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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 = Reviso 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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dos episodios reacionais, outras condicoes referentes a interacdo patégeno-hospedeiro, também
tém sido correlacionadas com a progressdo do comprometimento neural na hanseniase. (Mattos
et al., 2014; Marques et al., 2015; Medeiros et al., 2016).

Tratamento da Hanseniase

O M. leprae é suscetivel a uma gama de antibidticos. A primeira droga a ser amplamente
utilizada para tratamento da hanseniase foi a dapsona que, embora considerada um agente
bacteriostético e anti-inflamatorio eficaz (Noordeen, 2016), foi também associada ao aumento
de resisténcia bacteriana (Smith et al., 2017). Consequentemente, a partir de 1981 a OMS
preconizou um esquema de poliquimioterapia (PQT) composto pela associa¢do de dapsona com
rifampicina, uma potente droga bactericida, e clofazimina (CFZ) (Smith et al., 2017). A
implementacdo universal da PQT levou cerca de 15 anos, devido a questdes como alto custo do
tratamento, disponibilidade limitada das trés drogas, especialmente a CFZ, além da necessidade

de alinhamento entre os especialistas acerca do regime terapéutico ideal (WHO, 2004).

Embora a hanseniase possua um tratamento microbioldgico bem estabelecido, ndo ha
terapias eficazes para reverter ou prevenir 0 comprometimento neural. Estima-se que,
aproximadamente 30% dos pacientes, independente da carga bacilar, seguem com progressao
de dano neural, até apos o tratamento (Meima et al., 2001; Monteiro et al., 2014; Penna et al.,
2017).

Clofazimina

A CFZ vem sendo utilizada na hanseniase mesmo antes da PQT, desde os anos 1960
(Degang et al., 2012). Trata-se de um corante riminofenazinico, sintetizado inicialmente na
Irlanda (1944), com amplo espectro contra parasitas, fungos e bactérias Gram-Positivas (Cholo
et al., 2012; van Rensburg et al., 2000). A acdo da CFZ ainda ndo € bem explicada, embora
hipdteses mais relevantes sugiram que, no interior das células hospedeiras, a droga se intercale
e danifique o DNA microbiano (Korolkovas, 2004; Grosset; Vernon, 2015). Seu efeito também
pode ser atribuido a fatores como, o aumento do nimero e tamanho de lisossomos e
fagolisossomos em macrofagos, contribuindo para a maior geracdo de anions superoxido e

perdxido de hidrogénio (Yano et al., 2011).
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A CFZ possui propriedades lipofilicas elevadas e seu transporte € realizado via LDL,
que possui receptores especificos em adipécitos, células do sistema imune e células gliais
(O’connor et al., 1995). A meia-vida tecidual da CFZ varia entre 10 dias, para dose Unica, e 25
a 90 dias, para doses multiplas (Venkatesan et al., 1997). Os efeitos adversos mais comuns da
CFZ sdo a coloracao avermelhada da pele, secre¢@es, deposicéo na cornea e no cristalino, sendo
necessario monitoramento oftalmolégico (Barot et al., 2011).

A CFZ regula processos celulares que incluem inflamacéo (Yoon, 2016) e proliferacao,
em mamiferos. Guo et al. (2018) exploraram o papel da CFZ como agonista da proteina RKIP
(Rafl kinase inhibitory protein). RKIP faz parte da familia de proteinas de ligacdo a
fosfoetanolamina e modula a cascata de sinalizacdo Ras/RaffMEK/ERK1/2 (Zeng et al., 2008),
envolvida em diferentes condigdes fisioldgicas e patologicas, como o cancer (Pearson et al.,
200; Chen et al., 2015). O estudo de Guo et al. (2018), demonstraram que a CFZ, assim como
RKIP, é capaz de estimular a fosforilagdo de ERK1/2 e aumentar a proliferacdo da linhagem
HEK 293T (Guo et al., 2018). Vale refletir se, essa acdo da CFZ ndo seria sinérgica ao proprio
M. leprae, que também exacerba ERK1/2 nas SC, induzindo a desdiferenciacdo desse tipo

celular e comprometendo a integridade dos nervos perifericos (Hess, Rambukkana, 2019).

A acdo da CFZ sobre o M. leprae também esta ligada a modulacdo do metabolismo
lipidico, o que contribui para a deterioracdo da viabilidade bacilar, afetando seu acesso as vias
metabolicas do hospedeiro em busca de nutrientes (Degang et al., 2012). Degang et al. (2012)
investigaram o efeito das drogas utilizadas no tratamento da hanseniase, sobre 0 metabolismo
lipidico da linhagem macrofagica THP-1 infectada por M. leprae, avaliando a expressdo de
ADRP e HSL. Os autores constataram que a CFZ devasta o ambiente rico em lipidios das
células THP-1 infectadas por M. leprae, regulando a expressdo de ADRP e HSL, além de ativar
mediadores de resposta imune inata nessas células, ambos mecanismos relevantes ao controle
da infeccdo (Degang et al., 2012). A biogénese de lipidios é, portanto, afetada pela CFZ. E,
considerando que os lipidios sdo extremamente demandados durante a mielinizacao (Chrast et
al., 2011; Revin et al., 2019), cabe questionar se a CFZ poderia impactar negativamente a

regeneracao dos nervos periféricos.

Interacdo de M. leprae com Células de Schwann
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De um modo geral, o sistema nervoso responde a diferentes formas de agresséo por meio
de inflamacédo e reprogramacdo celular (Boerboom et al., 2017). Nos nervos periféricos, as
células gliais, Células de Schwann (SC) sdo responsaveis por promover a regeneracdo dos
nervos (Jessen e Mirsky, 2019b ; Nocera e Jacob, 2020). A resposta imune inata envolve um
processo referido como degeneracdo Walleriana, que se caracteriza por delaminacéo da bainha
de mielina e retracdo axonal (Rotshenker, 2011). Nesse processo, as SC se reprogramam,
passando de um estado maduro para um estado proliferativo de suporte ao reparo, semelhante
ao precursor. Adicionalmente, eliminam os residuos de mielina por autofagia/mielinofagia, uma
acdo fundamental, uma vez que a mielina cria um ambiente ndo permissivo para que O
crescimento axonal ocorra novamente. (Gomez-Sanchez et al., 2015; Balakrishnan et al., 2021).
Posteriormente, essas células formam as bandas de Biingner, que dao suporte ao
redirecionamento dos axdnios para seus locais de inervacao (Jessen et al., 2015). As células de
reparo sdo produzidas sob demanda e séo transitorias, estdo presentes apenas pelo tempo
necessario para o0 processo de reparo e regeneracdo. (revisado em Jessen & Mirsky, 2016). Na
hanseniase, a infecgdo por M. leprae parece interferir na reparacdo neural ao perpetuar um
fendtipo imaturo e ndo mielinizante nas SC, por regulacdo negativa da proteina basica da
mielina (MBP), proteina zero da mielina (MPZ) e Krox-20, comprometendo o restabelecimento

funcional dos nervos afetados (Casalenovo et al., 2019; Mietto et al., 2019).

Além de assumirem propriedades reparadoras, logo apds uma agressdo aos nervos
periféricos, as SC respondem prontamente por meio da expressdo de moléculas MHC 11 e
produzindo uma rede eficiente de citocinas pro e anti-inflamatorias (Ydens, 2013; Fregnan et
al., 2012; Weiss et al., 2016). Citocinas pré-inflamatérias, como interleucina 1 beta (IL-1pB),
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ¢ IL-6, se destacam no processo de neuroinflamacao por
seu envolvimento na degeneracdo Walleriana, reprogramacéo celular (Shamash et al., 2002;
Chen et al., 2019) e dor neuropética (Lindholm et al., 1987; Grace et al., 2014). Por outro lado,
as SC também sdo responsaveis pelo turnover negativo da resposta imune, a fim de preservar e
reparar o tecido neural. A expressdo das moléculas co-inibitérias de células T, PD-L1 e PD-L2,
e a producdo de IL-10 sdo exemplos de controle da exacerbacdo de eventos inflamatérios por
parte das SC (Camara-Lemarroy et al., 2010, 2012; Weiss et al., 2016).

Achados de nosso grupo de pesquisa indicam um aumento significativo de IL- 6 em SC
murinas expostas in vitro a M. leprae, em até 48 horas, paralelamente a redugdo na expressdo

de IL-10; o que se assemelha & resposta inicial das SC apds uma agressdo mecénica (Gongalves,
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2019). Porém, apesar das SC apresentarem essa resposta precoce a infeccdo por M. leprae
aparentemente eficiente, sabe-se que esse perfil ndo se mantém (Samuel et al., 1987; Pereira et
al., 2005; Guerreiro et al., 2013). A infeccdo por M. leprae promove queda na producgéo de
interferon-gama (IFN- y) e inibe expressdo de moléculas MHC II nas SC, resultando em
diminuicdo de sua capacidade de apresentar antigenos e favorecendo a disseminacdo do
patégeno (Samuel et al., 1987). Também foi observado que M. leprae reprime em SC a
transcricdo de NF kappaB (NF-kB), um fator de transcri¢ao envolvido no controle da expressao

de diversos genes ligados a resposta inflamatéria (Pereira et al., 2005).

