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““Os homens do seu planeta — disse o pequeno Principe — cultivam

cinco mil rosas num jardim... e ndo encontram o que procuram...
- E verdade — responde

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

rosa, ou num pouco de dgud...
- E verdade.
E o principezinho acrescentou: Mas os olhos sdo cegos.

E preciso ver com o coragdo.”

“O Pequeno Principe” de Antoine de Saint-Exupéry



LIMA, Juliana Elisa. Avaliagdo da fragcdao de alta massa molecular de
Paracoccidioides brasiliensis e do composto [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] na
Paracoccidioidomicose experimental em camundongos. 2011. 67f. Dissertagao
(Mestrado em Patologia Experimental) — Universidade Estadual de Londrina,
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RESUMO

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenga granulomatosa causada pelo fungo
dimorfico Paracoccidioides brasiliensis. Varios antigenos s&do detectados em
preparado livre de células (CFA) de P. brasiliensis e dentre esses, uma fragao de
alta massa molecular (hMM) demonstrou efeito protetor parcial na PCM
experimental. Recentes estudos vém demonstrando a utilizacdo de compostos
doadores de 6xido nitrico acoplados a metais de transicdo como transportadores de
oxido nitrico (NO), sendo uteis no controle de algumas infec¢des. Assim, o presente
estudo investigou a atividade protetora da fragdo de hMM em associagédo ou n&o
com um composto doador de NO ([Ru(Naz)Fe(CNs5)(NO)]) e deste composto na PCM
experimental. A fracdo de hMM foi obtida pelo fracionamento do CFA de P.
brasiliensis em coluna de sephadex G-200 e utilizada na imunizagdo dos
camundongos. Os camundongos Balb/c foram divididos em 7 grupos: a) controle; b)
Pb (infectado com 1x10° leveduras de Pb18); c) hMM (imunizado com 100ug da
fracdo de hMM); d) hMM + Pb (imunizado e infectado); e) [Ru(Na2)Fe(CNs)(NO)]
(tratado com 100uM de [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]); f) Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]
(infectado e tratado); g) hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] (imunizado, infectado e
tratado). O grau de protecao foi avaliada pela determinacao de unidades formadoras
de colénias (CFU), pela analise histopatolégica do pulmao/figado, pela resposta
imune celular, pelos niveis de IgG anti-fracdo de hMM e pela dosagem de NO, apds
28 dias de infecgdo. Os resultados obtidos demonstraram auséncia de CFU e uma
diminuicdo deste nos grupos imunizados (hMM, hMM + Pb e hMM + Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]) e no grupo Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], respectivamente,
em relagdo ao grupo Pb (p<0.05). Nos cortes histologicos também foi observado
auséncia no grupo imunizado (fig 2B e 3B e tabela1) e uma diminuicdo do numero
de células fungicas no grupo Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]. Coerente com o CFU e o
histolégico, houve um aumento da resposta celular observado no grupo hMM + Pb
em relagao ao grupo Pb (p<0.05). Por outro lado, uma resposta celular reduzida foi
observada no grupo hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] (p<0.05). Além disso, os
niveis de IgG anti-fragdo de hMM foram elevados nos grupos hMM + Pb e hMM + Pb
+ [Ru(Naz)Fe(CNs5)(NO)] em relagdo aos demais (p<0.05). Os niveis de NO foram
significativamente maior no grupo Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] em comparagio
aqueles somente [Ru(Nay)Fe(CNs)(NO)] (p<0.05) e deste primeiro em relagdo ao
grupo hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] (p<0.05). Adicionalmente, foi analisado o
efeito da fragdo de hMM associada ou n&o com o tratamento [Ru(Nay)Fe(CNs)(NO)]
sobre macréfagos peritoniais murinos. O aumento dos niveis de NO tanto no grupo
hMM como no grupo tratado com [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] em relacdo ao grupo
controle (somente macréfagos) ou a diminuigdo dos niveis de NO nos grupos
associados com hMM e [Ru(Nay)Fe(CNs)(NO)], em relagdo ao simples tratamento
(p<0.05) foi detectado. Concluimos pelos resultados obtidos que a fragdo hMM induz



protecao com eliminagao total de fungos nos principais 6rgaos e, o tratamento com o
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] também induz protecdo, porém parcial, nas condigcbes do
estudo. Tanto a fragdo hMM como o composto [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] induz aumento
de nivel sérico de NO na PCM experimental em camundongos e também induz
aumento de producéaol/liberagdo de NO pelos macréfagos peritoneais murinos, mas
diminuicdo dos niveis por essa associagao. A associagao da fragdo de hMM junto
com o composto [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] também suprime, parcialmente, a protecéo
induzida pela hMM, possivelmente induzido pela modulagdo da resposta imune
celular, o qual requer estudos posteriores.

Palavras-chave: Hipersensibilidade tardia. Antigeno soluvel. Anticorpos anti-hMM e
células fungicas.
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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(Naz)Fe(CNs)(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 (1x10° infected with Pb18 yeast); ¢) hMM (immunized
with 100ug the fraction of hMM); d) hMM + Pb (immunized and infected); e)
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]  (treated with 100uM [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]); f) Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs5)(NO)] (infected and treated); g) hMM + Pb + [Ru(Na,)Fe(CNs)(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(Naz)Fe(CNs)(NO)]) and in
Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(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(Naz)Fe(CNs)(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(Naz)Fe(CNs)(NO)] (p<0.05). Moreover, IgG anti- hMM fraction levels were
higher in groups hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] and hMM + Pb compared to the
others (p<0.05). NO levels were higher in Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] compared to
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] group (p<0.05) and this first group compared to hMM + Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(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(Naz)Fe(CNs)(NO)] treated groups in
relation to control group (only macrophages) or decreased NO level in hMM and
[Ru(Naz)Fe(CNs)(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(Naz)Fe(CNs)(NO)] also induces protection, but partial, in the conditions of
the study. Both the fraction of hMM as compound [Ru(Na,)Fe(CNs)(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(Naz)Fe(CNs)(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 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS E A PARACOCCCIDIOIDOMICOSE

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenga granulomatosa,
sistémica e de evolucado crbnica causada pelo fungo dimoérfico Paracoccidioides
brasiliensis descrito inicialmente por Adolfo Lutz, em 1908. E uma doenca endémica
na Ameérica Latina onde cerca de 10 milhdes de pessoas estao infectadas e 2%
delas, podendo vir a desenvolver a doengca (MCEWEN et al., 1995; ALMEIDA et al.,
2003). No entanto, nas areas de maior endemicidade, como o Brasil, a incidéncia
anual chega a 3 casos para cada 100.000 habitantes, com letalidade variando de 2%
a 23% (FELIPE et al., 2005). O Brasil, Venezuela, Colédmbia, Equador e Argentina
sdo os de maior incidéncia (SILVESTRE et al., 1997; MARQUES, 1998).

O habitat e o ciclo biolégico do P. brasiliensis ainda nao estao
totalmente esclarecidos, contudo, diversos estudos ecoepidemioldgicos sugerem
que esse fungo sobreviva na sua fase miceliana como saprobiota em regides com
solos umidos, ricos em matéria organica e com pequenas alteracdes de temperatura
(RESTREPO, 1985; RESTREPO et al.,, 2001). Em condicbes adversas, como
limitagdo de umidade e nutrientes, o fungo pode produzir propagulos denominados
de conidios, 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 familia Onygenaceae
(ALMEIDA et al., 2003). P. brasiliensis é um fungo que apresenta forma de micélio a
temperatura ambiente (26°C) e forma de levedura a 37°C (SAN-BLAS et al., 1993). A
transicdo de micélio para levedura pode ser induzida, in vitro, apenas mudando a
temperatura de incubagdo de 26°C para 37°C (BROWN et al.,, 1999) e essa
transicao dimorfica ocorre através de alteragdes na composicdo da parede e
membranas celulares, ocasionando mudangas estruturais nos polimeros de
carboidratos da parede e reorganizagao dos lipideos de membrana (LEVERY et al.,
1998; TOLEDO et al.,, 1999). Acredita-se que a morfogénese esteja ligada a
viruléncia do fungo, pois os isolados que nao possuem a capacidade de se

diferenciar em leveduras nao sao virulentos (BORBA et al., 2002).
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Em temperaturas proximas a 26°C, as culturas de P. brasiliensis
apresentam aspecto algodonoso e estruturas celulares que se apresentam sob a
forma miceliana, com formacao de hifas septadas, multinucleadas, com filamentos
finos e artroconidios intercalares (BRUMMER et al., 1993; SAN-BLAS et al., 2000). A
temperatura de 37°C o fungo promove uma transi¢cao da estrutura flamentosa para
uma estrutura globular, assumindo a forma de levedura (SAN-BLAS et al., 2000).
Esta seria sua forma parasitaria, que assume caracteristicas peculiares como
brotamentos multiplos, resultado de exoesporulagdo, uma membrana birrefringente,
além de cromatina evidente. A morfologia unica desta levedura é determinante no
diagndstico laboratorial da PCM, e em uma avaliagdo comparativa, se assemelha a
uma “roda-de-leme” (FURTADO et al.,, 1967). Embora a composi¢gdo da parede
celular dos fungos varie entre as diferentes espécies, € composto basicamente por
proteinas, glicoproteinas, lipideos e, principalmente, por polissacarideos do tipo
quitina e glicanas, distribuidos diferentemente ao longo da superficie (DE GROOT et
al., 2005). Esses dois ultimos compostos variam em proporgdes de acordo com a
fase morfolégica e com o grau de viruléncia da linhagem fungica (KANETSUNA et
al., 1970).

Apos inalagao do fungo nos pulmdes, ocorre a formacao de lesdes
que podem: (i) regredir com a destruigao 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 doenca é
caracterizada por inflamagao granulomatosa, supressao da imunidade celular e altos
titulos de anticorpos (DIXON et al., 1998).

Estudos epidemiologicos utilizando-se teste intradérmico com
paracoccidioidina para detecgao de contato prévio com P. brasiliensis ou pelo uso de
teste imunoenzimatico (ELISA), detectando anticorpos especificos, revelam que a
exposicdo ao fungo € alta em populagbes de individuos adultos e saudaveis,
principalmente em areas rurais (DIXON et al., 1998; BOTTEON et al., 2002). A
infeccao primaria da PCM pode persistir em focos quiescentes por décadas, como
observado em casos importados, sugerindo que, durante este periodo, estes
pacientes foram capazes de controlar a disseminagao fungica. Alguns tipos de
medicamentos utilizados contra a rejeicdo de 6rgdos ou quimioterapicos podem
levar a reativagcao do P. brasiliensis latente por indugdo de imunossupressado do

hospedeiro. O desenvolvimento da doenca fica, entdo, dependente de fatores como
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a viruléncia do patégeno, da susceptibilidade genética e do estado imunoldgico do
hospedeiro (FRANCO et al., 1987; SAN-BLAS et al., 2002).

