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INTRODUCAO.

No século passado a humanidade experimentou varios avancos tecnoldgicos que
continuam alterando nossas perspectivas, interacGes cientificas e sociais. Com o
desenvolvimento do LASER (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation),
na metade do século passado, ampliou-se o uso da luz como ferramenta tecnoldgica.
Dentro das possiveis atuacfes de técnicas opticas, a area bioldgica tem atraido bastante

atencao.

A Biofotdnica é um termo que refere-se a todas as técnicas que estdo relacionadas
com a interacdo de elementos biolégicos e fotons, com interessantes aplicacbes nas
ciéncias da vida, medicina, agricultura e meio ambiente. A Biofotdnica oferece grandes

oportunidades para desenvolvimentos bio-tecnoldgicos e de pesquisa fundamental.

Nesta tese foi feito um estudo das propriedades dpticas lineares e ndo lineares de
sistemas bioldgicos. O que possibilitou a elaboragdo de novos métodos e técnicas opticas

para a caracterizacdo e diagndstico de diferentes sistemas bioldgicos.

No capitulo 1, sdo apresentados os conceitos fundamentais dos fenémenos dpticos
lineares e ndo lineares utilizados na explicagdo das técnicas e resultados dos capitulos

posteriores.

Em microscopia Optica, particularmente em microscopia de fluorescéncia
multifotonica, agentes de contraste séo utilizados para aumentar a qualidade das imagens.
No capitulo 2 é mostrado que particulas metélicas de tamanho nanométrico podem ser
exploradas em microscopia multifotonica, onde a emissdo fluorescente utilizada na
formacdo de imagens biologicas, pode ser aumentada pela presenca de nanoparticulas
metélicas. Para isto é explorada uma técnica recente de microscopia multifotdnica
conhecida como “Microscopia Multifotbnica de campo aberto”. Com essa técnica sdo

feitas imagens de agregados de Triptofano na presenca de nanoparticulas de prata.
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Dentro dos estudos dos fendmenos 6pticos ndo lineares de biosistemas, a técnica de
Varredura Z (e suas variaghes) € bastante explorada. Esta aceitacdo € devida,
principalmente, a simplicidade da técnica como também a facil interpretacdo dos seus
resultados. A técnica de Varredura Z permite determinar, separadamente e
simultaneamente, as propriedades néo lineares tanto de indice de refracdo como também da
absorcdo de sistemas bioldgicos. No capitulo 3, € apresentada uma nova variacdo da
técnica de Varredura Z chamada de TMEZ (“Thermally managed eclipse Z-scan”) que
mede a absorc¢ao ndo linear e o indice de refracdo ndo linear com uma sensibilidade de uma
ordem de grandeza maior do que a técnica de Varredura Z convencional. Além de ser
capaz de distinguir as contribuicdes térmicas e ndo térmicas para as propriedades ndo

lineares dos meios analisados.

Utilizando a grande sensibilidade da técnica TMEZ, ideal para caracterizacdo de
sistemas organicos, no capitulo 4 as propriedades Opticas ndo lineares de varios
aminoacidos sdo exploradas. O interesse nesse estudo é devido a importancia desses
componentes bioldgicos, especialmente o Triptofano, Fenilalanina e Tirosina que
apresentam interessantes propriedades Opticas. As propriedades Opticas de um meio
biologico podem ser alteradas pela presenca de particulas de prata. Esse tipo de
modificagdo pode ser de grande interesse para aplicagfes em bioimagens e biomedicina.
Desta forma, no capitulo 4, é feito um estudo das propriedades Opticas ndo lineares das

particulas metalicas em meios biologicos.

A andlise de autofluorescéncia de sistemas biolégicos € um importante
instrumento para diagnosticos. A autofluorescéncia de fungos ‘in vitro’ é estudada no
capitulo 5. A autofluorescéncia, devido a presenca de aminoacidos aromaticos em fungos,
pode tornar-se uma ferramenta de apoio para os dermatologistas na identificacdo destes
microorganismos. Com a caracterizacdo Optica de fungos é proposto o prototipo de um
dispositivo para auxiliar a sua identificacdo pelos dermatologistas.
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CAPITULO 1. INTERACAO DA LUZ COM MATERIAIS BIOLOGICOS.

A Biofotonica ¢ a ciéncia que trata da interagdo de foétons com sistemas biologicos.
Esta interagao luz matéria € a esséncia de aplicacdes como diagnosticos Opticos, terapias
foto-induzidas, microscopias etc. A maioria dessas interacdes sdo induzidas por absor¢do
linear da luz. No entanto, aplicando campos intensos, pode-se induzir processos Opticos
ndo lineares, como absor¢do de dois ou mais fotons e modificagdes do indice de refragdo

linear.

Técnicas Opticas possibilitam a observacao remota, em tempo real, ndo destrutiva
de eventos vitais em células, tecidos e microorganismos vivos. S3o varias as suas

aplicagdes nas areas de ciéncias da vida, medicina, agricultura e meio ambiente.

Neste capitulo s@o introduzidos varios conceitos como absorcdo, espalhamento,
fluorescéncia, fosforescéncia, absor¢cdo multifotonica e conversdo ascendente de energia.
Tais conceitos s30 necessarios para o entendimento das técnicas experimentais e resultados

discutidos nos proximos capitulos.
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1.1 INTERACAO ENTRE A LUZ E A MATERIA A NIVEL MOLECULAR.
1.1.1. Absorcio e emissao.

A luz ¢é uma radiacdo eletromagnética constituida por campos elétricos e
magnéticos oscilantes. A interacdo da luz com meios Biologicos pode ser descrita pela
geracdo de uma polarizacdo eletronica no sistema. Essa descrigdo ¢ conhecida como
aproximacao de dipolo elétrico. A resposta a um campo de baixa intensidade ¢ definida por
uma dependéncia linear do momento de dipolo ao campo elétrico, dado pelo momento de

dipolo eletrénico fz, definido pelo produto da carga eletronica na posicdo 7, como

mostrado na equagdo (1.1) [1]:
- -~ _
My =—er = +¢,E, (@) (1.1)

o termo zi € o dipolo permanente na auséncia de campo elétrico € o termo ¢,E,(0) € 0
momento de dipolo induzido pelo campo elétrico E(w) onde ¢ ¢ a polarizabilidade linear

que relaciona o campo elétrico aplicado ao momento de dipolo.

A interagdo dipolar V entre a molécula e o campo incidente £ (») pode ser escrita

como [1]:

V=i, -E(w) =i’ E(0)+,E (o), -E(), (12)

O primeiro termo da equagdo 1.2 descreve a interagdo do dipolo molecular com um
foton de freqiiéncia @ do campo aplicado. Esse termo € responsavel pelo fenomeno de
absorc¢do e emissdao de um foton. O segundo termo representa o espalhamento inelastico e
espalhamento Raman, onde um foton de freqiiéncia @ € espalhado inelasticamente (com
uma mudanga de energia) por uma molécula criando um foton de freqiiéncia ',

transferindo a diferenga de energia com a molécula.
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Como se representa na Figura 1.1, o processo de absor¢do descreve a transi¢do
desde um estado quéntico inicial de baixa energia, i, a um nivel superior de energia, f,
sendo a diferenga de energia entre niveis igual a energia do foton incidente. No processo de

absorgdo, geralmente, o nivel eletronico inicial é o estado fundamental (nivel de menor

energia).
_O‘f\—
f Sa v
E (o)

20}

. Y Estado
! —Q————@— Fundamental
Absorcéo Emisséo
Espontanea

Figura 1.1. Diagrama de absorgdo e emissdo espontinea [2].

A emissdo espontinea descreve o retorno da molécula do estado excitado, f, ao
estado fundamental, i, emitindo um f6ton de energia correspondente a diferenca de energia
entre esses estados [2]. Os processos de absor¢do e emissdo acontecem entre estados

eletronicos e vibracionais das moléculas.

Apoés a absorcdo de um foton, a molécula no estado excitado retorna ao estado
fundamental por diferentes processos. Um deles ¢ o radiativo, onde um foton ¢ emitido e o
outro ¢ o processo nao radiativo, onde a energia do estado excitado ¢ dissipada como calor
ou gera uma reagdo quimica (fotoquimica). O retorno ao estado fundamental pode ser uma

combinagdo dos dois ultimos processos [2].

O estado fundamental da maioria das moléculas (organicas em particular) envolve
elétrons emparelhados com spin total S=0, conhecido como estado Singleto. Por notagdo Sy
representa o estado fundamental das moléculas organicas. Uma das excegdes ¢ a molécula

de oxigénio O,, cujo estado fundamental corresponde a um estado Tripleto com spin S=1.
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As regras de transicdo mostram que para uma excitagdo a um mesmo estado orbital, a

energia correspondente ao estado excitado Tripleto (T;) ¢ menor que a do Singleto (S;) [1].

Os varios processos radiativos e nao radiativos e de transferéncia de energia entre

estados sdo representados em um diagrama de Jablonski, como mostra a Figura 1.2 [1].

S, S, T S
-+
.—.hq...._
v . —_—
— s PEETTIT, L L
: . .....“,.,.,.T
.% \ : + Relaxacdo
: ] o : = Vibracional
LICJ uorescencia v LTI .
\ —
_—

Fosforescéncia —_»_.

Absorcao

Figura 1.2. Diagrama de Jablonski descrevendo os mecanismos de absor¢do e de relaxagdo ao estado
fundamental da molécula [1]. Os processos radiativos sdo representados com uma seta continua e o0s

processos nao radiativos por uma seta tracejada.

No processo de transferéncia de energia entre o estado S, e o estado S;, geralmente,
0 mecanismo ndo radiativo ¢ dominante. Apos uma relaxagdo rapida vibracional, onde o
excesso de energia é dissipado em calor, a molécula pode retornar ao seu estado
fundamental emitindo um f6ton, conhecido como processo de fluorescéncia. Essa emissao
tem um tempo de vida curto (nanosegundos, 10”s). Por outro lado, pode existir um
processo de relaxacdo cruzada entre os niveis de energia de diferentes estados de spin, S; e
T;. Apés uma relaxagdo rapida vibracional, um processo de emissdo pode acontecer

levando o sistema do estado T ao estado fundamental Sy. Esse processo € conhecido como
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Fosforescéncia. De acordo com as regras de transi¢do, essa transi¢do (de um estado
Tripleto T; a um estado Singleto Sy) ¢ proibida, assim ela ¢ menos provavel de acontecer.
Como conseqiiéncia, a fosforescéncia ¢ uma emissdo fraca e com um longo tempo de vida
(segundos). Pode existir também relaxacdo ndo radiativa do estado T; para o estado

fundamental Sy [1].

As moléculas organicas presentes em células e em tecidos t€ém fluorescéncia natural
e sdo conhecidos como fluoroforos endogenos. Esses fluoroforos sdo extremamente uteis

para gerar imagens biologicas [3].

1.2. INTERACAO DA LUZ COM A MATERIA.

1.2.1. Regime éptico linear (Baixas intensidades).

A interacdo da luz com a matéria leva a efeitos de refracdo, reflexdo, absorcdo e
espalhamento durante a propagacdo da luz através de um meio. A reflexdo e a refragdo
linear estdo associadas ao indice de refracdo do material por onde a luz se propaga [4]. Em
aplicacdes Opticas na medicina a refracdo linear ¢ importante para caracterizar e estudar
tecidos transparentes como os tecidos da cornea [5]. Devido aos efeitos de absorcdo e

espalhamento, ha dificuldade na medi¢do do efeito de refracdo em tecidos escuros.

Como se observa na Figura 1.3, s6 parte do feixe ndo absorvido, ndo espalhado e
ndo refletido ¢ transmitido pelo meio bioldgico. A absor¢do, reflexdo e espalhamento

dependem, primordialmente, do tipo do material e do comprimento de onda utilizado.
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Figura 1.3. Geometria da reflexdo, refracdo, absorc¢ao e espalhamento [1].

Quando um campo elétrico ¢ aplicado em um material, ocorre uma separacao de
cargas. No caso de materiais dielétricos, uma polarizacao elétrica ¢ induzida [6]. No
regime Optico (freqiiéncias ~10" -10'" Hz) e com campos harménicos, a contribuigdo no
deslocamento das cargas ¢, praticamente, do tipo dipolar elétrico. A polarizacdo elétrica é

definida como a média do momento dipolar elétrico por unidade de volume. Dessa forma,

—

estabelece-se a relagdo entre a polarizagdo, P, e o campo elétrico externo, £ . Para baixas

intensidades, a relagﬁo linear:
]3(0)) =& ~(~1) (C())E (C()) 1.3
i 0 Zy J ( . )

descreve perfeitamente a polarizagdo induzida por uma componente espectral da luz

.. , N . , @, ey e

incidente, onde &, € a permissividade elétrica do vacuo, X € o tensor de susceptibilidade
de primeira ordem cujos sub-indices representam os eixos do sistema cartesiano [7]. Para
um meio isotropico, a permissividade elétrica £(w) e a susceptibilidade estdo relacionadas

por:

e(w) =¢,(1+ y(w)) (1.4)

A razdo entre & w)/gy ¢ chamada de constante dielétrica ou permissividade elétrica relativa
[4]. Nesse meio isotropico, o indice de refragdo n(w) esta associado a susceptibilidade

elétrica por:
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n(w)’ = &(w) = &,(1+ 7(0)) (1.5)

o indice de refracdo n(w) descreve a resposta Optica do meio a propagagdo do feixe,
determinando a fase e a velocidade de propagagdo. O indice de refracdo pode apresentar

componentes real e imaginaria, ou seja:

n(w) = ny (o) — jn, (o) (1.6)

a parte real n,(w)determina a refragdo e o espalhamento, enquanto que a parte imaginaria
n,(w) descreve a absor¢do da luz no meio [1]. Pode-se relacionar a parte imaginaria #,(®)

com o coeficiente de absorc¢ao linear, «, como:
a= an(a))a)/c (1.7)

1.2.2. Regime éptico nio linear (Altas intensidades).

Todas as relagdes até agora estudadas sdo validas quando os campos que interagem
com o meio sdo relativamente fracos. No entanto, quando a intensidade de luz incidente é
capaz de gerar campos elétricos da ordem dos campos internos associados aos elétrons
opticamente ativos do material, essa aproximacao linear deixa de ser valida. Neste caso,

descreve-se a amplitude da polarizagdo induzida P(»)como uma expansdo ndo linear do

tipo [8]:

P« &, (7" (@E, @+ 15 @E, (0, @)+ 75 (@E, ()E, (k@) +..)

ikl

(1.8)

() € o tensor que representa a susceptibilidade ndo

onde y;:

, ey eqe . )
;€ a susceptibilidade linear, y

ijk
linear de segunda ordem, e os demais tensores ;(;Z,) sdo as susceptibilidade ndo lineares de

ordem n.
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Para meios com simetria de inversdo e desprezando termos de altas ordens, a

amplitude da polarizacdo pode ser reescrita em termos das amplitudes do campo como:

P(o) = ¢, ( Z,;l) (@E, (o) + ;(jfd) (@E (0)E, (0)E, (a))) (1.9)

Assim, a polarizagdo linear do material ¢ acrescentada uma quantidade igual a
3eff v, .
)(;k,)eﬁE JELE,. Onde ;(;.zeff ¢ definido como a soma de todas as componentes da

susceptibilidade elétrica de terceira ordem que contribuem para um determinado processo.

