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RESUMO

A literatura cientifica apresenta diversas maneiras de treinamento fisico e
constantemente reitera que a utilizacdo de modelos animais em estudos sobre o efeito do
treinamento visto a possibilidade de avaliar variaveis como volume e intensidade, ja que
as respostas encontradas nos animais sao similares as encontradas em humanos. Por
outro lado, diversos estudos tém relatado efeitos benéficos do estrégeno como um
recurso importante para minimizar os efeitos deletérios do envelhecimento. Nesse
contexto, com o objetivo precipuo de compreender as agdes estrogénicas e suas

influéncias no exercicio aerdbio e anaerdbio foram realizados 2 trabalhos.

O primeiro trabalho intitulado “Perfil eletrocardiografico de ratas envelhecidas
treinadas e tratadas com estrégeno”, cujo objetivo foi avaliar o perfil eletrocardiografico de
ratas tratadas com a associacao de estrégeno e atividade fisica. Foram utilizadas ratas
wistar com 1 ano e meio de idade, as quais foram submetidas a dois programas de
exercicio fisico aerébio (natacdo 3 sessdes semanais/8 semanas) e anaerébio (escalada
em escada de 80 cm, 3sessbes semanais/8 semanas), incluindo um periodo de 2
semanas de adaptacdo para cada protocolo de treinamento. Foram avaliados a presséo
arterial e o ECG considerando os intervalos QRS, QTc e PR. Os dados foram
comparados através do teste T de student seguido do teste de Tukey, p<0,05. Os
resultados desse estudo mostraram que o grupo tratado com estrégeno apresentou
valores 21% menores se comparado ao controle. Com relagdo ao treinamento foi
observado que o treinamento aerébio promoveu reducao 25% na FC, reducao que atingiu
37,2% na presencga do estrogeno. No treinamento anaerdbio foi observado redugéo de
28% sendo acentuado para 40% quando o estrégeno esteve presente. Dessa forma
conclui-se que nas alteragdes cardiacas que acompanham o processo de
envelhecimento, o tratamento com estrégeno isoladamente ou associado a pratica de
atividade fisica mostrou-se eficiente na manutengdo bem como na melhora das
condigbes metabdlicas cardiacas. Sequencialmente foi realizado o segundo trabalho
intitulado “Agbes metabdlicas do estrogeno em ratas submetidas a dois tipos de
treinamento fisico. A proposta deste estudo foi avaliar se ratas suplementadas com
estrogeno apresentam melhores respostas frente a atividade fisica aerdbia e anaerdbia.
Foram utilizadas ratas Wistar envelhecidas (1 ano e meio de idade) acondicionadas sob
condi¢cdes ideais de bioterismo e divididas em grupos experimentais denominados
Controle e Tratadas com estréogeno (E,160ug/100g), Treinado aerébio e treinado
anaerodbio tratados ou ndo com estrégeno. Foram coletadas amostras de sangue para

avaliagdo bioquimica e amostras de diferentes musculos dos membros anteriores e
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posteriores para avaliagdo do conteudo de glicogénio pelo método do fenol sulfurico. Os
resultados mostram que tanto o estrogeno quanto os diferentes treinamentos
promoveram elevagcao nas reservas musculares de glicogénio, por outro lado, na
associacao do hormdénio com o exercicio fisico, foi verificado um efeito aditivo que
promoveu a melhora ainda mais expressiva nas condi¢gdes energéticas. Associado a isto,
foi verificado menores concentragdes plasmaticas de acidos graxos livres e gordura
abdominal e ainda houve elevacéo na concentragcéo de proteinas totais indicando ajustes
na homeostasia metabdlica, condigdo importante a ser preservada no processo de

envelhecimento.

Palavras-chave: estrogeno, fisioterapia, eletrocardiografia, ratas, treinamento fisico
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ABSTRACT

The literature presents many alternatives of physical training and frequently
reiterates the use of animal models for studies on the effect of training, as the results in
animals are similar to those in humans. There is also the possibility of evaluating variables
such as volume and intensity. In addition, many studies have reported beneficial effects of
estrogen as an important resource to minimize the deleterious effects of aging. As a
means of understanding estrogen action and its influence on aerobic and anaerobic
exercise, four experiments were carried out in this context. The first study was called “The
behavior of glycogen reserves in female rats’ denervated muscle, with different doses of
estrogen” and aimed at evaluating the estrogen action on the glycogenic profiles of
denervated skeletal muscle.Methods: The animals were divided in 6 experimental groups
(n=6): control (C), denervated for 15 days (D), denervated and treated with estrogen
20mg/weight/day (E20), denervated and treated with estrogen 40mg/weight/day (E40),
denervated and treated with estrogen 80mg/weight/day (E80) and denervated and treated
with estrogen 160mg/weight/day (E160). The treatment was realized by 15 days and the
choice substance was estradiol cipionate. The following analyses were carried out:
glycogen reserves in soleus (S), white (WG) and red gastrocnemius (RG), body and
soleus weights. The statistical analysis included the Kolmogorov-Smirnov test, ANOVA
and post-hoc Tukey test (p<0.05). Results: The denervation induced a reduction in
glycogen content in the S, WG and RG muscles. The groups treated with estrogen we
observed a progressive elevation in glycogen reserves concomitant with the elevation of
dose and reinstate the glycogen reserves, but the dose that shows a better action is
160mg/weight/day were we observed the greatest quimiometabolic responses.
Conclusions: These results suggest that estrogen may be an effective resource to
minimize the metabolic compromising that follows the skeletal muscle atrophy induced by
denervation. Subsequently, we conducted a study called “Estrogen modulation of insulin
secretion in isolated rat pancreatic islets”, whose goal was to evaluate the sensitivity to
glucose in pancreatic islets isolated from female rats treated with estradiol cypionate (160
mg/body weight/ 15 days) as well as its effect on concentration of protein kinase C and
protein kinase A in isolated islets. For this purpose, islets were isolated from rats by the
collagenase method to evaluate the secretory process in the presence of different
concentrations of glucose. On the other hand, the concentration of the enzymes PKC and
PKA was also performed by Western blotting. Statistical analysis was applied to normality
test (Kolmogorov-Smirnov test) followed by Tukey test, p <0.05. The results showed that

the group treated with estradiol cypionate had greater insulin secretion against the same



X1V

concentration of glucose, and increase of concentration of PKA and PKC enzymes,
compared to control. The results show insulinotropic properties of estrogen in synergy
with glucose, which is the main insulin secretagogue, since the hormone did not alter the
secretion at concentrations normoglycaemia. Possibly the focus of the secretagogue
action of estrogen involves the activation of cytosolic enzyme pathways that determine the

exudation of insulin.

From these observations, we conducted the third study entitled
"Electrocardiographic profile of aged rats trained and treated with estrogen”, whose goal
was to assess the eletrocardiographic profile of rats treated with the association of
estrogen and physical activity. We used Wistar rats at 1 year of age, which were
submitted to two programs of aerobic exercise (swimming 3 sessions weekly / 8 weeks)
and anaerobic (climbing stairs of 80 cm, 3 sessions weekly / 8 weeks). We evaluated
blood pressure and ECG intervals considering the QRS, QTc and PR. Data were
compared by Student's t test followed by Tukey test, p <0.05. The findings of this study
showed that the group treated with estrogen values were 21% lower compared to the
control group. With respect to training, we observed that aerobic training promoted 25%

reduction in FC, which reached 37.2% reduction in the presence of estrogen.

In anaerobic training, we observed 28% reduction, which was accentuated to 40%
when estrogen was present. Thus we conclude that treatment with estrogen alone or
associated with physical activity was effective in maintaining and improving conditions in
the metabolic and functional heart in the cardiac changes that accompany the aging
process. Subsequently, we held the fourth paper entitled "Metabolic actions of estrogen in
rats subjected to two types of physical training”. The purpose of this study was to evaluate
whether rats supplemented with estrogen show better responses to the aerobic and
anaerobic physical activity. We used aged Wistar rats (13 months), placed under ideal
conditions of bioterism and divided into experimental groups called Control and Treated
with estrogen (E, 160ug/100g), Aerobically and Anaerobically trained, and Treated with

estrogen or not.

Blood samples were collected for biochemical evaluation and samples of different
muscles of the anterior and posterior were collected for glycogen content assessment by
the phenol sulfuric method. The outcomes show that both estrogen and the different
workout programs promoted increase in muscle glycogen reserves. Besides, the
association of hormone with exercise promoted an additional effect with further enhances

in energy conditions. Additionally, we found lower plasma free fatty acids and abdominal
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fat, and there was also an increase in total protein concentration indicating adjustments in

metabolic homeostasis, an important condition to be preserved in the aging process.

Keywords: estrogen, denervation, muscle, physical therapy, insulin secretion, female
rats, electrocardiography, physical training
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APRESENTAGAO GERAL

Um fato incontestavel que acompanha a sociedade moderna e que vem
ocupando as pautas de discussdes em diferentes setores da sociedade é que a pratica
de exercicios traz beneficios em qualquer idade, melhorando a qualidade de vida.
Neste sentido longevidade e qualidade de vida s&o fatos interligados. A ciéncia afirma
que o envelhecimento fisioldgico ndo acompanha necessariamente a idade
cronolégica, pois isto varia de pessoa para pessoa, levando em conta muitos fatores,
mas principalmente o estilo de vida de cada um. Apesar desta afirmacgao,
concomitante ao envelhecimento ha perda massa muscular, flexibilidade, forga,
controle postural, massa éssea e redugao significativa na produ¢do hormonal, em
suma inevitavelmente ha declinio das capacidades funcionais e modificagdes

fisioldégicas decorrentes do envelhecimento.

Muitos estudos relatam o efeito benéfico de estrégeno como um recurso
importante para minimizar os efeitos deletérios do envelhecimento, porém na década
de 70 a falta de conhecimento especifico, a utilizacdo de forma descriminada, a
prescricdo medicamentosa sem a indicagcao de uma dosagem especifica fizeram com
que surgissem casos de cancer de mama e utero. Apds esse fato veio um periodo de
estagnacdo dos estudos e até certo ponto um “tabu” diante do uso do horménio
estrogénico. Assim sendo, vimos a necessidade de conhecer os mecanismos de acéo
do estrégeno e uma dose que fosse especifica em proporcionar os efeitos benéficos

da reposi¢cao hormonal estrogénica com uma menor ocorréncia dos efeitos colaterais.

Buscando compreender os beneficios da Terapia de Reposicdo Hormonal
(TRH) e da Atividade fisica no processo natural do envelhecimento, decidiu-se por
avaliar o perfil eletrocardiografico de ratas evelhecidas (um ano e meio de idade),
tratadas com estrégeno e que foram submetidas ao Treinamento Fisico Aerdbio e
Anaerobio. Assim, as consideragdes estdo descritas no capitulo 3, onde descreve-se
detalhadamente no artigo “PERFIL ELETROCARDIOGRAFICO DE RATAS
ENVELHECIDAS TREINADAS E TRATADAS COM ESTROGENOQ’.

Uma vez, que existe um consenso dos efeitos benéficos do treinamento Fisico
e também da suplementagdo hormonal resta uma pergunta que intriga a comunidade
cientifica: Qual o tipo de exercicio fisico que devera ser prescrito no processo de
envelhecimento? No capitulo 4, o estudo: “ACOES METABOLICAS DO ESTROGENO
EM RATAS SUBMETIDAS A DOIS TIPOS DE TREINAMENTO FISICO” mostra os

animais submetidos a duas condigdes triviais na pratica regular de exercicio fisico em
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humanos. A natacdo descrita como uma pratica Aerdbica e o treinamento resistido de

forga simulando uma “musculagdo” onde as ratas realizavam exercicio com carga.

