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RESUMO 

GONÇALVES, G. A. S. Efeito da Clofazimina sobre a Mielinização de Nervos Isquiáticos 

em Modelo Murino de Lesão Neural Traumática e Infecção por Mycobacterium leprae. 

Dissertação (Mestrado em Patologia) – Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita 

Filho”, Faculdade de Medicina de Botucatu, 2023. 

A hanseníase é uma neuropatia periférica infecciosa, causada por Mycobacterium leprae (M. 

leprae), que acomete predominantemente seres humanos e pode gerar incapacidades físicas 

irreversíveis. A característica de cronicidade dessa infecção, limita o entendimento sobre 

mecanismos precoces de interação patógeno-hospedeiro. Sabe-se que, a sobrevivência 

intracelular de M. leprae depende de alterações no metabolismo lipídico das células de Schwann 

e macrófagos. Tais alterações metabólicas, podem estar entre os fatores de interferência na 

remielinização dos nos nervos periféricos de pacientes com hanseníase. A biogênese de lipídios 

também pode ser afetada por um dos quimioterápicos utilizados no tratamento da hanseníase, 

a clofazimina (CFZ). Considerando que, lipídios são extremamente demandados durante a 

mielinização, cabe questionar se a CFZ poderia impactar negativamente a regeneração dos 

nervos periféricos. Os modelos animais no estudo da hanseníase costumam se concentrar em 

longas janelas tempo, restringindo observações precoces sobre alterações maquinaria celular 

frente à infecção por M. leprae. O objetivo primário do presente estudo foi, portanto, comparar 

dois modelos murinos de lesão do nervo isquiático, via trauma por esmagamento e inoculação 

intraneural com M. leprae, ao longo de 03, 14, 28 e 90 dias. Propôs-se ainda, investigar o 

impacto da infeção neural por M. leprae e do tratamento com CFZ, sobre a expressão gênica e 

de proteínas envolvidas na homeostasia lipídica e de mielina, pela técnica de 

imunofluorescência. Para tanto, foram utilizados camundongos nude atímicos (NU-Foxn1nu), 

divididos em cinco grupos e duplicados quanto ao tratamento ou não com CFZ (N = 03/grupo): 

CSH (lesão por esmagamento); ML (infectado por M. leprae); ML/CSH (infecção e 

esmagamento); NaCl (veículo cloreto de sódio); SHAM (cirurgia simulada). A função motora 

de cada animal foi avaliada por teste de marcha, empregando-se índice funcional do isquiático. 

A função nociceptiva foi investigada por estimulação mecânica, via analgesímetro eletrônico 

Von Frey. Os dados de SFI indicaram lesão neural em 03 dias, exceto nos animais do grupo 

SHAM. Os grupos mais afetados foram aqueles submetidos ao modelo de esmagamento, 



acompanhado ou não de infecção, seguido por reparação tecidual ao longo de 28 dias. A análise 

de nocicepção à estimulação mecânica também mostrou melhora após 28 dias, e recuperação 

em 90 dias. No entanto, o grupo infectado por M. leprae, sem tratamento, apresentou limiar 

inferior a quase todos os grupos no período experimental mais tardio, sugerindo a presença de 

dor associada a processos inflamatórios decorrentes da infecção. A imunodetecção de ADRP 

foi aumentada em camundongos infectados por M. leprae, quando comparado a todos os demais 

grupos. HSL esteve elevada após 28 dias de administração da droga, nos grupos ML_cfz e 

ML/CSH_cfz. A produção de MPZ se apresentou diminuída em nervos ciáticos infectados, 

tratados com CFZ, em 90 dpi.   Os resultados desse estudo indicam que, o modelo animal aqui 

apresentado pode contribuir para a compreensão de fatores precoces associados à neuropatia 

hansênica. O aumento de ADRP em momentos iniciais de infecção in vivo por M. leprae, 

corrobora achados prévios e destaca a precocidade da ação desse patógeno sobre produção 

lipídica de células-alvo no microambiente neural. O efeito negativo da CFZ sobre a regulação 

de MPZ pode sugerir uma interferência na remielinização periférica e deve ser alvo de 

investigações futuras. 

