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RESUMO

Neste trabalho a Espectroscopia FTIR com deteccdo fotoacustica (FTIR-PAS) e a
Espectroscopia Raman foram utilizadas para estudar, em camundongos Swiss, a
dindmica das mudancas estruturais de tecidos, no pulméo e figado, apés infeccao
com Paracoccidioides brasiliensis (Pb), e na pele, apés inoculacéo intradérmica de
metabalitos produzidos por Fusarium oxysporum. O estudo histolégico das amostras
foi realizado para validacdo dos resultados. Os experimentos foram realizados ex
vivo e foram avaliadas as alteragbes nas bandas de absorcdo Oéptica e de
espalhamento Raman, no pulméo, no figado e na pele, em funcdo do tempo. O
estudo foi dividido em quatro partes: 1%) os espectros Raman de pulmdes de
camundongos Swiss infectados por Pb foram correlacionados a expresséo temporal
da glicoproteina gp43, a ocorréncia de morte celular programada e as alteracdes
morfolégicas no 6rgdo. As analises foram realizadas 1, 2, 4 e 8 semanas apés a
infeccdo. As bandas mostraram que a infeccdo foi mais intensa na 12 e na 42
semana, e a maior expressao de gp43 foi concomitante com a maior imunocoloracéo
para TUNEL; 2%) as alterac6es nos pulmdes infectados com Pb foram avaliadas com
a técnica FTIR-PAS. Os resultados mostraram que as mudancas nas bandas de
absorcdo relacionam com alteracdes morfologicas, que foram dependentes do
periodo de infeccdo; 3%) a técnica FT-Raman foi utilizada para avaliagdo da
paracoccidioidomicose no figado de camundongos Swiss infectado com Pb. As
alteracBes ocorreram nas regifes espectrais entre 1700-1530 cm™ e 1370 - 1290
cm™, nos picos da fenilalanina e das moléculas CH, e CHj correlacionadas ao
colageno. A resposta dos tecidos foi caracterizada pelo desenvolvimento de
granulomas organizados e infeccao disseminada, com leveduras localizadas dentro
dos macrofagos e hepatdcitos isolados; 42) neste estudo as inoculacdes da fracdo
F1 na pele de ratos saudaveis foram realizadas 3, 6, 12 e 24 horas apoés a aplicacéo
de uma fracdo (F1) contendo metabdlitos produzidos por F. oxysporum. As areas
ocupadas na derme dos colagenos tipo | e Ill aumentaram ao longo do periodo de
infeccdo. Houve mudancga na area da banda da amida | e naguela das moléculas
CH, e CHs. Em conclusao, os resultados deste trabalho mostraram que as técnicas
FTIR e Raman podem ser combinadas para avaliacdo da dinamica das alteracdes
nos tecidos biolégicos sobre a acdo de agentes patdgenos, sendo promissoras para

novas formas de diagnostico de doencas.



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: 12) 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. 22) 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. 32) 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™ and 1370-1290 cm™, the
peaks of phenylalanine and CH, and CH3; molecules of the collagen. The tissue
response resulted in the development of granulomas with yeasts located within
macrophages and isolated hepatocytes. 42) 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 | and Il increased throughout the infection
period. There were changes in the areas of the amide | and CH;, and CH3 bands. In
conclusion, the present results show that the FTIR, FTIR-PAS and Raman
technigues 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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Capitulo 1

INTRODUCAO

Nos ultimos anos a espectroscopia vibracional vem sendo cada vez mais
empregada no estudo de tecidos bioldgicos, em especial porque os pesquisadores
estdo reconhecendo que estas técnicas tém potencial para serem ferramentas de
diagnostico de doencas com vantagens em relacdo aos métodos tradicionais. Os
estudos tém proporcionado o0 desenvolvimento de diferentes técnicas
espectroscopicas e de imagens voltadas para a deteccdo de doencas a partir da
investigacdo das caracteristicas estruturais de grupos funcionais presentes nos
tecidos biolégicos .

Estes métodos sdo promissores para diagnostico clinico porgue permitem
deteccao rapida de processos bioldégicos sem a necessidade de uso de reagentes ou
preparo da amostra para a medida . As altera¢des espectrais no infravermelho tém
sido usadas para identificar fenbmenos biolégicos importantes, como a morte celular
programada ¥ e a identificacéo de células cancerigenas .

Neste trabalho foram realizados estudos utilizando as técnicas
Espectroscopia Raman e Espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier com deteccéo convencional ou fotoacustica. No primeiro estudo as técnicas
Raman e fotoacustica foram empregadas para avaliacdo de pulméo e de figado de
camundongos Swiss infectados com Paracoccidiodes brasilensis (Pb). Este fungo é
o principal agente da paracoccidioidomicose (PCM). E um fungo dimorfico térmico
que apresenta a forma de micélio em 25°C e de levedura em 36°C [¢. Em forma de
levedura pode se dissemina através do corpo do hospedeiro e parasitar tecidos mais
profundos 8. A ocorréncia de leveduras dentro dos polimorfonucleares, monécitos

e macréfagos mostra que ele pode sobreviver dentro das células ®. A
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paracoccidioidomicose € endémica em regides tropicais e subtropicais Umidas da
América Latina, onde é considerada uma das micoses mais importantes. Ela
representa a oitava causa de morte por doenca infecciosa e tem a maior taxa de
mortalidade entre as micoses sistémicas ***2,

O principal componente antigénico do Pb € uma glicoproteina de 43 kDa
conhecida como gp43 . Ela é sintetizada e transportada para a parede celular e
entdo secretada para o meio %, H4 evidéncias de que a gp43 participa na adesao,
invasdo e patogénese dos fungos *° inibe a atividade de macréfagos, e contribui
para o desenvolvimento de infeccdo em hospedeiros susceptiveis °. Além disso, a
gp43 € o principal antigeno que é utilizado para o diagndstico e prognéstico de PCM
[17].

A via respiratoria € a principal porta de entrada do fungo, que se estabelece
inicialmente no pulmdo e é disseminado por vias linfaticas ou hematogénicas,
inclusive para outras regides do organismo & . No pulméo, o Pb induz a formacao

[19] [20,21]

de granulomas e fibrose , 0 que pode danificar sua arquitetura e

consequentemente prejudicar a funcdo respiratéria. No caso do figado, alguns

estudos mostram que as enzimas do figado sdo alteradas #*%!

, indicando que a
infeccdo pode perturbar a homeostase deste 6rgdo. Vale lembrar que o diagndstico
de PCM natural é atualmente baseado na visualizacdo direta do agente no tecido.
Técnicas soroldgicas tém sido propostas como uma alternativa 42/,

Uma nova perspectiva para o diagnéstico de PCM tem sido considerada a
partir da utilizacdo de técnicas espectroscopias no infravermelho. Estes métodos
permitem a caracterizacdo de componentes moleculares e deformacdes estruturais
resultantes da infeccdo. Estudos podem ser realizados in vivo, in vitro e ex vivo 2%
Os métodos de espectroscopia vibracional permitem acelerar o diagnostico de
doencas e podem representar um avanco nas investigacdes experimentais de PCM
[27.28] " Além disso, avaliar as propriedades fisico-quimicas dos tecidos de pulmao e
de figado infectados pode permitir a obtencdo de informacgdes sobre os mecanismos
de acao que estes fungos utilizam para induzir altera¢gdes nos tecidos invadidos.

No segundo estudo a técnica Raman foi empregada para avaliagao fisico-
guimica da pele de ratos saudaveis que foi tratado com uma fracédo de extrato bruto
de Fusarium oxysporum. Fusarium € um patdogeno que tem recebido atencdo dos

pesquisadores porque tem havido um grande numero de casos de pacientes
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infectados que apresentam altos niveis de morbidade e mortalidade. Um outro
aspecto é sua forte resisténcia ao tratamento com drogas antifingicas ?°. Papulas
eritematosas e noédulos com necrose central sdo frequentes na pele afetada por
fungos B9

Uma resposta significativa do tecido associada com a producdo de acado
téxica tem sido observada em pacientes *Y. Foi demonstrado em estudo in vitro que
0 extrato bruto de Fusarium oxysporum € capaz de produzir irritagdo na pele e
induzir resposta inflamatoria. Além disso, foi recentemente demonstrado que este
fungo pode provocar morte celular programada na pele e no tecido subcuténeo de
ratos saudaveis P2, No entanto, os componentes deste extrato bruto que s&do
responsaveis por estes efeitos ainda ndo foram identificados. Historicamente,
Fusarium € um género conhecido por sua capacidade de produzir micotoxinas que
tém sido associadas a reacdes observadas na pele de animais ®? e de seres
humanos. Portanto, € importante investigar quais 0os componentes extracelulares
gue sao os causadores destas alteracdes nos tecidos infectados.

A infeccao experimental de animais que séo suscetiveis ao fungo em geral é
capaz de mostrar o comportamento da doenca. O uso da espectroscopia vibracional
parece ser promissor neste tipo de estudo, uma vez que 0s espectros podem
fornecer informacBes sobre as mudancas conformacionais de moléculas que
constituem o sistema estudado. A possibilidade de estudos com os métodos de
espectroscopia vibracional tanto ex vivo como em funcdo do tempo de infeccéo,
pode resultar em um método alternativo e importante para novos diagnosticos das
doencas causadas por estes agentes, além de poder permitir avancos em termos do

entendimento da dindmica com que estes patdgenos agem nos organismos Vivos.

1.1 Objetivos

Os objetivos deste trabalho sé&o:
e Utilizar a espectroscopia Raman e a espectroscopia de infravermelho

por transformada de Fourier com deteccao fotoacustica para avaliar a
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dindmica das mudancas estruturais de pulmédo de camundongos Swiss
infectado com Paracoccidiodes brasilienses;

e Utilizar a espectroscopia Raman para andlise da dindmica das
mudancas estruturais de figado de camundongos Swiss infectados
com Paracoccidiodes brasilienses;

e Avaliar com a espectroscopia Raman a dinamica das mudancas
conformacionais da pele de ratos tratados com a fracdo do extrato
bruto de Fusarium oxysporium.

e Correlacionar os resultados destas analises fisico-quimicas realizadas
a partir dos dados obtidos pelas espectroscopias vibracionais com

agueles das analises histoldgicas.



Capitulo 2

FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 Espectroscopia Vibracional

As espectroscopias de absorcao e espalhamento na regido do infravermelho
sdo importantes ferramentas para o estudo de processos fisico-quimicos e
biolégicos. Elas permitem avaliacdo de compostos quimicos, em qualquer estado
fisico, por meio de processos ndo destrutivos. Neste capitulo faremos uma breve

descricdo dos principios basicos que caracterizam estas técnicas.
2.1.1 Espectroscopia no infravermelho

A regido espectral do infravermelho compreende a radiagdo com numero de
onda no intervalo entre aproximadamente 12800 e 10 cm™. Por ser uma faixa
espectral muito extensa, é dividida em infravermelho préximo (12800 - 4000 cm™),
infravermelho médio (4000 - 200 cm™) e infravermelho longinquo (200 - 10 cm™) 13,

A regido do infravermelho médio esta relacionada principalmente com as
transicoes vibracionais fundamentais, que envolvem o estado fundamental e o
primeiro estado vibracional excitado. O infravermelho préximo corresponde a regiao
onde sao observadas as bandas correspondentes a modos resultantes das
combinagcdes entre as frequéncias fundamentais. As ligacdes envolvidas nesses
modos de vibracdo sdo normalmente C-H, N-H e O-H.

A espectroscopia no infravermelho envolve essencialmente a interagao entre

fétons na regido do infravermelho e os autoestados vibracionais da molécula, sendo
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que a energia do féton absorvido deve ser igual a diferenca de energia entre dois
autoestados com energias bem definidas: hv = E, — E;.

