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RESUMO

GONCALVES, G. A. S. Efeito da Clofazimina sobre a Mielinizacao de Nervos Isquiaticos
em Modelo Murino de Lesdo Neural Traumética e Infecgdo por Mycobacterium leprae.
Dissertagdo (Mestrado em Patologia) — Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Faculdade de Medicina de Botucatu, 2023.

A hanseniase € uma neuropatia periférica infecciosa, causada por Mycobacterium leprae (M.
leprae), que acomete predominantemente seres humanos e pode gerar incapacidades fisicas
irreversiveis. A caracteristica de cronicidade dessa infeccdo, limita o entendimento sobre
mecanismos precoces de interacdo pat0geno-hospedeiro. Sabe-se que, a sobrevivéncia
intracelular de M. leprae depende de alteragcdes no metabolismo lipidico das células de Schwann
e macrofagos. Tais alteracbes metabdlicas, podem estar entre os fatores de interferéncia na
remielinizacdo dos nos nervos periféricos de pacientes com hanseniase. A biogénese de lipidios
também pode ser afetada por um dos quimioterapicos utilizados no tratamento da hanseniase,
a clofazimina (CFZ). Considerando que, lipidios sdo extremamente demandados durante a
mielinizacdo, cabe questionar se a CFZ poderia impactar negativamente a regeneracdo dos
nervos periféricos. Os modelos animais no estudo da hanseniase costumam se concentrar em
longas janelas tempo, restringindo observagdes precoces sobre alteracdes maquinaria celular
frente a infeccdo por M. leprae. O objetivo primério do presente estudo foi, portanto, comparar
dois modelos murinos de lesdo do nervo isquiatico, via trauma por esmagamento e inoculacéo
intraneural com M. leprae, ao longo de 03, 14, 28 e 90 dias. Propds-se ainda, investigar o
impacto da infecdo neural por M. leprae e do tratamento com CFZ, sobre a expressdo génica e
de proteinas envolvidas na homeostasia lipidica e de mielina, pela técnica de
imunofluorescéncia. Para tanto, foram utilizados camundongos nude atimicos (NU-Foxn1™),
divididos em cinco grupos e duplicados quanto ao tratamento ou ndo com CFZ (N = 03/grupo):
CSH (lesdo por esmagamento); ML (infectado por M. leprae); ML/CSH (infeccdo e
esmagamento); NaCl (veiculo cloreto de sédio); SHAM (cirurgia simulada). A fun¢do motora
de cada animal foi avaliada por teste de marcha, empregando-se indice funcional do isquiético.
A funcdo nociceptiva foi investigada por estimulacdo mecénica, via analgesimetro eletronico
Von Frey. Os dados de SFI indicaram lesdo neural em 03 dias, exceto nos animais do grupo

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



acompanhado ou ndo de infecc¢do, seguido por reparacdo tecidual ao longo de 28 dias. A analise
de nocicepgdo a estimulacdo mecéanica também mostrou melhora apds 28 dias, e recuperacéo
em 90 dias. No entanto, o grupo infectado por M. leprae, sem tratamento, apresentou limiar
inferior a quase todos 0s grupos no periodo experimental mais tardio, sugerindo a presenca de
dor associada a processos inflamatdrios decorrentes da infecgdo. A imunodeteccdo de ADRP
foi aumentada em camundongos infectados por M. leprae, quando comparado a todos os demais
grupos. HSL esteve elevada ap6s 28 dias de administracdo da droga, nos grupos ML_cfz e
ML/CSH_cfz. A producdo de MPZ se apresentou diminuida em nervos ciaticos infectados,
tratados com CFZ, em 90 dpi. Os resultados desse estudo indicam que, 0 modelo animal aqui
apresentado pode contribuir para a compreensdo de fatores precoces associados a neuropatia
hansénica. O aumento de ADRP em momentos iniciais de infeccdo in vivo por M. leprae,
corrobora achados prévios e destaca a precocidade da acdo desse patdgeno sobre producao
lipidica de células-alvo no microambiente neural. O efeito negativo da CFZ sobre a regulagéo
de MPZ pode sugerir uma interferéncia na remielinizagdo periférica e deve ser alvo de

investigacdes futuras.