Durante a escrita, com o objetivo de ndo se tornar repetitivo achamos melhor
citar apenas as referéncias contidas na contextualizagdo, pois em cada capitulo de

cada estudo ja constam as suas respectivas referéncias.
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2- CONTEXTUALIZAGAO
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CONTEXTUALIZAGAO

As transformacgdes ocorridas no século XX tém trazido beneficios a populacao
com faixa etaria nos limites do envelhecimento refletindo em modificacbes na
morbimortalidade. Este fato exige mudancas nas agbes da comunidade cientifica na
busca de estratégias que possam contribuir para minimizar os problemas deletérios

que acompanham o envelhecimento (Kaeberlein, 2013).

O aumento da expectativa de vida tem propiciado o envelhecimento da
populagdo e aumento nas manifestagcdes de doengas crénico-degenerativas. Dados
recentes do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) indicam uma
estimativa de crescimento no numero de idosos atingindo cerca de 25 milhdes de

pessoas em 2020, dos quais aproximadamente 15 milhdes do sexo feminino.

A pratica de exercicios € um excelente recurso promotor de saude aplicado a
qualquer faixa etaria, com resultados significativamente expressivos nos individuos
idosos, por induzir adaptagoes fisioldgicas e psiquicas representado por: aumento da
massa muscular, melhora da funcdo pulmonar, melhora do perfil lipidico, melhor
controle da glicemia, redugao do massa corporal, diminuicdo do risco de quedas e
fraturas e diminuicdo da mortalidade para portadores de Parkinson, além disso,
também tem sido indicados para portadores de outras doengas neurolégicas como

Alzheimer e esclerose multipla (Eftekhari et al., 2012).

Ha consenso entre cientistas que a atividade fisica, uma vez realizada de forma
sistematica e com planejamento promove a melhoria do condicionamento fisico e
ainda favorece o desenvolvimento de habilidades motoras além de exercer efeito
significante sobre o tamanho, aspecto e fungdo do coragdo podendo influenciar
positivamente na diminuicdo dos fatores de risco no sistema cardiovascular (Dempsey,
2012).

No que tange ao coracdo tem sido descrito que concomitante a pratica de
exercicio aerébio (baixa intensidade e elevada frequéncia) ocorre hipertrofia dos
cardiomidcitos atingindo o sentido longitudinal e como consequéncia, a luz ventricular
aumenta, constituindo um processo descrito como hipertrofia excéntrica. Por outro
lado, no que se refere aos exercicios anaerdbios ou exercicios resistidos (alta
intensidade e baixa frequéncia) sabe-se que promovem aumento da parede ventricular
com possivel diminuicdo de sua luz caracterizando o processo denominado de

hipertrofia concéntrica.
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Cabe ressaltar que tem sido constatado que os cardiomiécitos se adaptam a
sobrecarga de forma pontual a regido ventricular onde estédo localizados (Koch et al.,
2011).

Sabe-se que individuos que mantém a pratica regular de exercicios fisicos
apresentam minimizacao das alteragoes fisioldgicas decorrentes do envelhecimento e
uma significativa melhora na qualidade de vida. Segundo Ferreira (2011) homens
treinados de 50 anos apresentam débito cardiaco significativamente maior do que
sedentarios da mesma idade, no entanto, ainda se apresentam menores se
comparado a homens treinados com 25 anos. Em suma, a constancia na pratica de

exercicios fisicos durante o envelhecimento, minimiza os eventos degenerativos.

Ao se refletir sobre os beneficios propiciados pela pratica de exercicios fisicos
no envelhecimento, destaca-se a intensa melhora na fixagao de calcio nos 0ssos,
auxiliando na prevencdo e no tratamento da osteoporose, aumento na forgca e a

resisténcia muscular, controle postural e flexibilidade (Goulet et al, 2011).

Dentre as modalidades esportivas prescritas no envelhecimento a literatura
mostra conceitos diferenciados, existindo a proposta de atividades aerdbias, no geral
predominam as formas isoténicas ou dindmicas de exercicio, por sua vez, também ha
proposta de exercicios de forca ou resistidos, que predominam as formas isométricas

ou estaticas de exercicio (Kraemer e Ratamess, 2004).

Dentre as opgdes de treinamento fisico o padrdo aerdbio induz adaptagdes
metabdlicas relevantes, tais como aumento nas reservas glicogénicas muscular
expressando uma supercompensagao, aumento na mobilizagdo e contribuicdo dos
lipideos no aprimorando do metabolismo energético, aumento do numero e tamanho
das mitocbéndrias, aumento da atividade das enzimas chave da mobilizagdo e oxidacéo
de lipidios e elevagao na sensibilidade dos tecidos periféricos a insulina (Luciano et al.,
2002).

Considerando-se a especificidade de cada uma dessas atividades, sabe-se que
0 exercicio resistido consiste em uma atividade voltada para o desenvolvimento das
fungdes musculoesqueléticas por meio da aplicagdo de carga, podendo ser imposta

utilizando pesos, sistemas elasticos ou a prépria massa corporal (Camara et al., 2012).

Dentre os fatores que regem as dinamicas dos exercicios resistidos sabe-se que sio
determinados pelos principios do treinamento sendo representados por volume e
intensidade sob condicdo apropriada e adequada aos objetivos pretendidos. No

aspecto conceitual, o volume é expresso em numero de séries e repeticdes, por sua
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vez, a intensidade é representada pelo percentual da maior carga possivel de ser

vencida em uma unica repeti¢ao (Silva et al., 2008; Vale et al., 2006).

A literatura em muito ja buscou conceituar exercicio resistido, no entanto, na
ultima década, a comunidade cientifica passou a demonstrar maior interesse por esse
tipo de treinamento e tem sido relatado sua eficacia no desenvolvimento ou na
manutencao da forga, da poténcia e da massa muscular, trazendo beneficios tanto a
saude quanto no sentido de minimizar o surgimento de doencgas crénicas (Silveira et
al., 2011).

Respeitando-se o estilo de vida ativo e saudavel, a constancia na pratica pode
propiciar retardo na ocorréncia das alteracbes morfofuncionais que ocorrem durante o

envelhecimento refletindo até na melhora da flexibilidade articular (Faria, 2003).

O envelhecimento € um processo caracterizado pelo declinio progressivo de
diferentes sistemas reorganizando o equilibrio homeostatico, certamente de acordo
com a fase etaria. Os processos que caracterizam o envelhecimento sao
representados por modificagbes morfoldgicas, funcionais/bioquimicas e psicoldgicas,
as quais de forma integrada aumentam a vulnerabilidade e proporcionam maior

incidéncia de patologias (Netto, 2004).

Dentre as alteragbes anatomofuncionais observa-se reducdo no ténus
muscular bem como na constituicido dssea levando a mudangas na postura do tronco,
acentuando curvaturas da coluna toracica e lombar, endurecimento das articulagdes
reduzindo a extensdo dos movimentos e produzindo alteragdes no equilibrio e na

marcha (Aagaard et al., 2010)

No que se refere ao tecido muscular sabe-se que entre as varias alteragoes
fisioldgicas que acompanham o processo de envelhecimento destaca-se a sarcopenia
que se fundamenta na perda de massa e consequentente da forga muscular. Um fato
merecedor de destaque é que concomitante a perda de forgca muscular desenvolve-se
as limitagdes funcionais e redu¢do na independéncia. Na busca por minimizar esta
alteragdo anatomofisiolégica tem sido prescrito atividade fisica regular e com peso,
uma vez que, o treinamento resistido produz efeito positivo sobre a massa muscular
esquelética, melhorando a sintese proteica e produzindo a hipertrofia das fibras
(Henwood et al., 2011).

Diversos autores tém sugerido que nos musculos de idosos a capacidade
regenerativa das células satélites € menos eficiente, se comparado ao jovens. Nesses

individuos as unidades motoras tornam-se maiores e sdo menos eficientes, podendo
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gerar tremor e fraqueza (Sverzut, 2003). Fisiologicamente o exercicio resistido
aumenta a sintese proteica da miofibrila muscular com reflexo no aumento na forga em
idosos (Jozsi et al., 1999; Camara et al., 2012).

Avaliar as acdes multifatoriais do estrogeno no musculo esquelético é foco de
estudo de diversos grupos de pesquisa, neste sentido, a literatura tem descrito o que o
estrogeno tem um importante papel enquanto regulador da forgca muscular, atuando
ainda como antioxidante e estabilizador das membranas das fibras musculares
(Ciooca e Vargas-Roiga, 1995; Skelton et al., 1999, Tiidus, 1995).

Estudos relacionados a sinalizagdo do estrégeno tém demonstrado a presenga
de receptores de membrana ligados a fatores de transcricdo, sendo denominados de
receptores de estrégeno (ERs), que se apresentam em 3 tipos denominados de o, B3, ¥
(Mangelsdorf et al., 1995). Dentre estes, os tipos denominados ERa e ERp, sao
expressos na musculatura esquelética humana a nivel de RNAm e somente o tipo ERp
pode ser detectado a nivel proteico (Glenmark et al., 2004; Wiik et al., 2005). Estes
receptores estdo ligados a regulagcdo do metabolismo energético celular, sendo
expressos em maior proporgao em tecidos com alta capacidade de metabolizar acido

graxos (Giguere et al., 1988).

Os receptores de estrogeno pertencem a familia de receptores de transcricao
nuclear, que apresentam homologia composta de estruturas tridimensionais, as quais
geram mudancgas conformacionais ativadoras de eventos ligados a transcricao génica,
eventos ainda ndo conhecidos totalmente, que inclui dimerizacdo do receptor,
interacdo com DNA, recrutamento e interacdo com coativadores, fatores de transcrigdo
e formagao de complexos de pré-iniciagcdo. O dominio N-terminal do receptor nuclear
apresenta a capacidade de codificar uma funcao ativadora denominada AF1, onde
ocorre a interacao proteica por meio de elementos responsivos aos esteroides (ERE).
A comparagao do dominio AF1 nos dois tipos de receptores tem revelado que nos
receptores ERa a porcdo € mais ativa no que se refere a estimulacdo da expressao
génica (Nilsson et al., 2001). Apdés o acoplamento do ligante nos dedos de zinco do
ocorrem mudancgas conformacionais, as quais permitem que coativadores proteicos

sejam recrutados e o sinal transcrito (Piccone, Brazeau e McCormick, 2005).

O estrégeno pode alterar algumas propriedades musculares, uma vez que
muda a responsividade a outros horménios como, por exemplo, ao fator similar a
insulina (IGF) e ao horménio do crescimento (GH), promovendo o crescimento das

fibras por atuar na composicdo da miosina e na sintese proteica (Huss et al., 2004).
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No intuito de descrever a amplitude de acgdo estrogénica no musculo
esquelético diversos cientistas tém demonstrado seu papel na regulagdo do
metabolismo, destacando-se a agao sensibilizadora da via insulinica, a modulagao das
vias insulinicas citosélicas a expressao e translocacdo de GLUT-4, a estimulagao na
fosforilagdo das enzimas Akt, AMPK, e o substrato Akt TBC1D1/4 (Bjornholm e
Zierath, 2005).

Com relacdo a regulagdo da ativacao/transcricdo génica, constatam-se
diferencas em regimes de treinamento ao se comparar o endurance com O
treinamento resistido, onde se observa fosforilagdo da enzima da via insulinica p70s6k
(enzima ribossémica que atua na tradugao de novas proteinas). Assim, no treinamento
de endurance a p70s6k especificamente, na forma fosforilada acelera a tradugao dos
mRNA de proteinas contrateis, aumentando, assim, a sintese dessas proteinas,

induzindo a hipertrofia muscular (Barros e Gustafsson, 2011).