A descricdo do sistema em estudo € feita a partir do modelo de oscilador
harménico perturbado, considerando-se 0 meio como de natureza quantica que
apresenta transicdes que envolvem niveis de energia vibracionais separados por
Av = +1. Uma molécula poliatbmica nao linear com N atomos contém 3N-6 graus de
liberdade vibracionais. Porém, nem todos os modos normais de vibracdo resultam
em transi¢fes vibracionais no espectro de infravermelho. As transicbes sé ocorrem

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

ou (1)
() =

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

Isto explica porque grupamentos moleculares tais como OH, C=0 entre
outros, dao origem a bandas intensas de absor¢do no espectro de infravermelho.
Esses grupos apresentam ligacdes covalentes bastantes polarizadas que durante a
transicdo vibracional, envolvendo estiramento ou deformacdo de ligacBes, dao
origem a valores apreciaveis de du/dQ;, cujo quadrado € diretamente proporcional a
intensidade da banda de absorcao correspondente.

Para um modo vibracional ser ativo no infravermelho, no modo classico, é
necessario que haja variacdo no momento dipolar durante essa vibracdo. Em casos
de moléculas diatbmicas, a Unica coordenada normal do sistema condiz com a
coordenada interna da ligacdo, Q. Entdo, expandindo o momento de dipolo em uma
serie de Taylor da coordenada Q para cada um dos componentes L, Ky € H, obtém-

se a equacao 2, expressa a seguir 2.

ou (2)

u=uo+<%)00+-"

Em que u, € o vetor que representa 0 momento de dipolo permanente e a

derivada é considerada na posicéo de equilibrio.
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Para pequenas vibracoes, pode-se desprezar os termos de ordem superiores,

au p . ~ .
uma vez que (%) tera valor desprezivel. Para haver absorcdo no infravermelho, a
0

condicdo de variagdo no momento de dipolo com vibragédo implica que o termo

au . .
(%) seja diferente de zero para pelo menos umas das componentes py, My Ou [, do
0

momento de dipolo.
Utilizando a mecéanica quéantica, a transicao entre dois estados caracterizados
pelas fungbes de onda W, e W, (m para estado inicial e n para estado final ), &

descrita pelo momento de transi¢ao de dipolo pmn:

Hmn = f W n¥dr ®)
Ou pelas componentes:

4

(.ux)mn = fLPmUXLPndT ( )

5

(13) = | bty i ®

6

(.uz)mn = fl},mp—zlpnd‘[ ( )

O momento de transicdo pode ser entendido como a medida do dipolo
associado com o movimento dos elétrons durante a transicdo entre os dois estados
envolvidos. Os valores das integrais definem a intensidade da transicdo no
infravermelho, que é proporcional a probabilidade de transicdo |u,,,|°. Para que a
transicdo seja permitida é necessario que pelo menos uma das integrais seja
diferente de zero.

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

que descreve o momento de dipolo pode ser escrita como:

mn = J Y W dr + [Z—g] J ¥ QY dr (7)
0



Capitulo 2 - Fundamentos Tedricos 8

Pela ortogonalidade das fun¢des de onda, a integral do segundo membro da

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

ou

necessario que as seguintes condi¢fes sejam satisfeitas: 12) ( 30,
L

) + 0 ou seja, deve
0

haver variacdo do dipolo com uma pequena vibracdo na posicdo de equilibrio; 22)
f‘-PmQ‘-Pndr # 0, para que esta integral seja diferente de zero o produto ¥,,Q¥_
deve ser uma funcado par. Como Q € uma funcdo impar, € necessario que o produto
Y., W, sejafuncdo impar, ou seja as funcdes devem ter diferentes paridades.

A regra de sele¢do para o ocilador harmonico é Ay= +1, onde o sinal + vale
para absorcéo e o sinal — para emissao e v € 0 niumero quantico vibracional.

Se consideramos apenas o modelo simples do oscilador harménico, regra de
selecdo Ay= +1, os espectros de absorcdo no infravermelho s6é apresentariam
absorcdes associadas aos modos fundamentais. A observagdo destas outras
transicdes 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 equacao 8:

0 1 (02 8
0

Para o aparecimento da primeira harmonica considera-se o termo quadratico
da série de Taylor, para o da segunda considera-se o0 termo cubico e assim por
diante. Entdo sao possiveis transicées com Av = +1, +2, +3, etc.

A partir de 1960 ocorreu um grande avanco na tecnologia de instrumentos
utilizados em espectroscopia de infravermelho com o desenvolvimento dos
equipamentos interferométricos usando transformada de Fourier. Esses
equipamentos apresentam alta relacdo sinal/ruido permitindo deteccdo de bandas
de baixa intensidade e podem ainda permitir que medidas de absorcdo e de
espalhamento Raman possam ser realizadas no mesmo instrumento. Além disso,

permitem o registro, de uma sé vez, de uma ampla regido espectral.
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2.1.2 Espectroscopia Raman

Um espectro Raman nos mostra, da mesma maneira que um espectro de
absorcédo no infravermelho, um conjunto de transi¢ces vibracionais da molécula. O
fato dos dois espectros, em geral, ndo serem idénticos, reflete a existéncia de
diferentes regras de selecdo, o que fica mais evidente no caso de moléculas com
maior simetria.

No caso da espectroscopia Raman, além da regra de selecdo geral Av = +1
valida dentro da aproximacdo harménica, deve-se considerar a regra de selecéo
especifica:

()

em que a representa a polarizabilidade eletrénica molecular.

Uma diferenca essencial entre as espectroscopias infravermelho, eletronica e
Raman é que enquanto as duas primeiras envolvem a absorcdo ressonante de
fétons, na ultima esta envolvido o fenbmeno de espalhamento inelatico de fotons.
Portanto, as energias dos fotons incidente e féton espalhado, individualmente, ndo
sdo as diferencas de energia entre os auto-estados da molécula. Os casos que nos
interessam aqui sdo os das transi¢des vibracionais, rotacionais, eletrénicas, de spin,
etc. Podemos entdo representar uma transicado vibracional Raman de acordo com o

esquema apresentado na figura 1.
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V(Q)
excitado
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\ /'_ fundamental
AE {\ /v
N\ AE=h(v,-V")
Q

Figura 1: Transi¢&o vibracional (Raman).

E importante notar que o foton incidente (hv) e o espalhado (hv’) ndo devem
ser considerados separadamente, pois 0 espalhamento ndo pode ser considerado
como um processo sequencial de absorcdo e emissdo, que € o0 caso da
fluorescéncia. A escala de tempo envolvida no espalhamento Raman é da ordem de

femtosegundos (107

), e isso implica que pela relacdo de incerteza AEAt > h, a
energia do chamado estado virtual (ou intermediario) ndo precisa satisfazer o
principio de conservacao da energia. Esse estado recebe este nome exatamente por
esta razdo, ou seja, ndo corresponde a nenhum dos estados estacionarios da
molécula, na verdade o estado virtual é um auto-estado do sistema molécula +
radiacdo. Nesse ponto € importante chamar a atencéo para a importancia central da
polarizabilidade eletrénica do efeito Raman, que esta ligada ao momento de dipolo
induzido na molécula pelo campo elétrico da radiagéo.

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

induzido oscila com a sobreposicdo de frequéncias e pode ser escrito como sendo

-

P = aE, em que a corresponde & polarizabilidade da molécula e E ao vetor campo
elétrico. O momento de dipolo pode ser expandido em série de Taylor da

coordenada interna Q, representada pela equacao **.
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da
dQ

(10)

a=a0+( )OQ+---

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

Q = Qycos (2mv,t) (11)
E = Eycos (2mvyt) (12)

em que v, e Vo sdo, respectivamente, as frequéncias vibracional e da radiacao
incidente.

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

P = ayE,cos(2mvyt) + (E) QoE, cos(2mvyt) cos(2m v, t)
0
Os termos de ordem superior podem ser desprezados para pequenas
vibracdes. Sabendo que cos(a)cos(b) = 1/2[cos(a + b) + cos(a — b)], a equacéo
anterior pode ser reescrita como:

R 5 da R
P = ayE, cos(2mvyt) + (E) QoEo {cos[2m (v,
0

+ v,)t] + cos[2m (vo — vy t)}

(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

. _ . .~ ) s - da
que os dois ultimos termos tenham contribuicdo € necessario que (i) # 0, ou
0

seja, que haja variacdo da polarizabilidade com a vibracao.

Considerando o modelo classico, as linhas Raman Stokes e anti-Stokes
deveriam apresentar a mesma intesidade, mas observa-se na pratica que as Stokes
sdo mais intensas que as anti-Stokes. Para explicar este comportamento é
necessario utilizar o modelo quantico.

Podemos introduzir uma expressado para a polarizabilidade semelhante a
equacao 2, utilizando a mecéanica quantica, para 0 momento de transicao de dipolo.

Neste caso, 0 momento de transi¢cao de dipolo induzido, equacéo 15:



Capitulo 2 - Fundamentos Tedricos 12

An = f Y, a¥,,dt (15)

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

componentes do campo elétrico sdo dadas por:

P = ayyxEx + ayy By + ay B, (16)
P, = ay Ex + ayEy + ay,E, @7
P, = a,Ex + azyE, + a,,E, (18)

Os componentes aj, que relacionam os dois vetores, formam um tensor
simétrico no efeito Raman normal (Qxy=0yx, Ox;=0zx, Oyz=0zy).

Para cada transigéo entre os estados vibracionais m e n sao considerados 0s
componentes (aj)mn, €M que i e j Sd0 X, Yy ou z. Para que haja atividade Raman €

necessario que pelo menos um dos componentes das seis integrais (“if)mn =

fLPmai,-‘Pndr seja diferente de zero.

Substituindo 15 em 7, tem-se:
U = g [ W WndT + (Z—g)o [W,Q¥,dr (11). (19)

No espalhamento Raman Stokes e anti-Stokes, os estados vibracionais m e n
sao diferentes e a primeira integral do segundo membro é sempre igual a zero, pela
ortogonalidade entre ¥,, e ¥,,. Para que o segundo termo seja diferente de zero é
necessario que sejam satisfeitas duas condi¢oes: 12) (Z—g)o # 0 ou seja, deve haver
variagdo da polarizabilidade com a pequena vibracdo em torno da posicdo de
equilibrio; 23) [ ¥,,Q¥,dt # 0, para que esta integral seja diferente de zero o produto
Y, Q¥, deve ser uma funcdo par. Como Q & uma funcdo impar, &€ necessario que o
produto ¥,,¥, seja funcdo impar, bem como, as funcbes devem ter diferentes
paridades. A regra de selecéo para o oscilador harménico é A,= +1, onde o sinal +

vale para Stokes e o sinal — para anti-Stokes.
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De acordo com a Lei de distribuicdo de Boltzman, a razdo entre o nimero de
moléculas no estado vibracional fundamental e no primeiro estado excitado pode ser

definida pela equacao 20 .

—(Ei—Ej)
e j (20)

==

Em que i refere-se ao estado vibracional fundamental e j ao primeiro estado
excitado. N corresponde a populagdo em cada estado e E suas respectivas
energias.

Lembrando que o espalhamento Stokes resulta da colisdo do féton com a
molécula em seu estado vibracional fundamental. Isto significa que os valores da
energia vibracional e as temperaturas normalmente utilizadas, garantem via
distribuicdo de Boltzmann, uma alta taxa de populagdo do estado fundamental em
relacdo ao excitado, resultando assim em linhas Stokes mais intensas que as anti-
Stokes.

A intesidade Raman depende de forma complexa da probabilidade de

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

1672 2 (21)
b= (52 23 (),
i J

Em que I, é a intensidade da fonte e v sua frequéncia.