A susceptibilidade elétrica de terceira ordem € um termo complexo. A parte real de Z;;)

esta relacionada ao indice de refragdo ndo linear, enquanto que a parte imaginaria esta
relacionada ao coeficiente de absor¢do nio linear do material a; [8]. O indice de refragdo

do material pode ser reescrito como:
n=n, +n21 (1.10)

sendo ny ¢ o indice de refracdo linear e n, corresponde ao indice de refracao nao linear, que

esta relacionado com a susceptibilidade elétrica de terceira ordem segundo a equacdo [9]:

1

" 2n,ce (@)

2

3)
Re(z (@)) (1.11)
As unidades do indice de refracdo ndo linear sdo m*/W (ou cm*/W) no sistema SI,

contudo o n, também pode ser escrito em unidades esu. Para converter o valor de n;, entre

estas unidades pode-se utilizar a relagdo /2, (mz/W) =4,19x10"n, (esu) /'ny

Pode-se ainda, expressar a absor¢do do material como a soma da absorcao linear &

mais a parte nao linear a:

a=a,+a,l (1.12)
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Esse processo ndo tem restricdo de simetria e pode acontecer em qualquer meio,
simétrico ou ndo simétrico [8]. Com esse formalismo da susceptibilidade elétrica, podemos
analisar uma grande variedade de fendmenos ndo lineares, como a absorcao linear e nao

linear [10].

Outros mecanismos, além do processo eletronico de deslocamento de cargas podem
gerar uma mudanc¢a no indice de refracdo ndo linear. Entre estes efeitos tem-se o efeito
térmico devido ao aquecimento do material (causando alteragdes na densidade do meio)
pela absor¢do da luz que nele se propaga, modificando o indice de refracdo. Os diferentes
efeitos que determinam a variacdo do indice de refragdo acontecem com diferentes
velocidades. A medida do tempo de resposta da ndo linearidade do material ¢ usada para
determinar a contribui¢do relativa dos efeitos na nao linearidade de um material. A Tabela
1.1 mostra valores tipicos do indice de refragdo ndo linear e do tempo de resposta oriundos
de diferentes fenomenos fisicos. Enquanto a deformacdo da nuvem eletronica gerada pela
separacdo das cargas costuma ocorrer em menor escala de tempo [10], os efeitos térmicos,

que induzem altas nao linearidades, possuem um tempo de resposta bastante lento.

Tabela 1.1. Valores tipicos para indice de refracdo ndo linear e tempo de resposta [10].

Mecanismo Fisico ny(esu) n g(mz/W) 1(s)
Deformacdo eletronica 102107 10"°-10% 107
Reorientagdo Molecular 101°-107" 107-10% 10%-107"
Redistribui¢do Molecular 10"2-107" 10"°-10% 10"
Efeito térmico 10°-10" 102107 10%-1

1.2.3. Nao linearidades microscdpicas.

Para campos com altas intensidades a amplitude do momento de dipolo induzido
pode ser descrito através de uma expansdo em termos de poténcias da amplitude do campo

incidente.
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o= t6, B, +BuEE, +Y uE EE +. (1.13)

onde £ ¢ o momento de dipolo permanente e ¢ representa a polarizabilidade linear, o
coeficiente da parte ndo linear £ é chamado de primeira hiperpolarizabilidade, que esta
associada aos efeitos ndo lineares de segunda ordem, e a segunda hiperpolarizabilidade y
associada aos efeitos ndo lineares de terceira ordem. A equacdo (1.13) ¢ a analoga
microscopica da equacdo (1.8), e as suscetibilidades macroscopicas 7", ¥ e 7, tem
origem em suas correspondentes microscopias ¢, £, € . Uma forma simples de expressar
essa relacdo é [9]:

i+1

7" (@) = N§" (@)1 C, L, (o) (1.14)

onde N ¢ a densidade de moléculas, 6 (w) é ¢, B e y, L, (®)é o fator de correcio de

campo local e C, expressa a relagdo entre o sistema de coordenadas do laboratdrio e os

eixos moleculares. A fun¢do L, (@) ¢é introduzida, pois os campos experimentados pela

molécula de interesse sdo diferentes do campo aplicado no meio. Isto se deve as interagdes
com o meio ao seu redor. Nessa situagdo, para liquidos, se considera um fator de correcdo
de Lorentz, dado por [11]:

n(w)* +2

L(w) = 3

(1.15)

onde n(w) ¢ o indice de refracdo linear do meio onde se encontra a molécula. No caso de
um liquido isotropico, em que as moléculas estdo orientadas aleatoriamente, a

susceptibilidade de terceira ordem do sistema ¢ dada por:
77 (@)= NL' (7 (@) (116)

com <7/> sendo o valor médio de segunda hiperpolarizabilidade .
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1.2.4. Absorciao Multifotonica.

A parte imaginaria de y'¥ est4 relacionada com a absor¢io de dois fotons, az. A
primeira predicdo de absor¢do de dois fotons foi feita por Goppert-Mayer (1931). Ela
propos, como uma conseqiiéncia do principio da incerteza de Heisenberg, que um atomo
ou molécula poderia absorver dois fotons no mesmo evento quéntico dentro de um
intervalo de tempo de 107'°-10"s [12]. Sendo esse um evento pouco provavel de ocorrer
com o uso de fontes de luz ordinarias. Somente em 1960, depois do desenvolvimento de

fontes LASER que a predicdo foi verificada [12].

A absorcao multifotonica ¢ um processo de absor¢ao Optica nao linear no qual mais
do que um féton € absorvido, até excitar um nivel de energia real. Como se representa na
Figura 1.4, a absor¢do direta de dois fétons com energia hw, cria uma excitagdo de um
estado Singleto S;, a qual decai para o estado singleto S;. Decaindo ao estado fundamental
emitindo um foton de maior energia /4 @,, processo conhecido como conversdo ascendente

de energia.

Figura 1.4. Conversao ascendente de energia, por absor¢do de dois fotons [1].

Em 1961 Kaiser e colaboradores reportaram fluorescéncia por excitagdo de dois
fotons em CaF2:Eu" [6]. Posteriormente, Sing (1964) [13] estimou a secdo transversal de

choque para absor¢do de trés fotons em cristais de naftalina. Rentzepis (1970) [14]
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observou fluorescéncia por excitacdo de trés fotons de corantes organicos. Em 1976, Berns
observou fluorescéncia por excitacdo de dois fotons, como um resultado da focalizagdo de
um feixe de luz laser intenso nos cromossomos de células vivas [15]. A primeira aplicagdo
de fluorescéncia por emissdo de dois fotons a microscopia de fluorescéncia foi apresentada
no inicio dos anos 90 por Denk e colaboradores [16]. Eles demonstraram que imagens com

excelentes segOes Opticas poderiam ser obtidas sem agredir as células.

A probabilidade de absorver dois fotons simultaneamente € pequena, assim €
necessario uma alta poténcia de pico e um feixe LASER altamente focalizado para ter uma

intensidade que permita ter um processo multifotonico eficiente.

Analisando a dependéncia da intensidade de fluorescéncia com a intensidade do
feixe de excitacdo, pode-se determinar o numero de fotons necessarios envolvidos numa
excitacdo multifotonica. A relacdo das intensidades da fluorescéncia com a intensidade de
excitagdo ¢ dada por [1]:

n

= Al

Fluorescencia excitacdo (1.17)

onde 4 ¢ uma constante de proporcionalidade e #n ¢ o nimero de fotons no processo de

conversao ascendente de energia.

1.2.5. Nao linearidades opticas em materiais organicos.

Os compostos ou moléculas organicas sdo substancias quimicas que contém na sua
estrutura principal Carbono e Hidrogénio. Os atomos de carbono sdo muito versateis a
formar ligagdes estaveis entre si e com varios outros elementos. O atomo de carbono tem
configuragio eletrénica 1s2s*2p?, numero atdmico 6 e quatro elétrons de valéncia nos
orbitais 2s e 2p. O carbono pode fazer quatro ligagdes simples, envolvendo os orbitais sp’,
formado pela superposicdo dos orbitais 2s e 2p num processo conhecido como
hibridizagdo. As ligacdes e os elétrons envolvidos nesta configuracdo sao chamados de
ligagdes o e elétrons o, respectivamente. Outra forma de hibridizacdo ¢ a do tipo sp”, em

que os orbitais 2s ¢ 2p se superpdem dando origem a trés orbitais hibridos sp”, que podem
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formar trés ligacdes do tipo o, ficando um elétron no orbital ndo hibrido 2p. Dois atomos
de carbono podem ainda se ligar através dos orbitais 2p, formando uma ligagdo 7 Na

Figura 1.5 sdo representados os orbitais e as ligagdes 7 e o entre atomos de carbono.

Em geral, as distribuicdes de carga devido aos elétrons =z sdo facilmente
deformaveis, gerando altas hiperpolarizabilidades, responsaveis pela alta ndo linearidade
das estruturas. As contribui¢des a hiperpolarizabilidade devida a ligagdes do tipo o sdo

consideravelmente menores [6].

Orbitais sp? Orbitais 2p

¥,

Figura 1.5. Representacgdo dos orbitais e de ligagdes 7 e o entre dtomos de carbono.
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1.3. CONCLUSOES.

Neste capitulo foram apresentados os principios basicos do processo de fluorescéncia e de
optica ndo linear, necessarios para o entendimento das técnicas e resultados a serem
discutidos nos proximos capitulos. Uma analise mais detalhada da 6ptica ndo linear pode

ser encontrada nas referéncias [6,11].

Técnicas opticas para caracterizag¢do e diagnostico de sistemas biologicos



15

1.4. REFERENCIAS.

[1]. PARAS N. PRASAD, Introduction to Biophotonics, John Wiley & Sons, New York,
2003.

[2]. LAKOWICZ. J. R. “Radiative Decay Engineering: Biophysical and Biomedical
Applications”. Analytical Biochemistry, Vol. 298, pp. 1-24. 2001.

[3]. GIEPMANS. B, ADAMS. S, ELLISMAN. M, TSIEN. R. ‘The Fluorescent Toolbox
for Assessing Protein Location and Function’.Science, Vol 312, pp. 217 — 224. 2006.

[4]. J.D. JACKSON, Classical Electrodynamics, Wiley-Interscience.3rd ed, USA, 1998.

[5]. MARKOLF H. NIEMZ. Laser-Tissue Interactions. Fundamentals and Applications.
Springer.Germany. 2002.

[6]. PARAS N. PRASAD, DAVID J. WILLIAMS. Introduction to Nonlinear Optical
Effects in Molecules and Polymers. Wiley-Interscience February 1, 2001.

[7]. SHEIK-BAHAE. M, SAID. A.A., WEI. T.H, HAGAN. D.J., VAN STRYLAND. E.W.
"Sensitive Measurement of Optical Nonlinearities Using a Single Beam”. IEEE Journal of

Quantum Electronics, QE-26, pp.760-769 1990.

[8]. SHEIK-BAHAE. M, SAID. A.A., WEL T.H, HAGAN. D.J., VAN STRYLAND. E.-W.
"Nonlinear Refraction and Optical Limiting in Thick Media”. Optical Engineering, Vol 30,
No 8 pp. 1228-1232. 1991.

[9]. A. YARIV. Quantum electronics, John Wiley & Sons, New York, 1989.

[10]. BRIDGES. R, FISCHER. G, BOYD, R. "Z-scan measurement technique for non-

Gaussian beams and arbitrary sample thicknesses”. Optics Letters, Vol 20, pp. 1821-1823.
1995.

Técnicas opticas para caracterizag¢do e diagnostico de sistemas biologicos



16

[11]. ROBERT BOYD. Nonlinear optics, 2nd edition, USA, 2003.

[12]. DENK W, SVOBODA K. ‘Photon upmanship: why multiphoton imaging is more
than a gimmick’. Neuron, Vol 18. pp. 351-357. 1997.

[13]. SINGH. S, BRADLEY, L. ‘Three-Photon Absorption in Napthalene Crystals by
Laser Excitation’. Physical Review Letters, Vol 12, pp. 612 — 614. 1964.

[14]. RENTZEPIS. P, MITSCHELE. C, SAXMAN. A. ‘Measurement of ultrashort laser
pulses by three-photon fluorescence’. Applied Physics Letters, Vol 17, No 3, pp. 122-125.
1970.

[15]. BERNS, M. ‘A possible two-photon effect in vitro using a focused laser beam’.
Biophysical Journal, Vol 16, No 8, pp. 973-977. 1976.

[16]. DENK.W, DELANEY. R, GELPERIN. A, KLEINFELD. D, STROWBRIDGE. B,
TANK. D, YUSTE. R. ‘Anatomical and functional imaging of neurons using 2-photon
laser scanning microscopy’. Journal of Neuroscience Methods. Vol 54, pp. 151-162. 1994.

Técnicas opticas para caracterizag¢do e diagnostico de sistemas biologicos



17

CAPITULO 2. NANOPARTICULAS DE PRATA EM MICROSCOPIA
MULTIFOTONICA DE CAMPO ABERTO.

Bioimagens opticas podem ser utilizadas para analise de uma ampla variedade de
espécies biologicas, desde células até amostras de tecido ‘in vitro’ e ‘in vivo’. Entre as
diferentes técnicas de microscopia Optica, a microscopia de fluorescéncia tem ganhado
uma maior atengdo. Isso se deve ao desenvolvimento de novos marcadores com alta
fluorescéncia, utilizados seletivamente para investigar partes especificas de espécimes [1].
Fluorescéncia também pode ser induzida por processos de absor¢do simultanea de varios
fotons. Esse processo € explorado na técnica de microscopia multifotonica para geragao de

imagens.

Neste capitulo, se explora uma técnica recente de microscopia nao linear conhecida
como Microscopia multifotonica de campo aberto (“Wide-Field two-photons microscopy”),
WFTP [2]. Nesta tese foi desenvolvido um sistema WFTP para a obtencdo de bioimagens
por fluorescéncia com processos de excitacdo de dois até trés fotons, utilizando uma fonte

de luz LASER em 800nm.

Também neste capitulo, utilizando a técnica de WFTP, mostra-se que
nanoparticulas de prata podem ser utilizadas como ferramenta para o aumento de
intensidade da autofluorescéncia de biosistemas. As nanoparticulas de prata foram
amplamente estudadas no mundo da biofotonica nos ultimos anos, isso devido a sua baixa
toxicidade em contato com os seres vivos [3]. Particulas menores sdo mais finamente
dispersas e podem circular pelas membranas celulares sem ocasionar danos aos seres
vivos. Pensando em aplicagdes biologicas, particulas de prata de 0.65nm e 9nm foram

escolhidas para analise da interagao aminoacido-particula metalica.

Esse aumento de fluorescéncia ¢ explicado analisando o comportamento das

propriedades espectrais da emissdo de aminoacidos.
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2.1. MICROSCOPIA MULTIFOTONICA.

A primeira aplicagdo de fluorescéncia por absorcdo de dois fotons em microscopia
optica foi apresentada no inicio dos anos 90 por Denk e colaboradores [4]. A Optica para
microscopia multifotdnica (ndo linear) ¢ similar & microscopia convencional (confocal),

mas requer fontes de laser pulsadas para ter altas intensidades de pico de bombeio [5].

A excitagdo multifotdnica s6 acontece em uma regido, onde o fluxo de fotons ¢
grande o suficiente para permitir uma absor¢cdo simultdnea de mais de um foton. A
fluorescéncia por dois fotons tem uma dependéncia quadratica com a intensidade de luz
incidente, que decresce, aproximadamente, com o quadrado da distancia ao centro da

regido focal [6].

Excitagéo
Um féton

Excitagdo
Multifoténica

Figura 2.1. Na excitagdo por um foton (a), a fluorescéncia e a fotodegradagdo acontecem através do caminho
optico do feixe de excitagdo dentro da amostra. A excitagdo multifotonica (b) esta limitada ao foco do feixe

de excitagdo, resultando numa imagem com melhor contraste [6].