Palavras-chave: M. leprae; Nervo Isquiatico; Experimentacdo Animal; Clofazimina



ABSTRACT

GONCALVES, 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) — Sao Paulo State University “Julio 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 ILUSTRACOES

Figura 1R, Acéo de M. leprae sobre o metabolismo lipidico da célula hospedeira. O M. leprae
é fagocitado pela célula, resultando no acimulo lipidico intracelular. Durante esse processo,
APOC1 promove a formagdo de LDL-C por lipidagdo de VLDL e CM, que s&o importados pelo
CD36. O CD36 também importa acidos graxos, transportados pela FABP4 para organelas
intracelulares. O acimulo de triglicerideos (TAG) é mediado por vias ativadas pelo PPAR-y. A
FABP4 promove a acilacdo dos acidos graxos captados pelo CD36, utilizados pela GPAT3 para
sintetizar TAG. O GLUT1/3 captura glicose intracelularmente, que € utilizada pelo GPAT3 na
sintese de TAG. Além disso, a expressdo aumentada de ADRP tambem contribui para a
producéo e acumulo de lipidios. (Adaptado de Tanigawa et al., 2021).

Figura 1M2 Experimentagdo Animal. Etapas do procedimento cirtirgico realizado em
camundongos nude. (A) Inducdo anestésica com cloridrato de xilazina (10 mg/kg, ip) e
cloridrato de cetamina (100 mg/kg, ip). (B) Posicionamento para intervencfes subsequentes.
(C) Acesso cirargico ao nervo isquiatico expostos. (D-E) Lesdo por esmagamento. (F)
Inoculacdo intraneural com Mycobacterium leprae. (G-H) Inoculagdo de veiculo, NaCl 0,9%

estéril. (1) Pés-operatorio em placa térmica, apos reposicionamento dos tecidos e sutura.

Figura 2M. Experimentacdo Animal. (A) Administracdo de clofazimina por gavagem. (B)
Anélise da funcdo motora; camundongo nude em treinamento para caminhar na passarela. (C)

Analise de nocicepcdo, via estimulacdo mecanica por analgesimetro eletrénico Von Frey.

Figura 3M. Avaliacdo intergrupos da funcdo motora em nervos isquiaticos de camundongos
nude. indice Funcional do Isquiatico (SFI, Sciatic Functional Index). Periodos de anélise: (A)
pré-intervencao (pi), (B) 03, (C) 14, (D) 28 e (E) 90 dias pos-intervencdo (dpi). (F)Valores
agrupados. Grupos experimentais, ndo tratados e tratados com clofazimina (CFZ): Lesdo por
esmagamento (CSH, CSH_cfz); Infeccdo intraneural por Mycobacterium leprae (ML,
ML_cfz); ML/CSH, ML/CSH_cfz; Cloreto de sddio intraneural (NaCl, NaCl_cfz); Cirurgia
simulada (SHAM, SHAM_cfz). Teste one-way ANOVA, com pos-teste Sidak. Valores de p <

1 R = Revisdo da Literatura
2 M = Manuscrito



0,05 indicam significancia estatistica. Dados de trés medigcdes obtidas de em um a seis

animais/grupo/periodo.

Figura 4M. Avaliacdo intergrupos da resposta nociceptiva em nervos isquidticos de
camundongos nude. Limiar de retirada das patas (PWT, Paw Withdrawal Threshold). Periodos
de analise: (A) pré-intervencéo (pi), (B) 03, (C) 14, (D) 28 e (E) 90 dias pds-intervencéo (dpi).
(F)Valores agrupados. Grupos experimentais, ndo tratados e tratados com clofazimina (CF2):
Lesdo por esmagamento (CSH, CSH_cfz); Infeccdo intraneural por Mycobacterium leprae
(ML, ML_cfz); ML/CSH, ML/CSH_cfz; Cloreto de sddio intraneural (NaCl, NaCl _cfz);
Cirurgia simulada (SHAM, SHAM cfz). Teste one-way ANOVA, com pos-teste Sidak.
Valores de p < 0,05 indicam significncia estatistica. Dados de trés medic¢des obtidas de em um

a seis animais/grupo/periodo.

