo as formas de controle da eficiéncia do
treinamento (avaliacdo), ao final sera possivel verificar os treinos que deram certo, que foram
mais eficientes e visualizar os erros frente ao modelo inicial proposto. Desta forma, este
profissional também estara contribuindo para o conhecimento na é&rea de treinamento
esportivo.

Notamos em ambos exemplos que podemos qualificar situacdes das
vertentes analiticas e empiricas, bem como a etapa de confronto do modelo proposto com o0s
resultados obtidos. No entanto muitos profissionais realizam estas atividades sem possuirem o
entendimento ou existéncia do método cientifico. Isto ndo significa que realizam sua pratica
de maneira errada ou ruim. Contudo, o entendimento do método cientifico auxiliaria a
elaborar melhor as etapas, visualizar e ajustar erros que muitas vezes nao sao percebido
devido a falta de “pensar” no planejamento e de se estabelecer onde se quer chegar com o
aluno/atleta.

Para Alves (2008) existe na sociedade um esteredtipo de que cientista sao
pessoas dotadas do conhecimento absoluto, ou seja, da verdade absoluta. Quando na verdad
a prépria investigacdo cientifica € um processo de erros e correcdes que geram O
conhecimento. Isto gera uma separacao do que € cientificamente aceito e aquilo que pertence
ao senso comum. O proprio senso comum SO existe em conjunto com a ciéncia e a propria
ciéncia se utiliza de conceitos do senso comum para gerar seu conhecimento cientifico. Nesse
sentido o método cientifico € caminho a ser seguido para tentar transformar as interpretacées
a respeito do universo o mais confiavel possivel. Diversas analogias de aplicacbes do método
cientifico no senso comum podem ser feitas, como um mecénico que procura um problema no
motor de um carro, ou uma cozinheira que separa e testa ingredientes no preparo de um bolo,
ou uma mée que leva seu filho ao médico pois elaborou uma hip6tese que seu filho possa
estar doente através de informagdes obtidas como, temperatura, vomitos e fraqueza do corpo
de seu filho.

O fato dos cientistas buscarem o conhecimento de maneira mais
sistematizada ndo os torna donos da verdade absoluta, mas apenas pessoas mais criticas
rigorosas quanto as questbes que permeiam 0O universo na tentativa de interpreta-las. No
entanto a mée quando leva seu filho ao médico néo pergunta o porque que ele deve tomar tal
remédio, apenas cumpre as ordens do médico. O mecéanico esta preocupado se 0 motor vai
funcionar ou ndo, mas nado entende o fenémeno fisico envolvido na combustdo da gasolina

gue gera uma energia para 0 movimento dos pistdes. Assim como a cozinheira ndo se
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pergunta sobre o que acontece na rea¢do quimica que faz seu bolo crescer (ALVES, 2008).

A intencdo da discussdo neste trabalho foi chamar a atencdo para a
utilizacdo mais rigorosa e critica do conhecimento no ambiente da educacéo fisica para que o
profissional ndo seja mero reprodutor de “receitas” pré-estabelecidas. Mas sim se empenhe
em interpretar e buscar novas informacgcdes sobre seu campo de atuacdo, enxergando sua
pratica dentro de um sistema experimental, onde existem diversas variaveis que interferem no
desenvolvimento da atividade e que um novo conhecimento pode ser extraido da sua prética.
Desta forma o educador fisico contribui para a formacdo de cidaddos mais criticos e
conscientes, cumprindo seu papel de agente social para uma sociedade um pouco mais
esclarecida.

O intuito ndo é esgotar esta discussdo mas sim demonstrar 0 quao vasto
pode ser o campo de atuacdo e investigacdo, desde que exista a curiosidade, interesse ne
descoberta e um método a seguir.

Por se tratar de um trabalho de conclusdo de curso, acreditamos que ele
deve conter as experiéncias vividas pelo autor durante o periodo de graduacdo e estar
relacionado com suas perspectivas futuras podendo assim servir de base para algum outro

aluno que percorra este mesmo caminho.
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