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MENDES, A. S. Papel da CCL2/MCP-1 produzida pelos neurônios sensoriais 
periféricos no desenvolvimento da dor neuropática. 2023. 86 f. Tese 
(Farmacologia) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São 
Paulo, Ribeirão Preto, 2023.  

 

 

O desenvolvimento da dor neuropática envolve mudanças nas características dos 
neurônios que sinalizam a dor, bem como ao longo de todo o neuro-eixo. A sensação 
de dor persistente e a inflamação são observadas em diferentes condições clínicas 
que levam ao desenvolvimento da dor neuropática. Neste contexto, quimiocinas e 
seus receptores são amplamente expressões por células não neuronais e neuronais 
e possuem um papel na regulação da migração de células imunes. A via de 
sinalização CCL2/CCR2 contribui para a o desenvolvimento da dor neuropática em 
diversos modelos de indução de dano no sistema nervoso. Apesar disso, existem 
controvérsias acerca do tipo celular responsável pela produção de CCL2 no 
microambiente sensorial. Dessa forma, este estudo teve o objetivo de avaliar o papel 
da CCL2 no desenvolvimento da dor neuropática, com ênfase nos neurônios 
sensoriais periféricos. Foi realizada a validação do modelo de indução de lesão 
neuronal SNI por meio da avaliação de genes relacionadas à lesão no GRD e medula 
espinal, bem como a expressão de CCL2 nesses tecidos após a lesão ao longo do 
tempo. Validamos a participação da CCL2 na dor neuropática SNI por meio da 
avaliação comportamental nocifensiva de animais deficientes para a expressão de 
CCL2 e por meio da reanálise de sequenciamento de células únicas de GRD e 
meninges de camundongos e ratos saudáveis. Analisamos o papel dos neurônios 
sensoriais na produção de CCL2 por meio da avaliação comportamental nocifensiva 
de animais Nav1.8CRECCL2fl/fl. Avaliamos a expressão de CCL2 em outras células do 
microambiente somatossensorial, tais como micróglia e macrófagos por meio da 
reanálise de bancos de dados de sequenciamento de células únicas em modelo de 
neuropatia SNI e lesão por esmagamento. O papel do receptor CCR2 foi analisado 
por meio da avaliação comportamental nocifensiva de animais deficientes para a 
expressão de CCR2. O recrutamento de leucócitos foi avaliado por microscopia 
confocal das meninges. O estudo foi realizado sob aprovação do Comitê de Ética 
(05/2019). Os resultados obtidos demonstraram que o modelo de SNI modula 
aumenta a expressão de diferentes genes marcadores de lesão neuronal e ativação 
macrofágica no GRD e de lesão da medula espinal ao longo do tempo. Ademais, o 
modelo de SNI é capaz de aumentar a expressão de CCL2 no GRD e na medula 
espinal ao longo do tempo. A deficiência de CCL2 e CCR2 diminuem a resposta 
mecânica e térmica ao frio, no entanto a depleção condicionada de CCL2 nos 
neurônios não modifica essas respostas. A análise dos diferentes bancos de dados 
sugere um enriquecimento da expressão de CCL2 nos macrófagos residentes do 
GRD, na micróglia e em macrófagos da meninge. Por fim, o modelo de SNI é capaz 
de levar ao recrutamento de leucócitos CCR2+ para as meninges. Dessa forma, 
concluímos que a CCL2 parece estar sendo produzia pelos macrófagos ganglionares 
e contribui para o infiltrado de células CCR2+ nas meninges de forma parácrina.  
 
 
Palavras-chave: Dor neuropática, Lesão neuronal periférica, CCL2, CCR2, Meninges 

 

 



  

MENDES, A. S. The role of CCL2/MCP-1 produced by peripheral sensory neurons 
in neuropathic pain. 2023. 86 p. Thesis (Pharmacology) – Ribeirao Preto Medical 
School, University of Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2023. 

 

 

Neuropathic pain involves changes in the characteristics of neurons that signal pain as 
well as along the entire neuro-axis. Persistent pain sensation and inflammation are 
shown in different clinical conditions and contribute to development of neuropathic 
pain. In this context, chemokines and their receptors are widely expressed by non-
neuronal and neuronal cells and play a role in regulating immune cell migration. The 
CCL2/CCR2 pathway contributes to neuropathic pain in several models of nervous 
system injury. However, there are controversies regarding the cell type responsible for 
the release of CCL2 in the sensory microenvironment. Thus, this study aimed to 
evaluate the role of CCL2 in the neuropathic pain, with emphasis on peripheral sensory 
neurons. Validation of SNI model was performed by evaluating injury-related gene in 
DRG and spinal cord. CCL2 was evaluated in these tissues after injury over time. We 
validated the participation of CCL2 in SNI model by evaluating pain behavior in CCL2-
deficient mice. CCL2 tissue expression was assessed by reanalysis of single cell 
sequencing databases of DRG and meninges from healthy mice and rats. We analyzed 
the role of sensory neurons in the production of CCL2 by conditional CCL2-depleted 
mice (Nav1.8+CCL2fl/fl). We evaluated CCL2 expression in other cell types, such as 
microglia and macrophages, by reanalysis of single cell sequencing databases in 
nerve crush and SNI models. The role of CCR2 was analyzed by evaluating pain 
behavior in CCR2-deficient mice. Leukocyte recruitment from meninges was assessed 
by confocal microscopy. The study was carried out with the approval of the Ethics 
Committee (05/2019). The results showed that there is alteration in the expression of 
different gene markers of neuronal injury and macrophage activation in DRG and 
spinal cord during SNI over time. Both CCL2 and CCR2 depletion decrease 
mechanical and thermal response. However, conditional depletion of CCL2 in neurons 
does not modify these responses. The analysis of different databases suggests an 
enrichment of CCL2 expression in resident macrophages from DRG, microglia and 
meningeal macrophages. Finally, It was shown recruitment of CCR2+ leukocytes to the 
meninges. Thus, we conclude that CCL2 seems to be produced by ganglionic 
macrophages and contributes to the infiltration of CCR2+ cells in the meninges.  
 
 
Key-words: Neuropathic pain, Peripheral neuronal injury, CCL2, CCR2, meninges 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1. Dor neuropática 
 

De acordo com a IASP (International Association for the study of Pain) (2022), 

a dor é uma experiência sensorial e emocional desagradável associada ou 

semelhante ã associada a um dano tecidual real ou potencial. O conceito inclui a 

influência de fatores biológicos, psicológicos, sociais, históricos e éticos para a 

percepção da dor.  

Dentre os diversos tipos de dores crônicas, a neuropatia é uma condição clínica 

que está relacionada à lesão direta do sistema somatossensorial ou às doenças que 

afetam esse sistema. Geralmente, esse dano neural leva a respostas de fase aguda 

e crônica associadas com dor nociceptiva, inflamação e restrição funcional 

(COLLOCA et al. 2017). A dor neuropática é caracterizada por hiperalgesia (aumento 

da resposta à estímulos de natureza nociva), alodinia (dor relacionada à estímulos 

não-nocivos) e alterações proprioceptivas, tais como disestesia e parestesia. Esses 

tipos de hipersensibilidade são resistentes à maioria dos analgésicos disponíveis e 

afetam negativamente a qualidade de vida dos pacientes, gerando custos substanciais 

para a sociedade (CAMPBELL; MEYER, 2006; NICKEL et al., 2012).  

Etiologicamente, a dor neuropática pode ser causada por doenças autoimunes, 

metabólicas e vasculares, infecções virais, trauma, câncer e terapias relacionadas ao 

câncer, que estão associadas a mecanismos de sensibilização de vias nociceptivas 

periféricas e centrais. Tais mecanismos contribuem para o desenvolvimento e 

manutenção da dor crônica e influenciam os componentes cognitivos e emocionais 

relacionados à dor (KIGUCHI et al., 2017).  

O desenvolvimento da dor neuropática envolve mudanças nas características 

dos neurônios que sinalizam a dor, incluindo os neurônios sensoriais dos gânglios da 

raiz dorsal (GRD) e do gânglio trigeminal, bem como neurônios ao longo de todo o 

neuro-eixo. A neurotransmissão, os receptores e os canais iônicos destes neurônios 

estão alterados, resultando em hiperexcitabilidade ectópica, que é percebida como 

sensação espontânea de dor. Além disso, mudanças na transmissão sináptica a nível 

de coluna dorsal da medula espinal, em neurônios que se projetam para as lâminas I 

e V e em neurônios da via descendente resultam em sensibilização sináptica central 
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para os estímulos (LEE, 2016). Uma compreensão mais detalhada dos mecanismos 

celulares e moleculares que sustentam essas mudanças é essencial para o 

desenvolvimento de tratamentos mais eficazes para a reversão da dor neuropática.  

Vale salientar que a sensação de dor persistente e a inflamação são 

observadas em diferentes condições clínicas associadas à dor crônica. A relação 

entre o início da resposta inflamatória e o desenvolvimento da dor crônica é ainda 

pouco estabelecida. Esta interação é claramente mediada pela ativação de inúmeros 

tipos celulares com competência imune, incluindo as células de Schwann, células 

satélites gliais no interior do GRD, macrófagos que interagem com os nervos 

periféricos e astrócitos e micróglia nas proximidades das projeções centrais das 

aferências primárias na coluna dorsal da medula espinal. De fato, a modulação da 

ativação destes elementos celulares previne ou limita o desenvolvimento da dor 

crônica (WHITE; JUNG; MILLER, 2007).  

 

1.2. Interações neuroimunes na dor neuropática 
 

Clinicamente, a inflamação é caracterizada por 5 sinais cardinais: rubor, calor, 

tumor, dor e perda de função. A inflamação aguda é uma resposta protetiva 

envolvendo células imunes, vasos sanguíneos e mediadores moleculares, os 

conhecidos mediadores inflamatórios. A função da inflamação é eliminar a causa 

inicial da lesão celular e iniciar o processo de reparo tecidual (VARELA et al. 2018).  

A dor aguda, também conhecida como dor nociceptiva, é um sinal cardinal da 

inflamação. A maior parte dos mediadores inflamatórios conhecidos contribui para o 

desenvolvimento de dor através da interação com seus receptores nos neurônios 

sensoriais primários nociceptivos no sistema nervoso periférico, que inervam a pele, 

os músculos e os tecidos conectivos (BASBAUM et al. 2009; GOLD & GEBHART, 

2010). A resolução da inflamação aguda envolve mediadores especializados de pró-

resolução, como resolvinas, protectinas e maresinas, derivados de ácidos graxos 

insaturados, bem como outros mecanismos pró-resolutivos. Essas moléculas não só 

apenas regulam a inflamação como inibem a dor inflamatória por meio de ações 

diretas no nociceptores (XU et al. 2010). 

 Em contraste à inflamação aguda, a inflamação crônica, como é o caso daquela 

presente na dor neuropática, é frequentemente prejudicial. Pesquisas no campo da 

dor tem estabelecido que os eventos de plasticidade neuronal e do sistema imune são 
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os mecanismos-chave para o desenvolvimento e manutenção da dor crônica (JI; XU; 

GAO, 2014). Sensibilização periférica em nociceptores é essencial para o 

desenvolvimento da dor crônica e a transição da dor aguda para a dor crônica 

(CHABAN, 2010). Sensibilização central, ou seja, respostas aumentadas da circuitaria 

na medula espinal e no cérebro, regulam a cronificação da dor, levando a propagação 

da dor para além do local da lesão e influenciando os aspectos emocionais e afetivos 

da dor (LATREMOLIERE & WOOLF, 2009).  

 Interações entre inflamação e dor são bidirecionais. Neurônios sensoriais não 

só respondem a sinais imunes como modulam diretamente a inflamação. 

Nociceptores expressam receptores citocinas e quimiocinas e também produzem 

mediadores inflamatórios, como Interleucina 6 (IL6). Estímulos nocivos contribuem 

para a liberação de neuropeptídeos tais como substância P e CGRP (Calcitonin gene-

related peptide), levando ao edema e recrutamento de células (LOWRY; MAKKER; 

TAYLOR, 2021; SHOUMAN & BENARROCH, 2021).  