Figura 5M. Imunodeteccdo de ADRP em nervos isquidticos murinos. (A-C’) Lesdao por
esmagamento (CSH); (D-F’) Infec¢do intraneural por Mycobacterium leprae (ML); (G-I")
Lesdo por esmagamento e infeccdo intraneural por Mycobacterium leprae (ML/CSH); (J-L”)
Injecdo intraneural de cloreto de sédio (NaCl); (M-O’) Cirurgia simulada (SHAM). Periodos
experimentais: 03 dias pos-intervencdo (dpi); 28 dpi; 90 dpi. (A-O) ADRP marcado em
AlexaFluor 488 (verde). (A’-O”) Overlay com identificacdo nuclear, DAPI (azul). Imagens

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

Figura 6M. Imunodeteccdo de ADRP em nervos isquiaticos murinos tratados com clofazimina.
(A-C’) Lesdo por esmagamento (CSH_cfz); (D-F’) Infecgdo intraneural por Mycobacterium
leprae (ML _cfz); (G-I") Lesdo por esmagamento e infeccdo intraneural por Mycobacterium
leprae (ML/CSH_cfz); (J-L’) Injecdo intraneural de cloreto de sodio (NaCl cfz); (M-O)
Cirurgia simulada (SHAM_ cfz). Grupos receberam tratamento com Clofazimina. Periodos
experimentais: 03 dias pds intervencdo (dpi); 28 dpi; 90 dpi. (A-O) ADRP marcado em
AlexaFluor 488 (verde). (A’-O’) Overlay com identificacdo nuclear, DAPI (azul). Imagens

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

Figura 7M. Avaliacdo de ADRP em nervos isquiaticos murinos. Densidade de fluorescéncia
de ADRP, normalizada pelo respectivo nimero de nucleos DAPI+. Avaliacdo conforme
periodos experimentais de, (A) 03, (B) 28 e (C) 90 dias pos-intervengdo (dpi), em grupos ndo

tratados e tratados com clofazimina (CFZ): Lesdo por esmagamento (CSH, CSH_cfz); Infeccdo



intraneural por Mycobacterium leprae (ML, ML_cfz); ML/CSH, ML/CSH_cfz; Cloreto de
sodio intraneural (NaCl, NaCl_cfz); Cirurgia simulada (SHAM, SHAM _cfz). (D) Comparacdes
intragrupos. Teste ANOVA, com pos-teste Sidak (A, B, C) ou Tukey (D). Valores de p < 0,05
(*) indicam significAncia estatistica. Dados de trés campos microscopicos de um

animal/grupo/periodo.

Figura 8M. Imunodeteccdo de HSL em nervos isquiaticos murinos. (A-C’) Lesdo por
esmagamento (CSH); (D-F’) Infecg¢do intraneural por Mycobacterium leprae (ML); (G-I")
Lesdo por esmagamento e infecgdo intraneural por Mycobacterium leprae (ML/CSH); (J-L”)
Injecdo intraneural de cloreto de sédio (NaCl); (M-O’) Cirurgia simulada (SHAM). Periodos
experimentais: 03 dias pos-intervencdo (dpi); 28 dpi; 90 dpi. (A-O) ADRP marcado em
AlexaFluor 488 (verde). (A’-O’) Overlay com identificagdo nuclear, DAPI (azul). Imagens

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

Figura 9M. Imunodeteccdo de HSL em nervos isquiaticos murinos tratados com clofazimina.
(A-C’) Lesdo por esmagamento (CSH_cfz); (D-F’) Infecgdo intraneural por Mycobacterium
leprae (ML_cfz); (G-I") Lesdo por esmagamento e infeccdo intraneural por Mycobacterium
leprae (ML/CSH_cfz); (J-L’) Injecdo intraneural de cloreto de sodio (NaCl cfz); (M-O’)
Cirurgia simulada (SHAM_cfz). Grupos receberam tratamento com Clofazimina. Periodos
experimentais: 03 dias pds intervencdo (dpi); 28 dpi; 90 dpi. (A-O) ADRP marcado em
AlexaFluor 488 (verde). (A’-O’) Overlay com identificacdo nuclear, DAPI (azul). Imagens

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

Figura 10M. Avaliacdo de HSL em nervos isquiaticos murinos. Densidade de fluorescéncia de
HSL, normalizada pelo respectivo namero de nicleos DAPI+. Avaliacdo conforme periodos
experimentais de, (A) 03, (B) 28 e (C) 90 dias p6s-intervencgdo (dpi), em grupos ndo tratados e
tratados com clofazimina (CFZ): Lesdo por esmagamento (CSH, CSH_cfz); Infeccdo
intraneural por Mycobacterium leprae (ML, ML_cfz); ML/CSH, ML/CSH_cfz; Cloreto de
sodio intraneural (NaCl, NaCl_cfz); Cirurgia simulada (SHAM, SHAM_cfz). (D) Comparac6es
intragrupos. Teste ANOVA, com pés-teste Sidak (A, B, C) ou Tukey (D). Valores de p < 0,05
(*) indicam significancia estatistica. Dados de trés campos microscopicos de um

animal/grupo/periodo.