Esta expressdo mostra que quanto maior a energia do féton incidente, maior
sera a intensidade da radiacdo espalhada. Portanto, o espalhamento Raman com
excitacdo em 1064 nanbmetros apresenta baixa intensidade em relacéo a excitacao
no visivel. Esta dificuldade é superada pelo uso da espectroscopia por transformada
de Fourier e pelo uso de dectores extremamente sensiveis no infravermelho
préximo, como semicondutores de Germanio refrigerados com nitrogénio liquido.

Existem outras formas de se obter maior intensidade no espalhamento
Raman, tais como os efeitos Raman ressonante e o efeito Raman intensificado por

superficies (SERS), os quais n&o serdo descritos neste trabalho 2%,
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2.2 Consideracdes Finais

Neste capitulo apresentamos uma abordagem tedrica da espectroscopia
vibracional, na qual mostramos a relacdo das transi¢cdes vibracionais das
espectroscopias de absorcdo no infravermelho e do espalhamento Raman.
Verificamos que os espectros de infravermelho e Raman sdo um conjunto de
transicOes vibracionais da molécula, porém o que difere um do outro € a diferenca na
regra de selecdo para obter os espectros. Na espectroscopia de infravermelho é
necessaria uma variacdo no momento de dipolo elétrico da molécula, possibilitando
0 sua conexao com o campo elétrico da radiacédo eletromagnética incidente. O efeito
Raman envolve a interacdo do campo elétrico da radiacdo com a distribuicdo da
nuvem eletrénica molecular, as respostas dos elétrons se manifestam por meio da

polarizabilidade eletronica.



Capitulo 3

CONSIDERACOES SOBRE AS AMOSTRAS E OS
SISTEMAS ESTUDADOS

As amostras estudadas has espectroscopias infravermelho e Raman foram tecidos
biolégicos de pulméo, figado e pele de animais cobaias fornecidos pelo Laboratério de

Ciéncias Morfoldgicas da Universidade Estadual de Maringa (UEM).

3.1 Estrutura do Pulmao

Os pulmbes séo 6rgdos responsaveis pela respiracdo dos mamiferos. Eles
sdo pares de orgaos situados na cavidade toracica e estdo separados um do outro
pelo coragcdo e por estruturas situadas no mediastino. Cada pulmédo é dividido em
lobos por uma ou mais fissuras. O pulméo esquerdo tem uma fissura obliqua e dois
lobos; o pulméao direito tem duas fissuras, obliqua e horizontal, e trés lobos (figura 2)
[39]_

Existem dois tipos de estruturas pulmonares, parénquima e estruturas nao
parenquimatosas. O parénquima pulmonar se assemelha a uma esponja, e ocupa
90% do volume pulmonar total. Estruturas ndo parenquimatosa consistem na arvore
brénquica, vasos pulmonares, e septos interlobulares. As artérias pulmonares e
brénquios correm juntos, alternados por veias pulmonares 7.

O parénquima pulmonar € composto por numerosas passagens de ar de finas
estruturas distribuidas uniformemente. Essas estruturas sdo ductos alveolares e
alvéolos. Os septos alveolares e pequenos vasos pulmonares ocupam 10% do
volume total do parénquima, isto €, a densidade média do parénquima pulmonar é
0,1 g/ ml ¥,
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e
Lobo direito g Lobo esquerdo

Superior Superior

Médio
Inferior
Inferior

Figura 2: Esquema representativo da anato[r%%a macroscoépica do pulméo com seus
lobos .

O septo interalveolar € 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 superficie interna da conduta alveolar é
coberta por uma folha de alvéolos. A forma de cada entrada alveolar ndo é redonda,
mas poligonal, como um favo de mel.

O bronquiolo respiratorio € chamado de zona de transicdo, porque parte de
sua parede € substituida por alvéolos. A distancia a partir do bronquiolo respiratorio
para as estruturas mais proximas do septo do Iébulo secundario € sempre constante.
Por exemplo, o bronquiolo respiratério € separado a partir da veia pulmonar por
parénquima pulmonar. A distancia entre os dois € mantida em aproximadamente 2
mm.

O componente estrutural importante do septo interalveolar é o capilar alveolar.
Os leitos capilares sé@o calculados para compreender 50% do volume do septo
alveolar. O capilar alveolar é uma rede densa que consiste de um ndmero de
poligonos irregulares. De acordo com Weibel, 10% dos alvéolos entram em contato
com as estruturas ndo parenquimatosas, tais como vasos pulmonares “J. Certos
alvéolos entram em contato com a veia pulmonar. Tais alvéolos ndao formam as
folnas de duas camadas usuais de alvéolos. O septo interalveolar € uma parede
alveolar de dupla face. A troca gasosa é possivel em ambos os lados da parede

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

Ha um rico suprimento sanguineo das artérias bronquicas nos nodulos
linfaticos hilares e brénquios, bem como vasos comunicantes entre a veia pulmonar
e o plexo venoso brénquico *?. Veias brénquicas estéo localizadas em torno de uma
bainha arterial, que se comunica diretamente com a veia pulmonar adjacente. A veia
pulmonar da um pequeno ramo para as vias aéreas vizinhas. Esta rota especial
pode ser responsavel por espessamento peribréonquico, visto na condicdo anormal

em que a pressao venosa pulmonar se eleva.

3.2 Estrutura do Figado

A cor normal do figado é castanha e a superficie exterior € lisa (figura 3a). O
figado é cerca de 2% do peso corporal. O figado recebe seu suprimento de sangue
de duas fontes: 80% sé&o provenientes da veia porta hepatica, que drena o bago e 0s
intestinos; os 20% restantes, o sangue oxigenado, é fornecido pela artéria hepatica.
A veia porta € formada pela unido da veia do baco e a mesentérica superior com a
veia mesentérica inferior drenando a veia do baco. Na maioria dos casos, a artéria
hepatica comum € um ramo da artéria celiaca, juntamente com as artérias
esplénicas gastricas. Ocasionalmente, a artéria hepatica tem vasos acessoérios que
abastecem o figado. O acessério ou artéria hepatica direita € um ramo da artéria
mesentérica superior proximal, enquanto o acessorio ou artéria hepatica esquerda é
um ramo da artéria gastrica esquerda. Muitas variacbes anatdmicas, no entanto,
também podem existir na anatomia da artéria hepatica .

Externamente, o figado € dividido pelo ligamento falciforme em um I6bulo
direito maior e um lobulo esquerdo menor (figura 3a). O ligamento falciforme atribui o
figado a parede abdominal anterior. Sua base contém o ligamento redondo, que tem
um remanescente da veia umbilical vestigial. Com base na classificacdo de

Couinaud !

, 0 figado é dividido em oito segmentos funcionais independentes
(figura 2b). Cada segmento tem seu préprio pediculo portal que consiste no ramo da

artéria hepatica, ramo portal, e do ducto biliar com um ramo venoso hepatico
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separado que fornece saida. A numeracdo dos segmentos € no sentido horario.
Segmentos Il e Ill, que s&o conhecidos como 0s segmentos anterior e posterior do
lobo esquerdo, respectivamente, também s&do conhecidos coletivamente como o
segmento lateral esquerdo do figado e do lobo esquerdo topografico. Segmento IV é
o0 segmento medial do lobo esquerdo. Segmentos Il, 1l e IV coletivamente compdem
o loébulo funcional esquerdo do figado. O I6bulo direito funcional do figado é
composto de segmentos V e VIIl, os segmentos anterior e segmentos VI e VII, os
segmentos posteriores. Segmento |, o lobo caudado, esta localizado na parte

posterior €.

Figado esquerdo Figado direito Lébulo esquerdo Lébulo direito

Posterior mm Direito lateral |

Ligamento falciforme

[46]

Figura 3: a) Anatomia morfolégica do figado; b) Anatomia Funcional do figado

A estrutura interna do figado é feita de cerca de 100.000 unidades funcionais
hexagonais pequenas conhecidas como l6bulos. Cada I6bulo consiste de uma veia
central rodeado por 6 veias porta hepaticas e 6 artérias hepaticas. Estes vasos
sanguineos sdo conectados por muitos tubos capilares, chamados sinusoides, que
se estendem a partir das veias e artérias do portal para atender a veia central como
raios de uma roda. Cada sinusoéide passa através dos tecidos do figado contendo 2
principais tipos de células: células de Kupffer e hepatécitos. Os hepatocitos do
figado tém a tarefa de muitos dos trabalhos metabodlicos importantes que suportam
as células do corpo. Uma vez que todo o sangue que sai do sistema digestivo passa
através da veia porta hepatica, o figado é o responsavel pela metabolizacdo de
hidratos de carbono, lipidios e proteinas em materiais biologicamente Uteis.

A funcéo do figado como um oOrgao do sistema imunoldgico ocorre por meio
das células de Kupffer que revestem os sinuséides. Células de Kupffer é um tipo de

macrofago fixo que forma parte do sistema de fagécitos mononucleares em conjunto
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com os macrofagos baco e linfonodos. Células de Kupffer desempenham um papel
importante a partir da captura e digestdo de bactérias, fungos, parasitas, e 0s restos
celulares. O grande volume de sangue que passa através do sistema portal hepatico
e o figado permite que as células de Kupffer possam limpar grandes volumes de

sangue muito rapidamente.

3.3 Estrutura da Pele

A pele é um 6rgdo multifuncional muito complexo, resistente, flexivel e
bastante impermeavel que, moldando e revestindo o corpo, o isola do meio exterior.
Por sua inervacao, vascularizacdo e presenca de neuromediadores, a pele € muito
importante pelas inidmeras funcdes que desempenha, tais como: protecao,
renovacao e reparacao, secrecdes sebaceas e sudoral, regulacédo da temperatura do
corpo e absorcéo da radiacéo ultravioleta para a sintese de vitamina D 17,

Na composi¢do quimica desse tecido o elemento mais importante € a agua,
com cerca de 70% da massa total. As substancias de natureza proteica, como
aminodacidos, proteinas (elastina, coldgeno, melanina), azotados (acidos graxos e
uréia), representam 27,5% de seus constituintes quimicos. Destacam-se ainda o0s
lipideos simples como o colesterol, lipidios complexos como as ceraminas e
fosfolipidios e ainda os lipidios de reserva. Na pele também sdo encontrados sais
minerais, principalmente, sodio, potassio, calcio, magnésio, zinco, ferro, fosforo,
enxofre e iodo 1%,

Estruturalmente é constituida por duas camadas, uma externa, a epiderme,
constituida por tecido epitelial e logo abaixo a derme, de natureza conjuntiva. Abaixo
da derme estd a hipoderme que apesar de ter a mesma origem da derme, nédo faz
parte da pele, apenas serve de suporte e unido com Orgaos adjacentes, como

mostra a figura 4 &,
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Camada cornea
(queratinizada)

Poro Corpuscul Glél)nﬂula
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Figura 4: Representagcdo das camadas e estrutura da pele e tecido subcutaneo [4s]

A epiderme ¢é constituida por um epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado, formado por camadas sobrepostas de células sendo a mais comum
0S queratindcitos. Na epiderme também se encontram o0s melandcitos, que
produzem a melanina, pigmento que confere cor a pele e absorve 0s raios
ultravioleta (UV); as células de Langerhans, fagocitarias; e as células de Merkel,
mecano-receptoras. A epiderme é um tecido avascular 494,

A derme, localizada abaixo da epiderme, é constituida por colageno e elastina
mergulhados em uma matriz extracelular vascularizada. O principal tipo celular da
derme sédo os fibroblastos, mas também sédo encontrados macréfagos e outras

células do sistema 9,

3.4 Paracoccidioidomicose

As doengas causadas por fungos sao chamadas de micoses. As causadas
por fungos essencialmente patogénicos sao conhecidas como micose pulmonar ou
sistémica. A paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose sistémica granulomatosa
cronica de ocorréncia endémica no Brasil, cujo um dos agentes etioldégico sao os
fungos Paracoccidioides brasiliensis. E um fungo assexuado, termodindmico, que
cresce a 37°C na forma de levedura. Na temperatura ambiente mostra-se na forma
de finos filamentos septados que originam o micélio e cresce no solo como saprobio

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
conidios. Estes chegam aos alvéolos, e assim inicia-se a patogenia da doenca
representada, inicialmente, por area de alveolite inespecifica. Dependendo da
quantidade de conidios inalados, do tempo de exposicdo e das condicbes
imunolégicas do individuo, havera ou néo a instalacdo da doenca 2.