 Inúmeras células não-neuronais contribuem para a sensação dolorosa, tais 

como células do sistema imune, gliais, epiteliais, mesenquimais, cancerosas e 

bacterianas. Em resposta a uma lesão, estas células liberam substâncias 

neuromoduladoras no microambiente dos nociceptores, as quais promovem ou 

atenuam a dor dependendo das identidades específicas dos mediadores envolvidos 

(JI; CHAMESSIAN; ZHANG, 2016). 

 Nesse contexto, quimiocinas e seus receptores são amplamente expressos por 

células não-neuronais e neuronais e possuem um papel na regulação da migração de 

células progenitoras, crescimento axonal e neurotransmissão. Dessa forma, 

mudanças induzidas por lesão ou doenças na expressão de diversas quimiocinas e 

seus recpetores são importantes para a regulação de diversas respostas 

neuroinflamatórias (WHITE; JUNG; MILLER, 2007).  

 

1.3. Quimiocinas e seus receptores na dor neuropática 
 

Quimiocinas são citocinas quimiotáticas secretadas por diferentes tipos 

celulares, tais como células do sistema imune e células gliais, cuja função principal é 

controlar o padrão migratório e posicionamento de células imunes. A função das 

quimiocinas é crítica para todos os movimentos das células imunes, desde a migração 

necessária para o desenvolvimento e homeostase das células imunes, geração de 
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respostas imunes celulares e humorais primárias e amnésicas, até o recrutamento 

patológico de células imunes em doenças (ROSSI & ZLOTNIK, 2000).  

Quimiocinas constituem uma ampla família de citocinas, que consiste em 

aproximadamente 50 ligantes quimiotáticos endógenos em humanos e camundongos 

(Tabela 1). Quimiocinas são moléculas pequenas (8 a 10kDa). Muitas delas 

compartilham a presença de resíduos de cisteína, dois dos quais se encontram na 

região N-terminal da molécula e são utilizados para classificar todas as quimiocinas 

em quatro grupos: CC, CXC, C e CX3C (Esquema 1). Os resíduos de cisteína são 

importantes para a tridimensionalidade das moléculas de quimiocinas (HUGHES & 

NIBBS, 2018). 

Receptores para quimiocinas constituem o maior ramo da subfamília de g de 

receptores de sete domínios transmembrana semelhantes à rodopsina. Os receptores 

de quimiocinas são expressos de forma diferente em todos os leucócitos (Esquema 

2) e podem ser divididos em dois grupos: receptores de quimiocinas acoplados à 

proteína G, que sinalizam ativando proteínas do tipo Gi sensíveis á toxina pertussis 

(PTX) e receptores de quimiocinas atípicos, que parecem moldar o gradiente de 

quimiocinas e atenuar a inflamação eliminando-as de maneira independente de 

proteína G (GRIFFITH; SOKOL; LUSTER, 2014).  

A primeira quimiocina implicada na dor foi a CXCL8, também conhecida como 

Interleucina 8, a qual é secretada por macrófagos ativados e células endoteliais, e 

sinaliza via receptores CXCR1 e CXCR2. CXCL8 administrada via intradérmica na 

pata de ratos contribui para a hiperalgesia de maneira dose dependente, um efeito 

que é bloqueado utilizando-se anticorpos neutralizantes para CXCL8 (CUNHA et al., 

1991). 
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Tabela 1: Quimiocinas, seus receptores e funções. 
 
Quimiocina Receptor Função 

CXCL1 CXCR2 

Tráfego de neutrófilos CXCL2 CXCR2 

CXCL3 CXCR2 

CXCL4 CCR11 

Pró-coagulante; 

Migração de 

monócitos humanos1 

CXCL5 CXCR2 

Tráfego de neutrófilos 
CXCL6 CXCR1, CXCR2 

CXCL7 CXCR2 

CXCL8 CXCR1, CXCR2 

CXCL9 CXCR3 
Tráfego de NK, Th1 e 

CD8 e resposta Th1 
CXCL10 CXCR3 

CXCL11 CXCR3 

CXCL12 CXCR4 
Homing na medula 

óssea 

CXCL13 CXCR5 
Posicionamento de 

células B e Tfh no LN 

CXCL14 CXCR42 

Homing de 

macrófagos na pele 

(humanos) 

CXCL15 CXCR43 
Migração de 

neutrófilos3 

CXCL16 CXCR6 
Sobrevida e migração 

de células NK e ILC 

CCL1 CCR8 Tráfego de Th2 e Treg 

CCL2 CCR2 
Tráfego de monócitos 

inflamatórios 

CCL3 CCR1, CCR5 
Migração de células 

NK e macrófagos;  
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Quimiocina Receptor Função 
CCL4 CCR5 Migração de células 

NK e macrófagos; CCL5 CCR1, CCR3, CCR5 

CCL6 ? 
Migração de células 

NK e DCs4 

CCL7 CCR2, CCR3 
Mobilização de 

monócitos 

CCL8 
CCR1, CCR2, CCR3, CCR5 (humanos), CCR8 

(camundongo), 

Reposta Th2; Homing 

na pele 

(camundongos) 

CCL9/10 CCR15 
Função de 

osteoclastos5 

CCL11 CCR3 
Migração de 

eosinófilos e basófilos 

CCL12 CCR2 
Tráfego de monócitos 

inflamatórios 

CCL13 CCR2, CCR3, CCR5 Resposta Th2 

CCL14 CCR1 

Homing de 

macrófagos na medula 

óssea6 

CCL15 CCR1, CCR3 
Migração de 

monócitos e células T7 

CCL16 CCR1, CCR2, CCR5 
Função de hepatócitos 

humanos8 

CCL17 CCR4 

Resposta Th2; 

Migração de células 

Th2, Treg e homing na 

pele e no pulmão 

CCL18 CCR8 

Resposta Th2; 

marcador AAM; 

Homing na pele 

CCL19 CCR7 
Homing de células T e 

DC no LN 
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Quimiocina Receptor Função 

CCL20 CCR6 

Resposta Th17; 

Homing de células B e 

DC em GALT 

CCL21 CCR6, CCR7 
Homing de células T e 

DC no LN 

CCL22 CCR4 

Resposta Th2; 

migração de Th2 e 

Treg 

CCL23 CCR19 

Migração de 

monócitos e células T 

em repouso10 

CCL24 CCR3 
Migração de basófilos 

e eosinófilos 

CCL25 CCR9 

Homing de células T 

para o intestino; 

migração de timócitos 

CCL26 CCR3, CX3CR1 
Migração de 

eosinófilos e basófilos 

CCL27 CCR10 
Homing de células T 

na pele 

CCL28 CCR3, CCR10 

Homing de células T e 

plasmócitos IgA nas 

mucosas 

XCL1 XCR1 
Apresentação cruzada 

para DCs CD8+ 

XCL2 XCR1  

CX3CL1 CX3CR1 Migração de células T, 

monócitos e NK.   

   

Fonte: modificado de GRIFFITH; SOKOL; LUSTER, 2014. 

Legendas: AAM: Alternatively activated macrophages; DC: Dendritic cells; 

GALT: Gut-associated lymphoid tissue; IgA: Immunoglobulin A; ILC: Innate 
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lymphod cells; LN: Lymph nodes; NK: Natural killer cells; Tfh: T follicular helper; 

Th1: T helper 1; Th2: T helper 2; Treg: Regulatory T cells. 

Outras fontes: 1FOX et al., 2018; 2TANEGASHIMA et al., 2013; 3BROXMEYER; 

COOPER; ROPA, 2021; 4COELHO et al., 2007; 5LEAN et al., 2002; 6LI et al., 

2015; 7LI; WU; ZHANG, 2016; 8WEIERGRABER et al., 2022; 9MENG et al., 

2021; 10SIMATS et al., 2018. 

 

 

Esquema 1: Classificação das quimiocinas de acordo com a estrutura 

 
Fonte: modificado de Internet.  
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Esquema 2: Principais quimiocinas e seus receptores mostrados por subtipo de 
leucócito 

 
Fonte: modificado de Internet.  

 

O envolvimento de outras quimiocinas, tais como a CX3CL1 também foi 

implicado na sinalização entre neurônios e micróglia, como um ativador microglial. No 

sistema nervoso central, CX3CL1 é altamente expressa em neurônios e age através 

do seu receptor CX3CR1 modulando a resposta dolorosa em modelos de neuropatia. 

A administração de anticorpo neutralizante para CX3CL1 reduz a resposta nociceptiva 

após lesão neuronal periférica, sugerindo que a liberação prolongada de CX3CR1 

contribui para a manutenção da dor neuropática (MILLIGAN et al, 2004; ABBADIE, 

2005).  

Por fim, outra quimiocina bastante envolvida na dor neuropática é a CCL2, 

também conhecida como MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein 1). A via de 

sinalização CCL2/CCR2 é o foco deste trabalho e vai ser discutida com mais detalhes 

na próxima seção.  

 

1.4. CCL2 na dor neuropática 
 

A via de sinalização CCL2/CCR2 contribui para o desenvolvimento e 

manutenção da dor neuropática em diversos modelos de indução de dano no sistema 

nervoso. Zhu e colaboradores (2014) demonstraram que o aumento temporal da 
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expressão de CCL2/CCR2 no GRD e na medula espinal contribui para a 

hipersensibilidade dolorosa em modelo de dor neuropática induzida por hérnia de 

disco lombar. A sinalização desta via está envolvida no aumento do infiltrado 

inflamatório de macrófagos, na hiperexcitabilidade neuronal no GRD e na interação 

neuronial-astroglial na medula espinal. A utilização de antagonista para CCR-2 foi 

capaz de atenuar a hipersensibilidade a dor nesse contexto.  

Achados semelhantes foram observados em modelo de dano neuronal crônico 

por constrição (THACKER et al., 2009; VAN STEENWINCKEL et al., 2011), em 

modelo de dor orofacial por dano trigeminal (ZHANG et al., 2012) e na hiperalgesia 

gástrica induzida por diabetes (AYE-MON et al., 2018), reforçando o envolvimento 

dessa via em diferentes contextos patológicos. Estudos com camundongos deficientes 

para CCR2 demonstraram que esses animais não desenvolvem alodinia mecânica em 

modelo de lesão periférica de nervos ou inflamação crônica induzida por adjuvante 

completo de Freund, sugerindo um envolvimento deste receptor nas respostas 

associadas ao desenvolvimento da dor neuropática (ABBADIE et al., 2003).  

Ademais, Zhang e colaboradores demonstraram que existe uma sinalização 

mediada por CCL2/CCR2 entre neurônios mielinizados e não-mielinizados no GRD 

induzida pelo quimioterápico paclitaxel em ratos, e que o bloqueio dessa sinalização 

impede o desenvolvimento de fenótipos relacionados à dor neuropática, como 

hipersensibilidade (ZHANG et al., 2012). No entanto, a via sensorial e os mecanismos 

envolvidos na síntese e na atuação de CCL2 ainda são pouco compreendidos em 

modelos de dor neuropática.  

Alguns trabalhos relacionam o desenvolvimento da dor neuropática e a 

expressão de CCL2 nos neurônios sensoriais com a ativação direta da micróglia via 

CCR2. A literatura apresenta evidências discordantes a respeito da expressão 

microglial de CCR2 em modelos de transplante de medula óssea e em camundongos 

parabióticos, nos quais se demonstrou que a expressão deste receptor está restrita 

aos monócitos/macrófagos periféricos que infiltram os tecidos nervosos durante 

estados patológicos. No entanto, apesar dos dados conflitantes a respeito da 

presença/ausência do receptor CCR2 na micróglia, a interferência com a sinalização 

de CCL2 pode inibir o desenvolvimento das reações microgliais relacionadas à dor 

(BIBER; BODDEKE, 2014). Estes achados sugerem que novas pesquisas são 

necessárias para o esclarecimento acerca dos mecanismos que iniciam a resposta 

microglial após a indução de dano neuronal periférico.  
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Corroborando os dados acima, Shechter e colaboradores (2013) demonstraram 

que o recrutamento de monócitos-macrófagos pró-inflamatórios M1 é coordenado 

através das leptomeninges adjacentes ao sítio da lesão e que o bloqueio de CCL2 

com anticorpos diminui o recrutamento dos monócitos Ly6cHighCcr2+ e a presença de 

monócitos-macrófagos Ly6cHighCx3cr1low em modelo de lesão mecânica da medula 

espinal. Esses monócitos-macrófagos liberam um grande número de fatores pró- 

inflamatórios e quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5), levando a sensibilização 

periférica e hipersensibilidade.  