De forma diferenciada o treinamento de endurance induz aumento do mRNA
de varias proteinas mitocondriais e a sinalizagdo para as adaptacdes desse tipo de
exercicio inicia-se com a ativagdo da AMP quinase. Neste sentido ha relatos que sua
ativacao inicia uma cascata de eventos, que implica no aumento de varios fatores de
transcricdo, como, por exemplo, o NRF-123. Esse fator se liga aos promotores génicos
ALA sintase e mTFA, atuando na sintese de proteinas mitocondriais, dentre elas,
enzimas mitocondriais que atuam na fosforilagdo oxidativa (Barros e Gustafsson,
2011).

Cabe ressaltar que a cascata de eventos desencadeada pela AMPK parece ser
responsavel também pelo aumento da expressdo de GLUT4, transportador de glicose
muscular, provavelmente em decorréncia do aumento dos fatores de transcricao
MEF2A e MEF2D25, os quais se encontram aumentados em decorréncia do

treinamento de endurance.

Frente ao exposto ha uma expressiva indicagao terapéutica no uso do estrégeno
enquanto coadjuvante a pratica de atividade fisica para idosos, no entanto, ainda ha
controvérsias sobre a suplementacdo e a melhor opgao de atividade fisica a ser

realizada.
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3- ESTUDO |

PERFIL ELETROCARDIOGRAFICO DE RATAS ENVELHECIDAS
TREINADAS E TRATADAS COM ESTROGENO.

(Artigo submetido na Revista Fisioterapia em Movimento em 23/04/2012, controle n. 0003289).
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RESUMO

A constancia na pratica de exercicio fisico tem sido indicado como um dos
importantes fatores envolvidos na melhora na qualidade de vida. A literatura mostra os
ajustes quimiometabdlicos ligados a pratica, bem como seus reflexos na manutengao
de boas condi¢cdes organicas para a terceira idade. Por outro lado, tem sido
frequentemente descrito beneficios ligados a suplementagdo com estrogeno, de forma
que a reposicdo hormonal pode permitir a manutengdo na homeostase de sistemas
afetados pelo envelhecimento. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
perfil eletrocardiografico bem como as reservas glicogénicas de ratas tratadas com a
associagao estrogeno/atividade fisica. Utilizou-se ratas wistar com 1 ano de idade, as
quais foram submetidas a dois programas de exercicio fisico aerébio (natagao 60 min/
8 semanas/5 vezes semana) e anaerobio (escalada em escada de 80 cm, 3sessdes
semanais/8 semanas). Foram avaliados a pressao arterial e o ECG considerando os
intervalos QRS, QTc e PR. Os dados foram comparados através do teste T de student
e teste de Tukey, p<0,05. Os resultados mostram que, em todas as condicdes, o
estrogeno trouxe beneficios reduzindo a sobrecarga cardiaca representado por menor
frequéncia cardiaca e na velocidade de propagacéo das ondas do ECG. As reservas
glicogénicas ventriculares bem como a relagado peso cardiaco/peso corporal também
apresentaram melhora no conteudo ventricular na presenca do estroégeno, por sua vez,
a relagcdo peso cardiaco/peso corporal também foi expressivamente maior nesta
condigdo. Os dados mostram a importancia da suplementagdo com estrégeno nos

ajustes metabdlicos e orgéanicos funcionais comprometidos pelo envelhecimento.

Palavras Chave: eletrocardiografia, ratas, treinamento fisico aerobio, treinamento fisico

anaerobio, glicogénio.
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ABSTRACT

The constancy in the practice of physical exercise has been nominated as one
of the important factors involved in improving their quality of life. The literature shows
quimiometabolic adjustments related to this practice, as well as, your reflexes in
maintaining good conditions for organic in seniors. Moreover, it has often been
described benefits associated with estrogen supplementation in order that replacement
therapy could allow the maintenance of homeostasis in systems that are affected by
aging. In this context, the objective of this study was to evaluate the
electrocardiographic profile and the glycogen reserves of rats treated with the
combination estrogen / physical activity. We used Wistar rats with 1 year of age, which
were submitted to two programs of aerobic exercise (swimming 60 min / 8 weeks / 5
times per week) and anaerobic (climbing the stairs of 80 cm, 3sessdes week / 8
weeks). We evaluated blood pressure and ECG intervals considering the QRS, QTc
and PR. Data were compared using Student's t test and Tukey test, p <0.05. The
results show that, under all conditions, estrogen has beneficial effect reducing cardiac
load represented by a lower heart rate and reduction of 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 ratio heart weight / body weight was also significantly greater in
this condition. The data show the importance of estrogen supplementation in the

metabolic adjustments and functional organic compromised by aging.

Key words: electrocardiography, rats, physical training, physical training anaerobic

glycogen.
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INTRODUCAO

A constancia na pratica dos exercicios fisicos induz adaptacdes bioquimicas e
morfolégica em diferentes 6rgaos principalmente no sistema muscular (1). Além disso,
a pratica constante de exercicio fisico resulta em adaptagbes organicas de acordo com
as exigéncias e o tipo de atividade. A natacdo € um dos exercicios de caracteristica
aerobia constantemente aplicada no treinamento de humanos bem como em
pesquisas com animais experimentais por possuir caracteristicas que auxiliam o
sistema cardiorespiratério e osteoarticular, facilitando o retorno venoso e diminuindo o
risco de lesbes nas articulagdes, apresentando também maior regularidade no esforgo
fisico (2,3).

A literatura apresenta diversas maneiras de treinamento e constantemente
reitera que a utilizacdo de modelos animais em estudos de programas de treinamento
€ importante visto a possibilidade de manipulagdo das variaveis tais como volume e
intensidade, baseado no fato das respostas ao exercicio, serem semelhantes as
encontradas em seres humanos (4,5). Métodos de treinamento aerdbio que
preconizam protocolos de natagdo em ratos possibilitam um primoroso controle das
respostas fisiolégicas geradas no treinamento possibilitando uma analise de

parametros bioquimicos e moleculares (6,7).

Em humanos, exercicio de for¢a progressiva é reconhecido por sua habilidade
de induzir hipertrofia do musculo esquelético. No intuito de desenvolver um modelo
animal similar o processo de exercicio de forca progressiva em humanos,
HORNERBERG e FARRAR. (8), descreveram um modelo experimental de
treinamento progressivo de forga aplicado para ratos. Esta € uma aplicagao pratica do
principio da sobrecarga e da forma a base da maioria dos programas de treinamento
de forca em humanos (9). O protocolo proposto inicia-se com a determinacao da carga
maxima do animal, a partir de 75% do peso corpéreo, sendo acrescido 30 gr até a
exaustado voluntaria na escalada em escada. Feita a determinacao da carga maxima, o
protocolo de treinamento sugeriu a partir de 50, 75, 90 e 100% da carga maxima em
cada uma das 4 sessbes de treinamento (10,11). O numero de séries, o periodo de
descanso, e a freqUéncia do treinamento assemelham-se a um programa tipico de
treinamento de forga em humano e estdo de acordo com a posicédo de ACSM (12) em

modelos da progressao do exercicio da resisténcia em adultos saudaveis (9).

O eletrocardiograma (ECG) é um dos métodos mais importantes no diagndstico

de alteracbes cardiacas, uma vez que, dependendo da extensdo e comprometimento
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da homeostasia cardiaca observa-se alteracbes nas ondas e nos respectivos
intervalos. As ondas do ECG decorrem da somatdéria temporal de despolarizacbes e
repolarizagdes em grupos de fibras cardiacas representando o sinal elétrico no nédulo
sinusal, atrios, nddulo atrioventricular, feixe de His, rede de Purkinge e massa

ventricular representado pelas ondas P, o complexo QRS e aonda T (13,14).

O obijetivo do trabalho em tela foi avaliar o comportamento eletrocardiografico
de ratas envelhecidas submetidas a treinamento aerébio e anaerébio na presenga ou

nao de estrégeno.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ratas Wistar com 1 ano de idade, provenientes do Biotério da
UNIMEP. Os animais foram alojados em gaiolas coletivas contendo no maximo 4
animais e mantidos em sala climatizada (23+2°C) com ciclo claro/escuro de 12/12 h
recebendo agua e ragdo a vontade. Todos os procedimentos utilizados neste
experimento seguiram as normas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA) e Guidelines of the Department Comparative Medicine at the University of
Toronto e autorizado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFScar
protocolo 011/2006. Os animais foram divididos em 6 grupos experimentais com n=10
e denominados Controle (C); Tratadas com estrogeno (T); Treinamento aerdbio (TA);
Treinamento aerobio + estrégeno (TAE); Treinamento anaerdbio (TANA); Treinamento
anaerdbio tratadas com estrégeno (TANAE). O treinamento aerdbio consistiu de
sessdo de 60 minutos de natacdo em tanque contendo agua a 30 + 2°C durante 8
semanas. Por sua vez, o treinamento anaerdbio (forga) seguiu o protocolo de
HORNERBERG et al. (10), que consistia em subida de escada (1,1 x 0,18m, 2 cm de
espacamento entre os degraus da grade, 80° de inclinagcdo) com uma carga de
aparatos fixados em suas caudas. O tamanho da escada obrigava os animais a fazer
de 8 a 12 movimentos por escalada. O aparato fixado em suas caudas consistia em
frascos cbnicos de varios pesos, presos a uma fita adesiva (figura 1). Na
suplementacdo com estrégeno, foi administrado diariamente, pela via subcutanea,
cipionato de estradiol (160ug/100g peso). Apds o periodo experimental, as ratas foram
anestesiadas com pentobarbital sddico (40mg/Kg, ip) e submetidos a avaliagdo da
atividade elétrica cardiaca (ECG) através do aparelho ECG 98 - HEART WARE®. Para

captacdo do sinal eletrocardiografico os eletrodos foram conectados aos canais do
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computador e registradas trés derivagbes bipolares (DI, DIl e DIll) e nas trés
derivagdes amplificadas (aVR, aVL e aVF) com sensibilidade N e velocidade de 50
mm/s. O intervalo QT foi medido em dez batimentos consecutivos, do inicio do
complexo QRS ao ponto de retorno da onda T isoelétrica. O intervalo QT foi corrigido
pela frequéncia cardiaca usando a féormula de Bazett. Na avaliagdo estatistica foi

utilizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk,T seguido do teste de Tukey, p<0,05.

Figura 1. Animais sob treinamento aerdbio (A) e Escada utilizada no Treinamento de
Forca (1,1 x 0,18m, 2 cm de espagamento entre os degraus da grade, 80° de

inclinagao - B)

RESULTADOS

Dentro da proposta, foi avaliada a frequéncia cardiaca (FC, bat/min) sendo
verificado que o grupo tratado com estrégeno apresentou valores 21% menores se
comparado ao controle. Com relagcédo ao treinamento foi observado que o treinamento
aerdbio promoveu redugao 25% na FC, redugdo que atingiu 37,2% na presenga do
estrogeno. No treinamento anaerdébio foi observado reducao de 28% sendo acentuado

para 40% quando o estrégeno esteve presente (vide figura 2).

Para conhecer o comportamento das dindmicas elétricas cardiacas quando se
associa treinamento fisico com a suplementagado com estrégeno, avaliou-se o intervalo
QRS (ms) sendo observado valores 33% menores no grupo tratado. No mesmo
sentido, foi observado que o grupo submetido a treinamento aerdbio apresentou

valores 32% menores, os quais foram reduzidos ainda mais na presencga do estrogeno
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atingindo valores 45% menores se comparado ao controle e 19% menor do que o
grupo submetido ao mesmo treinamento, porém n&o tratado. No que se refere ao
efeito do treinamento anaerdbio houve reducao de 18% no tempo do intervalo QRS,

no entanto, na presenca do estrogeno a reducao atingiu 31% (vide figura 3).

A avaliagdo intervalo QTc (ms) mostrou que no grupo tratado com estrégeno
houve reducao de 28%. Por sua vez, no grupo submetido ao treinamento aerébio foi
observado redugcdo de 15%, a qual foi mais significativa na presenga do estrogeno
chegando a 22%. O grupo submetido ao treinamento anaerdbio apresentou valores
18% menores se comparado ao controle, enquanto na presenga do estrogeno a

reducéo atingiu 27% (vide figura 4).