Palavras-chave: M. leprae; Nervo Isquiático; Experimentação Animal; Clofazimina 



ABSTRACT 

GONÇALVES, G. A. S. Effect of clofazimine on myelination of sciatic nerves in a murine 

model of traumatic neural injury and infection by Mycobacterium leprae. Dissertation 

(Master in Pathology) – São Paulo State University “Júlio de Mesquita Filho”, Faculty of 

Medicine of Botucatu, 2023. 

Leprosy is an infectious peripheral neuropathy caused by Mycobacterium leprae (M. leprae), 

which predominantly affects humans and can cause irreversible physical disabilities. The 

characteristic of chronicity of this infection limits the understanding of early mechanisms of 

host-pathogen interaction. It is known that the intracellular survival of M. leprae depends on 

changes in the lipid metabolism of Schwann cells and macrophages. Such metabolic changes 

may be among the interfering factors in the remyelination of peripheral nerves in patients with 

leprosy. Lipid biogenesis can also be affected by one of the chemotherapeutic agents used in 

the treatment of leprosy, clofazimine (CFZ). Considering that lipids are extremely demanded 

during myelination, it is worth questioning whether CFZ could negatively impact peripheral 

nerve regeneration. Animal models in the study of leprosy tend to focus on long windows of 

time, restricting early observations on changes in cellular machinery in the face of M. leprae 

infection. The primary objective of the present study was, therefore, to compare two murine 

models of sciatic nerve injury, via crushing trauma and intraneural inoculation with M. leprae, 

over 03, 14, 28 and 90 days. It was also proposed to investigate the impact of neural infection 

by M. leprae and treatment with CFZ, on gene expression and proteins involved in lipid and 

myelin homeostasis, using immunofluorescence technique. For this purpose, athymic nude mice 

(NU-Foxn1nu) were used, divided into five groups and duplicated according to treatment or 

not with CFZ (N = 03/group): CSH (crushing injury); ML (infected with M. leprae); ML/CSH 

(infection and crushing); NaCl (sodium chloride vehicle); SHAM (simulated surgery). The 

motor function of each animal was evaluated by gait test, using the sciatic functional index. 

Nociceptive function was investigated by mechanical stimulation, via Von Frey electronic 

analgesimeter. The SFI data indicated neural injury at 3 days, except in the animals of the 

SHAM group. The most affected groups were those subjected to the crushing model, with or 

without infection, followed by tissue repair over 28 days. The analysis of nociception in 

response to mechanical stimulation also showed improvement after 28 days, with complete 



recovery at 90 days. However, in the late experimental period, the group infected with M. 

leprae, without treatment, exhibited a lower pain threshold compared to almost all other 

groups, suggesting the presence of pain associated with inflammatory processes resulting from 

the infection. Immunodetection of ADRP was increased in mice infected with M. leprae 

compared to all other groups. HSL levels were elevated after 28 days of drug administration in 

the ML_cfz and ML/CSH_cfz groups. The production of MPZ was decreased in infected sciatic 

nerves treated with CFZ at 90 dpi. The results of this study indicate that the animal model 

presented here can contribute to the understanding of early factors associated with leprosy 

neuropathy. The increase in ADRP at early stages of in vivo M. leprae infection corroborates 

previous findings and highlights the early action of this pathogen on lipid production in target 

cells within the neural microenvironment. The negative effect of CFZ on MPZ regulation may 

suggest interference with peripheral remyelination and should be the subject of future 

investigations. 

Key words: M. leprae; Sciatic Nerve; Animal Experimentation; Clofazimine 



LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

Figura 1R1. Ação de M. leprae sobre o metabolismo lipídico da célula hospedeira. O M. leprae 

é fagocitado pela célula, resultando no acúmulo lipídico intracelular. Durante esse processo, 

APOC1 promove a formação de LDL-C por lipidação de VLDL e CM, que são importados pelo 

CD36. O CD36 também importa ácidos graxos, transportados pela FABP4 para organelas 

intracelulares. O acúmulo de triglicerídeos (TAG) é mediado por vias ativadas pelo PPAR-γ. A 

FABP4 promove a acilação dos ácidos graxos captados pelo CD36, utilizados pela GPAT3 para 

sintetizar TAG. O GLUT1/3 captura glicose intracelularmente, que é utilizada pelo GPAT3 na 

síntese de TAG. Além disso, a expressão aumentada de ADRP também contribui para a 

produção e acúmulo de lipídios. (Adaptado de Tanigawa et al., 2021). 