Como se observa na Figura 2.1 (a), num processo de excitagdo por um foton, a luz
de excitacdo que passa através da amostra, pode ser absorvida ou espalhada antes de atingir
o foco. J& na microscopia multifotonica, Figura 2.1 (b), devido ao processo de absor¢do ser
ndo linear, s6 aqueles croméforos que estdo muito proximos do ponto focal sdo excitados.
Nas regides acima e embaixo do plano focal, os fétons ndo sdo absorvidos € ndo geram

efeitos de fotodegradagao.
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Imagens tridimensionais, baseadas em processos de excitagdo de cromodforos por
dois e trés fotons ndo ressonantes, requerem luz de intensidades da ordem dos MW/cm? ate
GW/cm?, obtidas com LASER pulsados [7]. Embora a amplitude pico do pulso de luz seja
grande, a poténcia média do feixe ¢ da ordem dos miliwatts, que ndo ¢ suficiente para

esquentar a amostra [8].

Em geral, fontes LASER pulsadas com comprimento de onda na regido do
infravermelho sdo utilizados em microscopia multifotonica. Devido a alta profundidade de
penetragdo de fotons no infravermelho proximo em tecidos, imagens opticas nao-invasivas

podem ser obtidas em pacientes e tecidos ‘ex vivo’, como se observa na Figura 2.2.

Figura 2.2. Autofluorescéncia por excitagdo de dois fotons da pele humana a diferentes profundidades [8].

Alguns exemplos de aplicacdes biologicas da microscopia multifotonica sdo: o
acompanhamento da dinamica do calcio em regides de diferentes profundidades de fatias
de cérebro ‘in vitro’ [9] ou ‘in vivo’ [10]. Na Figura 2.2 pode-se observar a
autofluorescéncia da pele por excitagcdo multifotonica em diferentes profundidades do
tecido, onde sdo claramente identificadas as estruturas intracelulares, morfologia celular e
localizagdo dos nucleos em diferentes camadas da pele [7]. Em pesquisas do cancer, esta

técnica tem sido utilizada para estudos de metastases [11]. Avancos em microscopia
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multifotonica estdo encaminhados na elaboracdo e implementacdo de endoscopios para
explorar orgdos internos do corpo humano [12]. Recentes aplicagdes botanicas de
microscopia multifotonica incluem imagens, com alta resolucdo e grande profundidade de

pigmentos como clorofila e proteinas fluorescentes.

2.2. MICROSCOPIA MULTIFOTONICA DE CAMPO ABERTO. WFTP.

A técnica de microscopia multifotonica convencional consiste em focalizar um
feixe de excitagdo na regido da amostra desejada, coletar a fluorescéncia e deslocar o feixe
ou amostra (varredura) para construir uma imagem. Nesse tipo de sistemas se exploram
fontes LASER em 800nm ou 1064nm, com uma taxa de repeticdo de 70-100MHz e uma
potencia meia de 50mW [5].

A obtencdo de uma imagem por microscopia multifotonica convencional ¢ um
método relativamente lento (limitado pela velocidade do sistema de varredura) e ndo pode
ser utilizado para monitorar processos rapidos. Existem algumas varia¢des da técnica para
incrementar a velocidade de varredura, como dividir o feixe de excitagdo em um arranjo
multifocal ou a utilizagdo de um arranjo de microlentes [13]. Enquanto esses métodos

aumentam a velocidade de varredura diminuem o campo de visao ¢ a resolugao da imagem.

Numa nova técnica de microscopia multifotonica conhecida como Microscopia
multifotonica de campo aberto, WFTP, a excitagdo multifotonica ¢ feita iluminando uma
grande area da amostra, (obtida com aumento da potencia LASER), onde o mecanismo de
varredura ndo ¢ necessario. Como se representa na Figura 2.3, na técnica WFTP se focaliza
o feixe relativamente paralelo (colimado) na amostra, com um tamanho do feixe de 50-
100um. A amostra ¢ iluminada pelo feixe (campo aberto), obtendo uma imagem

multifotdénica com resolucao optica definida pela objetiva.
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Convencional Campo Aberto

Focalizado —— N <« Paralelo

(50-100pm)

(a) (b)

Figura 2.3. Comparagdo da iluminagdo por microscopia convencional (a) e a microscopia WFTP (b). Na
microscopia convencional o feixe de excitag@o ¢ focalizado, fazendo uma varredura da amostra ou do feixe é
construida uma imagem por fluorescéncia. Na microscopia WFTP a amostra ¢ iluminada pelo feixe paralelo

obtendo uma imagem da area iluminada com resolugdo dOptica definida pela objetiva.

2.2.1. Desenvolvimento do sistema WFTP.

Na base de um microscépio NIKON (TE2000-PFS) foi adaptado um sistema para
microscopia de transmissdo. Como dispositivo de iluminacdo foi utilizado um LED de luz

branca e a imagem ¢ obtida por médio de uma cadmera CCD (sensicam qe).

Para medidas de fluorescéncia com excitagdo multifotdnica, foi utilizado como
excitacdo um LASER Ti:Safira com comprimento de onda de 800nm e uma taxa de
repeticdo de 76Mhz. No sistema, ¢ utilizado um jogo de lentes L1 (5cm) e L2 (10cm) tal
que, o feixe ¢ expandido numa relacdo aproximada de 1:3, uma terceira lente L3 (15cm)
focaliza o feixe no plano anterior a objetiva (Nikon 40x, 1.3NA, Oleo). A fluorescéncia
coletada pela mesma objetiva atravessa o espelho dicroico (que filtra a regido do
infravermelho) e prossegue para a cdmera CCD (sensicam qe). Um LED de luz branca ¢
utilizado para obtencdo de imagens por microscopia de transmissdo. Permitindo obter de
maneira simultdnea imagens da mesma darea por microscopia convencional e por
microscopia de fluorescéncia. A montagem experimental da técnica WFTP ¢ representada

na Figura 2.4.
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Amostra
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Objetiva

Laser Ti:Safira
(800nm)

Figura 2.4. Montagem experimental para a técnica WFTP [2].

A potencia media do LASER de excitagdo na regido anterior da objetiva utilizada
para a obtencdo de imagens foi de 350mW. Essa potencia ¢ alta comparada com a potencia
utilizada em microscopia multifotonica convencional. Esse aumento de potencia ¢
necessario para compensar os efeitos de se ter uma menor intensidade do feixe LASER

(maior area de iluminacdo) e uma grande absorcao da objetiva em 800nm.

Na Figura 2.5 se observa a imagem de uma agregacdo de coumarina 400, obtida
utilizando microscopia de transmissdo (a) e a técnica WFTP (b). A coumarina tem uma
absor¢do na regido dos 350nm e fluorescéncia acima dos 420nm, cromoéforo ideal para

absor¢ao de dois fotons em 800nm, como se observa na Figura 2.6.(a).

Figura 2.5. Imagem de Coumarina 400 por microscopia convencional (a), e pela técnica WFTP (b).
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Analisando a intensidade de fluorescéncia em relagdo a intensidade do feixe de
excitagdo, pode-se determinar o numero de fétons necessarios envolvidos numa excitagdo
multifotonica, observar equagdo 1.17. Como se observa na Figura 2.6.(b), a dependéncia
medida da intensidade da fluorescéncia ¢é, aproximadamente, quadratica.
Conseqlientemente o processo de fluorescéncia envolve a absor¢do de dois fotons
simultaneamente. A intensidade do bombeamento foi controlada mediante a utilizacdo de

filtros neutros na saida do LASER.

T T T = T B T y T

1.2 ’ —— Coumarine 7]
a
i (a) :

Fluorescéncia (u.a
Fluorescéncia (u.a)

0,0

300 350 400 450 500 550 600 02 0.4 06 08 1
Comprimento de onda (nm) Intensidade de excitagdo ( u.a)

Figura 2.6. Espectro de Fluorescéncia (a) da Coumarina. Relagdo de intensidades (b) indicando que o

processo de excitagdo envolve dois fotons.

2.2.2. Microscopia multifotonica do Triptofano e particulas de prata.

Em microscopia Optica, agentes de contraste sdo utilizados para aumentar a
qualidade da imagem [13]. Nesta se¢do ¢ mostrado que a emissdo da fluorescéncia
multifotdnica de moléculas bioldgicas pode ser aumentada pela presenga de nanoparticulas

metalicas.

A autofluorescéncia de aglomerados de Triptofano foi aqui observado pelo sistema
de microscopia WFTP. Um pequeno volume de uma solucdo aquosa de triptofano com
concentracdo de 56uM, foi depositada em uma lamina de microscopio. Apos a secagem da
amostra, foram obtidas imagens de diferentes regides desse material. A Figura 2.7 (a)
mostra a imagem do aglomerado por microscopia de transmissdo e (b) a imagem de

autofluorescéncia obtida por microscopia WFTP. Como ¢ apresentado na Figura 2.8
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analisando a relacdo da intensidade da fluorescéncia das imagens com a intensidade de

excitacdo, pode-se afirmar que a fluorescéncia do Triptofano acontece por uma excitagdo

simultanea de trés fotons em 800nm.

Fluorescéncia (u.a)

0.2 0.4 06 08 1

0,01

Intensidade de excitagdo (u.a)

Figura 2.8. Relagdo de intensidades indicando que o processo de excitagdo envolve trés fétons em 800nm.

Em uma nova etapa, na solucdo Triptofano foram adicionadas nanoparticulas de
prata em altas concentragdes. Apdés uma secagem natural foram obtidas imagens para
diferentes regides do Triptofano e da solugcdo Triptofano com particulas de prata. Um
resultado tipico da imagem do Triptofano (a) e do Triptofano com particulas de prata (b) é

apresentado na Figura 2.9.
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Figura 2.9. Imagens tipicas de aglomerados de Triptofano sem (a) e com (b) nanoparticulas.

Analisando a relacdo media do numero de pixels na escala de niveis de cinza

Trip

(intensidade), para a regido de 0-125 (NoPierS(Ofus)) e para a regido de 125-250

(N, Pixels"” ), obtida dos histogramas das imagens para cinco regides representativas
4 (>125)

diferentes de Triptofano e para outras cinco regides com Nanoparticulas de prata, se pode
afirmar que a intensidade de fluorescéncia do Triptofano aumentou até por um fator de
dois na presenca de nanoparticulas de prata. Na Figura 2.10 sdo apresentados o Histograma
médio para as imagens obtidas do Triptofano (a) e o Histograma médio para as imagens
obtidas na presenga de nanoparticulas de prata (b). Pode-se observar como o ntimero de

pixels com uma intensidade acima de 125 aumenta na presenca das particulas de prata.

. Tri, . Trip—Pr at
N, Pixels’™ x N Pixels ™ ™"
(0-125) (>125)

Aumento = - — ~ 3
NOPixels(TO”p P N Pixels™™ 2.1

-125) (>125)
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Figura 2.10. Histograma médio para as imagens de Triptofano (a) e de Triptofano na presenga de particulas

de prata.

2.3. ANALISE DA AUTOFLUORESCENCIA DE AMINOACIDOS NA PRESENCA
DE NANOPARTICULAS METALICAS.

Para entender a razdo do aumento das intensidades de autofluorescéncia do
Triptofano na presenga de particulas metélicas observadas com microscopia WFTP
excitando por um processo de trés fotons, nesta se¢do do capitulo estuda-se o
comportamento das propriedades de fluorescentes dos aminoacidos na presenca de

nanoparticulas de prata em solucao.

A fluorescéncia do Triptofano ¢ muito utilizada como ferramenta espectroscopica e
suas propriedades sdo descritas na proxima secao do capitulo. No caso da Fenilalanina e a
Tirosina o espectro de emissdo estd na faixa de 290nm que se sobrepde com o espectro de
absor¢do do Triptofano, permitindo a transferéncia de energia destes aminoacidos para o
Triptofano. Podem-se acompanhar processos metabdlicos analisando a fluorescéncia do
NADH na regido dos 480nm. O Colageno fluoresce em 380nm, a Elastina em 400nm e a

Flavina nos 550nm.
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2.3.1. Fluorescéncia do Triptofano.

Viarios artigos por ano sdo relatados em revistas bioldgicas explorando a
fluorescéncia do Triptofano em proteinas como uma ferramenta na Microscopia e analise
de proteinas [14]. Mudancas nas intensidades de fluorescéncia, deslocamentos dos
comprimentos de onda maximos (A,) da emissdo, diminui¢do nos tempos de vida da
fluorescéncia, alargamentos e mudancas no formato do espectro de excitagdo, anisotropia e
transferéncia de energia sdo algumas das propriedades associadas a microscopia de
fluorescéncia que sdo utilizadas para monitorar mudancas nas proteinas e inferir

indiretamente estruturas locais e processos dinamicos [15].

2.3.2. Nanoparticulas metalicas e fluorescéncia.

Quando cromoforos estdo nas proximidades de nanoparticulas metalicas e esse
sistema € excitado opticamente, dois processos podem levar a mudangas na intensidade de
fluorescéncia do meio. Aumento de campo local induzindo aumento de fluorescéncia e

transferéncia ndo radiativa de energia induzindo supressao da fluorescéncia.

. Aumento de campo local.

A resposta eletromagnética das particulas metalicas ao campo aplicado ¢ a
oscilacdo coletiva dos elétrons de conducdo no metal, chamado de ressonancia de plasmon
localizado. Essas ressonancias induzem um aumento do campo eletromagnético nas

vizinhangas das nanoparticulas.

Como se observa na Figura 2.11, para o caso em que uma luz polarizada na dire¢ao
z (Ey) incide numa particula de didmetro 2a, a magnitude do campo elétrico € constante nas
imediacdes da nanoparticula o que permite resolver as equagdes de Maxwell utilizando
uma aproximacao quase estatica [16]. A solugdo do campo elétrico sentido na vizinhanca

devido a presenca da particula metalica de didmetro 2a ¢ dada por:
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onde &yp € &, sdo as permissividades elétricas da particula e do meio respectivamente.
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Figura 2.11. Campo elétrico Ejincidindo em uma esfera dielétrica gyp num meio hospedeiro ¢&;.

Devido a que a permissividade elétrica da particula tem uma dependéncia forte com
o comprimento de onda, o primeiro termo em paréntesis da equacdo (2.2) determina a
condicdo de ressonancia dielétrica da particula. Quando a permissividade dielétrica do
metal aproxima-se de -2¢g,, o campo elétrico ¢ aumentado em relacdo ao campo incidente.
O fator de aumento de campo local, A(w), ¢ a razdo entre o campo elétrico na posicao da
molécula e o campo incidente:

E (a)) Eyp —E, a }

Alw) =
() Eo(a)) &, t26 \a+r 2.3)

Adicionalmente, para ter um aumento intenso de campo local, em um meio que nao
absorve campos com freqii€ncia @, a parte imaginaria da permissividade elétrica precisa

ser pequena. Essa condi¢do descreve a excitagdo ressonante dos plasmons por dipolo da

particula metalica [17].

No caso da prata e o ouro, o aumento de campo local ¢ grande na regido visivel do
espectro. O tamanho a da particula e a permissividade elétrica do hospedeiro &, tem um

papel importante na determina¢do do campo elétrico fora da particula. Valores reportados
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de aumento dos campos eletromagnéticos para coldides de nanoparticulas de prata e de

ouro sio da ordem de 10°-10" [16-17].

O aumento na intensidade da fluorescéncia de cromoforos na vizinhanga de
nanoparticulas metalicas pode ser expresso por um fator de aumento Y. Ele ¢ definido
como a razdo entre a intensidade de fluorescéncia do cromdforo na presenga de uma
particula metalica e a intensidade de fluorescéncia do cromoforo [18]. Utilizando o modelo

de Gersten e Nitzan [19] o fator de aumento de campo local ¢ o produto de dois fatores:

Y= },exc (a)exc )Y;mis (a)ﬂuo ) (24)

onde Y, (w,,)descreve a excitagdo dos cromoforos pelo campo local ao redor das

xXc

nanoparticulas metalicas. O segundo fator Y, (w,,,) descreve a particdo de energia em

radiativa e ndo radiativa na presenga das nanoparticulas. O fator de excita¢do Y, (@, )na

XC

- . . 2 o N ,
relacdo (2.4) ¢ igual a |A(a)m,)| para a fluorescéncia por excitagdo com um foton e

(@,

XC

4 . e . ~ .
)| excitando com dois fotons. Assim, os aumentos de campo local s3o maiores para

processos multifotonicos.