Por fim, foi avaliado o intervalo PR (ms) sendo verificado que o grupo tratado
com o estrogeno apresentou redugao de 41%. No grupo submetido ao treinamento
aerdbio houve redugao de 55.6% no intervalo sendo reduzido ainda mais na presenga
do estrégeno chegando a 70%. Se comparado ao grupo nao tratado os valores
apresentam-se 33% menores. No mesmo perfil de andlise foi verificado que o
treinamento anaerdbio promoveu redugao de 22% no tempo e reducao de 32 % no

grupo treinado tratado com o estrégeno ( figura 5).
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Figura 2. Freqiiéncia cardiaca (FC, bat/min) das ratas nas diferentes condi¢gdes experimentais
considerando os grupos Controle (C); Tratadas com estrégeno (T); Treinamento aerdbio (TA);
Treinamento aerdbio + estrogeno (TAE); Treinamento anaerébio (TANA); Treinamento
anaerdébio tratadas com estrogeno (TANAE). Os valores correspondem a média + epm, n=7.
*p<0,05 comparado ao controle, #p<0,05 comparado a mesma condi¢ao de treinamento tratado

com estrogeno.
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Figura 3. Intervalo QRS (ms) das ratas nas diferentes condigbes experimentais considerando

TANAE

os grupos Controle (C); Tratadas com estrogeno (T); Treinamento aerébio (TA); Treinamento
aerdbio + estrégeno (TAE); Treinamento anaerdbio (TANA); Treinamento anaerdbio tratadas
com estrogeno (TANAE). Os valores correspondem a média + epm, n=7. *p<0,05 comparado

ao controle, #p<0,05 comparado a mesma condi¢ao de treinamento tratado com estrégeno.
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Figura 4. Intervalo QTc (ms) das ratas nas diferentes condi¢bes experimentais considerando os
grupos Controle (C); Tratadas com estrégeno (T); Treinamento aerdbio (TA); Treinamento
aerobio + estrégeno (TAE); Treinamento anaerdbio (TANA); Treinamento anaerdbio tratadas
com estrogeno (TANAE). Os valores correspondem a média + epm, n=7. *p<0,05 comparado

ao controle, #p<0,05 comparado a mesma condigao de treinamento tratado com estrogeno.
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Figura 5. Intervalo PR (ms) das ratas nas diferentes condi¢cdes experimentais considerando os
grupos Controle (C); Tratadas com estrogeno (T); Treinamento aerdbio (TA); Treinamento
aerdbio + estrégeno (TAE); Treinamento anaerdbio (TANA); Treinamento anaerdbio tratadas
com estrogeno (TANAE). Os valores correspondem a média + epm, n=7. *p<0,05 comparado

ao controle, #p<0,05 comparado a mesma condigao de treinamento tratado com estrégeno.

Conhecidamente ajustes cardiovasculares ligados a pratica de exercicio fisico
promovem mudangas no eixo elétrico cardiaco, neste sentido, a avaliagdo deste
parametro mostrou que o eixo cardiaco foi desviado da normalidade devido ao
treinamento fisico tanto aerdbio quanto anaerdbio, ressaltando que a suplementagao

com o estrégeno nao influenciou neste comportamento (tabela 2).

Tabela 2. Angulo do vetor cardiaco de ratas nos diferentes grupos experimentais considerando
os grupos Controle; Tratadas com estrégeno; Treinamento aerdbio; Treinamento aerdbio +
estrégeno; Treinamento anaerdbio; Treinamento anaerdbio tratadas com estrogeno. Os valores

correspondem a média £ epm, n = 10. *p<0,05 comparado ao controle.

GRUPOS angulo N
Controle 67,8+ 3,0 7
Estrégeno 72+ 2,0 6
Treinamento Anaerdbio 75+ 16* 6
Treinamento Anaerdébio + Estrégeno 75+ 20" 6
Treinamento Aerdbio 75+ 18* 7
Treinamento Aerébio + Estrégeno 728+ 10" 7




40

Tendo em vista os reflexos da suplementacdo com estrogeno na atividade
cardiaca foram avaliadas as reservas glicogénicas ventriculares e a relacdo peso
cardiaco/peso corporal. Com relacdo ao conteudo de glicogénio, que demonstra o
status energético do musculo, pode ser observado na figura 6 que o tratamento com
estrogeno promoveu elevagao de 177% nas reservas, evento também observado na
associagao do horménio com o treinamento aerébio (69%) e com o treinamento
anaerdbio tratado com estrogeno (38%). Cabe ressaltar que a relagdo peso
cardiaco/peso corporal também foi expressivamente maior na presencga do estrogeno
atingindo valore 20% maiores na presenca do estrogeno; 17% no treinamento

anaerobio e 33% no treinamento aerdbio (vide figura 7).
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Figura 6. Concentragdo de glicogénio ventricular (mg/100mg) das ratas nas diferentes
condigdes experimentais considerando os grupos Controle (C); Tratadas com estrogeno (T);
Treinamento aerdbio (TA); Treinamento aerdbio + estrogeno (TAE); Treinamento anaerdbio
(TANA); Treinamento anaerdbio tratadas com estrégeno (TANAE). Os valores correspondem a
média + epm, n=7. *p<0,05 comparado ao controle, #p<0,05 comparado a mesma condigéo de

treinamento tratado com estrégeno.
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Figura 7. Relagdo peso cardiaco/peso corporal (g/100g) das ratas nas diferentes condi¢des
experimentais considerando os grupos Controle (C); Tratadas com estrogeno (E); Treinamento
anaeroébio tratadas com estrégeno (T ANA + E) e Treinamento aerébio + estrogeno (T Ae + E).
Os valores correspondem a média + epm, n=7. *p<0,05 comparado ao controle, #p<0,05

comparado as demais condigdes.
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DISCUSSAO

A ciéncia busca compreender os beneficios da atividade fisica no processo
natural do envelhecimento, no intuito de manter um estado saudavel, afastando os
fatores de risco que comumente acometem a terceira idade. O exercicio fisico
executado regularmente promove a ativagdo de cascatas moleculares que mantém a
plasticidade neuronal, aumenta a vascularizagdo e a neurogénese, melhora a forca
muscular, coordenagao e equilibrio (15). Na década de 90 foi demonstrado que o
exercicio modifica as alteragbes relacionadas a parede ventricular do miocardio
classicamente descritas no envelhecimento tais como o aumento do tecido intersticial

e acumulo de colageno (16,17,18 ).

O estrégeno é um horménio esterdide feminino responsavel pela manutengao
das fung¢des ciclicas menstruais manifestando agdes multiplas tanto no cisotol quanto
interando-se a complexos de receptores hormonais que sao transcritos no citosol e no
DNA (19,20).

Este trabalho mostra relagdes diretas entre o estrégeno e a fungao cardiaca,
sendo demonstrado reducgio tanto na freqiiéncia cardiaca quanto na condugdo do
impulso nervoso no musculo cardiaco. Esta acao se deve a multifatoriedade
sinalizadora do estrogeno, uma vez que, nos cardiomiécitos o estrégeno exerce acao
modulatoria negativa sobre canais de calcio tipo L reduzindo a excitabilidade cardiaca,
além de estimular canais de K+ do tipo BKca promovendo hiperpolarizagdo e

reduzindo com isto a ativagdo dos canais de calcio (21).

No que se refere a interagdo entre o sistema nervoso e a dindmica cardiaca
sabe-se que a atividade neural € um importante neuromodulador do sistema
cardiovascular influenciando ténica e reflexamente no funcionamento, uma vez que, a
neurotransmissdo além de modificar o débito cardiaco também exerce efeito trofico
sobre as células musculares miocardicas (22,23).Por outro lado, conhecidamente o
estrégeno exerce agao ionotropica negativa reduzindo a concentracdo de adenosina

monofosfato ciclico durante estimulagao beta adrenérgica (23).

O treinamento fisico aerdbio por outro lado, pode induzir adaptacdes
metabdlicas relevantes, tais como o aumento na utilizagdo de glicogénio muscular
durante o exercicio fisico, aumento na contribuicdo dos lipides para o metabolismo

energético, aumento do numero e tamanho das mitocéndrias, aumento da atividade
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das enzimas chave da mobilizacdo e oxidacdo de lipides e aumento da sensibilidade

dos tecidos periféricos a insulina (24,25).

Estudos ligados ao controle da frequéncia cardiaca e suas relagbes com o
treinamento fisico aerdébio constataram bradicardia de repouso indicando que houve
redugdo na responsividade adrenérgica quer seja contribuindo na regularizagéo da
tensdo da vascularizagao periférica ou na atividade do nédulo sinusal (26,27,23).
Estes dados referendam os eventos aqui descritos, € ainda acrescentamos que a
analise eletrocardiografica demonstrou que além da freqiiéncia cardiaca, as vias de
condugao representadas pelos intervalos QRS, QTc e PR, também tiveram seus
tempos reduzidos, indicando que o ajuste € mais amplo do que somente no controle

neural do nédulo sinusal.

E importante salientar que na presenca do estrégeno foi observado um efeito
protetor, onde os parametros desencadeados pelo exercicio aerdbio foram
minimizados tanto no que se refere a freqléncia cardiaca quando aos registros
eletrocardiograficos. A explicagdo para este evento se fundamenta no mecanismo de
acao do estrogeno, o qual ao interagir nas vias citosdlicas e na transcrigdo nuclear
exerce agao inotropica e cronotropica negativa, principalmente atuando na condugéo
idbnica que lentifica a repolarizagdo do miocardio por interferir diretamente na acao de
canais de potassio Kv.4.3 e Kv.1.5 e indiretamente aumentando as trocas Na+/Ca2+
diminui a eficiéncia de canais tipo L (28,29). Os dados aqui apresentados contribuem
para o entendimento dos fatores de protegdo cardiaca gerados na associacdo de
atividade fisica aerdbia com a terapia hormonal estrogénica. Ainda na mesma linha de
raciocinio, merece destacar que na presenga do estrogeno a geragao de espécies
reativas de oxigénio é menor exercendo um beneficio adicional & homeostase do

musculo cardiaco.

Na literatura o exercicio anaerébio é descrito como uma atividade fisica em que
predomina o fornecimento de energia por processos metabdlicos que nao envolvem
oxigénio. Nesta modalidade trabalha-se diversos grupos musculares desenvolvendo
melhor performance em atividades de curta duragao e alta intensidade. Nosso estudo
mostra que a frequéncia cardiaca foi reduzida pelo treinamento anaerébio, se
comparado ao controle e na presenga do estrogeno a intensidade de redugao foi
similar a observada na condicdo aerébia indicando dessensibilizagdo na atividade
autondmica do nddulo sinusal. Esta acdo também se manifestou na analise das ondas
eletrocardigraficas (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
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presenca do estrégeno. Isto sugere que na dindmica cardiaca haja similaridades

quanto a resposta produzida pela associagéo exercicio fisico/estrégeno.

Dentre os substratos metabolizaveis, a glicose se reveste de fundamental
importancia, razdo pela qual o tecido muscular manter reservas efetivas na forma de
glicogénio dando o suporte energético de acordo com a necessidade funcional, assim,
tal qual no musculo esquelético, as reservas glicogénicas ventriculares s&o

importantes para a homeostasia do coragao (29).

No grupo suplementado com estrégeno foi observado aumento significativo nas
reservas glicogénicas que decorre das ag¢des diretas do estrogeno nos cardiomidcitos,
onde o horménio modula a atividade metabdlica, bem como a sensibilidade insulinica.
Para que exerga sua acao os cardiomidcitos apresentam receptores estrogénicos que

transcrevem a agéo multifatorial tanto no citosol quanto no DNA (29).

