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“Se vi mais longe foi por estar de pé sobre ombros de gigantes.” 

Isaac Newton 



RESUMO 

Neste trabalho a Espectroscopia FTIR com detecção fotoacústica (FTIR-PAS) e a 

Espectroscopia Raman foram utilizadas para estudar, em camundongos Swiss, a 

dinâmica das mudanças estruturais de tecidos, no pulmão e fígado, após infecção 

com Paracoccidioides brasiliensis (Pb), e na pele, após  inoculação intradérmica de 

metabólitos produzidos por Fusarium oxysporum. O estudo histológico das amostras 

foi realizado para validação dos resultados. Os experimentos foram realizados ex 

vivo e foram avaliadas as alterações nas bandas de absorção óptica e de 

espalhamento Raman, no pulmão, no fígado e na pele, em função do tempo. O 

estudo foi dividido em quatro partes: 1ª) os espectros Raman de pulmões de 

camundongos Swiss infectados por Pb foram correlacionados à expressão temporal 

da glicoproteína gp43, à ocorrência de morte celular programada e às alterações 

morfológicas no órgão. As analises foram realizadas 1, 2, 4 e 8 semanas após a 

infecção. As bandas mostraram que a infecção foi mais intensa na 1ª e na 4ª 

semana, e a maior expressão de gp43 foi concomitante com a maior imunocoloração 

para TUNEL; 2ª) as alterações nos pulmões infectados com Pb foram avaliadas com 

a técnica FTIR-PAS. Os resultados mostraram que as mudanças nas bandas de 

absorção relacionam com alterações morfológicas, que foram dependentes do 

período de infecção; 3ª) a técnica FT-Raman foi utilizada para avaliação da 

paracoccidioidomicose no fígado de camundongos Swiss infectado com Pb. As 

alterações ocorreram nas regiões espectrais entre 1700-1530 cm-1 e 1370 - 1290 

cm-1, nos picos da fenilalanina e das moléculas CH2 e CH3 correlacionadas ao 

colágeno. A resposta dos tecidos foi caracterizada pelo desenvolvimento de 

granulomas organizados e infecção disseminada, com leveduras localizadas dentro 

dos macrófagos e hepatócitos isolados; 4ª) neste estudo as inoculações da fração 

F1 na pele de ratos saudáveis foram realizadas 3, 6, 12 e 24 horas após a aplicação 

de uma fração (F1) contendo metabólitos produzidos por F. oxysporum. As áreas 

ocupadas na derme dos colágenos tipo I e III aumentaram ao longo do período de 

infecção. Houve mudança na área da banda da amida I e naquela das moléculas 

CH2 e CH3. Em conclusão, os resultados deste trabalho mostraram que as técnicas 

FTIR e Raman podem ser combinadas para avaliação da dinâmica das alterações 

nos tecidos biológicos sobre a ação de agentes patógenos, sendo promissoras para 

novas formas de diagnóstico de doenças. 



ABSTRACT 

In this work the FTIR technique with photoacoustic (FTIR-PAS) detection and the 

Raman method were used to study the dynamic of the structural changes in lung and 

liver tissues of Swiss mice submitted to inoculation of the Paracoccidioide brasiliensis 

fungus (Pb), and in the skin of rats intradermic inoculated by a fraction F1 of 

Fusarium oxyporyum. Histological evaluation of the samples was performed to 

validate the results. The experiments were performed ex vivo and as a function of the 

infection period, evaluating the changes in both optical absorption bands and Raman 

scattering induced by these pathogens. The study was divided into four parts: 1ª) the 

Raman spectra of lungs of Swiss mice infected with Pb were correlated with the 

temporal expression of the gp43 glycoprotein, the apoptosis and the morphological 

changes. Analyses were performed after 1, 2, 4 and 8 of infection. The bands 

showed that infection was more intense in the 1st and 4th weeks, and gp43 

expression was concomitant with most immunostaining for TUNEL. 2ª) changes in 

lungs infected with Pb were also evaluated with the FTIR-PAS technique. The results 

showed that changes in the absorption bands resulted from morphological changes, 

which were dependent on the infection period. 3ª) FT-Raman technique was used to 

evaluate the paracoccidioidomycosis in liver of Swiss mice infected with Pb. Changes 

occurred in the spectral region between 1700-1530 cm-1 and 1370-1290 cm-1, the 

peaks of phenylalanine and CH2 and CH3 molecules of the collagen. The tissue 

response resulted in the development of granulomas with yeasts located within 

macrophages and isolated hepatocytes. 4ª) in this study F1 fraction inoculations were 

performed in the skin of healthy rats 3, 6, 12 and 24 hours after application of the 

fraction. The areas of collagens type I and III increased throughout the infection 

period. There were changes in the areas of the amide I and CH2 and CH3 bands. In 

conclusion, the present results show that the FTIR, FTIR-PAS and Raman 

techniques can be combined for evaluation of the dynamics of changes in biological 

tissues invaded by pathogens, being a promising new way of disease diagnosis. 
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Capítulo 1 

CAPÍTULO 1 -  INTRODUÇÃO 

 

 

Nos últimos anos a espectroscopia vibracional vem sendo cada vez mais 

empregada no estudo de tecidos biológicos, em especial porque os pesquisadores 

estão reconhecendo que estas técnicas têm potencial para serem ferramentas de 

diagnóstico de doenças com vantagens em relação aos métodos tradicionais. Os 

estudos têm proporcionado o desenvolvimento de diferentes técnicas 

espectroscópicas e de imagens voltadas para a detecção de doenças a partir da 

investigação das características estruturais de grupos funcionais presentes nos 

tecidos biológicos [1]. 

Estes métodos são promissores para diagnóstico clínico porque permitem 

detecção rápida de processos biológicos sem a necessidade de uso de reagentes ou 

preparo da amostra para a medida [2]. As alterações espectrais no infravermelho têm 

sido usadas para identificar fenômenos biológicos importantes, como a morte celular 

programada [3,4] e a identificação de células cancerígenas [5].  

Neste trabalho foram realizados estudos utilizando as técnicas 

Espectroscopia Raman e Espectroscopia de infravermelho por transformada de 

Fourier com detecção convencional ou fotoacústica. No primeiro estudo as técnicas 

Raman e fotoacústica foram empregadas para avaliação de pulmão e de fígado de 

camundongos Swiss infectados com Paracoccidiodes brasilensis (Pb). Este fungo é 

o principal agente da paracoccidioidomicose (PCM). É um fungo dimórfico térmico 

que apresenta a forma de micélio em 25ºC e de levedura em 36ºC [6]. Em forma de 

levedura pode se dissemina através do corpo do hospedeiro e parasitar tecidos mais 

profundos [7,8]. A ocorrência de leveduras dentro dos polimorfonucleares, monócitos 

e macrófagos mostra que ele pode sobreviver dentro das células [9]. A 
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paracoccidioidomicose é endêmica em regiões tropicais e subtropicais úmidas da 

América Latina, onde é considerada uma das micoses mais importantes. Ela 

representa a oitava causa de morte por doença infecciosa e tem a maior taxa de 

mortalidade entre as micoses sistêmicas [10-12]. 

O principal componente antigênico do Pb é uma glicoproteína de 43 kDa 

conhecida como gp43 [13]. Ela é sintetizada e transportada para a parede celular e 

então secretada para o meio [14]. Há evidências de que a gp43 participa na adesão, 

invasão e patogênese dos fungos [15], inibe a atividade de macrófagos, e contribui 

para o desenvolvimento de infecção em hospedeiros susceptíveis [16]. Além disso, a 

gp43 é o principal antígeno que é utilizado para o diagnóstico e prognóstico de PCM 

[17].  

A via respiratória é a principal porta de entrada do fungo, que se estabelece 

inicialmente no pulmão e é disseminado por vias linfáticas ou hematogênicas, 

inclusive para outras regiões do organismo [18, 7,8]. No pulmão, o Pb induz a formação 

de granulomas [19] e fibrose [20,21], o que pode danificar sua arquitetura e 

consequentemente prejudicar a função respiratória. No caso do fígado, alguns 

estudos mostram que as enzimas do fígado são alteradas [22,23], indicando que a 

infecção pode perturbar a homeostase deste órgão. Vale lembrar que o diagnóstico 

de PCM natural é atualmente baseado na visualização direta do agente no tecido. 

Técnicas sorológicas têm sido propostas como uma alternativa [24,25].  

Uma nova perspectiva para o diagnóstico de PCM tem sido considerada a 

partir da utilização de técnicas espectroscopias no infravermelho. Estes métodos 

permitem a caracterização de componentes moleculares e deformações estruturais 

resultantes da infecção. Estudos podem ser realizados in vivo, in vitro e ex vivo [26]. 

Os métodos de espectroscopia vibracional permitem acelerar o diagnóstico de 

doenças e podem representar um avanço nas investigações experimentais de PCM 

[27,28]. Além disso, avaliar as propriedades físico-químicas dos tecidos de pulmão e 

de fígado infectados pode permitir a obtenção de informações sobre os mecanismos 

de ação que estes fungos utilizam para induzir alterações nos tecidos invadidos.    

No segundo estudo a técnica Raman foi empregada para avaliação físico-

química da pele de ratos saudáveis que foi tratado com uma fração de extrato bruto 

de Fusarium oxysporum. Fusarium é um patógeno que tem recebido atenção dos 

pesquisadores porque tem havido um grande número de casos de pacientes 
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infectados que apresentam altos níveis de morbidade e mortalidade. Um outro 

aspecto é sua forte resistência ao tratamento com drogas antifúngicas [29]. Pápulas 

eritematosas e nódulos com necrose central são frequentes na pele afetada por 

fungos [30].  

Uma resposta significativa do tecido associada com a produção de ação 

tóxica tem sido observada em pacientes [31]. Foi demonstrado em estudo in vitro que 

o extrato bruto de Fusarium oxysporum é capaz de produzir irritação na pele e 

induzir resposta inflamatória. Além disso, foi recentemente demonstrado que este 

fungo pode provocar morte celular programada na pele e no tecido subcutâneo de 

ratos saudáveis [32]. No entanto, os componentes deste extrato bruto que são 

responsáveis por estes efeitos ainda não foram identificados. Historicamente, 

Fusarium é um gênero conhecido por sua capacidade de produzir micotoxinas que 

têm sido associadas à reações observadas na pele de animais [32] e de seres 

humanos. Portanto, é importante investigar quais os componentes extracelulares 

que são os causadores destas alterações nos tecidos infectados. 

A infecção experimental de animais que são suscetíveis ao fungo em geral é 

capaz de mostrar o comportamento da doença. O uso da espectroscopia vibracional 

parece ser promissor neste tipo de estudo, uma vez que os espectros podem 

fornecer informações sobre as mudanças conformacionais de moléculas que 

constituem o sistema estudado. A possibilidade de estudos com os métodos de 

espectroscopia vibracional tanto ex vivo como em função do tempo de infecção, 

pode resultar em um método alternativo e importante para novos diagnósticos das 

doenças causadas por estes agentes, além de poder permitir avanços em termos do 

entendimento da dinâmica com que estes patógenos agem nos organismos vivos.   

1.1 Objetivos 

Os objetivos deste trabalho são: 

 Utilizar a espectroscopia Raman e a espectroscopia de infravermelho 

por transformada de Fourier com detecção fotoacústica para avaliar a 
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dinâmica das mudanças estruturais de pulmão de camundongos Swiss 

infectado com Paracoccidiodes brasilienses; 

 Utilizar a espectroscopia Raman para análise da dinâmica das 

mudanças estruturais de fígado de camundongos Swiss infectados 

com Paracoccidiodes brasilienses; 

 Avaliar com a espectroscopia Raman a dinâmica das mudanças 

conformacionais da pele de ratos tratados com à fração do extrato 

bruto de Fusarium oxysporium. 

 Correlacionar os resultados destas análises físico-químicas realizadas 

a partir dos dados obtidos pelas espectroscopias vibracionais com 

aqueles das análises histológicas. 



 

Capítulo 2 

CAPÍTULO 2 -  FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

2.1 Espectroscopia Vibracional 

As espectroscopias de absorção e espalhamento na região do infravermelho 

são importantes ferramentas para o estudo de processos físico-químicos e 

biológicos. Elas permitem avaliação de compostos químicos, em qualquer estado 

físico, por meio de processos não destrutivos. Neste capítulo faremos uma breve 

descrição dos princípios básicos que caracterizam estas técnicas.  