Adicionalmente, Guerreiro et al. (2013) realizaram experimentos de microarray em SC
infectadas por M. leprae e nervos biopsiados de pacientes com hanseniase, comparados a
amostras de outros tipos de neuropatias periféricas. Tanto in vitro quanto in vivo, foi detectada
regulacdo negativa de genes relacionados a resposta imune (CCL2, CCL3, CCL4, IL-1B e IL-
10), assim como varios genes mitocondriais (mtCOX2, mtND1, mtND3, mtND5 mtATP6 e
mtCYB). Por outro lado, genes envolvidos no metabolismo lipidico, como o receptor de LDL
(LDLR, low-density lipoprotein receptor), foram regulados positivamente nos pacientes com
neuropatia hansénica versus outras neuropatias periféricas (Guerreiro et al., 2013). Leal-Calvo
e Moraes (2020) reanalisaram e integraram as informacdes de nove conjuntos de dados de
microarray, que avaliaram a expressdo génica do hospedeiro na hanseniase, para fortalecer as
evidéncias de expressao diferencial de genes. Os estudos demonstraram uma expressao
aumentada de genes relacionados ao metabolismo lipidico ao avaliar bidpsias de pacientes com

hanseniase virchowiana (Leal-Calvo, Moraes, 2020)

Bioacumulacdo Lipidica

O actmulo de corpusculos lipidicos (LDs, lipid droplets) nas células do hospedeiro é
comumente observado em resposta a inimeras doencas infecciosas, e abrange ndo so infeccoes
bacterianas, como também parasitarias e fangicas (Pereira-Dutra et al., 2019). Esse aumento de
carga lipidica da suporte a sobrevivéncia de patdgenos intracelulares, como as micobactérias.
LDs induzidos por M. tuberculosis ao infectar macréfagos sdo compostos principalmente de
ésteres de colesterol e triacilglicerol (TAG), e presume-se que sejam utilizados como fonte de
carbono (Russel et al., 2010). Muitos dos compostos ativos capazes de restringir o crescimento
de M. tuberculosis em macr6fagos tém acdo relacionada ao colesterol, inferindo seu papel

central no curso da doenga (Vanderven et al., 2015).
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Na hanseniase, M. leprae participa ativamente da formacdo de LDs e de seu
recrutamento, favorecendo sua invasao, parasitismo e persisténcia nas células-alvo (Mattos et
al., 2014; Tanigawa et al., 2021a, b). LDs sdo estruturas formadas principalmente por
triacilglicerol, colesterol, ésteres de colesterol e diacilglicerol; e sua membrana é composta por
uma variedade de fosfolipidios derivados do hospedeiro (Kaur, Kaur, 2017). Proteinas como
ADRP (adipose differentiation-related protein) e ACSL1 (acyl-CoA synthetase long chain
family member 1) sdo necessarias para a producdo de LDs (Kaur, Kaur, 2017). Em
contrapartida, a enzima HSL (hormone-sensitive lipase) é um efetor da lip6lise estimulada por
catecolamina em adipécitos, que contribui para a degradacdo lipidica. O balango entre essas
moléculas pode desempenhar um papel relevante na bioacumulacdo lipidica em células

infectadas por M. leprae (Degang et al., 2012).

M. leprae aumenta a captacdo de LDL e induz a biossintese de colesterol por meio da
regulacdo positiva de HMGCR (Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase) e dos receptores
transmembrana de lipoproteinas, SR-Al, SR-B1, LRP-1 e LDL-R (Mattos et al., 2014). Lemes
et al. (2020), demonstraram que o acumulo intracelular de lipidios em lesdes de pacientes
multibacilares também se deve a disfuncionalidade de HDL (high-density lipoprotein) (Lemes
et al., 2020). Recentemente, Tanigawa et al. (2021a) investigaram por cromatografia liquida
(HPTLC), o perfil dos LDs em células monociticas humanas (THP-1) infectadas por M. leprae,
constatando esses corpusculos sdo compostos essencialmente por triacilglicerol (TAG,
triacylglycerol) (Tanigawa et al., 2021a). Em células de Schwann, a infeccdo por M. leprae
aumenta a captacdo de glicose e estimula a via das pentoses fosfato, necessaria para a sintese
de TAG (Medeiros, 2016).
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M. leprae or M. tuberculosis infection
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Figura 1R. Acdo de M. leprae sobre 0 metabolismo lipidico da célula hospedeira. O M. leprae é fagocitado pela
célula, resultando no actimulo lipidico intracelular. Durante esse processo, APOC1 promove a formacgéo de LDL-
C por lipidacdo de VLDL e CM, que sdo 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. 4 FABP4 promove a acilagdo dos dcidos graxos captados pelo CD36, utilizados pela
GPAT3 parasintetizar TAG. O GLUT1/3 captura glicose intracelularmente, que € utilizada pelo GPAT3 na sintese
de TAG. Além disso, a expressao aumentada de ADRP também contribui para a produgédo e acimulo de lipidios.
(Adaptado de Tanigawa et al., 2021)

Mielinizacao

Uma das caracteristicas bioquimicas mais proeminentes da mielina é sua rica
constituicdo lipidica (70 a 80% da massa seca total), principalmente colesterol (20-30%), um
lipidio estrutural de todas as membranas celulares dos mamiferos, que mantém a estabilidade
da mielina, regulando sua fluidez e permeabilidade (Chrast et al., 2011). Proteinas como MPZ
e MBP fazem parte da composicao dessa membrana, onde desempenham funcdes importantes
na formag&o e manutencdo da mielina (Gould et al., 2008; Liu et al., 2019). Ambas as proteinas,
MPZ e MBP, vém sendo amplamente exploradas no contexto da neuropatia diabética (Saiki et
al., 2021).
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Na hanseniase, Mietto et al. (2019) demonstraram que a infec¢do de SC por M. leprae
acelera o processo de degradacdo da mielina no interior da célula, e reduz os niveis de mMRNA
para MBP e MPZ (Mietto et al., 2019). Considerando que a degradagédo da mielina resulta em
formacdo de goticulas lipidicas, esse processo é, possivelmente, induzido por M. leprae para
garantir a disponibilidade intracelular de lipidios e, consequentemente, sua sobrevivéncia
(Mietto et al., 2019).

Experimentacdo Animal na Hanseniase

Investigar 0s mecanismos intrinsecos a neuropatia hansénica em nervos humanos € uma
tarefa limitada por fatores que incluem, a incapacidade de cultivar M. leprae in vitro e as
considerac0es éticas e restricdes praticas a utilizagdo de amostras obtidas de tecidos neurais. As
possibilidades restritas de pesquisa em especimes de nervos humanos encorajaram a exploracéo
de modelos animais de experimentacdo em hanseniase (Scollard et al., 2015). Desde a
caracterizacao inicial do bacilo, os pesquisadores vém tentado propagar M. leprae em uma
variedade de espécies animais (Lenz et al., 2020). Infelizmente, a gama de hospedeiros
susceptiveis € restrita, pois a maioria dos animais estudados elimina prontamente esse
microrganismo. Atualmente, o tatu-galinha (Dasypus novemcinctus) é considerado o Unico

reservatorio natural de M. leprae (Sharma et al., 2013).

A infeccdo nos tatus recapitula muitos aspectos do hospedeiro humano, como a
neuropatia periférica devido a evolucdo da doenca (Sharma et al., 2013), porém a utilizacéo
experimental rotineira de tatus apresenta alguns entraves. Embora o sequenciamento do genoma
dos tatus ja tenha sido realizado, a falta de reagentes e anticorpos especificos, devidamente
validados, ainda esta entre as principais limitacdes na utilizacdo desse modelo animal (Truman
et al., 2014). Como os tatus ndo estdo disponiveis comercialmente, eles geralmente precisam
ser capturados na natureza e alojados em instalacGes especificas, limitando seu manuseio na
maioria das instituicdes de pesquisa. Ainda, esses animais silvestres sdo altamente heterogéneos

e podem variar amplamente em resposta ao mesmo estimulo (Truman et al., 2014).

A tentativa de induzir neuropatia periférica pela infeccdo por M. leprae em
camundongos vem sendo abordada ha décadas, tanto em animais imunocompetentes quanto em

imunodeficientes (Shetty, Antia, 2002). As principais vias de inoculagao séo restritas aos coxins
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plantares (Shepard, McRae, 1968) ou diretamente nos nervos isquiaticos (Birdi, Antia, 2003).
As linhagens murinas utilizadas em estudos prévios, camundongos Swiss White (SW) e
C57BL/6, demonstraram progressao neuropatica insidiosa, semelhante ao que se observa em
pacientes virchowianos e tuberculdides, respectivamente (Birdi, Antia, 2003). Shetty et al.
(1999), compararam camundongos convencionais e imunodeficientes, demonstrando que a
inoculacdo intraneural de M. leprae viavel induziu granulomas em periodos precoces de
inoculagéo, entre 3 e 4 semanas. Adicionalmente, os autores constataram, que essa forma de
inoculacdo, ndo sustentou a viabilidade bacilar por periodos superiores a 12 meses (Shetty et
al., 1999). Save et al. (2009), também inocularam M. leprae pela via intraneural, para
demonstrar a hipofosforilagdo dos neurofilamentos e seu impacto no equilibrio do calibre
axonal e na velocidade de conducdo neural em nervos isquiaticos de camundongos SW (Save
et al., 2009).

A linhagem murina que tem sido utilizada com sucesso para manutencdo de cepas de
M. leprae, sdo 0os camundongos nude atimicos (NU-Foxn1™). Esses animais sdo deficientes em
resposta de células T, permitindo boa multiplicagdo bacilar e formacdo de granulomas
exuberantes, quando inoculados via coxim plantar (Trombone et al., 2014). A propagacdo de
M. leprae nesse modelo é idealmente obtida em torno de seis meses; uma janela de tempo ainda
considerada longa para se investigar eventos precoces da interacdo do bacilo com suas células-
alvo. Em um estudo subsequente, Casalenovo et al., (2019) inocularam M. leprae na fossa
poplitea de camundongos nude, com o objetivo observar uma via ascendente de infeccdo dos
nervos isquiaticos, e a fim de evitar trauma endoneural. Os autores, porém, s6 conseguiram
identificar M. leprae no perineuro dos isquiaticos inoculados, limitando inferéncias maiores
sobre eventuais alteracGes celulares e moleculares na intimidade dos tecidos neurais
(Casalenovo et al., 2019).