O principal componente antigénico de P. brasiliensis é uma
glicoproteina de 43kDa, denominada gp43. E o principal antigeno secretado pelo
fungo e é também o mais especifico para o diagnostico da infecgdo pelo P.
brasiliensis (PUCCIA et al., 1986; ALMEIDA et al., 2003). Essa glicoproteina atua
como um receptor de laminina e é responsavel pela adesido da forma de levedura de
P. brasiliensis a membrana basal das células do hospedeiro. Uma vez presente no
hospedeiro, a gp43 tem a capacidade de inibir a fagocitose, a produgao de 6xido
nitrico (NO) e perdxido de hidrogénio (H2O,) pelos macréfagos (ALMEIDA et al.,
1998; POPI et al., 2002).

Outro componente que tem sido estudado na infecgcdo causada pelo
P. brasiliensis, € um antigeno soluvel de alta massa molecular (hMM) produzido pela
forma de levedura do fungo. Marquez 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
nivel de antigenos soluveis em soros de camundongos Balb/c imunizados com a
fracdo de hMM, e comprovado pelo menor niumero de fungos viaveis em pulméo e
figado, observados pela analise de CFU.

Além disso, em animais imunizados com a fragdo de hMM, foi
observada a redugao de células fungicas nos granulomas, verificado através da
analise histopatoldgica, sugerindo uma atividade protetora da fragdo de hMM. A
analise de cortes histopatolégicos, demonstraram que as lesdes granulomatosas
formadas foram poucas, menores, e mais compactas e organizadas nesse grupo de
animais (PAVANELLI et al., 2007).

A morfologia das lesbes granulomatosas esta relacionada com a
resposta imune celular do hospedeiro. A formagao de granulomas compactos com
poucas células fungicas é observada em pacientes com doencga cronica localizada,
enquanto que nos pacientes com a forma aguda, as lesdes sdo geralmente
desorganizadas. O mesmo ocorre em animais imunossuprimidos com baixos niveis
de IFN-y, produgédo de citocinas do padrao Th2 e de doenga progressiva, com a
presenca de muitas lesdes granulomatosas desorganizadas (DEFAVREI et al., 1982;
SOARES et al., 2002).
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1.2 RELACAO FUNGO-MACROFAGO E OXIDO NiTRICO

O sistema mononuclear fagocitario constitui um importante
mecanismo efetor da resposta imune natural e adaptativa contra diversos
patdgenos. Kashino et al. (1995), sugeriram que macréfagos desempenham um
papel fundamental na resisténcia ao P. brasiliensis.

Estudos anteriores demonstraram que macrofagos peritoniais
murinos ativados com IFN-y, exercem um efeito fungicida sobre as formas de
levedura e de conidios do P. brasiliensis (CANO et al., 1992; BRUMMER, 1994;
CANO et al., 1994). Esses achados também sugerem que citocinas, especialmente
o IFN-y, desempenham um importante papel na resisténcia a PCM, como
demonstrado por Cano et al. (1998) utilizando camundongos resistentes (A/Sn) e
susceptiveis (B10.A) infectados intraperitonialmente com P. brasiliensis. A deplecéo
de IFN-y causou uma exacerbagao da infecgdo pulmonar e uma disseminagao mais
precoce para o figado e baco tanto dos camundongos A/Sn quanto dos B10.A.

Apos inalagado, as primeiras células de defesa as quais os conidios
de P. brasiliensis encontram sdo os macréfagos alveolares residentes e células
dendriticas (DCs) presentes no parénquima pulmonar. Esses conidios, ou séo
fagocitados e convertem-se para a forma de levedura parasita, ou essa transicao
ocorre primeiro seguido pela fagocitose dessas leveduras (CANO et al., 1992;
ARISTIZABAL et al.,, 1998; GONZALEZ et al., 2000). Os macrofagos residentes
estdo em maior numero em relagao as DCs (TWIGG, 2004), o que os tornam mais
provavel de interagir inicialmente com o fungo ap6s uma infecgéo primaria. Apesar
dos macréfagos possuirem a maquinaria requerida para a apresentacao antigénica,
sua maior contribuicdo para a defesa antifungica € a fagocitose seguida da
destruicdo desses organismos (ROMANI, 2004).

Diversos sao os mecanismos utilizados pelos macréfagos para
destruicdo de patogenos. Os mecanismos oxidativos e nitrosativos envolvem
principalmente a atividade enzimatica do complexo nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase e a é6xido nitrico sintase induzivel (iNOS),
respectivamente (NATHAN et al., 2000; MISSAL et al., 2004). A iINOS é expressa,
principalmente, por macréfagos ativados por citocinas (IFN-y, TNF-a e IL-18) e/ou
produtos microbianos (XIE et al., 1992; NATHAN, 1997). Modelos experimentais

demonstraram que a principal atividade microbicida dos macréfagos relaciona-se
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com a producdo de NO e seus metabdlicos, chamados coletivamente de
intermediarios reativos de nitrogénio (RIN), como o peroxinitrito, que
subsequentemente decompbe-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 alteragdes no DNA, incluindo quebra de fitas e
desaminagao.

Além disso, nas proteinas causam modificagdes que envolvem
nitrosilacdo de residuos de cisteina e tirosina, além de inativacdo de enzimas com
centro ferro-enxofre (FANG, 1997). Essas modificacbes podem afetar enzimas vitais
como a do ciclo respiratorio, causando efeitos microbiostatico 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 acéo deletéria do NO sobre o P. brasiliensis
foi observada nao sé in vitro como in vivo. Gonzalez et al. (2000) utilizando cultura
de macrofagos peritoniais murinos ativados por IFN-y, demonstraram que a fungéo
fungicida e a inibicdo da transformagdo da forma de conidio para levedura eram
dependentes da via L-arginina-6xido nitrico. Em trabalho anterior, Bocca et al. (1998)
demonstraram um efeito fungicida do NO para levedura de P. brasiliensis in vitro,
sugerindo que sua produgao pelo hospedeiro poderia estar envolvida no controle da
infeccdo. De fato, animais infectados e tratados com um inibidor da atividade da
iINOS apresentaram um numero significantemente maior de fungos no pulmao em
comparagao aos animais infectados nao tratados. Além disso, Nascimento et al.
(2002) confirmaram o papel fungicida do NO na PCM experimental por meio da
utilizacdo de camundongos geneticamente deficientes para o gene da iNOS.

A descoberta que o NO, produzido enzimaticamente pelo endotélio,
o qual era o responsavel direto pelo controle da pressao arterial, desencadeou o
renascimento da quimica do NO e suas implicagdes bioquimicas e biologicas
(MONCANA et al., 1987; PALMER et al., 1988). O NO, sob condigbes normais de
pressdo e temperatura, € um gas incolor e termodinamicamente instavel quando
comparado aos gases N, e O, (LANCASTER, 2000). Sua elevada constante
difusional somada a sua liposolubilidade e hidrosolubilidade (MEULEMANS, 1994)



20

confere a esta molécula habilidade de difundir-se livremente no meio fisiolégico,
cruzar membranas sem canais ou receptores e, também, a facilidade em formar
complexos com centros metalicos [Fe (Il e Ill)] presentes em varias proteinas
(PACHER et al., 2007).

O NO esta relacionado com varias e importantes fungdes fisiolégicas
e patoldgicas, tais como controle da pressdao sanguinea (IGNARRO, 1989),
neurotransmissao (BREDT et al., 1990; GARTHWAITE, 1991; 1995), sinalizador do
sistema imunoldgico (HIBBS et al.,, 1988), bem como nas atividades do cérebro,
figado, pancreas, utero e pulmbdes (PACHER et al., 2007). Além disso, tem sido
relatado que a produgao enzimatica de NO ¢é, provavelmente, a principal forma de
defesa do sistema imunoldgico do hospedeiro para controlar as infecgbes 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 concentracdo de NO
também € observado durante as infec¢gdes causadas por virus e bactérias como € o
caso de Herpes Simplex Virus (FUJI et al., 1999) e da Tuberculose (COOPER et al.,
2002).

O NO ¢ sintetizado a partir da L-arginina e de um oxigénio molecular
por um processo enzimatico que utiliza elétrons doados pela NADPH. A enzima NO
sintase (NOS) converte a L-arginina a NO e L-citrulina através de um produto
intermediario, o N-hidroxi-L-arginina. Ha trés tipos de NOS. Duas delas sao
constitutivamente expressas (nNNOS ou NOS | ou eNOS ou NOS lll), enquanto a
outra é expressa somente em ceélulas ativadas (iINOS ou NOS II) (TRIPATHI et al.,
2007).

As enzimas NOS estao presentes em células endoteliais vasculares,
células cardiacas, plaquetas, células musculares lisas, células neuronais,
macroéfagos, células NK, fibroblastos e neutrdfilos (MONCADA et al., 1991; LINDE et
al.,, 2006). A manifestacdo de efeitos biolégicos é dependente da quimica do
ambiente e é influenciada pela presenca dos diferentes RIN gerados: anion nitroxil,
oxido nitroso, cation nitrosil, acido nitroso, dioxido de nitrogénio, dinitrogénio
tetradxido, peroxinitrito e cation nitril, sendo que os principais produtos estaveis do
metabolismo do NO s&o as moléculas de nitrito e nitrato (DENICOLA et al., 1998).

A nivel celular, o NO exerce varios efeitos na funcao celular dos

leucdcitos, incluindo a indugdo de apoptose de macréfagos, a estimulagdo da
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motilidade citoplasmatica de macréfagos, a modulagao da adesao de neutrdfilos e a
regulacao diferencial da sintese de citocinas pelos leucdcitos (LIEW, 1995; MADAN
et al., 1996).

Além de ter efeitos protetores no hospedeiro, o NO esta envolvido na
imunossupressao, mediada por macrofagos. Em estudos anteriores, a produgéo de
NO mostrou-se importante em macroéfagos murinos, em relagédo a supressao da
proliferagcdo de células T estimuladas por antigenos e também em relagdo a
supressado imunoldgica 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). Aléem disso, ha evidéncias que o NO reduz a habilidade de
células dendriticas pulmonares em apresentar antigenos (HOLT et al., 1992),
inibindo, também, a expressdo de produtos de genes do complexo principal de
histocompatibilidade de classe Il (moléculas la) em macréfagos estimulados por IFN-
v (SICHER et al., 1994), responsavel por apresentar os antigenos a outras células

linféides e favorecer o curso da infeccéo.