Figura 11M. Imunodeteccdo de MPZ em nervos isquidticos murinos. (A-C’) Lesdo por
esmagamento (CSH); (D-F’) Infeccdo intraneural por Mycobacterium leprae (ML); (G-I”)
Les&o por esmagamento e infeccdo intraneural por Mycobacterium leprae (ML/CSH); (J-L)
Injecdo intraneural de cloreto de sédio (NaCl); (M-O’) Cirurgia simulada (SHAM). Periodos
experimentais: 03 dias pés-intervencdo (dpi); 28 dpi; 90 dpi. (A-O) ADRP marcado em
AlexaFluor 488 (verde). (A’-O’) Overlay com identificacdo nuclear, DAPI (azul). Imagens
representativas de um animal/grupo/periodo. Aumento: 40X.

Figura 12M. Imunodetec¢do de MPZ em nervos isquidticos murinos tratados com clofazimina.
(A-C’) Lesdo por esmagamento (CSH_cfz); (D-F’) Infecgdo intraneural por Mycobacterium
leprae (ML_cfz); (G-I") Lesao por esmagamento e infec¢do intraneural por Mycobacterium
leprae (ML/CSH_cfz); (J-L’) Injecao intraneural de cloreto de sodio (NaCl_cfz); (M-O’)
Cirurgia simulada (SHAM_cfz). Grupos receberam tratamento com Clofazimina. Periodos
experimentais: 03 dias pos intervencdo (dpi); 28 dpi; 90 dpi. (A-O) ADRP marcado em
AlexaFluor 488 (verde). (A’-O’) Overlay com identificacdo nuclear, DAPI (azul). Imagens

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

Figura 13M. Avaliacdo de MPZ em nervos isquiaticos murinos. Densidade de fluorescéncia
de MPZ, normalizada pelo respectivo nimero de nicleos DAPI+. Avaliacdo conforme periodos
experimentais de, (A) 03, (B) 28 e (C) 90 dias pos-intervencgdo (dpi), em grupos ndo tratados e
tratados com clofazimina (CFZ): Lesdo por esmagamento (CSH, CSH_cfz); Infeccédo
intraneural por Mycobacterium leprae (ML, ML_cfz); ML/CSH, ML/CSH_cfz; Cloreto de
sodio intraneural (NaCl, NaCl_cfz); Cirurgia simulada (SHAM, SHAM_cfz). (D) Comparac6es
intragrupos. Teste ANOVA, com pos-teste Sidak (A, B, C) ou Tukey (D). Valores de p < 0,05
(*) indicam significancia estatistica. Dados de trés campos microscopicos de um

animal/grupo/periodo.

Figura 14M. Identificacdo molecular de Mycobacterium leprae em nervos isquiaticos murinos.
Ensaio gPCR para gene-alvo RLEP. Grupos: Lesdo por esmagamento (CSH); Infeccdo
intraneural por Mycobacterium leprae (ML); Lesdo por esmagamento e infec¢cdo intraneural
por Mycobacterium leprae (ML/CSH); Injecéo intraneural de cloreto de sodio (NaCl); Cirurgia
simulada (SHAM). Periodos de 03, 28 e 90 dias pos-intervengdo (dpi); Grupos tratados ou ndo

com CFZ. Dados representativos obtidos de espécimes de trés a cinco animais/grupo/periodo.
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REVISAO DA LITERATURA

Aspectos Gerais e Epidemiolégicos da Hanseniase

A hanseniase é uma neuropatia periférica infecciosa, considerada uma das mais antigas
doencas humanas registradas (Schuenemann et al., 2018). A infeccdo é causada pelo
Mycobacterium leprae (M. leprae), um bacilo alcool-acido resistente (BAAR), que foi
identificado em 1873, por Gerhard Henrick Armauer Hansen (Alter et al., 2008). A doenca
evolui em parte da populacéo durante exposic¢éo continua e intima entre individuos suscetiveis
e pacientes portadores de altas cargas bacilares (Araujo et al., 2015; Scollard et al., 2006). E
uma neuropatia severamente debilitante e estigmatizante, capaz de comprometer a capacidade
sensitiva e motora dos individuos, podendo evoluir para incapacidades fisicas permanentes
(Lockwood, 2019).

