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RESUMO
O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil eletrocardiográfico bem como as reservas glicogênicas de ratas tratadas com a associação do exercício físico a suplementação com estrógeno. Utilizou-se ratas envelhecidas da linhagem Wistar com 1 ano de idade, as quais foram submetidas a dois programas de treinamento, sendo predominantemente aeróbio (natação: sessões de 60 min / 8 semanas / 5 x semana) e predominantemente anaeróbio (treinamento de força progressivo de alta intensidade: 8 semanas / 3 x semana). Foram avaliados a frequência cardíaca bem como o eletrocardiograma (ECG) considerando os intervalos QRS, QTc e PR. Os dados foram comparados através do teste de normalidade de Shapiro-Wilk seguido pelo teste de Tukey, (p<0,05). Os resultados mostram que, em todas as condições, o estrógeno trouxe benefícios reduzindo a sobrecarga cardíaca representado por menor frequência cardíaca e na velocidade de propagação das ondas do ECG. As reservas glicogênicas ventriculares bem como a relação peso cardíaco/peso corporal também apresentaram melhora no conteúdo ventricular na presença do estrógeno, por sua vez, a relação peso cardíaco/peso corporal também foi expressivamente maior nesta condição. Os dados mostram a importância da suplementação com estrógeno em associação com o exercício físico crônico, nos ajustes metabólicos e orgânicos funcionais do músculo cardíaco, advindos do processo de envelhecimento.   
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ABSTRACT
The aim of this study was to evaluate the electrocardiographic profile as well as the glycogen reserves of rats treated with the combination of exercise supplementation with estrogen. We used Wistar female rats with 1 year of age, who underwent two training programs, predominantly aerobic (swimming: sessions of 60 min / 8 weeks / 5 x week) and predominantly anaerobic (strength training progressive high-intensity: 8 weeks / 3 x week). We evaluated the heart rate (HR) and electrocardiogram (ECG) intervals considering the QRS, QTc, and PR. Data were compared using the test of Shapiro-Wilk normality test followed by Tukey test (p<0.05). The results show that, under all conditions, estrogen has benefited by reducing the cardiac load represented by a lower HR and the speed of propagation of the waves of the ECG. The glycogen reserves and the relationship ventricular heart weight/body weight also showed improvement in ventricular content in the presence of estrogen, in turn, the relative heart weight/body weight was also significantly higher in this condition. The data show the importance of estrogen supplementation in combination with chronic exercise, metabolic adjustments in organic and functional heart muscle arising from the aging process.
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RESUMEN.  El objetivo de este estudio fue evaluar el perfil electrocardiográfico, así como las reservas de glucógeno de las ratas tratadas con la asociación de ejercicio físico con suplementos de estrógenos. Las ratas Wistar de 1 año de edad fueron sometidas a dos programas de entrenamiento, predominantemente aeróbico (natación: sesiones de 60 min / 8 semanas / 5 x semana) y predominantemente anaeróbico (entrenamiento de fuerza progresivo). alta intensidad: 8 semanas / 3 x semana). La frecuencia cardíaca y el electrocardiograma (ECG) se evaluaron considerando los intervalos QRS, QTc y PR. Los datos se compararon usando la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk seguida de la prueba de Tukey (p <0.05). Los resultados muestran que, en todas las condiciones, el estrógeno tiene beneficios al reducir la sobrecarga cardíaca representada por la frecuencia cardíaca más baja y la velocidad de propagación de la onda del ECG. Las reservas de glucógeno ventricular, así como la relación peso cardíaco / peso corporal también mostraron una mejora en el contenido ventricular en presencia de estrógenos, mientras que la relación peso cardíaco / peso corporal también fue significativamente mayor en esta condición. Los datos muestran la importancia de la suplementación con estrógenos en asociación con el ejercicio crónico en los ajustes funcionales metabólicos y orgánicos del músculo cardíaco, como resultado del proceso de envejecimiento.
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INTRODUÇÃO
A constância na prática dos exercícios físicos induz adaptações bioquímicas e morfológicas em diferentes tecidos, principalmente no sistema muscular1. Além disso, a prática crônica do exercício físico resulta em adaptações orgânicas de acordo com as exigências e o tipo de delineado ao longo dos programas de treinamento. 