Figura 1M2. Experimentação Animal. Etapas do procedimento cirúrgico realizado em 

camundongos nude. (A) Indução anestésica com cloridrato de xilazina (10 mg/kg, ip) e 

cloridrato de cetamina (100 mg/kg, ip). (B) Posicionamento para intervenções subsequentes. 

(C) Acesso cirúrgico ao nervo isquiático expostos. (D-E) Lesão por esmagamento. (F)

Inoculação intraneural com Mycobacterium leprae. (G-H) Inoculação de veículo, NaCl 0,9% 

estéril. (I) Pós-operatório em placa térmica, após reposicionamento dos tecidos e sutura. 

Figura 2M. Experimentação Animal. (A) Administração de clofazimina por gavagem. (B) 

Análise da função motora; camundongo nude em treinamento para caminhar na passarela. (C) 

Análise de nocicepção, via estimulação mecânica por analgesímetro eletrônico Von Frey. 

Figura 3M. Avaliação intergrupos da função motora em nervos isquiáticos de camundongos 

nude. Índice Funcional do Isquiático (SFI, Sciatic Functional Index). Períodos de análise: (A) 

pré-intervenção (pi), (B) 03, (C) 14, (D) 28 e (E) 90 dias pós-intervenção (dpi). (F)Valores 

agrupados. Grupos experimentais, não tratados e tratados com clofazimina (CFZ): Lesão por 

esmagamento (CSH, CSH_cfz); Infecção intraneural por Mycobacterium leprae (ML, 

ML_cfz); ML/CSH, ML/CSH_cfz; Cloreto de sódio intraneural (NaCl, NaCl_cfz); Cirurgia 

simulada (SHAM, SHAM_cfz). Teste one-way ANOVA, com pós-teste Šídák. Valores de p < 

1 R = Revisão da Literatura 
2 M = Manuscrito 



 

0,05 indicam significância estatística. Dados de três medições obtidas de em um a seis 

animais/grupo/período. 

 

Figura 4M. Avaliação intergrupos da resposta nociceptiva em nervos isquiáticos de 

camundongos nude. Limiar de retirada das patas (PWT, Paw Withdrawal Threshold). Períodos 

de análise: (A) pré-intervenção (pi), (B) 03, (C) 14, (D) 28 e (E) 90 dias pós-intervenção (dpi). 

(F)Valores agrupados. Grupos experimentais, não tratados e tratados com clofazimina (CFZ): 

Lesão por esmagamento (CSH, CSH_cfz); Infecção intraneural por Mycobacterium leprae 

(ML, ML_cfz); ML/CSH, ML/CSH_cfz; Cloreto de sódio intraneural (NaCl, NaCl_cfz); 

Cirurgia simulada (SHAM, SHAM_cfz). Teste one-way ANOVA, com pós-teste Šídák. 

Valores de p < 0,05 indicam significância estatística. Dados de três medições obtidas de em um 

a seis animais/grupo/período. 

 

Figura 5M. Imunodetecção de ADRP em nervos isquiáticos murinos. (A-C’) Lesão por 

esmagamento (CSH); (D-F’) Infecção intraneural por Mycobacterium leprae (ML); (G-I’) 

Lesão por esmagamento e infecção intraneural por Mycobacterium leprae (ML/CSH); (J-L’) 

Injeção intraneural de cloreto de sódio (NaCl); (M-O’) Cirurgia simulada (SHAM). Períodos 

experimentais: 03 dias pós-intervenção (dpi); 28 dpi; 90 dpi. (A-O) ADRP marcado em 

AlexaFluor 488 (verde). (A’-O’) Overlay com identificação nuclear, DAPI (azul). Imagens 

representativas de um animal/grupo/período. Aumento: 40X. 

 

Figura 6M. Imunodetecção de ADRP em nervos isquiáticos murinos tratados com clofazimina. 