O acúmulo de macrófagos no GRD também foi demonstrado em outros 

modelos experimentais de dor neuropática, incluindo aqueles que resultam em dano 

físico de nervos, diabetes e dano mediado por quimioterápicos (paclitaxel e 

vincristina). Dessa forma, a inibição-alvo ou depleção de macrófagos previne a 

neuroinflamação e a hipersensibilidade dolorosa nesses modelos (CONTI et al., 2002; 

GÓMEZ-NICOLA et al., 2008; KIGUCHI et al., 2008; MAEDA et al., 2009).  

Apesar do crescente número de trabalhos envolvendo a participação da CCL2 

na dor neuropática em diferentes modelos experimentais, ainda existem questões 

neuroimunobiológicas que precisam ser entendidas envolvendo a sinalização 

upstream/downstream da via CCL2/CCR2. A elucidação dessas questões pode 

contribuir com o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas com benefício 

mais eficaz para o tratamento da dor crônica.  

Nesse sentido, a hipótese formulada para este projeto é de que a quimiocina 

CCL2 produzida pelos neurônios sensitivos periféricos contribui para o 

desenvolvimento e manutenção da dor neuropática por influenciar o trânsito de 

monócitos/macrófagos para o local da lesão neuronal.  
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2. OBJETIVO GERAL 

 

 

Verificar se a CCL2 produzida pelos neurônios sensoriais periféricos pode 

contribuir para o desenvolvimento e manutenção da dor neuropática.  

 

 

2.1. Objetivos específicos  
 

• Verificar se a lesão neuronal periférica SNI está relacionada com o aumento da 

expressão de CCL2 no GRD; 
• Verificar se os neurônios sensoriais modulam a resposta comportamental por 

meio do aumento da expressão de CCL2; 
• Verificar se se os neurônios sensoriais recrutam células CCR2+ diante do 

aumento da expressão de CCL2. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1. Animais 
 

Todo os camundongos foram mantidos em um background C57BL/6J e 

camundongos de ambos os sexos foram utilizados. Os camundongos foram alojados 

em condições de temperatura e ciclo claro/escuro de 12 horas padrões, em caixas 

padronizadas com forragem, água e ração ad libitum. A circulação de ar no biotério foi 

filtrada e a temperatura monitorada a 20°C constantemente. Os experimentos foram 

conduzidos de acordo com as normas de ética estabelecidas pela IASP (do inglês 

International Association for the Study of Pain) com a finalidade de minimizar o 

sofrimento animal durante todo o curso do procedimento experimental. Os 

procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo 

(05/2019). 

 As seguintes linhagens animais foram utilizadas: Ccl2-/- (B6.129S4-

Ccl2tm1Rol/J), Ccl2fl/fl (B6.Cg-Ccl2tm1.1Pame/J), Ccr2-/- (B6.129S4-Ccr2tm1lfc/J), 

Ccr2RFP/RFP, Cx3cr1GFP/GFP, Nav1.8Cre/Cre (STIRLING et al., 2005) As seguintes 

genotipagens por reação em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas: para o 

alelo flanqueado de Ccl2, utilizando os primers forward 5’-AAG GGA GCT GCA GTG 

GAG TA-3’, reverse selvagem 5’-CCG AAA ATC TGT GGG AAG TC-3’e reverse 

mutante 5’-GGC ATT AAA GCA GCG TAT CC-3’; e para Nav1.8Cre, utilizando os 

primers forward 5’-CAG TGG TCA GGC TGT CAC CA-3’, reverse selvagem 5’-ACA 

GGC CTT CAA GTC CAA CTG-3’ e reverse knock in 5’-AAA TGT TGC TGG ATA GTT 

TTT ACT GCC-3’. 

  

3.2. Modelo de Neuropatia  
 

Os animais foram previamente anestesiados com isoflurano 1,5% por via 

inalatória e foi induzido o modelo de lesão neuronal SNI (do inglês Spared nerve 

injruy), seguindo as normas estabelecidas pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

FMRP. O modelo SNI consiste na ligadura por fio de sutura não-absorvível 4mm 

seguida da transecção de dois ramos do nervo isquiático (peroneal e tibial), com 
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preservação do terceiro ramo (sural), dos camundongos, conforme descrito 

anteriormente. (DECOSTERD; WOOLF, 2000).  

 
3.3. Ensaios de comportamento nocifensivo 
  

A avaliação do limiar de hipersensibilidade mecânica foi realizada utilizando-se 

o método manual de von Frey. Os animais foram aclimatados individualmente em 

caixas de acrílico durante 1 hora, cujo assoalho é constituído por uma tela de arame 

não maleável. Os monofilamentos de von Frey foram aplicados perpendicularmente à 

superfície plantar da pata traseira direita até que este se curve, levando ao 

desenvolvimento de uma força constante pré-determinada, por 2 a 5 segundos. A 

resposta foi considerada positiva, quando o animal exibiu algum comportamento 

nociceptivo, incluindo a retirada rápida da pata, lambidas ou sacudidas com a pata, 

durante a aplicação do estímulo ou imediatamente após o filamento ter sido removido. 

A avaliação foi realizada por meio de duas metodologias: o método de estímulo 

ascendente – baseado na aplicação dos monofilamentos com força crescente até que 

uma resposta de retirada seja observada, sendo esta força considerada como limiar 

de retirada mecânica – e o método de resposta percentual – baseado na repetição 

dos filamentos de forças variadas em número igual de vezes (10 repetições), sendo 

considerado o número de respostas positivas de cada filamento como um valor 

percentual (SORKIN; YAKSH, 2009; DEUIS; DVORAKOVA; VETTER, 2017).  

O teste de evaporação de acetona é uma técnica utilizada para mensurar 

comportamentos aversivos desenvolvidos por resfriamento por evaporação e é 

geralmente considerado como uma medida de alodinia ao frio. Os animais foram 

aclimatados individualmente em caixas de acrílico durante 1 hora, cujo assoalho é 

constituído por uma tela de arame não maleável. A acetona foi aplicada ou borrifada 

sobre a superfície plantar da pata traseira, provocando o resfriamento da pele a 

temperaturas inócuas de 15 a 21°C. A sensibilidade ao frio foi registrada pela 

quantificação da duração desta resposta (durante 60 segundos). (SORKIN; YAKSH, 

2009; DEUIS; DVORAKOVA; VETTER, 2017).  

O teste de placa quente (EDDY; LEIMBACH, 1953) consiste em dispor o animal 

sobre uma placa metálica aquecida a uma temperatura constante, em um espaço 

delimitado por um cilindro de acrílico com altura suficiente para que o animal não 

consiga escapar durante o experimento. Os animais foram submetidos ao teste final 
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após dois treinamentos em dias prévios ao ensaio. Tanto os treinamentos quanto o 

teste final consistiram em colocar o animal sobre a superfície aquecida a 48°C, 52°C 

e 56°C e cronometrar o tempo até que ele exibisse as respostas de lambida ou pulo, 

com um cut off de 60 segundos.  

O teste de performance Rotarod é um teste de desempenho baseado em uma 

haste rotativa com atividade motora sendo aplicada pelo camundongo. O animal foi 

colocado em um cilindro giratório horizontalmente orientado (haste) suspenso, que é 

baixo o suficiente para não ferir o animal, mas alto o suficiente para induzir aversão à 

queda. O período de tempo que um dado animal fica nessa haste giratória é uma 

medida de equilíbrio, coordenação motora, condição física e planejamento motor. Os 

animais foram submetidos a dois treinamentos nos dias anteriores ao teste, para fins 

de aclimatação ao aparelho, reduzindo a possibilidade de queda inespecífica no dia 

do teste final. Tanto o treinamento como o teste final consistiram em submeter os 

animais à caminhada no rotarod a uma velocidade de 22 rpm por 120 segundos 

(DUNHAM; MIYA, 1957).  

 

3.4. Coleta de amostras  
 

Os animais foram anestesiados com ketamina (100mg/kg, i.p.) e xilazina 

(10mg/kg, i.p.). Para a realização dos experimentos de biologia molecular, os animais 

foram perfundidos com PBS (phosphate-buffered saline, pH 7,2- 7,4), em temperatura 

ambiente, por 2 minutos (5 mL/min). Para a realização dos experimentos de 

microscopia confocal, os animais foram perfundidos adicionalmente com 

paraformaldeído 4% tamponado (pH 7,0) a 4°C por 5 minutos (5 mL/min). Em seguida, 

foi feita uma incisão craniocaudal no dorso do animal, seguida de abertura por planos, 

até a exposição das lâminas ósseas da coluna vertebral. Após laminectomia, a medula 

espinal lombar (L3-L6) foi exposta para coleta juntamente com os GRD ipsilaterais 

correspondentes. Para as preparações de meninge, foram realizados dois 

procedimentos: no primeiro, removemos toda a região lombar da coluna vertebral com 

osso, desde a vértebra L3 até a vértebra L6; no segundo, removemos as vértebras e 

coletamos apenas a meninge (whole mounted) com os GRDs correspondentes de 

ambos os lados, contra- e ipsilaterais, à lesão.  
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3.5. Reação em cadeia da polimerase-transcriptase reversa em tempo real (RT-
PCR)  

 

As amostras coletadas foram acondicionadas em 500μL reagente de Trizol 

(Sigma) e armazenadas em freezer a -80°C. A extração do RNA total foi realizada de 

acordo com as recomendações do fabricante do kit de extração. A extração do RNAm 

total foi realizada como se segue: para cada 500 μL de suspensão (tecido + Trizol), 

foram adicionados 200 μL de clorofórmio (Merck) e 100 μL de água (Sigma-Aldrich). 

Após agitação em vórtex, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 15 

minutos a 4°C e a fase contendo o RNA, foi transferida para outro tubo contendo 00 

μL de isopropanol (Merck) gelado. Em seguida as amostras foram agitadas no vórtex 

e incubadas overnight a -20°C. No dia seguinte, as amostras foram novamente 

centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Após este procedimento, o líquido 

sobrenadante foi descartado cuidadosamente, ficando aderido aos tubos o precipitado 

de RNA. Esse precipitado foi lavado duas vezes de forma sucessiva, com 500 μL 

álcool etílico 80% e 500 μL álcool etílico absoluto. Em cada lavagem as amostras 

foram agitadas no vórtex e posteriormente centrifugadas a 7000 rpm por 10 min a 4°C. 

O sobrenadante foi descartado e o precipitado de RNA foi ressuspenso em água ultra- 

pura (Sigma-Aldrich). A concentração de RNA foi determinada por meio da densidade 

óptica no comprimento de onda de 260 nm, utilizando o aparelho nanoVue plus GE®.  

A transcrição de RNAm para DNAc, foi feita por meio da atividade da enzima 

transcriptase reversa MultiScribe®, utilizando-se RNAm total (2000ng para medula 

espinal, 500ng para GRD e 570ng para meninges), e os demais reagentes fornecidos 

pelo kit de transcrição reversa de RNAm em cDNA - High-Capacity (Invitrogen Life 

Technologies Corporation, Carlsbad, CA). Para essa reação foram utilizados tempos 

e temperaturas estabelecidos pelo fornecedor do Kit. A reação quantitativa do PCR-

RT foi feita no aparelho stepOne Plus Real-Time PCR System, usando o sistema de 

fluorescência SYBR-green® Master Mix (Invitrogen, Carlsbad, USA). O PCR-RT foi 

executado com volume final de 6,25 μL usando SYBR- green (3,125μL SYBR-green® 

+ 0,25 μL de primer sequência sense + 0,25 μL primer sequência antisense + 1,625 

μL de água) e 1 μL de amostra de cDNA. A placa na qual esses reagentes e amostras 

foram pipetados foi mantida a 95 °C (10 min), e mais 40 ciclos de 94°C (1 min), 56° C 

(1 min) e 72° C (2 min). A curva de dissociação, para as amplificações com SYBR®, 

foram analisadas a 65-95°C, para verificar se apenas um produto foi amplificado. 
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Amostras que tiveram mais de um pico foram excluídas. Os resultados foram 

analisados através do método comparativo de “cycle threshold” (CT) (2-ΔΔct) 

(SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Os níveis de expressão relativa dos genes alvos foram 

normalizados com base na expressão de GAPDH como controle endógeno. As 

sequências dos pares de primers (camundongo) utilizados estão demonstradas na 

tabela abaixo.  