A literatura apresenta diversos métodos de treinamento e constantemente reitera que a utilização de modelos animais em estudos de programas de treinamento é importante, visto a possibilidade de manipulação das variáveis agudas do treinamento, tais como, frequência, volume e intensidade, baseado no fato das respostas ao exercício, serem semelhantes às encontradas em seres humanos 2-3.
Nesse sentido, métodos de treinamento predominantemente aeróbio que preconizam protocolos de natação em ratos possibilitam um primoroso controle das respostas fisiológicas geradas ao longo dos programas de treinamento, possibilitando uma análise de parâmetros bioquímicos e moleculares 4-5.
No que diz respeito ao exercício de força progressiva delineado em humanos, o mesmo reconhecidamente apresenta potencial para induzir hipertrofia do músculo esquelético. No intuito de desenvolver um modelo animal similar ao exercício de força progressiva em humanos, HORNERBERG e FARRAR, descreveram um modelo experimental de treinamento progressivo de força aplicado em ratos 6. Esta é uma aplicação prática do princípio da sobrecarga e dá forma à base da maioria dos programas de treinamento de força em humanos 6-7. 
O eletrocardiograma (ECG) é um dos métodos mais importantes no diagnóstico de alterações cardíacas, uma vez que, dependendo da extensão e comprometimento da homeostasia cardíaca, observam-se alterações nas ondas e nos respectivos intervalos. As ondas do ECG decorrem da somatória temporal de despolarizações e repolarizações em grupos de fibras cardíacas, representando o sinal elétrico no nódulo sinusal, átrios, nódulo atrioventricular, feixe de His, rede de Purkinge e massa ventricular, representado pelas ondas P, complexo QRS e onda T 8. 
 	O objetivo do trabalho foi avaliar o comportamento eletrocardiográfico de ratas envelhecidas submetidas a diferentes tipos de treinamento, sendo a natação com características predominantemente aeróbias, e o treinamento de força progressivo de alta intensidade com características predominantemente anaeróbias, na presença ou não de suplementação com estrógeno.
	
MATERIAL E MÉTODOS 
Animais. Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar com 1 ano de idade, provenientes do Biotério da UNIMEP.  Os animais foram alojados em gaiolas coletivas contendo no máximo 4 animais e mantidos em sala climatizada (232ºC) com ciclo claro/escuro de 12/12 h,  recebendo água e ração à vontade. O projeto foi autorizado pela CEUA/UNIMEP, protocolo 03/2018. 
Grupos Experimentais. Os animais foram divididos em 6 grupos (n=7 por grupo) e denominados: Controle (C); Tratadas com estrógeno (E); Treinamento aeróbio (TAe); Treinamento aeróbio + estrógeno (TAe + E); Treinamento anaeróbio (TAna); Treinamento anaeróbio + estrógeno (TAna + E). 
Programa de Treinamento Aeróbio. Consistiu em sessões com duração de 60 minutos, frequência de 5 sessões por semana, durante 8 semanas, sendo utilizado o exercício de natação em tanque contendo água a 30 ± 2ºC (Figura 1A). Todas as sessões de treinamento foram delineadas sem a utilização de cargas adicionais, a qual corresponde a uma intensidade abaixo do limiar anaeróbio, ou seja, a um esforço predominantemente aeróbio 9. 
Programa de Treinamento Anaeróbio. O treinamento anaeróbio seguiu o protocolo de treinamento de força progressivo de alta intensidade, consistindo de sessões com duração de 20 minutos, frequência de 3 sessões por semana, durante 8 semanas, sendo utilizado a subida de escada (1,1m de altura x 0,18m de largura, 2 cm de espaçamento entre os degraus da grade, e 80º de inclinação) com uma carga de aparatos fixados em suas caudas. Cada sessão de treinamento consistiu em 4-9 subidas, sendo que nas primeiras 4 subidas, foram delineadas cargas correspondentes respectivamente a 50, 75, 90 e 100% da capacidade de carga máxima. Nas subidas subsequentes, uma carga correspondente a 30g foi adicionada, a fim de manter a característica progressiva do treinamento de força. Ademais, o tamanho da escada obrigava os animais a demandarem 8-12 movimentos por escalada10. De acordo com o desempenho individual dos animais, os pesos foram progressivamente aumentados ao longo das sessões de treinamento. O aparato fixado em suas caudas consistia em frascos cônicos de vários pesos, presos a uma fita adesiva (Figura 1B). 