(A-C’) Lesão por esmagamento (CSH_cfz); (D-F’) Infecção intraneural por Mycobacterium 

leprae (ML_cfz); (G-I’) Lesão por esmagamento e infecção intraneural por Mycobacterium 

leprae (ML/CSH_cfz); (J-L’) Injeção intraneural de cloreto de sódio (NaCl_cfz); (M-O’) 

Cirurgia simulada (SHAM_cfz). Grupos receberam tratamento com Clofazimina. Períodos 

experimentais: 03 dias pós intervenção (dpi); 28 dpi; 90 dpi. (A-O) ADRP marcado em 

AlexaFluor 488 (verde). (A’-O’) Overlay com identificação nuclear, DAPI (azul). Imagens 

obtidas de um animal/grupo/período. Aumento: 40X. 

 

Figura 7M. Avaliação de ADRP em nervos isquiáticos murinos. Densidade de fluorescência 

de ADRP, normalizada pelo respectivo número de núcleos DAPI+. Avaliação conforme 

períodos experimentais de, (A) 03, (B) 28 e (C) 90 dias pós-intervenção (dpi), em grupos não 

tratados e tratados com clofazimina (CFZ): Lesão por esmagamento (CSH, CSH_cfz); Infecção 



intraneural por Mycobacterium leprae (ML, ML_cfz); ML/CSH, ML/CSH_cfz; Cloreto de 

sódio intraneural (NaCl, NaCl_cfz); Cirurgia simulada (SHAM, SHAM_cfz). (D) Comparações 

intragrupos. Teste ANOVA, com pós-teste Šídák (A, B, C) ou Tukey (D). Valores de p < 0,05 

(*) indicam significância estatística. Dados de três campos microscópicos de um 

animal/grupo/período. 

Figura 8M. Imunodetecção de HSL em nervos isquiáticos murinos. (A-C’) Lesão por 

esmagamento (CSH); (D-F’) Infecção intraneural por Mycobacterium leprae (ML); (G-I’) 

Lesão por esmagamento e infecção intraneural por Mycobacterium leprae (ML/CSH); (J-L’) 

Injeção intraneural de cloreto de sódio (NaCl); (M-O’) Cirurgia simulada (SHAM). Períodos 

experimentais: 03 dias pós-intervenção (dpi); 28 dpi; 90 dpi. (A-O) ADRP marcado em 

AlexaFluor 488 (verde). (A’-O’) Overlay com identificação nuclear, DAPI (azul). Imagens 

representativas de um animal/grupo/período. Aumento: 40X. 

Figura 9M. Imunodetecção de HSL em nervos isquiáticos murinos tratados com clofazimina. 

(A-C’) Lesão por esmagamento (CSH_cfz); (D-F’) Infecção intraneural por Mycobacterium 

leprae (ML_cfz); (G-I’) Lesão por esmagamento e infecção intraneural por Mycobacterium 

leprae (ML/CSH_cfz); (J-L’) Injeção intraneural de cloreto de sódio (NaCl_cfz); (M-O’) 

Cirurgia simulada (SHAM_cfz). Grupos receberam tratamento com Clofazimina. Períodos 

experimentais: 03 dias pós intervenção (dpi); 28 dpi; 90 dpi. (A-O) ADRP marcado em 

AlexaFluor 488 (verde). (A’-O’) Overlay com identificação nuclear, DAPI (azul). Imagens 

obtidas de um animal/grupo/período. Aumento: 40X. 

Figura 10M. Avaliação de HSL em nervos isquiáticos murinos. Densidade de fluorescência de 

HSL, normalizada pelo respectivo número de núcleos DAPI+. Avaliação conforme períodos 

experimentais de, (A) 03, (B) 28 e (C) 90 dias pós-intervenção (dpi), em grupos não tratados e 

tratados com clofazimina (CFZ): Lesão por esmagamento (CSH, CSH_cfz); Infecção 

intraneural por Mycobacterium leprae (ML, ML_cfz); ML/CSH, ML/CSH_cfz; Cloreto de 

sódio intraneural (NaCl, NaCl_cfz); Cirurgia simulada (SHAM, SHAM_cfz). (D) Comparações 

intragrupos. Teste ANOVA, com pós-teste Šídák (A, B, C) ou Tukey (D). Valores de p < 0,05 

(*) indicam significância estatística. Dados de três campos microscópicos de um 

animal/grupo/período. 