E considerada como a oitava causa de mortalidade por doenca
predominantemente cronica ou repetitiva entre as patologias infecciosas ou
parasitarias, e a mais elevada taxa de mortalidade entre as micoses sistémicas no
Brasil. Sendo assim, a imunidade humoral vem sendo estudada em seres humanos
e em animais de laboratorio por sua associagcdo com o aumento da disseminacao da
doenca e a gravidade das manifestacdes clinicas ®°.

A viruléncia pode ser estudada pela infeccdo experimental de animais
susceptiveis ao fungo, para fins de diagnésticos, apresentando as mesmas
caracteristicas de cronicidade e generalizacdo da doenca observadas no homem. A
influéncia da viruléncia de Paracoccidioides ssp na relacdo parasita-hospedeiro pode
ser evidenciada pelas diferentes manifestacdes clinicas da PCM, incluindo padrdo
de formac&o do granuloma e 6rgéos envolvidos °*.

O pulmédo é o 6rgdo mais frequentemente acometido. A infeccdo causa
severas modificagdes hemodinamicas comprometendo anatomicamente o érgéo. A
doenca é caracterizada por uma inflamacédo granulomatosa crbnica e fibrose, que

visam isolar o agente infectante.

3.5 Fusarium oxysporum

Espécies de Fusarium sdo responsaveis por infeccbes contagiosas graves
com altas taxas de mortalidade, envolvendo geralmente pacientes com baixa
imunidade. As lesbes tegumentares causadas por Fusarium tendem a manifestar
nodulares com necrose central. Em individuos imunocompetentes, as lesdes tendem
a ser localizadas e manifestam-se como ceratite e onicomicose, enquanto se

mantém um padrao clinico que sugere uma resposta inflamatéria 2°2%.
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A susceptibilidade unica de cada individuo € um fator determinante no
estabelecimento de infec¢des por Fusarium, mas também é evidente que este fungo
possui seus proprios atributos que lhe permitem invadir os tecidos saudaveis,
provocando reacdes inflamatérias e permitindo que ele se espalhe para outras
areas. Metabdlitos, tais como enzimas liticas e substancias toxicas, conhecidas
como micotoxinas, sao relevantes entre os fatores de viruléncia de membros deste
género. Fusarium pode produzir também fitotoxinas, antibiéticos e pigmentos 1¥1:32],

A patogenicidade dos metabolitos foi estudada em plantas, mas pouco se
conhece acerca de seu mecanismo de acdo em tecidos animais °>°°.

Em um estudo anterior demonstrou se que 0 extrato bruto do Fusarium
oxysporum induz uma resposta inflamatoéria e a morte celular programada na pele de
rato saudavel ®”. No entanto, o efeito de esterilizacdo térmica sobre a atividade
biologica do extrato ndo é conhecido. Portanto, estudamos os efeitos de metabdlitos
produzidos pelo Fusarium oxysporum, isolado a partir de onicomicose humana em

ratos, por meio da comparacao do extrato bruto.



Capitulo 4

PROCEDIMENTOS E MONTAGENS EXPERIMENTAIS

Os estudos fisico-quimicos e histolégicos foram desenvolvidos em parcerias entre o o
programa de poés-graduacdo em Fisica com o programa de pds-graduacdo em

Biociéncias e Fisiopatologia da Universidade Estadual de Maringa.

4.1 Consideragdes iniciais

Neste capitulo serd demonstrado como as amostras foram preparadas para a
realizacdo das medidas tanto com as espectroscopias IR e Raman, quanto para os

ensaios histoldgicos.

4.2 Pulméo e figado de camundongos infectados com

Paracoccidiodes brasiliensis.

Este estudo foi desenvolvido em parceria com as professoras Dr2. Luzmarina
Hernandes do Departamento de Ciéncias Morfoldgicas (UEM) e Dr?. Terezinha Inez
Estivalet Svidzinski do Departamento de Biociéncias e Fisiopatologia (UEM) e com
as mestres Edilaine Martins Moratto e Elaine Sciuniti Benites Mansano. O tema
também fez parte da dissertacdo 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 colecédo do

Departamento de Imunologia da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP), e
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cultivado em meio de cultura Fava Neto a 35°C, no laboratério de Micologia Médica
da Universidade Estadual de Maringa (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, 0S
animais foram transferidos do Biotério Central de Animais da UEM para o
Laboratorio de Experimentacdo em Paracoccidioidomicose do Departamento de
Andlises Clinicas e Biomedicina da UEM. Os animais foram mantidos em condi¢des
ambientais controladas, com uma temperatura de 23 a 24 °C e um ciclo claro/escuro
de 12 horas, com livre acesso a agua e ao alimento.

Os camundongos foram distribuidos em quatro grupos de seis, e cada grupo
possuia um animal controle. Os animais foram infectados, por meio da veia caudal
lateral, com 0,1 mL de suspens&o flingica, contendo 2 x 10° 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 apds uma,
duas, quatro e oito semanas da inoculacdo. Para o sacrificio aplicou-se uma sobre
dose (trés vezes maior que a usual de 40 mg/ kg) de tiopental sédico (Cristal Pharma
BR) na veia caudal lateral. Os pulmdes e os figados foram removidos e fixados em
solucdo de para-formaldeido 4% por 24 horas e processado para inclusdo em
parafina. Foram feitos cortes semi-seriados de 5 um de espessura. Os cortes foram
corados com H&E para avaliagéao histoloégica, com Gomori-Grocott para identificacédo
do fungo e pelo método imunohistoquimico de detecc¢éo in situ da fragmentacéo do
DNA (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated UTP nickend labelling, TUNEL)
para avaliacdo da morte celular programada, utilizando o kit comercial ApopTag plus
peroxidase (Chemicon, Temecula CA, EUA). Este procedimento foi utilizado tanto
para 0s experimentos com as amostras de pulmdo quanto para as de figado
utilizadas nas medidas com a espectroscopia Raman e infravermelho, porém em

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

Fusarium oxysporum.

Este estudo foi desenvolvido em parceria com as professoras Dr2. Luzmarina
Hernandes e Dr® Terezinha Inez Estivalet Svidzinski e com a mestre Katia Cristina
Sibin. O tema também fez parte da dissertacdo da referida mestre.

O cultivo do Fusarium oxysporum foi realizado no laboratério de ensino de
andlises clinicas da Universidade Estadual de Maringa, incubado durante 5 dias a
25°C em meio de Czapek-Dox, formando um extrato, conhecido como extrato bruto.
A patrtir do extrato bruto foi retirada a fracao 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 agua e comida.

Para evitar reacao inflamatoria, dois dias antes da aplicacdo da injecéo
intradérmica com as solucfes testadas, depilou-se uma area de aproximadamente
3,5 cm? no dorso, proxima a regido cervical. Isto foi feito sob anestesia com tiopental
(40 mg / kg).

Um total de dezesseis animais receberam uma injecéo intradérmica de 50 pl
de solugdo aquosa contendo 0,05 mg / ml da fracdo F1 (a concentragcdo foi
determinada a partir da analise preliminar de dose / efeito) em cada animal, a partir
do grupo experimental. Cada um dos 16 animais do grupo controle recebeu uma
injecdo intradérmica de 0,9% de 50ul de uma solucdo salina. Os animais foram
sacrificados por sobredosagem anestésica em 3, 6, 12 e 24 h (n = 4 para cada grupo
/ hora) ap0s a aplicacdo das solugcbes. Em seguida as amostras da pele foram

levadas ao laboratdrio de espectroscopia Raman para as analises.
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4.4 Espectroscopia de infravermelho por transformada

de Fourier com deteccéao fotoacustica (FTIR-PAS)

A base de funcionamento desta técnica € o interferémetro de Michelson
(Figura 6), contendo um espelho movel e outro fixo. A medida que o espelho movel
se desloca, o divisor de feixe direciona o feixe para os dois espelhos, gerando uma
diferenca de caminho Optico para os feixes refletidos em ambos os espelhos, que ao
atingirem o detector estardo em diferenca de fase, originando assim um

/ Espelho fixo \

—

A

x -/

v

\ Detector /

Figura 5: Modelo representativo do interferdbmetro de Michelson.

interferograma.

Divisorde feixe

Espelho movel

Nos espectrometros de Transformada de Fourier, o espelho movel do
interferdmetro oscila em relacdo a sua posicdo. No modo step scan, a velocidade do
espelho é interrompida com determinada frequéncia de modulacdo e de amplitude.

Desta forma, a modulacdo de fase do sinal fotoacustico é fornecida.
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Figura 6: Representacdo esquemaéatica da FTIR-PAS.

Uma transformada de Fourier converte o sinal obtido no dominio do tempo
para o dominio de frequéncias. Como ndo se usam monocromadores em
instrumentos FTIR, toda faixa de radiacdo chega simultaneamente na amostra com
grande ganho de tempo, permitindo resoluces extremamente altas. O resultado de
varias varreduras € combinado para melhorar a relacdo sinal/ruido. Desta forma,
espectros com excelente resolucdo podem ser obtidos utilizando-se pequena

quantidade de amostra 1°®.

A modulacdo do sinal fotoacustico € assegurada pelo processador de
aguisicdo, que realiza uma transformada de Fourier, via software, originando um
espectro (Figura 7) . Quando as ligacdes quimicas dos componentes da amostra
oscilam nas mesmas frequéncias da radiacao IR incidente, uma banda de absor¢ao
pode ser detectada %%, O fato de que a técnica fornece uma modulagdo uniforme
de frequéncia para todos os niumeros de onda e, consequentemente, uma inspecao
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 espectrometros FT-Raman utilizam um acessorio que serve como uma
unidade de recolhimento do espalhamento Raman. O feixe recolhido é entdo
introduzido no interferbmetro Michelson, como descrito na seccdo anterior. A
vantagem desta abordagem € que ele permite que 0 mesmo instrumento sirva para

multiplas necessidades de ambas as medi¢des de infravermelho e Raman (figura 7)
(62]
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PP
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Figura 7: Diagrama de um sistema 6ptico de FT-Raman [*%.

A configuragdo comum de um FT-Raman emprega uma onda continua de um
laser que normalmente € de Nd:YAG com emissdo em 1064 nandmetros, com um
coletor de espalhamento de 180° formado por lentes e espelhos. Varios filtros devem
ser usados para rejeitar o espalhamento elastico da radiagdo e permitir a separacao

do espalhamento Raman da radiacao incidente.
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Os lasers que operam em 1064 nandmetros s&o os mais escolhidos para FT-
Raman. Um Nd:YAG operando em 1064 nandmetros, por exemplo, fornece a
minimizacdo da fluorescéncia para a maioria dos sistemas, mantendo ao mesmo
tempo a capacidade de funcionar com os detectores mais sensiveis, como InGaAs e
germanio.

Depois de modulado pelo interferdmetro, 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 espectroscopicos na area

biolégica concentraram-se na analise da regido do espectro entre 3600 e 400 cm™.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Consideracdes iniciais

Nos resultados a serem apresentados as espectroscopias FTIR com deteccao
fotoacustica e a Raman foram utilizadas para estudos da dindmica das mudancas
conformacionais de amostras de pulmdo e de figado de camundongos Swiss
submetidos a inoculagdo do fungo Paracoccidioide brasilienses (Pb) e ainda de
amostras de pele de rato inoculadas via intradérmica por uma fracdo proteica do
fungo Fusarium oxyporyum. Os resultados espectroscopicos foram correlacionados
com estudos histoldgicos para validagao.