2.1.1 Espectroscopia no infravermelho 

A região espectral do infravermelho compreende a radiação com número de 

onda no intervalo entre aproximadamente 12800 e 10 cm-1. Por ser uma faixa 

espectral muito extensa, é dividida em infravermelho próximo (12800 - 4000 cm-1), 

infravermelho médio (4000 - 200 cm-1) e infravermelho longínquo (200 - 10 cm-1) [33]. 

A região do infravermelho médio está relacionada principalmente com as 

transiçôes vibracionais fundamentais, que envolvem o estado fundamental e o 

primeiro estado vibracional excitado. O infravermelho próximo corresponde à região 

onde são observadas as bandas correspondentes a modos resultantes das 

combinações entre as frequências fundamentais. As ligações envolvidas nesses 

modos de vibração são normalmente C-H, N-H e O-H. 

A espectroscopia no infravermelho envolve essencialmente a interação entre 

fótons na região do infravermelho e os autoestados vibracionais da molécula, sendo 
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que a energia do fóton absorvido deve ser igual a diferença de energia entre dois 

autoestados com energias bem definidas:         . 

A descrição do sistema em estudo é feita a partir do modelo de oscilador 

harmônico perturbado, considerando-se o meio como de natureza quântica que 

apresenta transições que envolvem níveis de energia vibracionais separados por 

       Uma molécula poliatômica não linear com N átomos contém 3N-6 graus de 

liberdade vibracionais. Porém, nem todos os modos normais de vibração resultam 

em transições vibracionais no espectro de infravermelho. As transições só ocorrem 

quando houver variação do momento de dipolo elétrico, ou seja, devemos ter: 

 

 
 

  

   
 

 

   

 

(1) 

em que Qi é a coordenada normal associada ao i-ésimo modo normal da molécula. 

Isto explica porque grupamentos moleculares tais como OH, C=O entre 

outros, dão origem a bandas intensas de absorção no espectro de infravermelho. 

Esses grupos apresentam ligações covalentes bastantes polarizadas que durante a 

transição vibracional, envolvendo estiramento ou deformação de ligações, dão 

origem a valores apreciáveis de       , cujo quadrado é diretamente proporcional à 

intensidade da banda de absorção correspondente. 

Para um modo vibracional ser ativo no infravermelho, no modo clássico, é 

necessário que haja variação no momento dipolar durante essa vibração. Em casos 

de moléculas diatômicas, a única coordenada normal do sistema condiz com a 

coordenada interna da ligação, Q. Então, expandindo o momento de dipolo em uma 

série de Taylor da coordenada Q para cada um dos componentes µx, µy e µz obtém-

se a equação 2, expressa a seguir [34]. 

 

 
      

  

  
 

 

    

 

(2) 

Em que    é o vetor que representa o momento de dipolo permanente e a 

derivada é considerada na posição de equilíbrio. 
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Para pequenas vibrações, pode-se desprezar os termos de ordem superiores, 

uma vez que  
  

  
 

 
terá valor desprezível. Para haver absorção no infravermelho, a 

condição de variação no momento de dipolo com vibração implica que o termo 

 
  

  
 

 
seja diferente de zero para pelo menos umas das componentes µx, µy ou µz do 

momento de dipolo. 

Utilizando a mecânica quântica, a transição entre dois estados caracterizados 

pelas funções de onda Ψm e Ψn (m para estado inicial e n para estado final ), é 

descrita pelo momento de transição de dipolo µmn: 

 

 
             

 

(3) 

Ou pelas componentes: 

 
                 

(4) 

 
    

  
           

(5) 

 
                 

 

(6) 

O momento de transição pode ser entendido como a medida do dipolo 

associado com o movimento dos elétrons durante a transição entre os dois estados 

envolvidos. Os valores das integrais definem a intensidade da transição no 

infravermelho, que é proporcional a probabilidade de transição      2. Para que a 

transição seja permitida é necessário que pelo menos uma das integrais seja 

diferente de zero. 

Considerando as equações 1 e 2, e reescrevendo os termos, a série de Taylor 

que descreve o momento de dipolo pode ser escrita como: 

 

 
             

  

  
 
 

         

 

(7) 
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Pela ortogonalidade das funções de onda, a integral do segundo membro da 

equação é igual a zero e para que o segundo termo seja diferente de zero é 

necessário que as seguintes condições sejam satisfeitas: 1ª)  
  

   
 

 
   ou seja, deve 

haver variação do dipolo com uma pequena vibração na posição de equilíbrio; 2ª) 

 Ψ  Ψ     , para que esta integral seja diferente de zero o produto Ψ  Ψ  

deve ser uma função par. Como Q é uma função ímpar, é necessário que o produto 

Ψ Ψ  seja função ímpar, ou seja as funções devem ter diferentes paridades.  

A regra de seleção para o ocilador harmônico é      , onde o sinal + vale 

para absorção e o sinal – para emissão e v é o número quântico vibracional. 

Se consideramos apenas o modelo simples do oscilador harmônico, regra de 

seleção      , os espectros de absorção no infravermelho só apresentariam 

absorções associadas aos modos fundamentais. A observação destas outras 

transições pode ser explicada considerando a anarmonicidade elétrica, que no 

desenvolvimento da série do momento de dipolo leva em conta os termos adicionais, 

como pode ser observado na equação 8: 

 

 
      

  

  
 

 

   
 

 
  

  

   
      

 

(8) 

Para o aparecimento da primeira harmônica considera-se o termo quadrático 

da série de Taylor, para o da segunda considera-se o termo cúbico e assim por 

diante. Então são possíveis transições com            , etc. 

A partir de 1960 ocorreu um grande avanço na tecnologia de instrumentos 

utilizados em espectroscopia de infravermelho com o desenvolvimento dos 

equipamentos interferométricos usando transformada de Fourier. Esses 

equipamentos apresentam alta relação sinal/ruído permitindo detecção de bandas 

de baixa intensidade e podem ainda permitir que medidas de absorção e de 

espalhamento Raman possam ser realizadas no mesmo instrumento. Além disso, 

permitem o registro, de uma só vez, de uma ampla região espectral.  
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2.1.2 Espectroscopia Raman 

Um espectro Raman nos mostra, da mesma maneira que um espectro de 

absorção no infravermelho, um conjunto de transições vibracionais da molécula. O 

fato dos dois espectros, em geral, não serem idênticos, reflete a existência de 

diferentes regras de seleção, o que fica mais evidente no caso de moléculas com 

maior simetria. 

No caso da espectroscopia Raman, além da regra de seleção geral       

válida dentro da aproximação harmônica, deve-se considerar a regra de seleção 

específica: 

 
 

  

   
    

 

(9) 

em que α representa a polarizabilidade eletrônica molecular. 

Uma diferença essencial entre as espectroscopias infravermelho, eletrônica e 

Raman é que enquanto as duas primeiras envolvem a absorção ressonante de 

fótons, na última está envolvido o fenômeno de espalhamento inelático de fótons. 

Portanto, as energias dos fotóns incidente e fóton espalhado, individualmente, não 

são as diferenças de energia entre os auto-estados da molécula. Os casos que nos 

interessam aqui são os das transições vibracionais, rotacionais, eletrônicas, de spin, 

etc. Podemos então representar uma transição vibracional Raman de acordo com o 

esquema apresentado na figura 1. 
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Figura 1: Transição vibracional (Raman). 

 

É importante notar que o fóton incidente (hv) e o espalhado (hv’) não devem 

ser considerados separadamente, pois o espalhamento não pode ser considerado 

como um processo sequencial de absorção e emissão, que é o caso da 

fluorescência. A escala de tempo envolvida no espalhamento Raman é da ordem de 

femtosegundos (10-15s), e isso implica que pela relação de incerteza       , a 

energia do chamado estado virtual (ou intermediário) não precisa satisfazer o 

princípio de conservação da energia. Esse estado recebe este nome exatamente por 

esta razão, ou seja, não corresponde a nenhum dos estados estacionários da 

molécula, na verdade o estado virtual é um auto-estado do sistema molécula + 

radiação. Nesse ponto é importante chamar a atenção para a importância central da 

polarizabilidade eletrônica do efeito Raman, que está ligada ao momento de dipolo 

induzido na molécula pelo campo elétrico da radiação. 

No modo clássico, podemos considerar que o vetor do momento de dipolo 

induzido oscila com a sobreposição de frequências e pode ser escrito como sendo 

        , em que α corresponde à polarizabilidade da molécula e     ao vetor campo 

elétrico. O momento de dipolo pode ser expandido em série de Taylor da 

coordenada interna Q, representada pela equação [34]. 
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(10) 

Considerando que a coordenada Q e o campo elétrico     são descritos por:  

 

                 (11) 

                     

 

(12) 

em que νν e ν0 são, respectivamente, as frequências vibracional e da radiação 

incidente. 

O momento de dipolo induzido pode ser reescrito então como sendo: 

 

 
                       

  

  
 

 

                           
(13) 

Os termos de ordem superior podem ser desprezados para pequenas 

vibrações. Sabendo que                                    , a equação 

anterior pode ser reescrita como: 

 
                       

  

  
 

 

                

                        

 

(14) 

em que o primeiro termo corresponde ao espalhamento Rayleigh, o segundo ao 

espalhamento Raman anti-Stokes e o terceiro ao espalhamento Raman Stokes. Para 

que os dois últimos termos tenham contribuição é necessário que   
  

  
 

 
  , ou 

seja, que haja variação da polarizabilidade com a vibração. 

Considerando o modelo clássico, as linhas Raman Stokes e anti-Stokes 

deveriam apresentar a mesma intesidade, mas observa-se na prática que as Stokes 

são mais intensas que as anti-Stokes. Para explicar este comportamento é 

necessário utilizar o modelo quântico. 

Podemos introduzir uma expressão para a polarizabilidade semelhante à 

equação 2, utilizando a mecânica quântica, para o momento de transição de dipolo. 

Neste caso, o momento de transição de dipolo induzido, equação 15: 
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(15) 

A relação entre os componentes do momento de dipolo induzido e os 

componentes do campo elétrico são dadas por: 

 

                      (16) 

                      (17) 

                      

 

(18) 

Os componentes αij, que relacionam os dois vetores, formam um tensor 

simétrico no efeito Raman normal (αxy=αyx, αxz=αzx, αyz=αzy). 

Para cada transição entre os estados vibracionais m e n são considerados os 

componentes (αij)mn, em que i e j são x, y ou z. Para que haja atividade Raman é 

necessário que pelo menos um dos componentes das seis integrais        
 

           seja diferente de zero. 

Substituindo 15 em 7, tem-se: 

 

                 
  

  
 

 
         (11). 

 

(19) 

No espalhamento Raman Stokes e anti-Stokes, os estados vibracionais m e n 

são diferentes e a primeira integral do segundo membro é sempre igual à zero, pela 

ortogonalidade entre    e   . Para que o segundo termo seja diferente de zero é 

necessário que sejam satisfeitas duas condições: 1ª)   
  

  
 

 
   ou seja, deve haver 

variação da polarizabilidade com a pequena vibração em torno da posição de 

equilíbrio; 2ª)           , para que esta integral seja diferente de zero o produto 

      deve ser uma função par. Como Q é uma função ímpar, é necessário que o 

produto      seja função ímpar, bem como, as funções devem ter diferentes 

paridades. A regra de seleção para o oscilador harmônico é      , onde o sinal + 

vale para Stokes e o sinal – para anti-Stokes. 
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De acordo com a Lei de distribuição de Boltzman, a razão entre o número de 

moléculas no estado vibracional fundamental e no primeiro estado excitado pode ser 

definida pela equação 20 [35]. 

 

   

  
  

        

   

 

(20) 

Em que i refere-se ao estado vibracional fundamental e j ao primeiro estado 

excitado. N corresponde à população em cada estado e E suas respectivas 

energias. 

Lembrando que o espalhamento Stokes resulta da colisão do fóton com a 

molécula em seu estado vibracional fundamental. Isto significa que os valores da 

energia vibracional e as temperaturas normalmente utilizadas, garantem via 

distribuição de Boltzmann, uma alta taxa de população do estado fundamental em 

relação ao excitado, resultando assim em linhas Stokes mais intensas que as anti-

Stokes.  

A intesidade Raman depende de forma complexa da probabilidade de 

transição e da intensidade da fonte, podendo ser expressa por: 

 

 
     

    

   
    

           
 
 

  

 

 

(21) 

Em que    é a intensidade da fonte e   sua frequência. 

