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RESUMO 

Introdução: Estudos demonstraram maior prevalência e intolerância aos estímulos 
dolorosos em mulheres e que esse dimorfismo sexual é modulado pelos hormônios 
gonadais. Os benefícios da prática de exercícios físicos regulares para a prevenção e 
redução de quadros álgicos já são conhecidos, porém, pouco se sabe sobre a 
influência dos hormônios gonadais nesse processo. Portanto, o objetivo deste estudo 
foi investigar se o ciclo estral modula a dor muscular aguda e persistente em 
camundongos fêmeas e sua prevenção por meio de exercícios físicos regulares. 
Metodologia: Para este estudo foram utilizados camundongos Swiss Fêmeas e 
machos obtidos do CEMIB-UNICAMP. Os experimentos foram aprovados pelo 
Comissão de Ética em Pesquisa Animal da Universidade Estadual de Campinas 
(5234-1/2019). Um modelo animal de transição de dor muscular aguda em persistente 
foi utilizado. Para isso, foi injetado carragenina (Cg) no músculo gastrocnêmio direito, 
promovendo uma sensibilidade prévia. Após um intervalo de 10 dias, foi realizada 
nova injeção de Prostaglandina E2 (PGE2) no mesmo local, verificando-se a 
cronificação através dos limiares mecânico nociceptivos do músculo, quantificado pelo 
analgesímetro Randall Selitto antes e após as injeções. Para avaliar a participação do 
ciclo estral neste modelo, realizamos a técnica de lavado vaginal antes e após as 
injeções e do exercício físico. Para avaliar o efeito preventivo do exercício físico, os 
animais foram submetidos à natação antes da injeção de carragenina. Resultados: 
Quando a Cg foi injetada em proestro, a hiperalgesia muscular aguda foi maior nas 
fêmeas do que nos machos (p <0,0001, ANOVA, teste de Tukey). Em estro e diestro, a 
Cg induziu menor hiperalgesia muscular aguda em camundongos fêmeas do que em 
machos (p <0,05, ANOVA, teste de Tukey). Em metaestro, a Cg induziu hiperalgesia 
muscular em fêmeas com intensidade semelhante aos machos (p> 0,05, ANOVA, 
teste de Tukey). Considerando a hiperalgesia muscular persistente, as fêmeas que 
estavam na fase de estro no momento da injeção de Cg apresentaram hiperalgesia 
semelhante a machos (p> 0,05, ANOVA, teste de Tukey), enquanto as fêmeas nas 
demais fases apresentaram menor hiperalgesia do que os machos (p <0,05, ANOVA, 
teste de Tukey). Comparando as respostas entre camundongos fêmeas, nossos 
resultados mostraram que em proestro, a Cg induziu maior hiperalgesia muscular 
aguda comparada às outras fases (p <0,05, ANOVA Two Way, pós-teste de Tukey). Na 
fase de estro, a Cg induziu maior hiperalgesia muscular persistente comparada às 
demais fases (p <0,05, ANOVA Two Way, pós-teste de Tukey). Quando analisamos a 
fase estral em fêmeas previamente sensibilizadas pelo Cg, a PGE2 induziu 
hiperalgesia muscular crônica semelhante (p> 0,05, ANOVA Two Way, pós- teste de 
Tukey). O exercício físico por natação evitou a cronificação da hiperalgesia muscular 
de forma semelhante em camundongos machos e fêmeas em todo o ciclo estral (p> 
0,05, ANOVA, teste de Tukey). Conclusão: Resultados demonstraram que o ciclo 
estral modula a hiperalgesia muscular aguda e persistente, sendo mais importante 
para o desenvolvimento do que para a manutenção da hiperalgesia muscular 
persistente. O exercício físico é eficiente em prevenir a hiperalgesia muscular em 
camundongos fêmeas, mas não foi influenciada pelo ciclo estral. 

Palavras-Chave: Hiperalgesia Muscular, Dimorfismo Sexual, Exercício Físico 

 



ABSTRACT 

Introduction: Studies show greater prevalence and intolerance to painful stimuli in 
women and this sexual dimorphism is modulated by gonadal hormones. The benefit 
from regular physical exercise to prevent and/or reduce painful conditions is known, 
but so little is known about the influence of the gonadal hormones in the process. 
Therefore, the aim of this study was to investigate if the acute and persistent muscle 
hyperalgesia is modulated by estrous cycle in female mice and its prevention by regular 
physical exercise. Methodology: Swiss female mice (60 days old) obtained from 
CEMIB-UNICAMP were used for this study. All experiments were approved by the 
Animal Research Ethics Committee of Campinas State University (5234- 1/2019). An 
animal model of transition from acute to persistent muscle hyperalgesia was used. To 
this end, carrageenan (Cg) was injected into the right gastrocnemius muscle. After an 
interval of 10 days, an injection of prostaglandin E2 (PGE2) was performed at the same 
site. The mechanical muscle nociceptive thresholds was analyzed by the Randall 
Selitto analgesimeter before and after the injections. To evaluate the participation of 
the estrous cycle in this model, we performed the technique of vaginal washing before 
and after the injections and physical exercise. To evaluate the preventive effect of 
physical exercise, the animals were submitted to swimming before the injection of 
carrageenan. Results: When Cg was injected into proestrus, acute muscle 
hyperalgesia was greater in females than in males (p <0,0001, ANOVA, Tukey test). In 
estrus and diestrus, Cg induced less acute muscle hyperalgesia in female mice than 
in male mice (p< 0.05, ANOVA, Tukey test). In metestrus, Cg induced muscle 
hyperalgesia in females similarly to male mice (p> 0.05, ANOVA, Tukey test). 
Considering persistent muscle hyperalgesia, females who were in the estrus phase at 
the time of Cg injection showed hyperalgesia similar to males (p> 0.05, ANOVA, Tukey 
test), while females in the other phases had less hyperalgesia than males (p< 0.05, 
ANOVA, Tukey test). Comparing the responses among female mice, our results 
showed that in proestrus, Cg induced greater acute muscle hyperalgesia compared to 
other phases (p< 0.05, Two Way ANOVA, Tukey post-test). In the estrus phase, Cg 
induced greater persistent muscle hyperalgesia compared to the other phases (p< 0.05, 
Two Way ANOVA, Tukey post-test). When we analyzed the estrous phase in females 
previously sensitized by Cg, PGE2 induced similar persistent muscle hyperalgesia (p> 
0.05, Two Way ANOVA, Tukey post-test). Physical exercise by swimming similarly 
prevented the chronification     of muscle hyperalgesia in male and female mice 
throughout the estrous cycle (p> 0.05, ANOVA, Tukey test). Conclusion: Results 
showed that the estrous cycle modulates acute and persistent muscle hyperalgesia, 
which is more important for the development of persistent muscle hyperalgesia than 
for its maintenance. Physical exercise is efficient in preventing muscular hyperalgesia 
in female mice, but it was not influenced by the estrous cycle. 

Keywords: Muscle Hyperalgesia, Sexual Dimorphism, Physical Exercise 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A dor é uma modalidade sensorial, que também pode ser interpretada como 

um evento responsável por proteger o corpo de diversos insultos (LALISSE et al., 

2018). É considerada como uma das condições que mais afetam os seres humanos, 

cuja incidência tende a aumentar cada vez mais com o avanço da idade populacional 

(SIMON, 2012). 

É conhecida também por ser uma das doenças que mais levam o indivíduo 

a procurar ajuda médica, devido à quantidade de debilidades e incapacidades que a 

mesma pode causar, trazendo grande prejuízo socioeconômico, fato que é agravado 

principalmente quando essa dor se torna persistente, passando do estágio de dor 

aguda para crônica (GUREJE et al., 1998, TURK & RUDY, 1988). Contudo, apesar do 

seu caráter incapacitante, as alternativas para o tratamento da dor crônica ainda são 

pouco efetivas (LI et al., 2021). 

Além disso, dados mais recentes obtidos a partir do estudo de mecanismos 

envolvidos no processamento e manutenção da dor em diferentes sexos apontam 

outro grande problema nas pesquisas acerca do assunto. Diversos estudos apontam 

grandes divergências, que mostram que não só a prevalência, mas também a 

intolerância ao estímulo doloroso é maior em mulheres. Tal fato pode ser constatado 

através de estudos epidemiológicos, que demonstram que a população feminina que 

sofre com dores crônicas é 6% maior quando comparada à população masculina 

(FILLINGIM et al., 2009; MOGIL, 2012). 

