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“-Os homens do seu planeta – disse o pequeno Príncipe – cultivam 

cinco mil rosas num jardim... e não encontram o que procuram... 

- É verdade – responde 

- E, no entanto, o que eles procuram poderia ser encontrado numa só 

rosa, ou num pouco de água... 

- É verdade. 

E o principezinho acrescentou: Mas os olhos são cegos. 

É preciso ver com o coração.” 

 

“O Pequeno Príncipe” de Antoine de Saint-Exupéry 
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RESUMO 
 
 

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doença granulomatosa causada pelo fungo 
dimórfico Paracoccidioides brasiliensis. Vários antígenos são detectados em 
preparado livre de células (CFA) de P. brasiliensis e dentre esses, uma fração de 
alta massa molecular (hMM) demonstrou efeito protetor parcial na PCM 
experimental. Recentes estudos vêm demonstrando a utilização de compostos 
doadores de óxido nítrico acoplados a metais de transição como transportadores de 
óxido nítrico (NO), sendo úteis no controle de algumas infecções. Assim, o presente 
estudo investigou a atividade protetora da fração de hMM em associação ou não 
com um composto doador de NO ([Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]) e deste composto na PCM 
experimental. A fração de hMM foi obtida pelo fracionamento do CFA de P. 
brasiliensis em coluna de sephadex G-200 e utilizada na imunização dos 
camundongos. Os camundongos Balb/c foram divididos em 7 grupos: a) controle; b) 
Pb (infectado com 1x106 leveduras de Pb18); c) hMM (imunizado com 100μg da 
fração de hMM); d) hMM + Pb (imunizado e infectado); e) [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] 
(tratado com 100μM de [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]); f) Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] 
(infectado e tratado); g) hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (imunizado, infectado e 
tratado). O grau de proteção foi avaliada pela determinação de unidades formadoras 
de colônias (CFU), pela análise histopatológica do pulmão/fígado, pela resposta 
imune celular, pelos níveis de IgG anti-fração de hMM e pela dosagem de NO, após 
28 dias de infecção. Os resultados obtidos demonstraram ausência de CFU e uma 
diminuição deste nos grupos imunizados (hMM, hMM + Pb e hMM + Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]) e no grupo Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], respectivamente, 
em relação ao grupo Pb (p<0.05). Nos cortes histológicos também foi observado 
ausência no grupo imunizado (fig 2B e 3B e tabela1) e uma diminuição do número 
de células fúngicas no grupo Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]. Coerente com o CFU e o 
histológico, houve um aumento da resposta celular observado no grupo hMM + Pb 
em relação ao grupo Pb (p<0.05). Por outro lado, uma resposta celular reduzida foi 
observada no grupo hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (p<0.05). Além disso, os 
níveis de IgG anti-fração de hMM foram elevados nos grupos hMM + Pb e hMM + Pb 
+ [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] em relação aos demais (p<0.05). Os níveis de NO foram 
significativamente maior no grupo Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] em comparação 
aqueles somente [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (p<0.05) e deste primeiro em relação ao 
grupo hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (p<0.05). Adicionalmente, foi analisado o 
efeito da fração de hMM associada ou não com o tratamento [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] 
sobre macrófagos peritoniais murinos. O aumento dos níveis de NO tanto no grupo 
hMM como no grupo tratado com [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] em relação ao grupo 
controle (somente macrófagos) ou a diminuição dos níveis de NO nos grupos 
associados com hMM e [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], em relação ao simples tratamento 
(p<0.05) foi detectado. Concluímos pelos resultados obtidos que a fração hMM induz 



proteção com eliminação total de fungos nos principais órgãos e, o tratamento com o 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] também induz proteção, porém parcial, nas condições do 
estudo. Tanto a fração hMM como o composto [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] induz aumento 
de nível sérico de NO na PCM experimental em camundongos e também induz 
aumento de produção/liberação de NO pelos macrófagos peritoneais murinos, mas 
diminuição dos níveis por essa associação. A associação da fração de hMM junto 
com o composto [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] também suprime, parcialmente, a proteção 
induzida pela hMM, possivelmente induzido pela modulação da resposta imune 
celular, o qual requer estudos posteriores. 
 
 
Palavras-chave: Hipersensibilidade tardia. Antígeno solúvel. Anticorpos anti-hMM e 

células fúngicas.  
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ABSTRACT 
 
 

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a granulomatous disease caused by the dimorphic 
fungus Paracoccidioides brasiliensis. Several antigens are detected in cell-free 
preparation (CFA) of P. brasiliensis, among these a fraction of hight-molecular-mass 
(hMM) showed partial protective effect in experimental PCM. Recent studies have 
demonstrated the use of nitric oxide donor compounds bound to transition metals as 
carries of nitric oxide (NO) are useful in controlling some infections. Thus, this study 
investigated the protective activity of the hMM fraction in combination or not with NO 
donor compound ([Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]) and this compound in experimental PCM. 
The fraction of hMM was obtained by P. brasiliensis CFA fractionation in sephadex 
G-200 columm and used for mice immunization. The Balb/c mice were divided into 
seven groups: a) control; b) Pb (1x106 infected with Pb18 yeast); c) hMM (immunized 
with 100μg the fraction of hMM); d) hMM + Pb (immunized and infected); e) 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]  (treated with 100μM [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]); f) Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (infected and treated); g) hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] 
(immunized, infected and treated). The degree of protection was assessed by 
determination of colony forming units (CFU), histopathology of lung/liver, the cellular 
immune response, the levels of IgG fraction of hMM and by measuring levels of NO 
after 28 days of infection. The results showed absence of CFU and a decrease in the 
group immunized (hMM, hMM + Pb and hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]) and in 
Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], respectively, compared to Pb group (p<0.05). In 
histological sections it was also observed absence in immunized groups (fig 2B and 
3B and table 1) and a decreased  fungal cells number in the group Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]. Consistent with the CFU and the histology, there was an 
increased in the cellular response observed in hMM + Pb group relative to Pb group 
(p<0.05). But by other side, reduced cellular response was observed in group hMM + 
Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (p<0.05). Moreover, IgG anti- hMM fraction levels were 
higher in groups hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] and hMM + Pb compared to the 
others (p<0.05). NO levels were higher in Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] compared to 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] group (p<0.05) and this first group compared to hMM + Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (p<0.05). Additionally, we analyzed the effect of the hMM 
fraction associated or not with NPS-Ru treatment on murine peritonial macrophages. 
Increased NO levels in the hMM as the [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] treated groups in 
relation to control group (only macrophages) or decreased NO level in hMM and 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] associated groups, in relation to single treatment (p<0.05) 
were detected. We conclude by the results that the fraction of hMM induces 
protection with complete elimination of fungi in the main organs and the treatment 
with [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] also induces protection, but partial, in the conditions of 
the study. Both the fraction of hMM as compound [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] induces 
increased serum levels of NO in experimental PCM in mice and also induces 
increased production/release of NO by murine peritoneal macrophages, but 



decreased level by its association. The association of hMM fraction together with the 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] compound also partially suppressed the protection induced by 
hMM, possibly induced by modulation of cellular immune response, that require 
further study. 
 
 
Keywords: Delayed hypersensitivity. Soluble antigen. Antibodies anti-hMM and 

fungal cells. 
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1  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS E A PARACOCCCIDIOIDOMICOSE 

 

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doença granulomatosa, 

sistêmica e de evolução crônica causada pelo fungo dimórfico Paracoccidioides 

brasiliensis descrito inicialmente por Adolfo Lutz, em 1908. É uma doença endêmica 

na América Latina onde cerca de 10 milhões de pessoas estão infectadas e 2% 

delas, podendo vir a desenvolver a doença (MCEWEN et al., 1995; ALMEIDA et al., 

2003). No entanto, nas áreas de maior endemicidade, como o Brasil, a incidência 

anual chega a 3 casos para cada 100.000 habitantes, com letalidade variando de 2% 

a 23% (FELIPE et al., 2005). O Brasil, Venezuela, Colômbia, Equador e Argentina 

são os de maior incidência (SILVESTRE et al., 1997; MARQUES, 1998). 

O habitat e o ciclo biológico do P. brasiliensis ainda não estão 

totalmente esclarecidos, contudo, diversos estudos ecoepidemiológicos sugerem 

que esse fungo sobreviva na sua fase miceliana como saprobiota em regiões com 

solos úmidos, ricos em matéria orgânica e com pequenas alterações de temperatura 

(RESTREPO, 1985; RESTREPO et al., 2001). Em condições adversas, como 

limitação de umidade e nutrientes, o fungo pode produzir propágulos denominados 

de conídios, os quais podem infectar, por via aérea, o hospedeiro (RESTREPO et 

al., 2001). 

Utilizando técnicas moleculares, P. brasiliensis foi classificado como 

pertencente ao filo Ascomycota, ordem Onygenales, e da família Onygenaceae 

(ALMEIDA et al., 2003). P. brasiliensis é um fungo que apresenta forma de micélio à 

temperatura ambiente (26ºC) e forma de levedura à 37ºC (SAN-BLAS et al., 1993). A 

transição de micélio para levedura pode ser induzida, in vitro, apenas mudando a 

temperatura de incubação de 26ºC para 37ºC (BROWN et al., 1999) e essa 

transição dimórfica ocorre através de alterações na composição da parede e 

membranas celulares, ocasionando mudanças estruturais nos polímeros de 

carboidratos da parede e reorganização dos lipídeos de membrana (LEVERY et al., 

1998; TOLEDO et al., 1999). Acredita-se que a morfogênese esteja ligada à 

virulência do fungo, pois os isolados que não possuem a capacidade de se 

diferenciar em leveduras não são virulentos (BORBA et al., 2002). 
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Em temperaturas próximas a 26ºC, as culturas de P. brasiliensis 

apresentam aspecto algodonoso e estruturas celulares que se apresentam sob a 

forma miceliana, com formação de hifas septadas, multinucleadas, com filamentos 

finos e artroconídios intercalares (BRUMMER et al., 1993; SAN-BLAS et al., 2000). À 

temperatura de 37ºC o fungo promove uma transição da estrutura filamentosa para 

uma estrutura globular, assumindo a forma de levedura (SAN-BLAS et al., 2000). 

Esta seria sua forma parasitária, que assume características peculiares como 

brotamentos múltiplos, resultado de exoesporulação, uma membrana birrefringente, 

além de cromatina evidente. A morfologia única desta levedura é determinante no 

diagnóstico laboratorial da PCM, e em uma avaliação comparativa, se assemelha a 

uma “roda-de-leme” (FURTADO et al., 1967). Embora a composição da parede 

celular dos fungos varie entre as diferentes espécies, é composto basicamente por 

proteínas, glicoproteínas, lipídeos e, principalmente, por polissacarídeos do tipo 

quitina e glicanas, distribuídos diferentemente ao longo da superfície (DE GROOT et 

al., 2005). Esses dois últimos compostos variam em proporções de acordo com a 

fase morfológica e com o grau de virulência da linhagem fúngica (KANETSUNA et 

al., 1970). 