Num experimento recente, a presenca de nanoparticulas de ouro em membranas
celulares, mostrou um aumento na geracdo de segundo harménico [20]. Embora tivessem
trabalhado com um laser fora da ressonéncia por plasmons, observam aumento na geragao
do terceiro harmonico da célula NIH3T3, quando a membrana celular foi marcada com

particulas de ouro de 10nm.
] Supressio da fluorescéncia.

A capacidade de emissdo de um meio fluorescente pode ser caracterizada pela
eficiéncia quantica do sistema y(r). Para um biocoldéide composto de cromoéforos e
particulas metalicas separadas por uma distancia 7, a eficiéncia quantica de fluorescéncia ¢é

definida como Y,

emis

(®4,,). Essa eficiéncia depende das taxas adicionais radiativas e dos
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processos nao radiativos induzidos pela presenga das nanoparticulas metalicas. A eficiéncia

quéantica de fluorescéncia do biocoldide é definida por:

k +T (r)
k +T (N +k +T (r) (2.5)

y(r) =

onde a fluorescéncia do cromoéforo ¢ governada pelas magnitudes das taxas de decaimento
radiativo 7/,(r) e a soma das taxas de decaimento ndo radiativo, k.(7). A presenca de
particulas metalicas vizinhas (m) adiciona novas taxas de decaimento radiativo e nao
radiativo, [,(r) e kn(r) respectivamente. Para se ter um aumento da fluorescéncia ¢
necessario que a presenca de particulas metalicas vizinhas (m) aumente a taxa de

decaimento radiativo e diminuam os efeitos nao radiativos.
Na Figura 2.12 representa-se o Diagrama de Jablonski para os mecanismos de

excitagdo e relaxagdo do cromodforo (a), e do croméforo na presenga das particulas

metalicas adicionando novos mecanismos de relaxagao para o estado fundamental (b).

Com Metal

nr

\ 4 : vvYy VY

(@) (b)

Figura 2.12. Diagrama de Jablonski com (a) e sem (b) os efeitos da vizinhanga de particulas metalicas.

Os canais adicionais ndo radiativos associados com a presen¢a da nanoparticula
surgem das componentes dipolares fora de fase da nanoparticula metéalica. A taxa de

decaimento radiativo, /,(7), adicionada com a presenca da nanoparticula metalica varia

com e atinge valores muito altos a pequenas distdncias das nanoparticulas. Esses
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processos nao radiativos sdo diretamente responsaveis pela supressdo da fluorescéncia da

fluorescéncia para pequenas distancias de separagdo entre cromoforo e particula metalica.

O Pascal Anger e colaboradores estudaram a fluorescéncia de uma molécula de
corante como uma funcao da distancia a uma particula metélica de ouro, com técnicas de
microscopia de campo proximo, observaram o aumento da fluorescéncia do cromoforo até

uma ordem de grandeza a uma distancia de 20nm [21].

Um estudo da supressdo da fluorescéncia foi realizado pelo Dulkeith e
colaboradores [22], para nanoparticulas de ouro ligadas ao cromoforo Lisina através de um
ligante a uma distancia de Inm. Na Figura 2.13, representa-se a funcionalizacdo da
particula de ouro no cromoforo Lisina. Neste caso a distancia da particula é pequena o
suficiente para apresentar unicamente efeitos de supressdo da fluorescéncia. Os tempos de
vida de fluorescéncia da Lisina estdo ao redor de 1,5ns, mas quando o cromoforo ¢ ligado a
uma particula de ouro de 1nm até 30nm, o tempo de vida da fluorescéncia cai para 72ps.
Estes efeitos sdo devidos a aumentos na taxa de decaimento nao radiativo pela presenga da

particula metalica.

Figura 2.13. Molécula de Lisamina foi ligada a uma nanoparticula de ouro de tamanhos de 1nm ate 30nm

[22].

2.3.3. Medida de fluorescéncia. (Espectro).

Para obter o espectro de fluorescéncia dos biocolodides, trés fontes de luz de

excitacdo foram utilizadas. Para excitar na regido do infravermelho préoximo, onde os

aminoacidos sdo transparentes, foi utilizado um Laser Ti:Safira pulsado a 76MHz em
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800nm, com pulsos de duracdo de 150fs e poténcia média de S00mW. Para excitar na
regido do visivel se utilizou o Segundo Harmonico do Laser pulsado Nd:YAG, em 532nm,
com pulsos de duracdo de 8ns. Para a excitacdo na regido ultravioleta se utilizou uma
lampada (180-375nm). Para a excitacdo LASER o feixe de luz foi focalizado na amostra
com uma lente de distancia focal de 10cm. A luminescéncia foi coletada ao longo da
direcao perpendicular ao feixe incidente. Todos os experimentos de fluorescéncia foram

feitos com uma cubeta de quartzo de 10mm de largura, a temperatura ambiente.

Na Figura 2.14 pode-se observar a montagem experimental utilizada para as

medidas de fluorescéncia com LASER Ti:safira e Nd:YAG.

800nm
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Figura 2.14. Montagem experimental para a medida de fluorescéncia por absor¢do de trés fotons utilizando

Ti:Safira (a) e Nd:YAG (b).

Os biocoloides foram preparados em solucdo de aminoacido Triptofano, Tirosina,
Fenilalanina, Histidina ¢ Prolina. As solugdes aminoacidos sdo altamente concentradas
limitadas pelo ponto de solubilidade, observar Tabela 2.1. A essas solu¢des foram
adicionadas particulas metalicas de prata, com fatores de preenchimento da ordem de 10 ¢

10”7 para particulas de 9nm e 0,65nm respectivamente.
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Tabela 2.1. Concentragao das solu¢des aminoacidos utilizadas para estudo de fluorescéncia.

Aminoacido pH Concentracio

uM)
Triptofano 55+0.5 55,3
Fenilalanina 5,0+0.5 179,2
Tirosina 55+0.5 2,5
Prolina 5,0+£0.5 363,1
Histidina 7,0+ 0.5 270,2

O uso de diferentes fontes de luz permitiu o estudo da fluorescéncia do biocoloide a

partir da excitagdo pelos processos de absor¢cdo de um, dois e trés fotons.

] Excitacdo por um féton. (270nm). Na Figura 2.15, observa-se um efeito de
supressdo da fluorescéncia (quenching) do aminoacido com o incremento da concentragdo
das nanoparticulas de 9nm e 0,65nm. Este efeito de supressdo da fluorescéncia pode ser
entendido como amortecimentos das oscilagdes dipolares pela presenca das particulas
metalicas vizinhas, expressado por um incremento na taxa de decaimento nio radiativo e

uma diminuic¢do na taxa de decaimento radiativo do aminoacido [23].
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Figura 2.15.a. Fluorescéncia da solugdo de Triptofano (a) para diferentes concentragdes de nanoparticulas de

prata de 9nm (esquerda) e 0,65nm (direita).
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Figura 2.15.b. Fluorescéncia das solu¢des de Tirosina (b), Fenilalanina (c¢) e Prolina (d), para diferentes

concentra¢des de nanoparticulas de prata de 9nm (esquerda) e 0,65nm (direita).
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Figura 2.15.c. Fluorescéncia da soluc@o de Histidina (e) para diferentes concentragcdes de nanoparticulas de

prata de 9nm (esquerda) e 0,65nm (direita).

De acordo com Lakowicz e colaboradores [24], o efeito quenching acontece quando

as particulas metalicas se encontram a uma distancia de 1-8nm dos cromoforos.

= Excitacdo por dois fétons (532nm). Utilizando o laser Nd:YAG (A=532nm)
observa-se fluorescéncia por dois fotons para a solugdo Triptofano. Foi acompanhando o
comportamento da fluorescéncia da solucdo Triptofano com a adicdo de nanoparticulas
metalicas de 9nm e 0,65nm. Na Figura 2.16, observa-se o efeito de supressdo da

fluorescéncia similar ao verificado por um processo de excitacdo de um foton.
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Figura 2.16. Espectro de fluorescéncia por excitagdo com dois fotons em 532nm da solugdo Triptofano, para

diferentes concentragdes de nanoparticulas metalicas de 9nm e 0,65nm.
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= Excitacdo por trés fotons (800nm). Utilizando um laser Ti:Safira (A=800nm), ¢
observado fluorescéncia do Triptofano devido ao mecanismo de absorg¢do de trés
fotons. Neste caso, diferentemente dos efeitos anteriores, como se observa na Figura

2.17, a fluorescéncia do Triptofano aumenta com a adi¢ao de nanoparticulas metalicas.
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Figura 2.17. Espectro de fluorescéncia por excitacdo com trés fotons em 800nm da solug@o de Triptofano,

diferentes concentragdes de nanoparticulas com tamanho de 9nm (a) e 0,65nm (b).

Neste caso a presenca das nanoparticulas introduz um novo nivel de energia no
sistema bioldgico que estd em ressondncia com a energia de dois fotons de 800nm. Na
Figura 2.18 representa-se o processo de excitagdo do Triptofano por trés fétons em 800nm
na presenca das particulas metalicas, onde a absor¢do de dois fétons pelo nivel do plasmon
possibilita a excitacdo do Triptofano por um terceiro féton o que induz um aumento da

fluorescéncia do aminoacido.

O processo de absor¢do de dois fotons do coloide estd relacionado com a parte

. o g . : 3) .
imaginaria da susceptibilidade de terceira ordem do meio, X,y , que incrementa com a

3
adicdo das nanoparticulas metalicas. A dependéncia do Zéﬁr) com o fator de

preenchimento do coldide pode ser entendida pelo modelo generalizado de Maxwell-

Garnett.

No regime nao linear ¢ possivel mostrar que a susceptibilidade elétrica de terceira

ordem, para pequenas concentracdes ¢ dada por [25]:
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3) & h 3) 3)
Xy =1 e T Xy 2.6)
&y 26, &y +26,

3) 3) . . s I

onde X¥,, e X, correspondem, respectivamente, as susceptibilidades ndo lineares das
nanoparticulas e do meio hospedeiro, f'¢ o fator de preenchimento, definido como a razio
entre o volume total das pequenas particulas ¢ o volume do meio hospedeiro, &, ¢ a

permissividade elétrica do meio hospedeiro e &j € a permissividade elétrica do meio

3
hospedeiro com nanoparticulas de prata. A dependéncia do Zéﬁf) efetivo com o tamanho

das nanoparticulas ndo estd explicito no modelo de Maxwell-Garnett. Um estudo mais

detalhado acerca desse modelo ¢ apresentado no Capitulo 4.

3
No entanto, sabe-se da equacdo (2.6) que o valor de Z](ng das nanoparticulas aumenta de

. : . 3) .
forma inversamente proporcional ao seu raio. O que leva a um aumento de X4 do coloide

com a redu¢@o do tamanho das nanoparticulas metalicas.

— Triptofano  u— Triptofano

Nivel Plasmon

800nm 800nm

Figura 2.18. Diagrama de excitagdo do Triptofano por trés fotons de 800nm, com (a) e sem nanoparticulas
metalicas (b). A absor¢do de dois fotons pelo nivel do plasmon auxilia a excitacdo do Triptofano por um

terceiro foton.

Como ¢ verificado na Figura 2.19, comparando as solu¢des aminoacido com

nanoparticulas de 9nm e 0,65nm, ¢ possivel obter os mesmo aumentos na intensidade de
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fluorescéncia para concentracdes de uma ordem de grandeza menor de nanoparticulas

metalicas de 0,65nm em relagdo as particulas de 9nm.
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Figura 2.19. Intensidade da fluorescéncia para diferentes concentragdes de particulas metalicas de 0,65nm e
9nm.

Utilizando um sistema de cadmera ultra-rapida (LaVision's PicoStar) com resolucdo
temporal de 200 picosegundos, foi medido o tempo de vida da fluorescéncia para a solugdo
de Triptofano com e sem particulas de prata. Como se observa na Figura 2.20(a) a emissao
do pulso observado em =0 ndo pode ser estudada devido a resolug¢ao do sistema (200ps) e
este ¢ devido a processos de Raman Superficial para particulas metalicas [26]. O tempo de
vida da solucdo Triptofano ¢ de 4ns. Na Figura 2.20(b) numa andlise temporal da emissao
mostra-se que o tempo de vida do estado excitado do Triptofano ndo muda na presenga das

nanoparticulas metalicas em solucao.
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Figura 2.20. (a) Analise temporal da fluorescéncia do Triptofano e a Prata+Triptofano com excitagdo em

800nm log. (b) Tempo de vida do Triptofano e o Triptofano com particulas metalicas proximas.
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2.4. CONCLUSOES.

e Foi desenvolvida uma técnica de microscopia multifotonica WFTP. Nessa técnica ndo
€ necessario um sistema de varredura para a geracdo de imagens, permitindo

acompanhar processos dindmicos.

e Foi demonstrado que nanoparticulas metalicas podem ser usadas em microscopia nao

linear como ferramenta para o aumento da intensidade de cromoforos celulares.

e Foi identificado que o aumento da fluorescéncia da solucdo de Triptofano nas
proximidades de particulas de prata advém da presenca de um nivel do plasmon
intermediario (da prata) que auxilia a excitag@o por trés fétons em 800nm. Aumento da

fluorescéncia ndo foi observado para excitagdes do biocoldide por um e dois fotons.
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CAPITULO 3. A TECNICA DE VARREDURA Z POR ECLIPSE COM
CONTROLE DE EFEITOS TERMICOS.

Existe um interesse pela procura de materiais para aplicagdes em dispositivos, em
sensores Opticos, em fibras oOpticas de alta qualidade e chaves opticas. Processos opticos
ndo lineares sdo importantes para biofotonica. A caracterizacdo das propriedades Opticas
ndo lineares de biosistemas é essencial para o desenvolvimento de novas técnicas Opticas

de diagnostico [1].

Existem diversos experimentos a partir dos quais ¢ possivel determinar as
propriedades Opticas ndo lineares de meios bioldgicos. Os métodos mais utilizados para
medir coeficientes nao lineares de terceira ordem sdo: mistura de quatro ondas [2], chave
kerr [2] e a técnica de Varredura Z [3]. A técnica de Varredura Z tem tido uma grande e
rapida aceitacdo pela comunidade de optica ndo linear, como uma técnica padrdo que
determina, separadamente e simultaneamente, mudancas ndo lineares tanto de indice de
refragdo como de absorcdo. Esta aceitacdo € devida, principalmente, a simplicidade da
técnica como também por sua facil interpretacdo. Esse método ¢ sensivel a todos os
mecanismos fisicos que alteram as propriedades Opticas nao lineares dos materiais, como
por exemplo, efeitos térmicos gerados com fontes de luz de alta taxa de repeticio (MHz)
[4]. Assim, € necessario cuidado para poder determinar e classificar os fendmenos fisicos

presentes que atuam na mudanga das caracteristicas Opticas de um meio.

Neste capitulo, ¢ analisada a técnica de Varredura Z e algumas de suas variacdes.
Para a caracterizacdo das propriedades Opticas ndo lineares de biosistemas foi proposta e
desenvolvida uma nova variacao da técnica de Varredura Z com alta sensibilidade e capaz
de diferencar as contribuigdes térmicas e nao térmicas para o indice de refracdo nao linear.
Esse sistema tem uma sensibilidade de uma ordem de grandeza maior do que a técnica de
Varredura Z convencional. O sistema estabelecido ¢ capaz de caracterizar materiais como a
Agua e o Quartzo. A referida técnica foi denominada de “Técnica de Varredura Z por
eclipse com controle de efeitos térmicos”, ou abreviadamente como TMEZ. (“Thermally

Managed Eclipse Z-scan™).
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3.1. VARREDURA Z.