Um relatório consensual (GREESPAN et al., 2007) apontou que quando 

tratamos de estudos que envolvam dor e seus mecanismos relacionados ao 

dimorfismo sexual, devemos levar consideração alguns pontos considerados cruciais, 

como as condições que levam a expressão das diferenças sexuais quanto a 

experiência e a reatividade a um evento doloroso, quais os mecanismos que medeiam 

esse processo e também qual o nível de influência que isso causa no tratamento 

clínico da dor. 

Com isto, cada vez mais estudos vem tentando desvendar os mecanismos 

e vias que atuam na ativação e manutenção da dor em ambos os sexos, levando em 

consideração os achados que apontam diferenças importantes no processamento 
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desta condição. Tais diferenças podem ser verificadas tanto em relação a atuação de 

diferentes células imunes, como também a influência dos hormônios sexuais, bem 

como a interação desses dois fatores no processamento da dor (SORGE et al., 2015). 

Sabe-se que os níveis de hormônios gonodais (estrogênio, progesterona e 

testosterona) sofrem flutuações ao longo da vida e que tais substâncias possuem 

efeitos diretos no sistema nervoso central e periférico, sendo que esta flutuação é mais 

pronunciada em mulheres do que em homens (MANSON, 2010). Tal fato se dá em 

decorrência de diversos eventos como a gravidez, menopausa e principalmente 

durante as várias fases que compõem o ciclo menstrual (FILLINGIM et al., 2009). 

Em uma situação fisiológica, os hormônios sexuais são produzidos e 

excretados de acordo com a fase do ciclo reprodutivo em que a mulher se encontra, 

sendo responsáveis por desempenhar importantes funções no organismo, 

influenciando inclusive diversas funções sistêmicas, como no modo em como a dor é 

percebida e modulada, por exemplo. 

Martin (2009) mostrou em seu estudo de revisão que a flutuação dos níveis 

hormonais que ocorre durante o ciclo é responsável por afetar a sensibilidade dolorosa 

não só em mulheres, mas também em modelo animal. Além disto, outros estudos 

também relataram que vários tipos de dor, incluindo a musculoesquelética, 

normalmente afetam mais as mulheres, particularmente entre os 18 e 44 anos de 

idade, ou seja, durante grande parte do período reprodutivo (KORFF et al., 1988, DE 

ANGELIS et al., 2005) 

Vários estudos apontam de forma bem consolidada a presença de uma 

analgesia induzida pela gravidez, que pode ser explicada em partes pela ativação do 

sistema opioide mediada pelo aumento da concentração dos níveis de estrogênio e 

progesterona (DAWSON-BASOA & GINTZLER, 1996). Estas flutuações hormonais 

também ocorrem com maior frequência durantes as diferentes fases do ciclo 

menstrual, podendo este, ser um fator que contribui diretamente para a existência de 

uma diferença no comportamento doloroso. 

Em camundongos, o ciclo estral é dividido em 4 fases: estro, metaestro, 

diestro e proestro, sendo que durante as duas primeiras etapas, os níveis de 

estrogênio são mais baixos, tendo um aumento gradual durante a fase diestro e 

finalmente alcança o seu pico durante a fase proestro, diminuindo a sua 
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concentraçãoainda ao final desta mesma fase. Já a progesterona alcança o seu pico 

de concentração ao final da fase de metaestro e novamente ao final de proestro 

(BUTCHER, 1974; MARTIN, 2009). 

O estrogênio e a sua ação nas vias periféricas e centrais relacionadas a dor 

é uma pauta que vem sendo cada vez mais estudada, porém ainda permanece pouco 

esclarecida. Alguns dados apontam para o fato de que respostas inflamatórias 

normalmente são mais evidenciadas em mulheres do que em homens e que isto pode 

estar fortemente associado aos níveis de estrogênio. Estes estudos mostram que 

níveis mais altos deste hormônio podem induzir uma resposta anti-inflamatória, por 

outro lado níveis mais baixos podem desencadear nenhuma ou então uma resposta 

pró-inflamatória. (STRAUB, 2007). 

Um estudo demonstrou a ligação dos hormônios gonodais ao sistema 

opioide, mostrando que mulheres com uma maior ativação dos receptores mu- 

opioides cerebrais e com níveis mais altos de estradiol e baixos de progesterona 

possuíam uma menor resposta a sensibilidade dolorosa, enquanto níveis diminuídos 

de estrogênio conferiam uma menor ativação desses receptores (ZUBIETA et al., 

2002). Entretanto, outros estudos demonstram que dependendo do modelo de 

hiperalgesia utilizado, o estrogênio pode atuar como um fator pró-nociceptivo em 

roedores (CHANG et al., 2019). Uma revisão sistemática apontou que a grande 

maioria dos estudos que investigam a dor durante o ciclo estral demonstram que o 

aumento da sensibilidade dolorosa ocorre durante a fase proestro, sendo o estrogênio 

apontado justamente como um fator pro-nociceptivo (MARTIN, 2009). Tais dados 

ajudam a embasar ainda mais a existência de uma diferença no comportamento 

doloroso e da possibilidade da ativação de diferentes vias de sinalização dolorosa 

durante as diferentes fases do ciclo reprodutivo. 

Por outro lado, através do modelo desenvolvido por Dina e colaboradores 

(2008), sabe-se que a injeção intramuscular de carragenina é capaz de promover uma 

sensibilização prévia do neurônio nociceptivo aferente primário, fazendo com que 

após uma injeção de PGE2 no mesmo local, o animal desenvolva uma resposta 

hiperalgésica muscular persistente e intensa. 

Uma vez que esta diferença pode ser mediada diretamente pela 

comunicação entre os hormônios sexuais femininos e a atividade das células do  
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sistema imunes durante o processo inflamatório, a investigação a fim de entender 

melhor a série de mecanismos envolvidos na manutenção e processamento da dor se 

mostra de extrema importância, mesmo que embora venham sendo cada vez mais 

estudados, ainda seguem pouco esclarecidos e, portanto, sem um tratamento efetivo. 

Embora já seja bem estabelecido que o exercício físico é capaz de causar 

efeitos benéficos a saúde, impactando diretamente na melhora da qualidade de vida, 

a sua aplicação vem se tornando bem mais ampla. O exercício físico vem ganhando 

cada vez mais espaço como um meio de prevenção e tratamento efetivo para a dor 

crônica. Já é visto na literatura que quando praticado regularmente, é capaz de 

prevenir o desenvolvimento de hiperalgesia, através da modulação de vias de 

sinalização do sistema nervoso central (SLUKA, 2013). 

No modelo de exercício físico utilizado em nosso laboratório (AZAMBUJA 

et al., 2021), foi visto que o exercício físico de intensidade moderada, utilizando um 

protocolo de natação realizado por três semanas consecutivas, foi capaz de produzir 

não só uma hipoalgesia na lesão aguda causada após a injeção intramuscular de 

carragenina, mas também foi capaz de impedir a cronificação da dor muscular em 

camundongos machos. 

Leung et al., (2016) mostrou em seu estudo que tanto camundongos do 

sexo feminino, como do sexo masculino não desenvolveram hiperalgesia muscular 

crônica após serem submetidos ao exercício físico por oito semanas. Esta analgesia 

pode ser explicada pela modulação do sistema imunológico e da liberação de 

substâncias anti-inflamatórias que impedem o desenvolvimento e estabelecimento da 

dor muscular crônica. 

As vias pelas quais o exercício atua para prevenir o desenvolvimento da 

nocicepção são diversos, porém a forma pelo qual o mesmo atua se mostra muito 

mais complexo. Para entender melhor como ele promove os seus efeitos benéficos na 

dor, é necessário também compreender como os diferentes tipos de exercício físicos, 

duração e intensidade podem promover a hipoalgesia. Tal investigação se torna ainda 

mais complexa, quando surge a hipótese de que a resposta ao exercício físico pode 

diferir de acordo com cada uma das fases do ciclo estral. Sendo assim, dada a 

importância da investigação dos mecanismos envolvidos na transição e manutenção 

da dor muscular crônica, o objetivo do presente estudo é presença de uma diferença 
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comportamento doloroso entre machos e fêmeas em nosso modelo de dor crônica e 

entre as diferentes fases do ciclo estral e ainda se a resposta do exercício físico como 

meio de prevenção a dor crônica ocorre de forma diferente durante essas fases. 