Esta expressão mostra que quanto maior a energia do fóton incidente, maior 

será a intensidade da radiação espalhada. Portanto, o espalhamento Raman com 

excitação em 1064 nanômetros apresenta baixa intensidade em relação à excitação 

no visível. Esta dificuldade é superada pelo uso da espectroscopia por transformada 

de Fourier e pelo uso de dectores extremamente sensíveis no infravermelho 

próximo, como semicondutores de Germânio refrigerados com nitrogênio líquido. 

Existem outras formas de se obter maior intensidade no espalhamento 

Raman, tais como os efeitos Raman ressonante e o efeito Raman intensificado por 

superfícies (SERS), os quais não serão descritos neste trabalho [36-38]. 
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2.2 Considerações Finais 

Neste capítulo apresentamos uma abordagem teórica da espectroscopia 

vibracional, na qual mostramos a relação das transições vibracionais das 

espectroscopias de absorção no infravermelho e do espalhamento Raman. 

Verificamos que os espectros de infravermelho e Raman são um conjunto de 

transições vibracionais da molécula, porém o que difere um do outro é a diferença na 

regra de seleção para obter os espectros. Na espectroscopia de infravermelho é 

necessária uma variação no momento de dipolo elétrico da molécula, possibilitando 

o sua conexão com o campo elétrico da radiação eletromagnética incidente. O efeito 

Raman envolve a interação do campo elétrico da radiação com a distribuição da 

nuvem eletrônica molecular, as respostas dos elétrons se manifestam por meio da 

polarizabilidade eletrônica. 

 

 

 

 

 



 

Capítulo 3 

CAPÍTULO 3 -  CONSIDERAÇÕES SOBRE AS AMOSTRAS E OS 

SISTEMAS ESTUDADOS 

As amostras estudadas nas espectroscopias infravermelho e Raman foram tecidos 

biológicos de pulmão, fígado e pele de animais cobaias fornecidos pelo Laboratório de 

Ciências Morfológicas da Universidade Estadual de Maringá (UEM). 

3.1 Estrutura do Pulmão 

Os pulmões são órgãos responsáveis pela respiração dos mamíferos. Eles 

são pares de órgãos situados na cavidade torácica e estão separados um do outro 

pelo coração e por estruturas situadas no mediastino. Cada pulmão é dividido em 

lobos por uma ou mais fissuras. O pulmão esquerdo tem uma fissura oblíqua e dois 

lobos; o pulmão direito tem duas fissuras, obliqua e horizontal, e três lobos (figura 2) 

[39]. 

Existem dois tipos de estruturas pulmonares, parênquima e estruturas não 

parenquimatosas. O parênquima pulmonar se assemelha a uma esponja, e ocupa 

90% do volume pulmonar total. Estruturas não parenquimatosa consistem na árvore 

brônquica, vasos pulmonares, e septos interlobulares. As artérias pulmonares e 

brônquios correm juntos, alternados por veias pulmonares [40]. 

O parênquima pulmonar é composto por numerosas passagens de ar de finas 

estruturas distribuídas uniformemente. Essas estruturas são ductos alveolares e 

alvéolos. Os septos alveolares e pequenos vasos pulmonares ocupam 10% do 

volume total do parênquima, isto é, a densidade média do parênquima pulmonar é 

0,1 g / ml [41]. 



Capítulo 3 - Considerações sobre as amostras e os sistemas estudados 16 

 

 

 

Figura 2: Esquema representativo da anatomia macroscópica do pulmão com seus 
lobos 

[39]
. 

 

O septo interalveolar é uma membrana fina, e a forma global do alvéolo é 

poliédrica. Ao se observar o ducto alveolar na histologia, cada membrana do septo 

alveolar se parece como uma linha. A superfície interna da conduta alveolar é 

coberta por uma folha de alvéolos. A forma de cada entrada alveolar não é redonda, 

mas poligonal, como um favo de mel.  

O bronquíolo respiratório é chamado de zona de transição, porque parte de 

sua parede é substituída por alvéolos. A distância a partir do bronquíolo respiratório 

para as estruturas mais próximas do septo do lóbulo secundário é sempre constante. 

Por exemplo, o bronquíolo respiratório é separado a partir da veia pulmonar por 

parênquima pulmonar. A distância entre os dois é mantida em aproximadamente 2 

mm.  

O componente estrutural importante do septo interalveolar é o capilar alveolar. 

Os leitos capilares são calculados para compreender 50% do volume do septo 

alveolar. O capilar alveolar é uma rede densa que consiste de um número de 

polígonos irregulares. De acordo com Weibel, 10% dos alvéolos entram em contato 

com as estruturas não parenquimatosas, tais como vasos pulmonares [42]. Certos 

alvéolos entram em contato com a veia pulmonar. Tais alvéolos não formam as 

folhas de duas camadas usuais de alvéolos. O septo interalveolar é uma parede 

alveolar de dupla face. A troca gasosa é possível em ambos os lados da parede 

alveolar de dupla face. Capilares alveolares são conectados a pequenos vasos pré-
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capilares. Tais vasos ocupam parte do espaço intersticial limitado entre os ductos 

alveolares. 

Há um rico suprimento sanguíneo das artérias brônquicas nos nódulos 

linfáticos hílares e brônquios, bem como vasos comunicantes entre a veia pulmonar 

e o plexo venoso brônquico [43]. Veias brônquicas estão localizadas em torno de uma 

bainha arterial, que se comunica diretamente com a veia pulmonar adjacente. A veia 

pulmonar dá um pequeno ramo para as vias aéreas vizinhas. Esta rota especial 

pode ser responsável por espessamento peribrônquico, visto na condição anormal 

em que a pressão venosa pulmonar se eleva. 

3.2 Estrutura do Fígado 

A cor normal do fígado é castanha e a superfície exterior é lisa (figura 3a). O 

fígado é cerca de 2% do peso corporal. O fígado recebe seu suprimento de sangue 

de duas fontes: 80% são provenientes da veia porta hepática, que drena o baço e os 

intestinos; os 20% restantes, o sangue oxigenado, é fornecido pela artéria hepática. 

A veia porta é formada pela união da veia do baço e a mesentérica superior com a 

veia mesentérica inferior drenando a veia do baço. Na maioria dos casos, a artéria 

hepática comum é um ramo da artéria celíaca, juntamente com as artérias 

esplênicas gástricas. Ocasionalmente, a artéria hepática tem vasos acessórios que 

abastecem o fígado. O acessório ou artéria hepática direita é um ramo da artéria 

mesentérica superior proximal, enquanto o acessório ou artéria hepática esquerda é 

um ramo da artéria gástrica esquerda. Muitas variações anatômicas, no entanto, 

também podem existir na anatomia da artéria hepática [44]. 

Externamente, o fígado é dividido pelo ligamento falciforme em um lóbulo 

direito maior e um lóbulo esquerdo menor (figura 3a). O ligamento falciforme atribui o 

fígado a parede abdominal anterior. Sua base contém o ligamento redondo, que tem 

um remanescente da veia umbilical vestigial. Com base na classificação de 

Couinaud [45], o fígado é dividido em oito segmentos funcionais independentes 

(figura 2b). Cada segmento tem seu próprio pedículo portal que consiste no ramo da 

artéria hepática, ramo portal, e do ducto biliar com um ramo venoso hepático 
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separado que fornece saída. A numeração dos segmentos é no sentido horário. 

Segmentos II e III, que são conhecidos como os segmentos anterior e posterior do 

lobo esquerdo, respectivamente, também são conhecidos coletivamente como o 

segmento lateral esquerdo do fígado e do lobo esquerdo topográfico. Segmento IV é 

o segmento medial do lobo esquerdo. Segmentos II, III e IV coletivamente compõem 

o lóbulo funcional esquerdo do fígado. O lóbulo direito funcional do fígado é 

composto de segmentos V e VIII, os segmentos anterior e segmentos VI e VII, os 

segmentos posteriores. Segmento I, o lobo caudado, está localizado na parte 

posterior [46]. 

 

Figura 3: a) Anatomia morfológica do fígado; b) Anatomia Funcional do fígado 
[46]

. 

 

A estrutura interna do fígado é feita de cerca de 100.000 unidades funcionais 

hexagonais pequenas conhecidas como lóbulos. Cada lóbulo consiste de uma veia 

central rodeado por 6 veias porta hepáticas e 6 artérias hepáticas. Estes vasos 

sanguíneos são conectados por muitos tubos capilares, chamados sinusóides, que 

se estendem a partir das veias e artérias do portal para atender a veia central como 

raios de uma roda. Cada sinusóide passa através dos tecidos do fígado contendo 2 

principais tipos de células: células de Kupffer e hepatócitos. Os hepatócitos do 

fígado têm a tarefa de muitos dos trabalhos metabólicos importantes que suportam 

as células do corpo. Uma vez que todo o sangue que sai do sistema digestivo passa 

através da veia porta hepática, o fígado é o responsável pela metabolização de 

hidratos de carbono, lipídios e proteínas em materiais biologicamente úteis. 

A função do fígado como um órgão do sistema imunológico ocorre por meio 

das células de Kupffer que revestem os sinusóides. Células de Kupffer é um tipo de 

macrófago fixo que forma parte do sistema de fagócitos mononucleares em conjunto 
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com os macrófagos baço e linfonodos. Células de Kupffer desempenham um papel 

importante a partir da captura e digestão de bactérias, fungos, parasitas, e os restos 

celulares. O grande volume de sangue que passa através do sistema portal hepático 

e o fígado permite que as células de Kupffer possam limpar grandes volumes de 

sangue muito rapidamente. 

3.3 Estrutura da Pele 

A pele é um órgão multifuncional muito complexo, resistente, flexível e 

bastante impermeável que, moldando e revestindo o corpo, o isola do meio exterior. 

Por sua inervação, vascularização e presença de neuromediadores, a pele é muito 

importante pelas inúmeras funções que desempenha, tais como: proteção, 

renovação e reparação, secreções sebáceas e sudoral, regulação da temperatura do 

corpo e absorção da radiação ultravioleta para a síntese de vitamina D [47]. 

Na composição química desse tecido o elemento mais importante é a água, 

com cerca de 70% da massa total. As substâncias de natureza proteica, como 

aminoácidos, proteínas (elastina, colágeno, melanina), azotados (ácidos graxos e 

uréia), representam 27,5% de seus constituintes químicos. Destacam-se ainda os 

lipídeos simples como o colesterol, lipídios complexos como as ceraminas e 

fosfolipídios e ainda os lipídios de reserva. Na pele também são encontrados sais 

minerais, principalmente, sódio, potássio, cálcio, magnésio, zinco, ferro, fósforo, 

enxofre e iodo [48]. 

Estruturalmente é constituída por duas camadas, uma externa, a epiderme, 

constituída por tecido epitelial e logo abaixo a derme, de natureza conjuntiva. Abaixo 

da derme está a hipoderme que apesar de ter a mesma origem da derme, não faz 

parte da pele, apenas serve de suporte e união com órgãos adjacentes, como 

mostra a figura 4 [48]. 
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Figura 4: Representação das camadas e estrutura da pele e tecido subcutâneo 
[49]

. 

 

A epiderme é constituída por um epitélio estratificado pavimentoso 

queratinizado, formado por camadas sobrepostas de células sendo a mais comum 

os queratinócitos. Na epiderme também se encontram os melanócitos, que 

produzem a melanina, pigmento que confere cor a pele e absorve os raios 

ultravioleta (UV); as células de Langerhans, fagocitárias; e as células de Merkel, 

mecano-receptoras. A epiderme é um tecido avascular [49-51].  

A derme, localizada abaixo da epiderme, é constituída por colágeno e elastina 

mergulhados em uma matriz extracelular vascularizada. O principal tipo celular da 

derme são os fibroblastos, mas também são encontrados macrófagos e outras 

células do sistema [49]. 

3.4 Paracoccidioidomicose  

As doenças causadas por fungos são chamadas de micoses. As causadas 

por fungos essencialmente patogênicos são conhecidas como micose pulmonar ou 

sistêmica. A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistêmica granulomatosa 

crônica de ocorrência endêmica no Brasil, cujo um dos agentes etiológico são os 

fungos Paracoccidioides brasiliensis. É um fungo assexuado, termodinâmico, que 

cresce a 37ºC na forma de levedura. Na temperatura ambiente mostra-se na forma 

de finos filamentos septados que originam o micélio e cresce no solo como sapróbio 

permanente. 
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O homem se contamina ao perturbar micronichos do agente durante suas 

atividades no trabalho com a terra, ao inalar pequenos fragmentos de hifas ou 

conídios. Estes chegam aos alvéolos, e assim inicia-se a patogenia da doença 

representada, inicialmente, por área de alveolite inespecífica. Dependendo da 

quantidade de conídios inalados, do tempo de exposição e das condições 

imunológicas do indivíduo, haverá ou não a instalação da doença [52]. 