Após inalação do fungo nos pulmões, ocorre a formação de lesões 

que podem: (i) regredir com a destruição do fungo, (ii) regredir com fungos latentes 

ou quiescentes podendo desenvolver PCM ativa posteriormente, ou (iii) progredir 

com o desenvolvimento dos sinais e sintomas da PCM (LACAZ, 1994). A doença é 

caracterizada por inflamação granulomatosa, supressão da imunidade celular e altos 

títulos de anticorpos (DIXON et al., 1998). 

Estudos epidemiológicos utilizando-se teste intradérmico com 

paracoccidioidina para detecção de contato prévio com P. brasiliensis ou pelo uso de 

teste imunoenzimático (ELISA), detectando anticorpos específicos, revelam que a 

exposição ao fungo é alta em populações de indivíduos adultos e saudáveis, 

principalmente em áreas rurais (DIXON et al., 1998; BOTTEON et al., 2002). A 

infecção primária da PCM pode persistir em focos quiescentes por décadas, como 

observado em casos importados, sugerindo que, durante este período, estes 

pacientes foram capazes de controlar a disseminação fúngica. Alguns tipos de 

medicamentos utilizados contra a rejeição de órgãos ou quimioterápicos podem 

levar a reativação do P. brasiliensis latente por indução de imunossupressão do 

hospedeiro. O desenvolvimento da doença fica, então, dependente de fatores como 
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a virulência do patógeno, da susceptibilidade genética e do estado imunológico do 

hospedeiro (FRANCO et al., 1987; SAN-BLAS et al., 2002). 

O principal componente antigênico de P. brasiliensis é uma 

glicoproteína de 43kDa, denominada gp43. É o principal antígeno secretado pelo 

fungo e é também o mais específico para o diagnóstico da infecção pelo P. 

brasiliensis (PUCCIA et al., 1986; ALMEIDA et al., 2003). Essa glicoproteína atua 

como um receptor de laminina e é responsável pela adesão da forma de levedura de 

P. brasiliensis à membrana basal das células do hospedeiro. Uma vez presente no 

hospedeiro, a gp43 tem a capacidade de inibir a fagocitose, a produção de óxido 

nítrico (NO) e peróxido de hidrogênio (H2O2) pelos macrófagos (ALMEIDA et al., 

1998; POPI et al., 2002). 

Outro componente que tem sido estudado na infecção causada pelo 

P. brasiliensis, é um antígeno solúvel de alta massa molecular (hMM) produzido pela 

forma de levedura do fungo. Márquez et al. (2005), observaram que o peso 

molecular desse componente é de, aproximadamente, 386kDa e segundo Pavanelli 

et al. (2007), o mesmo apresenta efeito protetor, o qual foi evidenciado pelo menor 

nível de antígenos solúveis em soros de camundongos Balb/c imunizados com a 

fração de hMM, e comprovado pelo menor número de fungos viáveis em pulmão e 

fígado, observados pela análise de CFU.  

Além disso, em animais imunizados com a fração de hMM, foi 

observada a redução de células fúngicas nos granulomas, verificado através da 

análise histopatológica, sugerindo uma atividade protetora da fração de hMM. A 

análise de cortes histopatológicos, demonstraram que as lesões granulomatosas 

formadas foram poucas, menores, e mais compactas e organizadas nesse grupo de 

animais (PAVANELLI et al., 2007). 

A morfologia das lesões granulomatosas está relacionada com a 

resposta imune celular do hospedeiro. A formação de granulomas compactos com 

poucas células fúngicas é observada em pacientes com doença crônica localizada, 

enquanto que nos pacientes com a forma aguda, as lesões são geralmente 

desorganizadas. O mesmo ocorre em animais imunossuprimidos com baixos níveis 

de IFN-γ, produção de citocinas do padrão Th2 e de doença progressiva, com a 

presença de muitas lesões granulomatosas desorganizadas (DEFAVREI et al., 1982; 

SOARES et al., 2002). 
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1.2 RELAÇÃO FUNGO-MACRÓFAGO E ÓXIDO NÍTRICO 

 

O sistema mononuclear fagocitário constitui um importante 

mecanismo efetor da resposta imune natural e adaptativa contra diversos 

patógenos. Kashino et al. (1995), sugeriram que macrófagos desempenham um 

papel fundamental na resistência ao P. brasiliensis. 

Estudos anteriores demonstraram que macrófagos peritoniais 

murinos ativados com IFN-γ, exercem um efeito fungicida sobre as formas de 

levedura e de conídios do P. brasiliensis (CANO et al., 1992; BRUMMER, 1994; 

CANO et al., 1994). Esses achados também sugerem que citocinas, especialmente 

o IFN-γ, desempenham um importante papel na resistência a PCM, como 

demonstrado por Cano et al. (1998) utilizando camundongos resistentes (A/Sn) e 

susceptíveis (B10.A) infectados intraperitonialmente com P. brasiliensis. A depleção 

de IFN-γ causou uma exacerbação da infecção pulmonar e uma disseminação mais 

precoce para o fígado e baço tanto dos camundongos A/Sn quanto dos B10.A.  

Após inalação, as primeiras células de defesa as quais os conídios 

de P. brasiliensis encontram são os macrófagos alveolares residentes e células 

dendríticas (DCs) presentes no parênquima pulmonar. Esses conídios, ou são 

fagocitados e convertem-se para a forma de levedura parasita, ou essa transição 

ocorre primeiro seguido pela fagocitose dessas leveduras (CANO et al., 1992; 

ARISTIZABAL et al., 1998; GONZALEZ et al., 2000). Os macrófagos residentes 

estão em maior número em relação às DCs (TWIGG, 2004), o que os tornam mais 

provável de interagir inicialmente com o fungo após uma infecção primária. Apesar 

dos macrófagos possuírem a maquinaria requerida para a apresentação antigênica, 

sua maior contribuição para a defesa antifúngica é a fagocitose seguida da 

destruição desses organismos (ROMANI, 2004).  

Diversos são os mecanismos utilizados pelos macrófagos para 

destruição de patógenos. Os mecanismos oxidativos e nitrosativos envolvem 

principalmente a atividade enzimática do complexo nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase e a óxido nítrico sintase induzível (iNOS), 

respectivamente (NATHAN et al., 2000; MISSAL et al., 2004). A iNOS é expressa, 

principalmente, por macrófagos ativados por citocinas (IFN-γ, TNF-α e IL-1β) e/ou 

produtos microbianos (XIE et al., 1992; NATHAN, 1997). Modelos experimentais 

demonstraram que a principal atividade microbicida dos macrófagos relaciona-se 
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com a produção de NO e seus metabólicos, chamados coletivamente de 

intermediários reativos de nitrogênio (RIN), como o peroxinitrito, que 

subsequentemente decompõe-se em moléculas adicionais também altamente 

reativas (BOGDAN et al., 2000; MISSAL et al., 2004). 

O efeito deletério dos RINs reside no fato dessas moléculas 

causarem uma variedade de alterações no DNA, incluindo quebra de fitas e 

desaminação. 

Além disso, nas proteínas causam modificações que envolvem 

nitrosilação de resíduos de cisteína e tirosina, além de inativação de enzimas com 

centro ferro-enxofre (FANG, 1997). Essas modificações podem afetar enzimas vitais 

como a do ciclo respiratório, causando efeitos microbiostático e microbicida in vitro e 

in vivo contra uma grande variedade de fungos incluindo P. brasiliensis (BOCCA et 

al., 1998; GONZALEZ et al., 2000; NASCIMENTO et al., 2002), Cryptococcus 

neoformans (LEE et al., 1994), Histoplasma capsulatum (LANE et al., 1994), a forma 

de hifa de Candida albicans (BLASI et al., 1995) entre outros.  

Especificamente, uma ação deletéria do NO sobre o P. brasiliensis 

foi observada não só in vitro como in vivo. Gonzalez et al. (2000) utilizando cultura 

de macrófagos peritoniais murinos ativados por IFN-γ, demonstraram que a função 

fungicida e a inibição da transformação da forma de conídio para levedura eram 

dependentes da via L-arginina-óxido nítrico. Em trabalho anterior, Bocca et al. (1998) 

demonstraram um efeito fungicida do NO para levedura de P. brasiliensis in vitro, 

sugerindo que sua produção pelo hospedeiro poderia estar envolvida no controle da 

infecção. De fato, animais infectados e tratados com um inibidor da atividade da 

iNOS apresentaram um número significantemente maior de fungos no pulmão em 

comparação aos animais infectados não tratados. Além disso, Nascimento et al. 

(2002) confirmaram o papel fungicida do NO na PCM experimental por meio da 

utilização de camundongos geneticamente deficientes para o gene da iNOS.  

A descoberta que o NO, produzido enzimaticamente pelo endotélio, 

o qual era o responsável direto pelo controle da pressão arterial, desencadeou o 

renascimento da química do NO e suas implicações bioquímicas e biológicas 

(MONCANA et al., 1987; PALMER et al., 1988). O NO, sob condições normais de 

pressão e temperatura, é um gás incolor e termodinamicamente instável quando 

comparado aos gases N2 e O2 (LANCASTER, 2000). Sua elevada constante 

difusional somada a sua liposolubilidade e hidrosolubilidade (MEULEMANS, 1994) 
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confere a esta molécula habilidade de difundir-se livremente no meio fisiológico, 

cruzar membranas sem canais ou receptores e, também, a facilidade em formar 

complexos com centros metálicos [Fe (II e III)] presentes em várias proteínas 

(PACHER et al., 2007). 

O NO está relacionado com várias e importantes funções fisiológicas 

e patológicas, tais como controle da pressão sanguínea (IGNARRO, 1989), 

neurotransmissão (BREDT et al., 1990; GARTHWAITE, 1991; 1995), sinalizador do 

sistema imunológico (HIBBS et al., 1988), bem como nas atividades do cérebro, 

fígado, pâncreas, útero e pulmões (PACHER et al., 2007). Além disso, tem sido 

relatado que a produção enzimática de NO é, provavelmente, a principal forma de 

defesa do sistema imunológico do hospedeiro para controlar as infecções causadas 

por parasitas, tais como Trypanosoma cruzi (VESPA et al., 2004), Toxoplasma 

gondii (LUDER et al., 2003), Plasmodium chabaudi (GARNICA et al., 2003) e 

Leishmania infantum (SALVATI et al., 2001). O aumento da concentração de NO 

também é observado durante as infecções causadas por vírus e bactérias como é o 

caso de Herpes Simplex Vírus (FUJI et al., 1999) e da Tuberculose (COOPER et al., 

2002). 

O NO é sintetizado a partir da L-arginina e de um oxigênio molecular 

por um processo enzimático que utiliza elétrons doados pela NADPH. A enzima NO 

sintase (NOS) converte a L-arginina a NO e L-citrulina através de um produto 

intermediário, o N-hidroxi-L-arginina. Há três tipos de NOS. Duas delas são 

constitutivamente expressas (nNOS ou NOS I ou eNOS ou NOS III), enquanto a 

outra é expressa somente em células ativadas (iNOS ou NOS II) (TRIPATHI et al., 

2007). 