Este capitulo esta dividido em quatro partes:

1) As alteragcbes nos espectros Raman de pulmdes de camundongos Swiss
infectados por Pb foram correlacionadas com a expressao temporal da glicoproteina
gp43, com a morte celular programada e com as alteracbes morfologicas. As
analises foram realizadas nos periodos de uma, duas, quatro e oito semanas apoés a
infeccdo. As alteracdes nos espectros Raman foram observadas nas regifes
espectrais nas quais as bandas Raman podem ser associadas a fenilalanina, ao
triptofano e ao grupo funcional Amida I. Foi realizado estudo imunohistoquimico para
se detectar a gp43 e a possivel presenca de células em apoptose, o que foi feito
com o teste TUNEL. Observou-se que a infeccao foi mais intensa na 12 e na 42
semana, e a maior expressao de gp43 foi concomitante com a maior imunocoloragéo
para TUNEL. A expresséo da gp43 variou ao longo do periodo experimental e estas
oscilagbes coincidiram com aquelas observadas na infeccdo e na ocorréncia de

apoptose. Os espectros Raman demonstraram as deformacbes ocorridas na
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estrutura de algumas moléculas como consequéncia das alterages histopatoldgicas

provocadas pelo fungo.

2%) As alteracOes fisico-quimicas e morfolégicas nos pulmdes de camundongos
Swiss infectados com Pb foram avaliadas com a técnica FTIR-PAS. As analises
também foram realizadas apos 1, 2, 4 e 8 semanas de inoculagdo do fungo. Os
cortes histolégicos foram novamente realizados para identificacdo da
imunocoloracéo do fungo e para a deteccao da possivel ocorréncia de morte celular
programada. Os resultados mostraram que o0s pulmdes infectados por Pb
apresentaram mudancas estruturais que variavam de acordo com o periodo de
tempo analisado, e que as mudancas nas bandas de absorcéo de diferentes grupos
funcionais correlacionam com as alteracbes morfoldgicas. Os resultados sugerem
ainda que a combinacao de espectroscopia FTIR-PAS com a avaliacdo morfolégica
€ um procedimento eficaz para o estudo da paracoccidioidomicose.

3%) A técnica FT-Raman foi utilizada para avaliacdo da paracoccidioidomicose no
figado de camundongos Swiss infectados com Pb. As principais alteracdes fisico-
quimicas do figado infectado ocorreram nas regiées espectrais entre 1700-1530 cm™
e 1370 - 1290 cm™, por meio de um deslocamento do centro do pico atribuido &
fenilalanina e pelas variacGes das areas das ligacdes das moléculas CH, e CH3 do
grupo funcional coldgeno. A resposta dos tecidos foi caracterizada pelo
desenvolvimento de granulomas organizados e infeccdo disseminada, com
leveduras localizadas dentro dos macriéfagos e hepatdcitos isolados. A molécula
gp43 foi distribuida por todo o parénquima hepatico e apresentou comportamento

semelhante em todos os periodos observados.

43) Neste ultimo estudo foram avaliadas as alteragdes nos espectros de Raman da
derme de animais inoculados por uma fracao proteica do fungo Fusarum oxyporum.
As inoculagbes da fracdo F1 em ratos saudaveis via intradérmica foram realizadas
nos periodos de 3, 6, 12 e 24 horas, ap0s a aplicacdo da primeira fracdo. Esta
fracdo F1 foi obtida a partir do cultivo de Fusarium oxyporum em Czapek-Dox. As
areas ocupadas por colagenos tipos | e Illl aumentaram ao longo do periodo de

tempo apds os animais terem sido submetidos a aplicagédo da fracdo proteica obtida
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a partir do crescimento (F1). Houve mudanga na area ocupada pela amida | e ainda

nas ligagcdes moleculares de CH; e CHs.

5.2 Espectroscopia FT-Raman de amostras de pulmao

infectado com Paracoccidioide brasiliensis (Pb)

A figura 8 mostra o espectro FT-Raman de pulm&o de camundongo Swiss
sem a inoculagdo do Pb. Os maximos das bandas de espalhamento Raman e os

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

O pico em 3200 cm™ corresponde & amina e N-H livres, enquanto que o0s
picos em 2935 e 2880 cm™ podem ser associados & vibracdo de alongamento das

ligacbes de CH, antissimétrico e CH3 simétrico, respectivamente. Em 1660 cm™ tem-
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se a banda relacionada ao grupo funcional Amida I, e em 1620, 1590 e 1550 cm™
aquelas atribuidas as vibracbes de alongamento dos aminoacidos tirosina,
fenialanina e triptofano, respectivamente. A fenilalanina pode também contribuir para
a formacdo do pico em 1004 cm™. Em 1450 e 1300 cm™ tem-se contribuicdo da
vibracéo de flexdo da ligacdo de CH, simétrico, além de vibracdo de deformacao do
mesmo, respectivamente.

A figura 9 mostra os espectros de amostras do pulm&o controle e apos 12, 22,
42 e 82 semanas de infeccdo com Pb. Os espectros sdo uma média de trés medidas
de cada grupo de amostras em cada semana e foram normalizados em relacdo ao
pico em 1300 cm™, que é associado a vibracéo de deformacéo de CH..

As anélises foram feitas considerando-se as alteracées do pico em 1660 cm™,
associado ao grupo funcional amida |, dos picos associados aos aminoacidos em

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

Tabela 1: Energias dos picos maximos das bandas FT-Raman e 0s possiveis grupos
funcionais associados.

Numero do Posicdo do Atribuicdo
Pico pico (cm™)
1 3200 Amina, N-H; Proteinas ®%,
2 2935 CH, (antissimétrico); Protefnas e Lipidios ®*.
3 2880 CHs (simétrico); Proteinas e Lipidios °%.
4 1660 Amida I; Proteinas [®4%°],
5 1620 Tirosina; Aminoé&cidos 4%,
6 1590 Fenilalanina; Amino&cidos 4%,
7 1550 Triptofano, Aminoécidos [+,
8 1450 CH,, Proteinas e Lipidios [*3.
9 1300 CH,, Lipidios !,
10 1004 Fenilalanina; Aminoéacidos .
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Figura 9: Espectros FT-Raman do pulméo de camundongo Swiss infectado com Pb
apo6s 1, 2, 4 e 8 semanas.

O comportamento pos inoculacdo do Pb no pulmdo foi avaliado por um
periodo de oito semanas. A presenca do fungo, sua localizacdo no parénquima
pulmonar e a resposta do tecido a infeccao foram determinadas por meio de técnicas
histoldgicas e fisico-quimicas.

A regido do espectro em 1660 cm™, que corresponde ao grupo funcional
amida I, foi marcada por uma mudanca em relacéo ao controle observada na 12 e na
42 semana, com pequena tendéncia de normalizacdo na 22 e na 82 semana,
conforme mostrado na figura 10. A area do pico em 1660 cm™ mostra o
comportamento do grupo funcional relacionado as proteinas presentes no pulmao.
Nota-se uma diminuicdo da 12 para a 22 semana, um aumento na 42 semana e uma
nova diminuicdo na oitava semana. Este comportamento pode estar associado ao
namero de unidades formadoras de colénia do fungo no parénquima pulmonar. As
analises histologicas também mostraram variagbes com esta mesma tendéncia

observada nos espectros Raman. Ou seja, estes resultados coincidiram com o
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namero de unidades formadoras de col6nia (UFCs) e com a coloragdo de Grocott,
métodos utilizados para se determinar a maior ou menor presen¢ca do fungo no

parénquima pulmonar, conforme mostrado na figura 11.
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Figura 10: Comportamento da area do grupo funcional Amida I.
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Figura 11: Niomero de unidades formadoras de colénia (UFCs)/g no pulmao 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, p6s-teste de Tukey
(lado direito). Esses resultados forma obtidos pela mestra Edilaine M. Moratto [dados
n&o publicados].
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A avaliacdo das células UFCs e as andlises histopatoldgicas revelaram a
evolucao do processo infeccioso que envolveu a presencga de infiltrado inflamatério e
a formacéo de granulomas no parénquima pulmonar. Este comportamento ja havia
sido descrito por outros autores ®. O menor niimero de UFCs ocorreu na 22 e 82
semanas de infeccdo, quando também foi observado o menor nimero de fungos
corados por Gomori-Grocott e menor numero de polimorfos nucleares no
parénquima pulmonar. Estes achados sugerem que nestes periodos houve uma
resposta defensiva por parte do animal, assim também relacionamos que na 22 e 82
semanas a diminuicdo da banda da amida | nos espectros de FT-Raman indica uma
reducdo na quantidade de proteinas, indicando que a quantidade de fungos esta
relacionada com a quantidade de proteinas no pulméao.

Por outro lado, na 12 e na 42 semana foram observados também maiores
indices de infeccdo, caracterizados por intensificacdo da resposta inflamatéria e uma
maior presenca do fungo. A presenca de maior nimero de UFCs nestes periodos
estdA em acordo com os achados histolégicos. Outros trabalhos também
demonstraram que a infeccdo por Pb pode apresentar evolugcdo em funcdo do
tempo. Experimentos realizados com camundongos Balb/c, inoculados com conidios
pela via intratraqueal, resultaram em uma diminuicdo no namero de UFCs apos a
primeira semana de infec¢do, seguida por um aumento progressivo até a décima
sexta semana °”. Enquanto que experimentos realizados com camundongos Swiss
demonstram uma reducdo de UFCs na 82 semana de infeccao .

A regido do espectro que corresponde aos aminoacidos, em 1620 cm™ (5) da
tirosina e em 1550 cm™ do triptofano (7), apresentou mudancas significativas. A area
da banda em 1620 cm™ diminuiu com o periodo de inoculagcdo do Pb. Nota-se na
figura 12 que a area na primeira semana € maior em relacdo as outras semanas e
diminui significativamente na 4° e na 8° semana. Este comportamento pode estar
relacionado com o numero de granulomas formados no pulméo pelo Pb. Os
resultados histolégicos mostram que houve um aumento no niumero de granulomas

com o periodo de inoculagédo do fungo, mostrado na tabela 2.
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Figura 12: Comportamento da area da tirosina em 1620 cm™.

Os resultados histoldgicos, que permitem estimar o nimero de granulomas no
pulmédo, mostraram que a quase totalidade das estruturas coradas pela prata eram
na forma de fragmentos de Pb. Fungos integros eram raros e nenhum brotamento foi
detectado. Foi possivel observar que a maioria dos fragmentos estava no interior de
macrofagos cujo namero, ao contrdrio dos polimorfonucleares, aumentou
progressivamente ao longo do periodo experimental. Os macrofagos sédo as
principais células envolvidas na resposta imunolégica contra a infeccdo por Pb,
sendo um dos principais componentes dos granulomas ®*%. Assim, a diminuicéo da
quantidade de aminoacidos mostrada na figura 12 pode ter ocorrido como

consequéncia do aumento dos granulomas.
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Tabela 2: Nimero de granulomas/animal de pulmé&o de camundongos Swiss apds 1,2,
4 e 8 semanas de infeccdo com Paracoccidiodes brasiliensis.