É considerada como a oitava causa de mortalidade por doença 

predominantemente crônica ou repetitiva entre as patologias infecciosas ou 

parasitárias, e a mais elevada taxa de mortalidade entre as micoses sistêmicas no 

Brasil. Sendo assim, a imunidade humoral vem sendo estudada em seres humanos 

e em animais de laboratório por sua associação com o aumento da disseminação da 

doença e a gravidade das manifestações clínicas [53]. 

A virulência pode ser estudada pela infecção experimental de animais 

susceptíveis ao fungo, para fins de diagnósticos, apresentando as mesmas 

características de cronicidade e generalização da doença observadas no homem. A 

influência da virulência de Paracoccidioides ssp na relação parasita-hospedeiro pode 

ser evidenciada pelas diferentes manifestações clínicas da PCM, incluindo padrão 

de formação do granuloma e órgãos envolvidos [54]. 

O pulmão é o órgão mais frequentemente acometido. A infecção causa 

severas modificações hemodinâmicas comprometendo anatomicamente o órgão. A 

doença é caracterizada por uma inflamação granulomatosa crônica e fibrose, que 

visam isolar o agente infectante. 

3.5 Fusarium oxysporum 

Espécies de Fusarium são responsáveis por infecções contagiosas graves 

com altas taxas de mortalidade, envolvendo geralmente pacientes com baixa 

imunidade. As lesões tegumentares causadas por Fusarium tendem a manifestar 

nodulares com necrose central. Em indivíduos imunocompetentes, as lesões tendem 

a ser localizadas e manifestam-se como ceratite e onicomicose, enquanto se 

mantém um padrão clínico que sugere uma resposta inflamatória [29,30]. 
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A susceptibilidade única de cada indivíduo é um fator determinante no 

estabelecimento de infecções por Fusarium, mas também é evidente que este fungo 

possui seus próprios atributos que lhe permitem invadir os tecidos saudáveis, 

provocando reações inflamatórias e permitindo que ele se espalhe para outras 

áreas. Metabólitos, tais como enzimas líticas e substâncias tóxicas, conhecidas 

como micotoxinas, são relevantes entre os fatores de virulência de membros deste 

gênero. Fusarium pode produzir também fitotoxinas, antibióticos e pigmentos [31,32]. 

A patogenicidade dos metabolitos foi estudada em plantas, mas pouco se 

conhece acerca de seu mecanismo de ação em tecidos animais [55,56]. 

Em um estudo anterior demonstrou se que o extrato bruto do Fusarium 

oxysporum induz uma resposta inflamatória e a morte celular programada na pele de 

rato saudável [57]. No entanto, o efeito de esterilização térmica sobre a atividade 

biológica do extrato não é conhecido. Portanto, estudamos os efeitos de metabólitos 

produzidos pelo Fusarium oxysporum, isolado a partir de onicomicose humana em 

ratos, por meio da comparação do extrato bruto. 

 



 

Capítulo 4 

CAPÍTULO 4 -  PROCEDIMENTOS E MONTAGENS EXPERIMENTAIS 

Os estudos físico-químicos e histológicos foram desenvolvidos em parcerias entre o o 

programa de pós-graduação em Física com o programa de pós-graduação em 

Biociências e Fisiopatologia da Universidade Estadual de Maringá. 

4.1 Considerações iniciais 

Neste capítulo será demonstrado como as amostras foram preparadas para a 

realização das medidas tanto com as espectroscopias IR e Raman, quanto para os 

ensaios histológicos.  

4.2 Pulmão e fígado de camundongos infectados com 

Paracoccidiodes brasiliensis. 

Este estudo foi desenvolvido em parceria com as professoras Drª. Luzmarina 

Hernandes do Departamento de Ciências Morfológicas (UEM) e Dra. Terezinha Inez 

Estivalet Svidzinski do Departamento de Biociências e Fisiopatologia (UEM) e com 

as mestres Edilaine Martins Moratto e Elaine Sciuniti Benites Mansano. O tema 

também fez parte da dissertação da referida mestre Edilaine Martins Moratto e da 

tese de doutorado de Elaine Sciuniti Benites Mansano. 

Foi obtido um isolado de Paracoccidioides brasiliensis (Pb) da coleção do 

Departamento de Imunologia da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP), e 



Capítulo 4 - Procedimentos e montagens experimentais 24 

 

 

cultivado em meio de cultura Fava Neto a 35°C, no laboratório de Micologia Médica 

da Universidade Estadual de Maringá (UEM). 

Foram utilizados vinte e quatros camundongos machos da linhagem Swiss, 

com um peso médio de 30 gramas. Com a idade entre quatro e cinco semanas, os 

animais foram transferidos do Biotério Central de Animais da UEM para o 

Laboratório de Experimentação em Paracoccidioidomicose do Departamento de 

Análises Clínicas e Biomedicina da UEM. Os animais foram mantidos em condições 

ambientais controladas, com uma temperatura de 23 a 24 °C e um ciclo claro/escuro 

de 12 horas, com livre acesso à água e ao alimento. 

Os camundongos foram distribuídos em quatro grupos de seis, e cada grupo 

possuía um animal controle. Os animais foram infectados, por meio da veia caudal 

lateral, com 0,1 mL de suspensão fúngica, contendo 2 × 106 células leveduriformes 

de Pb. Os animais controle receberam 0,1 mL de PBS (pH 7,4).  

Animais de ambos os grupos, infectados e controles, foram mortos após uma, 

duas, quatro e oito semanas da inoculação. Para o sacrifício aplicou-se uma sobre 

dose (três vezes maior que a usual de 40 mg/ kg) de tiopental sódico (Cristal Pharma 

BR) na veia caudal lateral. Os pulmões e os fígados foram removidos e fixados em 

solução de para-formaldeído 4% por 24 horas e processado para inclusão em 

parafina. Foram feitos cortes semi-seriados de 5 µm de espessura. Os cortes foram 

corados com H&E para avaliação histológica, com Gomori-Grocott para identificação 

do fungo e pelo método imunohistoquímico de detecção in situ da fragmentação do 

DNA (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated UTP nickend labelling, TUNEL) 

para avaliação da morte celular programada, utilizando o kit comercial ApopTag plus 

peroxidase (Chemicon, Temecula CA, EUA). Este procedimento foi utilizado tanto 

para os experimentos com as amostras de pulmão quanto para as de fígado 

utilizadas nas medidas com a espectroscopia Raman e infravermelho, porém em 

datas diferentes. 
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4.3 Pele de rato inoculada com fração proteica de 

Fusarium oxysporum. 

Este estudo foi desenvolvido em parceria com as professoras Drª. Luzmarina 

Hernandes e Dra. Terezinha Inez Estivalet Svidzinski e com a mestre Kátia Cristina 

Sibin. O tema também fez parte da dissertação da referida mestre. 

O cultivo do Fusarium oxysporum foi realizado no laboratório de ensino de 

análises clínicas da Universidade Estadual de Maringá, incubado durante 5 dias a 

25°C em meio de Czapek-Dox, formando um extrato, conhecido como extrato bruto. 

A partir do extrato bruto foi retirada a fração F1. 

Um total de trinta e dois ratos Wistar, machos, pesando entre 150 e 200 g, 

foram utilizados. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno com quatro 

animais por gaiola, a uma temperatura controlada de 22 ± 2°C, 50% de umidade, e 

um ciclo de 12h com claro-escuro, com livre acesso a água e comida.  

Para evitar reação inflamatória, dois dias antes da aplicação da injeção 

intradérmica com as soluções testadas, depilou-se uma área de aproximadamente 

3,5 cm2 no dorso, próxima à região cervical. Isto foi feito sob anestesia com tiopental 

(40 mg / kg).  

Um total de dezesseis animais receberam uma injeção intradérmica de 50 µl 

de solução aquosa contendo 0,05 mg / ml da fração F1 (a concentração foi 

determinada a partir da análise preliminar de dose / efeito) em cada animal, a partir 

do grupo experimental. Cada um dos 16 animais do grupo controle recebeu uma 

injeção intradérmica de 0,9% de 50μl de uma solução salina. Os animais foram 

sacrificados por sobredosagem anestésica em 3, 6, 12 e 24 h (n = 4 para cada grupo 

/ hora) após a aplicação das soluções. Em seguida as amostras da pele foram 

levadas ao laboratório de espectroscopia Raman para as análises.  
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4.4 Espectroscopia de infravermelho por transformada 

de Fourier com detecção fotoacústica (FTIR-PAS) 

A base de funcionamento desta técnica é o interferômetro de Michelson 

(Figura 6), contendo um espelho móvel e outro fixo. À medida que o espelho móvel 

se desloca, o divisor de feixe direciona o feixe para os dois espelhos, gerando uma 

diferença de caminho óptico para os feixes refletidos em ambos os espelhos, que ao 

atingirem o detector estarão em diferença de fase, originando assim um 

interferograma.  

 

Figura 5: Modelo representativo do interferômetro de Michelson. 

 

Nos espectrômetros de Transformada de Fourier, o espelho móvel do 

interferômetro oscila em relação a sua posição. No modo step scan, a velocidade do 

espelho é interrompida com determinada frequência de modulação e de amplitude. 

Desta forma, a modulação de fase do sinal fotoacústico é fornecida. 
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Figura 6: Representação esquemática da FTIR-PAS. 

 

Uma transformada de Fourier converte o sinal obtido no domínio do tempo 

para o domínio de frequências. Como não se usam monocromadores em 

instrumentos FTIR, toda faixa de radiação chega simultaneamente na amostra com 

grande ganho de tempo, permitindo resoluções extremamente altas. O resultado de 

várias varreduras é combinado para melhorar a relação sinal/ruído. Desta forma, 

espectros com excelente resolução podem ser obtidos utilizando-se pequena 

quantidade de amostra [58]. 

A modulação do sinal fotoacústico é assegurada pelo processador de 

aquisição, que realiza uma transformada de Fourier, via software, originando um 

espectro (Figura 7) [59]. Quando as ligações químicas dos componentes da amostra 

oscilam nas mesmas frequências da radiação IR incidente, uma banda de absorção 

pode ser detectada [59-61]. O fato de que a técnica fornece uma modulação uniforme 

de frequência para todos os números de onda e, consequentemente, uma inspeção 

uniforme de profundidade, representa a vantagem mais importante deste método. 

Ele permite realizar perfil de profundidade na amostra. 
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4.5 Espectroscopia Raman por transformada de Fourier 

(FT-Raman) 

Os espectrômetros FT-Raman utilizam um acessório que serve como uma  

unidade de recolhimento do espalhamento Raman. O feixe recolhido é então 

introduzido no interferômetro Michelson, como descrito na secção anterior. A 

vantagem desta abordagem é que ele permite que o mesmo instrumento sirva para 

múltiplas necessidades de ambas as medições de infravermelho e Raman (figura 7) 

[62]. 

 

Figura 7: Diagrama de um sistema óptico de FT-Raman 
[62]

.  

 

A configuração comum de um FT-Raman emprega uma onda contínua de um 

laser que normalmente é de Nd:YAG com emissão em 1064 nanômetros, com um 

coletor de espalhamento de 180º formado por lentes e espelhos. Vários filtros devem 

ser usados para rejeitar o espalhamento elástico da radiação e permitir a separação 

do espalhamento Raman da radiação incidente. 
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Os lasers que operam em 1064 nanômetros são os mais escolhidos para FT-

Raman. Um Nd:YAG operando em 1064 nanômetros, por exemplo, fornece a 

minimização da fluorescência para a maioria dos sistemas, mantendo ao mesmo 

tempo a capacidade de funcionar com os detectores mais sensíveis, como InGaAs e 

germânio. 

Depois de modulado pelo interferômetro, a luz difusa Raman é selecionada e 

detectada por meio de um detector GaAs de alta sensibilidade resfriado 

aproximadamente em 77 K. A maioria dos estudos espectroscôpicos na área 

biológica concentraram-se na análise da região do espectro entre 3600 e 400 cm-1. 

 



 

Capítulo 5 

CAPÍTULO 5 -  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Considerações iniciais 

Nos resultados a serem apresentados as espectroscopias FTIR com detecção 

fotoacústica e a Raman foram utilizadas para estudos da dinâmica das mudanças 

conformacionais de amostras de pulmão e de fígado de camundongos Swiss 

submetidos à inoculação do fungo Paracoccidioide brasilienses (Pb) e ainda de 

amostras de pele de rato inoculadas via intradérmica por uma fração proteica do 

fungo Fusarium oxyporyum. Os resultados espectroscópicos foram correlacionados 

com estudos histológicos para validação. 