Foi observado que além do efeito direto na reducao da frequéncia cardiaca, os
intervalos QTC, QRS e PR também foram reduzidos na presenga do estrogeno, este
fato se deve a uma significativa agao protetora do horménio no musculo cardiaco, a
qual se expressa pela capacidade do hormdnio em modular canais ibnicos de potassio
lentificando a repolarizagdo do miocardio e reduzindo a contratilidade, evento
importante enquanto redutor da sobrecarga cardiaca (30). Outro ponto de destaque no
que se refere ao efeito protetor do estrégeno sdo as mudangas no metabolismo
geradas pela atividade fisica bem como a consequénte geracdo de radicais livres.
Neste sentido tem sido descrito que o estrégeno reduz a geragdo mitocondrial de
radicais livres além de exercer agao anti-apoptética, indicando a amplitude de sua

acgao protetora (31).

Na analise do comportamento das reservas glicogénicas ventriculares dos
grupos treinados nao foi observado diferenca nestas reservas no grupo submetido ao
treinamento aerdébio e quando este grupo foi suplementado com estrégeno foi
observado significativo aumento se comparado ao grupo somente treinado ou ao
controle. Por sua vez, no grupo submetido ao treinamento anaerdbio foi verificado
aumento significativo tanto no grupo treinado quanto na presenca do hormdnio. Cabe
ressaltar que todos os grupos suplementados com estrégeno demonstraram elevagao
nas reservas glicogenicas independente da modalidade do treinamento, acdo que

também se expressou no grupo suplementado nao treinado.
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4- ESTUDO Il

AGCOES METABOLICAS DO ESTROGENO EM RATAS SUBMETIDAS A
DOIS TIPOS DE TREINAMENTO FISICO.

(Artigo submetido em 11 de marco de 2013 na Revista Experimental Gerontology)

Titulo resumido: ACAO DO ESTROGENO EM RATAS TREINADAS



50

RESUMO

A proposta deste estudo foi avaliar se ratas suplementadas com estrégeno
apresentam melhores respostas frente a atividade fisica aerébia e anaerébia. Foram
utilizadas ratas Wistar envelhecidas (13 meses) acondicionadas sob condigbes ideais
de bioterismo e divididas em grupos experimentais denominados Controle e Tratadas
com estrégeno (E,160ug/100g), Treinado aerdbio e treinado anaerdbio tratados ou nao
com estrégeno. Foram coletadas amostras de sangue para avaliagdo bioquimica e
amostras de diferentes musculos dos membros anteriores e posteriores para avaliagao
do conteudo de glicogénio pelo método do fenol sulfurico. Os resultados mostram que
tanto o estrégeno quanto os diferentes treinamentos promoveram elevagdo nas
reservas musculares de glicogénio, por outro lado, na associagdo do horménio com o
exercicio fisico, foi verificado um efeito aditivo que promoveu a melhora ainda mais
expressiva nas condicbes energéticas. Associado a isto, foi verificado menores
concentragdes plasmaticas de acidos graxos livres e gordura abdominal e ainda houve
elevagdo na concentragdo de proteinas totais indicando ajustes na homeostasia

metabdlica, condi¢do importante a ser preservada no processo de envelhecimento.
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INTRODUCAO

A literatura apresenta diversas maneiras de treinamento e constantemente
reitera que a utilizacdo de modelos animais em estudos de programas de treinamento
€ importante visto a possibilidade de manipulagdo das variaveis tais como volume e
intensidade, baseado no fato das respostas ao exercicio, serem semelhantes as
encontradas em seres humanos. Métodos de treinamento aerdbio que preconizam
protocolos de natacdo em ratos possibilitam um primoroso controle das respostas
fisiolégicas geradas no treinamento possibilitando uma analise de parametros

bioquimicos e moleculares (Araujo et al., 2010).

Em humanos, exercicio de forga progressiva é reconhecido por sua habilidade
de induzir hipertrofia do musculo esquelético. No intuito de desenvolver um modelo
animal similar o processo de exercicio de forga progressiva em humanos, Hornerberg
e Farrar (2004), descreveram um modelo experimental de treinamento progressivo de
forca aplicado para ratos. Esta € uma aplicagdo pratica do principio da sobrecarga e
da forma a base da maioria dos programas de treinamento de forca em humanos
(Kraemer et al., 2002). O protocolo proposto inicia-se com a determinacao da carga
maxima do animal, a partir de 75% do peso corpéreo, sendo acrescido 30 gr até a
exaustado voluntaria na escalada em escada. Feita a determinacao da carga maxima, o
protocolo de treinamento sugeriu a partir de 50, 75, 90 e 100% da carga maxima em
cada uma das 4 sessbes de treinamento (Hornerberg e Farrar 2004). O numero de
séries, o periodo de descanso, e a freqiéncia do treinamento assemelham-se a um
programa tipico de treinamento de forca em humano e estdo de acordo com a posi¢ao
de ACSM (2002) em modelos da progressédo do exercicio da resisténcia em adultos

saudaveis (Kraemer et al., 2002).

Uma das formas de melhorar a sinalizagao tecidual a insulina é a pratica de

exercicio fisico tanto aerébio quanto resistidos (lvy, 2004; Sundell, 2011).

No trabalho de Martinelli (2009) foi demonstrado que a expressdo do GLUT 4
torna-se aumentada frente a exercicio aerébio, em especial a natacido. Outro fator a se
considerar é que outras moléculas também estdo envolvidas na relagao sinalizacao
insulinica/atividade aerdbia merecendo destaque a proteina quinase dependente de
AMP (AMPK). A AMPK ¢ a enzima que detecta variagbes na necessidade energética
celular, de forma que quanto ha reducao da energia disponivel, tais como no exercicio

fisico, ha variagao na sua expressao (Kemp et al., 1999; Musi et al., 2001).
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Embora ainda ndao haja consenso sobre a possivel elevagdo na expressao do
GLUT 4, estimulada pela AMPK, existem estudos que sugerem veracidade na
hipétese (Hardie, 2003, Towler e Hardie, 2007). Considera-se ainda que a pratica de
exercicio fisico seja um dos fatores que promovem aumento na expressao da AMPK (
Hawley e Lessard, 2008).

A proposta deste trabalho foi avaliar se ratas suplementadas com estrégeno

apresentam melhores respostas frente a atividade fisica aerdbia e anaerdbia.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ratas Wistar com 1 ano de idade, provenientes do Biotério da
UNIMEP. Os animais foram alojados em gaiolas coletivas contendo no maximo 4
animais e mantidos em sala climatizada (23 + 2°C) com ciclo claro/escuro de 12/12 h
recebendo agua e ragdo a vontade. Todos os procedimentos utilizados neste
experimento seguiram as normas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA) e Guidelines of the Department Comparative Medicine at the University of
Toronto e autorizado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFScar
protocolo 011/2006. Os animais foram divididos em 6 grupos experimentais com n=10
e denominados Controle (C); Tratadas com estrégeno (E); Treinamento aerdbio (TA);
Treinamento aerébio + estrégeno (TAe); Treinamento anaerdbio (TAna); Treinamento
anaerdbio tratadas com estrégeno (TAnaE). O treinamento aerdbio consistiu de
sessdo de 60 minutos de natacdo em tanque contendo agua a 30 + 2°C durante 8
semanas. Por sua vez, o treinamento anaerdbio (forga) seguiu o protocolo de
Hornerberg e Farrar (2004), que consistia em subida de escada (1,1 x 0,18m, 2 cm de
espacamento entre os degraus da grade, 80° de inclinagcdo) com uma carga de
aparatos fixados em suas caudas. O tamanho da escada obrigava os animais a fazer
de 8 a 12 movimentos por escalada. O aparato fixado em suas caudas consistia em
frascos cobnicos de varios pesos, presos a uma fita adesiva (figura 1). Na
suplementagdo com estrégeno, foi administrado diariamente, pela via subcutanea,
cipionato de estradiol (160ug/100g peso; Severi et al.,, 2009). Apés o periodo
experimental, as ratas foram anestesiadas com pentobarbital sédico (40mg/Kg, ip) e
amostras de sangue e musculares coletadas e encaminhadas para avaliagdo do
conteudo de glicogénio. Na avaliacao estatistica foi utilizado o teste de normalidade de

Shapiro-Wilk, seguido do teste de Tukey, p<0,05.
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Figura 1. Animais sob treinamento aerobio ( A ) e Escada utilizada no Treinamento de Forga

(1,1 x 0,18m, 2 cm de espacamento entre os degraus da grade, 80° de inclinacao (B)

RESULTADOS

Inicialmente foram avaliadas as reservas glicogénicas musculares na presenca
do estrogeno sendo verificado que o tratamento promoveu elevagdo de 115% no
s6leo, 54% no gastrocnémio porgéo branca, 71,7% no extensor digital longo, 183% no

tibial anterior, 321% no biceps e 88% no triceps como demonstrado na figura 2.

Dentro do mesmo padrédo de andlise foi observado elevagdo de 90% no
musculo abdominal e peitoral, 67% no intercostal e 186% no paravertebral (vide figura
3)

Uma vez que, a proposta esta ligada a avaliagéo dos efeitos do exercicio fisico
na presenga do hormdnio, passou-se a avaliar o comportamento das reservas
glicogénicas sendo verificado que uma expressiva melhora tanto no exercicio aerébio
atingindo 51% so6leo, 54% no gastrocnémio porgcéo branca, 25% no extensor digital
longo. Por outro lado, na presenga do treinamento anaerébio as reservas
apresentaram-se 94% maiores no soleo, 250% no gastrocnémio porgao branca e 28%

no extensor digital longo (figura 4).
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Este efeito também foi observado nos demais musculos sendo constatado
elevacédo de 250% no musculo abdominal, 240% no peitoral, 113% no intercostal e

100% no paravertebral (vide figura 5)
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Figura 2. Concentracdo de glicogénio (mg/100mg) nos musculos séleo (S), gastrocnémio
porgéo branca (GB), extensor longo dos dedos (ELD), tibial anterior (TA), biceps (B) e triceps
(T) de ratas controle (C) e tratadas com estrégeno (E, 160 ug/100g). Os valores correspondem

a média £ epm, n=8. *p<0,05 comparado ao controle.
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Figura 3. Concentracédo de glicogénio (mg/100mg) nos musculos abdominal (A), peitoral (P),
intercostal (l) e paravertebral (PR) de ratas controle (C) e tratadas com estrogeno (E, 160

pg/100g). Os valores correspondem a média £ epm, n=8. *p<0,05 comparado ao controle.
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Figura 4. Concentragdo de glicogénio (mg/100mg) nos musculos sdéleo (S),Gastrocnémio
branco (GB) e extensor longo dos dedos (ELD) de ratas controle (C) e tratadas com estrégeno
(E, 160 pg/1009g) e treinamento aerdbio (TAe) e anaerdbio (TAna) treinadas com estrégeno
(AeE; AnaE). Os valores correspondem a média + epm, n=8. *p<0,05 comparado ao controle; #

p<0,05 comparado ao E, ~ comparado ao Ae, ~ comparado ao Ana, a comparado ao Ana.
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Figura 5. Concentragdo de glicogénio (mg/100mg) nos musculos abdominal (A),Peitoral (P),
Intercostal (I) e paravertebral (PR) de ratas controle (C) e tratadas com estrogeno (E, 160
Mg/100g) e treinamento aerdbio (Ae) e anaerdbio (Ana) treinadas com estrégeno (AeE; AnaE).
Os valores correspondem a média + epm, n=8. *p<0,05 comparado ao controle; # p<0,05
comparado ao E, ~ comparado ao Ae, ~ comparado ao Ana, a comparado ao Ana.
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Ao analisar o peso dos animais foi verificado que na presencga do estrogeno
houve reducao de 10% enquanto na presenca dos treinamentos houve perda de peso

de 15% sem diferenga entre os treinamentos como mostra a figura 6.
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Figura 6. Peso corporal (g) de ratas controle (C) e tratadas com estrégeno (E, 160 ug/100g) e
treinadas aerobio (TAe) e anaerdbio (TAna). Os valores correspondem a média + epm, n=8.
*p<0,05 comparado ao controle, #p<0,05 comparado ao tratado com o estrégeno, ~ comparado
ao TAe. a comparado ao TAeE, b comparado ao TAna.