1.1 Hiperalgesia Muscular 
 

A dor muscular é capaz de trazer diversas manifestações que são descritas 

como sensação de dor penetrante, radiante e difusa acompanhado por muitas vezes 

de hiperalgesia. Podemos definir o conceito de hiperalgesia como um aumento na 

sensibilidade dos receptores capazes de perceber o estímulo doloroso, sendo que 

esses são chamados de nociceptores e estão localizados no tecido profundo, 

caracterizando-a como uma sensibilização periférica. No entanto, ela também pode 

ser ocasionada por uma sensibilização central onde há um aumento na resposta 

neuronal no corno dorsal da medula. Tanto a sensibilidade quanto a propagação do 

estímulo doloroso estão diretamente relacionados tanto as mudanças no controle 

descendente dos chamados centro supra espinhais, como ao aumento da atividade 

sináptica em neurônios situados no sistema nervoso central (GRAVEN-NIELSEN & 

ARENDT-NIELSEN, 2010) 

Quando tratamos da dor muscular agudam podemos dizer que ela é 

percebida como uma resposta a ativação dos nociceptores polimodais relacionados 

às fibras aferentes, localizados no tecido profundo, podendo liberar neuropeptídeos 

sensibilizantes que irão sensibilizar este nociceptor levando ao quadro de hiperalgesia 

(MENSE, 1993). 

Embora durante muitos anos o conceito de agudo e crônico trazido tenham 

sido definidos como fenômenos distintos, após anos de estudos chegou-se em um 

consenso de que não existia uma diferença mecânica entre ambos conceitos, exceto 

pela presença de cortes temporais baseados no tempo de permanência daquela 

condição (CROFT et al., 1993). Após anos de experiência clínica, pode-se observar a 

possibilidade da existência de uma transição funcional do estado de dor aguda para a 

crônica, embora haja casos onde a dor aguda persista sem nunca se tornar um 

fenômeno persistente (CERBO et al., 2000). 

Estudos demonstraram a ocorrência de alterações plásticas em circuitos do 

sistema nervoso central devido ao aumento da atividade nas fibras aferentes 

nociceptivas (KAYSER et al., 1998). Com isso, após a percepção de que algumas 
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condições de dor crônica poderiam ser iniciadas através de episódios de dor aguda o 

que suscitou um interesse em isolar as fases aguda e persistente da hiperalgesia a 

fim de avaliar como se dava a ocorrência desse fenômeno. Para isso, foi utilizada uma 

injeção de carragenina resultando em uma inflamação de curta duração na pata 

traseira do rato associada ao quadro de hiperalgesia aguda, levando a uma diminuição 

do limiar para a resposta de retirada. Dias depois, foi realizada uma nova injeção 

usando uma citocina inflamatória, a PGE2, sendo capaz de gerar uma resposta 

hiperalgésica ainda mais intensa e duradoura, denominada como hiperalgesia 

persistente. Nesse modelo é importante salientar que o uso da PGE2 sem a indução 

de uma lesão anterior seria capaz de gerar apenas uma hiperalgesia aguda de apenas 

4 horas de duração (ALEY et al., 2000, DINA et al., 2008, JORGE, et al., 2020). 

O uso desse modelo possibilitou então o estudo do chamado priming 

hiperalgésico, que pode ser definido como um quadro de hipersensibilidade latente a 

chamada hiperalgesia inflamatória que ainda se encontra intensa e presente mesmo 

semanas depois do insulto inflamatório (REICHLING & LEVINE, 2009). 

1.2 Ciclo estral 
 

A estimativa do ciclo estral em camundongos é tida como uma excelente 

forma de avaliar o funcionamento do sistema reprodutor de camundongos fêmeas, 

sendo que a técnica de lavado vaginal (GODMAN et al., 2007) é uma das mais 

conhecidas e utilizadas em estudos biológicos. 

Além disso, os camundongos vêm se mostrando como um excelente 

modelo para estudos envolvendo hormônios e reprodução, uma vez que seu ciclo 

possui curta duração (4 a 5 dias) e apresenta grande precisão (EKAMBARAM et al., 

2017).O ciclo estral é composto por quatro fases, sendo que cada uma de suas etapas 

podem ser diferenciadas através das células observadas durante a visualização do 

muco vaginal coletado em microscópio. 

O primeiro estágio é denominado proestro, possui a duração de 1 dia e 

pode ser comparado a fase folicular do ciclo reprodutivo em humanos. Nele, há a 

presença de células epiteliais nucleadas seguidos do aumento dos níveis de 

hormônios 17-β estradiol, do hormônio luteinizante (LH), do hormônio folículo 

estimulante (FSH) e prolactina em menor proporção. Durante a fase seguinte, 

denominada estro, é registrado o maior pico dos níveis de hormônio prolactina, 
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seguido de uma queda gradativa dos níveis 17-β estradiol. Essa etapa é onde ocorre a 

ovulação e tem uma duração de em média 1 a 2 dias, sendo que um grande número de 

células cornificadas podem ser vistas no material coletado. Por fim, temos as duas 

últimas fases onde é registrado o aumento gradual dos níveis de progesterona até que 

o mesmo atinja seu maior pico. A fase metaestro possui uma pequena duração se 

comparado as outras fases e pode ser caracterizado pela presença de leucócitos em 

abundância rodeado de um pequeno número de células cornificadas. Já diestro, 

possui uma duração de até dois dias, sendo que as células que caracterizam essa 

fase são chamadas de leucócitos. Ao final desta última fase também pode ser 

observado o início do aumento gradual dos níveis de estradiol (EKAMBARAM et al., 

2017; GOLDMAN et al., 2007). 

1.3 A influência dos hormônios gonodais na hiperalgesia muscular 
 

Diversos estudos apontam que as mulheres possuem uma maior tendência 

a desenvolver distúrbios inflamatórios, sendo que tal fato pode estar intimamente 

relacionado à liberação de citocinas pró-inflamatórias e também a plasticidade 

neuronal. Uma vez que os hormônios possuem influência direta no sistema nervoso 

central, podemos sugerir que os mecanismos que envolvem ambos fatores podem 

estar diretamente relacionados às oscilações hormonais que ocorrem durante todo o 

ciclo estral. 

Com o dimorfismo sexual sendo um assunto cada vez mais abordado e 

discutido, algumas pesquisas vêm tentando compreender melhor o funcionamento 

das vias dolorosas no decorrer das fases do ciclo reprodutivo. Entretanto, com o 

evoluir dos estudos tem sido observado resultados pouco consistentes acerca da 

caracterização da dor em função dessa variável. Tal fato pode se dar em função de 

diferenças metodológicas básicas e o modelo a ser utilizado, uma vez que já foi 

apontado na literatura que a resposta nociceptiva pode sofrer importantes variações 

dependendo do tipo de estímulo utilizado para induzir a sensibilidade dolorosa 

impactando de forma direta nos resultados obtidos. 

Embora ainda sejam poucos os estudos que investiguem o papel das 

citocinas inflamatórias no dimorfismo sexual, alguns deles nos ajudam a elucidar como 

as vias inflamatórias atuam em cada um dos gêneros. O estudo de Torrez-Chávez et 

al; (2010), que investigou o papel dos hormônios gonodais na liberação de citocinas 
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inflamatórias induzidas por formalina em um modelo de dor na junção 

temporomandibular, mostrou uma maior expressão e liberação da citocina IL-6 em 

fêmeas durante as fases diestro e proestro. 

A IL-6 é uma citocina que faz parte da cascata de eventos que ocorre 

durante processos inflamatórios sendo que estudos mais aprofundados 

demonstraram uma ambiguidade em sua função dependendo do estágio da resposta 

inflamatória. Corroborando com estes achados Gabay et al., (2006) trouxe em seu 

estudo que a IL-6 atua como uma citocina anti-inflamatória durante processos agudos, 

entretanto, quando se trata de processos inflamatórios crônicos, esta mesma citocina 

parece atuar de forma a contribuir com este processo exercendo um papel pró 

inflamatório. 