Tratamento com Estrógeno. Para a referida suplementação, foi administrado diariamente, pela via subcutânea, cipionato de estradiol (160g/100g peso). 
Comportamento Eletrocardiográfico. Após o período experimental, os animais foram anestesiados com pentobarbital sódico (40mg/Kg, ip) e submetidos à avaliação da atividade cardíaca via ECG utilizando-se do aparelho ECG - HEART WARE®. Para captação do sinal eletrocardiográfico os eletrodos foram conectados aos canais do computador, sendo  registradas três derivações bipolares (DI, DII e DIII) e três derivações amplificadas (aVR, aVL e aVF) com sensibilidade N e velocidade de 50 mm/s. O intervalo QT (ms) foi medido em dez batimentos consecutivos, do início do complexo QRS (ms) ao ponto de retorno da onda T isoelétrica. 
Avaliação das reservas glicogênicas. Após eutanásia promovido pela administração de  pentobarbitalde pentobarbital sódico (540 mg/Kg, ip) e amostras do músculo ventricular foram coletadas e prontamente encaminhadas para avaliação das reservas glicogênicas pelo método do Fenol sulfúrico.
Tratamento Estatístico. Foi utilizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, seguido do teste de Tukey. Foi fixado um nível crítico de 5% (p<0,05) com resultados expressos pelo desvio padrão.
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         Figura 1. Animais realizando o exercício de natação (A) e exercício de força (B).

RESULTADOS
	Eletrocardiograma [Frequência Cardíaca, FC]. No que diz respeito à FC, foi verificado que o grupo tratado com estrógeno apresentou valores 21% menores quando comparado ao grupo controle. Com relação as diferentes intervenções com exercícios, o treinamento aeróbio promoveu redução de 25% na FC, redução que atingiu 37,2% na presença do estrógeno, quando comparado ao grupo controle. No treinamento anaeróbio foi observado redução de 28% sendo acentuado para 40% quando o estrógeno esteve presente, se comparado ao grupo controle (Figura 2).
Eletrocardiograma [Intervalo QRS]. O referido intervalo apresentou valores 33% menores no grupo tratado com estrógeno quando comparado ao grupo controle. No mesmo sentido, foi observado que o grupo submetido a treinamento aeróbio apresentou valores 32% menores, os quais foram reduzidos ainda mais na presença do estrógeno, atingindo valores 45% menores se comparado ao grupo controle. No que se refere ao efeito do treinamento anaeróbio houve redução de 18%, no entanto, na presença do estrógeno a redução atingiu 31% em relação ao grupo controle (Figura 3).
Eletrocardiograma [Intervalo PR]. Quanto ao referido intervalo, foi observado que o grupo tratado com o estrógeno apresentou redução de 41% quando comparado ao grupo controle. No grupo submetido ao treinamento aeróbio houve redução de 55,6%, sendo reduzido ainda mais na presença do estrógeno e chegando a 70% relacionado ao grupo controle. No mesmo perfil de análise foi verificado que o treinamento anaeróbio promoveu redução de 22% e apresentando redução de 32% para a associação com o estrógeno, comparado ao controle (Figura 4).
Reservas Glicogênicas Ventriculares. Foi observado que o tratamento com estrógeno promoveu elevação de 177% nas referidas reservas, evento também observado na associação do hormônio com o treinamento aeróbio e anaeróbio, promovendo elevações de 69% e 38% respectivamente (Figura 5).
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Figura 2. Frequência cardíaca (FC) das ratas nas diferentes condições experimentais considerando os diferentes grupos: Controle (C); Tratadas com estrógeno (E); Treinamento aeróbio (TAe); Treinamento aeróbio + estrógeno (TAe + E); Treinamento anaeróbio (TAa); Treinamento anaeróbio + estrógeno (TAna + E). Os valores correspondem a média±dp, n=7; *p<0,05 comparado ao controle, #p<0,05 comparado a mesma condição de treinamento sem tratamento com estrógeno.
[image: ]
Figura 3. Intervalo QRS (ms) das ratas nas diferentes condições experimentais considerando os diferentes grupos: Controle (C); Tratadas com estrógeno (E); Treinamento aeróbio (TAe); Treinamento aeróbio + estrógeno (TAe + E); Treinamento anaeróbio (TAna); Treinamento anaeróbio + estrógeno (TAna + E). Os valores correspondem a média±dp, n=7, *p<0,05 comparado ao controle, #p<0,05 comparado a mesma condição de treinamento sem tratamento com estrógeno.