Este capítulo está dividido em quatro partes:  

1ª) As alterações nos espectros Raman de pulmões de camundongos Swiss 

infectados por Pb foram correlacionadas com a expressão temporal da glicoproteína 

gp43, com a morte celular programada e com as alterações morfológicas. As 

analises foram realizadas nos períodos de uma, duas, quatro e oito semanas após a 

infecção. As alterações nos espectros Raman foram observadas nas regiões 

espectrais nas quais as bandas Raman podem ser associadas à fenilalanina, ao 

triptofano e ao grupo funcional Amida I. Foi realizado estudo imunohistoquímico para 

se detectar a gp43 e a possível presença de células em apoptose, o que foi feito 

com o teste TUNEL. Observou-se que a infecção foi mais intensa na 1ª e na 4ª 

semana, e a maior expressão de gp43 foi concomitante com a maior imunocoloração 

para TUNEL. A expressão da gp43 variou ao longo do período experimental e estas 

oscilações coincidiram com aquelas observadas na infecção e na ocorrência de 

apoptose. Os espectros Raman demonstraram as deformações ocorridas na 
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estrutura de algumas moléculas como consequência das alterações histopatológicas 

provocadas pelo fungo. 

 

2ª) As alterações físico-químicas e morfológicas nos pulmões de camundongos 

Swiss infectados com Pb foram avaliadas com a técnica FTIR-PAS. As análises 

também foram realizadas após 1, 2, 4 e 8 semanas de inoculação do fungo. Os 

cortes histológicos foram novamente realizados para identificação da 

imunocoloração do fungo e para a detecção da possível ocorrência de morte celular 

programada. Os resultados mostraram que os pulmões infectados por Pb 

apresentaram mudanças estruturais que variavam de acordo com o período de 

tempo analisado, e que as mudanças nas bandas de absorção de diferentes grupos 

funcionais correlacionam com as alterações morfológicas. Os resultados sugerem 

ainda que a combinação de espectroscopia FTIR-PAS com a avaliação morfológica 

é um procedimento eficaz para o estudo da paracoccidioidomicose. 

 

3ª) A técnica FT-Raman foi utilizada para avaliação da paracoccidioidomicose no 

fígado de camundongos Swiss infectados com Pb. As principais alterações físico-

químicas do fígado infectado ocorreram nas regiões espectrais entre 1700-1530 cm-1 

e 1370 - 1290 cm-1, por meio de um deslocamento do centro do pico atribuído à 

fenilalanina e pelas variações das áreas das ligações das moléculas CH2 e CH3 do 

grupo funcional colágeno. A resposta dos tecidos foi caracterizada pelo 

desenvolvimento de granulomas organizados e infecção disseminada, com 

leveduras localizadas dentro dos macrófagos e hepatócitos isolados. A molécula 

gp43 foi distribuída por todo o parênquima hepático e apresentou comportamento 

semelhante em todos os períodos observados.  

 

4ª) Neste último estudo foram avaliadas as alterações nos espectros de Raman da 

derme de animais inoculados por uma fração proteica do fungo Fusarum oxyporum. 

As inoculações da fração F1 em ratos saudáveis via intradérmica foram realizadas 

nos períodos de 3, 6, 12 e 24 horas, após a aplicação da primeira fração. Esta 

fração F1 foi obtida a partir do cultivo de Fusarium oxyporum em Czapek-Dox. As 

áreas ocupadas por colágenos tipos I e III aumentaram ao longo do período de 

tempo após os animais terem sido submetidos à aplicação da fração proteica obtida 
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a partir do crescimento (F1). Houve mudança na área ocupada pela amida I e ainda 

nas ligações moleculares de CH2 e CH3.  

5.2 Espectroscopia FT-Raman de amostras de pulmão 

infectado com Paracoccidioide brasiliensis (Pb) 

A figura 8 mostra o espectro FT-Raman de pulmão de camundongo Swiss 

sem a inoculação do Pb. Os máximos das bandas de espalhamento Raman e os 

respectivos grupos funcionais associados estão mostrados na tabela 1. 
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Figura 8: Espectro de FT-Raman do pulmão de camundongo Swiss controle. 

 

O pico em 3200 cm-1 corresponde à amina e N-H livres, enquanto que os 

picos em 2935 e 2880 cm-1 podem ser associados à vibração de alongamento das 

ligações de CH2 antissimétrico e CH3 simétrico, respectivamente. Em 1660 cm-1 tem-
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se a banda relacionada ao grupo funcional Amida I, e em 1620, 1590 e 1550 cm-1 

aquelas atribuídas às vibrações de alongamento dos aminoácidos tirosina, 

fenialanina e triptofano, respectivamente. A fenilalanina pode também contribuir para 

a formação do pico em 1004 cm-1. Em 1450 e 1300 cm-1 tem-se contribuição da 

vibração de flexão da ligação de CH2 simétrico, além de vibração de deformação do 

mesmo, respectivamente.  

A figura 9 mostra os espectros de amostras do pulmão controle e após 1ª, 2ª, 

4ª e 8ª semanas de infecção com Pb. Os espectros são uma média de três medidas 

de cada grupo de amostras em cada semana e foram normalizados em relação ao 

pico em 1300 cm-1, que é associado à vibração de deformação de CH2. 

As análises foram feitas considerando-se as alterações do pico em 1660 cm-1, 

associado ao grupo funcional amida I, dos picos associados aos aminoácidos em 

1620 cm-1, da tirosina em 1590 cm-1 e da Fenilalanina e do triptofano em 1550 cm-1. 

 

Tabela 1: Energias dos picos máximos das bandas FT-Raman e os possíveis grupos 
funcionais associados. 

Número do 

Pico 

Posição do 

pico (cm-1) 

Atribuição 

1 3200 Amina, N-H; Proteínas [63]. 

2 2935 CH2 (antissimétrico); Proteínas e Lipídios [63]. 

3 2880 CH3 (simétrico); Proteínas e Lipídios [63]. 

4 1660 Amida I; Proteínas [64,65]. 

5 1620 Tirosina; Aminoácidos [64,65]. 

6 1590 Fenilalanina; Aminoácidos [64,65]. 

7 1550 Triptofano, Aminoácidos [64,65]. 

8 1450 CH2, Proteínas e Lipídios [63]. 

9 1300 CH2, Lipídios [63]. 

10 1004 Fenilalanina; Aminoácidos [63]. 
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Figura 9: Espectros FT-Raman do pulmão de camundongo Swiss infectado com Pb 
após 1, 2, 4 e 8 semanas. 

 

O comportamento pós inoculação do Pb no pulmão foi avaliado por um 

período de oito semanas. A presença do fungo, sua localização no parênquima 

pulmonar e a resposta do tecido à infecção foram determinadas por meio de técnicas 

histológicas e físico-químicas. 

A região do espectro em 1660 cm-1, que corresponde ao grupo funcional 

amida I, foi marcada por uma mudança em relação ao controle observada na 1ª e na 

4ª semana, com pequena tendência de normalização na 2ª e na 8ª semana, 

conforme mostrado na figura 10. A área do pico em 1660 cm-1 mostra o 

comportamento do grupo funcional relacionado às proteínas presentes no pulmão. 

Nota-se uma diminuição da 1ª para a 2ª semana, um aumento na 4ª semana e uma 

nova diminuição na oitava semana. Este comportamento pode estar associado ao 

número de unidades formadoras de colônia do fungo no parênquima pulmonar. As 

análises histológicas também mostraram variações com esta mesma tendência 

observada nos espectros Raman. Ou seja, estes resultados coincidiram com o 
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número de unidades formadoras de colônia (UFCs) e com a coloração de Grocott, 

métodos utilizados para se determinar a maior ou menor presença do fungo no 

parênquima pulmonar, conforme mostrado na figura 11. 
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Figura 10: Comportamento da área do grupo funcional Amida I. 

  

 

Figura 11: Número de unidades formadoras de colônia (UFCs)/g no pulmão infectado 
com Pb. Resultados expressos como Log 10; n=4 na 1° e 2°semanas e n=5 na 4° e na 
8° semanas (lado esquerdo). Observar o fungo na fase leveduriforme com e sem 
brotamentos; Resultados expressos como a média ±EPM. P<0,001 quando * 
comparado com ** e P<0,01 quando comparado com b. ANOVA, pós-teste de Tukey 
(lado direito). Esses resultados forma obtidos pela mestra Edilaine M. Moratto [dados 
não publicados]. 
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A avaliação das células UFCs e as análises histopatológicas revelaram a 

evolução do processo infeccioso que envolveu a presença de infiltrado inflamatório e 

a formação de granulomas no parênquima pulmonar. Este comportamento já havia 

sido descrito por outros autores [66]. O menor número de UFCs ocorreu na 2ª e 8ª 

semanas de infecção, quando também foi observado o menor número de fungos 

corados por Gomori-Grocott e menor número de polimorfos nucleares no 

parênquima pulmonar. Estes achados sugerem que nestes períodos houve uma 

resposta defensiva por parte do animal, assim também relacionamos que na 2ª e 8ª 

semanas a diminuição da banda da amida I nos espectros de FT-Raman indica uma 

redução na quantidade de proteínas, indicando que a quantidade de fungos está 

relacionada com a quantidade de proteínas no pulmão. 

Por outro lado, na 1ª e na 4ª semana foram observados também maiores 

índices de infecção, caracterizados por intensificação da resposta inflamatória e uma 

maior presença do fungo. A presença de maior número de UFCs nestes períodos 

está em acordo com os achados histológicos. Outros trabalhos também 

demonstraram que a infecção por Pb pode apresentar evolução em função do 

tempo. Experimentos realizados com camundongos Balb/c, inoculados com conídios 

pela via intratraqueal, resultaram em uma diminuição no número de UFCs após a 

primeira semana de infecção, seguida por um aumento progressivo até a décima 

sexta semana [67]. Enquanto que experimentos realizados com camundongos Swiss 

demonstram uma redução de UFCs na 8ª semana de infecção [66].  

A região do espectro que corresponde aos aminoácidos, em 1620 cm-1 (5) da 

tirosina e em 1550 cm-1 do triptofano (7), apresentou mudanças significativas. A área 

da banda em 1620 cm-1 diminuiu com o período de inoculação do Pb. Nota-se na 

figura 12 que a área na primeira semana é maior em relação às outras semanas e 

diminui significativamente na 4º e na 8º semana. Este comportamento pode estar 

relacionado com o número de granulomas formados no pulmão pelo Pb. Os 

resultados histológicos mostram que houve um aumento no número de granulomas 

com o período de inoculação do fungo, mostrado na tabela 2.  
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Os resultados histológicos, que permitem estimar o número de granulomas no 

pulmão, mostraram que a quase totalidade das estruturas coradas pela prata eram 

na forma de fragmentos de Pb. Fungos íntegros eram raros e nenhum brotamento foi 

detectado.  Foi possível observar que a maioria dos fragmentos estava no interior de 

macrófagos cujo número, ao contrário dos polimorfonucleares, aumentou 

progressivamente ao longo do período experimental. Os macrófagos são as 

principais células envolvidas na resposta imunológica contra a infecção por Pb, 

sendo um dos principais componentes dos granulomas [68-70]. Assim, a diminuição da 

quantidade de aminoácidos mostrada na figura 12 pode ter ocorrido como 

consequência do aumento dos granulomas. 
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Tabela 2: Número de granulomas/animal de pulmão de camundongos Swiss após 1,2, 
4 e 8 semanas de infecção com Paracoccidiodes brasiliensis. 

Tempo 

de infecção 

(semanas) 

Número de 

granulomas/ animal 

(média±EPM) 

1 (n=4) 5.81±2.42 *a 

2 (n=4) 6.15±2.66*a 

4 (n=5) 11.75±2.01** 

8 (n=5) 10.17±2.32b 

 

Resultados expressos como a média ±EPM. P<0,01 quando * comparado 

com ** e P<0,05 quando a comparado com b. ANOVA, pós-teste de Tukey. Estes 

resultados foram obtidos pela mestra Edilaine M. Moratto [dados não publicados]. 

 

O desenvolvimento de granulomas no órgão infectado representa a 

capacidade controle da infecção por parte do organismo hospedeiro. A formação dos 

granulomas foi observada a partir da 1ª semana de infecção. Os plasmócitos, 

macrófagos e linfócitos eram os principais constituintes dos granulomas. Estas 

estruturas apresentaram-se mais organizadas e numerosas a partir da 4ª semana. 