Figura 11M. Imunodetecção de MPZ em nervos isquiáticos murinos. (A-C’) Lesão por 

esmagamento (CSH); (D-F’) Infecção intraneural por Mycobacterium leprae (ML); (G-I’) 

Lesão por esmagamento e infecção intraneural por Mycobacterium leprae (ML/CSH); (J-L’) 

Injeção intraneural de cloreto de sódio (NaCl); (M-O’) Cirurgia simulada (SHAM). Períodos 

experimentais: 03 dias pós-intervenção (dpi); 28 dpi; 90 dpi. (A-O) ADRP marcado em 

AlexaFluor 488 (verde). (A’-O’) Overlay com identificação nuclear, DAPI (azul). Imagens 

representativas de um animal/grupo/período. Aumento: 40X. 

Figura 12M. Imunodetecção de MPZ em nervos isquiáticos murinos tratados com clofazimina. 

(A-C’) Lesão por esmagamento (CSH_cfz); (D-F’) Infecção intraneural por Mycobacterium 

leprae (ML_cfz); (G-I’) Lesão por esmagamento e infecção intraneural por Mycobacterium 

leprae (ML/CSH_cfz); (J-L’) Injeção intraneural de cloreto de sódio (NaCl_cfz); (M-O’) 

Cirurgia simulada (SHAM_cfz). Grupos receberam tratamento com Clofazimina. Períodos 

experimentais: 03 dias pós intervenção (dpi); 28 dpi; 90 dpi. (A-O) ADRP marcado em 

AlexaFluor 488 (verde). (A’-O’) Overlay com identificação nuclear, DAPI (azul). Imagens 

obtidas de um animal/grupo/período. Aumento: 40X. 

Figura 13M. Avaliação de MPZ em nervos isquiáticos murinos. Densidade de fluorescência 

de MPZ, normalizada pelo respectivo número de núcleos DAPI+. Avaliação conforme períodos 

experimentais de, (A) 03, (B) 28 e (C) 90 dias pós-intervenção (dpi), em grupos não tratados e 

tratados com clofazimina (CFZ): Lesão por esmagamento (CSH, CSH_cfz); Infecção 

intraneural por Mycobacterium leprae (ML, ML_cfz); ML/CSH, ML/CSH_cfz; Cloreto de 

sódio intraneural (NaCl, NaCl_cfz); Cirurgia simulada (SHAM, SHAM_cfz). (D) Comparações 

intragrupos. Teste ANOVA, com pós-teste Šídák (A, B, C) ou Tukey (D). Valores de p < 0,05 

(*) indicam significância estatística. Dados de três campos microscópicos de um 

animal/grupo/período. 

Figura 14M. Identificação molecular de Mycobacterium leprae em nervos isquiáticos murinos. 

Ensaio qPCR para gene-alvo RLEP. Grupos: Lesão por esmagamento (CSH); Infecção 

intraneural por Mycobacterium leprae (ML); Lesão por esmagamento e infecção intraneural 

por Mycobacterium leprae (ML/CSH); Injeção intraneural de cloreto de sódio (NaCl); Cirurgia 

simulada (SHAM). Períodos de 03, 28 e 90 dias pós-intervenção (dpi); Grupos tratados ou não 

com CFZ. Dados representativos obtidos de espécimes de três a cinco animais/grupo/período. 
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REVISÃO DA LITERATURA 

Aspectos Gerais e Epidemiológicos da Hanseníase 

A hanseníase é uma neuropatia periférica infecciosa, considerada uma das mais antigas 

doenças humanas registradas (Schuenemann et al., 2018). A infecção é causada pelo 

Mycobacterium leprae (M. leprae), um bacilo álcool-ácido resistente (BAAR), que foi 

identificado em 1873, por Gerhard Henrick Armauer Hansen (Alter et al., 2008). A doença 

evolui em parte da população durante exposição contínua e íntima entre indivíduos suscetíveis 

e pacientes portadores de altas cargas bacilares (Araujo et al., 2015; Scollard et al., 2006). É 

uma neuropatia severamente debilitante e estigmatizante, capaz de comprometer a capacidade 

sensitiva e motora dos indivíduos, podendo evoluir para incapacidades físicas permanentes 

(Lockwood, 2019).  