1.3 COMPLEXOS DE RUTENIO

Complexos metalicos sdo eficientes transportadores de NO. Da
interacdo do ligante NO com ion Fe(lll) presente em proteinas tais como
ferrohemoproteinas, hemoglobina e mioglobina ou ferroproteinas como citocromo c,
citocromo oxidase e guanilato ciclase, decorrem muitos processos fisiologicos que
estdo diretamente associados a essa molécula (ROSE et al.,, 1983; SALERMO,
1996; COOPER, 1999). Além do ion Fe, o NO reage com uma variedade de metais
de transigdo, como niquel, molibdénio, crémio, iridio, 6smio e ruténio, gerando
complexos nitrosilos (FONTECAVE et al., 1994). Dentre esses, os ions de ruténio
formam diversos compostos contendo o nitrosilo e em quantia superior a de
qualquer outro metal de transicdo (BOTTOMLEY, 1978; MCCLEVERTY, 1979).

Muitos trabalhos tém apresentado estratégias para a liberagéo
controlada de NO de uma ampla variedade de complexos nitrosilo envolvendo
alguns metais, principalmente o ruténio. Nitrosilos de ruténio tém se mostrando
termicamente estaveis, porém fotolabeis, liberando NO quando expostos a radiagao

ultravioleta e, em alguns casos, radiacao visivel (CARLOS et al., 2004). Mesmo
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assim, doadores de NO complexados com ruténio como o trans-[Ru"(NO*)(NH3)4L]**
e [Ru"(NO*)(Hedta)], sdo bons modelos para avaliar a atividade tripanocida in vitro e
in vivo devido a baixa toxicidade, solubilidade em agua e a estabilidade em meio
aquoso na presenga de oxigénio, apresentado por eles (TOLEDO et al., 2004). Além
disso, complexos Ru-NO como cis-(Cl,Cl)-[Ru"Cl(NO*)(terpy)ICI, tem sido
investigado como potencial agente antitumoral, uma vez que se a liberagdao 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 ruténio,
Ru(Ctz)2(H20)2](PFs)2 e [Ru(Ktz)2(H20)Cl;3], agindo em sinergismo com drogas
antifungicas tém 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 ruténio sdo capazes de inibir 70% da
proliferacdo das formas epimastigotas de T. cruzi (SANCHEZ-DELGADO et al.,
2004). Seguindo esta linha, o [Ru(NH3)4L]"™ foi testado com sucesso como
transportador de NO in vitro e in vivo (TFOUNI et al., 2003; SILVA et al., 2007), e a
producdao de NO tem sido atribuida como responsavel pelo efeito tripanocida dos
macrofagos ativados (TFOUNI et al., 2003). Além disso, Pavanelli et al. (2011),
demonstraram que camundongos infectados com P. brasiliensis foram mais
resistentes a infecgao e apresentaram uma maior sobrevida destes quando tratados
com cis-[Ru(bpy)2(NO)SOs](PFs). Assim, as caracteristicas apresentadas por esses
tipos de compostos sao bastante promissores para desenvolvimento de
metalofarmacos, especialmente para o tratamento de doencgas infecciosas, onde a
concentracdo de NO tem que ser alta o suficiente para impedir o desenvolvimento
de parasitas, mas nao tdo elevados que cause imunossupressao, inibicdo dos
complexos respiratérios, modificagdes no DNA ou apoptose das células do
hospedeiro (BOGDAN, 2001).

Complexos metalicos, cujo centro metalico € o ruténio, possuem boa
aplicagao clinica, principalmente pela baixa a toxicidade do metal (ALLARDYCE et
al., 2001). Isto se deve, em parte, a semelhanga das propriedades fisico-quimicas
deste ion metalico com o do ion Fe. O organismo consegue proteger-se dos efeitos
causados por um excesso de Fe através do aumento da producdo de proteinas

captadoras de Fe, como a transferrina. Alguns autores acreditam que o mecanismo
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de protecdo contra a toxicidade do ruténio seria 0 mesmo (ALLARDYCE et al.,
2001).

Lembrando que a toxicidade do metal também esta relacionada com
seu estado de oxidacao, pode-se afirmar que um outro fator da baixa toxicidade do
ruténio € sua habilidade de atingir varios estados de oxidacéao (Il, lll e IV) em meio
fisiolégico (ALLARDYCE et al., 2001).

Portanto, ndo é surpresa que a procura por complexos
metalonitrosilo para serem usados como agentes potencialmente capazes de liberar
NO in vivo se tornou uma area de pesquisa muito ativa recentemente. Deste modo,
complexos nitrosilos de ruténio parecem ser candidatos muito bons, devido estes,
exibirem alta estabilidade em solugdo aquosa, podendo ser um agente doador de
NO quando sujeito a redugao eletroquimica ou radiagado por luz. O possivel uso
deste tipo de sistema em terapia clinica dirigiu os estudos para uma melhor
compreensao de suas propriedades quimicas e biologicas (LUNARDI et al., 2006).

Até o momento, um grande numero de complexos de ruténio foram
sintetizados e testados como potenciais terapéuticos. Foram feitos estudos de seus
modos de agao e, relagdes de estrutura-atividade foram sugeridas. Porém, muitos
detalhes ainda sdo desconhecidos, e sua caracterizagdo permanece como uma
tarefa desafiadora para a pesquisa interdisciplinar.

Baseados nos fatos até aqui mencionados, consideramos oportuno e
relevante o estudo dos efeitos da fragdo de hMM juntamente com o do NO, para
avaliacao da patogenicidade do P. brasiliensis em modelo de infecgao 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(Nay)Fe(CNs)(NO)]), e de suas associagbes, em camundongos

experimentalmente infectados com P. brasiliensis.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Obter a fracdo de hMM do CFA de P. brasiliensis.

e Determinar a carga fungica (CFU) em pulm&o e figado de camundongos
infectados, imunizados ou ndo com a fragdo de hMM e tratados ou ndo com
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)].

e Determinar numero de granulomas e de fungos nestes granulomas nos cortes
histolégicos de pulméao e figado, em camundongos infectados, imunizados ou nao

com a fragdo de hMM e tratados ou ndo com [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)].

e Avaliar a resposta imune celular por meio do teste de Hipersensibilidade tardia
(DTH) em camundongos infectados, imunizados ou ndo com a fragdo de hMM e
tratados ou ndo com [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)].

e Determinar os niveis séricos de IgG anti-hMM no soro dos camundongos
infectados, imunizados ou ndo com a fragdo de hMM e tratados ou ndo, com
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)].

¢ Avaliar os niveis de NO produzido por macréfagos peritoneais murinos incubados
com as leveduras de P. brasiliensis ou com a fragio hMM ou com

[Ru(Nay)Fe(CNs5)(NO)] e com as associagbes dos mesmos.
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ARTIGO: Avaliagcao da Fragao de Alta Massa Molecular de Paracoccidioides
Brasiliensis e do Composto [Ru(Naz)Fe(Cns)(No)] na Paracoccidioidomicose

Experimental

Resumo: A Paracoccidioidomicose (PCM) € uma doenga granulomatosa causada
pelo fungo dimorfico Paracoccidioides brasiliensis. Varios antigenos sdo detectados
em preparado livre de células (CFA) de P. brasiliensis e dentre esses, uma fragao de
alta massa molecular (hMM) demonstrou efeito protetor parcial na PCM
experimental. Recentes estudos vém demonstrando a utilizacdo de compostos
doadores de 6xido nitrico acoplados a metais de transicdo como transportadores de
oxido nitrico (NO), sendo uteis no controle de algumas infec¢des. Assim, o presente
estudo investigou a atividade protetora da fragdo de hMM em associagédo ou n&o
com um composto doador de NO ([Ru(Naz)Fe(CNs5)(NO)]) e deste composto na PCM
experimental. A fracdo de hMM foi obtida pelo fracionamento do CFA de P.
brasiliensis em coluna de sephadex G-200 e utilizada na imunizagdo dos
camundongos. Os camundongos Balb/c foram divididos em 7 grupos: a) controle; b)
Pb (infectado com 1x10° leveduras de Pb18); c) hMM (imunizado com 100ug da
fracdo de hMM); d) hMM + Pb (imunizado e infectado); e) [Ru(Na2)Fe(CNs)(NO)]
(tratado com 100uM de [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]); f) Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]
(infectado e tratado); g) hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] (imunizado, infectado e
tratado). O grau de protecao foi avaliada pela determinacao de unidades formadoras
de colénias (CFU), pela analise histopatolégica do pulmao/figado, pela resposta
imune celular, pelos niveis de IgG anti-fracdo de hMM e pela dosagem de NO, apods
28 dias de infecgdo. Os resultados obtidos demonstraram auséncia de CFU e uma
diminuicdo deste nos grupos imunizados (hMM, hMM + Pb e hMM + Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]) e no grupo Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], respectivamente,
em relagdo ao grupo Pb (p<0.05). Nos cortes histologicos também foi observado
auséncia no grupo imunizado e uma diminuigdo do numero de células fungicas no
grupo Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]. Coerente com o CFU e o histologico, houve um
aumento da resposta celular observado no grupo hMM + Pb em relagédo ao grupo Pb
(p<0.05). Por outro lado, foi reduzida no grupo hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]|
(p<0.05). Aléem disso, os niveis de IgG anti-fracdo de hMM foram elevados nos
grupos hMM + Pb e hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] em relagdo aos demais
(p<0.05). Os niveis de NO foram significativamente maior no grupo Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] em comparagdo aqueles somente [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]
(p<0.05) e deste primeiro em relagcdo ao grupo hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]
(p<0.05). Adicionalmente, foi analisado o efeito da fragdo de hMM associada ou nao
com o tratamento [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] sobre macréfagos peritoniais murinos. O
aumento dos niveis de NO tanto no grupo hMM como no grupo tratado com
[Ru(Naz)Fe(CNs5)(NO)] em relacdo ao grupo controle (somente macréfagos) ou a
diminuicdo dos niveis de NO nos grupos associados com hMM e
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], em relagdo ao simples tratamento (p<0.05) foi detectado.
Concluimos que a fragdo hMM induz protecdo com eliminagao total de fungos nos
principais orgaos e, o tratamento com o [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] também induz
protecdo, porém parcial, nas condicbes do estudo. Tanto a fracado hMM como o
composto [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] induz aumento de nivel sérico de NO na PCM
experimental em camundongos e também induz aumento de produgao/liberacéo de
NO pelos macréfagos peritoneais murinos, mas diminuigdo dos niveis por essa



34

associacdo. A associagdo da fracago de hMM junto com o composto
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] também suprime, parcialmente, a protecdo induzida pela
hMM, possivelmente induzido pela modulacdo da resposta imune celular, o qual
requer estudos posteriores.