As enzimas NOS estão presentes em células endoteliais vasculares, 

células cardíacas, plaquetas, células musculares lisas, células neuronais, 

macrófagos, células NK, fibroblastos e neutrófilos (MONCADA et al., 1991; LINDE et 

al., 2006). A manifestação de efeitos biológicos é dependente da química do 

ambiente e é influenciada pela presença dos diferentes RIN gerados: anion nitroxil, 

óxido nitroso, cátion nitrosil, ácido nitroso, dióxido de nitrogênio, dinitrogênio 

tetraóxido, peroxinitrito e cátion nitril, sendo que os principais produtos estáveis do 

metabolismo do NO são as moléculas de nitrito e nitrato (DENICOLA et al., 1998).  

A nível celular, o NO exerce vários efeitos na função celular dos 

leucócitos, incluindo a indução de apoptose de macrófagos, a estimulação da 
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motilidade citoplasmática de macrófagos, a modulação da adesão de neutrófilos e a 

regulação diferencial da síntese de citocinas pelos leucócitos (LIEW, 1995; MADAN 

et al., 1996). 

Além de ter efeitos protetores no hospedeiro, o NO está envolvido na 

imunossupressão, mediada por macrófagos. Em estudos anteriores, a produção de 

NO mostrou-se importante em macrófagos murinos, em relação à supressão da 

proliferação de células T estimuladas por antígenos e também em relação à 

supressão imunológica em algumas linhagens de camundongos infectados com 

Trypanosoma brucei (STENBERG et al., 1992; SCHLEIFER et al., 1993), 

Plasmodium vinckei (ROCKETT et al., 1994), e Salmonella typhimurium (AL-

RAMADI et al., 1992). Além disso, há evidências que o NO reduz a habilidade de 

células dendríticas pulmonares em apresentar antígenos (HOLT et al., 1992), 

inibindo, também, a expressão de produtos de genes do complexo principal de 

histocompatibilidade de classe II (moléculas Ia) em macrófagos estimulados por IFN-

γ (SICHER et al., 1994), responsável por apresentar os antígenos a outras células 

linfóides e favorecer o curso da infecção.  

 

1.3 COMPLEXOS DE RUTÊNIO 

 

Complexos metálicos são eficientes transportadores de NO. Da 

interação do ligante NO com íon Fe(III) presente em proteínas tais como 

ferrohemoproteínas, hemoglobina e mioglobina ou ferroproteínas como citocromo c, 

citocromo oxidase e guanilato ciclase, decorrem muitos processos fisiológicos que 

estão diretamente associados a essa molécula (ROSE et al., 1983; SALERMO, 

1996; COOPER, 1999). Além do íon Fe, o NO reage com uma variedade de metais 

de transição, como níquel, molibdênio, crômio, irídio, ósmio e rutênio, gerando 

complexos nitrosilos (FONTECAVE et al., 1994). Dentre esses, os íons de rutênio 

formam diversos compostos contendo o nitrosilo e em quantia superior a de 

qualquer outro metal de transição (BOTTOMLEY, 1978; MCCLEVERTY, 1979). 

Muitos trabalhos têm apresentado estratégias para a liberação 

controlada de NO de uma ampla variedade de complexos nitrosilo envolvendo 

alguns metais, principalmente o rutênio. Nitrosilos de rutênio têm se mostrando 

termicamente estáveis, porém fotolábeis, liberando NO quando expostos a radiação 

ultravioleta e, em alguns casos, radiação visível (CARLOS et al., 2004). Mesmo 
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assim, doadores de NO complexados com rutênio como o trans-[RuII(NO+)(NH3)4L]3+ 

e [RuII(NO+)(Hedta)], são bons modelos para avaliar a atividade tripanocida in vitro e 

in vivo devido a baixa toxicidade, solubilidade em água e a estabilidade em meio 

aquoso na presença de oxigênio, apresentado por eles (TOLEDO et al., 2004). Além 

disso, complexos Ru-NO como cis-(Cl,Cl)-[RuIICl2(NO+)(terpy)]Cl, tem sido 

investigado como potencial agente antitumoral, uma vez que se a liberação do NO 

puder ser introduzida dentro das células tumorais, a morte celular pode ocorrer 

(KARIDI et al., 2005).  

De fato, alguns estudos demonstram que os complexos de rutênio, 

Ru(Ctz)2(H2O)2](PF6)2 e [Ru(Ktz)2(H2O)Cl3], agindo em sinergismo com drogas 

antifúngicas têm se mostrado mais ativos que os correspondentes ligantes livres 

(SANCHEZ-DELGADO et al.,1998; NAVARRO et al., 2000). Ainda assim, estudo 

anterior, demonstrou que complexos de rutênio são capazes de inibir 70% da 

proliferação das formas epimastigotas de T. cruzi (SANCHEZ-DELGADO et al., 

2004). Seguindo esta linha, o [Ru(NH3)4L]n+ foi testado com sucesso como 

transportador de NO in vitro e in vivo (TFOUNI et al., 2003; SILVA et al., 2007), e a 

produção de NO tem sido atribuída como responsável pelo efeito tripanocida dos 

macrófagos ativados (TFOUNI et al., 2003). Além disso, Pavanelli et al. (2011), 

demonstraram que camundongos infectados com P. brasiliensis foram mais 

resistentes a infecção e apresentaram uma maior sobrevida destes quando tratados 

com cis-[Ru(bpy)2(NO)SO3](PF6). Assim, as características apresentadas por esses 

tipos de compostos são bastante promissores para desenvolvimento de 

metalofármacos, especialmente para o tratamento de doenças infecciosas, onde a 

concentração de NO tem que ser alta o suficiente para impedir o desenvolvimento 

de parasitas, mas não tão elevados que cause imunossupressão, inibição dos 

complexos respiratórios, modificações no DNA ou apoptose das células do 

hospedeiro (BOGDAN, 2001).  

Complexos metálicos, cujo centro metálico é o rutênio, possuem boa 

aplicação clínica, principalmente pela baixa a toxicidade do metal (ALLARDYCE et 

al., 2001). Isto se deve, em parte, à semelhança das propriedades físico-químicas 

deste íon metálico com o do íon Fe. O organismo consegue proteger-se dos efeitos 

causados por um excesso de Fe através do aumento da produção de proteínas 

captadoras de Fe, como a transferrina. Alguns autores acreditam que o mecanismo 
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de proteção contra a toxicidade do rutênio seria o mesmo (ALLARDYCE et al., 

2001). 

Lembrando que a toxicidade do metal também está relacionada com 

seu estado de oxidação, pode-se afirmar que um outro fator da baixa toxicidade do 

rutênio é sua habilidade de atingir vários estados de oxidação (II, III e IV) em meio 

fisiológico (ALLARDYCE et al., 2001).  

Portanto, não é surpresa que a procura por complexos 

metalonitrosilo para serem usados como agentes potencialmente capazes de liberar 

NO in vivo se tornou uma área de pesquisa muito ativa recentemente. Deste modo, 

complexos nitrosilos de rutênio parecem ser candidatos muito bons, devido estes, 

exibirem alta estabilidade em solução aquosa, podendo ser um agente doador de 

NO quando sujeito à redução eletroquímica ou radiação por luz. O possível uso 

deste tipo de sistema em terapia clínica dirigiu os estudos para uma melhor 

compreensão de suas propriedades químicas e biológicas (LUNARDI et al., 2006). 

Até o momento, um grande número de complexos de rutênio foram 

sintetizados e testados como potenciais terapêuticos. Foram feitos estudos de seus 

modos de ação e, relações de estrutura-atividade foram sugeridas. Porém, muitos 

detalhes ainda são desconhecidos, e sua caracterização permanece como uma 

tarefa desafiadora para a pesquisa interdisciplinar. 

Baseados nos fatos até aqui mencionados, consideramos oportuno e 

relevante o estudo dos efeitos da fração de hMM juntamente com o do NO, para 

avaliação da patogenicidade do P. brasiliensis em modelo de infecção experimental 

murino, bem como, o efeito desse tratamento sobre a resposta imune do hospedeiro. 

 

2  OBJETIVO 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos do componente de hMM e do composto doador de 

NO ([Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]), e de suas associações, em camundongos 

experimentalmente infectados com P. brasiliensis.  
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2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Obter a fração de hMM do CFA de P. brasiliensis. 

 Determinar a carga fúngica (CFU) em pulmão e fígado de camundongos 

infectados, imunizados ou não com a fração de hMM e tratados ou não com 

[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]. 

 Determinar número de granulomas e de fungos nestes granulomas nos cortes 

histológicos de pulmão e fígado, em camundongos infectados, imunizados ou não 

com a fração de hMM e tratados ou não com [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]. 

 Avaliar a resposta imune celular por meio do teste de Hipersensibilidade tardia 

(DTH) em camundongos infectados, imunizados ou não com a fração de hMM e 

tratados ou não com [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]. 

 Determinar os níveis séricos de IgG anti-hMM no soro dos camundongos 

infectados, imunizados ou não com a fração de hMM e tratados ou não, com 

[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]. 

 Avaliar os níveis de NO produzido por macrófagos peritoneais murinos incubados 

com as leveduras de P. brasiliensis ou com a fração hMM ou com 

[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] e com as associações dos mesmos. 
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ARTIGO: Avaliação da Fração de Alta Massa Molecular de Paracoccidioides 

Brasiliensis e do Composto [Ru(Na2)Fe(Cn5)(No)] na Paracoccidioidomicose 

Experimental 

 

Resumo: A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doença granulomatosa causada 
pelo fungo dimórfico Paracoccidioides brasiliensis. Vários antígenos são detectados 
em preparado livre de células (CFA) de P. brasiliensis e dentre esses, uma fração de 
alta massa molecular (hMM) demonstrou efeito protetor parcial na PCM 
experimental. Recentes estudos vêm demonstrando a utilização de compostos 
doadores de óxido nítrico acoplados a metais de transição como transportadores de 
óxido nítrico (NO), sendo úteis no controle de algumas infecções. Assim, o presente 
estudo investigou a atividade protetora da fração de hMM em associação ou não 
com um composto doador de NO ([Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]) e deste composto na PCM 
experimental. A fração de hMM foi obtida pelo fracionamento do CFA de P. 
brasiliensis em coluna de sephadex G-200 e utilizada na imunização dos 
camundongos. Os camundongos Balb/c foram divididos em 7 grupos: a) controle; b) 
Pb (infectado com 1x106 leveduras de Pb18); c) hMM (imunizado com 100μg da 
fração de hMM); d) hMM + Pb (imunizado e infectado); e) [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] 
(tratado com 100μM de [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]); f) Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] 
(infectado e tratado); g) hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (imunizado, infectado e 
tratado). O grau de proteção foi avaliada pela determinação de unidades formadoras 
de colônias (CFU), pela análise histopatológica do pulmão/fígado, pela resposta 
imune celular, pelos níveis de IgG anti-fração de hMM e pela dosagem de NO, após 
28 dias de infecção. Os resultados obtidos demonstraram ausência de CFU e uma 
diminuição deste nos grupos imunizados (hMM, hMM + Pb e hMM + Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]) e no grupo Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], respectivamente, 
em relação ao grupo Pb (p<0.05). Nos cortes histológicos também foi observado 
ausência no grupo imunizado e uma diminuição do número de células fúngicas no 
grupo Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]. Coerente com o CFU e o histológico, houve um 
aumento da resposta celular observado no grupo hMM + Pb em relação ao grupo Pb 
(p<0.05). Por outro lado, foi reduzida no grupo hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] 
(p<0.05). Além disso, os níveis de IgG anti-fração de hMM foram elevados nos 
grupos hMM + Pb e hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] em relação aos demais 
(p<0.05). Os níveis de NO foram significativamente maior no grupo Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] em comparação aqueles somente [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] 
(p<0.05) e deste primeiro em relação ao grupo hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] 
(p<0.05). Adicionalmente, foi analisado o efeito da fração de hMM associada ou não 
com o tratamento [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] sobre macrófagos peritoniais murinos. O 
aumento dos níveis de NO tanto no grupo hMM como no grupo tratado com 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] em relação ao grupo controle (somente macrófagos) ou a 
diminuição dos níveis de NO nos grupos associados com hMM e 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], em relação ao simples tratamento (p<0.05) foi detectado. 
Concluímos que a fração hMM induz proteção com eliminação total de fungos nos 
principais órgãos e, o tratamento com o [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] também induz 
proteção, porém parcial, nas condições do estudo. Tanto a fração hMM como o 
composto [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] induz aumento de nível sérico de NO na PCM 
experimental em camundongos e também induz aumento de produção/liberação de 
NO pelos macrófagos peritoneais murinos, mas diminuição dos níveis por essa 
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associação. A associação da fração de hMM junto com o composto 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] também suprime, parcialmente, a proteção induzida pela 
hMM, possivelmente induzido pela modulação da resposta imune celular, o qual 
requer estudos posteriores. 