Dentro de um aspecto mais amplo da avaliagdo, uma atengao especial foi
direcionada a parametros plasmaticos iniciando pelo comportamento glicémico, sendo
verificado a manutencao de indices normoglicemicos, com especial atengdo para o
fato dos valores ficarem proximo da base inferior da normalidade. No mesmo sentido
foi verificado que a concentragdo plasmatica de acidos graxos livres apresentou-se
menor nos grupos treinados atingindo valores 34% menores no grupo submetido ao
treinamento aerdbio e 25% no grupo submetido a treinamento anaerdbio. No mesmo
sentido observou-se redu¢do no conteudo de gordura abdominal chegando a valores
62% menores no grupo submetido ao treinamento aerdbio e 52% no grupo submetido
a treinamento anaerdbio. No mesmo perfil foi observado que a concentragcao de
proteinas totais foram elevadas em 51% no grupo submetido ao treinamento aerébio e

20% no grupo submetido a treinamento anaerdbio (tabela 1).
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Tabela 1. Pardmetros fisioldégicos dos grupos controle (C ), treinamento Aerébio + estrogeno
(Ae + E), treinamento Anaerdbio + estrégeno (Ana + E). Os valores correspondem a média +

epm, n=8. *p<0,05 comparado ao controle.

Glicemia Acidos graxos Gordura Proteinas totais
(mg/dL) livres (mmol/L) abdominal (g) (mg/dL)
C 8727 1,22 + 0,03 12,43 0,7 7,04 +0,1
E 81,83+3,5 1,91 £ 0,009 8,72+0,5 10,67 £ 1,3*
Ae 97,88 £+ 5,7 0,88 £ 0,1* 12,68 £ 0,4 9,33+1,7*
Ae + E 78,25+ 3,3 0,92 + 0,04* 4,74 +0,4* 10,67 £ 1,3*
Ana 97 + 3,9 0,33 £ 0,07* 11,35+ 0,4 15,35 + 2,0*
Ana + E 77,67 £ 3,4 0,81 +0,01* 5,95+ 0,5* 8,48 +1,9*
DISCUSSAO

E consenso entre especialistas e cientistas que a pratica da atividade fisica
deve fazer parte das atividades diarias, com especial atencdo a fase de
envelhecimento, uma vez que, o exercicio fisico praticado de forma regular retira o
organismo da homeostase, promove aumento na demanda energética permitindo

melhora na qualidade de vida (Civinsky et al., 2011).

As reservas glicogénicas determinam a resisténcia do organismo a atividade
fisica, de forma que, o aumento no conteudo indica melhor resisténcia enquanto a
reducao expressiva indica exaustao (Jensen et al., 2011). Apesar de ser demonstrado
que estas reservas sido controladas por inumeros fatores, tais como, bioquimicos,
neurais ou endocrinos, a eficiéncia dos sistemas tornam-se reduzidas com o
envelhecimento (laia et al., 2010). No que se refere ao controle endécrino, tem sido
descrito que o estrogeno exerce um papel importante no controle das reservas
energéticas estando seu receptor presente em inimeros tcidos, em especial nas fibras
musculares, onde exerce agdo na via insulinica (Barros e Gustafsson, 2011). Os
resultados mostram que os musculos suplementados apresentaram maiores reservas
glicogenicas reiterando a agdo hormonal na via insulinica, mais especificamente,

ativando as dindmicas que convergem para a glicogénese (Tarnopolsky, 2008).
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Sabe-se que o treinamento fisico € um conjunto de procedimentos
organizados, que tem como alvo executar uma performance maxima num periodo
determinado (Silva et al.,). O treinamento fisico pode variar de acordo com os
objetivos, podendo ser anaerdbio ou aerdbico desempenhando papel fundamental na
manutencdo da massa muscular além de ajustes funcionais de diversos sistemas do
organismo (Silva et al., 2007; Campos et al., 2002). No mesmo perfil da analise, foi
avaliado o comportamento das reservas glicogénicas na associagcao
treinamento/tratamento com estrégeno, iniciando a avaliagdo com atividade fisica
aerdbia, sendo escolhido o modelo de natagao por respeitar a duragao, frequéncia da
atividade, bem como na temperatura da agua indicada para a espécie (Martinelli,
2009, Pasini et al., 2012).

A literatura apresenta classicas descricbes indicando que o treinamento
aerobio eleva a taxa de ressintese muscular de glicogénio por promover adaptagdes
nos sistemas sinalizadores com acgao facilitadora do processo que modula as taxas de
ressintese desta reserva de substrato metabdlico (Figueira et al., 2007). Nesta fase do
estudo foi observado que as reservas musculares foram expressivamente elevadas na
associagao atividade fisica/estrogeno indicando um efeito potencializador do horménio
sobre as respostas adaptativas geradas pelo treinamento fisico (Koricanac et al.,
2007).

Um ponto importante a se salientar € que durante o exercicio fisico ha
diferencas entre a mobilizagdo das reservas glicogénicas, considerando-se os
diferentes tipos de fibras musculares, no entanto, se ha regularidade no treinamento
as reservas musculares de glicogénio tornam-se maiores se comparado com
individuos sedentarios, visto que, sequencialmente as sessbes de treinamento ha
supercompensagao na recuperagao pos-exercicios, fenbmeno que envolve aumento
da sensibilidade das vias insulinicas e no conteudo da proteina transportadora de
glicose, GLUT-4 facilitando a formacao das reservas (Thorell et al., 1999; Hussey et
al., 2011).

Com relagéao ao treinamento aerdbio na presenga do estrégeno, foi verificado
que o efeito potencializador glicogénico manifestou-se em maior intensidade em
musculos com predominio de fibras tipo |, indicando a supercompensacado. Este
fendmeno pode ser explicado pelo aumento na atividade da MAPKs e na transcrigao

do sinal no DNA como recentemente preconizado (Wiik A, 2008; Gorres et al., 2011).

O treinamento de forga é um exercicio fisico que implica na agdo muscular

contra uma forca de oposi¢cdo, sendo essencial para melhora no desempenho,
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podendo beneficiar quanto a poténcia, promoc¢ao de hipertrofia muscular e diminui¢cao
da gordura corporal (Haskell et al., 2007). A literatura tem demonstrado que o
treinamento de forga provoca um aumento na massa muscular devido a um aumento
no tamanho das fibras musculares, principalmente as do tipo lIA, provocando assim

um aumento na for¢a muscular (Campos et al., 2002)

Trabalhos realizados com animais de experimentagdo comparando tipos de
exercicios fisicos e suas relagbes com o ganho ou perda de massa corporal, ndo
apresentam consenso ao indicar tanto perda de peso quanto a nao diferengca na
massa corporal total entre os animais que treinaram e sedentarios, sendo sugestivo a
realizacado de outros estudos que venham a contribuir com a literatura no ambito da
inter-relagao, treinamento fisico e massa corporal (Silva et al., 2007; Freiberger et al.,
2011).

Na avaliagdo das reservas glicogénicas dos animais submetidos a treinamento
anaerobio tratados com o estrogeno foi observado que as reservas apresentaram-se
significativamente maiores se comparado aos demais grupos. A explicagado para a
intensa resposta de supercompensacao se deve as fortes relagbes fisioldégicas que
ligam a sinalizag&o citosodlica e nuclear de receptores de estrogenos do tipo E2 a e a
modulagao de respostas metabdlicas ou funcionais (Ignacio et al., 2009, Barros et al.,
2009).

Tem sido descrito que fémeas possuem um expressivo dimorfismo sexual em
relagao ao treinamento fisico, sendo mais ativas que os machos, perfil explicado pelas
altas concentragbes de estrogeno, uma vez que, quando foram avaliadas ratas
ovariectomizadas treinadas (anaerébio) e comparada com um grupo ha mesma
condicdo experimental tratada com o horménio, foi observado que ratas
ovariectomizadas tratadas apresentaram melhor resisténcia ao exercicio fisico que

pode representar melhor condicionamento (Gentry e Wade, 1996).

Outro fator a se considerar se refere a presenca de receptores nucleares 6rfaos
denominados ERRa, os quais sao essenciais para a regulacdo metabdlica, por
apresentarem expressdo aumentada frente ao treinamento fisico (Lemoine et al.,
2002, Villena et al.,, 2007). Cabe ressaltar que este estudo retrata o efeito do
treinamento em ratas envelhecidas as quais apresentam fisiologicamente reducéo na
populagao de receptores estrogénicos, e os dados indicam beneficios na associagao
estrogeno atividade anaerdébia (Ignacio et al., 2009; Ferreira et al., 2011; Wend et al.,
2012). Devemos considerar ainda, que tem sido descrito que o estrogeno também

exerce agao neuroprotetora ao aumentar a plasticidade neuronal, principalmente no
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que se refere a sinapse e memodria, fatores que podem auxiliam na coordenacao da

pratica de exercicio fisico (Marosi et al., 2012).

Ao analisar o peso dos animais foi verificado que na presencga do estrdgeno
houve reducgdo, no entanto, na presencga dos treinamentos a perda de peso foi ainda
maior. Uma explicagcdo para este fato se deve a expressdo da agao estrogénica no
sistema nervoso central onde o hormdnio promove redugdo na ingesta alimentar e
modificacdo na homeostasia metabdlica (Breton et al., 2011). Sabendo-se que o papel
do estrégeno na regulacdo da gordura corporal € um evento multifatorial podemos
interpretar que os efeitos se devam a alteragbes na populagao e nas vias sinalizadoras
dos receptores estrogénicos, na atividade da enzima aromatase, bem como na
diminuicdo de receptores de leptina no hipotalamo, o que causaria diminuicdo da
saciedade, maior ingestdo e consequente ganho de massa corporea como descrito em
camundongos com deficiéncias nestas vias (Brittany et al., 2011; Garcia-Mayor et al.,
2012).

Por fim, uma vez constatado beneficios tanto com relagdo a reducido da
gordura corporal quanto a concentragdo plasmatica de acidos graxos livres,
direcionou-se o estudo a avaliacdo do comportamento glicémico e das proteinas totais
plasmaticas, nao sendo verificado alteragdes nos valores glicEmicos de jejum. Neste
sentido, tem sido descrito reducido da sensibilidade a insulina concomitante ao
envelhecimento, porém, nos grupos treinados a glicemia apresentou-se dentro da
normalidade, sendo sugestivo que frente a pratica de exercicio fisico ocorrem ajustes
tanto na sensibilidade insulinica dos tecidos periféricos quanto no processo secretorio
da insulina, associagdo que permite um fino ajuste na glicemia tal qual intensamente
estudado em diabéticos submetidos a programas de treinamento fisico (Ribeiro et al.,
2008; Behboudi et al., 2011; Iscoe e Riddell, 2011).