Tempo Numero de
de infeccéo | granulomas/ animal
(semanas) (médiatEPM)

1 (n=4) 5.81+2.42 *@

2 (n=4) 6.15+2.66*°

4 (n=5) 11.75+2.01**

8 (n=5) 10.17+2.32°

Resultados expressos como a média tEPM. P<0,01 quando * comparado
com ** e P<0,05 quando a comparado com b. ANOVA, pos-teste de Tukey. Estes

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

O desenvolvimento de granulomas no o6rgdo infectado representa a
capacidade controle da infecgéo por parte do organismo hospedeiro. A formacgao dos
granulomas foi observada a partir da 12 semana de infeccdo. Os plasmacitos,
macrofagos e linfocitos eram o0s principais constituintes dos granulomas. Estas
estruturas apresentaram-se mais organizadas e numerosas a partir da 42 semana.
Os granulomas tornam-se cada vez mais compactos com o passar do tempo,
comprometendo a morfologia do 6rgdo e consequentemente a qualidade de vida do
hospedeiro. Na figura 13 observamos que a area da banda atribuida ao triptofano
apresenta uma reducdo na 42 e na 82 semana, periodos que coincidem com aqueles
nos quais os granulomas estdo mais presentes nas amostras de pulmé&o que tiveram
inoculacao de Pb.

Em alguns animais utilizados neste estudo ndo houve a formacdo de
granulomas e a resposta foi mais difusa. Estudos anteriores jA demonstraram que
individuos imunocompetentes sdo capazes de provocar a formacédo de granulomas
para conter a disseminacgao fungica, enquanto que individuos com insuficiéncia na
resposta imune apresentam lesées granulomatosas indefinidas [*. Isto pode explicar

porque alguns dos espectros obtidos tém mudancas mais significativas que outros.
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Figura 13: Comportamento da area do triptofano em 1550 cm™.

Camundongos Swiss tém sido utilizados por varios pesquisadores para o

214 por apresentarem suscetibilidade "”, mas ao

estudo da PCM experimental !
mesmo tempo possuirem certo grau de resisténcia a infeccdo 2. Isto pode explicar
a resisténcia a infec¢do detectada em alguns animais testados.

Microorganismos patogénicos utiizam uma variedade de estratégias
moleculares para subverter os mecanismos das células hospedeiras e invadi-las ["®
"8 Embora nao seja considerado tradicionalmente um tipico patégeno intracelular, a
capacidade do Pb de se aderir e invadir fagécitos tem sido reconhecida 5. Foi
mostrado em estudos realizados in vitro [*#% e in vivo B#2 que Pb pode internalizar
nas células epiteliais. A adesdo de propagulos infecciosos as células hospedeiras é
um passo crucial para a invasao, colonizagcédo e crescimento do Pb. Ele pode ainda
desenvolver varios fenétipos dependendo da cepa, do hospedeiro e de outros
fatores [/"#2 A apoptose é uma das estratégias utilizadas pelo Pb para subverter a
célula hospedeira ¥ e é considerada um importante fator de viruléncia 2.

O processo de apoptose tem um importante papel na hiporesponsividade
antigeno-especifico de células T para o principal antigeno de Pb. A glicoproteina de

43 kDa, a gp43, que age como um receptor da molécula de laminina, que é
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marcadora de gp43 e responsavel pela adesdo das leveduras a membrana basal
das células do hospedeiro 384,

Semanas | | A(Picro Sirus) B(HE) C(Grocott)
1

C
(Controle)

Figura 14: Fotomicrografia de pulmdes 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 n&o publicados].
Além disso, a gp43 inibe a capacidade fungicida dos macrofagos e a resposta
inflamatéria %, o que pode ser considerado um dos mecanismos de viruléncia para

a instalacdo da infeccdo primaria em hospedeiros susceptiveis . Esta glicoproteina
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também auxilia na aderéncia do fungo na matriz extracelular e induz a apoptose, que
é um mecanismo de disseminacao do fungo 7.,

A relacdo entre a expressao de gp43 e a ocorréncia de morte celular ao
longo do processo infeccioso ndo havia sido estudada antes. Nesse sentido,
demonstramos que nos periodos em gque houve a maior expressao de gp43, na 12 e
42 semanas, houve maior numero de células TUNEL positivas e aumento da banda
da Amida | (figura 10) atribuida as proteinas. Esses eventos coincidem ainda com o
periodo de maior carga fungica demonstrado por meio do crescimento de UFCs e da
coloragcédo por Gomori-Grocott (figura 14). Até onde se sabe esta é a primeira vez,
em estudos da paracoccidioidomicose experimental, que se relaciona a expresséo
de gp43 e as alteracBes histopatoldgicas do 6rgado infectado com as mudancas
detectadas nos espectros Raman.

Concluimos, portanto, que a expressao de gp43 variou ao longo do periodo
experimental e foi concomitante com a ocorréncia de apoptose e com 0s maiores
picos de infeccdo do parénquima pulmonar por Pb. Os espectros Raman
demonstraram as deformac¢des ocorridas na estrutura de algumas moléculas como
consequéncia das alteracdes histopatoldgicas provocadas pelo fungo. Isto sugere
estas técnicas como uma nova ferramenta para a investigacdo e diagnostico de

paracoccidioidomicose.

5.3 Espectroscopia infravermelho por transformada de
Fourier com deteccdo fotoacustica de pulmao

infectado com Paracoccidioide brasiliensis (Pb)

Repetimos o experimento de infeccdo com Pb em camundongos Swiss para
avaliacdo 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
possivel verificar mudancas nas bandas de absor¢cdo que ocorreram em outras
regibes do espectro em relagdo ao que foi observado com a técnica FT-Raman.
Desta forma, ao comparar as alteracdes nas bandas de absor¢cdo com as de

espalhamento Raman pode também ser uma alternativa para uma melhor
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interpretacdo da dinadmica dos processos envolvidos durante a infecgdo pelos
fungos.

A Figura 15 mostra o espectro de absorcédo 6ptica do tecido do pulméo do
camundongo Swiss sem infecgcdo. A atribuicdo de cada banda de absorcdo Optica

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

As bandas identificadas nos nimeros de onda 1087 cm™ e 1242 cm™ sdo
originadas, respectivamente, de ligacbes simétricas e assimétricas do estiramento
das vibragOes dos grupos fosfato, que fazem parte do DNA. Para a amida | foi em
1681 cm™ e para a amida Il em 1540 cm™. No caso do grupo CHs ocorrem em 1455,
2854 e 2924 cm™, e para o C-C/C-O em 972 cm™, que corresponde ao grupo
funcional da desoxirribose-ribose #9%,

A Figura 16 mostra o espectro do pulmdo apdés uma, duas, quatro e oito

semanas de infeccdo com Pb em relacdo ao grupo controle. As diferencas nas
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intensidades do sinal fotoacustico dos espectros ndo foram consideradas porque
podem ser produzidas por fatores como tamanho e umidade da amostra. Para
minimizar estes fatores optou-se por realizar o calculo das razdes entre 0s picos de

intensidade em cada respectivo espectro.

Tabela 3: Atribuicdes dos picos de absorcéo para as amostras de pulméo estudadas.

N° do Posicéo do Pico Atribuicdo
Pico (cm™)
(1) 3672 Amina, N-H, OH Livre; Proteinas ©>%%,
(2) 2924 CH, antissimétrico; Proteinas e Lipidios
[63,88].
(3) 2854 CHs simétrico; Proteinas e Lipidios [©3%8,
(4) 1743 C=0 Vibracdo em estiramento ¢,
(5) 1681 Amida I; Proteinas 18999,
(C=0, C - N, C-C e N-H) 1899,
(6) 1540 Amida Il ; Proteinas %,
7) 1455 CH; antissimétrico; Fosfolipidios (388,
(8) 1400 Grupo COO'; Proteinas [©3#8!,
(9) 1303 Amida Ill, Proteinas [©388!,
(10) 1234 PO2- antissimétrico (grupo do fosfato) °%;
Acidos Nucléicos 8%,
(11) 1087 PO, simétrico; Acidos Nucléicos %
(12) 972 C-C/C-O; Desoxirribose-ribose °°,

As andlises espectrais por meio da FTIR-PAS foram realizadas visando obter
alteracdes no espectro de absorcdo 6ptica e comparar com resultados histologicos e
com aqueles obtidos com a espectroscopia FT-Raman. Foram selecionadas
algumas regibes do espectro para se mostrar as possiveis mudangas estruturais
causados pelo fungo. As bandas escolhidas foram: Amida | (1681 cm™), Fosfato
assimétrico (1234 cm™) e grupo C-C/C-O (972 cm™).

A Figura 16 mostra os espectros normalizados em relacdo a banda em 2930
cm™. Esta banda corresponde, principalmente, & flexdo no plano do grupo funcional

CH, antissimétrico, que esta presente nas proteinas e nos lipidios 8. Esta banda foi
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adotada como referéncia porque apresentou menor variagdo ao longo dos periodos

de tempo apds a infecgéo.
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Figura 16: Espectros FTIR-PAS do pulm&o de camundongo Swiss infectado com Pb,
apo6s 1, 2, 4 e 8 semanas.

A razdo amida l/amida Il mostra as alteracdes ocorridas na amida | em funcéo
da amida Il no decorrer do periodo experimental, caracterizadas por um aumento
progressivo até a 8° semana (figura 17). O aumento da razdo amida l/amida Il
poderia estar relacionado com a maior quantidade de colectinas, que séo proteinas
do surfactante pulmonar que tém a capacidade de fazer ligagdo com moléculas de
superficie expressas por microorganismos. As colectinas podem também modular
varias funcbes do sistema mononuclear fagocitario, incluindo a internalizacao e
morte dos microorganismos. Neste trabalho as colectinas ndo foram quantificadas,
mas a resposta inflamatéria foi monitorada e apresentou uma evolucdo temporal, na
qual, a resposta imune foi levemente mais acentuada na 22 semana, em relacdo a 12
(figura 18- E.1). Nos dois periodos avaliados, a maior parte das leveduras se

localizou no parénquima e uma menor quantidade de fungos fragmentados ocupava
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o interior de macrofagos (figura 18- E.2). A resposta inflamatoria se intensificou ao
longo da 42 e 82 semanas, com 0 aumento da celularidade no parénquima pulmonar.
Na 82 semana foi observado um grande numero de macréfagos com fragmentos de
Pb fagocitados (figura 18 - E.3 e E.4).
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Figura 17: Razado das bandas Amidal/lle C =0 /amidal do tecido pulmonar de ratos
em funcéo do tempo depois de 1, 2, 4 e 8 semanas de infec¢gdo do Pb. O pulméo
controle é representado pelo periodo 0.

Dessa forma, considerando que o0s macrofagos sdo as células mais
envolvidas na defesa contra Pb %, pode-se inferir que a evolucdo da razdo amida
l/lamida Il, que tem sido relacionada com o aumento do teor de proteinas %
acompanhou aquela do processo inflamatério, observado por meio das técnicas
histoldgicas.

A razdo fosfato assimétrico (1234 cm™) em funcdo da amida Il (1535 cm™)
esta ilustrada na figura 19. A diminuicdo do fosfato assimétrico foi relacionada
anteriormente com o aumento de morte celular programada °“. Nota-se que nos
periodos da 42 e da 82 semanas foram observadas as menores razdes fosfato/amida
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Figura 18: Fotomicrografia de pulm6es de camundongos Swiss infectados com Pb.
E.1 e E.2 ap6s 2 semanas. E.3 e E.4 ap6s 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 .

A intensidade de aborcéo nas vibracfes de fosfato assimétrica permite avaliar
mudancas qualitativas e quantitativas nos fosfolipideos e acidos nucleicos 551 Em
estudo in situ de células cancerosas, por espectroscopia de reflectancia total
atenuada (FTIR-ATR), foi demonstrado que no processo de apoptose ocorre um

decréscimo na razdo fosfato/proteina 3.

Além disso, a apoptose tem sido
identificada por meio de observacdo da reducdo da quantidade de fosfato em
fibroblastos malignos. Isto foi feito utilizando-se a razdo da média das bandas de
absorbancia dos grupos fosfato assimétrico (1151-1350 cm™) em relagéo & da amida
11 4,

A diminuicdo dos grupamentos C-C/C-O (970 cm™) (figura 19) tem sido
relacionada com a mudanga na absorbancia de DNA e ao aumento de morte celular
programada ®°!, da mesma forma, a diminuicdo na absorcdo de ribose (C-O) foi
relacionada com o aumento na frequéncia de apoptoses °°.