Palavras-chave: Hipersensibilidade tardia. Antigeno soluvel. Anticorpos anti-hMM e
células fungicas.

ARTICLE: Evaluation of High-Molecular-Mass Fraction of Paracoccidioides
Brasiliensis and Compound [Ru(Naz)Fe(Cns)(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(Naz)Fe(CNs)(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 (1x10° infected with Pb18
yeast); ¢) hMM (immunized with 100ug the fraction of hMM); d) hMM + Pb
(immunized and infected); e) [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] (treated with 100uM
[Ru(Naz)Fe(CN5)(NO)]); f) Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] (infected and treated); g) hMM
+ Pb + [Ru(Nay)Fe(CNs)(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(Naz)Fe(CNs5)(NO)]) and in Pb + [Ru(Nay)Fe(CNs)(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(Naz)Fe(CNs)(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(Naz)Fe(CN5)(NO)] (p<0.05). Moreover, IgG anti- hMM fraction levels were higher
in groups hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] and hMM + Pb compared to the others
(p<0.05). NO levels were higher in Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs5)(NO)] compared to
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] group (p<0.05) and this first group compared to hMM + Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(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(Naz)Fe(CNs)(NO)] treated groups in
relation to control group (only macrophages) or decreased NO level in hMM and
[Ru(Naz)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(Naz)Fe(CNs)(NO)] also induces protection, but partial, in the conditions of the
study. Both the fraction of hMM as compound [Ru(Naz)Fe(CNs)(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(Naz)Fe(CNs)(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 INTRODUGAO

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenga granulomatosa,
sistémica e de evolucdo crbnica causada pelo fungo dimoérfico Paracoccidioides
brasiliensis descrito inicialmente por Adolfo Lutz, em 1908. E uma doenca endémica
na Ameérica Latina onde cerca de 10 milhdes de pessoas estdo infectadas e 2%
delas, podendo vir a desenvolver a doenga (MCEWEN et al., 1995; ALMEIDA et al.,
2003).

A infecgao por P. brasiliensis provavelmente ocorre pela inalagao de
propagulos infectantes e para o desenvolvimento da doencga, € imprescindivel que
os conidios alojados nos alvéolos pulmonares passem para a forma de levedura. A
mudanca da fase infectante para a fase patogénica depende do aumento de
temperatura. Apos inalagao do fungo nos pulmdes, ocorre a formagao de lesées que
podem: (i) regredir com a destruigdo 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 doenga é
caracterizada por inflamacgao granulomatosa, supressao da imunidade celular e altos
titulos de anticorpos (DIXON et al., 1998).

Um componente que tem sido estudado na infeccdo causada por P.
brasiliensis € um antigeno de alta massa molecular (hMM) produzido pela forma de
levedura do fungo. Marquez 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 nivel de
antigenos soluveis em soros de camundongos Balb/c imunizados com a fragao de
hMM, e comprovado pelo menor numero de fungos viaveis em pulméo e figado,

observados pela analise de CFU.
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Estudos anteriores demonstraram que macrofagos peritoniais
murinos ativados com IFN-y, exercem um efeito fungicida contra as formas de
levedura e de conidios do P. brasiliensis (CANO et al., 1992; BRUMMER, 1994;
CANO et al., 1994). Além disso, foi evidenciado que a principal atividade microbicida
dos macrofagos relaciona-se com a produgcao de oxido nitrico (NO) e seus
metabdlicos, chamados coletivamente de intermediarios reativos de nitrogénio (RIN),
como o peroxinitrito, que subsequentemente, decompde-se em moléculas adicionais
também altamente reativas (BOGDAN et al., 2000; MISSAL et al., 2004).

Alguns autores tém relatado que a producdo enzimatica de NO é,
provavelmente, a principal forma de defesa do sistema imunoldgico do hospedeiro
para controlar as infecgbes 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 concentracdo de NO também €& observado durante as infeccbes
causadas por virus e bactérias como é o caso de Herpes Simplex Virus (FUJI et al.,
1999) e da Tuberculose (COOPER et al., 2002).

Recentes pesquisas sobre a fisiopatologia do NO estimularam
interesse em sua quimica e bioquimica, embora estudos estivessem limitados
devido, principalmente, a seu curto tempo de meia-vida. Uma dificuldade em
entender alguns aspectos da biologia do NO esta relacionada a auséncia de agentes
doadores de NO que possam produzi-lo por estimulagdo externa, que poderia ser
superada desenvolvendo novos agentes doadores de NO, como os complexos
nitrosilos metalicos (LUNARDI et al., 2006).

Muitos trabalhos tém apresentado estratégias para a liberagéao
controlada de NO de uma ampla variedade de complexos nitrosilo envolvendo
alguns metais, principalmente o ruténio. Doadores de NO complexados com ruténio
como o trans-[Ru"(NO*)(NHs)sL]** e [Ru"(NO*)(Hedta)], sdo bons modelos para
avaliar a atividade tripanocida in vitro e in vivo devido a baixa toxicidade, solubilidade
em agua e a estabilidade em meio aquoso na presenca de oxigénio, apresentado
por eles (TOLEDO et al., 2004). Além disso, complexos Ru-NO como cis-(Cl,CI)-
[Ru"Cl,(NO*)(terpy)]Cl, tem sido investigado como potencial agente antitumoral, uma
vez que se a liberacdo 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 ruténio,
Ru(Ctz)2(H20)2](PFs)2 e [Ru(Ktz)2(H20)Cl;3], agindo em sinergismo com drogas
antifungicas tém 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 ruténio sdo capazes de inibir 70% da
proliferacdo 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
producdo de NO tem sido atribuida como responsavel pelo efeito tripanocida de
macrofagos ativados (TFOUNI et al.,, 2003). Além disso, Pavanelli et al. (2011),
demonstraram que camundongos infectados com P. brasiliensis foram mais
resistentes a infecgao e apresentaram uma maior sobrevida destes quando tratados
com cis-[Ru(bpy)2(NO)SOs](PFs).

Assim, as caracteristicas apresentadas por esses tipos de
compostos sao bastante promissores para desenvolvimento de metalofarmacos,
especialmente para combater doencas infecciosas, onde a concentragao de NO tem
que ser alta o suficiente para impedir o desenvolvimento de parasitas, mas nao tao
elevados que cause imunossupressao, inibicdo dos complexos respiratorios,
modificagdes no DNA ou apoptose das células do hospedeiro (BOGDAN, 2001).

Baseados nos fatos mencionados, consideramos oportuno e
relevante o estudo dos efeitos da fragdo de hMM juntamente com o do NO, para
avaliacao da patogenicidade do P. brasiliensis em modelo de infecgao experimental

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

5.1 MANUTENCAO DO PATOGENO

O fungo P. brasiliensis cepa 18 (Pb18) foi cultivado em meio
Saboraund juntamente com BHI (infusdo cérebro-coragdo) a 35°C. O material foi

repicado a cada cinco dias.

5.2 ComMPosTO DoADOR DE OxiDo NIiTRICO

Foi utilizado um composto doador de NO, nitroprussiato de sodio
complexado a molécula de ruténio — [Ru(Nay)Fe(CNs)(NO)], que foi sintetizado e
caracterizado por pesquisadores do Departamento de Quimica e Fisica Molecular da
Universidade de Sao Paulo-USP/Sao Carlos e cedido pelo pesquisador responsavel

Dr. Jean Jerley Nogueira da Silva.

5.3 ANIMAIS

Os camundongos fémeas adultas Balb/c de 6 — 8 semanas (20 a
25g) foram mantidos no Biotério do laboratério de Imunologia do Departamento de
Ciéncias Patologicas, CCB — UEL. Os animais foram mantidos separadamente em
gaiolas de tamanho aproximado de 40cm? (maximo 6 animais por gaiolas), em salas
isoladas, ambiente climatizado com alimentacdo ad Libitum, racdo peletizada e
esterilizada e iluminagdo controlada. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
de Pesquisa Animal da Universidade Estadual de Londrina (CEEA N° 114/09,
processo n° 35356/2009).

5.4 OBTENCAO DE ANTIGENOS DE P. BRASILIENSIS

O antigeno cell-free (CFA) de Pb18 foi obtido de acordo com
Camargo et al. (1991), modificado pela adigdo de fluoreto de fenilmetilsulfonil
(PMSF). Ap6s cultivo, Pb18 foi colocado PBS (tampéao fosfato salina) 0,15M e pH 7.4

com o inibidor de protease, PMSF a 1mM (Sigma), e solugao de thimerosol a 0,02%.
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Homogeinizou-se em vortex durante 10 minutos e a seguir centrifugado a 10726x g
a 4°C por 20 minutos. Uma amostra de sobrenadante foi coletada e a concentracéo
protéica do CFA obtido foi realizada de acordo com Lowry et al., 1951 com algumas
modificagdes. Nas amostras de CFA foram adicionados o reativo cuprico (proteina 1:
10% Na2CO3 + 0.5M NaOH, proteina 2: 2% Tartarato de sédio e potassio e proteina
3: 2 % CuS04 . 5H20) e o reagente de Folin-Ciocalteau. Foram deixadas em banho
maria a 50°C por 10 minutos e posteriormente lidas por espectrofotdmetro (Spectrum
SP-2000 UV) a 660nm. A seguir, o CFA foi aliquotado e armazenado em freezer -

80°C 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 eluicdo em PBS 0,15M e pH 7.4. As fragdes
obtidas pelo coletor automatico de fragdes (Analitica, Nova Analitica, S&o Paulo, SP,
Brasil) foram analisadas por espectrofotbmetro (Spectrum SP-2000 UV) em
comprimento de onda de 280nm. Nesse processo foi obtida a fracao de alta massa
molecular (hMM — de, aproximadamente, 380kDa) e a concentracado protéica foi

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

5.6 WESTERN BLOTTING

As fragbes obtidas pela cromatografia em coluna de Sephadex G-
200 e o padrédo de proteina de massa molecular (Bio-Rad 161-0375), foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 7,5%. Apds eletroforese, foi
realizada a transferéncia das proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose, por
eletroforese em tampéao Tris-HCI-metanol a 23V overnight e 1 hora antes do término,
a 60V. A membrana foi bloqueada por 1 hora em temperatura ambiente com tampao
bloqueio (leite em p6 5%, tween 0,5% e PBS) e lavada com tampao lavagem (leite
em po 0,5%, tween 0,05% e PBS). Em seguida, fez-se a incubagao por 2 horas a
37°C com pool de soro de pacientes PCM, previamente selecionados, diluidos 1:40
seguido de lavagens e incubagdo com conjugado peroxidade de coelho anti-IgG
humano (Sigma A-8775 Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) diluido 1:2000 em
tampao diluicao (leite em pd 0,05% e PBS) e incubadas por 2 horas a 37°C. Apos
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lavagem, a membrana foi revelada com TMB (Zimed cat. N°00-2019 Zimed, S. San
Francisco, CA, USA) e o resultado foi analisado com o software Lablmage 1D 2006

(Loccus Biotecnologia, Sao Paulo, SP, Brasil)
5.7 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Camundongos fémeas Balb/c foram divididos em 7 grupos (n=6): a)
controle, b) infectados com 1x10° de leveduras viaveis de Pb18, c) imunizados com
100ug da fracdo de hMM, d) imunizados e infectados com 1x10° de leveduras
vidveis de Pb18, e) tratados com 100uM de [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], f) infectados e
tratados com [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] e g) imunizados, infectados e tratados com
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)].