 

Tabela 2: Primers 
 

Genes Sequence (5’-3’) 

Gapdh 
Fwd: AGGAGCGAGACCCCACTAAC 

Rev: GTGGTTCACACCCATCACAA 

Aif1 
Fwd: TGAGGAGCCATGAGCCAAAG 

Rev: GCTTCAAGTTTGGACGGCAG 

Cx3cr1 
Fwd: GCCTCTGGTGGAGTCTGCGTG 

Rev: CGCCCAAATAACAGGCCTCAGCA 

Jak2 
Fwd: TAGTGGCAGCAGCAGAACCTA 

Rev: ATCCATCCGTGAACAAAATCAT 

Prdm12 
Fwd: CTTCTCCAAGACGTGGATCAAG 

Rev: AGGTTCTGCTCCTGCTCATTC 

Adam8 
Fwd: ATCAGTGTGGTTGTGGTCTTGGT 

Rev: GAATAGGGGGTTGGAGAGCC 

Anxa1 
Fwd: GTATCCTCGGATGTTGCTGC 

Rev: GCCTGTAAGGGCTTTTCTCA 

Icam1 
Fwd: AGGGCTGGCATTGTTCTCTA 

Rev: CTTTGGGATGGTAGCTGGAA 

Ccl2 
Fwd: AGCACAGATGTGGTGGGTTT 

Rev: TGCAGCAGTCAACACAAATTG 

Ccr2 
Fwd: GGCATTGGATTCACCACAT 

Rev: CAAGGCTCACCATCATCGTA 

Cxcl1 
Fwd: ACCCGCTCGCTTCTCTGT 

Rev: AAGGGAGCTTCAGGGTCAAG 

Ald1h1 Fwd: GCAGGTACTTCTGGGTTGCT 
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Rev: GGAAGGCACCCAAGGTCAAA 

Il6 
Fwd: TTCCTACCCCAATTTCCAAT 

Rev: CCTTCTGTGACTCCAGCTTATC 

Gfap 
Fwd: TGTGGATTTGGAGAGAAAGGT 

Rev: CCGATACCACTCCTCTGTCTCT 

   Fonte: criado pelo autor. 

 

3.6. Microscopia confocal  
 

Os tecidos coletados foram fixados com paraformaldeído 4% tamponado, pH 

7,0, por 4 horas, a 4°C. As amostras fixadas foram desidratadas em gradiente de 

sacarose 10%, 20% e 30% a 4°C, com exceção do processamento das meninges 

whole mounted, que seguiram direto para marcação, após a coleta e fixação. Em 

seguida, as amostras foram criopreservadas em meio preservante Tissue- Tek® 

O.C.T. e criosseccionadas (20 μm). Criossecções foram deixadas 20 minutos em 

temperatura ambiente para secagem seguida de duas lavagens com 0,3% Triton-X 

100 em tampão fosfato + salina esterilizado (PBS, pH 7.2-7.4) e uma lavagem com 

PBS apenas. Para reduzir as ligações a proteínas inespecíficas, as criossecções 

foram incubadas com soro de burro 10% por 1 hora. O anticorpo primário anti-IBA1 

(1:400, Wako, 016-20001) ou anti-CD45 conjugado (1:200, Invitrogen, 12-0454-83) 

foram aplicados sobre as criossecções e incubados a 4°C por 18 horas em câmara 

escura úmida. No dia seguinte, as criossecções foram submetidas a novo processo 

de lavagem. Os anticorpos secundários conjugados com fluorocromo foram 

implementados sobre os cortes, que foram incubados em temperatura ambiente por 1 

hora em câmara escura úmida. Ao final, as lâminas foram montadas utilizando-se 

VectaShieldâ com DAPI para marcação dos núcleos celulares. As imagens foram 

adquiridas utilizando-se o microscópio confocal (AxioObserver LSM780).  

 

3.7. Imunoensaio Miliplex 
 

Líquido cefalorraquidiano foi coletado por punção na cisterna magna utilizando-

se um método previamente descrito. Os camundongos foram anestesiados com 

ketamina (100mg/kg) e xilazina (10mg/kg), administrado intraperitonealmente. A pele 
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do pescoço foi depilada e o camundongo foi disposto sobre o equipamento de 

estereotaxia e a cabeça foi fixada com adaptadores auriculares de cabeça. A área 

cirúrgica foi esterilizada com álcool 70% e foi realizada uma incisão sagital na pele 

inferior ao occipício. O camundongo foi disposto de forma que a cabeça estivesse em 

um ângulo próximo de 135° com o corpo. A cisterna magna foi penetrada através da 

dura-máter com um capilar de vidro, lateral a artéria dorsal espinal. O líquido 

cefalorraquidiano foi coletado em eppendorfs 0,5ml e congelados imediatamente (LIU, 

L; DUFF, K., 2008). As amostras foram analisadas por um painel de beads magnéticas 

para 32 citocinas e quimiocinas por Miliplex (MCYTMAG-70K-PX32 Millipore), como 

descrito pelo fabricante e foi usado o leitor Luminex 200 e os softwares Luminex 

Xponent e Milliplex Analyst para análise. 

 
3.8. Re-análises de dados de sequenciamento de célula única  
 

Os seguintes bancos de dados públicos foram utilizados: GSE129609 

(WHEELER et al. 2020), GSE139103 (AVRAHAM et al., 2020), GSE165153 

(SCHAFFLICK et al., 2021), GSE162807 (TANSLEY et al., 2022) e GSE182098 (YIM 

et al., 2022). 

Bancos de dados públicos foram analisados usando o pacote Seurat 

v4.0.1(Stuart et al., 2019). Esses dados foram filtrados, log normalizados, integradose 

dimensionados antes da redução de dimensionalidade e identificação de 

agrupamentos. Para cada conjunto de dados, filtramos genes que foram expressos 

em menos de 3 células e removemos células de baixa qualidade que têm mais de 5-

20% de conteúdo de gene mitocondrial e contêm menos de 200 features. Os bancos 

de dados que foram integrados foram utilizados um conjunto de dados usando o fluxo 

de trabalho de integração e localização de âncora baseado em referência da Seurat, 

que é recomendado pela Seurat para integrar um grande número de conjuntos de 

dados. Para a integração de âncoras usamos 1000-3000 âncoras e os primeiros 15-

30 componentes principais (PCs) para as etapas de integração. A análise de 

componentes principais foi utilizada definidas pelos autores dos bancos de dados. 

Com base nessas determinações, escolhemos os primeiros 15-30 PCs para 

identificação do vizinho mais próximo e uma resolução de agrupamento de 0.3-1,0 

para localização de agrupamento. Finalmente, escolhemos o UMAP e tSNE como 

uma abordagem de redução de dimensionalidade não-linear para visualizar 
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agrupamentos. Os agrupamentos foramdefinidos a partir de gene específicos 

utilizados pelos próprios autores principais que disponibilizaram os bancos de dados. 

Toda a análise scRNA-seq foi feita usando R versão 4.0.2 (R Core Team, 2020). 

Todos os gráficos scRNA-seq foram feitos usando ggplot2 v3.3.2 (Wickham, 2016) e 

o scCustomize (Marsh, 2022). 

 
3.9. Análise estatística  
 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média. 

Comparações foram feitas utilizando análise de variância de uma via com múltiplas 

comparações seguida de teste de Dunnett para análises de RT-PCR ou Teste t de 

Student com múltiplas comparações seguinte de teste de Holm-Sídák para as análises 

comportamentais, em software Graphpad Prism versão 9.4.1. Valores de 

probabilidade de 5% foram considerados significativos.  
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1. A neuropatia causada pelo modelo de indução de lesão SNI aumenta a 
expressão gênica de marcadores de ativação neuronal e glial no GRD e 
medula espinal 

 

Inicialmente, nos perguntamos se a indução de neuropatia aumentaria a 

atividade neuronal e de células da glia no GRD e na medula espinal. Para isso, 

induzimos modelo de lesão periférica SNI em animais C57B6/L e coletamos os tecidos 

de interesse em diferentes dias após a indução do modelo SNI para avaliação da 

expressão gênica por RT-qPCR. 

 No GRD foi observado aumento significativo na expressão gênica de Adam8 

(A disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 8) (Figura 1A), Anxa1 

(Annexin A1) (Figura 1B), Il6 (Interleukin 6) (Figura 1C) e Jak2 (Janus kinase 2) (Figura 

1D) ao longo do decurso temporal (KOLLER et al, 2009; PEI et al, 2011, ZHOU et al, 

2016; SIMON et al., 2021; XU et al, 2021). Marcadores associados aos macrófagos 

também foram avaliados e observou-se aumento significativo da expressão gênica de 

Cx3cr1 (C-X3-C motif chemokine receptor 1) (Figura 1E) e de Aif1 (Allograft 

inflammatory fator 1) (Figura 1F). Ademais, a expressão gênica de Prdm12 (PR 

domain zinc finger protein 12) (Figura 1G), um regulador transcricional epigenético de 

nociceptores, apresentou-se diminuída ao longo do decurso temporal (LANDY et al, 

2021; LATRAGNA et al, 2022). Esses dados sugerem que o modelo de indução de 

lesão SNI foi capaz de levar ao aumento da ativação neuronal e de macrófagos no 

GRD. 

 Na medula espinal foi observado aumento significativo na expressão gênica de 

marcadores relacionados ao astrócito tais como Aldh1a1 (Aldehyde dehydrogenase 1 

family member A1) (Figura 2A), Cxcl1 (C-X-C motif chemokine ligand 1) (Figura 2B) e 

Gfap (Glial fibrillary acidic protein) (Figura 2C) a partir do terceiro dia após a indução 

da lesão neuronal SNI, que se manteve sustentado ao longo do decurso temporal 

(ALBAYAR et al, 2019). Além disso, observou-se aumento significativo na expressão 

gênica de Cx3cr1 (Figura 2D) ao longo do decurso temporal, que na medula é utilizado 

como marcador de micróglia. Esses dados sugerem que o modelo de indução de lesão 
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SNI foi capaz de levar ao aumento da ativação glial na medula espinal, 

respectivamente astrogliose e microgliose.  

 

 
Figura 1: Expressão gênica de marcadores de lesão neuronal e de ativação de 
macrófagos no GRD ao longo do decurso temporal em modelo de indução de 
lesão SNI. (A) Quantificação relativa de Adam8 ao longo de 21 dias. (B) Quantificação 

relativa de Anxa1 ao longo de 21 dias. (C) Quantificação relativa de Il6 ao longo de 21 

dias (D) Quantificação relativa de Jak2 ao longo de 21 dias. (E) Quantificação relativa 

de Cx3cr1 ao longo de 21 dias. (F) Quantificação relativa de Aif1 ao longo de 21 dias. 