Os granulomas tornam-se cada vez mais compactos com o passar do tempo, 

comprometendo a morfologia do órgão e consequentemente a qualidade de vida do 

hospedeiro. Na figura 13 observamos que a área da banda atribuída ao triptofano 

apresenta uma redução na 4ª e na 8ª semana, períodos que coincidem com aqueles 

nos quais os granulomas estão mais presentes nas amostras de pulmão que tiveram 

inoculação de Pb. 

 Em alguns animais utilizados neste estudo não houve a formação de 

granulomas e a resposta foi mais difusa. Estudos anteriores já demonstraram que 

indivíduos imunocompetentes são capazes de provocar a formação de granulomas 

para conter a disseminação fúngica, enquanto que indivíduos com insuficiência na 

resposta imune apresentam lesões granulomatosas indefinidas [71]. Isto pode explicar 

porque alguns dos espectros obtidos têm mudanças mais significativas que outros.  
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Figura 13: Comportamento da área do triptofano em 1550 cm
-1

. 

 

Camundongos Swiss têm sido utilizados por vários pesquisadores para o 

estudo da PCM experimental [72-74], por apresentarem suscetibilidade [75], mas ao 

mesmo tempo possuírem certo grau de resistência à infecção [72]. Isto pode explicar 

a resistência à infecção detectada em alguns animais testados. 

Microorganismos patogênicos utilizam uma variedade de estratégias 

moleculares para subverter os mecanismos das células hospedeiras e invadi-las [76-

78]. Embora não seja considerado tradicionalmente um típico patógeno intracelular, a 

capacidade do Pb de se aderir e invadir fagócitos tem sido reconhecida [15,16]. Foi 

mostrado em estudos realizados in vitro [79,80] e in vivo [81,82] que Pb pode internalizar 

nas células epiteliais. A adesão de propágulos infecciosos às células hospedeiras é 

um passo crucial para a invasão, colonização e crescimento do Pb. Ele pode ainda 

desenvolver vários fenótipos dependendo da cepa, do hospedeiro e de outros 

fatores [77,82]. A apoptose é uma das estratégias utilizadas pelo Pb para subverter a 

célula hospedeira [73] e é considerada um importante fator de virulência [83].  

O processo de apoptose tem um importante papel na hiporesponsividade 

antígeno-específico de células T para o principal antígeno de Pb. A glicoproteína de 

43 kDa, a gp43, que age como um receptor da molécula de laminina, que é 
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marcadora de gp43 e responsável pela adesão das leveduras à membrana basal 

das células do hospedeiro [83-84].  
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Figura 14: Fotomicrografia de pulmões infectados com Pb: Objetiva de: 40x(Picro-
Sirus e Gp43);100x(HE, Gomori-Grocott e Tunel); 20x(Controles). Resultados obtidos 

pela mestre Edilaine M. Moratto [dados não publicados]. 

 

Além disso, a gp43 inibe a capacidade fungicida dos macrófagos e a resposta 

inflamatória [85], o que pode ser considerado um dos mecanismos de virulência para 

a instalação da infecção primária em hospedeiros susceptíveis [86]. Esta glicoproteína 
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também auxilia na aderência do fungo na matriz extracelular e induz a apoptose, que 

é um mecanismo de disseminação do fungo [87]. 

 A relação entre a expressão de gp43 e a ocorrência de morte celular ao 

longo do processo infeccioso não havia sido estudada antes. Nesse sentido, 

demonstramos que nos períodos em que houve a maior expressão de gp43, na 1ª e 

4ª semanas, houve maior número de células TUNEL positivas e aumento da banda 

da Amida I (figura 10) atribuída às proteínas. Esses eventos coincidem ainda com o 

período de maior carga fúngica demonstrado por meio do crescimento de UFCs e da 

coloração por Gomori-Grocott (figura 14). Até onde se sabe esta é a primeira vez, 

em estudos da paracoccidioidomicose experimental, que se relaciona a expressão 

de gp43 e as alterações histopatológicas do órgão infectado com as mudanças 

detectadas nos espectros Raman.  

Concluímos, portanto, que a expressão de gp43 variou ao longo do período 

experimental e foi concomitante com à ocorrência de apoptose e com os maiores 

picos de infecção do parênquima pulmonar por Pb. Os espectros Raman 

demonstraram as deformações ocorridas na estrutura de algumas moléculas como 

consequência das alterações histopatológicas provocadas pelo fungo. Isto sugere 

estas técnicas como uma nova ferramenta para a investigação e diagnóstico de 

paracoccidioidomicose. 

5.3 Espectroscopia infravermelho por transformada de 

Fourier com detecção fotoacústica de pulmão 

infectado com Paracoccidioide brasiliensis (Pb) 

Repetimos o experimento de infecção com Pb em camundongos Swiss para 

avaliação das amostras com a técnica FTIR-PAS, com o objetivo de comparar os 

resultados com aqueles obtidos com a técnica FT-Raman. Com a FTIR-PAS foi 

possível verificar mudanças nas bandas de absorção que ocorreram em outras 

regiões do espectro em relação ao que foi observado com a técnica FT-Raman. 

Desta forma, ao comparar as alterações nas bandas de absorção com as de 

espalhamento Raman pode também ser uma alternativa para uma melhor 



Capítulo 5 - Resultados e Discussão 42 

 

 

interpretação da dinâmica dos processos envolvidos durante a infecção pelos 

fungos.   

A Figura 15 mostra o espectro de absorção óptica do tecido do pulmão do 

camundongo Swiss sem infecção. A atribuição de cada banda de absorção óptica 

está indicada na tabela 3. 
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Figura 15: Espectro FTIR-PAS de pulmão de camundongo Swiss controle 

 

As bandas identificadas nos números de onda 1087 cm-1 e 1242 cm-1 são 

originadas, respectivamente, de ligações simétricas e assimétricas do estiramento 

das vibrações dos grupos fosfato, que fazem parte do DNA. Para a amida I foi em 

1681 cm-1 e para a amida II em 1540 cm-1. No caso do grupo CH3 ocorrem em 1455, 

2854 e 2924 cm-1, e para o C-C/C-O em 972 cm-1, que corresponde ao grupo 

funcional da desoxirribose-ribose [88-90]. 

A Figura 16 mostra o espectro do pulmão após uma, duas, quatro e oito 

semanas de infecção com Pb em relação ao grupo controle. As diferenças nas 
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intensidades do sinal fotoacústico dos espectros não foram consideradas porque 

podem ser produzidas por fatores como tamanho e umidade da amostra. Para 

minimizar estes fatores optou-se por realizar o cálculo das razões entre os picos de 

intensidade em cada respectivo espectro. 

 

Tabela 3: Atribuições dos picos de absorção para as amostras de pulmão estudadas. 

Nº do 

Pico 

Posição do Pico 

(cm-1) 

Atribuição 

(1) 3672 Amina, N-H, OH Livre; Proteínas [63,88]. 

(2) 2924 CH2 antissimétrico; Proteínas e Lipídios 

[63,88]. 

(3) 2854 CH3 simétrico; Proteínas e Lipídios [63,88]. 

(4) 1743 C=O Vibração em estiramento [89]. 

(5) 1681 Amida I; Proteínas [89,90]. 

(C=O,  C - N, C-C e N-H) [89,90]. 

(6) 1540 Amida II ; Proteínas [89,90]. 

(7) 1455 CH3 antissimétrico; Fosfolipídios [63,88]. 

(8) 1400 Grupo COO-; Proteínas [63,88]. 

(9) 1303 Amida III, Proteínas [63,88]. 

(10) 1234 PO2- antissimétrico (grupo do fosfato) [90];  

Ácidos Nucléicos [89,90]. 

(11) 1087 PO2
- simétrico; Ácidos Nucléicos [90]. 

(12) 972 C-C/C-O; Desoxirribose-ribose [90]. 

 

As análises espectrais por meio da FTIR-PAS foram realizadas visando obter 

alterações no espectro de absorção óptica e comparar com resultados histológicos e 

com aqueles obtidos com a espectroscopia FT-Raman. Foram selecionadas 

algumas regiões do espectro para se mostrar as possíveis mudanças estruturais 

causados pelo fungo. As bandas escolhidas foram: Amida I (1681 cm-1), Fosfato 

assimétrico (1234 cm-1) e grupo C-C/C-O (972 cm-1). 

A Figura 16 mostra os espectros normalizados em relação à banda em 2930 

cm-1. Esta banda corresponde, principalmente, à flexão no plano do grupo funcional 

CH2 antissimétrico, que está presente nas proteínas e nos lipídios [88]. Esta banda foi 
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adotada como referência porque apresentou menor variação ao longo dos períodos 

de tempo após a infecção. 
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Figura 16: Espectros FTIR-PAS do pulmão de camundongo Swiss infectado com Pb, 
após 1, 2, 4 e 8 semanas. 

 

A razão amida I/amida II mostra as alterações ocorridas na amida I em função 

da amida II no decorrer do período experimental, caracterizadas por um aumento 

progressivo até a 8° semana (figura 17). O aumento da razão amida I/amida II 

poderia estar relacionado com a maior quantidade de colectinas, que são proteínas 

do surfactante pulmonar que têm a capacidade de fazer ligação com moléculas de 

superfície expressas por microorganismos. As colectinas podem também modular 

várias funções do sistema mononuclear fagocitário, incluindo a internalização e 

morte dos microorganismos. Neste trabalho as colectinas não foram quantificadas, 

mas a resposta inflamatória foi monitorada e apresentou uma evolução temporal, na 

qual, a resposta imune foi levemente mais acentuada na 2ª semana, em relação à 1ª 

(figura 18- E.1). Nos dois períodos avaliados, a maior parte das leveduras se 

localizou no parênquima e uma menor quantidade de fungos fragmentados ocupava 
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o interior de macrófagos (figura 18- E.2). A resposta inflamatória se intensificou ao 

longo da 4ª e 8ª semanas, com o aumento da celularidade no parênquima pulmonar. 

Na 8ª semana foi observado um grande número de macrófagos com fragmentos de 

Pb fagocitados (figura 18 - E.3 e E.4). 
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Figura 17: Razão das bandas Amida I / II e C = O / amida I do tecido pulmonar de ratos 
em função do tempo depois de 1, 2, 4 e 8 semanas de infecção do Pb. O pulmão 

controle é representado pelo período 0. 

 

Dessa forma, considerando que os macrófagos são as células mais 

envolvidas na defesa contra Pb [92], pode-se inferir que a evolução da razão amida 

I/amida II, que tem sido relacionada com o aumento do teor de proteínas [93] 

acompanhou aquela do processo inflamatório, observado por meio das técnicas 

histológicas. 

A razão fosfato assimétrico (1234 cm-1) em função da amida II (1535 cm-1) 

está ilustrada na figura 19. A diminuição do fosfato assimétrico foi relacionada 

anteriormente com o aumento de morte celular programada [94]. Nota-se que nos 

períodos da 4ª e da 8ª semanas foram observadas as menores razões fosfato/amida 

II.  
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Figura 18: Fotomicrografia de pulmões de camundongos Swiss infectados com Pb. 
E.1 e E.2 após 2 semanas. E.3 e E.4 após 8 semanas. E.1 e E.3 corados por H&E, E.2 e 

E.4 corados por Gomori-grocott. Aumento Original: 100x. Estas medidas foram 
realizadas pela mestre Edilaine Martins Moratto 

[91]
.
 

 

A intensidade de aborção nas vibrações de fosfato assimétrica permite avaliar 

mudanças qualitativas e quantitativas nos fosfolipídeos e ácidos nucleicos [95]. Em 

estudo in situ de células cancerosas, por espectroscopia de reflectância total 

atenuada (FTIR-ATR), foi demonstrado que no processo de apoptose ocorre um 

decréscimo na razão fosfato/proteína [93]. Além disso, a apoptose tem sido 

identificada por meio de observação da redução da quantidade de fosfato em 

fibroblastos malignos. Isto foi feito utilizando-se a razão da média das bandas de 

absorbância dos grupos fosfato assimétrico (1151-1350 cm-1) em relação à da amida 

Il [94].  

A diminuição dos grupamentos C-C/C-O (970 cm-1) (figura 19) tem sido 

relacionada com a mudança na absorbância de DNA e ao aumento de morte celular 

programada [95], da mesma forma, a diminuição na absorção de ribose (C-O) foi 

relacionada com o aumento na frequência de apoptoses [96]. 