5.7.1 Imunizacao dos Animais

Primeiramente, trés grupos de camundongos foram imunizados com
100ug da fracdo de hMM pela via subcutanea (s.c), os quais receberam trés 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 nao

imunizados receberam apenas PBS estéril.
5.7.2 Infeccdo dos Animais

Apos 45 dias da imunizagao, quatro grupos de camundongos foram
infectados com 100uL contendo 1x10° de leveduras viaveis de Pb18 por via

endovenosa (e.v). Os animais ndo infectados receberam apenas PBS estéril.
5.7.3 Tratamento dos Animais

Apos 1 hora da infecgdo, trés grupos de camundongos foram
tratados com 100uL [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], na concentracdo de 100uM, pela via
intraperitonial (i.p), diariamente, por 28 dias. Foram utilizados camundongos tratados

com PBS como controle.
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Apos 28 dias de infecgao e tratamento, os camundongos foram
eutanasiados, o soro e os 6rgaos (pulméo e figado) foram devidamente coletados e
armazenados para as analises dos niveis de anticorpos soluveis no soro, dosagem

de NO, das CFU, além da analise histopatoldgica.
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5.8 UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (CFU)

Apods terem sido eutanasiados, o pulmao direito e parte do figado de
cada camundongo foram retirados, macerados e homogeneizados em PBS estéril
(0,2g de orgado/mL). Em seguida, 50uL do homogenato foram submetidos a
determinacdo do CFU, sendo que cada amostra foi distribuida em placas de Petri
com meio de isolamento para P. brasiliensis (Agar BHI enriquecido com 4% de soro
bovino fetal, garamicina e 5% de filtrado de cultura de Pb18). As placas foram
incubadas em estufa de 37°C por 15 dias. Ao término do periodo de incubacéao, o

numero de CFU de P. brasiliensis foi contado visualmente.
5.9 ANALISE HISTOPATOLOGICA DOS ORGAOS
Para avaliagdo histopatolégica, o pulmdo esquerdo e parte do

figado, foram removidos dos animais dos diferentes grupos e fixados em solugéao de
formalina tamponada (0,05M NaH,PO4, 0,05M NayPO4, agua destilada e 10% de
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formol 37%, pH 7.0). Apés fixagédo por 24 horas, foram submetidos a procedimentos
rotineiros para inclusdo em parafina e cortes de 5um de espessura (semi-seriados),
0s quais foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE) para as analises estruturais e
da resposta inflamatéria e analisadas, posteriormente, em microscopio éptico. Foram
observadas as laminas, de todos os camundongos utilizados no experimento, em

sua area total.
5.10 REAGAO DE HIPERSENSIBILIDADE TARDIA (DTH)

Para determinar a DTH, 24 horas antes de serem sacrificados, os
camundongos receberam uma inoculagdo subcutanea com 50uL na concentragéo
de 7,5ug da fragcdo de hMM no coxim da pata traseira esquerda. Como controle, foi
inoculado PBS estéril na pata traseira direita. A extensao do infiltrado inflamatério foi
avaliado através da medida da pata utilizando paquimetro (Mitotoyo, draper 0-25mm
Micrometer, Tokyo, Japan) e a area relativa do aumento da pata foi calculada pela
formula A=1r.d%/4 (onde A= area de um circulo plano; = 3,14; d= medida obtida no

paquimetro) e avaliada comparando-se com o controle.

5.11 ELISA PARA DETECCAO DE IGG ANTI-HMM

Placas de 96 orificios foram sensibilizadas com 25ug/mL da fragcao
de hMM (100uL/orificios), diluidas em tamp&o carbonato-bicarbonato e incubadas
por 1 hora a 37°C e depois overhight a 4°C. Apds esse periodo, as placas foram
lavadas 4 vezes em tampéao de lavagem (leite em pd 0,5%, tween 0,05% e PBS),
bloqueadas por 1 hora em tampéao bloqueio (leite em pé 5%, tween 0,5% e PBS) a
temperatura ambiente. Apdés 4 novas lavagens, as amostras de soro foram
distribuidas em duplicatas (100uL/mL), diluidas 1:10 em tampao de diluicéo (leite em
pd 0,05% e PBS) e incubadas por 2 horas a 37°C.

Apos 4 novas lavagens, foram adicionado 100ulL/orificio de
conjugado peroxidase anti-IgG de camundongo (Sigma A-8924 Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA), diluido em tampao de diluigado a 1:4000 e, em seguida,
novamente incubadas por 1 hora e 30 minutos a 37°C. As placas foram lavadas

novamente com tampao de lavagem e adicionado 100uL de solugéo reveladora



43

(tampao citrato, OPD e H,0,). A reacgao foi interrompida cerca de 15 minutos com
50uL de H,SO4 4N seguida de leitura em Multiskan EX (Uniscience — Labsystems,
Helsinki, Filand) a 492nm.

5.12 EFEITO DA FRACAO DE HMM E DO [RU(NA2)FE(CNS)(NO)] NA PRODUGAO DE NO
PELOS MACROFAGOS PERITONIAIS MURINOS

Seis camundongos Balb/c foram anestesiados com éter etilico e
administrado na cavidade peritonial, 3mL de meio de cultura de células RPMI-1640
incompleto (Sigma). Apdés massagem leve local, durante 10 minutos, os
camundongos foram sacrificados via analgesia inalatéria seguida por deslocamento
cervical. As células obtidas da cavidade peritonial foram depositadas em placas de
Petri e incubadas por 1 hora a 37°C, seguidas de trés lavagens consecutivas com
RPMI-1640 pré-aquecido a 37°C. As células aderentes foram tratadas com solugao
de EDTA 0,05%, coletadas, lavadas via centrifugagcdo a 3000 rpom por 5 minutos,
ressuspendidas em meio RPMI-1640 completo (suplementado com 10% de soro
bovino fetal) gelado, e contadas em camara de Neubauer.

As células obtidas no procedimento anterior, foram depositadas
sobre laminulas estéreis presente nos orificios das microplacas (24 wells) (1x10°
células) e, em seguida, incubadas a 37°C em atmosfera de ar umidificada contendo
5% de CO; na presenga de 5ug, 15ug e 45ug da fracdo de hMM e diferentes
concentragdes de [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] (5uM, 15uM e 45uM), separadamente, por
24 horas. Apds este periodo, foi adicionado o fungo (1x10° leveduras viaveis de Pb
18) e as diferentes concentracbes da droga em associacdo com as diferentes
concentracbées de hMM e incubadas, novamente, por 24 horas. Todas as amostras
foram feitas em ftriplicata e os niveis de NO do sobrenadante foram detectadas

conforme item 5.15.
5.13 DETERMINACAO DOS NiVEIS DE OXIDO NiTRICO

A producgédo de NO foi quantificada pelo acumulo de nitrito presentes
nos sobrenadantes das amostras, de acordo com Panis et al. (2010) com algumas
modificacdes. Previamente, os sobrenadantes e os soros dos experimentos in vitro e

in vivo, respectivamente, foram desproteinizadas pela adicido de 50uL de ZnSO4 a
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75mM e 70uL de NaOH, agitadas e centrifugadas a 8939x g a 25°C por 5 minutos.
Foram coletas os sobrenadantes das amostras e diluidas em tampao glicina (45g/L
pH 9.7) durante 5 minutos. Os granulos de cadmio foram lavados em agua destilada
estéril e adicionado a uma solugdo de CuSO4 a 5mM em tampao glicina-NaOH
(15g/L pH 9.7) durante 5 minutos. Os granulos acoplados com cobre ativados foram
adicionados ao sobrenadante diluido em tampéao glicina e agitado por 10 minutos.
Aliquotas de 200uL foram colocadas em tubos apropriados para determinacdo de
nitrito e, adicionados a ele, o0 mesmo volume de reagente de Griess. Apos 10
minutos de incubagdo em temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados a
8939x g a 25°C por 2 minutos e colocados em microplacas de 96 pogos, em
triplicata. A concentragéo de nitrito foi determinada em referéncia a curva padrao de
7,8uM a 250uM de NaNO2 e a absorbancia foi determinada pela leitura da
microplaca em 550nm.

A porcentagem de inibicao da producao de NO foi determinada pela

férmula: 100 — ([média da produgao de NO/controle positivo] x 100).

5.14 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada analise de variancia (ANOVA) pelo teste de Tukey-

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

média + desvio padrao, e os resultados, considerados significativos, quando p<0.05
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6 RESULTADOS
6.1 PERFIL ESPECTROFOTOMETRICO DA FRACAO DE CFA E WESTERN BLOTTING

As fracbes de CFA que foram obtidas pelo coletor automatico de
fracbes foram analisadas em leitura em espectrofotdbmetro a 280nm e a fragdo F11
(*) foi considerada como a fragdo de hMM (fig. A). Logo apds, foi realizada a
eletroforese seguida da transferéncia em membrana de nitrocelulose para

caracterizagao da fragcdo de hMM (fig. B).