Já é entendido também que a injeção de PGE2 realizada após um estímulo 

inflamatório primário é capaz de prolongar a resposta hiperalgésica através de uma 

sinalização inibitória dependente da proteína cinase C epsilon (PKCε) (FERRARI & 

LEVINE, 2015; PARADA et al; 2005). Essa via possui um mecanismo onde o 

monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) é produzido através da PGE2 e transportado 

para o compartimento extracelular, sendo convertido em monofosfato de adenosina 

(AMP)  e  adenosina,  por  enzimas  como  a  ecto-5′nucleotidase,  cujo  produto  final 

estimula a PKCε através da ativação de seus receptores sendo considerada um fator 

indicativo de plasticidade no receptor nociceptivo (FERRARI & LEVINE, 2015, 

DUARTE et al, 2012; JACKSON & DUBEY, 2001; REICHLING & LEVINE, 2009). 

Um  estudo  demonstrou  que  a  enzina  ecto-5′nucleotidase,  que  pode 

modular a função do hipocampo e a plasticidade sináptica, revelou também ter a sua 

atividade regulada nos neurônios hipocampais de ratos fêmeas através da atuação de 

receptores cognatos de estrogênio alfa (EsRα) e beta (EsRβ) MITROVIC, et al; 2016). Tal 

fato, leva a entender que o EsRα pode atuar de forma importante no dimorfismo sexual 

presente no priming hiperalgésico. 

Ferrari e colaboradores (2016) demonstram bem isso em seu estudo, uma 

vez que seus resultados apontam que a presença do EsRα regula a hiperalgesia 

induzida por AMP, impactando diretamente na atividade da ecto-5′nucleotidase. Neste 

caso, sem o estrogênio a ativação desta enzima é prejudicada e com isso há a 

interrupção da conversão do AMP em adenosina. 
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Outro estudo realizado por Fisher et al (2008) sugere que uma maior 

prevalência de dor em mulheres, principalmente durante a idade reprodutiva, pode ser 

explicada pela flutuação dos níveis de estrogênio ao longo do ciclo reprodutivo. Sendo 

assim, acreditamos que a hiperalgesia aguda e persistente pode ser fortemente 

influenciada pelas oscilações nos níveis hormonais, principalmente quando se trata 

do estrogênio. 

1.4 Dimorfismo sexual 
 

Diversos estudos apontam para uma a maior incidência de condições 

relacionadas a dor crônica de diversos tipos em mulheres, além de estudos 

envolvendo animais também demonstrarem que normalmente em camundongos 

fêmeas a dor crônica é mais intensa e duradoura que em machos o que aponta para 

a presença de um dimorfismo sexual na dor (FILLINGIM et al., 2009; UNRUH, 1996; 

VACCA et al., 2014, GREGORY et al., 2013). 

Neste sentido, o aumento do número de pesquisas envolvendo essa 

temática aumentaram expressivamente nos últimos anos, no entanto, ainda se sabe 

muito pouco acerca dos mecanismos que medeiam essa diferença sexual no 

comportamento doloroso. Pesquisas revelaram que até a puberdade não há dados 

que apontem para uma diferença na sensibilidade dolorosa quando comparamos 

crianças do sexo feminino e masculino (BOERNER et al., 2014; KING et al., 2011). 

Outro fato interessante a ser observado é que resultados demonstram que não 

somente os hormônios sexuais femininos estão envolvidos nesse processo, mas 

também a testosterona. Em modelos de dor neuropática e inflamatória foi observado 

que este hormônio masculino é capaz de modular a resposta neuro imune do receptor 

espinhal Toll-Like 4 (TLR4), cuja estimulação está diretamente relacionada a interação 

entre a resposta imune e adaptativa e também a indução, transição e manutenção de 

estados de dor persistente (NIU, ZANGH, RO, 2012; SORGE et al., 2011; SORGE et 

al., 2015; TAKEDA, KAISHO & AKIRA 2003). Lesnak et al (2020) observou em seu 

estudo que a administração de testosterona em machos e fêmeas orquiectomizados 

foi capaz de reduzir a sensibilidade hiperalgésica de forma significativa em um modelo 

de dor muscular induzida por atividade. 
 

Já quando se trata de pesquisas realizadas em seres humanos resultados 

consistentes demonstram a ocorrência de efeitos antinociceptivos multifatoriais 
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mediados pela testosterona, uma vez que se observou que baixos níveis deste 

hormônio são capazes de alterar gerar uma menor ativação das regiões cerebrais que 

estão evolvidas na inibição da dor descendente (VICENT et al., 2013). Assim, todos 

os dados discorridos anteriormente apontam que o esclarecimento das vias e 

mecanismos envolvidos no desenvolvimento da hiperalgesia muscular persistente 

podem estar profundamente relacionados a atuação dos hormônios gonodais 

contribuindo para a presença do dimorfismo sexual neste caso. 

1.5 Exercício físico 
Ao longo dos anos, estudos apontam o uso do exercício físico como uma 

forma eficiente de prevenir a dor muscular. Com isso, diversos mecanismos vêm 

sendo apontados pela sua provável atuação nesse processo. Muito se sabe acerca 

dos benefícios da prática de exercícios físicos para a saúde, entretanto, nos últimos 

anos foi verificado também que o sedentarismo é capaz de aumentar a incidência de 

dor musculoesquelética em seres humanos (LANDMARK, et al., 2013). 

Embora já tenha sido demonstrado em alguns estudos que sessões agudas 

de exercício físico contribuem para o aumento da dor muscular tanto em humanos, 

como em modelos animais, a sua prática regular pode ser crucial para a prevenção 

da dor muscular crônica em ambos os casos. Cada vez mais a maioria dos estudos 

vem optando por utilizar exercícios do tipo aeróbicos para avaliar os mecanismos pelo 

qual ele induz analgesia, principalmente quando se trata de modelos experimentais, 

explorando a sua capacidade de prevenir o surgimento da dessa condição iniciando 

as sessões de treinamento antes de submeter os animais a modelos que explorem a 

hiperalgesia persistente (LESNAK & SLUKA, 2020). 

Seguindo esta mesma linha é possível verificar ainda que protocolos de 

natação tem sido um dos mais utilizados, uma vez que é possível manter um controle 

minucioso acerca da intensidade e tempo de duração deste. Em contrapartida, seu 

uso vem sendo constantemente contestado uma vez que ele possui a capacidade de 

aumentar os níveis de estresse, sendo este também um fator capaz de induzir 

hipoalgesia através da atuação do sistema opioide (CONTARTEZE et al., 2008; 

COOPER & CARMODY, 1982). Assim, a fim de atestar a eficácia do exercício físico 

na prevenção da dor, técnicas biomoleculares que possuem como objetivo verificar o  

aumento nos níveis do hormônio corticosterona, assim como a realização de um 

controle minucioso da temperatura da água e um protocolo de adaptação são feitos 
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para garantir que o estresse não interfira nos resultados obtidos (AZAMBUJA et al., 

2020; KREGEL et al., 2007; LIMA et al; 2017). 

Quando se trata do uso deste método como forma de tratamento para a 

prevenção ou alívio da dor crônica, foi observado que a além do tipo de exercício 

(aeróbio ou resistido) é muito importante também estabelecer a duração e o volume 

de cada sessão. Já foi visto que embora o exercício físico seja eficiente em reduzir a 

hiperalgesia em roedores, o treinamento exaustivo bloqueia os efeitos analgésicos 

obtidos resultando em maior sensibilidade hiperalgésica em comparação com os 

animais sedentários submetidos ao mesmo modelo (COBIANCHI et al., 2010) 

Além disso, foi possível observar a eficácia do exercício físico na prevenção 

de variados modelos de dor, um exemplo disso pode ser visto através de protocolos 

onde os animais treinados submetidos a um modelo de dor neuropática tiveram 

reversão e até mesmo prevenção da hiperalgesia mecânica (CHEN et al., 2012; 

KUPHAL et al., 2007; ALMEIDA et al., 2015, CHHAYA et al., 2019; KAMI et al., 2016). 

Quando se trata do uso de modelos de dor muscular também foi visto a sua ação tanto 

como meio de prevenção, quanto como ferramenta terapêutica, sendo que nestes 

casos é necessário estipular um limite mínimo de tempo de atividade para que os 

efeitos de diminuição e reversão da hiperalgesia possam ser observados (AZAMBUJA 

et al., 2020; LEUNG et al., 2016; SHARMA et al., 2010, LESNAK & SLUKA, 2020). 

Para promover esta resposta hipoalgésica o exercício físico se vale da 

atuação de mecanismos centrais e periféricos. Estudos apontaram que o sistema 

opioide está envolvido nessa modulação, dados de Parent-Vacon et al (2019) 

mostraram que no córtex frontal de camundongos fêmeas submetidas a lesão do ervo 

houve aumento dos chamados peptídeos opioides como a metencefalina, a 

leucenfalina e a beta-endorfina no córtex frontal após 4 semanas de acesso a rodas 

de corrida. 