As oscilações na frequência de células TUNEL-positivas medidas em nossas 

amostras podem estar relacionadas com variações na intensidade de infecção, de 
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acordo com a resposta imunológica do hospedeiro. Observamos picos de infecção 

mais intensos com maior frequência de células em apoptose, na 1ª e na 4ª semana. 

Na 2ª e 8ª semanas, haviam menos células marcadas (figura 20). 
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Figura 19: Em preto: razão do grupo fosfato pela Amida II; em vermelho: razão do 
grupo C-C/C-O pela Amida II. 

 

As tendências dos resultados das regiões espectrais das medidas com a 

técnica Raman referentes ao aminoácido da Tirosina e do Triptofano tiveram 

comportamento semelhante ao que ocorreu com as bandas de fosfato e do grupo de 

C-C/C-O medidos com a técnica FTIR-PAS, ambas mostraram decréscimo de 

intensidade na 4ª e na 8ª semana do período de infecção do fungo, coincidindo com 

os estudos histológicos que mostraram aumento de granulomas, aumento da 

resposta inflamatória e com a ocorrência de apoptose. No entanto, foi verificado que 

os dados obtidos com a espectroscopia Raman referentes à região do espectro com 

bandas atribuídas à Amida I tiveram comportamento diferente em relação ao que se 

obteve com a técnica FTIR-PAS. Isto pode ter ocorrido em razão de resposta 

diferente em termos de infecção do fungo de um grupo para outro de animais. 
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Figura 20: Fotomicrografia de cortes histológicos do pulmão de camundongos Swiss 
infectados por Pb corados por TUNEL e contra-corados por Hematoxilina de Meyer 

evidenciando células em apoptose. H.1(20x) e H.2(100x) na primeira semana e 
H.3(100x) e H.4(100x) na quarta e na oitava semana, respectivamente. Estas medidas 

foram realizadas pela mestra Edilaine Martins Moratto 
[91]

. 

 

Dessa forma, conclui-se que o pulmão infectado por Pb apresentou alterações 

estruturais que variaram de acordo com o período de tempo analisado e que as 

mudanças nas bandas de absorção óptica e de espalhamento Raman de vários 

grupamentos químicos foram uma consequência dessas alterações morfológicas. 

Até onde se sabe essa é a primeira vez que a técnica FTIR-PAS foi utilizada como 

método de estudo da paracoccidioidomicose experimental. Nossos resultados 

sugerem que este método pode se tornar uma técnica promissora para o estudo 

desta patologia. 
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5.4 Espectroscopia Raman de fígado de camundongos 

Swiss infectados por Paracoccidioide brasiliensis 

(Pb) 

Neste estudo a Espectroscopia Raman foi empregada para avaliação das 

alterações físico-químicas de tecidos de fígado de camundongos Swiss infectados 

com Pb. Análises histopatológicas também foram realizadas para validação dos 

resultados. Como descrito anteriormente, a espectroscopia FT-Raman pode fornecer 

informações sobre a composição biomolecular de tecidos, permitindo que tecidos 

normais possam ser distinguidos dos doentes [97,98].  

Não existem estudos na literatura sobre a análise espectral dos fígados de 

camundongos Swiss infectados com Pb. De fato, o fígado não é o órgão alvo do Pb 

e esta talvez seja a razão por haver poucos estudos relacionando a infecção desses 

microorganismos aos eventuais danos hepáticos. 

Assim como nas medidas anteriores, a expressão gp43, principal antígeno 

produzido por Pb, foi avaliada ao longo do período de tempo de inoculação. O fígado 

não é o órgão de preferência da paracoccidioidomicose (PCM), mas é afetado a 

partir do foco pulmonar após o fungo se espalhar através das rotas linfáticas e vias 

hematogênicas [99-101]. Em comparação com os estudos de pulmões, há poucos 

estudos clínicos e experimentais que descrevem o envolvimento do fígado no 

processo. A fibrose no fígado é uma das alterações patológicas descritas em 

pacientes infectados com Pb [101-103]. A infecção já foi confirmada por análise de 

UFCs, onde o crescimento do fungo estudado foi avaliado. Os estudos 

histopatológicos realizados por meio de diferentes técnicas mostraram mudanças na 

morfologia do fígado e identificaram granulomas no parênquima do fígado que 

apresentaram formas de levedura de Pb [104]. 

Os espectros FT-Raman realizados nesse trabalho mostraram diferenças nas 

amostras de fígado de camundongos infectados com Pb em comparação com os 

camundongos sem inoculação de Pb. Os grupos funcionais associados a cada pico 

numerado na figura 21 estão mostrados na Tabela 4.  

Todos os espectros foram submetidos à correção da linha de base e 

normalizados pelo pico da amida I (1660 cm-1).  
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Figura 21: Espectro Raman da amostra de fígado controle. 

 

 

A Figura 22 mostra os espectros entre 1400-1200 cm-1, cujas bandas são 

associadas com a deformação de CH2 e CH3. Nota-se uma variação na área com o 

aumento do tempo de infecção. Os grupos funcionais CH2 e CH3 nesta região 

espectral são geralmente correlacionados com a presença de fibras de colágeno nos 

tecidos biológicos do fígado. Essa variação foi investigada neste trabalho a partir da 

razão entre a área da banda do colágeno e a da amida III (1260 cm-1), que 

permanece constante ao longo o período de infecção. 
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Tabela 4: Atribuições dos picos do espectro Raman das amostras de fígado 
estudadas 

Nº do pico Posição do Pico 

(cm-1) 

Atribuição 

1 3220 N-H; Proteínas [63, 88,105]. 

2 2927 CH2 (antissimétrico); Proteínas e Lipídios [63,88]
. 

3 2874 CH3 (simétrico); Proteínas e Lipídios [63,88]. 

4 1660 Amida I; Proteínas [63, 88,105]. 

5 1615 Tirosina; Aminoácido [63,88]. 

6 1557 NH3
+; Proteínas [63,88]

. 

7 1450 CH2; Proteínas e Lipídios [63, 88,105]. 

8 1340 CH2 e CH3; Colágenos [105]. 

9 1260 Amida III; Proteínas [63,88]. 

 

Nota-se uma redução na área do colágeno nas primeiras duas semanas, 

seguida por um aumento após a 4ª semana de infecção. A diminuição do colágeno, 

após a 1ª semana de infecção, poderia estar relacionada com a capacidade do Pb 

de degradar a matriz extracelular, para aderir e invadir os tecidos do hospedeiro. 

Este processo envolve a interação do fungo com proteínas da matriz extracelular, 

tais como enolase e adesinas. Adesinas são proteínas de adesão do Pb, as quais 

determinam a capacidade de ligação deste microorganismo a componentes da 

matriz tais como colágeno de tipo I e IV, fibronectina, fibrinogênio e laminina. Podem 

também determinar o tropismo por uma célula ou tecido [106-108]. Por sua vez, a 

enolase atua como um receptor de plasminogênio com capacidade proteolítica, que 

contribui para a degradação da matriz extracelular e o estabelecimento do fungo no 

corpo hospedeiro [7]. 
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Figura 22: Área da banda do colágeno entre 1400 a 1200 cm
-1

. 

 

Por outro lado, o aumento da proporção de colágeno a partir da 4ª e da 8ª 

semana pode ser relacionado com a cronicidade da infecção. No pulmão, órgão alvo 

do Pb, o PCM evoluiu para fibrose, que é caracterizada pela deposição de matriz e 

acumulação de colágeno. No fígado, houve o desenvolvimento de um caso típico de 

fibrose com a progressão da infecção e aumento de fibras de colágeno, observada 

pela técnica de fotomicrografia, como mostrado na figura 23. 
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Figura 23: Fotomicrografia de: (A e B) do fígado controle, não infectados. (C e D) 
após oito semanas de infecção por Pb. Nota-se um aumento no número de fibras de 
colágeno birrefringentes (C). A imunohistoquímica com o anticorpo anti-gp43 
mostrou citoplasmática difusa e coloração nuclear no parênquima do fígado (D). 
Estes resultados foram obtidos pela mestre Elaine S. B. Mansano 

[109]
. 

 

A fibrose é um mecanismo intrínseco para interromper a evolução do micro-

organismo, o que permite o estabelecimento de um aparente equilíbrio entre o 

hospedeiro e o parasita. Como o fungo pode não ser erradicado, os tratamentos só 

diminuem a quantidade de fungos no corpo, tendo o risco de uma reativação mais 

tarde [110,111]. De um ponto de vista funcional, a infecção parece ter influenciado o 

metabolismo de aminoácidos. Nota-se que nos animais controle não foram 

observadas alterações na banda característica do aminoácido tirosina, identificado 

por meio da banda em 1615 cm-1.  

A Figura 24 (B) mostra o deslocamento do pico de 1615 cm-1 em função do 

tempo de infecção, atingindo um valor de 1595 cm-1 na 8ª semana. Esta banda pode 

estar relacionada com os aminoácidos do próprio fígado ou presentes no sangue. O 

pico em 1615 cm-1 é atribuído à tirosina e em 1585 cm-1 à fenilalanina. A figura 24 

(C) mostra o comportamento da área total relativa a estes aminoácidos (1710-1510 

cm-1) em função do tempo de infecção. Há uma diminuição no conteúdo de 
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aminoácidos na 1ª semana de infecção se comparado ao tecido controle e uma 

tendência de aumento até a 8ª semana. A partir da 2ª semana, há uma tendência de 

aumento da área total dos aminoácidos. No entanto, deve ser considerado que a 

maior contribuição para o espectro no fígado controle é proveniente da presença de 

tirosina, e para o tecido infectado da fenilalanina. 

No caso específico da conversão de fenilalanina em tirosina, por fenilalanina 

hidroxilase, há a incorporação de radicais -OH ao anel aromático da fenilalanina, 

causando um rearranjo de cargas no anel, e, consequentemente, um deslocamento 

de pico. A figura 24 (C) mostra a área total da banda de aminoácidos analisados, 

incluindo a tirosina e a fenilalanina (1710-1510 cm-1). A variação da área pode estar 

relacionada com a virulência do Pb. A diminuição do teor de aminoácidos na 1ª 

semana, em comparação com o tecido do controle, pode estar relacionada com o 

uso de tirosina pelo Pb para sintetizar melanina, um mecanismo que aumenta a sua 

resistência a atividades antifúngicas de macrófagos [54-56], tornando-se mais 

resistentes ao sistema imunológico do hospedeiro.  

O aumento na área após a 2ª semana de infecção sugere a ocorrência de 

uma reação do organismo contra o Pb. No entanto, observou-se que este aumento é 

acompanhado por um deslocamento do pico na região de 1595 cm-1, indicando ter 

havido uma redução no processo de hidroxilação da fenilalanina. A conversão de 

fenilalanina em tirosina pode ter sido pela redução da atividade de enzima 

fenilalanina hidroxilase, um evento que explicaria tal deslocamento detectado até a 

8ª semana de observação, quando ainda tinha desenvolvimento de um pequeno 

número de UFCs. 
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Figura 24: (A) região espectral correspondendo aos aminoácidos tirosina e 
fenilalanina, (B) deslocamento do centro do pico de 1620 cm

-1
 para 1595 cm

-1
 e (C) 

área total das bandas dos aminoácidos em função do tempo de infecção do Pb. 

 

O método pelo qual Pb pode dissemina para os órgãos não é totalmente 

compreendido. Uma maneira pode ser por migração de macrófagos infectados ou de 

células dendríticas através do sistema linfático [112-117]. As leveduras foram 

encontradas intracelularmente em células polimorfonucleares e monócitos e 

macrófagos, sugerindo que o fungo seja capaz de sobreviver dentro destas células 

[117,77], e, por conseguinte, pode permanecer oculto nas defesas imunológicas do 

hospedeiro. Assim não expõe seus antígenos na superfície celular, fugindo de 

fagócitos, o que facilitaria a sua difusão [78].  
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No presente estudo, o número de fungos nas lesões diminuiu nos últimos 

períodos avaliados, o que sugere que os granulomas formados nas primeiras 

semanas representam um mecanismo inicial de defesa contra o Pb, o que afeta a 

multiplicação e difusão de levedura. É possível que a estrutura mais compacta do 

fígado, com poucos espaços abertos, pode ter impedido a criação e propagação do 

fungo ao longo do parênquima, em comparação com o do pulmão, que tem um 

amplo espaço. Além disso, é possível que os camundongos desenvolvam uma forma 

hiperérgica da doença com resposta imune tipo celular formando granulomas bem 

organizados com alguns fungos, o que sugere que estes animais têm alta resistência 

imunológica. Outros autores demonstraram que camundongos Swiss são 

relativamente resistentes à infecção de Pb [118-120]. 