Figura 1 — Perfil espectrofotométrico a 280nm da fragdo cromatografica de CFA
em sephadex G-200 e western blotting. A) As fragdes obtidas pelo
coletor automatico de fracbes foram lidas a 280nm e a fracédo F11 (*)
foi considerada como a fracdo de hMM. B) A fracdo F11 foi analisada
por western blotting utilizando um padrédo de peso molecular (MM)
(Bio-Rad 161-0375) e revelada com TMB. Sendo 1: F11-SDS-PAGE;
2: F11-WB e 3: MM.
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6.2 UNIDADE FORMADORA DE COLONIAS (CFU)

Os resultados de CFU de pulmdo dos camundongos que foram

previamente imunizados com a fragdo de hMM, infectado com Pb18 (hMM + Pb) e
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quando tratados com o composto (hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]), ndo
apresentaram crescimento de fungos (Fig. A) durante os 28 dias de infecgdo. O
mesmo foi observado no CFU de figado (fig. B).

Quando comparamos o grupo Pb com o grupo Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], podemos observar uma diminuigdo das colbnias formadas,
indicando que o composto doador exerceu um feito benéfico na infecgao por P.

brasiliensis tanto no pulm&o como no figado (p<0.05) (fig. A e B).

Figura 2 — Determinacdo quantitativa de CFU de P. brasiliensis em
pulm&o e figado. Grupos de camundongos Balb/c (n=6): Pb:
infectado com 1x10° leveduras de Pb18; hMM: imunizado com
100ug da fracdo de hMM; hMM + Pb: Imunizado e infectado
com Pb18; [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]: tratado com 100uM de
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]; Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]: infectado e
tratado; hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]: imunizado,
infectado e tratado. A) Pulmao: diferenga significativa entre o
grupo Pb x grupo Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] (*p<0.05). B)
Figado: diferenga significativa entre o grupo Pb x grupo Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] (*p<0.03).
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6.3 ANALISE HISTOPATOLOGICA DO PULMAO E FiGADO

Os camundongos do grupo Pb apresentaram, tanto no pulmao como
no figado, dano focal com granulomas circunscritos € bem definidos, com presenca
de fungos viaveis em seu interior (fig. 3A e 4A). Ja no grupo hMM + Pb, ndo houve
formacao de granulomas e sim um grande infiltrado celular em ambos os érgaos (fig.
3B e 4B). No grupo Pb + [Ru(Na,)Fe(CNs)(NO)], foi observado, no pulm&o, um grande
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infiltrado celular com a presenca de fungos dispersos (setas) (fig. 3C), e no figado,
houve a formacdo de um numero reduzido de granulomas e de fungos em seu
interior (fig. 4C). Além disso, no grupo hMM + Pb + [Ru(Nay)Fe(CNs)(NO)], foi
demonstrado, no pulmao, infiltrado celular com formagédo de pequenos granulomas
sem observacao de fungos no tecido (fig. 3D). Ja no figado, houve a formacao de

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

Figura 3 — Avaliagdo histopatolégica do pulmdo em camundongos Balb/c
infectados com P. brasiliensis. A) Grupo Pb (infectado com 1x10°
leveduras de Pb18) mostrando granuloma confluente com muitas
células de leveduras viaveis (200x); B) Grupo hMM + Pb
(imunizado com 100ug da fragdo de hMM e infectado com Pb18)
mostrando um grande infiltrado celular (100x); C) Grupo Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] (infectado e tratado com 100uM
[Ru(Na,)Fe(CNs)(NO)]) mostrando um grande infiltrado celular
com presenca de fungos dispersos (setas) (200x) e D) Grupo
hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] (imunizado, infectado e
tratado) mostrando infiltrado celular com pequenos granulomas
sem a presenca de fungos (100x).

h Al T o T e -
A F ¥ i u L -
a e - 1 ] -
;
i
= .
:
7




Figura 4 — Avaliagcdo histopatolégica do figado em camundongos Balb/c

infectados com P. brasiliensis. A) Grupo Pb (infectado com 1x10°
leveduras de Pb18) mostrando granuloma confluente com muitas
células de leveduras viaveis (200x); B) Grupo hMM + Pb
(imunizado com 100ug da fragcédo de hMM e infectado com Pb18)
mostrando um grande infiltrado celular (200x); C) Grupo Pb +
[Ru(Nay)Fe(CNs)(NO)] (infectado e tratado com 100uM
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]) mostrando a presenca de granulomas
com numero reduzido de fungos em seu interior (200x) e D)
Grupo hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CN5)(NO)] (imunizado, infectado e
tratado) mostrando a presenca de granulomas com numero
reduzido de fungos em seu interior (200x).

48



Tabela 1 — Quantificagdo de granulomas e de células fungicas presentes
nos cortes histolégicos de pulmao e figado de camundongos
tratados ou ndo com hMM e/ou [Ru(Nay)Fe(CNs)(NO)] e
infectados com P. brasiliensis.

Média do numero de granulomas em pulmao e figado

N° de granulomas

Grupos Pulmao Figado
Pb 2,40 £ 0,245 22,00 £ 1,817
hMM + Pb 0 0
Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs5)(NO)] 0 15,8 £ 2,311*

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

Média do numero de células fungicas em granulomas de pulméo e

figado
Pulmao Figado
Pb 54,6 + 2,768 35,6 + 3,234
hMM + Pb 0 0
Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs5)(NO)] 32,4 £4,214* 253 + 1,985"**
hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] 0 13,4 £ 4,974**

Representacoes da média do numero de granulomas e de células fungicas
presentes nos granulomas de camundongos infectados com P. brasiliensis. Grupos
de camundongos (n=6): Pb: infectado com 1x10° leveduras de Pb18; hMM + Pb:
Imunizado com 100ug da fragado de hMM e infectado com Pb18; Pb +
[Ru(Na,)Fe(CN5)(NO)]: infectado e tratado com 100uM [Ru(Na,)Fe(CNs)(NO)J; hMM + Pb
+ [Ru(Nay)Fe(CNs5)(NO)]: imunizado, infectado e tratado. Os valores foram calculados
comparando a media de granulomas nos grupo Pb x hMM + Pb + [Ru(Na;)Fe(CNs)(NO)]
(*p<0.001) e Pb + [Ru(Na,)Fe(CNs)(NO)] x hMM + Pb + [Ru(Na,)Fe(CNs5)(NO)] (*p<0.001)
presentes no figado e quanto a média de células fungicas, no pulméo, nos grupos Pb x Pb
+ [Ru(Nay)Fe(CNs5)(NO)] (**p<0.01) e nos grupos Pb x Pb + [Ru(Naz)Fe(CN5)(NO)]
(***p<0.05) e Pb x hMM + Pb + [Ru(Na,)Fe(CNs5)(NO)] presentes no figado (**p<0.05). Nao
houve diferenca na média dos granulomas entre os grupos Pb x hMM + Pb +
[Ru(Nay)Fe(CNs)(NO)] (p>0.05) presentes no pulmédo e entre Pb x Pb +
[Ru(Na,)Fe(CNs)(NO)] presentes no figado (p>0.05). Na média de células fungicas Pb +
[Ru(Na,)Fe(CNs)(NO)] x hMM + Pb + [Ru(Nay)Fe(CNs)(NO)] (p>0.05) presentes no figado.
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6.4 REACAO DE HIPERSENSIBILIDADE TARDIA (DTH)

Os resultados da reacéo de hipersensibilidade tardia, demonstraram
aumento da resposta inflamatéria em mm sendo significativo (p<0.05) nos grupos
hMM, hMM + Pb, [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] e hMM + Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] em relagéo 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 relaggo ao grupo hMM + Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] (Tp<0.05). Nao foi observada diferenga nos grupos hMM x
hMM + Pb; [Ru(Na2)Fe(CNs)(NO)] x Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] e Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs5)(NO)] x hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] (p>0.05) (fig. 5).

Figura 5 — Avaliagao da resposta imune celular em camundongos Balb/c infectados
com P. brasiliensis. Resposta em mm, 24 apds inoculagao s.c. da fragcao
de hMM (7,5ug) em grupos de camundongos Balb/c (n=6): Pb: infectado
com 1x10° leveduras de Pb18; hMM: imunizado com 100ug da fragéo de
hMM; hMM + Pb: Imunizado e infectado com Pb18§;
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]: tratado com 100uM [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]; Pb +
[Ru(Nay)Fe(CNs)(NO)]:  infectado e tratado; hMM + Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]: imunizado, infectado e tratado. Diferenca
significativa nos grupos hMM, hMM + Pb, [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] e hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] x controle
(p<0.05); hMM e hMM + Pb x Pb (*p<0.05) e hMM + Pb x hMM + Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] (Tp<0.05). Ndo houve diferenca entre hMM x
hMM + Pb; [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] x Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] e Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] x hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] (p>0.05).
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6.5 ELISA PARA DETERMINACAO DO NIVEL DE IGG ANTI-FRACAO DE HMM

Os resultados de ELISA demonstraram niveis elevados de
anticorpos anti-fragdo hMM expresso em densidade o6ptica (D.O.) nos grupos: Pb,
hMM + Pb, Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] e hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], apds
28 dias de infecgao, em relagdo ao grupo controle (p<0.05) e, como esperado, entre
o grupo hMM e controle (p<0.05). Foram observadas também diferencas
significativas entre o grupo hMM + Pb e grupo hMM + Pb + [Ru(Nay)Fe(CNs)(NO)]
em relagcéo ao grupo Pb (*p<0.05); destes mesmo grupos em relagado ao grupo hMM
('p<0.05) e entre hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] x Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]
(3p<0.05). Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos hMM e Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] x Pb e entre hMM + Pb x hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CN5)(NO)]
(p>0.05) (fig. 6).
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Determinacao de niveis 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
1x10° leveduras de Pb18; hMM: imunizado com 100ug da fragédo de
hMM;  hMM + Pb: Imunizado e infectado com Pb18;
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]: tratado com 100uM [Ru(Na,)Fe(CNs)(NO)]; Pb +
[Ru(Nay)Fe(CNs)(NO)]:  infectado e tratado; hMM + Pb +
[Ru(Na2)Fe(CNs)(NO)]: imunizado, infectado e tratado, apos 28 dias de
infecgcao. Diferenga significativa nos grupos Pb, hMM, hMM + Pb, Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] e hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] x o grupo
controle (p<0.05). Entre os grupos hMM + Pb e hMM + Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] x o grupo Pb (*p<0.05); hMM + Pb e hMM + Pb +
[Ru(Na2)Fe(CNs)(NO)] x o grupo hMM (Tp<0.05) e entre hMM + Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] x Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] (3p<0.05). Nao
houve diferenga entre hMM e Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] x Pb e entre
hMM + Pb x hMM + Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs5)(NO)] (p>0.05).
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6.6 Nivels bE Oxipo NiTRICO IN VITRO E IN VIVO

6.6.1 Niveis Séricos de Oxido Nitrico em Camundongos Balb/c

Os resultados obtidos pela dosagem sérica de NO apods 28 dias de
infeccdo, demonstraram aumento nos niveis de NO nos grupos: Pb, hMM, hMM +
Pb, [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], Pb + [Ru(Nay)Fe(CNs5)(NO)] e hMM + Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] x controle (p<0.05); Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] x
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] (*p<0.05) e Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] x hMM + Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] (Tp<0.05). Nao foi observada diferenca entre os grupos hMM,
hMM + Pb, [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] e hMM + Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] x Pb (p>0.05) (fig. 7).