As oscilagbes na frequéncia de células TUNEL-positivas medidas em nossas

amostras podem estar relacionadas com varia¢cdes na intensidade de infecgéo, de
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acordo com a resposta imunolégica do hospedeiro. Observamos picos de infeccéo
mais intensos com maior frequéncia de células em apoptose, na 12 e na 42 semana.

Na 22 e 82 semanas, haviam menos células marcadas (figura 20).
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Figura 19: Em preto: razéo do grupo fosfato pela Amida Il; em vermelho: razdo do
grupo C-C/C-0 pela Amidalll.

As tendéncias dos resultados das regifes espectrais das medidas com a
técnica Raman referentes ao aminoacido 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 42 e na 82 semana do periodo de infec¢do do fungo, coincidindo com
0os estudos histolégicos que mostraram aumento de granulomas, aumento da
resposta inflamatoria e com a ocorréncia de apoptose. No entanto, foi verificado que
os dados obtidos com a espectroscopia Raman referentes a regido do espectro com
bandas atribuidas & Amida | tiveram comportamento diferente em relacdo ao que se
obteve com a técnica FTIR-PAS. Isto pode ter ocorrido em razdo de resposta

diferente em termos de infec¢éo do fungo de um grupo para outro de animais.
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Figura 20: Fotomicrografia de cortes histolégicos do pulmao 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 .

Dessa forma, conclui-se que o pulmao infectado por Pb apresentou alteragbes
estruturais que variaram de acordo com o periodo de tempo analisado e que as
mudancas nas bandas de absorcdo Optica e de espalhamento Raman de varios
grupamentos quimicos foram uma consequéncia dessas alteragbes morfologicas.
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 figado de camundongos
Swiss infectados por Paracoccidioide brasiliensis
(Pb)

Neste estudo a Espectroscopia Raman foi empregada para avaliacdo das
alteracdes fisico-quimicas de tecidos de figado de camundongos Swiss infectados
com Pb. Andlises histopatologicas também foram realizadas para validagdo dos
resultados. Como descrito anteriormente, a espectroscopia FT-Raman pode fornecer
informacBes sobre a composicdo biomolecular de tecidos, permitindo que tecidos
normais possam ser distinguidos dos doentes 7%,

Ndo existem estudos na literatura sobre a analise espectral dos figados de
camundongos Swiss infectados com Pb. De fato, o figado ndo é o érgao alvo do Pb
e esta talvez seja a razdo por haver poucos estudos relacionando a infec¢éo desses
microorganismos aos eventuais danos hepaticos.

Assim como nas medidas anteriores, a expressao gp43, principal antigeno
produzido por Pb, foi avaliada ao longo do periodo de tempo de inoculacéo. O figado
nao € o 6rgdo de preferéncia da paracoccidioidomicose (PCM), mas é afetado a
partir do foco pulmonar apds o fungo se espalhar através das rotas linfaticas e vias

g [99-101]

hematogénica . Em comparacdo com os estudos de pulmdes, ha poucos

estudos clinicos e experimentais que descrevem o envolvimento do figado no
processo. A fibrose no figado € uma das alteracBes patolégicas descritas em
pacientes infectados com Pb 1% A infeccéo ja foi confirmada por anélise de
UFCs, onde o crescimento do fungo estudado foi avaliado. Os estudos
histopatoldgicos realizados por meio de diferentes técnicas mostraram mudancas na
morfologia do figado e identificaram granulomas no parénquima do figado que
apresentaram formas de levedura de Pb 1.

Os espectros FT-Raman realizados nesse trabalho mostraram diferencas nas
amostras de figado de camundongos infectados com Pb em comparacdo com os
camundongos sem inoculagao de Pb. Os grupos funcionais associados a cada pico
numerado na figura 21 estdo mostrados na Tabela 4.

Todos os espectros foram submetidos a correcdo da linha de base e

normalizados pelo pico da amida | (1660 cm™).
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Figura 21: Espectro Raman da amostra de figado controle.

A Figura 22 mostra os espectros entre 1400-1200 cm™, cujas bandas s&o
associadas com a deformacédo de CH; e CHs;. Nota-se uma variagdo na area com o
aumento do tempo de infeccdo. Os grupos funcionais CH, e CHjz nesta regido
espectral sdo geralmente correlacionados com a presenca de fibras de colageno nos
tecidos biolégicos do figado. Essa variacao foi investigada neste trabalho a partir da
razdo entre a area da banda do colageno e a da amida Il (1260 cm™), que
permanece constante ao longo o periodo de infeccao.
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Tabela 4: Atribuicdes dos picos do espectro Raman das amostras de figado

estudadas
N° do pico Posicdo do Pico Atribuic&o
(cm™)
1 3220 N-H; Proteinas 163, 88,105]
2 2927 CH, (antissimétrico); Proteinas e Lipidios ¢,
3 2874 CHs (simétrico); Proteinas e Lipidios 388!,
4 1660 Amida I; Proteinas ©3 81091
5 1615 Tirosina; Aminoécido 38,
6 1557 NHs"; Proteinas 328,
7 1450 CH,; Proteinas e Lipidios 13 810%,
8 1340 CH, e CH3; Colagenos %,
9 1260 Amida IlI; Proteinas °%%8],

Nota-se uma reducdo na area do colageno nas primeiras duas semanas,
seguida por um aumento apos a 42 semana de infeccdo. A diminuicdo do colageno,
apos a 12 semana de infeccdo, 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 interacdo do fungo com proteinas da matriz extracelular,
tais como enolase e adesinas. Adesinas sdo proteinas de adesédo do Pb, as quais
determinam a capacidade de ligagdo deste microorganismo a componentes da
matriz tais como colageno de tipo | e 1V, fibronectina, fibrinogénio e laminina. Podem

também determinar o tropismo por uma célula ou tecido [0

. Por sua vez, a
enolase atua como um receptor de plasminogénio com capacidade proteolitica, que
contribui para a degradagcéo da matriz extracelular e o estabelecimento do fungo no

corpo hospedeiro ",
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Figura 22: Area da banda do colageno entre 1400 a 1200 cm™.

Por outro lado, o aumento da proporcdo de colageno a partir da 42 e da 82
semana pode ser relacionado com a cronicidade da infec¢cdo. No pulméao, érgao alvo
do Pb, o PCM evoluiu para fibrose, que é caracterizada pela deposicdo de matriz e
acumulacao de colageno. No figado, houve o desenvolvimento de um caso tipico de
fibrose com a progressédo da infeccdo e aumento de fibras de colageno, observada

pela técnica de fotomicrografia, como mostrado na figura 23.
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Figura 23: Fotomicrografia de: (A e B) do figado controle, ndo infectados. (C e D)
apos oito semanas de infec¢ao por Pb. Nota-se um aumento no nimero de fibras de
colageno birrefringentes (C). A imunohistoquimica com o anticorpo anti-gp43
mostrou citoplasmética difusa e coloracdo nuclear no parénquima do figado (D).
Estes resultados foram obtidos pela mestre Elaine S. B. Mansano [109]

A fibrose € um mecanismo intrinseco para interromper a evolucdo do micro-
organismo, o que permite o estabelecimento de um aparente equilibrio entre o
hospedeiro e o parasita. Como o fungo pode nado ser erradicado, os tratamentos s6
diminuem a quantidade de fungos no corpo, tendo o risco de uma reativacdo mais
tarde M™Y. De um ponto de vista funcional, a infeccdo parece ter influenciado o
metabolismo de aminoacidos. Nota-se que nos animais controle nao foram
observadas alteracdes na banda caracteristica do aminoécido tirosina, identificado
por meio da banda em 1615 cm™.

A Figura 24 (B) mostra o deslocamento do pico de 1615 cm™ em funcédo do
tempo de infeccao, atingindo um valor de 1595 cm™ na 82 semana. Esta banda pode
estar relacionada com os aminoacidos do proprio figado ou presentes no sangue. O
pico em 1615 cm™ é atribuido & tirosina e em 1585 cm™ & fenilalanina. A figura 24
(C) mostra o comportamento da area total relativa a estes aminoacidos (1710-1510
cm™) em funcdo do tempo de infeccdo. H4 uma diminuicdo no contetdo de
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aminoacidos na 12 semana de infeccdo se comparado ao tecido controle e uma
tendéncia de aumento até a 8% semana. A partir da 22 semana, h4 uma tendéncia de
aumento da area total dos aminoacidos. No entanto, deve ser considerado que a
maior contribuicdo para o espectro no figado controle é proveniente da presenca de
tirosina, e para o tecido infectado da fenilalanina.

No caso especifico da conversdo de fenilalanina em tirosina, por fenilalanina
hidroxilase, ha a incorporacdo de radicais -OH ao anel aromatico da fenilalanina,
causando um rearranjo de cargas no anel, e, consequentemente, um deslocamento
de pico. A figura 24 (C) mostra a area total da banda de aminoacidos analisados,
incluindo a tirosina e a fenilalanina (1710-1510 cm™). A variacéo da area pode estar
relacionada com a viruléncia do Pb. A diminuicdo do teor de aminoacidos na 12
semana, em comparacao com o tecido do controle, pode estar relacionada com o
uso de tirosina pelo Pb para sintetizar melanina, um mecanismo que aumenta a sua
resisténcia a atividades antifingicas de macréfagos °**® tornando-se mais
resistentes ao sistema imunolégico do hospedeiro.

O aumento na area apés a 22 semana de infeccdo sugere a ocorréncia de
uma reacdo do organismo contra o Pb. No entanto, observou-se que este aumento &
acompanhado por um deslocamento do pico na regido de 1595 cm™, indicando ter
havido uma reducgéo no processo de hidroxilagdo da fenilalanina. A conversao de
fenilalanina em tirosina pode ter sido pela reducdo da atividade de enzima
fenilalanina hidroxilase, um evento que explicaria tal deslocamento detectado até a
82 semana de observacdo, quando ainda tinha desenvolvimento de um pequeno

numero de UFCs.
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Figura 24: (A) regido espectral correspondendo aos aminoécidos tirosina e
fenilalanina, (B) deslocamento do centro do pico de 1620 cm™ para 1595 cm™ e (C)
area total das bandas dos aminoacidos em fun¢ao do tempo de infec¢ao do Pb.

O método pelo qual Pb pode dissemina para os 6rgdos nao é totalmente
compreendido. Uma maneira pode ser por migracdo de macréfagos infectados ou de
células dendriticas através do sistema linfatico ™27, As leveduras foram
encontradas intracelularmente em células polimorfonucleares e mondcitos e
macrofagos, sugerindo que o fungo seja capaz de sobreviver dentro destas células
(11777 e por conseguinte, pode permanecer oculto nas defesas imunolégicas do
hospedeiro. Assim ndo exp0e seus antigenos na superficie celular, fugindo de

fagdcitos, o que facilitaria a sua difuséo ['®.