O Brasil está entre os países mais afetados pela doença, com cerca de 13% dos novos 

casos registrados no mundo em 2021, segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) (WHO, 

2022). No ano de 2020, a incidência de hanseníase no Brasil caiu 41,4% comparada aos cinco 

anos anteriores (da Paz, 2022), o que reflete o efeito da pandemia de COVID-19, que levou o 

país a implementar medidas de saúde pública sem precedentes, causando impacto negativo no 

diagnóstico e acompanhamento dos pacientes (da Paz, 2022). 

Apesar dessa redução, em 2021 o país reportou número expressivo de indivíduos com 

grau máximo de incapacidade (G2D, grade 2 disability) no momento do diagnóstico, 1.737, 

ficando atrás apenas da Índia (1.863) (WHO, 2022). O envolvimento neural é responsável por 

deformidades físicas em 20% a 30% dos pacientes com hanseníase, e geram grande impacto 

psicossocial. A detecção precoce e intervenções eficientes são as principais estratégias para 

reduzir os impactos da neuropatia hansênica (Lasry-Levy et al., 2011; Monteiro et al., 2014). 

Características Clínicas e Patogênese da Hanseníase 

A hanseníase se manifesta em um amplo espectro clínico, com dois polos bem definidos. 

No polo tuberculóide (TT), predomina responsividade celular específica contra o M. leprae e 

imunovigilância (Reibel et al., 2015). No extremo oposto do espectro, está a hanseníase 
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virchowiana (LL), com predominância de resposta imune humoral, resposta celular pouco 

eficiente e proliferação bacilar (Van der Wel et al., 2007). Na patogênese da doença, também 

se desenvolvem formas clínicas intermediárias não polares, denominadas dimorfas. Tais formas 

se subdividem em dimorfa-tuberculóide (BT), dimorfa-dimorfa (BB) e dimorfa-virchowiana 

(BL) (Ridley, Jopling, 1966). Parte dos pacientes manifesta a forma neural primária da 

hanseníase, com comprometimento de troncos nervosos e ausência de lesões cutâneas, um 

aspecto que dificulta o diagnóstico (Nascimento, 2013).  

A neuropatia hansênica é frequentemente agravada por episódios inflamatórios agudos, 

capazes de causar lesões cutâneas inflamatórias e edematosas (Nery et al., 2013; Antunes et al., 

2013). Tais eventos podem ocorrer antes, durante ou até mesmo após o regime de tratamento, 

caracterizando as reações hansênicas, que são divididas em reação tipo 1 (T1R, type 1 reaction), 

ou reação reversa (RR, reversal reaction) e reação tipo 2 (T2R, type 2 reaction), ou eritema 

nodoso hansênico (ENL, erythema nodosum leprosum) (Lockwood et al., 2019). 

A RR é caracterizada por inflamação aguda da pele e nervos, causada pela exacerbação 

da imunidade mediada por células e hipersensibilidade tardia à antígenos de M. leprae (Raffe 

et al., 2013; Scollard et al., 2022). Esse tipo de reação é apontado como principal causa de dano 

neural na hanseníase e há relatos de pacientes com RR ocorrendo anos após o tratamento bem 

sucedido (Kamath et al., 2014). O ENL está ligado à produção e deposição de imunocomplexos, 

bem como a ativação do Sistema Complemento (Naafs, 2006; Kahawita, Lockwood, 2019). 

Essa reação se caracteriza pela presença de nódulos dolorosos, superficiais e profundos, com 

surgimento de úlceras e liberação de conteúdo purulento (Scollard et al., 2022). 

Pacientes TT, BT e BB, frequentemente são acometidos pela RR, enquanto que o ENL 

incide sobre BL e LL (Voorend, Post, 2013; Scollard et al., 2015). Os mecanismos que 

fundamentam e modulam o início das reações hansênicas não são bem esclarecidos (Scollard 

et al., 2015), e embora biomarcadores promissores tenham sido testados, até o momento não há 

testes laboratoriais recomendados para predizer estados reacionais (Devides et al., 2018; 

Scollard et al., 2022). 

Os diferentes padrões de resposta imune, característicos de cada uma das manifestações 

clínicas da doença, estão diretamente associados ao agravamento do dano neural e 

desenvolvimento de incapacidades físicas (Spierings et al., 2000; Scollard et al., 2015). Além 
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