Figura 7 — Determinacdo de niveis séricos de NO em camundongos Balb/c
infectados com P. brasiliensis. Grupos de camundongos Balb/c (n=6):
Pb: infectado com 1x10° leveduras de Pb18; hMM: imunizado com
100ug da fragdo de hMM; hMM + Pb: Imunizado e infectado com Pb18;
[Ru(Na2)Fe(CNs)(NO)]: tratado com 100uM [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]; Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]:  infectado e tratado;, hMM + Pb +
[Ru(Na)Fe(CNs)(NO)]: imunizado, infectado e tratado. Diferenga
significativa entre os grupos Pb, hMM, hMM + Pb,
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], Pb + [Ru(Na,)Fe(CNs)(NO)] e hMM + Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]  x grupo controle (p<0.05). Grupo Pb +
[Ru(Na,)Fe(CNs)(NO)] x [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] (*p<0.05) e entre Pb +
[Ru(Na2)Fe(CNs)(NO)] x hMM + Pb + [Ru(Na,)Fe(CNs)(NO)] (Tp<0.05).
Nado houve diferenca entre os grupos hMM, hMM + Pb,
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] e hMM + Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] x Pb (p>0.05).
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6.6.2 Niveis de Oxido Nitrico em Sobrenadante de Macréfagos Peritoneais Murinos

Sensilizados com hMM

Os resultados obtidos pela dosagem de NO in vitro, apds 24 horas
de incubagdo, demonstraram aumento nos niveis de NO nos grupos: Pb, hMMs,
hMMs + Pb, hMM15, hMM15 + Pb, hMMys, hMMy5 + Pb x controle (p<0.05); hMM1s5 x
hMM;s + Pb (*p<0.05); hMM4s x hMMys + Pb (Tp<0.05); hMM;s + Pb, hMMys + Pb x
hMMs + Pb (3p<0.05); e hMMs, hMM15 € hMM4s x Pb (*p<0.05). Nao foi observada
diferenca entre os grupos hMM45 + Pb e hMMgys + Pb x Pb; hMM15 € hMMyss X hMMs;
e hMMs x hMMs + Pb (p>0.05) (fig. 8).

Figura 8 — Determinacdo de niveis de NO em sobrenadante de macrofagos
peritoneais murinos sensibilizados com a fragcdo de hMM. Resultado de
dosagem de NO, expresso em mM, em sobrenadante de macréfagos
peritoneais murinos sensibilizados com a fragdgo de hMM nas trés
diferentes concentragdes de hMM (5ug: hMMs, 15ug: hMM4s e 45ug:
hMMys), associados ou ndo com as leveduras de Pb18 (1x10°) (hMMs +
Pb, hMMy5 + Pb e hMMys + Pb), apds 24 horas de incubagao. Controle:
somente macrofagos (1x106). Diferenga significativa entre os grupos Pb,
hMMs, hMMs + Pb, hMM,5, hMM,5 + Pb, hMMss, hMM4s + Pb x controle
(p<0.05); hMMy5 x hMMys + Pb (*p<0.05), hMMss x hMM4s + Pb
('p<0.05); hMM15 + Pb, hMMys + Pb x hMMs + Pb (3p<0.05) e hMMs,
hMM1s5 e hMMys x Pb (*p<0.05). Nao houve diferenca entre os grupos
hMM4s + Pb e hMMys + Pb x Pb; hMM45 e hMMy4s x hMMs e hMMs x
hMMs + Pb (p>0.05).
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6.6.3 Niveis de Oxido Nitrico em Sobrenadante de Macréfagos Peritoneais Murinos
Tratados com [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]

Os resultados de dosagem de NO em sobrenadante de macrofagos
apos 24 horas de incubagdo com 5uM de [Ru(Nay)Fe(CNs)(NO)] (NPS-Rus), 15uM
(NPS-Rus) e 45uM (NPS-Russ) demonstraram aumento no nivel de NO em relagéao
ao grupo controle (p<0.05), o mesmo ocorrendo com a incubagado com as formas de
leveduras de Pb18 (NPS-Rus + Pb, NPS-Ru4s + Pb e NPS-Ruys + Pb) e o grupo Pb
em relagdo ao grupo controle (p<0.05). No entanto, houve diminui¢gdo nos niveis de
NO quando NPS-Rus, NPS-Ruqs, NPS-Ruys foram incubadas com as formas de
leveduras de Pb18 em relagdo ao grupo Pb (*p<0.05). N&o foi observada diferenga
dos grupos NPS-Rus, NPS-Rus + Pb, NPS-Ruys, NPS-Ruqs + Pb, NPS-Russ e NPS-
Ruys + Pb entre si (p>0.05) (fig. 9).

Figura 9 — Determinacdo de niveis de NO em sobrenadante de macrofagos
peritoneais murinos tratados com [Ru(Na,)Fe(CNs5)(NO)]. Resultado de
dosagem de NO, expresso em mM, em sobrenadante de macréfagos
peritoneais murinos tratados com 5uM de + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]
(NPS-Rus), 15uM (NPS-Russ) e 45uM (NPS-Ruys) associados ou néo
com as formas leveduriformes de Pb18 (NPS-Rus + Pb, NPS-Rus + Pb
e NPS-Russ + Pb), apdés 24 horas de incubacido. Controle: somente
macrofagos (1x10°). Diferenga significativa entre os grupos NPS-Rus,
NPS-Rus + Pb, NPS-Ru1s, NPS-Ruqs + Pb, NPS-Russ, NPS-Russ + Pb e
Pb x grupo controle (p<0.05); grupos NPS-Rus, NPS-Rus + Pb, NPS-
Ruis NPS-Ruqs + Pb, NPS-Russ, NPS-Russ + Pb x grupo Pb (*p<0.05).
Nao houve diferenga entre os grupos NPS-Rus, NPS-Rus + Pb, NPS-
Ruts, NPS-Ruys + Pb, NPS-Russ e NPS-Rugs + Pb (p>0.05).
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6.6.4 Inibicao dos niveis de 6xido nitrico em sobrenadante de macréfagos murinos
sensibilizados com hMM e tratados com [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] na presenca

de P. brasiliensis

Os resultados obtidos pela associacao de hMM, [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]
e Pb nas trés diferentes concentragbes, in vitro, apdés 48 de sensibilizacdo e
tratamento, demonstraram que houve uma inibicdo na producao de NO em todas as
associagbes. Porém, quando observamos estes mesmos grupos entre si, foi
observada uma leve diminuicdo da porcentagem de inibicdo quando observamos o
grupo hMMys + NPS-Ruys + Pb.
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Figura 10 — Porcentagem de inibicdo dos niveis de NO em sobrenadante de

% ¢deinibigdo/NO

macréfagos murinos sensilizados com hMM e tratados com
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] na presenca de P. brasiliensis. Porcentagem de
inibicdo dos niveis de NO em sobrenadante de macrofagos peritoneais
murinos tratados com a fragdo de hMM nas trés diferentes
concentragbes de hMM (5ug: hMMs, 15ug: hMM+s e 45ug: hMMgys)
associadas a [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] nas trés concentragdes (SuM:
NPS-Rus, 15uM: NPS-Russ e 45uM: NPS-Ruys) e na presenga de
leveduras de Pb18 (1x10°), apds 24 horas de incubacdo. Controle
negativo: somente macréfagos (1x10°) e controle positivo: somente
leveduras de Pb18. % inibicdo: 100 — ([média da producédo de
NO/controle positivo] x 100).
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7 DISCUSSAO

Os conhecimentos de mecanismos que possam modular uma
resposta imune adequada e efetiva poderdo contribuir para o desenvolvimento de
processos imunoterapicos no tratamento da PCM, doenca que afeta milhdes de
pessoas na América Central e Sul.

E neste conceito e considerando o potencial de utilizacdo da fracao
de hMM de P. brasiliensis como vacina (PAVANELLI et al., 2007), e dos compostos
doadores de NO acoplados a metais de transicdo como o ruténio, os quais exercem
efeito microbicida contra varios 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 fragdo de hMM em
associagdo com um composto doador de NO [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] e deste
composto na PCM experimental em camundongos Balb/c.

A auséncia de fungos no pulmao e figado observados pela técnica
de CFU bem como pela analise histopatolégica, em camundongos previamente
imunizados com fracdo de hMM e a intensa resposta de DTH, demonstraram um
papel protetor da fragdo de hMM na PCM experimental em camundongos Balb/c.
Essa protecédo foi mais eficiente que observado por Pavanelli et al. (2007), onde
ainda foi possivel observar fungos viaveis nos animais imunizados, possivelmente,
este fato, seja devido a utilizagdo da fragcdo de hMM mais purificada.