Já em modelos de dor neuropática e muscular é possível observar um 

aumento no transportador de serotonina (SERT) que é o responsável por controlar os 

níveis extracelulares de serotonina na medula ventromedial rostral (RVM). Neste local 

em específico, o aumento da serotonina possui um efeito analgésico (LLEWELYN, 

AZAMMI & ROBERTS, 1984; INASE et al., 1987). Brito et al (2017) demonstrou em 

seu estudo que animais sedentários que sofreram a indução da hiperalgesia muscular 
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persistente teve um aumento significativo do SERT na RVM. No entanto, os animais 

que foram submetidos a atividade voluntária na roda de corrida o exercício foi capaz 

de evitar o aumento da expressão desse transportador, prevenindo a hiperalgesia 

persistente. 

Protocolos de natação também se mostraram eficientes em prevenir a 

hiperalgesia persistente através de mecanismos centrais. Um exemplo disso pôde ser 

observado após ser verificado que 2 semanas desse exercício foi capaz de prevenir o 

aumento do mensageiro intracelular fosforilado-PKA na medula espinhal lombar em 

um modelo de injeção intraplantar de glutamato. É sabido que a ativação dos 

receptores de glutamato é capaz de aumentar o cálcio intracelular ativando a proteína 

quinase A (PKA) contribuindo para a sensibilização central e periférica (MARTINS et 

al., 2017). Além disso, foi constatado que a natação regular foi capaz de diminuir os 

níveis circulantes de adipocinas que neste caso mostraram desempenhar um papel 

importante na no desenvolvimento de hiperalgesia mecânica (SUN et al., 2019). 

Um recente estudo desenvolvido (AZAMBUJA et al., 2021) em nosso 

laboratório também apontou que um protocolo regular de natação foi eficiente em 

prevenir a hiperalgesia muscular mecânica aguda e persistente via modulação 

fenotípica de macrófagos, polarizando-os para um perfil anti-inflamatório, e citocinas 

por ação dos receptores gama do receptor ativado pelo proliferador de peroxissoma 

(PPARγ) em camundongos do sexo masculino. Embora todos esses achados 

contribuam para a firmação do exercício físico como um potencial meio para a 

prevenção da dor, ainda não se sabe ao certo se esses mecanismos também 

contribuem para da mesma forma em modelos utilizando camundongos fêmeas, se 

os hormônios gonodais contribuem diretamente na modulação das vias envolvidas e 

ainda se há diferenças no comportamento hipoalgésico dependente do sexo. 
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2 OBJETIVOS 

O objetivo do presente estudo foi investigar se o ciclo estral modula a dor 

muscular aguda e persistente em camundongos fêmeas, bem como o efeito do 

exercício físico regular como prevenção da hiperalgesia muscular persistente em de 

fêmeas em comparação com machos.  
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3 JUSTIFICATIVA 

A dor crônica é um problema de saúde mundial, que afeta milhares de 

indivíduos em idade produtiva, sendo que o sexo feminino é comprovadamente a 

população que mais sofre com esta condição. Ela pode gerar um alto grau de 

incapacidade para o indivíduo, afetando diretamente na realização das atividades de 

vida diária, trazendo grande prejuízo emocional e social, não só para o paciente, mas 

também para a sociedade na qual ele está inserido. Sendo assim, entender mais 

profundamente a transição da dor aguda para a crônica assim como a sua 

manutenção, são essenciais para o desenvolvimento de novas práticas terapêuticas. 

Além disto, uma vez que o exercício físico vem se mostrando como uma 

alternativa de tratamento eficaz e sem a produção de efeitos colaterais indesejados 

para a dor crônica, se torna de extrema importância a investigação dos mecanismos 

pelo qual ele atua, verificando também se é necessário alterar a sua intensidade 

durante as diferentes fases ciclo menstrual para produzir o efeito hipoalgésico 

desejado. 

A partir disto, salientamos a importância da realização de estudos que 

investiguem os mecanismos envolvidos no processamento na dor, assim como a 

utilização do exercício físico como um meio terapêutico alternativo e eficiente. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1 Animais 

Para os experimentos, foram utilizados camundongos Swiss fêmeas, com 

60 dias de idade, obtidas do CEMIB- UNICAMP. Os animais foram armazenados em 

gaiolas plásticas reunidos em grupos de cinco em cada uma, contendo maravalha. O 

ambiente onde foram armazenados possui controle de luminosidade (ciclo claro/escuro 

12h) com água e ração ad libitum. Os experimentos realizados foram aprovados pelo 

Comissão de Ética em Pesquisa Animal da Universidade Estadual de Campinas, sob 

o parecer do protocolo 5234-1/2019 e seguiram as diretrizes do comitê para pesquisa 

e ética da Associação Internacional para Estudo da Dor em animais conscientes 

(ZIMMERMANN, 1983). 

Figura 1: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Desenho Experimental 

4.2 Procedimentos Gerais 
Todos os procedimentos experimentais foram realizados durante a fase 

clara, entre às 7:00 e 14:00 h, em sala silenciosa, com temperatura ambiente mantida 

em 25 ºC (ROSLAND, 1991). Os animais foram ambientados pelo período de uma 
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hora antes do início dos experimentos em sala silenciosa, sem acesso a água ou 

comida durante a realização dos experimentos. 

4.3 Lavado vaginal para determinação da fase do ciclo estral 
Para determinação da fase do ciclo estral em que o animal se encontra foi 

utilizada a técnica do lavado vaginal. Uma ponteira estéril, contendo 15 µL de solução 

salina foi introduzida no início do canal vaginal do animal, onde a solução líquida 

expelida foi aspirada de 3 a 5 vezes para coleta das células da mucosa vaginal 

(GOLDMAN et al., 2007). 

Após este processo, o conteúdo da ponteira foi colocado em uma lâmina 

de vidro e preparada para imediata análise em um microscópio modelo Olympus 

CX23. A determinação da fase do ciclo estral em que o animal se encontra foi 

realizada com base no tipo celular encontrado. 

As coletas do ciclo estral foram iniciadas quando os animais se 

encontravam com 60 dias de idade, por um período de aproximadamente 10 dias 

consecutivos com o intuito de verificar quais animais se encontravam ciclando 

regularmente, estando dessa forma aptas a submissão aos experimentos. Após, este 

período os animais sedentários eram submetidos a novas coletas imediatamente 

antes das injeções de carragenina e PGE2, enquanto os animais exercitados 

passavam pela coleta do ciclo estral imediatamente antes do início do protocolo de 

adaptação ao exercício e também imediatamente antes do início do primeiro dia de 

exercício físico. Além disso, coletas semanais eram realizadas a fim de verificar se o 

exercício físico não teria interrompido a ciclagem desses animais. 

Figura 2: 
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Figura 2: Fases do Ciclo Estral – Adaptado de Goldman et al., 2007 

4.4 Modelo de hiperalgesia muscular aguda seguida de hiperalgesia muscular 
persistente 

Imediatamente após a definição do ciclo estral, os animais receberam a 

injeção de carragenina (100μg) no ventre do músculo gastrocnêmio. A medida do 

limiar hiperalgésico, utilizando o aparelho Randall Selitto foi feita imediatamente antes 

da injeção de carragenina (basal), após 1, 3, 6h e diariamente até o sexto dia, onde a 

hiperalgesia muscular aguda já se encontra reduzida. Em até dez dias depois do 

primeiro insulto, uma injeção de PGE2 foi realizada no mesmo local. Após, foram 

realizadas novamente medidas do limiar hiperalgésico imediatamente antes da PGE2, 

após 1, 4h e diariamente até 2 dias pós injeção, voltando a realizar a medida 17 dias 

pós a injeção. Para o grupo controle, foi utilizado solução salina (NaCl 0,9%, 20 μI) ao 

invés da carragenina. Em até dez dias, uma injeção de PGE2 foi realizada no mesmo 

local (Figura 1, JORGE et al., 2020). 