(G) Quantificação relativa de Prdm12 ao longo de 21 dias. Os dados são apresentados 

como médias ± EPM (n = 4-6 por grupo, *p<0,05 versus tempo 0, One-way ANOVA 

múltiplas comparações, post-hoc Dunnett). Legenda: SNI: Spared Nerve Injury; 

Gapdh: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. 
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Figura 2: Expressão gênica de marcadores de astrócitos (A-C) e micróglia (D) 
no na medula espinal ao longo do decurso temporal em modelo de indução de 
lesão SNI. (A) Quantificação relativa de Aldh1a1 ao longo de 21 dias. (B) 

Quantificação relativa de Cxcl1 ao longo de 21 dias. (C) Quantificação relativa de Gfap 

ao longo de 21 dias. (D) Quantificação relativa de Cx3cr1 ao longo de 21 dias. Os 

dados são apresentados como médias ± EPM (n = 5-6 por grupo, *p<0,05 versus 

tempo 0, One-way ANOVA múltiplas comparações, post-hoc Dunnett). Legenda: SNI: 

Spared Nerve Injury; Gapdh: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. 
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4.2. CCL2 participa do desenvolvimento e manutenção da dor neuropática 
 

Afim de verificar se a CCL2 pode ser um dos mecanismos que contribuem para 

o desenvolvimento/manutenção da dor neuropática, foram realizadas análises em 

bancos de dados públicos (GSE129609, GSE139103, GSE182098) contendo 

sequenciamento de células únicas de diferentes tecidos de interesse (AVRAHAM et 

al., 2020; WHEELER et al., 2020; YIM et al., 2022). Análises de expressão gênica para 

Ccl2 no GRD e na medula espinal por RT-qPCR e avaliações comportamentais 

nocifensivas em animais selvagens e Ccl2-/- após indução do modelo de neuropatia 

SNI também foram realizadas com essa finalidade.  

Nos dados reanalisados de diferentes tecidos do sistema nervoso 

somatossensorial de camundongos em uma condição saudável, foi observado que o 

GRD é, dentre os demais, o tecido enriquecido para a expressão de Ccl2, Ccr2 e 

outros marcadores relacionados a macrófagos residentes como Cx3cr1 e macrófagos 

provenientes da circulação sanquínea como Ly6c2 (Lymphocyte antigen 6 complex, 

locus C2) e Ms4a3 (Membrane spanning 4-domains A3), um marcador específicos de 

progenitores GMP (Granulocyte-monocyte progenitors), que darão origem a 

monócitos e neutrófilos na medula óssea (LIU et al. 2019).  
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Figura 3: Análise Dotplot por tecidos do sistema somatossensorial em 
camundongos saudáveis. Os gráficos dotplot exibem a distribuição destacada de 

CCL2, CCR2, CX3CR1, LY6C2 e MS4A3 para cada população de célula indicada. 

Legenda: Ccl2: C-C motif chemokine ligand 2; Ccr2: C-C chemokine receptor type 2; 

Cx3cr1: C-X3-C motif chemokine receptor 1; Ly6c2: Lymphocyte antigen 6 complex, 

locus C2; Ms4a3: Membrane-spanning 4-domains subfamily A member 3. 

 

A expressão gênica de CCL2 está aumentada em ambos GRD e medula 

espinal ao longo do decurso temporal após indução do modelo de lesão neuronal SNI. 

Aumentos significativos foram observados a partir do sétimo dia após o modelo em 

ambos os tecidos, sugerindo que a CCL2 pode ter um papel importante na 

manutenção da dor neuropática. Para testar essa hipótese, realizamos avaliações 

comportamentais nocifensivas utilizando animais depletados para essa quimiocina.  

 

 
Figura 4: Expressão gênica de CCL2 em GRD e medula espinal ao longo do 
decurso temporal em modelo de indução de lesão SNI. (A) Quantificação relativa 

de Ccl2 no GRD ao longo de 21 dias. (B) Quantificação relativa de Ccr2 na medula 

espinal ao longo de 21 dias. Os dados são apresentados como médias ± EPM (n = 4-

6 por grupo, *p<0,05 versus tempo 0, One-way ANOVA múltiplas comparações, post-

hoc Dunnett). Legenda: DRG: Dorsal root glanglia; SNI: Spared Nerve Injury; Gapdh: 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. 

 

 

 

B A 
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Em relação às análises comportamentais nocifensivas, como podemos 

observar na Figura 5, a depleção de CCL2 parece contribuir para a reversão do limiar 

de retirada de pata tanto em machos (Figura 5A) partir do sétimo dia após a indução 

do modelo de neuropatia SNI. Nas fêmeas, a depleção de CCL2 reverteu parcialmente 

o fenótipo doloroso como pode ser visto na Figuras 5B. 

Além disso, a CCL2 parece participar do desenvolvimento da alodinia em 

ambos os sexos como pode ser observado nas Figuras 5C e 5D que mostram a 

frequência de retirada de pata para o filamento 0,02g. Quando analisamos a 

hiperalgesia por meio da frequência de retirada de pata para o filamento 0,16g como 

demonstram as Figuras 5E e 5F, a CCL2 parece não ter contribuição para a 

diminuição do fenótipo nas fêmeas e em tempos iniciais nos machos, durante o 

estabelecimento do fenótipo doloroso. 

Em adição a isso, a CCL2 parece contribuir com o desenvolvimento de alodinia 

ao frio, uma vez que a ausência dessa proteína torna os animais pouco responsivos 

à acetona, como pode ser visto nas Figuras 5G e 5H em ambos os sexos.  

Como conclusão parcial, temos que a depleção de CCL2 parece ter um papel 

fundamental na manutenção da neuropatia, como previsto, confirmando os achados 

presentes na literatura (THACKER et al., 2009; VAN STEENWINCKEL et al., 2015; 

WU; ZHU; GAO, 2021).  
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Figura 5: Avaliação comportamental nocifensiva em animais selvagens e Ccl2-/- 
de ambos os sexos após modelo de indução de lesão SNI. (A) Limiar mecânico 

de retirada de pata por von Frey filamentos em machos. (B) Limiar mecânico de 

retirada de pata por von Frey filamentos em fêmeas. (C) Frequência de resposta 

mecânica ao filamento de 0,02g em machos. (D) Frequência de resposta mecânica 

ao filamento de 0,02g em fêmeas. (E) Frequência de resposta mecânica ao filamento 

de 0,16g em machos. (F) Frequência de resposta mecânica ao filamento de 0,16g em 

fêmeas. (G) Tempo de resposta ao frio em segundos após instilação de acetona em 

machos. (H) Tempo de resposta ao frio em segundos após instilação de acetona em 

fêmeas. Os dados são apresentados como médias ± EPM (n = 5-8 por grupo de 

machos; n = 5 por grupo de fêmeas, *p<0,05 versus grupo selvagem, Teste t de 

Student múltiplas comparações, post-hoc Holm-Sídák). 
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4.3. CCL2 é expressa por diferentes tipos celulares do sistema 
somatossensorial, mas não em nociceptores.  

 
A literatura apresenta dados controversos acerca da fonte celular de CCL2 e o 

envolvimento de neurônios sensoriais na produção desse quimiocina (BIBER & 

BODDEKE, 2014). Diante disso, buscamos avaliar que tipo celular presente no 

microambiente somatossensorial seria responsável, após a existência de uma lesão 

neuronal, pela produção e secreção de CCL2.  

Com base nisso, nosso primeiro foco foi avaliar se a depleção de CCL2 em 

neurônios sensoriais levaria a uma modulação da resposta comportamental nos 

animais machos submetidos ao modelo SNI. Para isso, realizamos uma deleção 

específica do gene Ccl2 em fibras nociceptivas que expressam o canal de sódio 

Nav1.8 (Nav1.8CreCCL2fl/fl) (STIRLING et al. 2005).  

Estes animais foram desenvolvidos a partir do cruzamento entre animais que 

expressam a enzima Cre recombinase sob o promotor do gene Scn10a (Sodium 

voltage-gated channel alpha subunit 10), que codifica a proteína Nav1.8 e 

camundongos que possuem os alelos para o gene da CCL2 flanqueados por 

sequências de clivagem específicas (flox). 

Para garantir que essa deleção específica não alterou os comportamentos 

fisiológicos basais dos animais, avaliamos a resposta locomotora do animal naive por 

meio do teste de performance Rotarod. Como podemos observar na Figura 6A, não 

foi identificado nenhum prejuízo motor nos animais condicionais em comparação aos 

animais controle, sugerindo que a depleção condicional de CCL2 não afetou a 

resposta fisiológica dos animais relacionadas ao desenvolvimento locomotor. 

Ademais, o limiar de nocicepção térmico dos animais foi avaliado por meio do 

teste de placa quente. Como podemos observar na Figura 6B, não foi possível 

observar diferença nos limiares térmicos entre os animais condicionais e os animais 

controle, sugerindo que a depleção condicional de CCL2 não afetou o reconhecimento 

de estímulos térmicos ao calor não-nocivos e nocivos. 

Em seguida, a resposta comportamental nocifensiva frente a um estímulo após 

a indução do modelo de neuropatia SNI foi analisada por meio dos testes de von Frey 

filamentos e de evaporação de acetona. Como podemos observar na Figura 6C, a 

deleção condicional de CCL2 não alterou o desenvolvimento da resposta de retirada 

mecânica de pata após indução do modelo de SNI ao longo do tempo quando 
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comparada com o grupo controle. O mesmo pode ser observado nas Figuras 6D e 6E 

as respostas de frequência de retirada mecânica de pata frente ao estímulo com os 

filamentos de 0,008g (para avaliar alodinia) e 0,16g (para avaliar hiperalgesia) também 

não foram alteradas significativamente ao longo do tempo quando comparadas ao 

respectivos controles.  

A avaliação da resposta nocifensiva ao frio induzida por instilação de acetona 

demonstrou que os animais condicionais não apresentam alteração no 

desenvolvimento da resposta quando comparados aos animais controles como pode 

ser observado na Figura 6F.  
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Figura 6: Avaliação comportamental nocifensiva em animais controle e CCL2 
condicionais machos após modelo de indução de lesão SNI. (A) Resposta 

locomotora medida pela latência à queda por Rotarod. (B) Latência de resposta 

medida pela latência até o licking das patas traseiras. (C) Limiar mecânico de retirada 

de pata por von Frey filamentos. (D) Frequência de resposta mecânica ao filamento 

de 0,02g. (E) Frequência de resposta mecânica ao filamento de 0,16g. (F) Tempo de 

resposta ao frio em segundos após instilação de acetona. Os dados são apresentados 

como médias ± EPM (n = 3-8 por grupo). Legenda: cKO: Knockout condicional; 

Licking: comportamento de lambida. 

 

Diante dos dados comportamentais apresentados e na tentativa de obter mais 

informações sobre a dinâmica da CCL2 na fisiopatologia da dor neuropática, 

buscamos identificar o possível subtipo celular não-neuronal que expressa essa 

quimiocina e seu receptor CCR2 em diferentes condições em murinos. Para esse fim, 

utilizamos bancos de dados públicos (GSE139103 e GSE162807) em condições de 

neuropatia. 

 Com relação a análise de GRD murino em modelo de neuropatia induzida por 

esmagamento do nervo ciático, (AVRAHAM et al., 2022) foram identificados 9 tipos 

de agrupamentos celulares em duas condições experimentais [Naive e Lesão por 

Esmagamento (Crush)]: células mesenquimais, células do músculo liso vascular, 

células do tecido conectivo, células endoteliais, neurônios, células de Schwann, 

macrófagos e células T. Os genes marcadores Cd68 (Cluster of differentiation 68), 

Csfr1 (Colony stimulating fator 1 receptor), Cx3cr1 e Ly6c2 (Lymphocyte antigen 6 

complex, locus C2) foram utilizados como controle positivo das populações de 

macrófagos.   

Dentre as diferentes populações de células (Figura 7A), a expressão de Ccl2 

está enriquecida nas populações de macrófagos e células mesenquimais em ambas 

as condições experimentais (Figura 7B). A expressão de Ccr2, por sua vez, encontra-

se enriquecida nas populações de macrófagos e de células T presentes nesse tecido 

em ambas as condições experimentais (Figura 7C).  

A análise por densitometria dessas populações (Figura 8) demonstrou que a 

CCL2 (Figura 8A e 8E) está presente na população de macrófagos Cx3cr1High (Figura 

8C e 8G) presente no GRD, mas não na população Ly6c2+ (Figura 8D e 8H) em ambas 

as condições experimentais. Ademais, a análise nos mostrou um enriquecimento da 
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expressão de Ccr2 (Figura 8B e 8F) nas células Ly6c2+ (Figura 8D e 8H) e em uma 

subpopulação de macrófagos Cx3cr1High (Figura 8C e 8G) no GRD. 