Um feixe Optico com perfil espacial gaussiano ao se propagar por um meio nao
linear, modifica, de forma nao homogénea, o indice de refragao do material. Como o indice
de refracdo do material é fun¢do da intensidade do feixe propagante, equacao (1.10), a
regido do material atingida pelo centro do feixe (parte mais intensa do feixe) sofre uma
maior varia¢do do indice de refracdo do que as regides exteriores. A varia¢do espacial do
indice de refracdo faz o meio funcionar como uma lente convergente se n, > 0, ou

divergente se n,<0, ver Figura 3.1.

@ (b)

Figura 3.1. Comportamento do material como uma lente. Efeito de auto-focalizacdo n, > 0 (a), e efeito de

auto-defocalizagdo n,< 0 (b).

A técnica chamada de Varredura Z, proposta por M. Sheik—Bahae e colaboradores
[3], consiste em mover a amostra ao longo do eixo focal de uma lente (direcdo Z), que
focaliza um feixe LASER, ver Figura 3.2. No percurso do feixe, numa regido distante do
foco ¢ posicionado um fotodetector antecedido por uma iris. O que se detecta ¢ a energia

transmitida através da iris, em funcdo da posi¢do da amostra.

Nas proximidades do foco, onde a intensidade da luz incidente ¢ maior, a
contribuicdo do termo ndo linear altera a propagagdo, modificando a fase do feixe
propagante. Esta modificacdo de fase esta associada a uma altera¢do do perfil espacial do

feixe, conforme pode ser visto na Figura 3.2 (para n,< 0).
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Figura 3.2. Experimento Varredura Z em uma amostra 7, < 0. A linha tracejada indica a propagagdo do feixe

sem amostra.

Assim, pode-se relacionar o raio de abertura da iris, 7, a transmitancia, S, por meio
da expressdo: S =1—exp(—2ra2 / wj), onde w, é a cintura do feixe na posicdo da iris [3].

Por convengdo, valores negativos de Z correspondem as posi¢des entre a lente focalizadora

e seu plano focal.

Dois tipos de medidas sdo feitas neste experimento, uma com a iris totalmente
aberta (S = 1) e outra se utilizando a iris parcialmente fechada (S < 1). Na configuragao iris
fechada, o efeito de autofocalizacdo ou auto-desfocalizagdo altera a transmitancia do feixe

pela abertura da iris. Para este caso, também chamado de limite de pequenas mudangas na

fase do feixe,

A¢0| <<1, mostra-se que a transmissdo do feixe pode ser escrita de forma

bem simplificada por [3]:

4xA ¢,

T(Z’A¢o)=1—m 3.1)

Técnicas opticas para caracterizag¢do e diagnostico de sistemas bioldgicos



46

z r A . 2 , .
onde x=—, zjp¢é o parAmetro confocal, definido por z, = kw; / 2, ¢ w, ¢ a cintura do
4
0

feixe no foco. Dai ¢ facil verificar que a diferenca na transmissdo do pico e do vale da

curva de Varredura Z é:

AT, =0,406(1-5)""|Ad,| (3.2)
com
2r
A(DO = 71’12]0[4’% (3_3)

onde k=27/2 e AT,, ¢ a diferenca na transmissdo entre o pico € o vale da curva de
Varredura Z normalizada, L, =[1-exp(-a,L)]/ «,, L é a espessura e I, ¢ a intensidade de

pico no foco. Nas regides distantes do foco, a intensidade do feixe de luz € menor e os
efeitos ndo-lineares sdo despreziveis. No caso de uma amostra com n, > 0, o sinal de
Varredura Z ¢ semelhante ao da Figura 3.2, mas com as posigoes do pico e do vale

trocadas, ou seja, primeiro diminui a transmissao e logo aumenta.

Com a configuragao iris aberta, todo o feixe ¢ transmitido pela iris. Analisando-se a
variagdo total na transmitancia do feixe pela amostra em funcio da posicao. Utilizando esta
configuragdo mede-se o coeficiente de absor¢do nao linear, a», que esta relacionado a

variacao total na transmitancia normalizada, AT, como ¢ apresentado na Figura 3.3 por [3]:

A
AT = (2) Lgﬂazl0 (3.4)
1,00 - 4
W 0,98 7
o
2
c
©
= 094 r -
0,92 + i
3 2 4 0 1 2 3
z

Figura 3.3. Curva de Varredura Z na configuracdo iris aberta, para uma amostra com absor¢do ndo linear

a;> 0. Neste caso AT ¢é a diferenca de transmissdo associada ao pico da curva.

Técnicas opticas para caracterizagdo e diagnostico de sistemas biologicos



47

Apesar da simplicidade da técnica de Varredura Z, devem-se ter alguns cuidados na
realizacdo da montagem experimental. Esse tipo de medi¢ao pode ser feita apenas em
amostras que ndo gerem espalhamento de luz. O nao alinhamento da iris com o centro do
feixe LASER ou o uso de um feixe cuja forma espacial seja muito diferente de um perfil
gaussiano leva a uma deformagao do grafico de Varredura Z. A utilizagao de amostras cuja
espessura ¢ maior que o limite de ‘amostra delgada’ distorce também a figura de Varredura

Z e exige uma teoria um pouco mais refinada [5]. Pode-se superar estas limitacdes

comparando diretamente o valor de AT},, com o valor AT} de um material de referéncia
[6]. Desta forma tem-se:

AT L(f) P(")
_ (r) p,v
= AT(") L P (35)
p,v

onde L ¢ a espessura efetiva, e P a poténcia incidente na amostra. Nesta tese, a
determinagdo de n, de diferentes materiais foi obtida utilizando o método comparativo da
equacdo (3.5). O material padrdo utilizado foi o CS, cujo indice de refragdo ndo linear ¢é

conhecido na literatura, n,/"%=3,1+0.6 x 10"* cm*W em 800nm [7].

3.1.1. Variacao Eclipse Varredura Z.

Sheik-Bahae e colaboradores [7], reportaram uma variacdo da técnica convencional
de Varredura Z que proporciona uma maior sensibilidade na determinacdo do n,. Eles
demonstram que a sensibilidade as variagdes de fase pode ser aumentada detectando-se as
partes mais externas do feixe e ndo as partes centrais do feixe como na técnica de
Varredura Z convencional. Como mostrado na Figura 3.4, introduz-se no sistema um disco
que bloqueia a parte central do feixe e a luz que “vaza” pelas bordas do anteparo ¢
focalizada por uma lente no detector. A imagem formada pelo bloqueio da parte central do

feixe se assemelha a um eclipse. Por isso a técnica € denominada Eclipse Varredura Z.
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Disco
Lente

Lente

Detector

Amostra

Figura 3.4. Esquema experimental da variagdo Eclipse Varredura Z [7].

Uma expressao empirica analoga 4 equacdo (3.2) para o Eclipse Varredura Z ¢:
~0.44
AT, =0,68(1-5,) " |A®,| (3.6)

neste caso S; ¢ a transmitincia que relaciona a cintura do feixe com o raio do disco,
S, :1—exp(—2ra2 / wj) , onde w, ¢ a cintura do feixe na posi¢do do disco, e r, € agora o
raio do disco anteparo. E evidente pela ultima relagdo que quando S;—1 (disco maior), a

sensibilidade incrementa significativamente. Como mostrado na Figura 3.5, com esta

variacdo da técnica pode-se obter aumentos de at¢ 13 vezes no valor A7 obtido pela

técnica de Varredura Z convencional [7].

15

ATp,V eclipse 10

ATp_V conven 5

0 | | |
0.6 0,8 1,0

Sy

Figura 3.5. Comparagdo dos valores de A7), , para Eclipse Varredura Z e Varredura Z convencional, para

diferentes valores de transmitancias S, (relagdo entre a cintura do feixe e o raio do disco anteparo) [7].
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3.1.2. Controle de efeitos térmicos.

A configuracdo de iris fechada também ¢ sensivel as mudangas no indice de
refragdo devido as variagdes de densidade no material, por exemplo, oriundas de efeitos
térmicos [8]. Por essa razdo, até pouco tempo, os experimentos de Varredura Z eram feitos
utilizando fontes de luz LASER continuas (CW) de baixa poténcia ou LASER com um
seletor de pulsos obtendo taxas de repeticao de (10~100Hz) [9].

Efeitos térmicos acontecem quando a amostra ¢ iluminada por um trem de pulsos
cujo espagamento ¢ mais curto que o tempo térmico caracteristico do material. De acordo
com a Tabela 1.1, os tempos térmicos caracteristicos que contribuem para mudangas no
indice de refracdo ndo linear acontecem desde os nanosegundos ate alguns segundos

dependendo do material.

A variacdo da mudanca no indice de refracdo ndo linear por efeitos térmicos ¢
conhecida como lente térmica [10]. O efeito de lente térmica induzida por uma fonte de luz
LASER de alta repeticdo e, em especial, no experimento de Varredura Z com LASER de
femtosegundos, tem sido relatado por varios autores [11,12]. Possuindo a intensidade do
feixe de excitagdo um perfil radial gaussiano, de forma que os gradientes de temperatura e
do indice de refragdo gerados seguem a mesma simetria do feixe (maiores variagdes no

centro do feixe).

Efeitos de difusdo térmica, em relagdo a duracdo do pulso LASER, tém sido
estudados teoricamente [13] e experimentalmente utilizando fontes LASER de alta taxa de
repeticdo [14]. Estes efeitos acontecem quando a amostra ¢ iluminada por um trem de

pulsos cujo espagamento entre pulsos ¢ mais curto que o tempo de difusdo térmica
caracteristico 7, = @; / 4D , onde D(cm’s™) ¢é o coeficiente de difusdo térmica do material
da amostra e @y ¢ a cintura do feixe. Os valores do coeficiente de difusdo estdo na ordem
dos 107 cm’s™” em liquidos e em vidros opticos. Para esses materiais 0 tempo térmico

caracteristico tem valores superiores a 40us. Para fontes de luz LASER com taxa de

repeticdo de algumas dezenas de KHz (separacdo entre pulsos na ordem nos ps). Neste
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regime a amostra ndo retorna a temperatura de equilibrio entre pulsos, gerando efeitos

cumulativos de calor [14].

Mauro Falconieri modelou o efeito termo-optico [13] descrevendo a mudanga do
indice de refragdo gerado pelo aumento de temperatura, devido & absor¢do da luz. Neste
modelo a intensidade da luz normalizada, depois da amostra ser submetida a um trem de

pulsos LASER, pode ser descrita por [13]:

660 | V(@) 1 ; 2

= an
241 3.7
1(x,0) g (I+x7) [(2q+1)2Jr;cz]—zt”t+2q+1+x2
q

onde x ¢ a posi¢do normalizada z/zy, g € a ordem do processo multifotonico (no caso de

dois fotons g=2), ¢. ¢ o tempo caracteristico do material, e V' (g) ¢ a intensidade de lente

térmica definida para um processo de absorcao de dois fétons como:

PdBL dn 2
Ak dT 7w,

V(2)= (3.8)

onde P ¢ a poténcia média do LASER, d. ¢ a razdo entre a largura do pulso LASER e a

separagdo entre pulsos, w, ¢ a cintura do feixe no foco, L ¢ a espessura da amostra, 4 € o

comprimento de onda, x ¢ a condutividade térmica e dn/dT ¢ a derivada do indice de

refragdo com a temperatura.

A equacdo (3.7) € a expressdo para a dependéncia temporal das mudancas nas
propriedades Opticas ndo lineares, devidas a efeitos térmicos. Como se observa na Figura
3.6, quando uma amostra ¢ submetida a um trem de pulsos, existe uma variagdo temporal
do valor de intensidade de luz transmitida pela amostra. Esta variacdo temporal depende
também da posi¢cdo da amostra, x, sendo mais intensa para regides perto do foco e

especificamente nas posi¢cdes normalizadas x = 1,7 e -1,7 [11].

De acordo com a idéia de Falconieri [13], uma forma de se controlar os efeitos
térmicos € posicionar no caminho optico do LASER um “chopper” que permite selecionar

o tempo de exposicdo da amostra ao feixe. Assim, os efeitos térmicos acontecem durante
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um tempo de iluminagdo onde os efeitos térmicos acontecem e logo existe um tempo de
escuro para permitir o “esfriamento” da amostra. Pode-se modelar o efeito termo-6ptico ou
efeito de lente térmica pela equacdo (3.7) durante o tempo de iluminagdo, permitindo a

obtengao da contribui¢do ndo térmica no indice de refra¢ao nao linear, /(x,0).

Lente Amostra Fotodetector

LASER D

“chopper”

(b)

escuro

"
H— —

! t Tempo

Aberto Fechado

Figura 3.6. (a). Instrumentacdo de lente térmica de feixe unico, (b) Transiente tipico de sinal de lente térmica

(Intensidade vs tempo). A linha tracejada indica o formato do tempo de iluminagao sem amostra.
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3.2. TECNICA DE VARREDURA Z POR ECLIPSE COM CONTROLE DE
EFEITOS TERMICOS (TMEZ).

Neste trabalho ¢ introduzido uma nova combinagdo da técnica de Eclipse-
Varredura Z [7] com o controle de efeito térmico [13], aumentando em sensibilidade da
medida simultanea das contribui¢ées térmicas e nao térmicas ao indice de refragcdo dos

materiais.

A técnica proposta foi elaborada utilizando um LASER Ti:Safira com comprimento
de onda de 800nm e uma taxa de repeti¢do de 76MHz. Na saida do LASER, utilizou-se um
“chopper”, como modulador, permitindo a passagem do feixe durante 1ms (tempo de
iluminagdo) a cada 48ms (tempo de escuro). No sistema, ¢ utilizado um conjunto de lentes
L1 (7,5cm) e L2 (10cm) tal que a interagcdo permita uma modulagdo retangular com uma
resolucdo temporal de 18us. Um disco de 1,7cm serve como anteparo (correspondendo a
um valor de S;= 0,99), bloqueando a parte do feixe central. Uma lente L3 de 10cm (Figura
3.7) focaliza o feixe na amostra. A luz que “vaza” pelas bordas do disco ¢ focalizada por
meio de uma lente L4 de 10cm. A informagdo do detector € processada por um
osciloscopio digital (TDS 3052B Tektronix). Parte do feixe ¢ dirigido para o segundo
detector, por meio de um divisor de feixe, e focalizado por uma lente L5 de 10cm (Figura
3.7), fornecendo a informagdo da absor¢do ndo linear. A amostra ¢ deslocada ao longo do
eixo de propagacdo do feixe por um motor (Thorlabs Z625B). A Figura 3.7 apresenta a

configuragdo experimental da técnica.

Lente 1 L3 Amostra L4

Fotodetector

Laser Ti:Safira
(800nm)

>_

Modulador
L5

Y Osciloscépio
Digital

Figura 3.7. Montagem experimental para a variacdo da Varredura Z com controle de efeitos térmicos.
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Para cada posi¢do da amostra, uma medicdo temporal foi realizada. Na Figura 3.8,
para cada posicdo fixa x da amostra, acompanha-se o efeito termo-optico analisando a
intensidade da transmissdo em relagdo ao tempo durante 1ms (tempo de iluminag?o)
através da equacdo (3.7). Com este modelo acompanha-se o comportamento da
intensidade, com um ajuste tedrico estimando o valor da intensidade /;(+=0) quando os
efeitos de focalizagdo sdo puramente eletronicos. Do mesmo modo, se obtém as mudancas
na intensidade do detector gerado pelos efeitos térmicos (¢ > 0), determinando o valor de
lente térmica V, associado as caracteristicas de absor¢do ¢ condutividade térmica do

material.