Apesar da disponibilidade de alguns modelos experimentais, a natureza crbnica da
hanseniase, e a impossibilidade de cultivar M. leprae in vitro, limitam o desenvolvimento de
modelos para explorar melhor os aspectos iniciais da infeccdo. Os modelos murinos utilizados
no estudo da hanseniase geralmente necessitam de longas janelas de tempo, limitando,
ocasionalmente limitando sua reprodutibilidade. Um modelo murino de infeccdo de infeccGes
intraneural por M. leprae poderia beneficiar a compreensdo da neuropatia hansénica em seus
eventos patogénicos mais precoces. No presente estudo, buscou-se introduzir um modelo de

infeccdo intraneural por M. leprae, com periodos experimentais subagudos e subcrénicos,
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comparando-0s com o modelo bem estabelecido de lesdo do nervo isquidtico, via trauma por
esmagamento. Propos-se ainda, investigar possiveis alteragdes relacionadas ao uso da
clofazimina, droga empregada no tratamento da hanseniase que interfere no metabolismo

lipidico e poderia comprometer a remielinizacdo dos nervos periféricos.
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OBJETIVO GERAL

- Comparar em camundongos nude atimicos (NU-Foxn1™), dois modelos de lesdo do nervo

isquidtico, via trauma por esmagamento e inoculacdo intraneural por M. leprae;

- Investigar em nervos isquiaticos murinos, o impacto do trauma por esmagamento, da
inoculagdo de M. leprae e do tratamento com clofazimina, sobre a expressdo génica e de
proteinas envolvidas na homeostasia lipidica e de mielina. As avaliacGes foram executadas em
um experimental pré-intervencdo, em dois periodos subagudos, 03 e 14 dias, e dois periodos
subcronicos, 28 e 90 dias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a fungdo motora de camundongos nude, por teste de marcha, empregando-se indice

funcional do isquiatico;

- Avaliar a funcdo nociceptiva de camundongos nude, por estimulacdo mecénica, via

analgesimetro eletrénico Von Frey;

- Determinar, por imunofluorescéncia, a expressdo das proteinas lipidicas, ADRP e HSL, em

nervos isquiaticos murinos;

- Determinar, por imunofluorescéncia, a expressao da proteina de mielina, MPZ, em nervos

isquiaticos murinos;

- Os animais foram divididos em cinco grupos e duplicados quanto ao tratamento ou ndo com
clofazimina (N = 03/grupo): CSH (lesdo por esmagamento); ML (infectado por M. leprae);
ML/CSH (infeccdo e esmagamento); NaCl (veiculo cloreto de sodio); SHAM (cirurgia

simulada).
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INTRODUCAO

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa milenar que afeta o sistema nervoso periférico,
causada pelo Mycobacterium leprae, um bacilo &cido-resistente identificado pela primeira vez
por Gerhard Henrick Armauer Hansen, em 1873 (Alter et al., 2008). A doenca é transmitida
através do contato proximo e prolongado entre individuos suscetiveis e aqueles com alta carga
bacilar, podendo induzir uma neuropatia grave e estigmatizante, com o desenvolvimento de

incapacidades fisicas permanentes (Lockwood, 2019).

O Brasil esta entre os paises com maior nimero de casos de hanseniase no mundo,
respondendo por aproximadamente 13% de todos 0s novos casos registrados em 2021 (WHO,
2022). Embora a incidéncia de hanseniase no pais tenha diminuido 41,4% em 2020 em relacéo
aos cinco anos anteriores - em parte devido a pandemia de COVID-19 - o pais ainda relatou um
namero significativo de individuos com grau 2 de incapacidade (G2D) no momento do
diagndstico em 2021, perdendo apenas para a india (WHO, 2022). O envolvimento neural em
pacientes com hanseniase pode resultar em deformidades fisicas e impactos psicossociais
significativos, afetando até 30% dos pacientes mesmo ap0s a cura microbiologica da doenca
(Lasry-Levy et al., 2011; Monteiro et al., 2014). O diagndstico precoce e intervencgdes eficazes

s8o essenciais para reduzir o impacto da neuropatia hansénica.

A hanseniase apresenta um espectro clinico diversificado, com dois polos distintos e
trés formas intermediarias. Classicamente, em uma das extremidades esta o polo tuberculdide
(TT), caracterizado por uma resposta celular especifica contra M. leprae e o desenvolvimento
de vigilancia imunologica (Reibel et al., 2015). Na outra extremidade, esta a hanseniase
virchowiana (LL), com predominancia de resposta imune humoral e ineficiéncia de imunidade
celular, permitindo a disseminacdo bacilar (Van der Wel et al., 2007). As formas clinicas
dimorfas, ou borderline, sdo intermediarias e apolares, e incluem borderline-tuberculéide (BT),
borderline-borderline (BB) e borderline-virchowiana (BL) (Ridley, Jopling, 1966). Alguns
pacientes podem, ainda, manifestar a forma neural primaria da hanseniase, com

comprometimento do tronco nervoso e auséncia de lesdes cutaneas (Nascimento, 2013).
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A neuropatia hansénica frequentemente se agrava devido a episddios inflamatérios
agudos denominados (Nery et al., 2013; Antunes et al., 2013). Esses eventos podem ocorrer
antes, durante ou ap0ds o tratamento da hanseniase, e sdo classificados em reacéo tipo 1 (T1R
Ou reacdo reversa) e reacdo tipo 2 (T2R ou eritema nodoso hansénico - ENL) (Lockwood et al.,
2011). A T1R é caracterizada por inflamacdo aguda da pele e dos nervos devido exacerbacdo
da imunidade mediada por células em resposta a antigenos de M. leprae (Raffe et al., 2013;
Scollard et al., 2022). Esse tipo de reacdo € considerado a principal causa do agravamento da
neuropatia hansénica (Kamath et al., 2014). A T2R est4 associada a producdo e deposicao de
imunocomplexos, com ativacdo do Sistema Complemento (Lockwood, 2019). Os mecanismos
patogénicos das reagOes hansénicas ainda ndo estdo totalmente esclarecidos e, embora
biomarcadores promissores tenham sido identificados, atualmente ndo ha testes laboratoriais

recomendados para prever os estados reacionais (Devides et al., 2018; Scollard et al., 2022).

Além dos episddios reacionais, outros aspectos decorrentes da interagdo patdgeno-
hospedeiro na hanseniase foram sdo considerados como fatores de progressdo do
comprometimento neural (Medeiros et al., 2016). Estudos in vitro demonstraram que M. leprae
eleva, em células de Schwann (SC) e macréfagos, a captacdo de LDL e a biossintese de
colesterol. Esse efeito ocorre por meio da regulacdo positiva de HMGCR (hidroxi-3-metil-
glutaril-CoA redutase) e de receptores de lipoproteinas transmembrana como, SR-Al, SR-B1,
LRP -1e LDL-R (Mattos et al., 2014). O acumulo intracelular de lipidios em les6es de pacientes
com hanseniase multibacilar também foi observado e correlacionado com a disfuncdo de HDL
(Lemes et al., 2020).

A inducdo intracelular de corpusculos lipidicos ndo é exclusividade da infec¢éo por M.
leprae, pode também ser observado em outras micobacterioses (Pereira-Dutra et al., 2019;
Tanigawa et al., 20214, b). Os corpusculos lipidicos sao estruturas formadas principalmente por
triacilglicerol, colesterol, ésteres de colesterol e diacilglicerol. Sua membrana é composta por
fosfolipidios e proteinas como ADRP e ACSL1 (Kaur, Kaur, 2017). A enzima HSL, por outro
lado, é um efetor da lipdlise estimulada por catecolaminas nos adipdcitos que contribui para a
degradacédo lipidica e controle de sua bioacumulacéo. O equilibrio entre ADRP e HSL tem um
papel relevante na homeostase de lipidios, e parece estar desregulado em células infectadas por
M. leprae (Tanigawa et al., 2021a, b). M. leprae também impacta o metabolismo lipidico
elevando, nas células hospedeiras, a captacdo de glicose e estimulando a via das pentoses

fosfato, necessaria para a sintese de triacilglicerol (Medeiros, 2016).
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A génese de lipidios pode, ainda, sofrer alteragdes devido a clofazimina (CFZ), uma
droga utilizada no tratamento da hanseniase desde a década de 1960. A CFZ é um corante
riminofenazina com amplo espectro contra parasitas, fungos e bactérias Gram-positivas. Seu
mecanismo de acdo ndo é totalmente compreendido, mas acredita-se que seja capaz de danificar
0 DNA microbiano (Degang et al., 2012). A CFZ tem propriedades lipofilicas e é transportada
via LDL, que possui receptores especificos em adipdcitos, células do sistema imune e células

gliais.

A acdo da CFZ sobre M. leprae também estad ligada a modulacdo do metabolismo
lipidico, levando a deterioracdo da viabilidade bacilar e interferindo em seu acesso as vias
metabolicas do hospedeiro (Degang et al., 2012). Degang et al. (2012), investigaram o efeito
das drogas utilizadas na hanseniase sobre o metabolismo lipidico em células da linhagem
monocitica THP-1. Os autores constataram que a CFZ devasta 0 ambiente lipidico nas células
THP-1, alterando a expressdo de ADRP e HS, além de ativar mediadores de resposta imune
inata nessas células; ambos mecanismos importantes no controle da infeccdo (Degang et al.,
2012). A biogénese de lipidios é, portanto, afetada pela CFZ. Considerando que os lipidios séo
extremamente demandados durante a mieliniza¢do (Chrast et al., 2011; Revin et al., 2019), cabe
questionar se a CFZ poderia impactar negativamente a regeneracdo dos nervos periféricos em

pacientes tratados por esse farmaco.

Investigar os mecanismos intrinsecos a neuropatia hansénica em nervos humanos é uma
tarefa limitada por fatores que incluem, a incapacidade de cultivar M. leprae in vitro e as
consideracoes éticas e restricdes praticas a utilizacdo de amostras obtidas de tecidos neurais. As
possibilidades restritas de pesquisa em espécimes de nervos humanos encorajaram a exploracao
de modelos animais de experimentacao em hanseniase. Desde a caracterizacéo inicial do bacilo,
0s pesquisadores vém tentado propagar M. leprae em uma variedade de espécies animais (Lenz
et al., 2020). Infelizmente, a gama de hospedeiros susceptiveis é restrita, pois a maioria dos
animais estudados elimina prontamente esse microrganismo. Atualmente, o tatu-galinha
(Dasypus novemcinctus) € considerado o Unico reservatério natural de M. leprae (Sharma et al.,
2013).