O Brasil esta entre os paises mais afetados pela doenca, com cerca de 13% dos novos
casos registrados no mundo em 2021, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO,
2022). No ano de 2020, a incidéncia de hanseniase 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
pais a implementar medidas de saude publica sem precedentes, causando impacto negativo no

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

Apesar dessa reducdo, em 2021 o pais reportou nimero expressivo de individuos com
grau maximo de incapacidade (G2D, grade 2 disability) no momento do diagnostico, 1.737,
ficando atras apenas da india (1.863) (WHO, 2022). O envolvimento neural é responséavel por
deformidades fisicas em 20% a 30% dos pacientes com hanseniase, e geram grande impacto
psicossocial. A deteccdo precoce e intervencdes eficientes sdo as principais estratégias para

reduzir os impactos da neuropatia hansénica (Lasry-Levy et al., 2011; Monteiro et al., 2014).
Caracteristicas Clinicas e Patogénese da Hanseniase
A hanseniase se manifesta em um amplo espectro clinico, com dois polos bem definidos.

No polo tuberculdide (TT), predomina responsividade celular especifica contra o M. leprae e

imunovigilancia (Reibel et al., 2015). No extremo oposto do espectro, estd a hanseniase
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virchowiana (LL), com predominancia de resposta imune humoral, resposta celular pouco
eficiente e proliferagdo bacilar (Van der Wel et al., 2007). Na patogénese da doenca, também
se desenvolvem formas clinicas intermediarias ndo polares, denominadas dimorfas. Tais formas
se subdividem em dimorfa-tuberculdide (BT), dimorfa-dimorfa (BB) e dimorfa-virchowiana
(BL) (Ridley, Jopling, 1966). Parte dos pacientes manifesta a forma neural priméria da
hanseniase, com comprometimento de troncos nervosos e auséncia de lesdes cuténeas, um

aspecto que dificulta o diagnéstico (Nascimento, 2013).

A neuropatia hansénica é frequentemente agravada por episddios inflamatérios agudos,
capazes de causar lesbes cutaneas inflamatorias e edematosas (Nery et al., 2013; Antunes et al.,
2013). Tais eventos podem ocorrer antes, durante ou até mesmo apés o regime de tratamento,
caracterizando as reagdes hansénicas, que séo divididas em reagdo tipo 1 (T1R, type 1 reaction),
ou reacdo reversa (RR, reversal reaction) e reacao tipo 2 (T2R, type 2 reaction), ou eritema

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

A RR é caracterizada por inflamacdo aguda da pele e nervos, causada pela exacerbagéo
da imunidade mediada por células e hipersensibilidade tardia a antigenos de M. leprae (Raffe
et al., 2013; Scollard et al., 2022). Esse tipo de reacéo € apontado como principal causa de dano
neural na hanseniase e ha relatos de pacientes com RR ocorrendo anos apds o tratamento bem
sucedido (Kamath et al., 2014). O ENL esté ligado a producao e deposi¢do de imunocomplexos,
bem como a ativacdo do Sistema Complemento (Naafs, 2006; Kahawita, Lockwood, 2019).
Essa reacdo se caracteriza pela presenca de nodulos dolorosos, superficiais e profundos, com

surgimento de Ulceras e liberacdo de conteudo purulento (Scollard et al., 2022).

Pacientes TT, BT e BB, frequentemente sdo 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 inicio das rea¢des hansénicas ndo sdo bem esclarecidos (Scollard
et al., 2015), e embora biomarcadores promissores tenham sido testados, até 0 momento ndo ha
testes laboratoriais recomendados para predizer estados reacionais (Devides et al., 2018;
Scollard et al., 2022).

Os diferentes padrdes de resposta imune, caracteristicos de cada uma das manifestacdes
clinicas da doenga, estdo diretamente associados ao agravamento do dano neural e

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