Palavras-chave: Hipersensibilidade tardia. Antígeno solúvel. Anticorpos anti-hMM e 
células fúngicas. 

 

ARTICLE: Evaluation of High-Molecular-Mass Fraction of Paracoccidioides 

Brasiliensis and Compound [Ru(Na2)Fe(Cn5)(No)] in Experimental 

Paracoccidioidomycosis 

 

Abstract: Paracoccidioidomycosis (PCM) is a granulomatous disease caused by the 
dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis. Several antigens are detected in cell-
free preparation (CFA) of P. brasiliensis, among these a fraction of hight-molecular-
mass (hMM) showed partial protective effect in experimental PCM. Recent studies 
have demonstrated the use of nitric oxide donor compounds bound to transition 
metals as carries of nitric oxide (NO) are useful in controlling some infections. Thus, 
this study investigated the protective activity of the hMM fraction in combination or 
not with NO donor compound ([Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]) and this compound in 
experimental PCM. The fraction of hMM was obtained by P. brasiliensis CFA 
fractionation in sephadex G-200 columm and used for mice immunization. The Balb/c 
mice were divided into seven groups: a) control; b) Pb (1x106 infected with Pb18 
yeast); c) hMM (immunized with 100μg the fraction of hMM); d) hMM + Pb 
(immunized and infected); e) [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]  (treated with 100μM 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]); f) Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (infected and treated); g) hMM 
+ Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (immunized, infected and treated). The degree of 
protection was assessed by determination of colony forming units (CFU), 
histopathology of lung/liver, the cellular immune response, the levels of IgG fraction 
of hMM and by measuring levels of NO after 28 days of infection. The results showed 
absence of CFU and a decrease in the group immunized (hMM, hMM + Pb and hMM 
+ Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]) and in Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], respectively, 
compared to Pb group (p<0.05). In histological sections it was also observed 
absence in immunized groups and a decreased  fungal cells number in the group Pb 
+ [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]. Consistent with the CFU and the histology, there was an 
increased in the cellular response observed in hMM + Pb group relative to Pb group 
(p<0.05). But by other side, was reduced in group hMM + Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (p<0.05). Moreover, IgG anti- hMM fraction levels were higher 
in groups hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] and hMM + Pb compared to the others 
(p<0.05). NO levels were higher in Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] compared to 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] group (p<0.05) and this first group compared to hMM + Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (p<0.05). Additionally, we analyzed the effect of the hMM 
fraction associated or not with NPS-Ru treatment on murine peritonial macrophages. 
Increased NO levels in the hMM as the [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] treated groups in 
relation to control group (only macrophages) or decreased NO level in hMM and 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] associated groups, in relation to single treatment (p<0.05) 
were detected. We conclude that the fraction of hMM induces protection with 
complete elimination of fungi in the main organs and the treatment with 
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[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] also induces protection, but partial, in the conditions of the 
study. Both the fraction of hMM as compound [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] induces 
increased serum levels of NO in experimental PCM in mice and also induces 
increased production/release of NO by murine peritoneal macrophages, but 
decreased level by its association. The association of hMM fraction together with the 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] compound also partially suppressed the protection induced by 
hMM, possibly induced by modulation of cellular immune response, that require 
further study. 

Keywords: Delayed hypersensitivity. Soluble antigen. Antibodies anti-hMM and 
fungal cells. 

 

4  INTRODUÇÃO 

 

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doença granulomatosa, 

sistêmica e de evolução crônica causada pelo fungo dimórfico Paracoccidioides 

brasiliensis descrito inicialmente por Adolfo Lutz, em 1908. É uma doença endêmica 

na América Latina onde cerca de 10 milhões de pessoas estão infectadas e 2% 

delas, podendo vir a desenvolver a doença (MCEWEN et al., 1995; ALMEIDA et al., 

2003).  

A infecção por P. brasiliensis provavelmente ocorre pela inalação de 

propágulos infectantes e para o desenvolvimento da doença, é imprescindível que 

os conídios alojados nos alvéolos pulmonares passem para a forma de levedura. A 

mudança da fase infectante para a fase patogênica depende do aumento de 

temperatura. Após inalação do fungo nos pulmões, ocorre a formação de lesões que 

podem: (i) regredir com a destruição do fungo, (ii) regredir com fungos latentes ou 

quiescentes podendo desenvolver PCM ativa posteriormente, ou (iii) progredir com o 

desenvolvimento dos sinais e sintomas da PCM (LACAZ, 1994). A doença é 

caracterizada por inflamação granulomatosa, supressão da imunidade celular e altos 

títulos de anticorpos (DIXON et al., 1998). 

Um componente que tem sido estudado na infecção causada por P. 

brasiliensis é um antígeno de alta massa molecular (hMM) produzido pela forma de 

levedura do fungo. Márquez et al. (2005), observaram que o peso molecular desse 

componente é de, aproximadamente, 386kDa e segundo Pavanelli et al. (2007), o 

mesmo apresenta efeito protetor, o qual foi evidenciado pelo menor nível de 

antígenos solúveis em soros de camundongos Balb/c imunizados com a fração de 

hMM, e comprovado pelo menor número de fungos viáveis em pulmão e fígado, 

observados pela análise de CFU.  
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Estudos anteriores demonstraram que macrófagos peritoniais 

murinos ativados com IFN-γ, exercem um efeito fungicida contra as formas de 

levedura e de conídios do P. brasiliensis (CANO et al., 1992; BRUMMER, 1994; 

CANO et al., 1994). Além disso, foi evidenciado que a principal atividade microbicida 

dos macrófagos relaciona-se com a produção de óxido nítrico (NO) e seus 

metabólicos, chamados coletivamente de intermediários reativos de nitrogênio (RIN), 

como o peroxinitrito, que subsequentemente, decompõe-se em moléculas adicionais 

também altamente reativas (BOGDAN et al., 2000; MISSAL et al., 2004). 

Alguns autores têm relatado que a produção enzimática de NO é, 

provavelmente, a principal forma de defesa do sistema imunológico do hospedeiro 

para controlar as infecções causadas por parasitas, tais como Trypanosoma cruzi 

(VESPA et al., 2004), Toxoplasma gondii (LUDER et al., 2003), Plasmodium 

chabaudi (GARNICA et al., 2003) e Leishmania infantum (SALVATI et al., 2001). O 

aumento da concentração de NO também é observado durante as infecções 

causadas por vírus e bactérias como é o caso de Herpes Simplex Vírus (FUJI et al., 

1999) e da Tuberculose (COOPER et al., 2002). 

Recentes pesquisas sobre a fisiopatologia do NO estimularam 

interesse em sua química e bioquímica, embora estudos estivessem limitados 

devido, principalmente, a seu curto tempo de meia-vida. Uma dificuldade em 

entender alguns aspectos da biologia do NO está relacionada à ausência de agentes 

doadores de NO que possam produzi-lo por estimulação externa, que poderia ser 

superada desenvolvendo novos agentes doadores de NO, como os complexos 

nitrosilos metálicos (LUNARDI et al., 2006). 

Muitos trabalhos têm apresentado estratégias para a liberação 

controlada de NO de uma ampla variedade de complexos nitrosilo envolvendo 

alguns metais, principalmente o rutênio. Doadores de NO complexados com rutênio 

como o trans-[RuII(NO+)(NH3)4L]3+ e [RuII(NO+)(Hedta)], são bons modelos para 

avaliar a atividade tripanocida in vitro e in vivo devido a baixa toxicidade, solubilidade 

em água e a estabilidade em meio aquoso na presença de oxigênio, apresentado 

por eles (TOLEDO et al., 2004). Além disso, complexos Ru-NO como cis-(Cl,Cl)-

[RuIICl2(NO+)(terpy)]Cl, tem sido investigado como potencial agente antitumoral, uma 

vez que se a liberação do NO puder ser introduzida dentro das células tumorais, a 

morte celular pode ocorrer (KARIDI et al., 2005).  
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De fato, alguns estudos demonstram que os complexos de rutênio, 

Ru(Ctz)2(H2O)2](PF6)2 e [Ru(Ktz)2(H2O)Cl3], agindo em sinergismo com drogas 

antifúngicas têm se mostrado mais ativos que os correspondentes ligantes livres 

(SANCHEZ-DELGADO et al.,1998; NAVARRO et al., 2000). Ainda assim, estudo 

anterior, demonstrou que complexos de rutênio são capazes de inibir 70% da 

proliferação das formas epimastigotas de T. cruzi (SANCHEZ-DELGADO et al., 

2004). Seguindo esta linha, o [Ru(NH3)4L]n+ foi testado com sucesso como 

transportador de NO in vitro e in vivo (TFOUNI et al., 2003; SILVA et al., 2007), e a 

produção de NO tem sido atribuída como responsável pelo efeito tripanocida de 

macrófagos ativados (TFOUNI et al., 2003). Além disso, Pavanelli et al. (2011), 

demonstraram que camundongos infectados com P. brasiliensis foram mais 

resistentes a infecção e apresentaram uma maior sobrevida destes quando tratados 

com cis-[Ru(bpy)2(NO)SO3](PF6). 

Assim, as características apresentadas por esses tipos de 

compostos são bastante promissores para desenvolvimento de metalofármacos, 

especialmente para combater doenças infecciosas, onde a concentração de NO tem 

que ser alta o suficiente para impedir o desenvolvimento de parasitas, mas não tão 

elevados que cause imunossupressão, inibição dos complexos respiratórios, 

modificações no DNA ou apoptose das células do hospedeiro (BOGDAN, 2001).  