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Figura 4. Intervalo PR (ms) das ratas nas diferentes condições experimentais considerando os diferentes grupos: Controle (C); Tratadas com estrógeno (E); Treinamento aeróbio (TAe); Treinamento aeróbio + estrógeno (TAe + E); Treinamento anaeróbio (TAna); Treinamento anaeróbio + estrógeno (TAna + E). Os valores correspondem a média±dp, n=7, *p<0,05 comparado ao controle, #p<0,05 comparado a mesma condição de treinamento sem tratamento com estrógeno.
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Figura 5. Concentração de glicogênio ventricular (mg/100mg) das ratas nas diferentes condições experimentais considerando os diferentes grupos: Controle (C); Tratadas com estrógeno (E); Treinamento aeróbio (TAe); Treinamento aeróbio + estrógeno (TAe + E); Treinamento anaeróbio (TAna); Treinamento anaeróbio + estrógeno (TAna + E). Os valores correspondem a média±dp, n=7, *p<0,05 comparado ao controle, #p<0,05 comparado à mesma condição de treinamento sem tratamento com estrógeno.

DISCUSSÃO
A ciência busca compreender os benefícios do exercício físico regular ao longo do processo natural do envelhecimento, no intuito de minimizar os fatores de risco que comumente acometem a terceira idade e consequentemente contribuindo para um envelhecimento saudável. O exercício físico executado regularmente promove a ativação de cascatas moleculares que mantém a plasticidade neuronal, aumenta a vascularização e neurogênese,  melhoraneurogênese, melhora a forca muscular, coordenação e equilíbrio 10. Um estudo direcionado a avaliação 
Na década de 90das alterações no conteúdo de colágeno na parede ventricular e sua correlação com o envelhecimento constatou que , foi demonstrado que o exercício físico promoveu modifica redução neste parâmetro11. as alterações relacionadas especificamente à parede ventricular do miocárdio, classicamente descritas no envelhecimento, tais como o aumento do tecido intersticial e acúmulo de colágeno  11. 	Comment by Autor: Parágrafo confuso, é preciso melhorar, pois como está descrito torna-se complicado saber de forma o exercício causa alguma modificação e o que é descrito no envelhecimento, dando impressão de é o exercício que causa o aumento de tecido intersticial e o acúmulo de colágeno.
O estrógeno é um hormônio esteróideesteroide feminino, responsável pela manutenção das funções cíclicas menstruais, manifestando ações múltiplas tanto no citosol quanto interagindo com complexos de receptores hormonais que são transcritos no ácido desoxirribonucleico (DNA) 12. 
Este trabalho mostra relações diretas entre o estrógeno e a função cardíaca, sendo verificada redução tanto na FC quanto na condução do impulso nervoso no músculo cardíaco. Esta ação se deve a multifatoriedade sinalizadora do estrógeno, uma vez que, nos cardiomiócitos o estrógeno exerce ação modulatória negativa sobre canais de cálcio tipo L, reduzindo a excitabilidade cardíaca, além de estimular canais de K+ do tipo BKca, promovendo hiperpolarização e reduzindo com isto, a ativação dos canais de cálcio 13. 
No que se refere à interação entre o sistema nervoso e a dinâmica cardíaca, sabe-se que a atividade neural é um importante neuromodulador do sistema cardiovascular influenciando tônica e reflexamente no funcionamento, uma vez que, a neurotransmissão além de modificar o débito cardíaco, também exerce efeito trófico sobre as células musculares miocárdicas. Por outro lado, conhecidamente o estrógeno exerce ação ionotrópica negativa, reduzindo a concentração de adenosina monofosfato cíclico (AMPc) durante estimulação beta adrenérgica 14.
	O treinamento físico aeróbio por outro lado, pode induzir adaptações metabólicas relevantes, tais como, aumento na utilização de glicogênio muscular durante a atividade, implementaçãoaumento na contribuição dos lipídeos para o metabolismo energético, aumento do número e tamanho das mitocôndrias, aumento da atividade das enzimas chaves da mobilização e oxidação de lipídeos e maioraumento da sensibilidade dos tecidos periféricos à insulina 15.