Figura 3: 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Modelo de Hiperalgesia Muscular Aguda e Persistente - Adaptado de Reichling & Levine., 

2009 

 

4.5 Quantificação da hiperalgesia muscular 
 

Para quantificar a hiperalgesia mecânica foi utilizado o método proposto por 

Randall & Selitto (1957) e adaptado para o tecido muscular de camundongos 

Cg/Sal 
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(MANJAVACHIET et al., 2010). Foi usado um analgesímetro digital (Insight, Brasil) 

cuja força mecânica linear com aumento gradual foi aplicada no ventre do músculo 

gastrocnêmio da pata traseira de camundongos. O registro do limiar hiperalgésico foi 

quantificado pela média de 3 medidas realizadas em intervalos de 5 minutos, 

observando a resposta do animal ao estímulo através de respostas como a alteração 

do ritmo respiratório, flinch de pata ou freezing, sendo quantificado nos pontos de 

tempo de 1h a 6 dias após injeção de carragenina/salina e novamente de 1h a 17 dias 

após injeção de PGE2, conforme linha temporal abaixo (Figura 4). A hiperalgesia foi 

quantificada pela variação no limiar nociceptivo mecânico obtido pela subtração da 

média do limiar nociceptivo mecânico registrado em diferentes tempos após 

administração dos estímulos inflamatórios ou veículo com os valores registrados antes 

do início das injeções (baseline). 

Figura 4: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Linha do tempo – Acompanhamento do Limiar Hiperalgésico 
 
4.6 Protocolo de Natação 

O treinamento físico utilizado neste estudo foi a natação. Para a realização 

dos procedimentos a temperatura da água foi mantida em 31 ± 1 ºC, todos os 

procedimentos foram realizados, em tanques cilíndricos individuais, com superfície 

lisa (SCARIOT et al., 2016). Todos os animais submetidos à natação foram adaptados 

progressivamente ao meio líquido para minimizar o estresse por meio do protocolo de 

adaptação composto por 6 dias de contato com a água, com aumento progressivo do 

tempo de permanência e da profundidade da água. Antes do início do protocolo de 

treinamento físico, os animais permaneceram em repouso por 24 horas. 

Cg/Sal PGE2 
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O protocolo de natação teve uma duração total de 15 dias, sendo dividido 

em três etapas, com cinco dias cada. O volume de treinamento diário totalizou 50 

minutos. Na primeira etapa, no primeiro e no segundo dia, os animais nadaram três 

sessões com dois intervalos de 4 minutos cada. O terceiro, quarto e quinto dia 

consistiu de duas sessões, com apenas um intervalo de 4 minutos. Na segunda fase 

mantemos as duas sessões, mas o intervalo foi reduzido para apenas 3 minutos. Na 

terceira etapa, permaneceram o décimo primeiro e décimo segundo dia com duas 

sessões e intervalo de 3 minutos. Do décimo terceiro ao décimo quinto dia, as sessões 

duraram 50 minutos contínuos (adaptado de KUPHAL et al., 2007). A imagem a seguir 

exemplifica o protocolo descrito (Figura 3). 

Como controle do exercício físico, grupos de camundongos fêmeas e 

machos foram submetidos ao contato com a água, onde permaneciam por 10 minutos 

em tanques individuais contendo água rasa.  

 

Figura 5: 
 

 
Figura 5: Protocolo de exercício físico – Natação 
 
4.7 Quantificação da concentração de corticosterona plasmática 

A análise da concentração plasmática de corticosterona foi realizada para 

verificar se o protocolo de treinamento físico gerou estresse. As amostras foram 

coletadas em dois períodos distintos: pré-adaptação ao exercício físico (basal - 24 

horas antes do início do protocolo de natação) e pós-término do protocolo de natação 

(24 horas após o término). Para a obtenção da amostra, foi realizado um pequeno 

corte na extremidade distal da cauda do animal e coletados aproximadamente 25 µL 

de sangue por meio de capilares de vidro não heparinizados. O material foi 

armazenado em temperatura ambiente por 30 minutos e em seguida encaminhado 
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para a centrífuga, onde o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C. Os níveis 

de corticosterona presentes no plasma foram analisados através do teste de ELISA 

(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), de acordo com as instruções do fabricante 

(Kit DetectX - Arbor Assays). 

4.8 Análise Estatística 
Os cálculos da análise estatística foram realizados utilizando o programa 

Prisma. De acordo com o teste de Kolmogorov Smirnov, todos os dados seguem uma 

distribuição normal. As diferenças comportamentais entre os grupos foram medidas 

usando o teste Two-Way análise de variância (ANOVA) com pós-teste de Tukey para 

comparações múltiplas. A análise da área sobre a curva (AUC) foi feita através do 

teste estatístico One-Way análise de variância (ANOVA) e Test t de Student. 

Comparações múltiplas foram realizadas através da aplicação do teste de Tukey. Para 

todos os testes o nível de significância foi estabelecido em p<0,05. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Dimorfismo sexual na hiperalgesia muscular aguda e persistente 

Inicialmente, submetemos camundongos do sexo machos e fêmeas ao 

mesmo modelo de hiperalgesia muscular aguda e persistente. Observamos que, em 

ambos os sexos, a injeção de carragenina seguida da injeção de PGE2 foi eficiente 

em gerar hiperalgesia muscular aguda e persistente quando comparado aos animais 

controle, que receberam injeção de solução salina ao invés de carragenina (Figura 

6A, B, C e D, Two way ANOVA, p<0,05; Tukey test). A análise da AUC confirmou 

esses resultados (Figura 6A, B, C e D, One way ANOVA, p< 0,05; Tukey test). 

Para avaliarmos o dimorfismo sexual na fase aguda da dor muscular, 

comparamos o comportamento hiperalgésico agudo das fêmeas nas diferentes fases 

do ciclo estral com o comportamento dos machos. As fêmeas que receberam a 

carragenina durante a fase proestro desenvolveram hiperalgesia muscular aguda de 

maior intensidade quando comparada aos machos (Figura 6A, Two way ANOVA, 

p<0,05; Tukey test). A análise da AUC confirma esses resultados (Figura 6A, One way 

ANOVA, p< 0,05; Tukey test). Já as fêmeas que receberam carragenina durante a 

fase metaestro apresentaram hiperalgesia muscular aguda semelhante aos machos 

(Figura 6C, Two way ANOVA, p>0,05; Tukey test). A análise da AUC confirma esses 

resultados (Figura 6C, One way ANOVA, p>0,05; Tukey test). Por fim, as fêmeas que 

receberam carragenina durante as fases estro e diestro apresentaram hiperalgesia 

muscular aguda de menor intensidade quando comparada aos machos (Figuras 6B e 

D, Two way ANOVA, p<0,05; Tukey test). A análise da AUC confirma esses resultados 

(Figuras 6B e D, One way ANOVA, p< 0,05; Tukey test). 

A análise do dimorfismo sexual na hiperalgesia muscular persistente 

demonstrou que as fêmeas que receberam carragenina nas fases proestro, metaestro 

e diestro exibiram hiperalgesia muscular persistente de menor intensidade quando 

comparado aos machos (Figura 6A, C e D, Two way ANOVA, p<0,05; Tukey test). A 

análise da AUC confirma esses resultados (Figuras 6A, C e D, One way ANOVA, p< 

0,05; Tukey test). Já as fêmeas que receberam a carragenina na fase estro, exibiram 

hiperalgesia muscular persistente semelhante aos machos (Figura 6B, Two way 

ANOVA, p>0,05; Tukey test). A análise da AUC confirma esses resultados (Figura 6B, 

One way ANOVA, p> 0,05; Tukey test). 
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Figura 6: 
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Figura 6: O dimorfismo sexual na hiperalgesia muscular é influenciado pelo ciclo estral – Período 
Agudo: (A) O período agudo mostrou que camundongos fêmeas que receberam carragenina (Cg) na 

fase de proestro exibiram maior hiperalgesia muscular do que camundongos machos e outras fases do 

ciclo estral (p <0,05, Two way ANOVA, n = 5). Nas fases estro (B) e diestro (D), as fêmeas apresentaram 

menor hiperalgesia muscular do que os machos (p <0,05, Two way ANOVA, n = 5). Já os camundongos 

fêmeas na fase metaestro (C) apresentaram hiperalgesia muscular semelhante aos camundongos 

machos (p> 0,05, Two way ANOVA, n = 5). Período Crônico: O período crônico mostrou que 

camundongos fêmeas que receberam carragenina (Cg) na fase de proestro (A), metaestro (C) e diestro 

(D) exibiram menor hiperalgesia muscular que camundongos machos (p <0,05, Two way ANOVA, n = 

5), enquanto o grupo estro (B) apresentou limiares hiperalgésicos semelhantes aos camundongos 

machos (p> 0,05, Two way, ANOVA, n = 5). AUC confirma esses dados (One way ANOVA, Tukey test). 