Em relação aos marcadores utilizados para caracterizar as populações de 

macrófagos, podemos observar que a população de macrófagos Cxc3r1+ (Figura 8) 

está enriquecida com a expressão de CD68 (Figura 9A) e Csfr1 (Figura 9B), enquanto 

as populações Ly6c2+ (Figura 9C), apenas com a expressão de Cd68, em ambas as 

condições experimentais. 
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Figura 7: Análise t-SNE (t-Distributed stochastic neighbor embedding) por 
condição experimental de GRD murino em modelo de indução de lesão por 
esmagamento. (A) Análise t-SNE de células do GRD por condição experimental. (B) 

Dotplot da expressão de Ccl2 no GRD por condição experimental. (C) Dotplot da 

expressão de Ccr2 no GRD por condição experimental. Legenda: Ccl2: C-C motif 
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chemokine ligand 2; Ccr2: C-C chemokine receptor type 2; Crush: Esmagamento; 

VSM: Vascular smooth muscle; SG: Satellite Glial. 
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Figura 8: Análise densitométrica por condição experimental de GRD murino em 
modelo de indução de lesão por esmagamento. (A) Densitometria da expressão 

de Ccl2 nas células de GRD em animais naive. (B) Densitometria da expressão de 

Ccr2 nas células de GRD em animais naive. (C) Densitometria da expressão de 

Cx3cr1 nas células de GRD em animais naive. (D) Densitometria da expressão de 

Ly6c2 nas células de GRD em animais naive. (E) Densitometria da expressão de Ccl2 

nas células de GRD em animais submetidos ao modelo de crush. (F) Densitometria 

da expressão de Ccr2 nas células de GRD em animais submetidos ao modelo de 

crush. (G) Densitometria da expressão de Cx3cr1 nas células de GRD em animais 

submetidos ao modelo de crush. (H) Densitometria da expressão de Ly6c2 nas células 
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de GRD em animais submetidos ao modelo de crush. Legenda: Ccl2: C-C motif 

chemokine ligand 2; Ccr2: C-C chemokine receptor type 2; Crush: Esmagamento; 

Cx3cr1: C-X3-C motif chemokine receptor 1; Ly6c2: Lymphocyte antigen 6 complex, 

locus C2.   
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Figura 9: Análise t-SNE por condição experimental de GRD murino em modelo 
de indução de lesão por esmagamento. (A) Dotplot da expressão de Cd68 no GRD 

por condição experimental. (B) Dotplot da expressão de Csfr1 no GRD por condição 

experimental. (C) Dotplot da expressão de Ly6c2 no GRD por condição experimental. 

Legenda: Crush: Esmagamento; Cd68: Cluster of differentiation 68; Csfr1: Colony 

stimulating fator 1 receptor; Ly6c2: Lymphocyte antigen 6 complex, locus C2.   
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O outro banco de dados é referente ao sequenciamento de micróglia durante.o 

modelo de SNI e foram identificados 11 agrupamentos celulares de micróglia em 

diferentes condições experimentais (naive, sham e SNI) (TANSLEY et al., 2022).  

A expressão de Ccl2 por densitometria está enriquecida em todos os 

agrupamentos celulares encontrados. No entanto, a expressão de Ccr2 está 

enriquecida somente no agrupamento oito em ambas as condições experimentais, 

cujo marcador enriquecido correspondente é o Ly6c2, sugerindo que essa população 

de células sejam monócitos que vieram da circulação sanguínea (Figura 10).  

 

 

Figura 10: Análise densitométrica UMAP (Uniform manifold approximation and 
projection) do total de células microgliais murinas em modelo de indução de 
lesão SNI. (A) Análise UMAP das populações de células microgliais. (B) Densitometria 

da expressão de Ccl2 nas populações microgliais. (C) Densitometria da expressão de 

Ccr2 nas populações microgliais. Legenda: Ccl2: C-C motif chemokine ligand 2; Ccr2: 

C-C chemokine receptor type 2. 
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 A avaliação da expressão Ccl2/Ccr2 por grupo experimental demonstrou que a 

Ccl2 está presente em todos os agrupamentos celulares diferenciais obtidos, 

confirmando os dados da literatura. A expressão de Ccr2 está enriquecida no 

agrupamento celular 8 como confirmado pela densitometria, em todos os grupos 

experimentais. 

 

 

 
Figura 11: Análise UMAP por grupo experimental de células microgliais em 
modelo de indução de lesão SNI. (A) Dotplot da expressão de Ccl2 nas células 

microgliais por condição experimental. (B) Dotplot da expressão de Ccr2 nas células 

microgliais por condição experimental (C) Dotplot da expressão de Ly6c2 nas células 

microgliais por condição experimental. Legenda: Ccl2: C-C motif chemokine ligand 2; 

Ccr2: C-C chemokine receptor type 2; Ly6c2: Lymphocyte antigen 6 complex, locus 

C2. 
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4.4. CCR2 participa do desenvolvimento e manutenção da dor neuropática 
 
 Diante dos dados anteriores relativos à CCL2 e ao seu receptor CCR2 e 

sabendo que a CCL2 tem como principal função a regulação de mecanismos 

celulares, promovendo o recrutamento de monócitos, células T de memória e células 

dendríticas para os sítios de inflamação na presença de lesão tecidual (CARR et al, 

1994; XU et al, 1996; EVERS et al, 2022), foi avaliado se a depleção total do gene 

Ccr2 em camundongos modificaria a resposta comportamental nocifensiva.  

Em relação às análises comportamentais, como podemos observar na Figura 

12, a depleção de CCR2 parece contribuir para a diminuição do limiar de retirada de 

pata em machos (Figura 12A) a partir do terceiro dia após a indução do modelo de 

neuropatia SNI, com reversão a valores próximos aos do basal a partir do décimo 

quarto dia. Além disso, a deleção do gene para CCR2 parece dificultar o 

desenvolvimento da alodinia (Figura 12B) e a sensibilidade ao filamento de 0,16g é 

similar ao animal controle respectivo ao longo do tempo, com exceção do sétimo dia 

(Figura 12C).  

Como conclusão deste experimento temos que o receptor CCR2 parece ter um 

papel fundamental no desenvolvimento e manutenção da neuropatia induzida pelo 

modelo SNI 

 
Figura 12: Avaliação comportamental nocifensiva em animais selvagens e 
CCR2-/- machos após modelo de indução de lesão SNI. (A) Limiar mecânico de 

retirada de pata por von Frey filamentos. (B) Frequência de resposta mecânica ao 

filamento de 0,02g. (C) Frequência de resposta mecânica ao filamento de 0,16g. (Os 

dados são apresentados como médias ± EPM (n = 6 por grupo, *p<0,05 versus grupo 

selvagem, Teste t múltiplas comparações, post-hoc Holm-Sídák). 
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4.5. Células CCR2+ são recrutadas para as meninges na dor neuropática 
 
 Dados prévios da literatura demonstraram que os leucócitos da circulação 

sanguínea falham em infiltrar o parênquima da medula espinal (GUIMARÃES et al., 

2019) e do GRD (GUIMARÃES & SILVA, et al, 2022 under review) após indução do 

modelo de neuropatia SNI. Esses dados nos questionaram acerca do papel da 

sinalização CCL2/CCR2 nesse contexto: Afinal, para onde as células imunes CCR2+ 

estão sendo recrutadas após a lesão neuropática?  

Atualmente, diversos trabalhos tem mostrado um papel fundamental das 

meninges (KIERDORF; MASUDA; JORDÃO; PRINZ, 2019; DE VLAMINCK et al., 

2022; MAGANIN et al., 2022) No entanto, muitos desses trabalhos têm estudado as 

dinâmicas de recrutamento de células imunes apenas para as meninges cerebrais em 

doenças neuroinflamatórias e neurodegenerativas. Assim, nós buscamos avaliar se 

células leucocitárias eram capazes de infiltrar as meninges que envolvem a medula 

espinal e os GRD lombares após a indução de neuropatia SNI por microscopia 

confocal por meio de diferentes preparações teciduais. 

Por meio da avaliação do infiltrado inflamatório utilizando-se de um protocolo 

de composição de medula espinal com vértebras lombares, com a finalidade de 

preservar a integridade das meninges, foi observada a presença de um grande 

número de células hematopoiéticas (CD45+) na porção dorsal das meninges ipsilateral 

a lesão neuronal SNI após 14 dias (Figuras 13A, 13B e 13C). Estas células encontram-

se dispostas no interior do espaço subaracnóide (Figuras 13D e 13E). Corroborando 

os dados apresentados na literatura e do nosso grupo, não observamos infiltrado de 

células CD45+ no parênquima da medula espinal ou nos GRDs.  
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Figura 13: Imagem representativa por confocal da presença de células CD45 em 
composição de medula espinal com vértebras da região lombar (L3-L5) dos 
animais submetidos ao modelo de indução de lesão neuropática SNI após 14 
dias. (A) Representação da composição de medula espinal com osso marcada com 

DAPI. (A) Representação da composição de medula espinal com osso marcada com 

CD45. (C) Representação sobreposta da composição de medula espinal com osso 

marcada com DAPI e CD45. (D) Focalização sobreposta das meninges marcada com 

DAPI e CD45. (E) Focalização sobreposta das células hematopoiéticas marcadas com 

DAPI e CD45. A seta amarela indica a respectiva focalização em D. Notar o grande 

infiltrado de células CD45 no espaço subaracnóide em D. O corte de tecido foi corado 

com marcadores para núcleo (DAPI, azul) e células hematopoiéticas (CD45, 

vermelho). Escalas indicam 300µm para composição inteira, 100µm para focalização 

nas meninges e 50µm para focalização no infiltrado de células. Legenda: setas cinzas: 

dura-máter; setas verdes: pia-máter; BM: Bone marrow; DRG: Dorsal root ganglia; 

SAS: Subarachnoide space; SC: Spinal cord. 

 
 Diante desses achados, nos perguntamos se células CCR2+ poderiam estar 

presentes nesse infiltrado e se o recrutamento de células para as meninges se iniciava 

em etapas iniciais do desenvolvimento da dor neuropática.  Para isso, foram 

desenvolvidos animais duplo repórter que apresentam a expressão da proteína 

fluorescente GFP (Green fluorescent protein) sob o promotor do gene Cx3cr1, a fim 

de identificarmos a população de macrófagos residentes da meninge, e a expressão 

da proteína RFP (Red fluorescente protein) sob o promotor do gene Ccr2, a fim de 

identificarmos a população de células recrutadas. Estes animais foram desenvolvidos 

a partir do cruzamento entre animais Cx3cr1GFP/GFP e Ccr2RFP/RFP 

(Cx3cr1GFP/+Ccr2RFP/+), uma vez que os animais parentais possuem os dois alelos para 

os respectivos genes depletados e isso prejudicaria a avaliação das populações de 

interesse. Os animais foram avaliados no sétimo dia após a indução do modelo SNI.  
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Figura 14: Imagem representativa por confocal da presença de células CX3CR1+ 
e CCR+ em composição de medula espinal com vértebras da região lombar (L3-
L5) dos animais Cx3cr1GFP/+Ccr2RFP/+ submetidos ao modelo de indução de lesão 
neuropática SNI após 7 dias. (A) Representação sobreposta da composição de 

medula espinal com osso marcada com DAPI, CX3CR1 e CCR2. (B) Focalização do 

infiltrado inflamatório marcado com CX3CR1. (C) Focalização do infiltrado inflamatório 

marcado com CCR2. (D) Focalização sobreposta do infiltrado inflamatório marcado 

com DAPI, CX3CR1 e CCR2. (E) Representação do infiltrado inflamatório no espaço 

subaracnóideo marcado com DAPI e CX3CR1. (F) Representação do infiltrado 

inflamatório no espaço subaracnóideo marcado com DAPI e CCR2. A seta amarela 

indica a respectiva focalização em D. Notar o infiltrado de células CCR2+ no espaço 

subaracnóide em contato com a dura-máter em D e F. O corte de tecido foi corado 

com marcadores para núcleo (DAPI, azul), macrófagos residentes (CX3CR1, verde) e 

células infiltrantes (CCR2, vermelho). Escalas indicam 500µm para composição inteira 

e 50µm para focalização no infiltrado de células. Legenda: setas cinzas: infiltrado de 

células CCR2+; DRG: Dorsal root ganglia; SAS: Subarachnoide space. 