	Estudos ligados ao controle da FC e suas relações com o treinamento aeróbio constataram bradicardia de repouso, indicando que houve redução na responsividade adrenérgica quer seja contribuindo na regularização da tensão da vascularização periférica ou na atividade do nódulo sinusal 16-17. Tais evidências, corroboram com os resultados do presente estudo, sendo evidenciado que a análise eletrocardiográfica demonstrou que além da FC, as vias de condução representadas pelos intervalos QRS, QTc e PR, também tiveram seus tempos reduzidos, indicando que o ajuste é mais amplo do que somente no controle neural do nódulo sinusal.
É importante salientar que na presença do estrógeno foi observado um efeito protetor, onde os parâmetros desencadeados pelo exercício aeróbio foram minimizados tanto no que se refere à FC quando aos registros eletrocardiográficos. A explicação para este evento se fundamenta no mecanismo de ação do estrógeno, o qual ao interagir nas vias citosólicas e na transcrição nuclear exerce ação inotrópica e cronotrópica negativa, principalmente atuando na condução iônica que lentifica a repolarização do miocárdio por interferir diretamente na ação de canais de potássio Kv.4.3 e Kv.1.5 e indiretamente aumentando as trocas Na+/Ca2+, diminuindo a eficiência de canais tipo L 18. Os dados aqui apresentados contribuem para o entendimento dos fatores de proteção cardíaca gerados na associação do treinamento aeróbio com a terapia hormonal estrogênica. Ainda na mesma linha de raciocínio, é importante destacar que na presença do estrógeno, a geração de espécies reativas de oxigênio é menor, exercendo um benefício adicional á homeostase do músculo cardíaco 19.
Na literatura, o exercício anaeróbio é descrito como um esforço em que predomina o fornecimento de energia por processos metabólicos que não envolvem oxigênio. Nesta modalidade, trabalha-se diversos grupos musculares em esforços de curta duração e alta intensidade. Os resultados do presente estudo mostram que a FC foi reduzida pelo treinamento anaeróbio, se comparado ao controle, apresentando diminuição mais pronunciada quando este  treinamento foi associado ao estrógeno. O grau de redução foi similar à observada na condição aeróbia, indicando dessensibilização na atividade autonômica do nódulo sinusal. Esta ação também se manifestou na análise das ondas eletrocardiográficas QRS, QTc e PR, as quais também tiveram seus tempos reduzidos devido ao efeito do treinamento, evento que se manifestou de forma mais intensa na presença do estrógeno. Isto sugere que na dinâmica cardíaca haja similaridades quanto à resposta produzida pela associação treinamento físico/estrógeno. 
Dentre os substratos metabolizáveis, a glicose se reveste de fundamental importância, razão pela qual o tecido muscular mantem reservas efetivas na forma de glicogênio, dando o suporte energético de acordo com a necessidade funcional, assim, tal qual no músculo esquelético, as reservas glicogênicas ventriculares são importantes para a homeostasia tecidual, no caso do músculo cardíaco. No grupo suplementado com estrógeno foi observado aumento nas reservas glicogênicas, que decorre das ações diretas deste hormônio nos cardiomiócitos, onde o mesmo modula a atividade metabólica, bem como a sensibilidade insulínica. Para que exerça sua ação, os cardiomiócitos apresentam receptores estrogênicos que transcrevem a ação multifatorial tanto no citosol quanto no DNA 20. 
Foi observado que além do efeito direto na redução da FC, os intervalos QTC, QRS e PR também foram reduzidos na presença do estrógeno, este fato se deve a uma significativa ação protetora do hormônio no músculo cardíaco, a qual se expressa pela capacidade do hormônio em modular canais iônicos de potássio, alterando o padrão de repolarização do miocárdio e com isso modulando contratilidade, evento importante enquanto coadjuvante no controle da função cardíaca 21,22.          
Na análise do comportamento das reservas glicogênicas ventriculares, foram observados aumentos decorrentes do tratamento com estrógeno, no treinamento anaeróbio, manutenção no treinamento aeróbio, bem como houve aumento nas reservas glicogênicas nos dois tipos de treinamento quando associados a suplementação com estrógeno. 

CONCLUSÃO. Os resultados mostram a importância da suplementação com estrógeno em associação com o exercício físico, nos ajustes metabólicos e funcionais do músculo cardíaco, advindos do processo de envelhecimento.
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