Os símbolos "*" indicam diferença para camundongos machos - Cg / PGE2, "°" indica diferença para 

seu respectivo grupo controle (Sal/PGE2), "#" indica diferença entre grupos controle (Sal/PGE2) de 

fêmeas em metaestro e machos. 

5.2 Comparação entre as diferentes fases do ciclo estral na indução da 
hiperalgesia muscular aguda e persistente 
 

Como identificamos dimorfismo sexual na hiperalgesia muscular aguda e 

persistente, nessa fase do estudo comparamos a indução da hiperalgesia muscular 

aguda e persistente nas diferentes fases do ciclo estral. Os resultados demonstraram 

que houve maior hiperalgesia muscular aguda nas fêmeas que receberam 

carragenina em proestro e maior hiperalgesia muscular persistente nas fêmeas que 

receberam carragenina em estro quando comparado aos demais grupos (Figura 7, 

Two way ANOVA, p< 0,05; Tukey test). A análise da AUC confirma esses resultados 

(Figura 7, One way ANOVA, p< 0,05; Tukey test) 

Figura 7: 

 

AUC crônico 
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Figura 7: Fases do ciclo estral influenciam na hiperalgesia muscular aguda e persistente. As 

fêmeas que receberam carragenina durante a fase proestro exibiram maior hiperalgesia aguda que os 

demais grupos (símbolo “ºº” na AUC, Two way ANOVA, p< 0,05; Tukey test, n=5). Já as fêmeas que 

receberam carragenina durante a fase estro desenvolveram maior hiperalgesia muscular persistente 

quando comparada as demais fases (símbolo “ºº” na AUC, Two way ANOVA p< 0,05; Tukey test, n=5). 

O símbolo “**” demonstra diferença com todos os ciclos, o símbolo “×” demonstra diferença com estro, 

o símbolo “ºº” demonstra diferença com metaestro, o símbolo “●” demonstra diferença com diestro. 

5.3 Comparação entre as fases do ciclo estral na manutenção da hiperalgesia 
muscular persistente 

Para avaliarmos a importância do ciclo estral na manutenção da 

hiperalgesia muscular persistente, consideramos o ciclo estral avaliado no momento 

da administração da PGE2. Os resultados demonstram que não houve diferença na 

hiperalgesia muscular persistente entre as diferentes fases do ciclo estral (Figura 8, 

Two way ANOVA, p> 0,05; Tukey test). A análise da AUC confirma esses resultados 

(Figura 8, One way ANOVA, p> 0,05; Tukey test) 

Figura 8: 
 

 
 
Figura 8: Manutenção da hiperalgesia muscular persistente independe do ciclo estral. Não há 

diferença na manutenção da hiperalgesia muscular persistente entre as fases do ciclo estral (p> 0,05, 

Two Way ANOVA, pós-teste de Tukey). 

5.4 Análise do dimorfismo sexual na hipoalgesia induzida pelo exercício 

O exercício de natação preveniu a hiperalgesia muscular aguda e 

persistente tanto em machos quanto em fêmeas nas diferentes fases do ciclo estral 

(Figura 9A, B, C e D, Two way ANOVA, p< 0,05; Tukey test). A análise da AUC 

confirma esses resultados (Figura 9A, B, C e D, One way ANOVA, p< 0,05; Tukey 

test). Quando comparamos machos e fêmeas, observamos que a prevenção da 

hiperalgesia aconteceu de maneira semelhante (Figura 9A, B, C e D, Two way 

ANOVA, p> 0,05; Tukey test). A análise da AUC confirma esses resultados (Figura 
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9A, B, C e D, One way ANOVA, p> 0,05; Tukey test). 

Figura 9: 
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Figura 9: Exercício físico previne a hiperalgesia muscular aguda e persistente de maneira 
semelhante em fêmeas e machos – (A), (B), (C) e (D) O exercício físico foi eficiente em promover a 

prevenção da hiperalgesia aguda e persistente quando comparados aos animais contato com a água 

e animais sedentários (p< 0,05, Two Way ANOVA, pós-teste de Tukey). Além disso, a prevenção 

ocorreu de maneira semelhante em camundongos fêmeas e machos independente da fase do ciclo 

estral em que as fêmeas iniciaram o protocolo (p> 0,05, Two Way ANOVA, pós-teste de Tukey). O 

símbolo “ºº” demonstra diferença significativa com grupo fêmea e macho exercitados, o símbolo “...” 

demonstra diferença significativa com o grupo Controle, o símbolo “#” demonstra diferença significativa 

com o grupo Macho – Cg, o símbolo “⦻” demonstra diferença significativa com todos os grupos, “...” 

demonstra diferença significativa com as fêmeas exercitadas, “∞” demonstra diferença significativa com 

grupo macho exercitado. 

5.5 Análise do ciclo estral na hipoalgesia induzida pelo exercício 
Uma vez que os resultados anteriores demonstraram que o protocolo de 

exercício físico proposto foi eficiente em prevenir a hiperalgesia muscular aguda e 

persistente, nessa etapa analisamos a influência do ciclo estral nessa prevenção. Os 

dados a seguir demonstraram que, independente do ciclo estral em que as fêmeas 

receberam a carragenina, não houve diferença significativa na resposta hipoalgésica 

induzida pelo exercício (Figura 10, Two way ANOVA, p> 0,05; Tukey test). A análise da 

AUC confirma esses resultados (Figura 10, One way ANOVA, p> 0,05; Tukey test). 

Figura 10: 
 
 

 
Figura 10: A hipoalgesia induzida pelo exercício independe do ciclo estral – Não há diferença na 
resposta hipoalgésica induzida pelo exercício nas diferentes fases do ciclo estral. (p> 0,05, Two 

Way ANOVA, pós-teste de Tukey). 

5.6 Avaliação dos níveis de corticosterona em animais exercitados 
 

Para avaliarmos se a hipoalgesia induzida pelo exercício foi resultante de 

um possível estresse induzido pelo exercício, analisamos a concentração plasmática 

de corticosterona antes do início do exercício ou contato com a água e 24h após a 
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finalização dos mesmos. Os resultados demonstraram que não houve diferença entre 

os grupos contato com a água e exercitado (Figura 11, p> 0,05, Test t Student). 

Figura 11: 
 
 
 

 
Figura 11: O exercício físico não aumentou os níveis de corticosterona plasmática - Os animais 

exercitados ou que entraram em contato com água somente não demonstraram diferença nos níveis 

plasmáticos de corticosterona (p> 0,05, Test t Student). 
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6 DISCUSSÃO 

Apesar do impacto social, econômico e psicológico causado pela dor 

muscular e do aumento no número de estudos, que demonstram as diferenças sexuais 

na percepção da dor, muito pouco se sabe sobre quais vias estão envolvidas em seu 

processamento e de que maneira as oscilações hormonais atuam tanto na 

hiperalgesia muscular aguda quanto na persistente. A fim de elucidar e caracterizar o 

comportamento hiperalgésico de fêmeas durante a transição da dor muscular aguda 

em persistente, nós testamos a hipótese de que o ciclo estral poderia exercer influência 

significativa sobre ambas as fases da dor muscular. Para isto, utilizamos o modelo de 

hiperalgesia muscular persistente, já padronizado pelo nosso grupo de pesquisa 

(JORGE et. al; 2020). 

O presente estudo demonstra a diferença no comportamento hiperalgésico 

muscular em camundongos machos e fêmeas, fato este que ajuda a endossar o papel 

do dimorfismo sexual na dor. Ao realizarmos a comparação dos camundongos do sexo 

masculino com cada um dos grupos de fêmeas, de acordo com a fase do ciclo estral 

em que estas receberam as injeções de carragenina, foi possível observar que os 

hormônios gonodais estão envolvidos nos processos que modulam a transição da 

hiperalgesia muscular aguda para a persistente, mas não na sua manutenção. 

Demonstramos também que o exercício físico de natação reduziu a hiperalgesia 

muscular aguda e persistente em fêmeas de maneira semelhante aos machos, não 

indicando um papel para os hormônios gonadais nesse processo. 