Baseados nos fatos mencionados, consideramos oportuno e 

relevante o estudo dos efeitos da fração de hMM juntamente com o do NO, para 

avaliação da patogenicidade do P. brasiliensis em modelo de infecção experimental 

murina, bem como, o efeito desse tratamento sobre a resposta imune do hospedeiro. 
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5  MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 MANUTENÇÃO DO PATÓGENO 

 

O fungo P. brasiliensis cepa 18 (Pb18) foi cultivado em meio 

Saboraund juntamente com BHI (infusão cérebro-coração) à 35ºC. O material foi 

repicado a cada cinco dias. 

 

5.2 COMPOSTO DOADOR DE ÓXIDO NÍTRICO 

 

Foi utilizado um composto doador de NO, nitroprussiato de sódio 

complexado a molécula de rutênio – [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], que foi sintetizado e 

caracterizado por pesquisadores do Departamento de Química e Física Molecular da 

Universidade de São Paulo-USP/São Carlos e cedido pelo pesquisador responsável 

Dr. Jean Jerley Nogueira da Silva. 

 

5.3 ANIMAIS 

 

Os camundongos fêmeas adultas Balb/c de 6 – 8 semanas (20 a 

25g) foram mantidos no Biotério do laboratório de Imunologia do Departamento de 

Ciências Patológicas, CCB – UEL. Os animais foram mantidos separadamente em 

gaiolas de tamanho aproximado de 40cm² (máximo 6 animais por gaiolas), em salas 

isoladas, ambiente climatizado com alimentação ad Libitum, ração peletizada e 

esterilizada e iluminação controlada. Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética 

de Pesquisa Animal da Universidade Estadual de Londrina (CEEA Nº 114/09, 

processo nº 35356/2009). 

 

5.4 OBTENÇÃO DE ANTÍGENOS DE P. BRASILIENSIS 

 

O antígeno cell-free (CFA) de Pb18 foi obtido de acordo com 

Camargo et al. (1991), modificado pela adição de fluoreto de fenilmetilsulfonil 

(PMSF). Após cultivo, Pb18 foi colocado PBS (tampão fosfato salina) 0,15M e pH 7.4 

com o inibidor de protease, PMSF a 1mM (Sigma), e solução de thimerosol a 0,02%. 
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Homogeinizou-se em vórtex durante 10 minutos e a seguir centrifugado a 10726x g 

a 4ºC por 20 minutos. Uma amostra de sobrenadante foi coletada e a concentração 

protéica do CFA obtido foi realizada de acordo com Lowry et al., 1951 com algumas 

modificações. Nas amostras de CFA foram adicionados o reativo cúprico (proteína 1: 

10% Na2CO3 + 0.5M NaOH, proteína 2: 2% Tartarato de sódio e potássio e proteína 

3: 2 % CuSO4 . 5H2O) e o reagente de Folin-Ciocalteau. Foram deixadas em banho 

maria a 50ºC por 10 minutos e posteriormente lidas por espectrofotômetro (Spectrum 

SP-2000 UV) a 660nm. A seguir, o CFA foi aliquotado e armazenado em freezer - 

80ºC até o momento do uso. 

 

5.5 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE SEPHADEX G-200 

 

Cerca de 4mL a 6mL das amostras de CFA foram aplicados em 

coluna de sephadex G-200 seguida de eluição em PBS 0,15M e pH 7.4. As frações 

obtidas pelo coletor automático de frações (Analítica, Nova Analítica, São Paulo, SP, 

Brasil) foram analisadas por espectrofotômetro (Spectrum SP-2000 UV) em 

comprimento de onda de 280nm. Nesse processo foi obtida a fração de alta massa 

molecular (hMM – de, aproximadamente, 380kDa) e a concentração protéica foi 

determinada de acordo com Lowry et al. (1951). 

 

5.6 WESTERN BLOTTING 

 

As frações obtidas pela cromatografia em coluna de Sephadex G-

200 e o padrão de proteína de massa molecular (Bio-Rad 161-0375), foram 

submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 7,5%. Após eletroforese, foi 

realizada a transferência das proteínas do gel para a membrana de nitrocelulose, por 

eletroforese em tampão Tris-HCl-metanol a 23V overnight e 1 hora antes do término, 

a 60V. A membrana foi bloqueada por 1 hora em temperatura ambiente com tampão 

bloqueio (leite em pó 5%, tween 0,5% e PBS) e lavada com tampão lavagem (leite 

em pó 0,5%, tween 0,05% e PBS). Em seguida, fez-se a incubação por 2 horas à 

37ºC com pool de soro de pacientes PCM, previamente selecionados, diluídos 1:40 

seguido de lavagens e incubação com conjugado peroxidade de coelho anti-IgG 

humano (Sigma A-8775 Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) diluído 1:2000 em 

tampão diluição (leite em pó 0,05% e PBS) e incubadas por 2 horas à 37ºC. Após 
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lavagem, a membrana foi revelada com TMB (Zimed cat. N000-2019 Zimed, S. San 

Francisco, CA, USA) e o resultado foi analisado com o software Lablmage 1D 2006 

(Loccus Biotecnologia, São Paulo, SP, Brasil) 

 

5.7 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

 

Camundongos fêmeas Balb/c foram divididos em 7 grupos (n=6): a) 

controle, b) infectados com 1x106 de leveduras viáveis de Pb18, c) imunizados com 

100μg da fração de hMM, d) imunizados e infectados com 1x106 de leveduras 

viáveis de Pb18, e) tratados com 100μM de [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], f) infectados e 

tratados com [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] e g) imunizados, infectados e tratados com 

[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]. 

 

5.7.1 Imunização dos Animais 

 

Primeiramente, três grupos de camundongos foram imunizados com 

100μg da fração de hMM pela via subcutânea (s.c), os quais receberam três doses, 

sendo a primeira com adjuvante completo de Freund e mais duas doses, com 

intervalos de 15 dias, com adjuvante incompleto de Freund. Os animais não 

imunizados receberam apenas PBS estéril. 

 

5.7.2 Infecção dos Animais 

 

Após 45 dias da imunização, quatro grupos de camundongos foram 

infectados com 100μL contendo 1x106 de leveduras viáveis de Pb18 por via 

endovenosa (e.v). Os animais não infectados receberam apenas PBS estéril. 

 

5.7.3 Tratamento dos Animais 

 

Após 1 hora da infecção, três grupos de camundongos foram 

tratados com 100μL [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], na concentração de 100μM, pela via 

intraperitonial (i.p), diariamente, por 28 dias. Foram utilizados camundongos tratados 

com PBS como controle. 
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Após 28 dias de infecção e tratamento, os camundongos foram 

eutanasiados, o soro e os órgãos (pulmão e fígado) foram devidamente coletados e 

armazenados para as análises dos níveis de anticorpos solúveis no soro, dosagem 

de NO, das CFU, além da análise histopatológica. 

 

 

 

5.8 UNIDADES FORMADORAS DE COLÔNIAS (CFU) 

 

Após terem sido eutanasiados, o pulmão direito e parte do fígado de 

cada camundongo foram retirados, macerados e homogeneizados em PBS estéril 

(0,2g de órgão/mL). Em seguida, 50μL do homogenato foram submetidos à 

determinação do CFU, sendo que cada amostra foi distribuída em placas de Petri 

com meio de isolamento para P. brasiliensis (Ágar BHI enriquecido com 4% de soro 

bovino fetal, garamicina e 5% de filtrado de cultura de Pb18). As placas foram 

incubadas em estufa de 37ºC por 15 dias. Ao término do período de incubação, o 

número de CFU de P. brasiliensis foi contado visualmente. 

 

5.9 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA DOS ÓRGÃOS 

 

Para avaliação histopatológica, o pulmão esquerdo e parte do 

fígado, foram removidos dos animais dos diferentes grupos e fixados em solução de 

formalina tamponada (0,05M NaH2PO4, 0,05M Na2PO4, água destilada e 10% de 
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formol 37%, pH 7.0). Após fixação por 24 horas, foram submetidos a procedimentos 

rotineiros para inclusão em parafina e cortes de 5μm de espessura (semi-seriados), 

os quais foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE) para as análises estruturais e 

da resposta inflamatória e analisadas, posteriormente, em microscópio óptico. Foram 

observadas as lâminas, de todos os camundongos utilizados no experimento, em 

sua área total. 

 

5.10 REAÇÃO DE HIPERSENSIBILIDADE TARDIA (DTH) 

 

Para determinar a DTH, 24 horas antes de serem sacrificados, os 

camundongos receberam uma inoculação subcutânea com 50μL na concentração 

de 7,5μg da fração de hMM no coxim da pata traseira esquerda. Como controle, foi 

inoculado PBS estéril na pata traseira direita. A extensão do infiltrado inflamatório foi 

avaliado através da medida da pata utilizando paquímetro (Mitotoyo, draper 0-25mm 

Micrometer, Tokyo, Japan) e a área relativa do aumento da pata foi calculada pela 

fórmula A=π.d2/4 (onde A= área de um círculo plano; π= 3,14; d= medida obtida no 

paquímetro) e avaliada comparando-se com o controle. 

 

5.11 ELISA PARA DETECÇÃO DE IGG ANTI-HMM 

 

Placas de 96 orifícios foram sensibilizadas com 25μg/mL da fração 

de hMM (100μL/orifícios), diluídas em tampão carbonato-bicarbonato e incubadas 

por 1 hora à 37ºC e depois overhight a 4ºC. Após esse período, as placas foram 

lavadas 4 vezes em tampão de lavagem (leite em pó 0,5%, tween 0,05% e PBS), 

bloqueadas por 1 hora em tampão bloqueio (leite em pó 5%, tween 0,5% e PBS) à 

temperatura ambiente. Após 4 novas lavagens, as amostras de soro foram 

distribuídas em duplicatas (100μL/mL), diluídas 1:10 em tampão de diluição (leite em 

pó 0,05% e PBS) e incubadas por 2 horas à 37ºC. 

Após 4 novas lavagens, foram adicionado 100μL/orifício de 

conjugado peroxidase anti-IgG de camundongo (Sigma A-8924 Sigma Chemical Co., 

St. Louis, MO, USA), diluído em tampão de diluição  a 1:4000 e, em seguida,  

novamente incubadas por 1 hora e 30 minutos à 37ºC. As placas foram lavadas 

novamente com tampão de lavagem e adicionado 100μL de solução reveladora 
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(tampão citrato, OPD e H2O2). A reação foi interrompida cerca de 15 minutos com 

50μL de H2SO4 4N seguida de leitura em Multiskan  EX (Uniscience – Labsystems, 

Helsinki, Filand) a 492nm. 

 

5.12 EFEITO DA FRAÇÃO DE HMM E DO [RU(NA2)FE(CN5)(NO)] NA PRODUÇÃO DE NO 

PELOS MACRÓFAGOS PERITONIAIS MURINOS 

 

Seis camundongos Balb/c foram anestesiados com éter etílico e 

administrado na cavidade peritonial, 3mL de meio de cultura de células RPMI-1640 

incompleto (Sigma). Após massagem leve local, durante 10 minutos, os 

camundongos foram sacrificados via analgesia inalatória seguida por deslocamento 

cervical.  As células obtidas da cavidade peritonial foram depositadas em placas de 

Petri e incubadas por 1 hora a 37ºC, seguidas de três lavagens consecutivas com 

RPMI-1640 pré-aquecido a 37ºC. As células aderentes foram tratadas com solução 

de EDTA 0,05%, coletadas, lavadas via centrifugação a 3000 rpm por 5 minutos, 

ressuspendidas em  meio RPMI-1640 completo (suplementado com 10% de soro 

bovino fetal) gelado, e contadas em câmara de Neubauer.  