Capitulo 5 - Resultados e Discussdo 56

No presente estudo, o numero de fungos nas les6es diminuiu nos ultimos
periodos avaliados, 0 que sugere que os granulomas formados nas primeiras
semanas representam um mecanismo inicial de defesa contra o Pb, o que afeta a
multiplicacéo e difusdo de levedura. E possivel que a estrutura mais compacta do
figado, com poucos espacgos abertos, pode ter impedido a criacdo e propagacédo do
fungo ao longo do parénquima, em comparacdo com o do pulmao, que tem um
amplo espaco. Além disso, é possivel que os camundongos desenvolvam uma forma
hiperérgica da doenca com resposta imune tipo celular formando granulomas bem
organizados com alguns fungos, o que sugere que estes animais tém alta resisténcia
imunoldgica. Outros autores demonstraram que camundongos Swiss Sao
relativamente resistentes & infeccdo de Pb 118129,

A formacdo de granulomas em modelos experimentais e em seres humanos
depende de fatores tais como a susceptibilidade ou resisténcia a infeccdo ™. Por
outro lado, o desenvolvimento da doenca depende da viruléncia do fungo e
composicdo antigénica, das condicbes ambientais e a resposta imunologica do
hospedeiro %2, Num estudo anterior, utilizando os mesmos tipos de espécies
murinas, foi avaliada morfologicamente a evolugdo de granulomas nos pulmdes 14
em 1, 2, 4 e 8 semanas apoés a infeccao por Pb. Com o tempo, os granulomas
pulmonares tornaram-se mais numerosos, maiores e mais organizados, com
quantidades crescentes de fibras de colageno e reticular “°“. Em contraste, no
figado, o nimero de granulomas foi maior nas primeiras duas semanas de infeccéo
e diminuiu significativamente na oitava semana. Além disso, granulomas tornaram-
se menores ao longo do tempo e ndo desenvolveram fibrose significativa.

Concluiu-se que havia uma relacéo diretamente proporcional entre 0 nimero
de UFCs, o numero de granulomas e as alteracbes fisico-quimicas no figado
infectado com Pb, isto é: (a) periodos de aumento da infec¢cdo do figado foram as
primeiras duas semanas, quando havia também o maior niumero de granulomas e
UFCs; (b) periodos de alteragBes moleculares e histopatoldégicas mais altas também
correspondiam a periodos de aumento da infec¢do. Nao foi possivel correlacionar a
expressao da gp43 com as alteracdes fisico-quimicas e morfologicas, uma vez que a

expresséo era semelhante em todos os periodos.
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5.5 Espectroscopia Raman de pele de rato com aplicacao
intradérmica da fracdo proteica de Fusarium

oxysporum

A Figura 25 mostra o espectro FT-Raman da derme de rato controle. Estas
medidas foram realizadas fazendo-se a incidéncia da radiacdo na superficie da
amostra do lado da derme. Os grupos funcionais referentes a posicdo dos picos
estdo mostrados na tabela 5.

O pico em 3010 cm™ corresponde a banda da molécula =CH e os em 2930 e
2885 cm™ sdo relacionados as bandas associadas as ligacées CH, antissimétricas e
simétricas, respectivamente. Em 2854 cm™ corresponde a ligacdo C-H, e em 1745
cm™ ao grupo Ester por meio da ligagdo C=0. O grupo amida | é identificado em
1656 cm™ e a banda em 1440 cm™ corresponde a ligagcdo CH,. O pico em 1302 cm™
é relacionado ao modo de vibracdo das ligacdes CH3/CH, e 0 em 1263 cm™ & amida

l1I. Os fosfolipidios s&o responsaveis pelo pico em 1080 cm™.
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Figura 25: Espectro FT-Raman da derme controle.
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Tabela 5: AtribuicBes dos picos do espectro FT-Raman para as amostras de pele.

N° do Pico Posicéao do Pico Atribuicdo
(cm™)

(1) 3010 =CH 8!,
2) 2930 CH,; Lipidios e proteinas ¢3¢,
(3) 2885 CHs; Lipidios e proteinas ©3%8],
(4) 2854 C-H, Lipidios e proteinas 122,
(5) 1745 C=0; grupo Ester 1.
(6) 1656 Amida I; proteinas ¢3¢,
(7) 1440 CH,; vibracao de flex&o 638,
(8) 1302 CHa/CH; lipidios 6388,
(9) 1263 Amida II; proteinas 3%,
(10) 1080 PO.,% ; Fosfolipidios ¢3¢,

Os espectros Raman mostraram picos que indicam que a aplicagao
intradérmica da fracdo F1 do Fusarium oxysporum induz alterac¢des fisico-quimicas
na pele de rato. A fracdo 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 metabdlitos secundarios. Fusarium
oxysporum €é uma espécie do género Fusarium que pode causar além de
onicomicose, infeccdes na pele e subcutanea, sinusite, artrite e osteomielite 1231241,

A Figura 26 mostra o espectro Raman da pele normal e daquelas que
receberam aplicacdo intradérmica da fracdo F1. Mostra também o espectro da
fracdo F1. A Figura 27 mostra a evolucdo da razdo com o tempo dos picos

CHsy/amida Ill e CHs/amida lll.
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Figura 26: Espectro Raman da fracdo F1 e das dermes controle, 3, 6, 12 e 24h apos a
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A evolucdo das razdes com o tempo dos picos de CH, (2930 cm™) ou CHj
(2885 cm™) em relacdo & amida Il foi realizada em relacéo aos animais controles.
Ao longo do tempo, estes picos apresentaram um comportamento de recuperagao
dos valores iniciais até o final do periodo de investigacdo, que concluiram em 24h.
Comparando-se com o0s resultados histologicos, foi possivel observar que a
evolucéo dos picos de CH, e de CH3 apresentou-se semelhaca ao que se observou
com a area total das fibras de colageno, que sdo polimeros complexos ricos em
grupos metilo.

No presente estudo, a fragdo F1 n&o provocou uma resposta celular com
alteracdes histopatoldgicas evidentes, mas houve mudancas no componente de
colageno da matriz extracelular da derme. Quando comparada com a pele tratada
com solucédo salina, a area ocupada pelas fibras do tipo | foi reduzida ao valor
daquela obtida para o periodo de tempo de 3h. A do tipo Ill foi reduzida para os
valores dos outros intervalos de tempo avaliados. E provavel que a area menor das
fibras de colageno pode ser um resultado da acéo téxica da propria fracéo F1, a qual
pode conter elementos que faciltam a invasdo e a permanéncia do agente
patogénico na pele. Houve ainda uma recuperacédo ao longo do tempo (em relacéo
ao controle) da quantidade de fibras do tipo I, mas ndo das fibras do tipo Ill. Apesar
disso, a area ocupada pelas fibras do tipo IIl aumentou ao longo do tempo, indicando
a ocorréncia da sintese de colageno. Esta hip6tese da possivel sintese de colageno
ficou ainda mais evidente em razdo da presenca de fibroblastos hipertroficos no
periodo de 6h e pelo aumento da area total ocupada pelo colageno, como observado
na figura 28. Deve ser lembrado que a fracdo foi aplicada apenas uma vez na pele.
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Figura 28: Area total da banda do colégen8é5l]?esultados obtidos pela mestra Katia
Sibin .

A aplicacdo intradérmica da fracao proteica na pele de ratos provocou uma
resposta bioldgica e alteracdes fisico-quimicas na derme e subcutaneo, indicando
que a fracao proteica contém componentes que sao capazes de se difundirem para
o tecido vizinho e causar ferimentos. As bandas associadas com a area ocupada
pela amida | mostraram alteracdes estruturais na regido espectral entre 1700-1625
cm™. Isto ocorreu em todos os intervalos de tempo analisados apés a aplicacdo da
fracdo F1M126129,

Apbés a administracdo da fracdo proteica, foi observada uma resposta
inflamatoria, com intensidade de pico médio no grupo de 6h, e com neutréfilos sendo
o tipo de célula predominante. Num estudo anterior, 0s autores com as mesmas
condi¢cdes experimentais adotadas neste trabalho, demonstraram que uma Unica
aplicacdo intradérmica de extrato bruto de Fusarium oxysporum ™% resultou numa
resposta inflamatdria mais acentuada, com um pico apos 12h de infecgéo. Isto
sugere que durante o processo de obtencdo da fragdo proteica, 0s principais
elementos responsaveis pela inflamacéo foram eliminados, tal como o processo de

didlise 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 a
separacéo de proteinas por eletroforese.

A Figura 29 mostra um aumento da banda da amida | que representa o grupo
funcional das proteinas. Este aumento permite propor uma hipotese de que o0s
subprodutos liberados pelo fungo, que sdo varias, podem alterar esta regidao do
espectro. Analise 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 a banda da fracdo proteica. Esta
fracdo pode ser relacionada com a enzima tomatinase, que é um monémero de 50
kDa, e possui pelo menos cinco isoformas e pontos isoelétricos que variam entre 4,8
e 5,8 34 Como na didlise do extrato bruto fica com moléculas de peso molecular
abaixo de 12-16 kDa, os tricotecenos (250-500 Da) * que sdo conhecidos por
provocar reagdes no tecido sob a forma de inflamacdo ou na indugdo de morte

celular programada 33134

, podem ter sido eliminados. Além disso, algumas
moléculas podem ter sido danificadas quando da obtencdo da fracdo, quando o
extrato bruto foi aquecido até aproximadamente 40°C ¥ Os resultados da
coloracdo TUNEL reforcam esta hipétese, pois ndo houve coloracdo TUNEL-positivo
na pele injetada com a fracdo, ao contrario a pele tratada topicamente ™*° ou
injetada com o extrato bruto, apresentou resposta de apoptose na epiderme, derme

e até mesmo no tecido subcutaneo 139,
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Figura 29: Area da banda da amida | na regio espectral em 1660 cm™.

Os fungos estdo 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 tém uma grande variedade de acbes. A fracdo proteica, o
principal componente retirado de extrato bruto do Fusarium oxysporum, néo foi
capaz de induzir os mesmos eventos biolégicos registrados em estudo anterior que
apresentou resposta inflamatéria intensa e apoptose. O que se observou a partir dos
espectros realizados foi que os componentes da fracdo proteica difundiram através
da pele, perturbando a organizacdo da matriz extracelular e parecem ter sido
capazes de modificar o colageno, e interferir nas propriedades fisico-quimicas das

moléculas organicas presentes na derme.
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CONCLUSAO

Neste trabalho a Espectroscopia FTIR com detecc¢éo fotoacustica (FTIR-PAS)
e a técnica Raman foram utilizadas para estudar ex vivo a dinamica das mudancas
estruturais de tecidos do pulméo e do figado de camundongos Swiss submetidos a
inoculacdo do fungo Paracoccidioide brasilienses (Pb) e ainda de amostras de pele
de ratos inoculadas via intradérmica por uma fracdo proteica do fungo Fusarium
oxyporyum. A avaliacdo histologica das amostras permitiu a validacdo dos
resultados.

Os espectros Raman de pulmdes de camundongos Swiss infectados por Pb
mostraram uma correlacdo da morte celular programada, alteracdes morfologicas e
da expressao temporal da glicoproteina gp43. As bandas mostraram que a infeccao
foi mais intensa na 1% e na 4% semana, e a maior expressao de gp43 foi
concomitante com a maior imunocoloracdo para TUNEL. A técnica FTIR-PAS
mostrou alteracdes fisico-quimicas nos pulmdes infectados com Pb, que foram
dependentes do periodo de infeccao.

A técnica FT-Raman permitiu avaliar o figado na paracoccidioidomicose de
camundongos Swiss infectado com Pb. As alteracdes ocorreram nas regides
espectrais entre 1700-1530 cm™ e 1370 - 1290 cm™, nos picos da fenilalanina e das
moléculas CH, e CHgj correlacionadas ao colageno. A resposta dos tecidos foi
caracterizada pelo desenvolvimento de granulomas organizados e infecgao
disseminada, com leveduras localizadas dentro dos macrofagos e hepatdcitos
isolados.

Inoculacbes de uma fragdo proteica de extrato de Fusarium oxysporyum em
pele de ratos saudaveis resultaram em aumento das areas ocupadas na derme dos
coladgenos tipos | e Ill em fungéo do periodo de infec¢do. Houve mudanga na area da

banda da amida | e nas das moléculas de CH> e CHs.
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Finalmente, os resultados deste trabalho mostraram que as técnicas FTIR
com detec¢do fotoacustica e a Raman podem ser combinadas para avaliacdo da
dindmica das alteracdes nos tecidos biolégicos sobre a acdo de agentes patégenos,

sendo promissoras para novas formas de diagndstico de doencas.
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