—
w

-
]

—
—

-
o

o
©

Transmissdo Normalizada

o
el

0,2 0.4 0,6 0,8
Tempo (ms)

1

o

Figura 3.8. Transiente tipico de sinal de lente térmica. Os valores experimentais (pontos) correspondem ao

CS,. O ajuste tedrico (linha) ¢ feito utilizando a equagao (3.7) [13].

Na Figura 3.9 (a), apresenta-se o comportamento temporal do indice de refracdo
ndo linear do material de referéncia CS,. Como tal comportamento temporal ¢ definido
pela equagdo (3.7), extrapola-se o comportamento da intensidade de transmissdo para =0.
Como se observa na Figura 3.9 (b) extrapolando o comportamento temporal da lente
térmica para cada posicdo da amostra ¢ possivel obter a curva tipica de Varredura Z para
t=0. Permitindo obter, por meio da equacdo (3.7), a diferenca entre o pico ¢ o vale da curva

de Varredura Z, AT

»v» onde o indice de refragdo ndo linear depende unicamente das

contribui¢des eletronicas. Para tempos acima de 100us, o sinal do valor do indice de

refragdo linear muda e cresce até atingir um valor dominado pela contribui¢do térmica.
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Figura 3.9. Evolugdo temporal da transmissdo normalizada (a) e curva de Varredura Z para CS, (b),

acompanhando os efeitos térmicos no tempo.

A técnica TMEZ permitiu estabelecer os valores de indice de refragdo néo linear

para amostras como o quartzo € a agua, com até duas ordens de grandeza menores que a

referéncia CS, (n,=(2,2+0,5)x10™"° cm*/W), projetando-se como uma técnica eficiente,

utilizando fontes de luz de baixa intensidade, para caracterizacdo de materiais organicos

que t€m valores de propriedades Opticas ndo lineares similares aos da agua.

Na Figura 3.10 (a), a curva de varredura Z obtida pelo controle do efeito térmico

(b), permitiu estimar o valor do indice de refracdo ndo linear para a agua sem contribuicdes

térmicas (n,=(1,6£0,5)x10"° cm®/W).
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Figura 3.10. Curva de varredura Z para agua (a) sem contribui¢cdes térmicas, modelando por médio da

equagdo (3.7) o efeito termo-dptico acontecendo no tempo de iluminagédo (b).
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Figura 3.11. Curva de varredura Z para o quartzo (a) sem contribui¢des térmicas. O quartzo ndo apresenta

efeito termo-optico, as contribui¢des ndo térmicas permanecem constantes no tempo de iluminagao (b).

O quartzo ndo apresenta efeitos de lente térmica e o valor do indice de refracdo nao
linear é (n,=(2,120,1)x10"°cm*W). A inexisténcia de efeitos térmicos no quartzo permite
utilizar cuvetas desse material para andlises de efeitos térmicos e ndo térmicos de
diferentes materiais organicos em fase liquida. Tanto o valor de n, da dgua e do quartzo

estdo de acordo com os valores reportados na literatura [15].

Técnicas opticas para caracterizag¢do e diagnostico de sistemas bioldgicos



56

3.3. CONCLUSOES.

Uma nova variag@o da técnica de Varredura Z foi apresentada, intitulada Varredura
por Eclipse com controle de efeitos térmicos, TMEZ. Esta ¢ uma técnica mais sensivel que
caracteriza, simultaneamente, os efeitos térmicos e ndo térmicos das amostras. Este método
pode converter-se em uma técnica muito util para aqueles grupos de pesquisa e em especial
em Biofotonica, com recursos limitados e que ndo podem ter acesso a um LASER de

relativa alta poténcia ou a um seletor de pulsos que evite os efeitos térmicos.
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CAPITULO 4. APLICACOES DA TECNICA DE VARREDURA Z POR ECLIPSE
COM CONTROLE DE EFEITOS TERMICOS (TMEZ).

Aproveitando a grande sensibilidade da técnica TMEZ, desenvolvida neste trabalho,
ideal para caracterizacdo de sistemas organicos, se explora neste capitulo as propriedades
Opticas nao lineares dos seguintes aminoacidos: Triptofano, Fenilalanina, Tirosina,
Histidina e Prolina. O interesse neste estudo radica na importancia destes componentes
bioldgicos, especialmente o Triptofano, Fenilalanina e Tirosina, nas propriedades épticas
celulares, ferramentas importantes em microscopia e espectroscopia celular. A Histidina e

Prolina foram escolhidas por terem varias das suas propriedades Opticas conhecidas [1].

O estudo de materiais nanométricos tem se intensificado, ndo sé devido ao interesse
nos processos fisicos relacionados com a interacdo da radiacdo com nanoparticulas
(confinamento quéntico, confinamento dielétrico, interacdes entre particulas e 0 meio em
que se encontram), como também em funcdo do potencial de aplicacdo que elas
apresentam em sistemas biologicos [2]. Na atualidade, a pesquisa bésica relacionada as
nanoparticulas metalicas é principalmente centrada, no estudo da influéncia do tamanho e
da forma das nanoparticulas e suas propriedades Opticas [3], como também no estudo da
possibilidade das aplicacdes em fotdnica [4]. Utilizando a técnica TMEZ caracterizam-se as
propriedades Opticas ndo lineares de particulas de prata de tamanho nanométrico numa

geometria coloidal.

Por ultimo, se procede a adicionar as particulas de prata, com baixas concentracdes
em solugdes de aminoacido, analisando as modificacdes geradas pela presenca das
particulas nas propriedades Opticas ndo lineares dos aminoacidos. Lembrando que as
nanoparticulas de prata sdo exploradas nesta tese devido a sua baixa toxicidade em contato

com 0s seres Vivos [5].

Estes estudos mostram a importdncia da técnica desenvolvida e permitirdo
identificar e entender as mudancas nas propriedades Opticas para aplicagdes em imagens

obtidas por microscopia multifoténica no capitulo 4.
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4.1. PROPRIEDADES OPTICAS NAO LINEARES DE AMINOACIDOS.

As proteinas sdo espécies quimicas bastante abundantes nas células bioldgicas. Elas
exibem uma diversidade de funcdes, como transportar oxigénio e fornecer uma resposta
neuroldgica induzida por luz para a visdo. As proteinas sdo macromoléculas formadas por
uma sucessdo de moléculas menores conhecidas como aminoacidos, que sdo os blocos
constituintes dos seres vivos. A maioria dos seres vivos incluindo o homem utiliza somente

vinte tipos diferentes de aminoacidos para a construcao de suas proteinas.

Os diferentes aminoacidos possuem uma estrutura basica, como se observa na
Figura 4.1. Todo amino&cido é composto de um atomo de carbono, ao qual estdo ligados
uma carboxila, uma amina e um hidrogénio. A quarta ligacdo R, chamada de radical, € a

porcdo varidvel, pode ser ocupada por um hidrogénio, ou por um metil ou por outro radical

[5].

¢ carboxila

Formula Estrutural

Figura 4.1. Estrutura quimica dos aminoécidos. Por¢cGes comuns nos aminoacidos em tracejado. Radical R é a

parte variavel de cada aminoacido.

Os aminoacidos ligam-se uns aos outros, formando moléculas denominadas de
peptideos. A unido de um aminoéacido com outro ocorre através de uma ligacao peptidica.
Para simplificar, os compostos formados por um pequeno numero de aminoacidos sao
chamados de peptideos, moléculas compostas por mais de uns 60 aminoécidos sdo

chamados de proteinas [5].
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Os aminoéacidos podem ser classificados quanto ao radical como bésicos, acidos,
polares neutros, apolares e aromaticos (contendo anéis benzénicos). Na Figura 4.2 se
observa a conformacdo benzénica dos aminoécidos aromaticos, associados as ligagdes
duplas de carbono.

O
I
H;N—CH—C—-0OH

. Fenilalanina
]
S
Q
H-N—CH-C-0H . )
CH, Tirosina
I
OH
0
!{_«_Nf(l‘llf(l'f()ll
CH, Triptofano

|
&
HN=

Figura 4.2. Estrutura dos aminoacidos aromaticos.

Os aminoéacidos aromaticos sdo: a Fenilalanina, a Tirosina e o Triptofano, que
absorvem em comprimentos de onda préximos de 270nm. Os aminoécidos ndo aromaticos
absorvem luz ultravioleta em comprimentos de onda menores que 240nm. A absorcéo
depende das estruturas eletronicas, especificamente da quantidade de transi¢cdes associadas

a enlaces duplos C=C ou C=0 [5].

A Fenilalanina, a Tirosina e o Triptofano fluorescem. Em particular o Triptofano
fluoresce quando € excitado em 280nm. Para um meio hidrofobico a fluorescéncia é
observada em 310nm e para um meio polar em 350nm. A eficiéncia quéntica do Triptofano
é de ~ 0.13 [6]. No caso da Fenilalanina e a Tirosina o espectro de emissao esta na faixa de
290nm que se sobrepbe com o espectro de absor¢cdo do Triptofano, permitindo a
transferéncia de energia desses aminoacidos para o Triptofano. Assim o cromoforo
dominante no processo de fluorescéncia na maioria das proteinas é o Triptofano, mesmo

com uma pequena concentracao de 1mol% [7].
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4.1.1. Medida do indice de refracao ndo linear de amino&cidos.

Nesta sec¢do, relata-se varias medicOes feitas explorando a técnica TMEZ para medir
o indice de refragdo ndo linear para os aminoacidos escolhidos. Todas as medidas com a
técnica TMEZ em 800nm foram feitas numa cubeta de quartzo de 1mm. A Figura 4.3
mostra os resultados do método empregado obtidos para uma solucdo aquosa de
Triptofano. Acompanhando o efeito térmico da solu¢do aminoéacido gerado pela alta taxa

de repeticdo laser (a), mede-se somente a contribuicao eletrénica ao indice de refracdo ndo

linear (b).
© 1,03 - T . ; - T - w1 06F b j " o Triptofano I
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Figura 4.3. Medida do indice de refracdo ndo linear utilizando a técnica “TMEZ” para a solugdo de
Triptofano. Evolucdo temporal (a). Varredura Z para =0 da solugdo Triptofano (Curva tedrica da equagdo
2.1) (b).

Como os aminoacidos foram estudados em 4&gua, para obter o valor de
hiperpolarizabilidade de cada amino&cido foi necessario subtrair a contribuicdo da agua no
indice de refracdo ndo linear para cada solugéo [1,8].

No caso de um liquido isotropico, em que as moléculas estdo orientadas
aleatoriamente, a susceptibilidade de terceira ordem estd relacionada com a
hiperpolarizabilidade de segunda ordem, 7. A hiperpolarizabilidade de segunda ordem pode
ser diretamente inferida, pela equacgdo 1.17. Os resultados experimentais de n, e y para as

diferentes solugdes de aminoacidos sdo apresentados na Tabela 4.1.
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Apesar de a molécula (aminoacido) ser relativamente complexa, utiliza-se um
modelo simples para explicar a dependéncia da ndo linearidade de terceira ordem em
fungdo da geometria da molécula. Pode-se imaginar uma molécula como sendo uma caixa
unidimensional em que os elétrons = se deslocam, sujeitos & presenca de um campo
eléetrico. Em principio, quanto maior a molécula, maior a deslocalizagdo eletronica e,
conseqlientemente, maior o momento de dipolo induzido. De acordo com o capitulo 1,
existe uma dependéncia da hiperpolarizabilidade de segunda ordem y com o tamanho da
molécula, ou comprimento de conjugacdo, que por sua vez estd associado ao numero de

elétrons .

Analisando a estrutura dos aminodcidos, como se apresenta na Figura 4.2 é
esperado que a hiperpolarizabilidade de segunda ordem do Triptofano fosse a maior entre
0s aminodcidos estudados. O resultado de y obtido para a Prolina esta de acordo com o
valor experimental e tedrico, obtidos por J.J Rodrigues e colaboradores [1], valor da ordem
dos 2x10%su. Os valores das hiperpolarizabilidades e indices de refracdo no linear em

800nm para os outros aminoacidos ndo estdo relatados na literatura.

Tabela 4.1. Valores medidos da hiperpolarizabilidade de segunda ordem para os aminoacidos estudados.

Aminoacido n, pH Concentragdo  y (10%esu)
(10°[m?W7) (10®°mol/cm?)

Triptofano 8,7+£0,2 55+£05 0,4 16,0+£0.1
Fenilalanina 55+0,2 5005 0,4 90£0.1
Tirosina 6,4+0,2 55+£05 0,3 140+0.1
Prolina 32+0,2 50+0.5 66,0 0,2+0.1
Histidina 2,0+0,2 70+0.5 1,3 30+0.1
Agua 1,6 +0,2 7 --
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4.2. PROPRIEDADES OPTICAS NAO LINEARES DE COLOIDES METALICOS.

4.2.1. Coldides (geometria Maxwell Garnett).

Um Coldide consiste de pequenas inclusdes de particulas embebidas em um
material hospedeiro. Utilizando a técnica TMEZ estudam-se nesta se¢do as propriedades
Opticas ndo lineares de particulas de prata de tamanho nano métrico numa geometria
coloidal. Esse estudo € um passo na interpretacdo dos resultados da interagdo das particulas

de prata e do sistema bioldgico.

Na Figura 4.4 se representa a geometria coloidal também chamada de geometria
Maxwell-Garnett [9]. Nessa geometria a distancia entre as particulas é menor que o
comprimento de onda Optico. Nestas condicdes, a propagacao da luz pode ser descrita pelo
valor da permissividade elétrica efetiva, &4 que € obtida como o valor médio de um

volume da resposta optica local do material.
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Figura 4.4. Topologia do composito coldide. Nesta Geometria Maxwell Garnett o tamanho da particula 24 é

menor que a distancia entre as inclusdes » e muito menor que o comprimento de onda 6ptico A.

Neste coloide as nanoparticulas de prata séo esferas de raio ‘a’ embebidas em um
meio hospedeiro de permissividade elétrica &,. O meio é considerado como sendo

macroscopicamente isotropico e a distancia caracteristica entre as nanoparticulas € b, tal

que a < b < A.,. Neste contexto, a permissividade elétrica efetiva pode ser escrita como [9]:

3
g, =&, 1+i

off 1-Bf (4.1)
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onde f é o fator de preenchimento, definido como a razdo entre o volume total das

pequenas particulas e o volume do meio hospedeiro. O fator de campo local g é dado por:

. Ewp 6,
p= & +2¢ (4.2)
NP h

Para um meio que ndo absorve campos com freqiiéncia o, f(w) é particularmente

intenso quando a parte real de gyp € igual a -2¢,. Essa condi¢do descreve a excitacdo

ressonante dos plasmons por dipolo da particula metalica [10].

4.2.2. Sintese e elaboracgdo das nanoparticulas.

Particulas de prata de didmetro de 0,65nm foram adquiridas da Purest Colloids, Inc
[11]. Particulas essencialmente esféricas, com um tamanho médio de 9 nm, sdo elaboradas
pelo grupo de C. B. de Aradjo, e sintetizadas de acordo com o procedimento descrito na
referéncia [12]. Assim, uma solucdo de 90 mg de AgNQOs, diluida em 500 ml de agua, foi
levada a temperatura de 100°C. Para a reducdo da prata foi adicionado 10 ml de uma
solucdo a 1% de citrato de sddio. A mistura foi, entdo, mantida durante 1h sob forte
agitacdo e a temperatura de 100°C. Finalizada esta etapa, o coldide obtido possui uma
coloragdo acinzentada e nanoparticulas de prata com uma grande dispersdo de forma e
tamanho. Nas Figuras 4.5 e 4.6 observa-se a distribuicdo volumar para as particulas de

prata de 0,65nm e 9nm respectivamente.