A formação de granulomas em modelos experimentais e em seres humanos 

depende de fatores tais como a susceptibilidade ou resistência à infecção [121]. Por 

outro lado, o desenvolvimento da doença depende da virulência do fungo e 

composição antigênica, das condições ambientais e a resposta imunológica do 

hospedeiro [122]. Num estudo anterior, utilizando os mesmos tipos de espécies 

murinas, foi avaliada morfologicamente a evolução de granulomas nos pulmões [104] 

em 1, 2, 4 e 8 semanas após a infecção por Pb. Com o tempo, os granulomas 

pulmonares tornaram-se mais numerosos, maiores e mais organizados, com 

quantidades crescentes de fibras de colágeno e reticular [104]. Em contraste, no 

fígado, o número de granulomas foi maior nas primeiras duas semanas de infecção 

e diminuiu significativamente na oitava semana. Além disso, granulomas tornaram-

se menores ao longo do tempo e não desenvolveram fibrose significativa. 

  Concluiu-se que havia uma relação diretamente proporcional entre o número 

de UFCs, o número de granulomas e as alterações físico-químicas no fígado 

infectado com Pb, isto é: (a) períodos de aumento da infecção do fígado foram as 

primeiras duas semanas, quando havia também o maior número de granulomas e 

UFCs; (b) períodos de alterações moleculares e histopatológicas mais altas também 

correspondiam a períodos de aumento da infecção. Não foi possível correlacionar a 

expressão da gp43 com as alterações físico-químicas e morfológicas, uma vez que a 

expressão era semelhante em todos os períodos. 
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5.5 Espectroscopia Raman de pele de rato com aplicação 

intradérmica da fração proteica de Fusarium 

oxysporum 

A Figura 25 mostra o espectro FT-Raman da derme de rato controle. Estas 

medidas foram realizadas fazendo-se a incidência da radiação na superfície da 

amostra do lado da derme. Os grupos funcionais referentes à posição dos picos 

estão mostrados na tabela 5. 

O pico em 3010 cm-1 corresponde à banda da molécula =CH e os em 2930 e 

2885 cm-1 são relacionados às bandas associadas às ligações CH2 antissimétricas e 

simétricas, respectivamente. Em 2854 cm-1 corresponde à ligação C-H, e em 1745 

cm-1 ao grupo Ester por meio da ligação C=O. O grupo amida I é identificado em 

1656 cm-1 e a banda em 1440 cm-1 corresponde à ligação CH2. O pico em 1302 cm-1 

é relacionado ao modo de vibração das ligações CH3/CH2 e o em 1263 cm-1 à amida 

III. Os fosfolipídios são responsáveis pelo pico em 1080 cm-1. 
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Figura 25: Espectro FT-Raman da derme controle. 
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Tabela 5: Atribuições dos picos do espectro FT-Raman para as amostras de pele. 

Nº do Pico Posição do Pico 

(cm-1) 

Atribuição 

(1) 3010 =CH [88]. 

(2) 2930 CH2; Lipídios e proteínas [63,88]. 

(3) 2885 CH3; Lipídios e proteínas [63,88]. 

(4) 2854 C-H, Lipídios e proteínas [88]. 

(5) 1745 C=0; grupo Ester [63]. 

(6) 1656 Amida I; proteínas [63,88]. 

(7) 1440 CH2; vibração de flexão [63,88]. 

(8) 1302 CH3/CH2; lipídios [63,88]. 

(9) 1263 Amida III; proteínas [63,88]. 

(10) 1080 PO4
3- ; Fosfolipídios [63,88]. 

 

Os espectros Raman mostraram picos que indicam que a aplicação 

intradérmica da fração F1 do Fusarium oxysporum induz alterações físico-químicas 

na pele de rato. A fração F1 do Fusarium oxysporum usada no presente estudo é 

uma mistura complexa, produzida como resultado do crescimento do fungo e que 

envolve os produtos do metabolismo, como metabólitos secundários. Fusarium 

oxysporum é uma espécie do gênero Fusarium que pode causar além de  

onicomicose, infecções na pele e subcutânea, sinusite, artrite e osteomielite [123,124].  

A Figura 26 mostra o espectro Raman da pele normal e daquelas que 

receberam aplicação intradérmica da fração F1. Mostra também o espectro da 

fração F1. A Figura 27 mostra a evolução da razão com o tempo dos picos 

CH2/amida III e CH3/amida III. 
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Figura 26: Espectro Raman da fração F1 e das dermes controle, 3, 6, 12 e 24h após a 
aplicação da fração F1. 
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Figura 27: Razão das intensidades das bandas CH2/amida III e CH3/amida III. 
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A evolução das razões com o tempo dos picos de CH2 (2930 cm-1) ou CH3 

(2885 cm-1) em relação à amida III foi realizada em relação aos animais controles. 

Ao longo do tempo, estes picos apresentaram um comportamento de recuperação 

dos valores iniciais até o final do período de investigação, que concluíram em 24h. 

Comparando-se com os resultados histológicos, foi possível observar que a 

evolução dos picos de CH2 e de CH3 apresentou-se semelhaça ao que se observou 

com a área total das fibras de colágeno, que são polímeros complexos ricos em 

grupos metilo. 

No presente estudo, a fração F1 não provocou uma resposta celular com 

alterações histopatológicas evidentes, mas houve mudanças no componente de 

colágeno da matriz extracelular da derme. Quando comparada com a pele tratada 

com solução salina, a área ocupada pelas fibras do tipo I foi reduzida ao valor 

daquela obtida para o período de tempo de 3h. A do tipo III foi reduzida para os 

valores dos outros intervalos de tempo avaliados. É provável que a área menor das 

fibras de colágeno pode ser um resultado da ação tóxica da própria fração F1, a qual 

pode conter elementos que facilitam a invasão e a permanência do agente 

patogênico na pele. Houve ainda uma recuperação ao longo do tempo (em relação 

ao controle) da quantidade de fibras do tipo I, mas não das fibras do tipo III. Apesar 

disso, a área ocupada pelas fibras do tipo III aumentou ao longo do tempo, indicando 

a ocorrência da síntese de colágeno. Esta hipótese da possível síntese de colágeno 

ficou ainda mais evidente em razão da presença de fibroblastos hipertróficos no 

período de 6h e pelo aumento da área total ocupada pelo colágeno, como observado 

na figura 28. Deve ser lembrado que a fração foi aplicada apenas uma vez na pele. 
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Figura 28: Área total da banda do colágeno. Resultados obtidos pela mestra Kátia 
Sibin 

[125]
. 

 

A aplicação intradérmica da fração proteica na pele de ratos provocou uma 

resposta biológica e alterações físico-químicas na derme e subcutâneo, indicando 

que a fração proteica contém componentes que são capazes de se difundirem para 

o tecido vizinho e causar ferimentos. As bandas associadas com a área ocupada 

pela amida I mostraram alterações estruturais na região espectral entre 1700-1625 

cm-1. Isto ocorreu em todos os intervalos de tempo analisados após a aplicação da 

fração F1[126-129]. 

Após a administração da fração proteica, foi observada uma resposta 

inflamatória, com intensidade de pico médio no grupo de 6h, e com neutrófilos sendo 

o tipo de célula predominante. Num estudo anterior, os autores com as mesmas 

condições experimentais adotadas neste trabalho, demonstraram que uma única 

aplicação intradérmica de extrato bruto de Fusarium oxysporum [130] resultou numa 

resposta inflamatória mais acentuada, com um pico após 12h de infecção. Isto 

sugere que durante o processo de obtenção da fração proteica, os principais 

elementos responsáveis pela inflamação foram eliminados, tal como o processo de 

diálise que elimina moléculas com um ponto de corte abaixo de 12-16 kDa. Além 
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disso, alguns elementos foram removidos quando o extrato foi submetido à 

separação de proteínas por eletroforese. 

A Figura 29 mostra um aumento da banda da amida I que representa o grupo 

funcional das proteínas. Este aumento permite propor uma hipótese de que os 

subprodutos liberados pelo fungo, que são varias, podem alterar esta região do 

espectro.  Análise anterior de extrato bruto de Fusarium oxysporum em gel de 

eletroforese identificou uma banda eletroforética com um peso molecular de 

aproximadamente 50 kDa, o que corresponde à banda da fração proteica. Esta 

fração pode ser relacionada com a enzima tomatinase, que é um monômero de 50 

kDa, e possui pelo menos cinco isoformas e pontos isoelétricos que variam entre 4,8 

e 5,8 [131]. Como na diálise do extrato bruto fica com moléculas de peso molecular 

abaixo de 12-16 kDa, os tricotecenos (250-500 Da) [132] que são conhecidos por 

provocar reações no tecido sob a forma de inflamação ou na indução de morte 

celular programada [133,134], podem ter sido eliminados. Além disso, algumas 

moléculas podem ter sido danificadas quando da obtenção da fração, quando o 

extrato bruto foi aquecido até aproximadamente 40°C [135]. Os resultados da 

coloração TUNEL reforçam esta hipótese, pois não houve coloração TUNEL-positivo 

na pele injetada com a fração, ao contrário a pele tratada topicamente [136] ou 

injetada com o extrato bruto, apresentou resposta de apoptose na epiderme, derme 

e até mesmo no tecido subcutâneo [130]. 
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Figura 29: Área da banda da amida I na região espectral em 1660 cm
-1

. 

 

Os fungos estão entre os organismos em todo o processo evolutivo que foi 

capaz de permanecer na natureza devido ao seu potencial para aderir, invadir e 

replicar no hospedeiro. Isto é realizado por uma variedade de moléculas produzidas 

pelas espécies, que têm uma grande variedade de ações. A fração proteica, o 

principal componente retirado de extrato bruto do Fusarium oxysporum, não foi 

capaz de induzir os mesmos eventos biológicos registrados em estudo anterior que 

apresentou resposta inflamatória intensa e apoptose. O que se observou a partir dos 

espectros realizados foi que os componentes da fração proteica difundiram através 

da pele, perturbando a organização da matriz extracelular e parecem ter sido 

capazes de modificar o colágeno, e interferir nas propriedades físico-químicas das 

moléculas orgânicas presentes na derme. 



 

Capítulo 6 

CAPÍTULO 6 -  CONCLUSÃO 

Neste trabalho a Espectroscopia FTIR com detecção fotoacústica (FTIR-PAS) 

e a técnica Raman foram utilizadas para estudar ex vivo a dinâmica das mudanças 

estruturais de tecidos do pulmão e do fígado de camundongos Swiss submetidos à 

inoculação do fungo Paracoccidioide brasilienses (Pb) e ainda de amostras de pele 

de ratos inoculadas via intradérmica por uma fração proteica do fungo Fusarium 

oxyporyum. A avaliação histológica das amostras permitiu a validação dos 

resultados.  

Os espectros Raman de pulmões de camundongos Swiss infectados por Pb 

mostraram uma correlação da morte celular programada, alterações morfológicas e 

da expressão temporal da glicoproteína gp43. As bandas mostraram que a infecção 

foi mais intensa na 1ª e na 4ª semana, e a maior expressão de gp43 foi 

concomitante com a maior imunocoloração para TUNEL. A técnica FTIR-PAS 

mostrou alterações físico-químicas nos pulmões infectados com Pb, que foram 

dependentes do período de infecção. 

A técnica FT-Raman permitiu avaliar o fígado na paracoccidioidomicose de 

camundongos Swiss infectado com Pb. As alterações ocorreram nas regiões 

espectrais entre 1700-1530 cm-1 e 1370 - 1290 cm-1, nos picos da fenilalanina e das 

moléculas CH2 e CH3 correlacionadas ao colágeno. A resposta dos tecidos foi 

caracterizada pelo desenvolvimento de granulomas organizados e infecção 

disseminada, com leveduras localizadas dentro dos macrófagos e hepatócitos 

isolados.  

Inoculações de uma fração proteica de extrato de Fusarium oxysporyum em 

pele de ratos saudáveis resultaram em aumento das áreas ocupadas na derme dos 

colágenos tipos I e III em função do período de infecção. Houve mudança na área da 

banda da amida I e nas das moléculas de CH2 e CH3.  
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Finalmente, os resultados deste trabalho mostraram que as técnicas FTIR 

com detecção fotoacústica e a Raman podem ser combinadas para avaliação da 

dinâmica das alterações nos tecidos biológicos sobre a ação de agentes patógenos, 

sendo promissoras para novas formas de diagnóstico de doenças. 
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