A infeccdo nos tatus recapitula muitos aspectos do hospedeiro humano, como a

neuropatia periférica devido a evolucdo da doenca (Sharma et al., 2013), porém a utilizacdo
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experimental rotineira de tatus apresenta alguns entraves. Embora o sequenciamento do genoma
dos tatus ja tenha sido realizado, a falta de reagentes e anticorpos especificos, devidamente
validados, ainda esté entre as principais limitag6es na utilizacdo desse modelo animal (Truman
et al., 2014). Como os tatus ndo estdo disponiveis comercialmente, eles geralmente precisam
ser capturados na natureza e alojados em instalacGes especificas, limitando seu manuseio na
maioria das instituicdes de pesquisa. Ainda, esses animais silvestres séo altamente heterogéneos

e podem variar amplamente em resposta ao mesmo estimulo (Truman et al., 2014).

A tentativa de induzir neuropatia periférica pela infeccdo por M. leprae em
camundongos vem sendo abordada ha décadas, tanto em animais imunocompetentes quanto em
imunodeficientes (Shetty, Antia, 2002). As principais vias de inoculagao séo restritas aos coxins
plantares (Shepard, McRae, 1968) ou diretamente nos nervos isquiaticos (Birdi, Antia, 2003).
As linhagens murinas utilizadas em estudos prévios, camundongos Swiss White (SW) e
C57BL/6, demonstraram progressdo neuropatica insidiosa, semelhante ao que se observa em
pacientes virchowianos e tuberculdides, respectivamente (Birdi et al., 1995). Shetty et al.
(1999), compararam camundongos convencionais e imunodeficientes, demonstrando que a
inoculacdo intraneural de M. leprae viavel induziu granulomas em periodos precoces de
inoculacéo, entre 3 e 4 semanas. Adicionalmente, 0s autores constataram, que essa forma de
inoculacdo, ndo sustentou a viabilidade bacilar por periodos superiores a 12 meses (Shetty et
al., 1999). Save et al. (2009), também inocularam M. leprae pela via intraneural, para
demonstrar a hipofosforilagdo dos neurofilamentos e seu impacto no equilibrio do calibre
axonal e na velocidade de conducdo neural em nervos isquiaticos de camundongos SW (Save
et al., 2009).

A linhagem murina que tem sido utilizada com sucesso para manutencdo de cepas de
M. leprae, sdo 0os camundongos nude atimicos (NU-Foxn1™). Esses animais sao deficientes em
resposta de células T, permitindo boa multiplicacdo bacilar e formacdo de granulomas
exuberantes, quando inoculados via coxim plantar (Trombone et al., 2014). A propagacdo de
M. leprae nesse modelo é idealmente obtida em torno de seis meses; uma janela de tempo ainda
considerada longa para se investigar eventos precoces da interacdo do bacilo com suas células-
alvo. Em um estudo subsequente, Casalenovo et al., (2019) inocularam M. leprae na fossa
poplitea de camundongos nude, com o objetivo observar uma via ascendente de infecgdo dos
nervos isquiaticos, e a fim de evitar trauma endoneural. Os autores, porém, s6 conseguiram

identificar M. leprae no perineuro dos isquiaticos inoculados, limitando inferéncias maiores
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sobre eventuais alteracGes celulares e moleculares na intimidade dos tecidos neurais

(Casalenovo et al., 2019).

Apesar da disponibilidade de alguns modelos experimentais, a natureza cronica da
hanseniase, e a impossibilidade de cultivar M. leprae in vitro, limitam o desenvolvimento de
modelos para explorar melhor os aspectos iniciais da infecgdo. Os modelos murinos utilizados
no estudo da hanseniase geralmente necessitam de longas janelas de tempo, limitando,
ocasionalmente limitando sua reprodutibilidade. Um modelo murino de infeccdo de infecgdes
intraneural por M. leprae poderia beneficiar a compreenséo da neuropatia hansénica em seus

eventos patogénicos mais precoces.

No presente estudo, buscou-se introduzir um modelo de infecgéo intraneural por M.
leprae, com periodos experimentais subagudos e subcrénicos, comparando-0s com o modelo
bem estabelecido de lesdo do nervo isquiatico, via trauma por esmagamento. Prop0s-se ainda,
investigar possiveis alteracdes relacionadas ao uso da clofazimina, droga empregada no
tratamento da hanseniase que interfere no metabolismo lipidico e poderia comprometer a

remielinizacdo dos nervos periféricos.
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MATERIAL E METODOS

Experimentacdo Animal

Este estudo foi realizado utilizando trés camundongos nude atimicos (NU-Foxn1™), por
grupo e tempo experimental, todos com 60 dias de vida. Os animais foram obtidos do Biotério
Central do Instituto Lauro de Souza Lima/SES, em Bauru, SP, BR. Os camundongos foram
mantidos em um ciclo claro-escuro (12 h/12 h), em temperatura e umidade controladas, com
4gua e racdo ad libitum. Os experimentos foram realizados sob aprovagdo do Comité de Etica
em Uso Animal do Instituto Lauro de Souza Lima (CEUA, ILSL005/2019). Todos o0s
protocolos seguiram os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, elaborados pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratdrio. Antes de cada procedimento, 0s
animais foram anestesiados com cloridrato de xilazina (10 mg/kg, ip) e cloridrato de cetamina
(100 mg/kg, ip) e receberam analgesia com paracetamol administrado na agua no pos-
operatorio. Ao final de cada tempo experimental e apos a confirmagdo do status anestésico,
grupos de camundongos foram sacrificados por sobredose das mesmas drogas utilizadas para
anestesia, ou por perfusdo intracardiaca com solucdo de paraformaldeido a 4% (PFA. Sigma-
Aldrich) em tampdao fosfato 0,1 M (pH 7,4).

Foram estabelecidos 0s seguintes grupos experimentais: CSH (lesdo por esmagamento);
ML (infectado por M. leprae); ML/CSH (infeccdo e esmagamento); NaCl (veiculo cloreto de
sodio) e SHAM (cirurgia simulada); entdo esses grupos foram subdividos em tratados e ndo
tratados com CFZ. As avaliacdes foram executadas 24 horas antes do experimento, em um
periodo pré-intervencao (pi), em dois periodos experimentais subagudos, 03 e 14 dias, aléem de
dois periodos subcrénicos, 28 e 90 dias pds-intervencdo (dpi) (Campos et al., 2016). Com o
intuito de reduzir o nimero de animais e considerando que, a avaliagdo motora pelo teste de
marcha compara a pata traseira direita submetida ao estimulo, com a pata esquerda normal do
mesmo animal (sem estimulo), nos grupos controle (NaCl e SHAM) os valores de normalidade
de pata esquerda utilizados para estimar o SFI, foram os mesmos obtidos nos testes pré-
intervengdo. Decorridos os periodos experimentais, os animais foram sacrificados e 0s nervos
isquiaticos, devidamente coletados e criopreservados. Os espécimes foram entdo, divididos para

a analise de expressdo de mRNA e proteinas de interesse.
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Obtencéo de M. leprae

A cepa Thai-53 de M. leprae foi propagada a partir de passagens seriadas em coxins
plantares de camundongos nude, conforme protocolos estabelecidos previamente (Trombone et
al., 2014). Em resumo, os animais foram inoculados nos coxins plantares traseiros com 30 pl
de 107 bacilos viaveis/mL/pata. Apds cinco meses, com aumento volumétrico consideravel dos
coxins, 0s animais foram sacrificados e as patas coletadas para obtencdo de M. leprae. A
suspensdo bacilar foi preparada apds dissec¢do, isolamento e digestdo de tecidos, além de
quantificagéo e identificagéo bacilar, controle de microrganismos contaminantes e avaliagdo de
viabilidade de M. leprae (Lahiri et al., 2005). A viabilidade bacilar foi estimada pelo kit
LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability (Thermo Fisher Scientific), no Laboratorio de
Microbiologia do Instituto Lauro de Souza Lima, e retornou aproximadamente 80% de

viabilidade bacilar.

Infeccdo do Nervo Isquiatico

Apos o procedimento anestésico e antissepsia, 0s camundongos foram colocados em
uma placa de Petri e 0 nervo isquiatico foi exposto no nivel do entalhe isquiatico (Bombeiro et
al., 2020). Na porcdo endoneural do nervo isquiatico, foram inoculados 10 pl de suspensdo
contendo 107 bacilos/mL (NaCl 0,9% estéril), por meio de agulha 30 G acoplada a seringa de 1
mL com escala centesimal (Ultra-Fine™ II, BD). A agulha foi cuidadosamente posicionada em
paralelo ao longo eixo das fibras nervosas, com bisel voltado para cima, a fim de minimizar o
dano mecéanico causado pela insercdo da agulha. Em seguida, a musculatura foi reposicionada
e a pele suturada com fio de nylon 4-0. Os animais do grupo NaCl foram inoculados apenas

com 10 pl desse veiculo (Figura 1M).

Lesdo por Esmagamento do Nervo Isquiatico

A lesdo por esmagamento foi induzida apds o mesmo protocolo de anestesia e acesso
cirtrgico adotado para a inoculacdo de M. leprae. Cada nervo isquiatico foi comprimido a 0,5
cm da trifurcagdo isquidtica, por um minuto, com pinga Dumont #5 (WPI). A musculatura foi

reposicionada e a pele suturada conforme descrito anteriormente (Cardoso et al., 2019). No
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grupo SHAM, foi realizada cirurgia simulada, com acesso, mas sem manipulacdo do nervo
(Figura 1M).

Administracdo de Clofazimina

A droga foi preparada em suspensdo de agarose a 0,05% (p/vol), na concentracdo de 50
mg de clofazimina por quilograma de peso corporal, e administrada semanalmente por
gavagem. O tratamento com CFZ se iniciou 24 horas apés cada procedimento experimental, em
todos os grupos destinados a esse fim: CSH_cfz; ML_cfz; ML/CSH_cfz; NaCl cfz e
SHAM _cfz. Os animais foram tratados em todos os periodos pré-estabelecidos, em 3-14-28-90
dpi (Figura 2M A).