As células obtidas no procedimento anterior, foram depositadas 

sobre lamínulas estéreis presente nos orifícios das microplacas (24 wells) (1x106 

células) e, em seguida, incubadas à 37ºC em atmosfera de ar umidificada contendo 

5% de CO2 na presença de 5μg, 15μg e 45μg da fração de hMM e diferentes 

concentrações de [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (5μM, 15μM e 45μM), separadamente, por 

24 horas. Após este período, foi adicionado o fungo (1x106 leveduras viáveis de Pb 

18) e as diferentes concentrações da droga em associação com as diferentes 

concentrações de hMM e incubadas, novamente, por 24 horas. Todas as amostras 

foram feitas em triplicata e os níveis de NO do sobrenadante foram detectadas 

conforme item 5.15. 

 

5.13 DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DE ÓXIDO NÍTRICO 

 

A produção de NO foi quantificada pelo acúmulo de nitrito presentes 

nos sobrenadantes das amostras, de acordo com Panis et al. (2010) com algumas 

modificações. Previamente, os sobrenadantes e os soros dos experimentos in vitro e 

in vivo, respectivamente, foram desproteinizadas pela adição de 50μL de ZnSO4 a 
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75mM e 70μL de NaOH, agitadas e centrifugadas a 8939x g à 25ºC por 5 minutos. 

Foram coletas os sobrenadantes das amostras e diluídas em tampão glicina (45g/L 

pH 9.7) durante 5 minutos. Os grânulos de cádmio foram lavados em água destilada 

estéril e adicionado a uma solução de CuSO4 a 5mM em tampão glicina-NaOH 

(15g/L pH 9.7) durante 5 minutos. Os grânulos acoplados com cobre ativados foram 

adicionados ao sobrenadante diluído em tampão glicina e agitado por 10 minutos. 

Alíquotas de 200μL foram colocadas em tubos apropriados para determinação de 

nitrito e, adicionados a ele, o mesmo volume de reagente de Griess. Após 10 

minutos de incubação em temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados a 

8939x g à 25ºC por 2 minutos e colocados em microplacas de 96 poços, em 

triplicata. A concentração de nitrito foi determinada em referência à curva padrão de 

7,8μM a 250μM de NaNO2 e a absorbância foi determinada pela leitura da 

microplaca em 550nm.  

A porcentagem de inibição da produção de NO foi determinada pela 

fórmula: 100 – ([média da produção de NO/controle positivo] x 100). 

 

5.14 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Foi realizada análise de variância (ANOVA) pelo teste de Tukey-

Kramer utilizando o programa Graphpad Prism 4.0. Os valores foram descritos pela 

média ± desvio padrão, e os resultados, considerados significativos, quando p<0.05 
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6  RESULTADOS 

 

6.1 PERFIL ESPECTROFOTOMÉTRICO DA FRAÇÃO DE CFA E WESTERN BLOTTING 

 

As frações de CFA que foram obtidas pelo coletor automático de 

frações foram analisadas em leitura em espectrofotômetro a 280nm e a fração F11 

(*) foi considerada como a fração de hMM (fig. A). Logo após, foi realizada a 

eletroforese seguida da transferência em membrana de nitrocelulose para 

caracterização da fração de hMM (fig. B).  

 

 

Figura 1 – Perfil espectrofotométrico a 280nm da fração cromatográfica de CFA 
em sephadex G-200 e western blotting. A) As frações obtidas pelo 
coletor automático de frações foram lidas a 280nm e a fração F11 (*) 
foi considerada como a fração de hMM. B) A fração F11 foi analisada 
por western blotting utilizando um padrão de peso molecular (MM) 
(Bio-Rad 161-0375) e revelada com TMB. Sendo 1: F11-SDS-PAGE; 
2: F11-WB e 3: MM.  

    A)                                                                                                B)[ 

 

 

6.2 UNIDADE FORMADORA DE COLÔNIAS (CFU) 

 

Os resultados de CFU de pulmão dos camundongos que foram 

previamente imunizados com a fração de hMM, infectado com Pb18 (hMM + Pb) e 
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quando tratados com o composto (hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]), não 

apresentaram crescimento de fungos (Fig. A) durante os 28 dias de infecção. O 

mesmo foi observado no CFU de fígado (fig. B). 

Quando comparamos o grupo Pb com o grupo Pb + 

[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], podemos observar uma diminuição das colônias formadas, 

indicando que o composto doador exerceu um feito benéfico na infecção por P. 

brasiliensis tanto no pulmão como no fígado (p<0.05) (fig. A e B). 

 

Figura 2 – Determinação quantitativa de CFU de P. brasiliensis em 
pulmão e fígado. Grupos de camundongos Balb/c (n=6): Pb: 
infectado com 1x106 leveduras de Pb18; hMM: imunizado com 
100μg da fração de hMM; hMM + Pb: Imunizado e infectado 
com Pb18; [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]: tratado com 100μM de 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]; Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]: infectado e 
tratado; hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]: imunizado, 
infectado e tratado. A) Pulmão: diferença significativa entre o 
grupo Pb x grupo Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (*p<0.05). B) 
Fígado: diferença significativa entre o grupo Pb x grupo Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (*p<0.05).  

                 A)                                                                B) 

              

 

6.3 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA DO PULMÃO E FÍGADO 

 

Os camundongos do grupo Pb apresentaram, tanto no pulmão como 

no fígado, dano focal com granulomas circunscritos e bem definidos, com presença 

de fungos viáveis em seu interior (fig. 3A e 4A). Já no grupo hMM + Pb, não houve 

formação de granulomas e sim um grande infiltrado celular em ambos os órgãos (fig. 

3B e 4B). No grupo Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], foi observado, no pulmão, um grande 
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infiltrado celular com a presença de fungos dispersos (setas) (fig. 3C), e no fígado, 

houve a formação de um número reduzido de granulomas e de fungos em seu 

interior (fig. 4C). Além disso, no grupo hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], foi 

demonstrado, no pulmão, infiltrado celular com formação de pequenos granulomas 

sem observação de fungos no tecido (fig. 3D). Já no fígado, houve a formação de 

um número reduzido de granulomas e de fungos em seu interior (fig. 4D) (tabela1). 

 

Figura 3 – Avaliação histopatológica do pulmão em camundongos Balb/c 
infectados com P. brasiliensis. A) Grupo Pb (infectado com 1x106 
leveduras de Pb18) mostrando granuloma confluente com muitas 
células de leveduras viáveis (200x); B) Grupo hMM + Pb 
(imunizado com 100μg da fração de hMM e infectado com Pb18) 
mostrando um grande infiltrado celular (100x); C) Grupo Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (infectado e tratado com 100μM 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]) mostrando um grande infiltrado celular 
com presença de fungos dispersos (setas) (200x) e D) Grupo 
hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (imunizado, infectado e 
tratado) mostrando infiltrado celular com pequenos granulomas 
sem a presença de fungos (100x). 
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Figura 4 – Avaliação histopatológica do fígado em camundongos Balb/c 
infectados com P. brasiliensis. A) Grupo Pb (infectado com 1x106 
leveduras de Pb18) mostrando granuloma confluente com muitas 
células de leveduras viáveis (200x); B) Grupo hMM + Pb 
(imunizado com 100μg da fração de hMM e infectado com Pb18) 
mostrando um grande infiltrado celular (200x); C) Grupo Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (infectado e tratado com 100μM 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]) mostrando a presença de granulomas 
com número reduzido de fungos em seu interior (200x) e D) 
Grupo hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (imunizado, infectado e 
tratado) mostrando a presença de granulomas com  número 
reduzido de fungos em seu interior (200x). 
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Tabela 1 – Quantificação de granulomas e de células fúngicas presentes 
nos cortes histológicos de pulmão e fígado de camundongos 
tratados ou não com hMM e/ou [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] e 
infectados com P. brasiliensis.  

Média do número de granulomas em pulmão e fígado 

 Nº de granulomas 

Grupos Pulmão Fígado 

Pb 2,40 ± 0,245 22,00 ± 1,817 

hMM + Pb 0 0 

Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] 0 15,8 ± 2,311* 

hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] 1,20 ± 0,490 2,21 ± 0,374* 

Média do número de células fúngicas em granulomas de pulmão e 

fígado 

 Pulmão      Fígado 

Pb 54,6 ± 2,768    35,6 ± 3,234 

hMM + Pb 0 0 

Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] 32,4 ± 4,214** 25,3 ± 1,985*** 

hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] 0 13,4 ± 4,974** 

Representações da média do número de granulomas e de células fúngicas 
presentes nos granulomas de camundongos infectados com P. brasiliensis. Grupos 
de camundongos (n=6): Pb: infectado com 1x106 leveduras de Pb18; hMM + Pb: 
Imunizado com 100μg da fração de hMM e infectado com Pb18; Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]: infectado e tratado com 100μM [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]; hMM + Pb 
+ [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]: imunizado, infectado e tratado. Os valores foram calculados 
comparando a média de granulomas nos grupo Pb x hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] 
(*p<0.001) e Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (*p<0.001) 
presentes no fígado e quanto a média de células fúngicas, no pulmão, nos grupos Pb x Pb 
+ [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (**p<0.01) e nos grupos Pb x Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] 
(***p<0.05) e Pb x hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] presentes no fígado (**p<0.05). Não 
houve diferença na média dos granulomas entre os grupos Pb x hMM + Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (p>0.05) presentes no pulmão e entre Pb x Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] presentes no fígado (p>0.05). Na média de células fúngicas Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (p>0.05) presentes no fígado. 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 

6.4 REAÇÃO DE HIPERSENSIBILIDADE TARDIA (DTH) 

 

Os resultados da reação de hipersensibilidade tardia, demonstraram 

aumento da resposta inflamatória em mm sendo significativo (p<0.05) nos grupos 

hMM, hMM + Pb, [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] e hMM + Pb + 

[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] em relação ao grupo controle. Além disso, houve aumento na 

resposta entre os grupos hMM e hMM + Pb quando comparado com o grupo Pb 

(*p<0.05) e entre hMM + Pb em relação ao grupo hMM + Pb + 

[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (†p<0.05). Não foi observada diferença nos grupos hMM x 

hMM + Pb; [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] e Pb + 

[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (p>0.05) (fig. 5). 