CONCLUSAO

A suplementacdo com cipionato de estradiol promoveu a formacido de
expressivas reservas glicogénicas quando associado ao treinamento fisico sendo

observado maior eficiéncia na pratica anaerébia.
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CONCLUSOES GERAIS

As diferentes analises realizadas nesta tese tinham como eixo norteador auxiliar
no entendimento das nuances ligadas a pratica de atividade fisica e as respostas
adaptativas do organismo em processo de envelhecimento. Neste contexto, foram
inseridas nas analises os eventos associados a suplementacdo com cipionato de

estradiol, assim os dados permitiram concluir que:

a) O estrogeno apresentou propriedades protetoras do musculo cardiaco
promovendo a formag¢ao de maiores reservas glicogénicas ventriculares independente
da modalidade do treinamento, além de modular a propagagédo do sinal elétrico no

musculo cardiaco.

b) Na analise da associagdo do estrogeno com diferentes treinamentos foi
verificado elevagcdo nas reservas musculares de glicogénio, indicando melhora
expressiva nas condi¢cdes energéticas. Associado a isto, foi verificado menores
concentracdes plasmaticas de acidos graxos livres e gordura abdominal e ainda houve
elevagdo na concentragdo de proteinas totais indicando ajustes na homeostasia

metabdlica, condicdo importante a ser preservada no processo de envelhecimento.

c) A suplementacdo com cipionato de estradiol promoveu a formacdo de
expressivas reservas glicogénicas quando associado ao treinamento fisico sendo

observado maior eficiéncia na modalidade pratica anaerdbia.

Este trabalho demonstrou que o estrégeno melhora todos os aspectos
analisados, e a associagdo com 0O exercicio aerébio e anaerdbico potencializa a
resposta protetora, contudo a avaliacdo dos efeitos dos exercicios nado permite
categorizar uma das modalidades como sendo a melhor em todos os aspectos, pois
em alguns aspectos o treinamento aerdbico se mostrou melhor, porem, sobre outro
foco a treinamento anaerdbico se mostra mais efetivo principalmente no processo de

envelhecimento.
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Resumo (idioma original)

RESUMO

A constancia na pratica de exercicio fisico tem sido indicado como um dos
importantes fatores envolvidos na melhora na qualidade de vida. A
literatura mostra os ajustes quimiometabdlicos ligados a pratica, bem como
seus reflexos na manutencdo de boas condicbes orgénicas para a terceira
idade. Por outro lado, tem sido frequentemente descrito beneficios ligados
a suplementagdo com estrogeno, de forma que a reposicdo hormonal pode
permitir @ manutencdo na homeostase de sistemas afetados pelo
envelhecimento. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
perfil eletrocardiografico bem como as reservas glicogénicas de ratas
tratadas com a associagdo estrogeno/atividade fisica. Utilizou-se ratas
wistar com 1 ano de idade, as quais foram submetidas a dois programas de
exercicio fisico aerdbio (natagdo 60 min/ 8 semanas/5 vezes semana) e
anaerobio (escalada em escada de 80 cm, 3sessdes semanais/8 semanas).
Foram avaliados a pressdo arterial e o ECG considerando os intervalos

QRS, QTc e PR. Os dados foram comparados através do teste T de student
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e teste de Tukey, p<0,05. Os resultados mostram que, em todas as
condicbes, o estrébgeno trouxe beneficios reduzindo a sobrecarga cardiaca
representado por menor frequéncia cardiaca e na velocidade de
propagacao das ondas do ECG. As reservas glicogénicas ventriculares bem
como a relacdo peso cardiaco/peso corporal também apresentaram melhora
no conteudo ventricular na presenga do estrégeno, por sua vez, a relagao
peso cardiaco/peso corporal também foi expressivamente maior nesta
condicdo. Os dados mostram a importancia da suplementacdo com
estrogeno nos ajustes metabdlicos e organicos funcionais comprometidos

pelo envelhecimento.

Palavras-chave no idioma principal

Eletrocardiografia. Ratas. Treinamento fisico aerdbio. Treinamento fisico anaerébio.
Glicogénio.

Titulo do manuscrito em ingles
Electrocardiographic profile of old female rats trained and treated with

estrogen

Abstract

ABSTRACT

The constancy in the practice of physical exercise has been nominated as
one of the important factors involved in improving their quality of life. The
literature shows quimiometabolic adjustments related to this practice, as
well as, your reflexes in maintaining good conditions for organic in seniors.
Moreover, it has often been described benefits associated with estrogen
supplementation in order that replacement therapy could allow the

maintenance of homeostasis in systems that are affected by aging. In this
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context, the objective of this study was to evaluate the
electrocardiographic profile and the glycogen reserves of rats treated with
the combination estrogen / physical activity. We used Wistar rats with 1
year of age, which were submitted to two programs of aerobic exercise
(swimming 60 min / 8 weeks / 5 times per week) and anaerobic (climbing
the stairs of 80 cm, 3sessbes week / 8 weeks). We evaluated blood
pressure and ECG intervals considering the QRS, QTc and PR. Data were
compared using Student’s t test and Tukey test, p <0.05. The results show
that, under all conditions, estrogen has beneficial effect reducing cardiac
load represented by a lower heart rate and reduction of 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
ratio heart weight / body weight was also significantly greater in this
condition. The data show the importance of estrogen supplementation in

the metabolic adjustments and functional organic compromised by aging.
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Electrocardiography. Rats. Physical training. Physical training anaerobic. Glycogen.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate whether rats supplemented with
estrogen presented better responses to aerobic and anaerobic physical activity. Aged
Wistar female rats (13 months) were used, housed under ideal vivarium conditions and
divided into experimental groups denominated Control and Estrogen treated
(E,160ug/100g), Aerobic Trained and Anaerobic Trained, either treated with estrogen
or not. Blood samples were collected for biochemical evaluation of plasmatic free fatty
acid and samples of different muscle, for glycogen content evaluation by the
phenolsuphuric method or total protein content. The abdominal fat also is collect. In the
statistical evaluation, we used the Shapiro-Wilk normality test followed by ANOVA and
Tukey test, p<0.05. The results showed that both estrogen and the different training
protocols promoted elevation in the muscle glycogen reserves; on the other hand, in
association of the hormone with physical exercise, an additive effect was verified,
which promoted an even more expressive improvement in energy conditions.
Associated with this, lower plasma concentrations of free fatty acids and abdominal fat
were verified, and there was elevation of the total protein content in skeletal muscle,
indicating adjustments in metabolic homeostasis, an important condition to be
preserved in the aging process. This study shows that association of physical exercise

and estrogen promote an special nutritional condition that could be important in the

aging.

Key Words: Female rats, Estrogen, Aerobic exercise, Anaerobic exercise
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INTRODUCTION

The literature presents various training methods and constantly reiterates that the
use of animal models in training program studies is important, considering the
possibility of manipulating the variables, such the time, frequency and intensity, based
on the fact that responses to exercises will be similar to those found in human beings.
Aerobic training methods that recommend swimming protocols in rats have enabled
excellent control of the physiological responses generated in training, making it
possible to analyze the biochemical and molecular parameters (Araujo, 2010). In
humans, progressive strength exercise is recognized because of its ability to induce
skeletal muscle hypertrophy. With the intention of developing an animal model similar
to the process of progressive strength exercise in humans, Hornerberg and Farrar
(2004), described an experimental progressive resistance training model applied in
rats. This is a practical application of the overload principle and provides form to the
basis of the majority of resistance training programs in humans (Kramer et al., 2002).
The proposed protocol begins with the determination of the animal's maximum load, as
from 75% of body weight, with 30 g being added until voluntary exhaustion in a scale
consisting of steps. After maximum load has been determined, the training protocol
suggested from 50, 75, 90 and 100% of maximum load in each of the 4 training
sessions (Hornerberg e Farrar, 2004). The number of series, rest period and frequency
of training are similar to a typical resistance training program in humans, and is in
accordance with the position of RALPH et al. (2004) in resistance exercise progression
models in healthy adults (Kramer et al., 2002). One of the ways of improving insulin
signaling in tissues is the practice of both aerobic and resistance physical exercise (lvy,
2004; Sundell, 2011). In the study of Martinelli (2009) it was demonstrated that GLUT 4
expression is increased in response to aerobic exercise, especially swimming. Another
factor to consider is that other molecules are also involved in the insulin/aerobic activity
signaling relationship, and AMP dependent protein kinase (AMPK) deserves emphasis.
AMPK is the enzyme that detects variations in cell energy requirement, so that when
there is a reduction in available energy, such as in physical exercise, there is variation
in its expression (Kemp et al.,, 1999; Musi et al.,, 2001). Although there is still no
consensus about the possible elevation in GLUT 4 expression, stimulated by AMPK,
there are studies that have suggested the veracity of the hypothesis (Hardie, 2003,
Towler and Hardie, 2007). It has also been considered that the practice of physical
exercise is one of the factors that promote an increase in AMPK expression (Hawley

and Lessard, 2008). The estrogenic activity is multifactorial and is remarkably active in
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the functional regulation of metabolism in different tissues. In the 1990s, estrogen
receptors, named as ER, were detected and cloned; since then, isoforms of this protein
have been detected in various tissues in special in skeletal muscle (Feng and Wang,
2004). Recent studies have shown that the estrogenic therapies are extremely
important to restructure the energetic conditions of a skeletal muscle submitted to
disuse condiction, but the literature don’t show if the association of estrogen therapy
and physical exercise has a benefical effect in aging process (Severi et al., 2007; 2009;
La Colla et al., 2013)

The purpose of this study was to evaluate whether rats supplemented with

estrogen presented better responses to aerobic and anaerobic physical activity.

MATERIALS AND METHODS

One-year-old female Wistar rats (230-280g), obtained from the UNIMEP
vivarium were used in the study. The animals were housed in collective cages
containing a maximum of 4 animals per cage, kept in an acclimatized room (23 £ 2°C)
with a 12/12 hour light/dark cycle, and received food and water ad libitum. All the
procedures used in this experiment were performed in accordance with the rules of the
Brazilian College of Animal Experimentation - COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal) and the Department of Comparative Medicine Guidelines of
the University of Toronto. The study was authorized by the Ethics Committee on
Animal Experimentation of UFSCar, Protocol 011/2006. The animals were divided into
6 experimental groups with n=10 animals in each group, denominated Control (C);
Treated with estrogen (E); Aerobic Training (Ae); Aerobic Training + estrogen (AeE);
Anaerobic Training (TAna); Anaerobic Training treated with estrogen (TAnaE). The
aerobic training consisted of 60-minute sessions of swimming in a tank containing
water at a temperature of 30 + 2°C for 8 weeks. In turn, aerobic (resistance) training
followed the Hornerberg and Farrar (2004) protocol, which consisted of climbing stairs
(1.1 x 0.18m, 2 cm spacing between the steps of the grid, inclination of 80°) with a load
of appliances fixed to their tails. The size of the stairs obliged the animals to make 8 to
12 movements every time they climbed the stairs. The appliance fixed to their tails
consisted of conical flasks with different weights, fixed with adhesive tape (Figure 1).
In supplementation with estrogen, estradiol cypionate (160ug/100g weight; Severi et
al., 2009) was administered subcutaneously three times per week. After the

experimental period, the rats were anesthetized with sodium pentobarbital (40mg/Kg,
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ip) and blood collected to evaluation the plasmatic free fat acid concentration and
muscle samples were collected evaluation the glycogen by reserves by fenol sulphuric
method (Siu et al., 1970) and total protein concentration (laboratorial KIT, Labtest). The
abdominal fat was collected and weighed. In the statistical evaluation, we used the
Shapiro-Wilk normality test followed by ANOVA and Tukey test, p<0.05.