Avaliacdo de Funcéo Motora

A funcio motora foi estimada a partir do teste de marcha, empregando-se o Indice
Funcional do Isquiatico (SFI, sciatic functional index). Inicialmente, os testes foram realizados
24 horas antes de cada procedimento, no periodo pré-intervencéo (pi). Posteriormente, todos
0s animais de cada grupo (CSH, ML, ML/CSH, NaCl, SHAM, CSH cfz, ML_cfz
ML/CSH_cfz, NaCl _cfz, SHAM_cfz) foram testados em todos periodos experimentais (3-14-
28-90 dpi). Antes da execucdo dos testes, os animais foram previamente treinados para
caminhar em uma passarela de acrilico, fechada nas laterais, com um abrigo ao final. Apos o
periodo de adaptacdo, as patas traseiras foram tingidas e os animais, posicionados para
atravessar a passarela e deixar suas pegadas em papel filtro no assoalho da mesma. As
marcacdes das pegadas no papel foram avaliadas pelos seguintes parametros: (I) Comprimento
de impressdo (PL, print length), fornecido pela ativacdo do musculo gastrocnémico; (1)
Espalhamento do dedo (TS, toe spreading), dado pela abertura total dos cinco dedos. Os valores
obtidos forneceram o indice funcional do isquiatico pela formula: SFI = 118,9 x (ETS - NTS/
NTS) 51,2 x (EPL - NPL / NPL) - 7,5; onde “E” representa locais experimentais ¢ “N”, locais
normais (Inserra et al., 1998; van Neerven et al., 2012) (Figura 2M B).

Avaliacao de Nocicepcao

A resposta dos camundongos a estimulacdo mecénica foi registrada por analgesimetro

eletrénico Von Frey (modelo EFF-301, Insight®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). O equipamento é
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composto por um transdutor de forca (0,1 a 1000 g) adaptado a uma ponteira de polipropileno
de 0,5 mm. O contato entre a ponta do transdutor de forca e a pata traseira do animal evoca uma
resposta nociceptiva, com flexao caracteristica e retirada da pata da superficie de apoio (PWT,
Paw Withdrawal Threshold) (Cunha et al., 2004; Fontineli et al., 2019; Oliveira et al., 2020).
Antes de cada teste, os camundongos foram posicionados em caixas de acrilico apropriadas e
aclimatadas, contendo gradil de metal na base, permanecendo ali durante 30 minutos para
adaptacdo. Os animais foram avaliados 24 horas antes dos procedimentos experimentais (pi),
para caracterizacdo da resposta basal. Durante o teste, nos periodos de 3-14-28-90 dpi, um
investigador treinado aplicou pressdo gradual e perpendicular a regido central da pata traseira
de cada animal, elicitando a resposta de flexdo. A intensidade do estimulo foi registrada
automaticamente no equipamento. A forca maxima aplicada foi de 4,789 g. A estimulagéo das
patas foi repetida até o registro de trés valores independentes; os resultados finais foram obtidos
das médias dos valores registrados (Figura 2M C).

Perfusédo e Imunofluorescéncia em Espécimes Criopreservados

Apos a confirmagdo do status anestésico, os camundongos foram sacrificados por
perfusdo intracardiaca, com solucdo de PFA 4% em tampdo fosfato 0,1 M (pH
7,4). Inicialmente, foi realizada uma incisdo ao nivel do processo xifoide com a ajuda de uma
tesoura cirargica média de ponta fina. O diafragma foi cortado e o gradil costal aberto, sendo
devidamente rebatido para a exposicdo do coracdo na caixa tordcica. Em seguida, foi
introduzida uma agulha na ponta do ventriculo esquerdo para que a solucdo de perfusao fosse
carreada por via circulatoria através da aorta para todo o organismo. O transfusato foi retirado
através de um picote (1 mm) no atrio direito. A quantidade de solucdo fixadora utilizada na
perfusdo foi de 20 mL por animal. Parte das amostras foi fixada em PFA 4%, overnight, a 4 °C.
Em seguida, foram lavadas em PBS e, submetidas a criopreservacdo. As amostras, entdo, foram
mantidas de um a trés dias em sacarose 30%. Os fragmentos neurais foram incluidos
individualmente em meio Tissue-Tek OCT Compound (Sakura), congelados no nitrogénio

liquido e estocados a -80 °C, até processamento em criostato (5 um).

As amostras entdo, submetidas a técnica de imunofluorescéncia para localizacdo dos
alvos celulares de interesse. Brevemente, os espécimes foram fixados por imersdao em PFA 4%
durante 10 minutos, em temperatura ambiente (TA), desidratados em seguida e reidratados por

10 minutos, em TBS/glicina 0,1 mM. Foi entdo, realizado o bloqueio de ligagdes inespecificas
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com albumina de soro bovino 3% (BSA) em TBST (TBS/Triton X-100 0,3%), por 120 minutos.
As amostras foram incubadas overnight, a 4 °C, com anticorpos primarios especificos para 0s
alvos (anti-MPZ, anti-ADRP e anti-HSL), diluidos em TBS/BSA 2%. Seguindo-se o periodo
de incubacéo, as amostras foram suavemente lavadas em TBS e incubadas com cada anticorpo
secundério conjugado ao fluorocromo AlexaFluor® 488 (Molecular Probes®) diluido em
TBS/BSA 2%, por 120 minutos (TA, protegidas de luz). Os nucleos celulares foram corados
por DAPI (4',6-Diamidino-2-Fenilindol, Dicloridrato) associado ao meio de montagem
Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Os espécimes foram armazenados a -20
°C. Cada corte microscépico teve sua imagem capturada em microscépio confocal de varredura
a laser TCS SP5 (Leica Microsystems) e armazenada via software LAS AF (Leica
Microsystems). A analise quantitativa das respectivas densidades de fluorescéncia foi
executada no software ImageJ 1.53v (National Institutes of Health, USA), a partir de trés
campos/espécime/grupo. A expressdo proteica de ADRP, HSL e MPZ foi determinada
estimando-se a densidade integrada de fluorescéncia de cada marcador, normalizada pelo
namero de nucleos DAPI+ em cada campo microscépico. Como controle endogeno de reacéo,
foram utilizados espécimes nos quais 0s anticorpos primarios foram suprimidos, e mantidos os
anticorpos secundarios conjugados a AlexaFluor® 488. A densidade de fluorescéncia nesses
controles, também foi normalizada pelos nucleos DAPI+ de seus respectivos campos
microscopicos. Posteriormente, os valores dos controles de reacdo foram subtraidos dos valores

de imunodeteccao de cada espécime.

Deteccdo Molecular de M. leprae por g°PCR RLEP

O ensaio foi utilizado para detectar a presenca de M. leprae nas amostras inoculadas
com esse patdégeno. A RLEP é uma sequéncia repetitiva, localizada em uma regido altamente
conservada no cromossomo do bacilo, que apresenta alto indice de sensibilidade e
especificidade para o M. leprae (Collins et al., 2022). Inicialmente, o material foi isolado e
purificado em TriReagent, utilizando o tubo FastPrep® ProBlue (MP-Biomedicals) e o
equipamento Fast Prep 24 (MP-Biomedicals), segundo as recomendacBes do fabricante. O
DNA do bacilo foi purificado a partir da fase aquosa e da interfase que permanece nos tubos
FastPrep®. O DNA gendmico extraido foi submetido a ensaio RLEP para detectar presenca ou
auséncia do bacilo nas amostras. O qPCR foi realizado utilizando ensaio SYBRR green

(PCRBi0) em equipamento CFX Opus (BioRad). Todos os nervos expostos a M. leprae foram
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avaliados. Os primers utilizados foram, forward: 5>-GCA GCA GTATCG TGT TAG TGA A-
3’ e reverse: 5°-CGC TAG AAG GTT GCC GTA T-3‘(Martinez et al., 2009).

Andlise Estatistica

Os dados foram analisados no software GraphPad Prism 9.0® (GraphPad Inc. USA).
As varidveis foram submetidas ao teste de Shapiro-Wilk, para verificacdo de distribuicdo de
normal, e ao teste de Grubbs, para avaliacdo de outliers. Em comparag6es acima de trés grupos,
foi realizada analise de variancia (ANOVA), com pés-teste de comparagdes multiplas de Sidak

ou Tukey. Valores de p < 0,05 (*) foram estabelecidos como estatisticamente significantes.



61

RESULTADOS

Resposta Motora

O indice Funcional do Isquiatico (SFI, sciatic functional index), resultante do teste de
marcha realizado em todos o0s animais experimentais, gera valores expressos como unidades de
déficit funcional, que retratam o grau de envolvimento da funcdo motora. Valores de SFI entre
10 e -10 séo considerados normais na literatura pertinente. Valores inferiores a -100,
representam perda completa da fungdo motora. Valores entre -100 e -10 foram considerados
nesse estudo, indicativos de comprometimento parcial da fungcdo motora. Em todos os grupos
experimentais, o déficit funcional foi estimado no momento pré-intervencéo (pi) e em 3, 14, 28

e 90 dias pos-intervencao (dpi).

Os dados foram analisados comparando-se inicialmente, todos 0s grupos sem e com
tratamento por clofazimina (CSH x CSH_cfz, ML x MI_cfz, ML/CSH x ML/CSH_cfz, NaCl x
NaCl_cfz, SHAM x SHAM cfz). Em seguida, os grupos foram comparados com seus
respectivos controles (CSH x SHAM; ML x NaCl; ML/CSH x NaCl, CSH_cfz x SHAM_cfz,
ML_cfz x NaCl_cfz, ML/CSH_cfz x NaCl_cfz) (Figura 3). No momento pré-intervencéo (pi),
as médias de SFI se mantiveram de -14,30 (SHAM) a -1,14 (SHAM _cfz). Embora tenham sido
detectadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos ML x NaCl (p = 0,044),
NaCl x NaCl_cfz (p = 0,003), SHAM x SHAM cfz (p = 0,001) e ML _cfz x NaCl _cfz (p =
0,027), todos os valores de SFI se mantiveram dentro de padrdes considerados normais (Figura
3MA).