 

Figura 5 – Avaliação da resposta imune celular em camundongos Balb/c infectados 
com P. brasiliensis. Resposta em mm, 24 após inoculação s.c. da fração 
de hMM (7,5μg) em grupos de camundongos Balb/c (n=6): Pb: infectado 
com 1x106 leveduras de Pb18; hMM: imunizado com 100μg da fração de 
hMM; hMM + Pb: Imunizado e infectado com Pb18; 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]: tratado com 100μM [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]; Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]: infectado e tratado; hMM + Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]: imunizado, infectado e tratado. Diferença 
significativa nos grupos hMM, hMM + Pb, [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] e hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x controle 
(p<0.05); hMM e hMM + Pb x Pb (*p<0.05) e hMM + Pb x hMM + Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (†p<0.05). Não houve diferença entre hMM x 
hMM + Pb; [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] e Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (p>0.05). 
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6.5 ELISA PARA DETERMINAÇÃO DO NÍVEL DE IGG ANTI-FRAÇÃO DE HMM 

 

Os resultados de ELISA demonstraram níveis elevados de 

anticorpos anti-fração hMM expresso em densidade óptica (D.O.) nos grupos: Pb, 

hMM + Pb, Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]  e hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], após 

28 dias de infecção, em relação ao grupo controle (p<0.05) e, como esperado, entre 

o grupo hMM e controle (p<0.05). Foram observadas também diferenças 

significativas entre o grupo hMM + Pb e grupo hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] 

em relação ao grupo Pb (*p<0.05); destes mesmo grupos em relação ao grupo hMM 

(†p<0.05) e entre hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] 

(§p<0.05). Não foi observada diferença significativa entre os grupos hMM e Pb + 

[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x Pb e entre hMM + Pb x hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]  

(p>0.05) (fig. 6). 
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Figura 6 – Determinação de níveis séricos de IgG anti-hMM de P. brasiliensis em 
camundongos Balb/c. Resultados de ELISA, expressos em D.O. a 
492nm, em grupos de camundongos Balb/c (n=6): Pb: infectado com 
1x106 leveduras de Pb18; hMM: imunizado com 100μg da fração de 
hMM; hMM + Pb: Imunizado e infectado com Pb18; 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]: tratado com 100μM [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]; Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]: infectado e tratado; hMM + Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]: imunizado, infectado e tratado, após 28 dias de 
infecção. Diferença significativa nos grupos Pb, hMM, hMM + Pb, Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] e hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x o grupo 
controle (p<0.05). Entre os grupos hMM + Pb e hMM + Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x o grupo Pb (*p<0.05); hMM + Pb e hMM + Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x o grupo hMM (†p<0.05) e entre hMM + Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (§p<0.05). Não 
houve diferença entre hMM e Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x Pb e entre 
hMM + Pb x hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (p>0.05). 
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6.6 NÍVEIS DE ÓXIDO NÍTRICO IN VITRO E IN VIVO 

 

6.6.1 Níveis Séricos de Óxido Nítrico em Camundongos Balb/c 

 

Os resultados obtidos pela dosagem sérica de NO após 28 dias de 

infecção, demonstraram aumento nos níveis de NO nos grupos: Pb, hMM, hMM + 

Pb, [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] e hMM + Pb + 

[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x controle (p<0.05); Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x 

[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (*p<0.05) e Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x hMM + Pb + 

[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (†p<0.05). Não foi observada diferença entre os grupos hMM, 

hMM + Pb, [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] e hMM + Pb + 

[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x Pb (p>0.05) (fig. 7). 

 

Figura 7 – Determinação de níveis séricos de NO em camundongos Balb/c 
infectados com P. brasiliensis. Grupos de camundongos Balb/c (n=6): 
Pb: infectado com 1x106 leveduras de Pb18; hMM: imunizado com 
100μg da fração de hMM; hMM + Pb: Imunizado e infectado com Pb18; 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]: tratado com 100μM [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]; Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]: infectado e tratado; hMM + Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]: imunizado, infectado e tratado. Diferença 
significativa entre os grupos Pb, hMM, hMM + Pb, 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] e hMM + Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]  x grupo controle (p<0.05). Grupo Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (*p<0.05) e entre Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x hMM + Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (†p<0.05). 
Não houve diferença entre os grupos hMM, hMM + Pb, 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] e hMM + Pb + 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] x Pb (p>0.05). 
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6.6.2 Níveis de Óxido Nítrico em Sobrenadante de Macrófagos Peritoneais Murinos 

Sensilizados com hMM 

 

Os resultados obtidos pela dosagem de NO in vitro, após 24 horas 

de incubação, demonstraram aumento nos níveis de NO nos grupos: Pb, hMM5, 

hMM5 + Pb, hMM15, hMM15 + Pb, hMM45, hMM45 + Pb x controle (p<0.05); hMM15 x 

hMM15 + Pb (*p<0.05); hMM45 x hMM45 + Pb (†p<0.05); hMM15 + Pb, hMM45 + Pb x 

hMM5 + Pb (§p<0.05); e hMM5, hMM15 e hMM45 x Pb (#p<0.05). Não foi observada 

diferença entre os grupos hMM15 + Pb e hMM45 + Pb x Pb; hMM15 e hMM45 x hMM5; 

e hMM5 x hMM5 + Pb (p>0.05) (fig. 8). 

 

 

Figura 8 – Determinação de níveis de NO em sobrenadante de macrófagos 
peritoneais murinos sensibilizados com a fração de hMM. Resultado de 
dosagem de NO, expresso em mM, em sobrenadante de macrófagos 
peritoneais murinos sensibilizados com a fração de hMM nas três 
diferentes concentrações de hMM (5μg: hMM5, 15μg: hMM15 e 45μg: 
hMM45), associados ou não com as leveduras de Pb18 (1x106) (hMM5 + 
Pb, hMM15 + Pb e hMM45 + Pb), após 24 horas de incubação. Controle: 
somente macrófagos (1x106). Diferença significativa entre os grupos Pb, 
hMM5, hMM5 + Pb, hMM15, hMM15 + Pb, hMM45, hMM45 + Pb x controle 
(p<0.05); hMM15 x hMM15 + Pb (*p<0.05), hMM45 x hMM45 + Pb 
(†p<0.05); hMM15 + Pb, hMM45 + Pb x hMM5 + Pb (§p<0.05) e hMM5, 
hMM15 e hMM45 x Pb (#p<0.05). Não houve diferença entre os grupos 
hMM15 + Pb e hMM45 + Pb x Pb; hMM15 e hMM45 x hMM5 e hMM5 x 
hMM5 + Pb (p>0.05). 
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6.6.3 Níveis de Óxido Nítrico em Sobrenadante de Macrófagos Peritoneais Murinos 

Tratados com [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] 

 

Os resultados de dosagem de NO em sobrenadante de macrófagos 

após 24 horas de incubação com 5μM de [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (NPS-Ru5), 15μM  

(NPS-Ru15) e 45μM (NPS-Ru45) demonstraram aumento no nível de NO em relação 

ao grupo controle (p<0.05), o mesmo ocorrendo com a incubação com as formas de 

leveduras de Pb18 (NPS-Ru5 + Pb, NPS-Ru15 + Pb e NPS-Ru45 + Pb) e o grupo Pb 

em relação ao grupo controle (p<0.05). No entanto, houve diminuição nos níveis de 

NO quando NPS-Ru5, NPS-Ru15, NPS-Ru45 foram incubadas com  as formas de 

leveduras de Pb18 em relação ao grupo Pb (*p<0.05). Não foi observada diferença 

dos grupos NPS-Ru5, NPS-Ru5 + Pb, NPS-Ru15, NPS-Ru15 + Pb, NPS-Ru45 e NPS-

Ru45 + Pb entre si (p>0.05) (fig. 9). 

 

Figura 9 – Determinação de níveis de NO em sobrenadante de macrófagos 
peritoneais murinos tratados com [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]. Resultado de 
dosagem de NO, expresso em mM, em sobrenadante de macrófagos 
peritoneais murinos tratados com 5μM de + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] 
(NPS-Ru5), 15μM (NPS-Ru15) e 45μM (NPS-Ru45) associados ou não 
com as formas leveduriformes de Pb18 (NPS-Ru5 + Pb, NPS-Ru15 + Pb 
e NPS-Ru45 + Pb), após 24 horas de incubação. Controle: somente 
macrófagos (1x106). Diferença significativa entre os grupos NPS-Ru5, 
NPS-Ru5 + Pb, NPS-Ru15, NPS-Ru15 + Pb, NPS-Ru45, NPS-Ru45 + Pb e 
Pb x grupo controle (p<0.05); grupos NPS-Ru5, NPS-Ru5 + Pb, NPS-
Ru15, NPS-Ru15 + Pb, NPS-Ru45, NPS-Ru45 + Pb x grupo Pb (*p<0.05). 
Não houve diferença entre os grupos NPS-Ru5, NPS-Ru5 + Pb, NPS-
Ru15, NPS-Ru15 + Pb, NPS-Ru45 e NPS-Ru45 + Pb (p>0.05). 
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6.6.4 Inibição dos níveis de óxido nítrico em sobrenadante de macrófagos murinos 

sensibilizados com hMM e tratados com [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] na presença 

de P. brasiliensis 

 

Os resultados obtidos pela associação de hMM, [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] 

e Pb nas três diferentes concentrações, in vitro, após 48 de sensibilização e 

tratamento, demonstraram que houve uma inibição na produção de NO em todas as 

associações. Porém, quando observamos estes mesmos grupos entre si, foi 

observada uma leve diminuição da porcentagem de inibição quando observamos o 

grupo hMM45 + NPS-Ru45 + Pb.  
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Figura 10 – Porcentagem de inibição dos níveis de NO em sobrenadante de 
macrófagos murinos sensilizados com hMM e tratados com 
[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] na presença de P. brasiliensis. Porcentagem de 
inibição dos níveis de NO em sobrenadante de macrófagos peritoneais 
murinos tratados com a fração de hMM nas três diferentes 
concentrações de hMM (5μg: hMM5, 15μg: hMM15 e 45μg: hMM45) 
associadas a [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] nas três concentrações (5μM: 
NPS-Ru5, 15μM: NPS-Ru15 e 45μM: NPS-Ru45) e na presença de 
leveduras de Pb18 (1x106), após 24 horas de incubação. Controle 
negativo: somente macrófagos (1x106) e controle positivo: somente 
leveduras de Pb18. % inibição: 100 – ([média da produção de 
NO/controle positivo] x 100). 
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7  DISCUSSÃO 

 

Os conhecimentos de mecanismos que possam modular uma 

resposta imune adequada e efetiva poderão contribuir para o desenvolvimento de 

processos imunoterápicos no tratamento da PCM, doença que afeta milhões de 

pessoas na América Central e Sul. 

É neste conceito e considerando o potencial de utilização da fração 

de hMM de P. brasiliensis como vacina (PAVANELLI et al., 2007), e dos compostos 

doadores de NO acoplados à metais de transição como o rutênio, os quais exercem 

efeito microbicida contra vários microrganismos, mostrando serem mais efetivos que 

os doadores convencionais (SANCHEZ-DELGADO et al.,1998; NAVARRO et al., 

2000), que o presente trabalho analisou a atividade protetora da fração de hMM em 

associação com um composto doador de NO [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] e deste 

composto na PCM experimental em camundongos Balb/c. 

A ausência de fungos no pulmão e fígado observados pela técnica 

de CFU bem como pela análise histopatológica, em camundongos previamente 

imunizados com fração de hMM e a intensa resposta de DTH, demonstraram um 

papel protetor da fração de hMM na PCM experimental em camundongos Balb/c. 

Essa proteção foi mais eficiente que observado por Pavanelli et al. (2007), onde 

ainda foi possível observar fungos viáveis nos animais imunizados, possivelmente, 

este fato, seja devido a utilização da fração de hMM mais purificada.  