Figure 1. Animals undergoing aerobic training ( A ) and Stairs used in Resistance Training (1.1

x 0.18m, 2 cm spacing between the steps of the grid, and inclination of 80° ( B )

RESULTS

Initially the muscle glycogen reserves in the presence of estrogen were
evaluated, and it was verified that the treatment promoted a rise of 115% in the soleus,
54% in the white portion of the gastrocnemius, 71.7% in the long digital extensor,
183% anterior tibial, 321% in the biceps and 88% in the triceps, as demonstrated in
Figure 2. Within the same pattern of analysis, a rise of 90% was observed in the
abdominal and pectoral muscles, 67% in the intercostal and 186% in the paravertebral
muscles (see Figure 3). As the proposal was connected with evaluation of the effects of
physical exercise in the presence of the hormone, the behavior of the glycogen
reserves were also evaluated, and an expressive improvement was verified in aerobic

exercise, attaining 51% in the soleus, 54% in the white portion of the gastrocnemius,
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and 25% in the long digital extensor. Whereas, in the presence of anaerobic training,
the reserves were shown to be 94% higher in the soleus, 250% in the white portion of
the gastrocnemius and 28% in the long digital extensor (Figure 4). This effect was
also observed in the other muscles, with a rise of 250% being observed in the
abdominal and 240% in the pectoral, 113% in the intercostal and 100% in the
paravertebral muscles (see Figure 5). From a broader aspect of evaluation, special
attention was paid to the plasmatic parameters, starting with glycemic behavior, and
maintenance of the normoglycemic indices was verified, with special attention to the
fact that the values remained close to the lower base of normality. In the same context
it was verified that the plasma concentration of free fatty acids was shown to be lower
in the trained groups, attaining 34% lower values in the group submitted to aerobic
training and 25% in the group submitted to anaerobic training. In the same context a
reduction in abdominal fat content was observed, attaining values 62% lower in the
group submitted to aerobic training and 52% in the group submitted to anaerobic
training. In the same profile, it was observed that the total protein concentrations were
elevated by 51% in the group submitted to aerobic training and 20% in the group
submitted to anaerobic training (Table 1). When analyzing the animals' weight, it was
verified that in the presence of estrogen there was a 10% reduction, whereas in the
presence of training there was 15% weight loss without difference between the types of

training as shown in Figure 6.
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Figure 2. Glycogen concentration (mg/100mg) in the soleus (S) white portion of the

Glycogen (mg/100mg)

gastrocnemius (GB), extensor digitorum longus (EDL), anterior Tibial (TA), biceps (B)
and triceps (T) of the control rats (C), and those treated with estrogen (E). The values

corresponded to the mean + epm, n=8. *p<0.05 compared with the control.
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Figure 3. Glycogen concentration (mg/100mg) in the abdominal muscles (A), Pectoral
(P), intercostal (I) and paravertebral (PV) of the control rats (C), and those treated with
estrogen (E). The values corresponded to the mean + epm, n=8. *p<0.05 compared with

the control.
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Figure 4. Glycogen concentration (mg/100 mg) in soleus (S), white gastrocnemius (WG) and
extensor digitorum longus (EDL) muscles of control rats (C) and treated with estrogen (E, 160
Mg/100g) and aerobic training (TAe) and anaerobic (TAna) trained with estrogen (AeE, Ana E).
Values are mean * sem, n = 8. * p <0.05, compared to control, # p <0.05 compared to E, ~

compared to Ae, » compared to Ana, a compared to the Ana.
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Figure 5. Glycogen concentration (mg/100 mg) in abdominal muscles (A), pectoral (P),
Intercoastal (I) and paraspinal (PR) of control rats (C) and treated with estrogen (E, 160
Mg/100g) and aerobic training (Ae) and anaerobic (Ana) trained with estrogen (AeE; AnaE).
Values are mean + sem, n = 8. * p <0.05 compared to control, # p <0.05 compared to E,
compared to ~ Ae, ~ compared to Ana, a compared to the Ana.



TAeE

TAna

TAna E

89

Figure 6. Body weight (g) of control rats (C) and treated with estrogen (E, 160 ug/100g), trained

aerobic (Ae) and anaerobic (Ana) and trained Aerobic and Anaerobic estrogen. Values are

mean + sem, n = 8. * p <0.05 compared to control, # p <0.05 compared to treated with estrogen,

compared to ~ Tae; a compared to the TAeE b compared to Ana.

Table 1. Physiological parameters of control (C), treated with estrégrno (E); Aerobic training

(Ae); Aerobic training with estrogen (ESA); trained anaerobic (Ana); trained Anaerobic estrogen

(anaerobic). Values represent mean + sem, n = 8. * p <0.05 compared to control.

Glicemia Acidos graxos Gordura Proteinas totais
(mg/dL) livres (mmol/L) abdominal (g) (mg/dL)
C 87 2,7 1,22 £ 0,03 12,43 0,7 7,04 +£0,1
E 81,83+3,5 1,91 £ 0,009 8,72+0,5 10,67 £ 1,3*
Ae 97,88 + 5,7 0,88 £ 0,1* 12,68 £ 0,4 9,33+1,7*
Ae + E 78,25+ 3,3 0,92 + 0,04* 4,74 + 0,4* 10,67 £ 1,3*
Ana 97 + 3,9 0,33 £ 0,07* 11,35+ 0,4 15,35 + 2,0*
Ana + E 77,67 £3,4 0,81 £0,01* 5,95+ 0,5* 8,48 £ 1,9*
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DISCUSSION

It is consensus among specialists and scientists that the practice of physical
activity should form part of daily activities, with special attention to the stage of aging,
since physical exercise practiced regularly removes the body from homeostasis,
promotes an increase in energy demand, and allows improvement in the quality of life
(Civinsky et al., 2011). Glycogen reserves determine the body's resistance to physical
activity, so that the increase in content indicates better resistance while expressive
reduction indicates exhaustion (Jensen et al., 2011). Although it has been
demonstrated that these reserves are controlled by innumerable factors, such as
biochemical, neural or endocrine factors, the efficiency of the systems becomes
reduced with aging (laia et al., 2010). With reference to endocrine control, it has been
described that estrogen plays an important role in the control of energy reserves, and
its receptor is present in innumerable tissues, especially in muscle fibers, in which it
acts on the insulin pathway (Barros and Gustafsson, 2011). The results showed that
the supplemented muscles presented larger glycogen reserves, reiterating the normal
action on the insulin pathway, more specifically, activating the dynamics that converge
for glycogenesis (Tarnopolsky, 2008). It is known that physical training is a set of
organized procedures whose target is to carry out maximum performance in a
determined period (Silva et al., 2007). Physical training may vary according to the
objectives, and may be anaerobic or aerobic, playing a fundamental role in the
maintenance of muscle mass, in addition to functional adjustments in various systems
of the body (Silva et al., 2007; Campos et al., 2002). In the same profile of analysis,
the behavior of glycogen reserves in the association of training/treatment with estrogen
was evaluated, starting the evaluation with aerobic physical activity. The swimming
model was chosen because it respects the duration, frequency of activity, and water
temperature indicated for the species (Martinelli, 2009, Pasini et al., 2012). The
literature presents classic descriptions indicating that aerobic training raises the muscle
glycogen resynthesis rate, because it promotes adaptations in the signaling systems
with the action of facilitator of the process that modulates the resynthesis rates of this
metabolic substrate reserve (Figueira et al., 2007). In this stage of the study it was
observed that the muscle reserves were expressively elevated in the association of
physical activity/estrogen, indicating a potentiating effect of the hormone on the
adaptive responses generated by physical training (Koricanac et al., 2007). An
important point to emphasize is that during physical exercise there are differences

between the mobilization of glycogen reserves, considering the different types of
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muscle fibers. However, if the training is regular, the muscle glycogen reserves
become high when compared with those of sedentary individuals, considering that after
the training sessions there is overcompensation in post-exercise recovery. This
phenomenon involves an increase in sensitivity of the insulin pathways and in the
content of the glucose transporting protein, GLUT-4 facilitating the formation of
reserves (Thorell et al., 1999; Hussey et al., 2011). With regard to aerobic training in
the presence of estrogen, it was verified that the glycogen potentiating effect was
manifested with greater intensity in muscles with predominance of Type | fibers,
indicating overcompensation. This phenomenon may be explained by the increase in
MAPK activity and in the transcription of the signal in DNA as was recently indicated
(Wiik A, 2008; Gorres et al.,, 2011). Strength training is a physical exercise that
involves muscle action against an opposing force, and is essential for improvement in
performance. It may be beneficial as regards power, promotion of muscle hypertrophy
and reduction in body fat (Haskell et al., 2007). The literature has demonstrated that
strength training causes an increase in muscle mass due to an increase in the size of
muscle fibers, particularly type IIA. thus causing an increase in muscle strength
(Campos et al., 2002). Studies conducted in experimental animals, comparing the
types of physical exercises and their relationships with gain or loss of body mass, have
not presented any consensus when indicating both weight loss and no difference in
total body mass between animals that trained and those that were sedentary. This
suggests that further studies should be conducted in order to contribute to the
literature as regards the inter-relationship between physical training and body mass
(Silva et al., 2007; Freiberger et al., 2011). In the evaluation of glycogen reserves of
animals submitted to anaerobic training and treated with estrogen, it was observed that
the reserves were shown to be significantly high when compared with the other groups.
The explanation for the intense response of overcompensation is that it is due to the
strong physiological relations that link the cytosolic and nuclear signaling of type E2 a
estrogen receptors and the modulation of metabolic or functional responses (Ignacio et
al., 2009, Barros et al., 2009). It has been reported that females have an expressive
sexual dimorphism with regard to physical training, as they are more active than males,
a profile explained by the high concentrations of estrogen, because when
ovariectomized trained (anaerobic) rats were evaluated and compared with a group in
the same experimental condition treated with the hormone, it was observed that the
treated ovariectomized rats presented better resistance to physical exercise, which
may represent better conditioning (Gentry and Wade, 1996). Another factor to consider
is the presence of orphan nuclear receptors denominated ERRa, which are essential

for metabolic regulation, because the show increased expression in response to
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physical training (Lemoine et al., 2002, Villena et al., 2007). It should be pointed out
that this study describes the effect of training on older rats, which physiologically
present a reduction in the estrogen receptor population, and data indicate benefits in
the association of estrogen and anaerobic activity (Ignacio et al., 2009; Ferreira et al.,
2011; Wend et al., 2012). Furthermore, it must be considered that it has been reported
that estrogen also exerts a neuroprotective action by increasing neuronal plasticity,
particularly with reference to synapse and memory, factors that may help in the
coordination of practicing physical exercise (Marosi et al., 2012). When analyzing the
animals' weight, it was verified that in the presence of estrogen there was a reduction,
however, in the presence of training there was an even greater weight loss. An
explanation for this is the expression of estrogen action on the central nervous system,
in which the hormone promotes a reduction in food ingestion and modification in
metabolic homeostasis (Breton et al., 2011). Knowing that the role of estrogen in the
regulation of body fat is a multifactorial event, one could interpret the effects as being
due to alterations in the population and signaling pathways of estrogen receptors, in
activity of the aromatase enzyme, and in the reduction in leptin receptors in the
hypothalamus, which would cause diminishment in satiety, greater ingestion and
consequent gain in body mass, as described in mice with deficiency in these pathways
(Brittany et al., 2011; Garcia-Mayor et al., 2012). Having found benefits both with
regard to the reduction in body fat and plasma concentration of free fatty acids, the
study was directed towards the evaluation of glycemic behavior and plasma total
proteins, and no alterations in fasting glycemic values were found. In this context,
concomitant reduction in sensitivity to insulin with aging has been described, however,
in the trained groups glycemia was shown to be within the range of normality, which
suggests that when physical exercise is practiced, adjustments occur both in insulin
sensitivity of the peripheral tissues and in the insulin secretary process, an association
that allows a fine adjustment in glycemia which has been so intensively studied in
diabetics submitted to physical training programs (Ribeiro et al., 2008; Behboudi et al.,
2011; Iscoe e Riddell, 2011). An important point to emphasize is that because it
concerns a process of aging, one would expect a natural and gradual loss of muscle
mass. Whereas, it has been demonstrated resistance exercise programs have an
expressive action on both hypertrophy and muscle strength and on anticatabolic action,
a unique situation in the condition and preservation of metabolic and structural

functions of the elderly person's musculature, according to Ferreira et al. (2012).
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CONCLUSION

Supplementation with estradiol cypionate promoted the expressive formation of
glycogen reserved in skeletal muscle. This effect will be greater if associated with
physical training, and could be an pharmacological tool adjuvant to promote the high

efficiency in practice of physical exercise, the is an important factor in aging process.
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