Em 3 dpi, as médias de SFI oscilaram entre -78,44 (ML/CSH_cfz) e -1,79 (SHAM_cfz).
Os grupos com diferencas estatisticamente significantes foram, CSH x SHAM (p < 0,0001),
ML/CSH x NaCl (p = 0,0066), CSH_cfz x SHAM_cfz (p <0,0001) e ML/CSH_cfz x NaCl_cfz
(p < 0,0001). A avaliacdo em 3 dpi ndo demonstrou dados de SFI inferiores a -100, sem perda
total da funcdo motora. Todos os grupos, exceto SHAM e SHAM_ cfz, demonstraram perda
parcial da fungdo motora, com destaque para ML/CSH_cfz (-78,44), CSH (-76,64), ML/CSH
(-76,34) e CSH_cfz (-73,94) (Figura 3M B).
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Em 14 dpi, foram observadas médias de SFI entre -24,60 (CSH) e -3,70 (SHAM_cfz).
Nesse periodo, ML_cfz (-24,19) e ML/CSH_cfz (21,00) apresentaram SFI estatisticamente
inferior ao controle NaCl_cfz (-6,16) (p = 0,0132; p = 0,0498, respectivamente) (Figura 3C).
Os periodos de 28 e 90 dpi ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos. As médias de SFI se mantiveram entre -15,15 (NaCl_cfz) e -5,07 (ML/CSH) em 28 dpi,
e entre -20,29 (NaCl) e -3,56 (CSH_cfz) em 90 dpi, indicando recuperagédo da fungdo motora
nesses animais (Figuras 3M D e 3M E).

Resposta Nociceptiva

A resposta a estimulacdo mecénica foi avaliada pelo analgesimetro eletronico de Von
Frey, no qual o limiar de retirada das patas traseiras de cada animal (PWT, Paw Withdrawal
Threshold) foi mensurado em gramas (g). A nocicepcdo dos animais foi averiguada em todas
as condicOes experimentais do mesmo modo que na avaliagdo de funcdo motora (Figura 4).
Antes dos procedimentos de inducdo de lesdo do nervo isquiatico (pi), os dados obtidos
indicaram valores médios de PWT entre 1,01 g (NaCl_cfz) e 1,51 g (ML), sem diferencas
estatisticamente significantes (Figura 4M A). Em 3 dpi, os valores médios oscilaram entre 0,39
g em CSH e 0,67 g em SHAM, onde o limiar medio de CSH foi significativamente inferior a
SHAM (p = 0,0081) (Figura 4M B).

Em 14 dpi, as médias de PWT variaram entre 0,57 g (ML _cfz) e 1,07 g (SHAM _cfz),
sem diferencas estatisticamente significantes (Figura 4M C). No periodo 28 dpi, as médias
foram de 055 g (ML) a 1,44 g (NaCl), com o grupo ML apresentando valores
significativamente inferiores a NaCl (p < 0,0001) e ML_cfz (p = 0,032). Nesse periodo, as
médias de ML/CSH também foram estatisticamente inferiores a NaCl (0,043) (Figura 4M D).
Em 90 dpi, a resposta minima de PWT foi 0,63 g (ML) e a maxima, 1,62 g (SHAM_cfz). Os
valores mais reduzidos foram observados nas compara¢des do grupo ML em relacdo a NaCl (p
<0,0001) e ML_cfz (p = 0,0012), assim como CSH em relacdo a SHAM (p = 0,0270). Foram
também identificadas diferencas estatisticamente significantes entre ML/CSH x NaCl (p =
0,0001), CSH_cfz x SHAM cfz (p = 0,038) e ML_cfz x NaCl_cfz (p = 0,049) (Figura 4M E).

Regulagdo de Proteinas do Metabolismo Lipidico - ADRP
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A deteccdo de ADRP nos nervos isquiaticos de camundongos nude, foi realizada por
técnica de imunofluorescéncia, seguida de captura de imagens microscopicas e analise
quantitativa pelo software ImageJ 1.53v (National Institutes of Health, USA). A densidade
integrada de fluorescéncia foi obtida apds normalizacao pelo nimero de ndcleos DAPI+ de cada
campo microscépico, em trés campos/espécime/grupo (Figuras 5M e 6M). A exemplo das
avaliagdes motora e nociceptiva, a expressdo da proteina ADRP foi comparada quanto aos
diferentes grupos (CSH, ML, ML/CSH, NaCl, SHAM, CSH_cfz, ML_cfz ML/CSH_cfz,
NaCl_cfz, SHAM cfz) e periodos experimentais (3dpi, 28 dpi, 90 dpi) (Figura 7M).

Em 3 dpi, a expressdo de ADRP foi superior no grupo CSH em relacdo a CSH_cfz (p =
0,002), assim como ML x ML_cfz (p < 0,0001), NaCl x SHAM cfz (p = 0,013) e SHAM x
SHAM _cfz (p < 0,0001); a maioria, grupos teste em comparacao aos seus respectivos controles
(Figura 7M A). Em 28 dpi, foram observadas diferencas estatisticas em ML x ML_cfz e NaCl
(p <0,0001; p = 0,022, respectivamente), sendo que ADRP esteve paradoxalmente inferior no
grupo ML em relacdo a ML_cfz (Figura 7M B). Ainda em 28 dpi, a expressdo de ADRP foi
maior nas comparacdes, ML_cfz x NaCl_cfz (p < 0,0001), ML/CSH x ML/CSH_cfz e NaCl (p
=0,012; p<0,0001), e ML/CSH_cfz e NaCl_cfz (p = 0,035). Em 90 dpi (Figura 7M C), ADRP
foi superior em ML/CSH x ML/CSH_cfz (p = 0,006). Ainda nesse periodo, o grupo SHAM
apresentou ADRP elevada em relagdo a SHAM_cfz (p < 0,0001) e a CSH (p < 0,0001).

Os grupos experimentais foram também avaliados individualmente, em relacdo as
diferencas de tempo (Figura7M D). No grupo CSH, a expressdo da proteina ADRP foi maior
em 3dpi do que 28 e 90 dpi (p = 0,041; 0,010), sendo o mesmo observado em CSH_cfz (p =
0,020; 0,005), além de 28 x 90 dpi (p = 0,043). Do mesmo modo, no grupo ML ADRP foi mais
alta em 3dpi comparada a 28 e 90 dpi (p = 0,0002; 0,0008), e em 28 x 90 dpi (p = 0,023). No
grupo ML_cfz, tanto 3 dpi quanto 28 dpi, ADRP foi superior a 90 dpi (p = 0,013; 0,009). Em
ML/CSH_cfz, notaram-se diferencas entre 3 x 90 dpi (p = 0,030). Nos grupos controle, 0s
periodos com elevacdo significante do marcador foram, 3 dpi x 28 e 90 dpi (p = 0,021; 0,045),
para NaCl; 3 x 28 dpi (p = 0,010), para NaCl_cfz; 3 x 28 dpi (p = 0,021) e 28 x 90 dpi (p =
0,027), em SHAM.,

Regulagdo de Proteinas do Metabolismo Lipidico — HSL
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A densidade integrada de fluorescéncia de HSL foi maior em 28 dpi, no grupo
ML/CSH_cfz comparado a ML/CSH (p = 0,04) (Figura 10M B). Em 90 dpi, notou-se uma
inversdo, HSL foi maior em ML/CSH do que ML/CSH_cfz e NaCl (p = 0,04; 0,001) (figura
10M C). Individualmente, o grupo ML exibiu diferencas estatisticamente significantes entre 0s
tempos 3 dpi x 28 e 90 dpi (p = 0,0009; 0,012) (Figura 10M D).

Regulacdo de Proteina de Mielina - MPZ

MPZ ¢é a proteina de mielina mais abundante nos nervos periféricos e foi bem
evidenciada nos nervos isquiaticos murinos submetidos a diferentes condigdes experimentais
(Figura 11M). Nossos achados indicaram queda de sua detecgdo em 3 dpi, nos grupos CSH x
SHAM (p = 0,0007), ML x ML_cfz e NaCl (p = 0,009; 0,037) (Figura 12M A). Em 28 dpi, 0s
grupos com menor expressao de MPZ foram, ML/CSH e NaCl_cfz comparados a ML/CSH_cfz
(p = 0,014; 0,002) (Figura 12M B). Em 90 dpi, MPZ esteve reduzida nas comparagdes entre
CSH x SHAM (p = 0,0001), CSH_cfz x SHAM_cfz (p = 0,002), ML/CSH_cfz x ML/CSH e
NaCl (p = 0,0001; 0,031) (Figura 12M C). Na avaliacdo intragrupos sobre as diferencas de
tempo, a deteccdo de MPZ foi menor nos grupos, ML em 90 x 28 dpi (p = 0,044), ML/CSH em
28 x 3 dpi (p = 0,012), ML/CSH_cfz em 90 x 3 dpi (p = 0,031) e no controle SHAM, em 28 x
90 dpi (0,0002) (Figura 12M D).

Deteccdo Molecular de M. leprae por g°PCR RLEP

O resultado do ensaio RLEP foi demonstrado pelo ciclo (cycle treshold, Ct) em que a
curva de fluorescéncia acumulada ultrapassou a linha de corte de deteccédo, sendo considerados
valores positivos aqueles em que os Cts foram menores que 40. O Valor do Ct, é inversamente
proporcional a quantidade de DNA presente na amostra. Todas as amostras investigadas

detectaram a presenca do DNA de M. leprae, com Ct médio de 22,30 (Figura 14M).
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DISCUSSAO

M. leprae utiliza diversos mecanismos de sobrevivéncia que induzem alteragdes em suas
células-alvo, favorecendo sua sobrevivéncia intracelular. Dentre essas alteragdes, destacam-se
aquelas relacionadas ao metabolismo lipidico do hospedeiro. Um dos farmacos utilizados no
tratamento da hanseniase, a CFZ, também interfere no metabolismo de células como, células
de Schwann e macrofagos. AlteracGes lipidicas em nervos periféricos podem interferir no
processo de mielinizacdo. Este estudo teve como objetivo estabelecer um modelo murino de
infeccdo intraneural por M. leprae, a fim de contribuir com o entendimento das alteragdes no
metabolismo lipidico de suas células hospedeiras, bem como a influéncia do tratamento com
CFZ na mielinizag¢&o do nervo periférico.