A diminuição no número de CFU de P. brasiliensis e do número de 

fungos nos cortes histológicos tanto no pulmão como no fígado de camundongos 

tratados com [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] (Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]), composto ainda 

não avaliado na PCM, também sugerem que o mesmo apresente papel protetor na 

PCM experimental em camundongos, todavia seu efeito parece ser inferior a da 

fração hMM. Essa eficiência, possivelmente, está relacionada com os altos níveis 

séricos de NO observados em nosso estudo, já que não houve uma maior indução 

da resposta imune humoral e celular, pelo [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], em relação ao 

grupo infectado. Em estudo anterior, Pavanelli et al. (2011), utilizando um composto 

doador de NO acoplado a molécula de rutênio, cis-[Ru(bpy)2(NO)SO3](PF6), 

demonstraram que também não houve uma eficiente resposta imune celular nos 

grupos infectados com P. brasiliensis e tratados com o composto, utilizando 

exoantígeno o qual contém uma variedade de antígenos de P. brasiliensis.  
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Evidências mostram que a formação do granuloma, induzido pela 

infecção por P. brasiliensis, está intimamente relacionado com a resposta imune do 

hospedeiro. Na PCM, a formação do granuloma e o controle eficiente da proliferação 

fúngica em seu interior, estão a favor de uma resposta imune celular 

(MONTENEGRO et al., 1994). A análise de cortes histológicos de pulmão e fígado 

de animais previamente imunizados com hMM, demonstraram ausência de 

granulomas nesses órgãos. Possivelmente, a não indução de resposta 

granulomatosa se deve a eliminação do fungo na fase inicial de infecção, pois além 

da não detecção do fungo nesses tecidos, o resultado de CFU também foi negativo. 

Já nos animais infectados e tratados com [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] foi observado um 

infiltrado celular com a presença de fungos dispersos no tecido e formação de um 

número reduzido de granulomas e de fungos viáveis, respectivamente, no pulmão e 

fígado desses animais, sendo coerentes com os dados observados no CFU. Este 

resultado está de acordo com estudo anterior, o qual demonstrou que complexos de 

rutênio foram capazes de inibir 70% da proliferação das formas epimastigotas de T. 

cruzi (SANCHEZ-DELGADO et al., 2004).  

No caso do fungo P. brasiliensis, a resistência à infecção depende, 

principalmente, da imunidade celular do hospedeiro (CALICH et al., 1998; 

POLONELLI et al., 2000), sendo que os macrófagos ativados por IFN- apresentam 

importante papel na resistência na PCM (BRUMMER et al., 1994; CANO et al., 1998; 

KURITA et al., 1999). Em geral, a principal atividade microbicida dos macrófagos 

relaciona-se com a produção de NO e seus metabólicos (RIN) como o peroxinitrito, 

que subsequentemente decompõe-se em moléculas adicionais também altamente 

reativas (BOGDAN et al., 2000; MISSAL et al., 2004). Especificamente, uma ação 

fungicida do NO sobre o P. brasiliensis foi observada in vitro por Gonzalez et al. 

(2000) utilizando cultura de macrófagos murinos ativados por IFN-γ e Nascimento et 

al. (2002) confirmaram o papel fungicida do NO na PCM experimental por meio da 

utilização de camundongos geneticamente deficientes para o gene da iNOS.  

Considerando a intensa resposta a fração hMM em camundongos 

previamente imunizados e infectados com P. brasiliensis em relação aos infectados 

e tratados com [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], foi realizada a dosagem sérica de NO e os 

resultados demonstraram níveis elevados de NO em animais imunizados bem como 

em animais tratados com [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], sendo mais evidente em animais 

infectados e tratados com [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]. Considerando que nesse último 
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grupo a proteção foi parcial, sugere que no grupo imunizado, além de NO, outros 

mecanismos de defesa devem ter contribuído para a eliminação do fungo nos 

órgãos avaliados. Adicionalmente, Pavanelli et al. (2011), observaram que os níveis 

séricos de NO nos animais infectados com P. brasiliensis e tratados com cis-

[Ru(bpy)2(NO)SO3](PF6), não apresentaram diferença significativa em relação ao 

grupo infectado nos 20 dias de infecção, sendo somente significativo no grupo 

avaliado após 40 dias. Mesmo assim, nos dois trabalhos foram verificados que os 

compostos utilizados reduziram o número de células fúngicas em ambos os órgãos, 

demonstrando que o NO foi capaz de matar o fungo e, consequentemente, controlar 

a multiplicação do parasita. Todavia, no presente trabalho, são necessários estudos 

adicionais com a dosagem de NO tanto no período anterior como por um período 

superior aos 28 dias de infecção e tratamento. 

A investigação da associação entre imunização com a fração de 

hMM e tratamento com [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] resultou em CFU negativo, mas com 

presença de granulomas e de fungos nos cortes histológicos nos órgãos analisados, 

além de menor resposta de DTH em relação aos grupos imunizados e menor níveis 

séricos de NO que o grupo infectado e tratado com [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]. Esses 

resultados sugerem uma modulação da resposta imune celular pela ação do 

[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], suprimindo a resposta induzida por hMM e também uma 

supressão na produção de NO pelo processo de imunização com a fração hMM. 

Considerando que além de ter efeitos protetores no hospedeiro, o NO está envolvido 

também na imunossupressão. Essa atividade imunossupressora do NO tem sido 

relatada in vitro e em diversos modelos de infecção in vivo, incluindo Toxoplasma 

gondii (CANDOLFI et al., 1994), Listeria monocytogenes (GREGORY et al., 1993) e 

Plasmodium vinckei (ROCKETT et al., 1994). Além disso, há evidências de que o 

NO reduz a habilidade de DCs pulmonares em apresentar antígenos (HOLT et al., 

1992), inibindo, também, a expressão de produtos de genes do complexo principal 

de histocompatibilidade de classe II (moléculas Ia) em macrófagos estimulados por 

IFN-γ (SICHER et al., 1994), responsável por apresentar os antígenos a outras 

células linfóides e favorecer o curso da infecção.  

A droga [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], por alguma razão desconhecida, por 

si só, sem a infecção pelo fungo, induziu resposta de DTH a fração de hMM, de 

forma similar ao grupo Pb e ao grupo Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]. Por outro lado, a 

droga [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], por si só, não interferiu na resposta imune humoral a 
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fração de hMM, mantendo os níveis basais do grupo controle e quando associado à 

infecção, manteve níveis similares de IgG anti-hMM ao grupo Pb + 

[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], indicando nenhuma ação positiva ou negativa na indução da 

resposta imune humoral. Porém, diferentemente da resposta de DTH, a associação 

de hMM e [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], resultou em intensa resposta de IgG anti-hMM. Na 

PCM a resposta imune humoral não é considerada protetora e uma forte resposta 

imune humoral está correlacionada com a gravidade da doença (SINGER-VERMES 

et al., 1993), mas tem sido descrito a eficácia da imunidade humoral na proteção do 

hospedeiro contra fungos patogênicos, tais como, anticorpos contra polissacarídeos 

de Cryptococcus neoformans ou contra os componentes da parede celular de 

Candidas albicans (POLONELLI et al., 2000). Possivelmente o papel protetor esteja 

ligado aos diferentes anticorpos do fungo. E neste contexto, Márquez et al. (2005) 

observaram níveis mais elevados de IgG anti-hMM em soros de pacientes de forma 

crônica, que a forma mais grave, a aguda. Assim, possivelmente, a resposta imune 

via IgG anti-hMM tenha participado na proteção parcial uma vez que os resultados 

da análise histopatológica demonstraram números reduzidos de fungos em relação 

ao grupo não imunizado (Pb + [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]), visto que a resposta imune 

celular nesse grupo de animais não foi tão evidente.  

A defesa anti-fúngica na fase inicial de infecção se deve ao 

mecanismo inato, sendo importante a participação das células fagocíticas. No 

presente trabalho, foi avaliado os níveis de NO produzido por macrófagos 

peritoneais de camundongos Balb/c incubados com a fração hMM em três 

concentrações distintas em presença ou não de leveduras de P. brasiliensis. Os 

resultados obtidos demonstraram que a fração hMM induz os macrófagos a 

liberarem NO, sendo os níveis dependente da dose de hMM utilizada, tanto na 

ausência como na presença do fungo. O composto [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] também 

induziu os macrófagos a liberarem mais NO, porém, diferentemente de hMM, não 

houve diferença entre os níveis de NO com as três concentrações utilizadas. E, além 

disso, os níveis de NO inferior ao observado somente com o fungo, sugerem 

supressão da produção/liberação de NO pelos macrófagos quando associado ao 

referido composto. No entanto no modelo de PCM experimental em camundongos, 

os níveis séricos de NO, no grupo infectado e tratado com o composto, foi 

equivalente ao grupo somente infectado, possivelmente devido à contribuição de 

produção de NO por outras populações celulares. Surpreendentemente, como 
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observado em animais imunizados e infectados, foi observado, in vitro, um nível 

inferior de NO em sobrenadante de macrófagos tratados com a associação de 

fração hMM, [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] e o fungo. Essa inibição foi observada com a 

associação de diferentes doses de hMM e [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], sendo essa 

inibição de menor intensidade com a maior dose utilizada. Esses resultados 

sugerem cautela quanto a utilização de composto [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], sendo 

necessário estudos adicionais com diferentes doses do composto, períodos de 

tratamento  e outros interferentes.  

Concluímos pelos resultados obtidos que a fração hMM induz 

proteção nos principais órgãos como pulmão e fígado, e o tratamento com o 

[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] também induz proteção, porém parcial, nas condições do 

estudo. Tanto a fração hMM como o composto [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)]  induz 

aumento de nível sérico de NO na PCM experimental em camundongos. Além disso, 

a fração hMM como o composto [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] induz aumento de 

produção/liberação de NO pelos macrófagos peritoneais murinos. Todavia a 

associação da fração hMM em conjunto com o composto [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)], 

além de induzir diminuição no níveis de NO pelos macrófagos peritoneais murinos, 

suprime parcialmente a proteção induzida por imunização com hMM, possivelmente 

por indução de modulação da resposta imune celular, o que requer estudos 

adicionais. 
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8  CONCLUSÕES 

 

A imunização de camundongos Balb/c com a fração hMM, induz 

proteção maior que o já evidenciado em estudo anterior na PCM experimental 

murino. 

O composto [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] induz proteção parcial na PCM 

experimental murino. 

A imunização de camundongos Balb/c com a fração hMM induz 

aumento na resposta celular e humoral em camundongos infectados com P. 

brasiliensis. 

O tratamento de camundongos Balb/c com o composto 

[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] induz aumento de resposta imune humoral e do nível sérico 

de NO em camundongos infectados com P. brasiliensis. 

A imunização de camundongos Balb/c com a fração hMM associado 

ao tratamento com o composto [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] induz diminuição no efeito 

protetor de hMM. 

A fração hMM induz aumento na produção/liberação de NO em 

macrófagos peritoneais murinos de maneira dose dependente. 

O tratamento de macrófagos peritoneais murinos com o composto 

[Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] induz aumento na produção/liberação de NO. 

A associação entre hMM e o composto [Ru(Na2)Fe(CN5)(NO)] induz 

diminuição na produção/liberação de NO induzida pelo fungo P. brasiliensis. 
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