A diminuigdo no numero de CFU de P. brasiliensis e do numero de
fungos nos cortes histologicos tanto no pulm&o como no figado de camundongos
tratados com [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] (Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]), composto ainda
nao avaliado na PCM, também sugerem que o0 mesmo apresente papel protetor na
PCM experimental em camundongos, todavia seu efeito parece ser inferior a da
fracdo hMM. Essa eficiéncia, possivelmente, esta relacionada com os altos niveis
séricos de NO observados em nosso estudo, ja que nao houve uma maior indugéo
da resposta imune humoral e celular, pelo [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], em relagdo ao
grupo infectado. Em estudo anterior, Pavanelli et al. (2011), utilizando um composto
doador de NO acoplado a molécula de ruténio, cis-[Ru(bpy)2(NO)SOs](PFs),
demonstraram que também ndo houve uma eficiente resposta imune celular nos
grupos infectados com P. brasiliensis e tratados com o composto, utilizando

exoantigeno o qual contém uma variedade de antigenos de P. brasiliensis.
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Evidéncias mostram que a formacado do granuloma, induzido pela
infeccao por P. brasiliensis, esta intimamente relacionado com a resposta imune do
hospedeiro. Na PCM, a formag¢ao do granuloma e o controle eficiente da proliferagao
fungica em seu interior, estdo a favor de uma resposta imune celular
(MONTENEGRO et al., 1994). A analise de cortes histolégicos de pulmao e figado
de animais previamente imunizados com hMM, demonstraram auséncia de
granulomas nesses oOrgaos. Possivelmente, a ndo indugcdo de resposta
granulomatosa se deve a eliminagédo do fungo na fase inicial de infec¢do, pois além
da nado deteccgao do fungo nesses tecidos, o resultado de CFU também foi negativo.
Ja nos animais infectados e tratados com [Ru(Na,)Fe(CNs)(NO)] foi observado um
infiltrado celular com a presenga de fungos dispersos no tecido e formagado de um
numero reduzido de granulomas e de fungos viaveis, respectivamente, no pulméo e
figado desses animais, sendo coerentes com os dados observados no CFU. Este
resultado esta de acordo com estudo anterior, 0 qual demonstrou que complexos de
ruténio foram capazes de inibir 70% da proliferacdo das formas epimastigotas de T.
cruzi (SANCHEZ-DELGADO et al., 2004).

No caso do fungo P. brasiliensis, a resisténcia a infecgao depende,
principalmente, da imunidade celular do hospedeiro (CALICH et al., 1998;
POLONELLI et al., 2000), sendo que os macrofagos ativados por IFN-y apresentam
importante papel na resisténcia na PCM (BRUMMER et al., 1994; CANO et al., 1998;
KURITA et al.,, 1999). Em geral, a principal atividade microbicida dos macrofagos
relaciona-se com a produgao de NO e seus metabdlicos (RIN) como o peroxinitrito,
que subsequentemente decompde-se em moléculas adicionais também altamente
reativas (BOGDAN et al., 2000; MISSAL et al., 2004). Especificamente, uma agao
fungicida do NO sobre o P. brasiliensis foi observada in vitro por Gonzalez et al.
(2000) utilizando cultura de macréfagos murinos ativados por IFN-y e Nascimento et
al. (2002) confirmaram o papel fungicida do NO na PCM experimental por meio da
utilizacdo de camundongos geneticamente deficientes para o gene da iNOS.

Considerando a intensa resposta a fragdo hMM em camundongos
previamente imunizados e infectados com P. brasiliensis em relagao aos infectados
e tratados com [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], foi realizada a dosagem sérica de NO e os
resultados demonstraram niveis elevados de NO em animais imunizados bem como
em animais tratados com [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], sendo mais evidente em animais

infectados e tratados com [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]. Considerando que nesse ultimo
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grupo a protecao foi parcial, sugere que no grupo imunizado, além de NO, outros
mecanismos de defesa devem ter contribuido para a eliminagdo do fungo nos
orgaos avaliados. Adicionalmente, Pavanelli et al. (2011), observaram que os niveis
séricos de NO nos animais infectados com P. brasiliensis e tratados com cis-
[Ru(bpy)2(NO)SOs](PFs), ndo apresentaram diferenga significativa em relagdo ao
grupo infectado nos 20 dias de infecgcdo, sendo somente significativo no grupo
avaliado apds 40 dias. Mesmo assim, nos dois trabalhos foram verificados que os
compostos utilizados reduziram o numero de células fungicas em ambos os 6rgaos,
demonstrando que o NO foi capaz de matar o fungo e, consequentemente, controlar
a multiplicagao do parasita. Todavia, no presente trabalho, sdo necessarios estudos
adicionais com a dosagem de NO tanto no periodo anterior como por um periodo
superior aos 28 dias de infecgao e tratamento.

A investigacdo da associagado entre imunizagdo com a fragdo de
hMM e tratamento com [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] resultou em CFU negativo, mas com
presenca de granulomas e de fungos nos cortes histolégicos nos 6rgaos analisados,
além de menor resposta de DTH em relagdo aos grupos imunizados e menor niveis
séricos de NO que o grupo infectado e tratado com [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]. Esses
resultados sugerem uma modulagdo da resposta imune celular pela acdo do
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], suprimindo a resposta induzida por hMM e também uma
supressao na producao de NO pelo processo de imunizagcdo com a fragdo hMM.
Considerando que além de ter efeitos protetores no hospedeiro, o NO esta envolvido
também na imunossupressao. Essa atividade imunossupressora do NO tem sido
relatada in vitro e em diversos modelos de infec¢ao in vivo, incluindo Toxoplasma
gondii (CANDOLFI et al., 1994), Listeria monocytogenes (GREGORY et al., 1993) e
Plasmodium vinckei (ROCKETT et al., 1994). Além disso, ha evidéncias de que o
NO reduz a habilidade de DCs pulmonares em apresentar antigenos (HOLT et al.,
1992), inibindo, também, a expresséo de produtos de genes do complexo principal
de histocompatibilidade de classe |l (moléculas la) em macréfagos estimulados por
IFN-y (SICHER et al., 1994), responsavel por apresentar os antigenos a outras
células linfoides e favorecer o curso da infecgéo.

A droga [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], por alguma razdo desconhecida, por
si s, sem a infecgdo pelo fungo, induziu resposta de DTH a fragcdo de hMM, de
forma similar ao grupo Pb e ao grupo Pb + [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)]. Por outro lado, a

droga [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], por si sb, ndo interferiu na resposta imune humoral a
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fracdo de hMM, mantendo os niveis basais do grupo controle e quando associado a
infeccdo, manteve niveis similares de IgG anti-hMM ao grupo Pb +
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], indicando nenhuma agé&o positiva ou negativa na inducéo da
resposta imune humoral. Porém, diferentemente da resposta de DTH, a associacao
de hMM e [Ru(Na2)Fe(CNs5)(NO)], resultou em intensa resposta de IgG anti-hMM. Na
PCM a resposta imune humoral ndo é considerada protetora e uma forte resposta
imune humoral esta correlacionada com a gravidade da doencga (SINGER-VERMES
et al., 1993), mas tem sido descrito a eficacia da imunidade humoral na protegao do
hospedeiro contra fungos patogénicos, tais como, anticorpos contra polissacarideos
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, Marquez et al. (2005)
observaram niveis mais elevados de IgG anti-hMM em soros de pacientes de forma
crbnica, que a forma mais grave, a aguda. Assim, possivelmente, a resposta imune
via IgG anti-hMM tenha participado na protecéo parcial uma vez que os resultados
da analise histopatoldgica demonstraram numeros reduzidos de fungos em relagéo
ao grupo nao imunizado (Pb + [Ru(Na)Fe(CNs)(NO)]), visto que a resposta imune
celular nesse grupo de animais nao foi tao evidente.

A defesa anti-fungica na fase inicial de infeccdo se deve ao
mecanismo inato, sendo importante a participacdo das células fagociticas. No
presente trabalho, foi avaliado os niveis de NO produzido por macrofagos
peritoneais de camundongos Balb/c incubados com a fraggo hMM em trés
concentracdes distintas em presenca ou nao de leveduras de P. brasiliensis. Os
resultados obtidos demonstraram que a fraggo hMM induz os macréfagos a
liberarem NO, sendo os niveis dependente da dose de hMM utilizada, tanto na
auséncia como na presenca do fungo. O composto [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] também
induziu os macrofagos a liberarem mais NO, porém, diferentemente de hMM, n&o
houve diferenga entre os niveis de NO com as trés concentragdes utilizadas. E, além
disso, os niveis de NO inferior ao observado somente com o fungo, sugerem
supressao da producaol/liberagdo de NO pelos macrofagos quando associado ao
referido composto. No entanto no modelo de PCM experimental em camundongos,
os niveis séricos de NO, no grupo infectado e tratado com o composto, foi
equivalente ao grupo somente infectado, possivelmente devido a contribuicdo de

producao de NO por outras populagdes celulares. Surpreendentemente, como
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observado em animais imunizados e infectados, foi observado, in vitro, um nivel
inferior de NO em sobrenadante de macrofagos tratados com a associacdo de
fracdo hMM, [Ru(Na2)Fe(CNs)(NO)] e o fungo. Essa inibigdo foi observada com a
associagao de diferentes doses de hMM e [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], sendo essa
inibicdo de menor intensidade com a maior dose utilizada. Esses resultados
sugerem cautela quanto a utilizacdo de composto [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)], sendo
necessario estudos adicionais com diferentes doses do composto, periodos de
tratamento e outros interferentes.

Concluimos pelos resultados obtidos que a fraggo hMM induz
protecdo nos principais 6rgdos como pulmao e figado, e o tratamento com o
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] também induz protecdo, porém parcial, nas condigcbes do
estudo. Tanto a fragdo hMM como o composto [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] induz
aumento de nivel sérico de NO na PCM experimental em camundongos. Além disso,
a fraggo hMM como o composto [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] induz aumento de
producao/liberacdo de NO pelos macrofagos peritoneais murinos. Todavia a
associagao da fragdo hMM em conjunto com o composto [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)],
além de induzir diminuicdo no niveis de NO pelos macréfagos peritoneais murinos,
suprime parcialmente a proteg¢ao induzida por imunizagdo com hMM, possivelmente
por indugdo de modulacdo da resposta imune celular, o que requer estudos

adicionais.
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8 CONCLUSOES

A imunizagdo de camundongos Balb/c com a fragdo hMM, induz
protecdo maior que o ja evidenciado em estudo anterior na PCM experimental

murino.

O composto [Ru(Na2)Fe(CNs)(NO)] induz protegéo parcial na PCM

experimental murino.

A imunizagdo de camundongos Balb/c com a fragdo hMM induz
aumento na resposta celular e humoral em camundongos infectados com P.

brasiliensis.

O tratamento de camundongos Balb/c com o composto
[Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] induz aumento de resposta imune humoral e do nivel sérico

de NO em camundongos infectados com P. brasiliensis.

A imunizacdo de camundongos Balb/c com a fragdo hMM associado
ao tratamento com o composto [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] induz diminuigdo no efeito
protetor de hMM.

A fragdo hMM induz aumento na producao/liberagdo de NO em

macrofagos peritoneais murinos de maneira dose dependente.

O tratamento de macréfagos peritoneais murinos com o composto
[Ru(Naz)Fe(CN5)(NO)] induz aumento na produgao/liberagao de NO.

A associagdo entre hMM e o composto [Ru(Naz)Fe(CNs)(NO)] induz

diminui¢cao na produgao/liberagcao de NO induzida pelo fungo P. brasiliensis.
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