 
Ao avaliar o infiltrado de células a partir do protocolo de composição de medula 

espinal com vértebras lombares, foi observada a presença de um discreto número de 

células CCR2+ no interior do espaço subaracnóide em contato com a dura-máter, nas 

proximidades do GRD ipsilateral à lesão. A marcação para as células CX3CR1+ foi 

utilizada como referência, uma vez que após a indução do modelo de SNI, macrófagos 

residentes do GRD proliferam a aumentam a expressão desse marcador nessa 
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condição como já descrito na literatura e nos nossos achados (Figura 14) 

(GUIMARÃES & SILVA et al, 2022 under review). Além disso, podemos notar células 

residentes CX3CR1+ na meninge (Figura 14E). 

Com o objetivo de otimizar a visualização das células infiltradas na meninge, 

foi desenvolvido um protocolo de meninge isolada que consiste na coleta apenas da 

dura-máter e aracnóide com os receptivos GRDs lombares L3-L6 acoplados. 

Utilizando-se dos animais Cx3cr1GFP/+Ccr2RFP/+, foi realizada a coleta das meninges 

no sétimo dia após a indução do modelo de neuropatia SNI. Como podemos observar 

na Figura 15A, o infiltrado leucocitário está presente ao longo de toda a membrana 

meníngea, com representatividade significativa nos arredores do GRD L5 (Figura 

15B).  

 A partir das Figuras 15C-F, é possível distinguir que a meninge possui células 

residentes ao longo de toda a sua extensão, que possuem uma assinatura IBA1+ após 

indução do modelo de neuropatia SNI. O infiltrado inflamatório, por sua vez, é 

composto quase exclusivamente de células CCR2+, corroborando os dados 

apresentados anteriormente. É importante salientar que, como se pode notar na 

Figura J, as células CCR2+ mesmo na proximidade do GRD, não infiltram o 

parênquima deste órgão, localizando-se preferencialmente sobre a cápsula que 

envolve o GRD. Essas observações sugerem que este possa ser um dos mecanismos 

que contribuam para a modulação dos neurônios sensoriais a partir dessas células.  

A 
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Figura 15: Imagem representativa por confocal da presença de células positivas 
para CX3CR1, CCR2 e IBA1 em composição de meninge inteira da região lombar 
(L3-L6) dos animais submetidos ao modelo de indução de lesão neuropática SNI 
após 7 dias. (A) Representação sobreposta da meninge e dos GRDs L3-L6 marcada 

com DAPI no campo claro (B) Focalização sobreposta da meninge e GRDs L5 

marcada com DAPI no campo claro. (C) Focalização da meninge relativa ao GRD L5 

marcada com DAPI. (D) Focalização da meninge relativa ao GRD L5 marcada com 

CX3CR1 (E) Focalização da meninge relativa ao GRD L5 marcada com CCR2. (F) 

Focalização da meninge relativa ao GRD L5 marcada com IBA1. (G) Focalização 

sobreposta do infiltrado inflamatório acima do GRD L5 marcado com DAPI e CX3CR1. 

(H) Focalização sobreposta do infiltrado inflamatório abaixo do GRD L5 marcado com 

DAPI e CX3CR1. (I) Focalização sobreposta do infiltrado inflamatório acima do GRD 

L5 marcado com DAPI e CCR2. (J) Focalização sobreposta do infiltrado inflamatório 

abaixo do GRD L5 marcado com DAPI e CCR2. (K) Focalização sobreposta do 

infiltrado inflamatório acima do GRD L5 marcado com DAPI e IBA1. (L) Focalização 

sobreposta do infiltrado inflamatório abaixo do GRD L5 marcado com DAPI e IBA1. As 

setas pretas indicam as áreas infiltradas por células na meninge. As setas amarelas 

indicam as áreas infiltradas por células em aumento. O corte de tecido foi corado com 

marcadores para núcleo (DAPI, azul), macrófagos residentes (CX3CR1, verde), 

células infiltrantes (CCR2, vermelho) e macrófagos ativados (IBA1, amarelo). Escalas 

indicam 1000µm para composição completa, 500µm para focalização apenas nos 

GRDs L5, 100µm para focalização na meninge e 50µm para focalização nos infiltrados 

de células. Legenda: BF: Bright Field; DRG: Dorsal root ganglia.  
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Diante disso, nos perguntamos qual seria o padrão de celularidade das 

meninges numa condição saudável. Para isso, foram reanalisados bancos de dados 

publicados anteriormente contendo transcriptomas de células únicas de meninges 

cerebrais de camundongos e ratos saudáveis (GSE165153) com o intuito de avaliar 

essa distribuição celular (SCHAFFLICK et al., 2021). 

 Na Figura 16A, é possível observar uma grande variedade de células do 

sistema imune nas meninges cerebrais em uma condição saudável. Dentre estas 

células, foram identificadas três populações de células mieloides, nas quais foram 

analisadas a expressão dos genes Ccl2 e Ccr2, além de outros marcadores de 

endereçamento de macrófagos. No que diz respeito ao Ccr2, foi possível observar um 

enriquecimento deste receptor nas células mieloides 2, cuja assinatura gênica é 

Ly6c2High e Cx3cr1int, sugerindo que essas células possam ter vindo da circulação 

sanguínea. Em contrapartida, o agrupamento de células mieloide 1, apresenta uma 

assinatura Cx3cr1High e baixa expressão de Ccr2, sugerindo que estas células residam 

nas meninges. Ambas as populações são positivas para Csfr1+. Vale salientar que 

outras populações de células, tais como mastócitos, células dendríticas mieloides, 

células T CD4+, células T gd e células linfoides inatas, apresentaram expressão menos 

pronunciada de Ccr2. Essas células também podem contribuir para a produção de 

outras citocinas em estados patológicos após seu recrutamento e ativação via CCR2 

(SEO et al., 2015; ZHANG et al., 2015; MILGER et al., 2017; XU, et al., 2021). 

Em relação ao gene Ccl2, a população de células enriquecidas para a 

expressão dessa quimiocina foi a de mastócitos, bem como em células mieloides do 

agrupamento 1, sugerindo uma diversidade na sinalização de CCL2-CCR2 nas 

meninges (Figura 16B). 

Na análise de células da meninge de ratos saudável foram identificadas 3 

populações de células mieloides, nas quais foi analisado a expressão do gene da Ccl2. 

A expressão de Ccl2 está enriquecida nas populações de células mieloides em ambas 

as membranas que compõem as meninges, dura-máter e pia-máter, sugerindo a 

possibilidade de participação dessas células na manutenção do recrutamento de 

células.  

 



 67 

 
Figura 16: Análise Dotplot e t-SNE das meninges em camundongos saudáveis. 
Os gráficos dotplot exibem a distribuição destacada de CCL2, CCR2, CSFR1, 

CX3CR1, LY6C2 e MS4A3 para cada população de célula indicada. Legenda: ILC: 

Innate lymphoid cell; NK cells: Natural killer cells; gdTc: gamma-delta T cells; CD8Tc: 

CD8+ T cells; CD4Tc: CD4+T cells; Bcs: B cells; myeloid: myeloid lineage cells; BcProg: 

B cells progenitors; cswBc: Class-switched B cell; granulo: granulocyte; granuloProli: 

Proliferating granulocyte; mDC: Myeloid dendritic cell; mas: Mast cell; Treg: Regulatory 

T cell; pDC: Plasmocitoid dendritic cell.  
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Figura 17: Análise densitométrica por tecido das meninges em ratos saudáveis. 
(A) Análise t-SNE das populações de células das meninges. (B) Dotplot da expressão 

de Ccl2 na dura-máter. (C) Dotplot da expressão de Ccl2 na pia-máter.  Legenda: 

micro: microglia; myeloid: Myeloid cells; CD4 Tc: CD4+T cells; NK: Natural killer cells; 

CD8 Tc: CD8+ T cells; Bc: B cell; granulo: granulocyte; mDC: Myeloid dendritic cell; 

pDC: Plasmocitoid dendritic cell.  
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A expressão de genes indicadores de lesão nas meninges também foi avaliada 

por RT-qPCR nos estágios iniciais de indução do modelo SNI. Os dados, como 

apresentados na Figura 18, sugerem um aumento na expressão de Cx3cr1 e Aif1 a 

partir do terceiro dia após a lesão neuronal SNI, indicando uma provável ativação e 

proliferação dos macrófagos residentes das meninges, corroborando os dados 

mostrados anteriormente na Figura 16 e 17. Ademais, a expressão de Ccr2 nas 

meninges se apresentou diminuída em relação aos animais controle no terceiro dia 

após a indução do modelo, porém aumentou consideravelmente nos dias seguintes. 

Esses dados são consoantes ao aumento da expressão de Icam1 (Intercellular 

adhesion molecule 1) no quinto dia após a indução do modelo SNI, uma molécula de 

adesão envolvida no recrutamento de células imunes para os sítios inflamatórios.  

A expressão proteica de CCL2 nas meninges por imunoensaio se apresentou 

aumentada ao longo do tempo após indução do modelo SNI, sugerindo a liberação 

dessa quimiocina para as meninges ao longo do estabelecimento da neuropatia 

(Figura 18E).  
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Figura 18: Expressão gênica de marcadores de lesão nas meninges ao longo do 
decurso temporal em modelo de indução de lesão SNI. (A) Quantificação relativa 

de Icam1 ao longo de 7 dias. (B) Quantificação relativa de Aif1 ao longo de 7 dias. (C) 

Quantificação relativa de Cx3cr1 ao longo de 7 dias. (D) Quantificação relativa de Ccr2 

ao longo de 7 dias (E) Quantificação relativa de CCR2 por imunoensaio ao longo de 

14 dias. Os dados são apresentados como médias ± EPM (n = 4-5 por grupo, *p<0,05 

versus tempo 0, One-way ANOVA múltiplas comparações, post-hoc Dunnett). 

Legenda: SNI: Spared Nerve Injury; Gapdh: Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase. Icam1: Intercellular adhesion molecule 1;  
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5. DISCUSSÃO 

 

 

 O estabelecimento da dor neuropática depende de um processo fisiopatológico 

multifatorial complexo (COLLOCA et al. 2017). Um grande número de alterações 

plásticas de longa duração nas vias nociceptivas já foram descritas como 

consequência da dor neuropática desencadeada por lesão neuronal periférica (PEIRS 

& SEAL, 2017). Nas últimas décadas, diversas evidências vêm sugerido que, além 

das respostas neuronais, a patogênese da dor neuropática envolve interações entre 

sistemas imune e nervoso, abrangendo todos os tecidos e órgãos que o compõem, 

tais como os nervos periféricos, gânglios, medula espinal e cérebro (JI; 

CHAMESSIAN; ZHANG, 2016; LEE, 2016).  

Na interface entre inflamação e função do sistema nervoso em estados 

patológicos de dor, a participação leucocitária é dependente da expressão de 

pequenas proteínas secretadas conhecidas como quimiocinas, que ativam receptores 

acoplados à proteína G específicos na superfície da célula leucocitária (WHITE; 

FELDMAN; MILLER, 2009).  Nesse contexto, os achados apresentados nesse estudo 

demonstram uma participação da sinalização CCL2/CCR2 no desenvolvimento e 

manutenção da dor neuropática induzida por lesão periférica.  

Nós demonstramos que a lesão neuronal periférica aumentou a expressão de 

CCL2/CCR2 e que a inibição gênica dessa via levou à redução no estabelecimento 

da dor neuropática induzida pelo modelo SNI. Além disso, a neuropatia também 

aumentou a expressão de diversos genes relacionados à lesão neuronal e à ativação 

de macrófagos residentes no GRD e à ativação das células gliais na medula espinal. 

Contudo, a depleção específica de CCL2 em neurônios sensoriais não alterou 

significativamente o comportamento nocifensivo dos animais. Dessa forma, 

demonstramos que a CCL2 é expressa por outros tipos celulares que estão presentes 

no microambiente somatossensorial, principalmente macrófagos CX3CR1+ do GRD. 