Para reduzir a dispersdo de nossa amostra, subseqiientemente, submetemos o
coldide pristino a um processo de foto-fragmentacéo (ablagdo laser). Esse procedimento
leva tipicamente algumas horas (dependendo do volume a ser tratado) e é executado
irradiando-se o coldide com o segundo harmdnico de um laser de Nd:YAG (532 nm),
operado “Q-switched”, com pulsos de 8 ns, a uma taxa de repeticdo de 10 Hz. Durante o

tratamento a laser, o coldide é mantido sob uma agitacdo de moderada a lenta.

Técnicas opticas para caracterizagdo e diagnostico de sistemas biologicos



66

= N N w
[&,] [=] a [=]
T T T

-
[=]
T

Numero de Particulas (%)
(4]

0 U
030405060708091011
Didmetro (nm)

Figura 4.5. Histograma de distribui¢do de tamanho das particulas da Purest Colloid Inc. de tamanho 0,65nm
[11].
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Figura 4.6. Imagens por microscopia eletrénica de transmissdo das nanoparticulas de prata: (a) coléide foto-

fragmentado, (b) col6ide pristino, (c) Histograma com a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas [12].

4.2.3. Absorc¢do Linear.

Técnicas opticas para caracterizagdo e diagnostico de sistemas biologicos



67

Para sistemas com nanoparticulas embebidas uniformemente em um hospedeiro
ndo absorvente, como vidro ou agua com permissividade elétrica &, 0 coeficiente de

absorcéo pode ser obtido pela teoria de dispersdo de Mie [13] definida por:
187" f &, (A,a)
a = 2 2
A [2‘911 +81NP (ﬂ”a)] +[82NP (ﬂ’a)]

(4.3)

A permissividade elétrica da nanoparticula (exvp = &np + i&np) tem uma
componente real &yp € uma componente imaginaria &yp. As duas componentes sao
dependentes do tamanho da particula (confinamento dielétrico). Pela equacdo (4.3) a
absorcdo aumenta na medida em que o denominador diminui, seu maximo valor (condigdo

de ressonéncia) é dado quando:
2 +¢& (/1, a) =0 (4.4)

O pico de ressonéncia para particulas metalicas de ouro esta na regido dos 530nm
para particulas com didmetro de 10 a 50nm e em 600nm para particulas de didmetro de
100nm, efeito conhecido como “red shift” [14]. Esse efeito é devido a dependéncia da

permissividade elétrica com o tamanho das particulas [10].

Como se observa na Figura 4.7, a condicdo de ressonancia para nanoparticulas
metélicas de prata embebidas em &gua estd na regido dos 400nm. Com os valores das
permissividades elétricas para ‘bulk’ encontrados experimentalmente por Johnson e
Christy [15] em filmes de prata de 50nm e considerando que os efeitos de confinamento
quantico para esferas metalicas de tamanho nanométrico [16] modificam os valores das
permissividades elétricas, pode-se modelar o comportamento da absorcdo utilizando a
teoria de dispersdo de Mie. Assim determina-se simultaneamente os valores do fator de
preenchimento e o valor da permissividade elétrica para as nanoparticulas metalicas no
meio. Os valores dos fatores de preenchimento, f; obtidos séo da ordem de 10°. O valor

obtido da permissividade elétrica da nanoparticula de prata em 800nm é:
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£ (800nm) = —28,4 7,493

prata

Este valor difere do valor ‘bulk’, dado por gyp (800nm) = -32,797 - 0,458j. O efeito
de confinamento quéntico para a permissividade elétrica, gerado pelo tamanho da
nanoparticula, € maior na parte imaginaria.
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Figura 4.7. Espectro de absor¢do de coldides de prata de tamanho 9nm (a). Com os valores de Johnson e
Christy e considerando efeitos de confinamento quantico (pontos abertos) pode-se determinar o valor de

permissividade elétrica da nanoparticula. Espectro de absorg¢do de coléides de prata de tamanho 0,65nm(b).

4.2.4. Medida de indice de refracéo néo linear do Coldide.

O comportamento néo linear do coldide é relacionado a variacao espacial do campo
local, visto que o campo elétrico mesoscopico induzido é diferente do campo médio do
coldide [9]. Assim, para descrevermos a dependéncia da susceptibilidade elétrica de
terceira ordem com o fator de preenchimento f, utiliza-se a generalizagdo do modelo de

Maxwell Garnett proposta por Sipe e Boyd [9].

No regime ndo linear é possivel mostrar que a susceptibilidade elétrica de terceira

ordem, para pequenos valores de f, é dada por [9]:

2
+ 2 +2
G Eeff T <5, Eeff T 45 @, O
z‘?ff' - f 2 2 ZNP /I/h
gNP + gNP gNP + gh

(4.5)
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® ©) . . - a1
onde X,, e X, correspondem, respectivamente, as susceptibilidades ndo lineares das
nanoparticulas e do meio hospedeiro. O modelo de Maxwell-Garnett, ndo tem uma
dependéncia explicita com o tamanho da nanoparticula, desde que se conserve a condicao

a<b< A

Hache e colaboradores [17] desenvolveram um modelo tedrico para a

. I o . , (3) - e~
susceptibilidade elétrica ndo linear da nanoparticula %, , onde a principal contribuicéo é

dada pelas transic@es inter-bandas das nanoparticulas metalicas, com uma dependéncia de
tamanho e de fregiiéncia do tipo:

4 4

0,451 1 ( ek,

ZNP =1 - a3 a)? m2h5 (4.6)

onde Er € a energia de Fermi da particula, e é a carga do elétron, m é a massa do elétron, e

h é a constante de Planck. Assim, para particulas pequenas a principal dependéncia do

@, ] . :
X € do tipo a. No entanto, para particulas de raio aproximadamente menores que 3nm e

maiores que 30nm as contribui¢des intra-bandas comecam a ser relevantes, modificando os

valores de Z;fp) . Assim a equacéo (4.6), so e valida para particulas de raio aproximado de 3

a 30nm. Em trabalhos pioneiros, Flytzanis e co-autores, em experiéncias com coldides de
prata e de ouro, observaram um grande aumento da susceptibilidade de terceira ordem

devido a contribuicdo de plasmons superficiais nas particulas metalicas [17].

Neste trabalho, exploram-se a técnica TMEZ em 800nm, para estudar a resposta ndo
linear de coldides de nanoparticulas de didmetro de 9nm e 0,65nm, com fatores de
preenchimento da ordem dos 10° e 107 respectivamente. Observa-se na Figura 4.8 as

curvas tipicas de Varredura Z para o coléide de prata.
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Figura 4.8. Medida do indice de refracéo néo linear utilizando tecnica ‘TMEZ’ para agua e colbide de prata
para 9nm. (a) Varredura Z para coloide de prata e (b) Evolucdo temporal do efeito térmico para agua e

coldide de prata.

Pode-se ver na Figura 4.9 a dependéncia do indice de refracdo ndo linear com o
fator de preenchimento. Fatores de preenchimento de ordem superiores ndo foram

explorados e isso é devido aos altos efeitos térmicos gerados nos coloides de prata [18].
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Figura 4.9. Dependéncia do indice de refracdo ndo linear com o fator de preenchimento f; para particulas de

tamanho 9nm e 0,65nm com comprimento de onda de 800nm.

A dependéncia do indice de refracdo ndo linear com o fator de preenchimento pode
ser descrita pelo modelo de Maxwell Garnett, equagdo (4.5), medindo os valores da
susceptibilidade elétrica ndo linear para as nanoparticulas. Sabe-se pela equagédo (1.11) que
a parte real da susceptibilidade elétrica de terceira ordem esta relacionada com o indice de

refracdo ndo linear, n, e apos a introducdo dos valores numéricos para a permissividade

elétrica da agua, €,, =n,, (n, =1.33), da permissividade elétrica das nanoparticulas syp, €
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do fator de preenchimento f, com o coeficiente angular da Figura 4.9, foi possivel estimar o

®) .
valor para a parte real de ¥,, para particulas de 9nm, com um valor de

‘;(](\2 (esu)‘ ~ 2.43x10° (esu) (4.7)

O resultado apresentado esta de acordo com os valores obtidos para a
susceptibilidade elétrica de terceira ordem para particulas de prata reportada pelo grupo de
Flytzanis utilizando a técnica de chaveamento Kerr em 400nm [19]. O valor obtido da
susceptibilidade elétrica ndo linear )(;2 do coldide de prata € um resultado novo, tanto na

utilizacdo da técnica Z, para a medi¢édo do indice de refracdo em 800nm como na utilizacéo

do modelo de Maxwell-Garnett.

« . A ® L .

Pela equacdo (4.6), a principal dependéncia do ZNi é do tipo a*. Assim, os valores
do indice de refracdo ndo linear para particulas de prata de 0,65nm sdo similares aos
obtidos com particulas de 9nm, no entanto, o coldide de 0,65nm é muito mais diluido, com
um fator de preenchimento de uma ordem de grandeza menor, como pode se ver na Figura
4.9. Por isso, se espera que o valor de )(,(;) para as particulas de 0,65nm seja maior que o

valor para particulas de 9nm. Contudo para particulas muito pequenas, didmetros menores

de 3nm, a equacdo (4.6) deixa de ser valida [19], e os valores obtidos para Z;,s,,) ndo sao

coerentes com os valores teoricos.

A parte imaginaria da susceptibilidade de terceira ordem associada com a absor¢do
ndo linear foi desprezada, porque a sensibilidade de fenda aberta de nosso sistema de
Varredura Z é menor que os valores esperados de absorgdo ndo linear para fatores de

preenchimento de essa ordem.
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4.3. PROPRIEDADES OPTICAS NAO LINEARES DE AMINOACIDOS E
NANOPARTICULAS METALICAS.

A associacdo da nanociéncia e da nanotecnologia as areas de pesquisas biologicas
tem gerado uma revolugdo de alto impacto na area de biotecnologia. Em particular, o
interesse nas propriedades ndo lineares de meios com nanoparticulas metélicas aumentou,
apés a demonstracdo de um aumento gigante (~10°), da ndo linearidade do material
hospedeiro devido aos efeitos de campo local [19]. Nesta Gltima secdo relatam-se as
modificacOes geradas pela presenca das particulas metélicas nas propriedades 6pticas nao

lineares dos aminoéacidos.
4.3.1. Absorgao.

A Figura 4.10 mostra que o espectro de absorcao linear para diferentes fatores de
preenchimento de nanoparticulas de prata de 9nm (esquerda) e particulas de 0,65nm
(direita) numa solucdo de Triptofano. No espectro de absorgéo, o pico centrado em 405nm
é devido a presenga das nanoparticulas de prata de 9nm na solucdo. No caso das solugdes

de Triptofano com particulas metélicas de 0,65nm o pico de ressonancia € mais largo.
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Figura 4.10. Espectro de absorcdo para diferentes concentracBes de nanoparticulas de pratas de didmetro

d~9nm (a) e d~0,65nm (b) em solugdo de Triptofano.

A condicédo de ressonancia de plasmon depende sensivelmente das permissividades

elétricas do meio. Assim, similar aos casos de interfaces planas [20], uma particula
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metéalica pode ser utilizada como um sensor que sofre deslocamentos de ressonancia sobre

mudancas dielétricas locais [21,22].

Como se observa na Figura 4.11, os espectros de absorcdo das solugGes de alguns
aminodcidos (Triptofano, Tirosina, Fenilalanina) com nanoparticulas de prata de 9nm
apresentam um deslocamento no pico de absorcdo de AA~5nm em relagdo ao pico de
absorcdo das nanoparticulas de prata em agua. Estes deslocamentos acontecem pela
aproximacao dos aminodcidos a superficie das nanoparticulas metélicas modificando a

permissividade elétrica das mesmas.
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Figura 4.11. Espectro de absor¢do para diferentes concentragdes de nanoparticulas de pratas com d~9nm em

diferentes solugdes.
4.3.2. Medida do indice de refracdo ndo linear.

A alta sensibilidade da técnica TMEZ, foi explorada para estudar a resposta ndo
linear dos aminoacidos na presenca das nanoparticulas de prata de d~9nm e d~0,65nm. Os
resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 4.2, mostrando que existe um aumento no
indice de refracdo ndo linear efetivo do biosistema quando é adicionado nanoparticulas

metalicas a solucéo.
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Tabela 4.2.a. indice de refracdo ndo linear para diferentes concentracdes de particulas metalicas de 9nm.

Aminoécido N, f=0,45x10° f=150x10° f=2,40x10  f=435x10"
10%[m* W]

Triptofano 8,7+0,2 9,5+0,2 11,2+0,2 13,9+ 0,2 15,0 + 0,2

Fenilalanina 55+0,2 7,3+0,2 8,2+0,2 9,0+0,2 9,6 +0,2

Tirosina 7,0£0,2 9,2+0,2 10,8+ 0,2 12,0+ 0,2 12,6 + 0,2

Prolina 3,6+0,2 42402 47402 50+0,2 6,1+0,2

Histidina 25402 45%02 54+0,2 6,2+0,2 7,0£0,2

Tabela 4.2.b. indice de refracio nio linear para diferentes concentragdes de particulas metélicas de 0,65nm.

Aminoacido n, f=2,00x 10 f=325x10  f=4,00x10 f=475x10
10%[m’w]
Triptofano 8,7+0,2 11,2+0,2 13,1+ 0,2 14,2+0,2 155+0,2
Fenilalanina 55+0,2 6,5+0,2 7,0+0,2 8,0+0,2 8,8+0,2
Tirosina 6,402 8520,2 11,0402 11,7402 12,3+0,2
Prolina 3220, 41202 52402 57402 6,1+0,2
Histidina 2,0£0.2 37402 5720,2 6,5+02 71£072

Aumento no indice de refracdo nao linear até um fator de dois é observado para 0s
aminoacidos com coldides de particulas de 9nm e 0,65nm. No entanto, a concentracéo de
particulas metalicas de 0,65nm necessaria para ter um aumento similar ao apresentado
pelas particulas de 9nm é de uma ordem de grandeza menor. Como se representa na Figura
4.12, a dependéncia do indice de refragdo néo linear com o fator de preenchimento pode
ser descrita pelo modelo de Maxwell Garnett, para particulas de 0,65nm e a linearidade da

dependéncia é verificada.
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Figura 4.12. Dependéncia da ndo linearidade efetiva com o fator de preenchimento de particulas de

d~0,65nm em solucéo Triptofano (a), Tirosina (b), Fenilalanina (c), Prolina (d) e Histidina (e).

J& a dependéncia do indice de refragdo ndo linear para as particulas de 9nm em

funcdo do fator de preenchimento numa solucdo aminoacido ndo tem um comportamento

linear como se mostra na Figura 4.13. Os deslocamentos do pico da ressonéncia do
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biocoldide no espectro de absor¢do (Figura 4.11), sugerem que os aminoacidos podem
estar se ligando as particulas metalicas. Assim, acima de certos valores de concentracdo de
particulas metélicas de 9nm na solugcdo aminodcido, pode existir um processo de
aglomeracédo induzido pela presenca dos aminodcidos. Ditas aglomera¢cGes modificam o
valor da susceptibilidade elétrica efetiva de terceira ordem. O modelo de Maxwell-Garnett

também pode deixar de ser valido na existéncia de aglomeragdes.
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Figura 4.13. Dependéncia da nao linearidade efetiva com o fator de preenchimento de particulas de d~9nm

em solucédo Triptofano (a), Tirosina (b), Fenilalanina (c), Prolina (d) e Histidina (e).
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4.4, CONCLUSOES.

e A susceptibilidade ndo linear de um amino&cido em solugdo aquosa depende da sua

estrutura eletrdnica e de sua geometria.

e Explorar novas técnicas para incrementar os valores da susceptibilidade efetiva do
meio geraria novos métodos para estudos de autofluorescéncia e imagens
multifotdnicas. Uma destas novas técnicas pode ser a presenca de particulas
metalicas na vizinhanga dos aminoacidos, que modificam as caracteristicas dpticas

do meio.

e A ndo linearidade do coldide demonstrou ser uma funcdo linear da fracdo
volumétrica (fator de preenchimento) e pode ser analisada usando uma
generalizacdo do modelo de Maxwell-Garnett, que permitiu quantificar a
susceptibilidade ndo linear das nanoparticulas. Este passo foi fundamental para

explicar a inclusdo de nanoparticulas metalicas em aminoéacidos em solucoes.

e O valor das permissividades elétricas das nanoparticulas, considerando efeitos de

confinamento quantico, diferem do valor volumar da prata.

e A presenca de particulas metalicas de 9nm e 0,65nm em uma solugdo bioldgica

aumentam o valor do indice de refragdo ndo linear por um fator de dois.
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CAPITULO 5. DETECCAO E CARACTERIZACAO DE FUNGOS POR
FLUORESCENCIA.