O modelo experimental apresentado nesse estudo foi adaptado de estudos anteriores
(Rambukkana et al., 2002; EI Idrissi et al., 2015). Cada etapa experimental foi padronizada,
desde o processo anestésico até a selecdo de materiais adequados. Por exemplo, a agulha
utilizada para a injecdo intraneural foi escolhida com espessura adequada para evitar danos a
estrutura do nervo isquiatico e impedir obstrucfes durante a inoculacdo da suspensao bacilar.
Durante o periodo pés-operatorio, 0s animais foram cuidadosamente monitorados, com atengédo
a detalhes como o controle da temperatura corporal para evitar a hipotermia, que é comum em
intervencdes desse tipo. Além disso, foi essencial observar de perto os camundongos para
identificar e lidar com qualquer comportamento agressivo causado pelo estresse induzido pelo

procedimento.

Alguns modelos experimentais tém sido explorados para aprofundar a compreensao dos
mecanismos de dano neural e regeneracdo na neuropatia hansénica. A alta suscetibilidade dos
camundongos nude atimicos a infeccdes, devido as suas caracteristicas imunologicas, garante
0 sucesso da propagacdo de M. leprae (Trombone et al., 2014). El Idrissi et al. (2015), utilizaram
camundongos nude em infeccdo de nervos isquiaticos, assim como nosso estudo. A diferenca
entre ambos foi que, El Idrissi et al. (2015) empregaram in6culo de M. leprae morto e
fragmentado previamente por processo de sonica¢do, além de ter sido propagado em tatus e ndo
em camundongos (EI Idrissi et al., 2015). Em estudo prévio conduzido pelo nosso grupo, foi
testado um modelo de infeccdo neural indireta, com injecdo intradérmica de suspensédo bacilar

na fossa poplitea, seguida de inoculagdo nos coxins plantares de camundongos nude
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(Casalenovo, 2019). No entanto, esse modelo ndo permitiu a observagédo de bacilos no
endoneuro, somente no perineuro, e por esse motivo optou-se posteriormente pela inoculagdo

direta no nervo isquiatico.

A técnica descrita neste estudo possibilita a inoculagdo direta de M. leprae nos tecidos
neurais, sem causar danos significativos as fibras nervosas. Adicionalmente, a utilizacdo de
suspencédo de M. leprae com alto grau de viabilidade, garante um modelo in vivo que reproduz
de forma mais precisa 0 processo infeccioso nos nervos humanos, uma melhor compreenséo

dos padrdes de interacdo patdgeno-hospedeiro, bem como a subsequente lesdo neural periférica.

A comparacdo com a inducdo de lesdo por esmagamento do nervo isquiatico murino,
surgiu como uma necessidade de alinhamento com uma técnica experimental padréo-ouro para
investigar a regeneracdo neural periférica (Geuna, 2015). Nesse modelo de trauma, a ruptura
das fibras nervosas ndo interfere nas estruturas de suporte do nervo, permitindo posterior
reparacao tecidual ao longo de aproximadamente 30 dias (van Neerven et al., 2012). Nossos
achados indicaram que a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico pode ser util como controle
positivo de lesdo induzida por M. leprae, visto que ambos 0s modelos seguem o mesmo padréo
de trauma e restabelecimento da funcéo. Tais resultados podem ser observados principalmente

por meio de avaliagdes funcionais, como as executadas nesse estudo.

O SFI é amplamente utilizado para avaliacdo funcional da marcha apds lesdo neural
periférica (Byun et al., 2005). Inicialmente desenvolvemos uma passarela impressa em 3D em
parceria com Faculdade de Tecnologia (FATEC, Bauru). Apos processo de padronizacao do
dispositivo, iniciaram-se testes-piloto. Na execucao dos ensaios propriamente ditos, todos os
grupos experimentais foram avaliados antes dos procedimentos e ao longo de 3, 14, 28 e 90

dias pds-intervencdo (dpi).

Inicialmente, a avaliacdo entre 0s grupos mostrou que todos apresentaram algum nivel
de lesdo neural em 3 dpi, exceto os animais do grupo SHAM. Os grupos com comprometimento
motor mais acentuado foram aqueles submetidos a esmagamento do nervo ciatico, com ou sem
infeccdo por M. leprae, independentemente do uso de CFZ. Os camundongos apresentaram
melhora aos 14 dpi, exceto os grupos infectados e tratados com CFZ, que ainda apresentavam
algum grau de comprometimento. Em 28 e 90 dpi todos os grupos demonstraram restauragao

completa da fungdo motora. Nossos achados corroboram estudos que utilizaram esse teste em
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um modelo murino de lesdo neural por esmagamento (Dinh et al., 2009; Haidar et al., 2020;
Wei et al., 2022) e sugerem, ainda, que o modelo de infeccdo intraneural por M. leprae tem

potencial para futuros estudos sobre mecanismos iniciais de neuropatia na hanseniase.

Os achados da andlise de nocicepg¢do a estimulagcdo mecénica indicaram que, em 3 dpi,
houve queda no limiar de retirada de pata de camundongos de todos 0s grupos, caracterizando
uma sensibilidade acentuada no periodo pds-cirtrgico. Os camundongos apresentaram melhora
gradual nos periodos subsequentes, com exce¢do do grupo infectado por M. leprae. Em 90 dpi,
0 grupo ML, seguido de ML/CSH, apresentaram limiares inferiores aos demais grupos
experimentais, 0 que poderia caracterizar dor decorrente de processo inflamatério associado a
infeccdo. E importante ressaltar que quando tratados com CFZ, os grupos ML_cfz e
ML/CSH_cfz néo tiveram a resposta nociceptiva alterada em comparagao aos demais grupos,

possivelmente devido ao carater anti-inflamatorio da droga.

Ap0s os periodos experimentais, 0s nervos ciaticos foram avaliados quanto a presenca
das proteinas ADRP, HSL e MPZ, por meio de microscopia confocal. No inicio do experimento,
a producdo de ADRP foi aumentada nos grupos CSH, NaCl, SHAM e principalmente no grupo
ML, que apresentou uma producdo de ADRP superior a todos 0s grupos, tratados ou nao
tratados. Esse resultado confirma que o modelo experimental utilizado permite constatar in vivo,
a acdo precoce de M. leprae sobre o metabolismo lipidico de suas células-alvo, refletindo a
tentativa do bacilo de induzir a producdo e o acimulo de corpusculos lipidicos no ambiente
intracelular, uma estratégia amplamente conhecida. Mietto et al. (2019), também relataram
interferéncia na expressdo do mRNA da perilipina em células infectadas por M. leprae, o que
corrobora nossos achados (Mietto et al., 2019). Os niveis de ADRP ndo pareceram téo altos nos

grupos tratados com CFZ.

No entanto, aos 28 dpi, a acdo moduladora da CFZ sobre ADRP em células infectadas
por M. leprae s6 pdde ser observada no grupo ML/CSH. O grupo submetido apenas a infec¢do
apresentou maior nivel de ADRP no camundongo tratado. Este resultado deve ser acompanhado
de perto em futuras repeti¢cfes do experimento, pois a analise de imunodetec¢do da proteina
alvo foi realizada em apenas um camundongo até o0 momento, podendo haver interferéncia de

algum tipo de comorbidade.
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Em 28 dpi, a acdo modulatoria da CFZ no ADRP em células infectadas por M. leprae
sO pbde ser observada no grupo ML/CSH. O grupo submetido apenas & infeccdo apresentou
niveis mais elevados de ADRP no camundongo tratado. Este resultado deve ser cuidadosamente
monitorado nas préximas repeticdes do experimento, pois as analises de imunodetec¢do das
proteinas-alvo foram realizadas em apenas um camundongo até o0 momento, o qual pode estar
afetado por alguma comorbidade. Quando avaliada no Gltimo tempo experimental, a producéao
de ADRP apresentou reducdo estatisticamente significativa nos nervos dos camundongos
tratados nos grupos ML e ML/CSH. No entanto, ndo € possivel atribuir esse achado ao
tratamento com CFZ, pois os animais nao tratados também apresentaram regulacéo negativa de
ADRP aos 90 dpi, sugerindo a acdo do M. leprae principalmente em um estagio inicial da
infeccao.

A producdo de HSL ndo apresentou diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos tratados e ndo tratados aos 3 dpi. No entanto, apds 28 dias de administracdo da droga,
houve aumento de HSL nos grupos ML e ML/CSH. Degang et al. (2012), demonstraram que
as goticulas lipidicas acumuladas pelo M. leprae diminuem significativamente apos o
tratamento com CFZ, reduzindo ADRP e aumentando HSL, o que corrobora nossos achados
(Degang et al., 2012). A regulacdo dessas proteinas nos nervos de camundongos tratados
demonstra a acdo da droga em perturbar o ambiente favoravel a producéo e acimulo de lipidios,

0 que beneficiaria a infeccdo e a sobrevivéncia intracelular do patégeno.