Quando se trata do dimorfismo sexual presente na dor, uma ampla 

discussão é levantada. Alguns estudos apontam para uma diferença na sensibilidade 

dolorosa voltada para os hormônios gonodais e há um consenso de que esses 

hormônios interferem em componentes que estão envolvidos no processamento da 

dor (SORGE et. al; 2015; QUEME e JANKOWSKI, 2019). Nossos resultados 

demonstraram que, no período agudo da hiperalgesia muscular, as fêmeas que 

receberam a injeção de carragenina em proestro apresentaram maior hiperalgesia 

muscular aguda em comparação com machos submetidos ao mesmo processo. Esse 

nosso dado é suportado pela literatura, já que, em um estudo envolvendo hiperalgesia 

mecânica induzida por carragenina, fêmeas em proestro também apresentaram uma 

maior sensibilidade dolorosa (TALL & CRISP, 2004). Uma vez que a carragenina é 
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um agente farmacológico que induz inflamação, é sabido que a partir de sua 

administração, uma série de eventos são desencadeados, incluindo a liberação de 

variados mediadores inflamatórios, como a serotonina (hidroxitriptamina – 5TH) 

(ZHANG et al., 2000). A serotonina é um mediador pró-nociceptivo periférico que 

contribui para a hipersensibilidade de neurônios aferentes primários (KAUR et al., 

2018; RUEFF & DRAY, 1992; SUGIURA et al., 2004). Um estudo já demonstrou a 

ação dos hormônios gonadais em animais submetidos a um modelo de hiperalgesia 

térmica e mecânica induzida pela injeção de serotonina no tecido periférico (KAUR et 

al.,2018). Esse estudo esclareceu que um dos mecanismos envolvidos na ação da 

serotonina periférica é dependente do sexo, já que fêmeas em proestro 

desenvolveram hiperalgesia térmica de maior intensidade e duração em comparação 

com machos submetidos ao mesmo modelo, corroborando com nossos resultados. 

Tais achados sugerem uma modulação por meio do hormônio estrogênio, que ele 

alcança os maiores níveis plasmáticos durante a fase proestro, potencializando a 

hiperalgesia. O estrogênio é um hormônio que pode ser produzido em diversos 

tecidos, inclusive no Sistema Nervoso Central. Tran e colaboradores (2020) 

demonstraram que um dos receptores de estrogênio, o ERα, é expresso no corno 

dorsal da medula por um subconjunto de interneurônios excitatórios que estão ali 

localizados, facilitando a nocicepção. Seus dados também sugerem que alguns 

desses interneurônios também co-expressam substância P e Glutamato, sugerindo 

que a ação desses elementos em conjunto é capaz de modular a sensibilização de 

estruturas centrais, como os neurônios nociceptivos, predisponibilizando o 

desenvolvimento de quadros de dor crônica. 

Dores crônicas, de forma geral, costumam afetar as mulheres em maior 

proporção do que os homens (NAHIN, et al., 2019; BUENO et al., 2018; SORGE & 

TOTSCH, 2017; MOGIL, 2012). Ao avaliarmos o período persistente da hiperalgesia 

muscular em fêmeas, observamos que as fêmeas em proestro, metaestro e diestro 

apresentaram uma menor sensibilidade ao estímulo mecânico quando comparadas 

aos machos, enquanto as fêmeas em estro apresentaram limiares hiperalgésicos bem 

parecidos aos dos machos, reforçando ainda mais as evidências de que alguns 

mecanismos que modulam a dor persistente em fêmeas podem ser ativados de forma 

dependente de hormônios gonadais. É interessante ressaltar que, embora as fêmeas 

em proestro tenham apresentado maior hiperalgesia muscular aguda em comparação 
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com machos e fêmeas nas demais fases do ciclo estral, durante a fase persistente, 

elas apresentaram menor hiperalgesia muscular do que os machos e fêmeas em 

estro. Semelhante às fêmeas em proestro, as fêmeas em metaestro e diestro também 

apresentaram hiperalgesia muscular persistente menos intensa quando comparada a 

machos. Essas duas fases do ciclo estral são marcadas pelo aumento do hormônio 

progesterona e existem estudos que indicam que este hormônio diminui as condições 

dolorosas musculares tanto em humanos (DAVIES, FURDSON-DAVIES & REES, 

2003), quanto em animais experimentais. Sugere-se que a ação da progesterona 

esteja   relacionada   a   ativação   do   receptor   do   ácido   γ-aminobutírico   (GABA) 

(LIMMROTH, LEE & MOSKOWITZ, 1996), que tem função inibitória no SNC. Embora 

machos apresentem uma pequena variação hormonal, já foi observado que eles 

podem sofrer com uma hipersensibilidade dolorosa mediada pelo hormônio 

testosterona caso sejam expostos a experiências dolorosas (MARTIN et al., 2019), o 

que também ajuda a justificar o fato de os animais do sexo masculino apresentarem 

uma maior hiperalgesia muscular persistente quando comparada aos grupos proestro, 

metaestro e diestro. Já as fêmeas em estro apresentaram hiperalgesia muscular 

persistente mais intensa quando comparada às demais fases do ciclo estral e de 

intensidade semelhante aos machos. A fase estro é marcada pelos maiores níveis de 

prolactina e sabe-se que esse hormônio é capaz de modular uma série de respostas 

celulares, como a inflamação e o sistema imunológico (BERNTON, MELTZER & 

HOLADAY, 1988; MATERA, 1996; STRAUB et al., 2002; PATIL et al., 2013). Tais 

dados nos permitem sugerir um papel importante da prolactina na transição da 

hiperalgesia muscular aguda em persistente. 

Diferentemente da influência dos hormônios gonadais na transição da 

hiperalgesia muscular aguda em persistente, não observamos diferença na 

manutenção da resposta hiperalgésica persistente quando consideramos o ciclo estral 

para administração da PGE2 em fêmeas previamente sensibilizadas pela carragenina. 

Em conjunto, esses resultados sugerem que o ciclo estral modula a hiperalgesia 

muscular aguda assim como a transição para a hiperalgesia muscular persistente. 

Entretanto, não parece influenciar na manutenção da hiperalgesia muscular 

persistente. 

Finalmente demonstramos que não há dimorfismo sexual na hipoalgesia 

muscular induzida pelo exercício através de natação, uma vez que o protocolo de 
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natação utilizado no presente estudo preveniu o desenvolvimento da hiperalgesia 

muscular aguda e persistente de maneira semelhante entre machos e fêmeas. Ainda, 

quando analisamos as diferentes fases do ciclo estral, não observamos diferenças nas 

respostas hipoalgésicas entre as fêmeas. Esses resultados sugerem que o ciclo estral 

e os hormônios gonadais não estão envolvidos na prevenção da hiperalgesia 

muscular aguda e persistente pelo exercício. De certa forma, esses resultados 

parecem interessantes, já que o exercício físico é uma estratégia de prevenção 

eficiente contra o desenvolvimento de dor crônica que independente do sexo. 

Portanto, protocolos semelhantes podem ser usados em homens e mulheres. Nosso 

estudo não avaliou os mecanismos pelos quais o exercício de natação previne o 

desenvolvimento da hiperalgesia muscular aguda e persistente em machos e fêmeas. 

Entretanto, um recente trabalho do nosso grupo demonstrou que os receptores 

PPARγ musculares, via modulação de macrófagos teciduais e citocinas pró e anti- 

inflamatórias, reduzem a hiperalgesia muscular aguda, transição para a fase 

persistente e a manutenção da hiperalgesia muscular persistente (AZAMBUJA et al., 

2021). Como os níveis de corticosterona não aumentaram após o período de natação, 

podemos afirmar que a ação preventiva do exercício sobre a hiperalgesia muscular 

aguda e persistente não é resultado de uma analgesia induzida pelo estresse (HILL et 

al., 2008). 
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7 CONCLUSÃO 
 
 

No presente estudo demonstramos que há dimorfismo sexual na 

hiperalgesia muscular aguda e persistente. Ainda, que o ciclo estral modula a 

hiperalgesia muscular aguda e a transição para fase persistente, sem interferir na 

manutenção da mesma. Finalmente, demonstramos que não há dimorfismo sexual 

nem influência do ciclo estral na hipoalgesia induzida pelo exercício. Em conjunto, 

esses dados sugerem que o ciclo estral deva ser considerado nos tratamentos para 

dores musculares em mulheres. Entretanto, quando a abordagem é a prevenção das 

dores musculares, podem ser utilizados protocolos de natação semelhantes para 

homens e mulheres, já que o ciclo estral não interfere nesse processo. 
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