Por fim, observamos o aumento da expressão proteica de CCL2 nas meninges 

acompanhado pela presença de um massivo infiltrado composto por células 

inflamatórias CCR2+ nas meninges lombares após a lesão neuronal.  

Portanto, nossos dados sugerem uma nova participação do eixo CCL2/CCR2, 

demonstrando um importante mecanismo de comunicação entre o GRD e as 

meninges lombares durante a dor neuropática induzida por lesão periférica.  
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Diversos estudos da literatura demonstraram a participação da via de 

sinalização CCL2/CCR2 na dor neuropática. Um estudo anterior sugeriu que a CCL2 

poderia estar envolvida na manutenção da dor neuropática induzida por 

desmielinização neuronal e que a administração de antagonistas para CCR2 produziu 

efeitos anti-nociceptivos (JUNG et al, 2009). Além disso, outro estudo demonstrou que 

a CCL2 seria responsável pela dor neuropática orofacial e que a administração de 

antagonista para CCR2 via cisterna magna foi capaz de atenuar o fenótipo doloroso 

(ZHANG et al., 2012). Por fim, Illias e colaboradores (2018) demonstraram que a CCL2 

e o seu receptor CCR2 estão aumentados no GRD após administração de oxaliplatina 

em paralelo ao desenvolvimento de hipersensibilidade mecânica e a administração de 

anticorpo anti-CCL2 intratecal reverte o fenótipo doloroso. Nossos resultados 

demonstram a importância desta via, em consonância com esses achados, uma vez 

que o fenótipo doloroso é diminuído nos animais deficientes para a expressão de 

CCL2 e CCR2.  

 No entanto, apesar dos diversos trabalhos apontando o envolvimento da CCL2 

na fisiopatologia da dor neuropática, existem controvérsias acerca da dinâmica de 

atuação da CCL2 nesse contexto, que contribuíram para questionamentos acerca da 

fonte celular presente no microambiente somatossensorial que secreta e ativa células 

imunes residentes ou recruta células circulantes.  

Algusn trabalhos tem demonstrado a possiblidade da produção e secreção de 

CCL2 por neurônios. Jung e colaboradores (2009) sugeriram que a expressão de 

CCL2 é restrita aos GRDs lesados e que esta era empacotada em vesículas, assim 

como neuro-hormônios, neuropeptídeos e neurotrofinas. Além disso, tais vesículas 

teriam vias de secreção reguladas, que permitiam sua liberação diretamente na coluna 

dorsal da medula espinal, contribuindo para a inflamação local e dor após lesão 

neuronal periférica (VAN STEENWINCKEL et al, 2011; BIBER & BODDEKE, 2014). 

Adicionalmente, Kwon e colaboradores (2015) demostraram que a utilização de 

anticorpo neutralizante para CCL2 via intraganglionar ou a deficiência de CCL2 foram 

capazes de alterar a proliferação de macrófagos ganglionares, sugerindo uma 

participação dos neurônios sensoriais no recrutamento de macrófagos CCR2+ para o 

GRD.    

Diante disso e utilizando-se de ferramentas genéticas, nosso trabalho mostrou 

que a depleção específica de CCL2 em neurônios sensoriais não-mielinizados 

Nav1.8+ não foi capaz de modular as respostas mecânicas, motoras e térmicas nos 
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animais após a indução de lesão neuronal periférica SNI, sugerindo que talvez não 

sejam essas as células secretoras de CCL2 no GRD. Nosso trabalho também 

demonstrou através da análise de bancos de dados, que a produção de CCL2 no GRD 

está limitada aos macrófagos residentes CX3CR1+ deste tecido em outros modelos 

de indução de lesão neuronal por esmagamento do nervo isquiático.  

As controvérsias acerca da sinalização de CCL2 incluem também o mecanismo 

efetor via receptor CCR2. Trabalhos sugerem que a expressão de CCR2 pela 

micróglia residente é suficiente para o desenvolvimento de alodinia mecânica em 

modelo de ligação parcial do nervo isquiático. O tratamento com anticorpos 

neutralizantes para CCL2, por sua vez, preveniram o infiltrado de monócitos para a 

medula espinal e reverteu a alodinia (ZHANG et al, 2007). Komiya e colaboradores 

(2020), por sua vez, demonstraram em modelo de esclerose lateral amiotrófica que a 

expressão de CCR2 na medula espinal lombar aumenta ao longo do tempo com a 

progressão da doença. Ademais, os autores discutem acerca da micróglia e dos 

neurônios serem as principais células que expressam CCR2, bem como os monócitos 

CCR2+ que infiltram o sistema nervoso central durante condições neuroinflamatórias 

e degenerativas.  

Como podemos notar, todos os trabalhos relacionando a sinalização de CCL2 

via seu receptor CCR2 sugerem um mecanismo de recrutamento de células 

leucocitárias para o parênquima dos tecidos inflamados (TAKEURA et al, 2019; 

SOMEBANG et al, 2021) ou ativação direta de neurônios medulares (XIE et al, 2017).  

Inferências acerca da interação entre populações de macrófagos com 

diferentes assinaturas gênicas foram sugeridas por Montague e colaboradores (2018): 

a alodinia induzida por vincristina, um quimioterápico, é significativamente reduzida 

em animais deficientes para CX3CR1 quando tratados com antagonista para CCR2. 

Em adição a isso, a expressão de CCL2 e CCR2 está alterada no nervo ciático de 

animais deficientes para CX3CR1, um tecido já caracterizado pela existência de dois 

tipos de macrófagos residentes, que possivelmente estão sendo importantes para a 

sinalização da via CCL2/CCR2 (YDENS et al., 2020).  

Trabalhos mais recentes do nosso laboratório trazem um olhar diferenciado 

sobre a dinâmica de sinalização CCL2/CCR2. Guimarães e colaboradores (2019) 

demonstraram robustas evidências de que, apesar da micróglia estar ativada e 

proliferar após uma lesão neuronal periférica, células hematopoiéticas periféricas 

(incluindo monócitos) não são capazes de infiltrar o parênquima da medula espinal 
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após a indução do modelo SNI. O trabalho mostrou ainda que não existe expressão 

de CCR2 nas células intrínsecas da medula espinal. Ademais, a deficiência de CCR2 

afeta o grau de ativação e proliferação da micróglia.  

O mesmo foi sugerido em outro trabalho do grupo em relação ao GRD: o 

número aumentado de macrófagos no GRD após a lesão neuronal periférica SNI é 

devido à proliferação local de macrófagos residentes CX3CR1+ e não ao infiltrado de 

monócitos CCR2+ circulantes. Em adição a isso, essa proliferação contribui para a 

produção de citocinas pró-inflamatórias e pró-nociceptivas, como IL-1b e TNFa 

(SILVA; GUIMARÃES; CUNHA, 2021; GUIMARÃES & SILVA et al. 2022 under 

review).  

Esses achados levantam perguntas acerca do destino das células CCR2+ 

derivadas da periferia. Nosso trabalho demonstrou por meio de microscopia confocal 

a presença de infiltrados inflamatórios CD45+CCR2+ nas meninges lombares dos 

animais submetidos à lesão neuronal periférica, além da modificação de genes 

relacionados à ativação de macrófagos, como Cx3cr1 e Aif1 e ao recrutamento de 

células, como Ccr2 e Icam1. A análise de bancos de dados de meninges cerebrais de 

camundongos e ratos em condição saudável também demonstrou a presença de 

monócitos/macrófagos, descritos pelos autores como células mieloides, que são 

positivas para o gene Ccr2. 

Nos últimos anos, o papel das meninges na homeostasia e em condições 

patológicas tem sido bastante discutido. Em condições homeostáticas, o parênquima 

do sistema nervoso central (SNC) possui poucos ou nenhum linfócito e capacidade de 

apresentação de antígenos menos potente em comparação com outros órgãos. No 

entanto, as meninges possuem diversas populações de células imunes mieloides e 

linfoides que influenciam o sistema nervoso a medida que condições 

neuroinflamatórias e degenerativas se desenvolvem (MESQUISTA; FU; KIPNIS, 

2018; PAPADOPOULOS; HERZ; KIPNIS, 2020).  

Os mecanismos propostos pela literatura envolvendo o recrutamento de células 

para as meninges são dois: a existência de vasos linfáticos nas meninges, indicando 

uma relevante ligação entre o SNC, por muitos anos descrito como imunoprivilegiado, 

e o sistema imune periférico. Esse sistema de drenagem tem sido relevante em 

patologias como a doença de Alzheimer, uma vez que o prejuízo no funcionamento 

desses vasos pode levar ao acúmulo acelerado de proteína b-amiloide no parênquima 

cerebral (LOUVEAU et al., 2018). O sistema linfático não se limita apenas as 



 75 

estruturas superiores do SNC. Jacob e colaboradores (2019) demonstraram, por meio 

de uma tecnologia de imagem tridimensional de segmentos de coluna vertebral 

descalcificados e clarificados, que os vasos linfáticos vertebrais conectam os gânglios 

sensoriais e simpáticos em forma de circuitos metaméricos vertebrais, associados 

com a drenagem para os linfonodos e o recrutamento de células.  

O segundo mecanismo envolve a migração de células a partir dos nichos de 

medula óssea do crânio e das vértebras. Um estudo sugeriu que, sob condições 

patológicas, tais como lesões medulares e neuroinflamação, as células mieloides 

infiltrantes do SNC podem se originar das bordas cerebrais e exibir assinaturas 

transcricionais distintas daquelas derivadas da corrente sanguínea (CUGURRA et al., 

2021). Outro trabalho do mesmo grupo demonstrou que o liquido cefalorraquidiano 

(LCR) é capaz de acessar esses nichos através de canalículos formados pela dura-

máter no interior do crânio. Após lesão medular, as proteínas presentes no LCR 

promovem mielopoiese e a saída de células mieloides para as meninges a partir 

desses canalículos (MAZZITELLI et al., 2022).  

Mais recentemente, Mollgard e colaboradores (2023) descreveram a existência 

de uma quarta camada meníngea, a membrana linfática subaracnóidea, que 

compartimentaliza o espaço subaracnóideo em cérebros humanos e de 

camundongos. Essa membrana é morfológica e imunotipicamente similar às 

membranas mesoteliais em órgãos periféricos e cavidade corporais. Essa membrana 

permite a passagem de solutos de mais de 3kDa e hospeda uma grande população 

de células mieloides, cujo número aumenta em resposta a inflamação e ao 

envelhecimento. Dessa forma, essa membrana representa um nicho posicionado de 

forma ideal para a vigilância do LCR.  

Nosso trabalho demonstrou que o recrutamento de células nas meninges 

lombares também é relevante no contexto da dor neuropática e que isso se dá pela 

presença de CCL2 sendo secretadas nas meninges. Em consonância com nosso 

estudo, um trabalho recente do nosso grupo demonstrou a presença de células 

imunes nas leptomeninges participando de outros processos fisiopatológicos da 

neuropatia (MAGANIN et al, 2022). 

Nossos dados parecem indicar uma participação dos macrófagos CX3CR1+ do 

GRD na secreção parácrina de CCL2 para as leptomeninges que o envolvem, 

promovendo assim, o recrutamento de células CCR2+ para o interior do espaço 

subaracnóideo. Pretendemos evoluir o trabalho utilizando-se de depleções 
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específicas do gene Ccl2 em células imunes circulantes e residentes por meio de 

ferramentas genéticas, bem como em astrócitos e micróglia a fim de validar as 

proposições sugeridas aqui. Diante dessas considerações, o mecanismo proposto 

precisa ser melhor investigado.  
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6. CONCLUSÃO 

 

 

Considerando as controvérsias existentes na literatura acerca da sinalização 

via CCL2, nosso estudo sugere uma nova dinâmica no entendimento do recrutamento 

de células para o sistema nervoso somatossensorial após a indução de neuropatia. A 

participação das meninges espinais como importante sítio de modulação da dor 

neuropática através da dinâmica leucocitária nos indica um papel crucial de 

quimiocinas como a CCL2 como alvo terapêutico. 

Assim, concluímos que a CCL2 contribui para o desenvolvimento da dor 

neuropática, atuando como agente quimiotático de leucócitos para as leptomeninges 

lombares, aumentando o estado inflamatório na dor neuropática.  
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