A producdo de MPZ em nervos ciaticos infectados diminuiu em 90 dpi. Esse resultado
corrobora achados nos quais 0 M. leprae é capaz de induzir a reprogramacéo das CTs para um
fendtipo ndo mielinizante (Casalenovo, 2019). No entanto, esse comportamento nao se repete
no grupo que sofreu os dois tipos de lesdo. Em camundongos tratados com CFZ, os grupos ML
e ML/CSH tendem a se recuperar, com aumento do MPZ aos 28 dpi, 0 que acreditamos estar
relacionado ao carater anti-inflamatorio da CFZ, o que estaria contribuindo para a recuperacao
neural. Porém, com 90 dias de tratamento, esse efeito ndo persiste, sendo observada diminuicédo
do MPZ em ambos 0s grupos. Tais alteracdes podem estar associadas a um possivel déficit de

remielinizacdo nos nervos dos individuos tratados com CFZ.
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FIGURAS

Figura 1M. Experimenta¢do Animal. Etapas do procedimento cirdrgico realizado em camundongos nude. (A)
Inducéo anestésica com cloridrato de xilazina (10 mg/kg, ip) e cloridrato de cetamina (100 mg/kg, ip). (B)
Posicionamento para intervengdes subsequentes. (C) Acesso cirlirgico ao nervo isquiatico expostos. (D-E) Lesao
por esmagamento. (F) Inoculagéo intraneural com Mycobacterium leprae. (G-H) Inoculagéo de veiculo, NaCl

0,9% estéril. (1) P6s-operatério em placa térmica, apds reposicionamento dos tecidos e sutura

I
Figura 2M. Experimentagdo Animal. (A) Administragdo de clofazimina por gavagem. (B) Andlise da funcéo
motora; camundongo nude em treinamento para caminhar na passarela. (C) Andlise de nocicepcdo, via

estimulacdo mecanica por analgesimetro eletronico Von Frey
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Figura 3M. Avaliagdo da fung&o motora em nervos isquiaticos de camundongos nude. indice Funcional do
Isquiatico (SFI, Sciatic Functional Index). Periodos de analise: (A) pré-intervencéo (pi), (B) 03, (C) 14, (D) 28 ¢
(E) 90 dias pos-intervencao (dpi). (F)Valores agrupados. Grupos experimentais, ndo tratados e tratados com
clofazimina (CFZ): Les&o 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). Teste one-way ANOVA, com pés-teste Sidék. Valores de p < 0,05 indicam significincia

estatistica. Dados de trés medigdes obtidas de em um a seis animais/grupo/periodo
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Figura 4M. Avaliaco da resposta nociceptiva em nervos isquiéticos de camundongos nude. Limiar de retirada
das patas (PWT, Paw Withdrawal Threshold). Periodos de analise: (A) pré-intervencao (pi), (B) 03, (C) 14, (D)
28 e (E) 90 dias pos-intervencao (dpi). (F)Valores agrupados. Grupos experimentais, ndo tratados e tratados com
clofazimina (CFZ): Les&o 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). Teste one-way ANOVA, com pos-teste Sidék. Valores de p < 0,05 indicam significincia

estatistica. Dados de trés medigdes obtidas de em um a seis animais/grupo/periodo
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Figura 5M. Imunodeteccdo de ADRP em nervos isquiaticos murinos. (A-C’) Lesdo por esmagamento (CSH);
(D-F’) Infecgdo intraneural por Mycobacterium leprae (ML), (G-I') Lesdo por esmagamento e infecgdo
intraneural por Mycobacterium leprae (ML/CSH); (J-L°) Inje¢do intraneural de cloreto de sédio (NaCl); (M-O°)
Cirurgia simulada (SHAM). Periodos experimentais: 03 dias pds-interven¢do (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
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Figura 6M. Imunodeteccdo de ADRP em nervos isquiaticos murinos tratados com clofazimina. (A-C’) Lesdo
por esmagamento (CSH_cfz); (D-F’) Infecgéo intraneural por Mycobacterium leprae (ML _cfz), (G-1') 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 pés intervencdo (dpi); 28 dpi; 90 dpi. (A-O) ADRP marcado em
AlexaFluor 488 (verde). (A’-0O’) Overlay com identificacdo nuclear, DAPI (azul). Imagens obtidas de um

animal/grupo/periodo. Aumento: 40X
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Figura 7M. Avaliacdo de ADRP em nervos isquiaticos murinos. Densidade de fluorescéncia de ADRP,

normalizada pelo respectivo nimero de nicleos DAPI+. Avaliacdo conforme periodos experimentais de, (A) 03,

(B) 28 e (C) 90 dias pos-intervencdo (dpi), em grupos ndo tratados e tratados com clofazimina (CFZ): Les&o por

esmagamento (CSH, CSH_cf2);

Infecc@o intraneural por Mycobacterium leprae (ML, ML_cfz); ML/CSH,

ML/CSH_cfz; Cloreto de sédio intraneural (NaCl, NaCl _cfz); Cirurgia simulada (SHAM, SHAM cfz). (D)
Comparagdes 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
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Figura 8M. Imunodeteccao de HSL em nervos isquiaticos murinos. (A-C°) Lesdo por esmagamento (CSH); (D-
F’) Infecgao intraneural por Mycobacterium leprae (ML); (G-I') Lesdo por esmagamento e infecgdo intraneural
por Mycobacterium leprae (ML/CSH); (J-L°) Injegdo intraneural de cloreto de sédio (NaCl); (M-O’) Cirurgia
simulada (SHAM). Periodos experimentais: 03 dias pos-intervencado (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
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Figura 9M. Imunodetec¢do de HSL 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’) Lesdo por
esmagamento e infeccdo intraneural por Mycobacterium leprae (ML/CSH_cfz); (J-L°) Inje¢do intraneural de
cloreto de sodio (NaCl_cfz); (M-O’) Cirurgia simulada (SHAM cfz). Grupos receberam tratamento com
Clofazimina. Periodos experimentais: 03 dias pds interven¢do (dpi); 28 dpi; 90 dpi. (A-O) ADRP marcado em
AlexaFluor 488 (verde). (A°-O’) Overlay com identificagcdo nuclear, DAPI (azul). Imagens obtidas de um

animal/grupo/periodo. Aumento: 40X
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Figura 10M. Avaliacao de HSL em nervos isquiéticos murinos. Densidade de fluorescéncia de HSL, normalizada
pelo respectivo ndmero de nlcleos DAPI+. Avaliagdo conforme periodos experimentais de, (A) 03, (B) 28 e (C)
90 dias pos-intervencdo (dpi), em grupos nédo tratados e tratados com clofazimina (CFZ): Les&o por esmagamento
(CSH, CSH_cfz); Infec¢do 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) Comparac@es intragrupos.
Teste ANOVA, com pés-teste Siddk (A, B, C) ou Tukey (D). Valores de p < 0,05 (*) indicam significancia
estatistica. Dados de trés campos microscopicos de um animal/grupo/periodo
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Figura 11M. Imunodetec¢io de MPZ em nervos isquidticos 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°) Inje¢do intraneural de cloreto de sédio (NaCl); (M-O°)
Cirurgia simulada (SHAM). Periodos experimentais: 03 dias pos-interven¢do (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
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Figura 12M. Imunodetec¢do de MPZ em nervos isquiéticos murinos tratados com clofazimina. (A-C’) Lesdo
por esmagamento (CSH_cfz); (D-F’) Infecgdo intraneural porMycobacterium leprae (ML _cfz); (G-1') Lesdo por
esmagamento e infec¢do intraneural por Mycobacterium leprae (ML/CSH_cfz); (J-L°) Inje¢do intraneural de
cloreto de sodio (NaCl_cfz); (M-O’) Cirurgia simulada (SHAM cfz). Grupos receberam tratamento com
Clofazimina. Periodos experimentais: 03 dias pds intervencao (dpi); 28 dpi; 90 dpi. (A-O) ADRP marcado em
AlexaFluor 488 (verde). (A°-O’) Overlay com identificagcdo nuclear, DAPI (azul). Imagens obtidas de um

animal/grupo/periodo. Aumento: 40X
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Figura 13M. Avaliagdo de MPZ em nervos isquiaticos murinos. Densidade de fluorescéncia de MPZ,
normalizada pelo respectivo nimero de nicleos DAPI+. Avalia¢do conforme periodos experimentais de, (A) 03,
(B) 28 e (C) 90 dias pos-intervencdo (dpi), em grupos ndo tratados e tratados com clofazimina (CFZ): Les&o por
esmagamento (CSH, CSH_cfz); Infeccdo intraneural por Mycobacterium leprae (ML, ML_cfz); ML/CSH,
ML/CSH_cfz; Cloreto de sédio 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
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Figura 14M. Identificagdo molecular de M. leprae em nervos isquiaticos murinos. Ensaio gPCR para gene-alvo
RLEP. Grupos: Lesdo por esmagamento (CSH); Infeccdo intraneural por Mycobacterium leprae (ML); Lesé&o por
esmagamento e infeccdo intraneural por Mycobacterium leprae (ML/CSH); Injecéo intraneural de cloreto de
sodio (NaCl); Cirurgia simulada (SHAM). Periodos de 03, 28 e 90 dias pds-intervencao (dpi); Grupos tratados

ou ndo com CFZ. Dados representativos obtidos de espécimes de trés a cinco animais/grupo/periodo
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CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, podemos chegar as seguintes conclusoes:

- A avaliacdo da fungdo motora em camundongos nude, por meio do teste de marcha,
demonstrou sucesso na inducdo de leséo neural por infeccéo, assemelhando-se ao modelo de

esmagamento, que ja € amplamente utilizado em estudos de neuropatia periférica.

- Apbs 28 dias, a infeccdo por M. leprae resultou em aumento da sensibilidade
nociceptiva nos animais testados, o que persistiu por 90 dias. Esse efeito pode ser atribuido a

um processo inflamatério decorrente da infeccéo.

- Através da técnica de imunofluorescéncia, determinamos a expressdo das proteinas
lipidicas ADRP e HSL nos nervos isquiaticos dos camundongos, revelando o efeito precoce de
M. leprae nas células hospedeiras. A infeccdo aumentou a expressédo de ADRP, provavelmente
para criar um ambiente rico em lipidios favoravel a sobrevivéncia bacteriana. No entanto, a
CFZ atuou contra esse mecanismo, regulando positivamente HSL, que é responsavel pela

degradacéo lipidica.

- Em um periodo mais longo de tratamento com CFZ, observou-se uma regulacao
negativa da proteina de mielina MPZ, o que pode estar associado a um possivel déficit de

remielinizacdo nos nervos dos individuos tratados com o farmaco.

O modelo experimental apresentado aqui tem o potencial de contribuir
significativamente para a compreensdo dos mecanismos precoces envolvidos na neuropatia
hansénica, além de ser uma ferramenta promissora para a pesquisa de novas drogas. O efeito
negativo da CFZ na regulacdo de MPZ pode sugerir uma interferéncia na remielinizacdo

periférica e, portanto, deve ser alvo de investigacoes futuras.
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