Existem, na natureza, mais de um milhao de espécies conhecidas de fungos [1]. Os
fungos podem ser identificados utilizando técnicas de analise morfoldgica, baseadas em
aspectos microscopicos e macroscopicos. Técnicas de bioquimica e de biologia molecular

também sdo exploradas como ferramentas para identificacdo de fungos [2].

A primeira tentativa de explorar a fluorescéncia para identificagdo de fungos na
dermatologia foi em 1925 [3]. Verificou-se que regides do couro cabeludo afetadas por

fungos exibem uma fluorescéncia quando excitados por luz ultravioleta (UV).

Essa excitacdo com luz UV para identificagdo de fungos € conhecida como método
Wood [3]. A lampada de Wood ¢ uma lampada fluorescente de mercurio, cujo espectro de
emissdo encontra-se limitado entre 320nm e 400nm e com pico em 365nm. A intensidade
tipica de uma lampada de Wood ¢é de alguns mW/cm®”. A lampada de Wood nio ¢ s6 usada
na determinagdo de infecgdes por fungos ou bactérias como também pode ser usada na

detecgdo de distarbios na pigmentagdo da pele, como o vitiligo [4].

Fluorescéncia ¢ comumente observada em dermatoéfitos do género Microsporum.
Estudos in vitro mostram que o cromoforo Peridina ¢ a substincia quimica responsavel
pela fluorescéncia do Microsporum canis e do Microsporum gypseum [5, 6]. E ainda,
estudos mais recentes mostram que o triptofano estd associado a fluorescéncia de
Malassezia [7, 8, 9]. Tecidos infetados por tinha (do género Trichophyton) apresentam
fluorescéncia esverdeada; na presenca de Pitiriase versicolor (também vulgarmente
conhecida como "micose de praia" ou "pano branco") pode-se visualizar uma emissao
roseo-dourada. A Porfiria, com a lampada de Wood, evidencia-se de cor alaranjada.
Contudo nem todos os fungos fluorescem. Na tabela 5.1, a fluorescéncia de alguns fungos

¢ identificada [4, 10].
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Tabela 5.1 — Fluorescéncia de fungos [5,6].

Fungo Fluorescéncia
Malassezia furfur Amarelo
Microsporum canis Azul esverdeado
Microsporum gypseum Amarelo escuro
Microsporum audouinii Amarelo
Microsporum ferrugineum Verde
Microsporum distortum Verde
Trichophyton schoenleinii Azul claro

Meétodos que auxiliam um diagnostico rapido de infecgdes sdo de grande
importancia, visto que um mesmo medicamento ndo age, eficientemente, sobre todos os
fungos [11]. Com tudo, estas caracteriza¢des de acordo com a cor sdo muito subjetivas e
diagnésticos clinicos por fluorescéncia dependem da experiéncia do dermatologista. Em
regides geograficas de dificil aceso, nem todos os hospitais oferecem servigos de

dermatologia ou possuem pessoal qualificado para este tipo de exame.

Neste capitulo ¢ analisado a autofluorescéncia de diferentes tipos de fungos,
utilizando fontes de luz ultravioleta. Aqui € mostrado que a emissao fluorescente de fungos
excitados por LEDs ¢ semelhante a fluorescéncia obtida com o uso de lampadas de Wood.
Além disso, ¢ mostrado que uma analise espectroscopica refinada da autofluorescéncia de

fungos pode auxiliar no diagndstico de diferentes infecgdes fungicas.

Por ultimo, com esses resultados, propoe-se um prototipo para caracterizacdo optica
de fungos, que auxiliara dermatologistas ou médicos gerais na identificacdo de fungos e

assim definir seu tratamento clinico.
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5.1. CARACTERIZACAO OPTICA DE FUNGOS.

5.1.1. Fontes de excitacao.

Para aplicagdes médicas, luz na regido do UV no espectro eletromagnético pode ser
obtida através de lampadas de merctrio ou por dispositivos optico-eletronicos como o
Diodo Emissor de Luz (LED). Além de serem eficientes fontes geradoras de luz, os LEDs
sdo dispositivos compactos ¢ de baixo consumo, caracteristicas bastante atraentes para
inser¢do em pequenos equipamentos. Luz UV também pode ser obtida através de fontes

LASER infravermelho pulsados, explorando a geracao de terceiro harmonico [12].

Tré€s diferentes fontes Opticas foram utilizadas para explorar a fluorescéncia dos
fungos no experimento: 5 LEDs UV da Roithner Laser (UVLED365-10) agrupados num
diametro de aproximadamente 3cm; Lampada fluorescente UV (Lampada de Wood) de
4W da Toshiba (BLUE FL4BLB); terceiro harmonico do LASER pulsado (nano segundos)

Nd:YAG (Continuum /Surelte). O espectro de emissdo das diferentes fontes de excitagao

ultravioleta utilizadas ¢ apresentado na Figura 5.1.
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Figura 5.1. Espectro das fontes de excita¢do. (Lampada, LED e LASER).
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A largura de banda, A% e o pico de emissdo Ana da lampada, do LED e do LASER

sdo mostrados na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 — Largura de banda (AL) e Pico de emissdo (An.x) das fontes usadas.

Fonte AM A}\‘max
Lampada (TOSHIBA) 18 nm 375 nm
LED UV 19 nm 363 nm
LASER 3 nm 352 nm

5.1.2. Sistema de deteccio.

Na Figura 5.2, ¢ mostrada a montagem experimental utilizada nas duas
experiéncias. A intensidade da luz UV na amostra foi de 5SmW/cm® para todas as fontes
usadas. A fluorescéncia gerada ¢ coletada na direcdo perpendicular por uma lente de Scm
de distancia focal e analisada por um espectrometro (SPEX — Doublemate) cuja resolugdo
¢ de 5A e uma fotomultiplicadora (1P28 da RCA Eletronic Device). O osciloscopio
permite o acompanhamento visual da intensidade da fluorescéncia, alem converter o sinal
de corrente (gerado pela fotomultiplicadora) em voltagem para ser processado pelo Lock-

In. O Lock-In integra e amplifica o sinal de voltagem, para ser processado no computador.
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Figura 5.2. Montagem experimental para a medida de fluorescéncia utilizando trés diferentes fontes de luz.

Lampada UV, LED e LASER Nd:YAG (355nm).
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5.1.3. Fungos.

Foram estudadas as espécies de fungos: Microsporum gypseum, Microsporum
canis, Trichophyton schoenleinii, Trichophyton rubrum, Epidermophyton floccosum e
Fusarium solemi. Esses tipos de fungos foram escolhidos por atingir a populagdo do
Nordeste do Brasil. Os fungos estudados foram isolados de pacientes atendidos no
Laboratério de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco. O meio de cultura
utilizado foi o Sabouraud Dextrose Agar (DAS), contendo clorafenicol (0,05mg/L). Depois
de isolados e identificados por inspecdo visual, os fungos foram mantidos em tubos de

ensaio sem antibioticos, com DAS e conservados a temperatura de 25°C.

5.1.4. Medida da fluorescéncia.

Cada conjunto de medidas continha sete amostras, sendo seis fungos e um meio de
cultura. A cada sete dias o espectro de fluorescéncia de cada fungo foi adquirido. Na
primeira aquisicdo dos dados, feita sete dias ap6s a inoculagdo dos fungos, a maioria dos
fungos apresentam uma intensidade de fluorescéncia capaz de ser detectada. A tltima
aquisi¢do dos espectros de cada conjunto de medidas foi realizada aos 21 dias depois da
inoculacdo, tempo que permite uma melhor deteccdo e caracterizagdo dos fungos por
fluorescéncia. Em todos os experimentos, todas as amostras foram analisadas com as trés
fontes oOpticas de excitagdo (LED, lampada ¢ LASER). Todas as amostras analisadas

fluoresceram.

A Figura 5.3 mostra os espectros de fluorescéncia dos fungos excitados com a
lampada de Wood, 21 dias apo6s inoculagdo. Para uma melhor visualizagdo das
caracteristicas de fluorescéncia, os espectros estdo apresentados em dois grupos de figuras
((a) e (b)). Os espectros obtidos para os fungos Fusarium solemi, Trichophyton rubrum e
Trichophyton schoenleinii encontram-se no grupo “(a)” das figuras, enquanto que no grupo
“(b)” ¢ apresentado o comportamento espectral da fluorescéncia para os fungos

Microsporum gypseum, Microsporum canis e Epidermophyton floccosum.
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Figura 5.3. Espectros dos fungos excitados com Lampada de Wood (21 dias ap6s a inoculagao).

Nas Figuras 5.4 e 5.5, sao apresentados os espectros de fluorescéncia dos fungos
excitados com LED e com LASER, respectivamente, 21 dias apds a inoculagdo. Os
graficos da fluorescéncia pela excitagdo do LED e da lampada sdo similares. Os graficos
das Figuras 5.5 foram normalizados para o comprimento de onda igual a 460nm. E fécil
perceber trés picos distintos no espectro de emissdo dos fungos excitados com LASER.

Estes picos estdo localizados em 417nm, 460nm e 505nm.

A anélise espectroscopica da fluorescéncia dos fungos mostra que a emissao obtida
através da excitacdo com LED ¢ bastante similar a obtida com a lampada de Wood. Com
os resultados verifica-se também que os diferentes fungos estudados apresentam espectros
de fluorescéncia bastante semelhantes. As pequenas diferengas espectrais entre as
fluorescéncias dos diversos fungos sdo dificeis de serem percebidas através de uma

inspecao visual.

Na Tabela 5.3, o comprimento de onda que representa o pico (A,y) € a largura de
banda (A1) das fluorescéncias foram medidos e listados, mostrando que as diferentes
caracteristicas de cada fungo ndo mudam utilizando as fontes de luz distintas (LED e
Lampada). Os resultados de duas analises, obtidas com um intervalo de um més entre elas,

mostram que 0 A, € A4 podem ser usados na identificagdo de fungos.
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Figura 5.4. Espectros dos fungos excitados com LED UV (21 dias apds a inoculagao).
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Figura 5.5. Espectros dos fungos excitados com LASER UV (21 dias apds a inoculagao).

Tabela 5.3 — Caracteristicas espectrais da fluorescéncia dos fungos, 21 dias apds a inoculagdo. Os valores do
Amax € do AA sdo mostrados em nandémetros. O erro dos valores do A, € = 5nm. O erro dos valores do AA ¢

+ 7nm. Amostras:

1) Trichophyton rubrum, 2) Fusarium solemi, 3) Trichophyton schoenleinii,

4) Microsporum gypseum, 5) Microsporum canis, 6) Epidermophyton floccosum, 7) Meio de cultura.

1° experimento 2° experimento

LED LAMP LED LAMP
Fungos | Amax AN Amax AN | Admax AL Amax AL
1 437 72 438 73 440 68 449 75
2 495 150 495 140 | 479 164 483 150
3 511 141 510 138 511 141 512 143

4 482 143 480 138 - - - -
5 482 108 478 107 | 485 149 480 116
6 450 135 456 121 446 119 456 126
7 449 108 474 120 | 455 126 474 123
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Por outro lado podem-se explorar, as intensidades relativas dos picos de
fluorescéncia em 510 e 430nm, obtidos na Figura 5.4, para a identificagdo de fungos. Na
Tabela 5.4, os valores da intensidade relativa, definida como (I;-I;2)/(Ini+L2), sdo
mostrados. Onde I,; e I), sdo as intensidades dos comprimentos de onda em 510nm e

430nm.

Tabela 5.4. Caracteristicas espectrais da fluorescéncia dos fungos, 21 dias ap6s a inoculagdo. (Excitacao por

LED UV). [,;=510nm e [;,= 430nm.

La-Los2)/ (I th2)

Fungos 1° experimento 2° experimento
Trichophyton rubrum -0,43 - 0,45
Fusarium solemi 0,26 0,25
Trichophyton schoenleinii 0,30 0,35
Microsporum gypseum 0,02 -
Microsporum canis 0,26 0,25
Epidermophyton floccosum 0,39 0,38
Meio de Cultura -0,03 -0,03

A fluorescéncia induzida pelo LASER UV ¢ bastante peculiar e apresenta trés picos
na estrutura dos espectros, resultantes de canais especificos de decaimento energético. As
intensidades relativas dos picos (417, 460 e 505nm) podem também ser exploradas na
identificagdo de fungos. Na Tabela 5.5, a intensidade relativa, definida como (I;;-
L2)/(In1+])2), permite distinguir os fungos. Onde I,; e I, sdo as intensidades dos

comprimentos de onda 417nm e 505nm, obtidos na Figura 5.5.
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Tabela 5.5. Caracteristicas espectrais da fluorescéncia dos fungos, 21 dias apds a inoculagdo. (Excitagao

LASER). Onde I;; e I;, so as intensidades dos comprimentos de onda 417nm e 505nm

(ua-Lo)/ (I th2)

Fungos 1° experimento 2° experimento
Trichophyton rubrum 0,55 0,54
Fusarium solemi -0,09 -0,13
Trichophyton schoenleinii -0,13 -0,13
Microsporum gypseum 0,25 -
Microsporum canis -0,10 -0,08
Epidermophyton floccosum 0,28 0,26
Meio de Cultura 0,00 0,00

E importante observar que a fluorescéncia dos fungos é semelhante (mas nio igual)
ao espectro do meio de cultura. Observa-se também que as fluorescéncias de meios de
cultura preparados em dias distintos apresentam pequenas diferencas. A fluorescéncia do
meio foi tratada como background na emissdo do fungo. A emissdo do meio de cultura
pode mascarar as caracteristicas espectroscopicas de alguns fungos. Os fungos
Microsporum canis, Microsporum gypseum e Fusarium solemi apresentaram uma baixa
intensidade de fluorescéncia e a determinagdo de suas caracteristicas pode ser afetada pela
colecdo da fluorescéncia do meio de cultura. Ja, os fungos Trichophyton rubrum,
Epidermophyton floccosum, Trichophyton schoenleinii possuem uma maior intensidade de
emissdo, onde o Trichophyton rubrum, apresenta espectro de fluorescéncia que mais se

diferencia dos outros fungos analisados.

O tempo de decaimento da fluorescéncia foi medido para todas as amostras
excitadas com o LASER pulsado visando explorar o tempo de vida como um segundo
parametro para a caracterizacao dos fungos. Contudo, os tempos de decaimento obtidos sdo

menores do que 10 ns, tempo da resolugdo temporal do sistema de aquisicao.
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5.2. DISPOSITIVO OPTICO PARA DIAGNOSTICO DE FUNGOS.

De acordo com a caracterizagdo da fluorescéncia dos microorganismos, pode-se
projetar um dispositivo Optico para caracterizacdo de fungos. O dispositivo proposto,
acompanhado com a inspecao visual do dermatologista, podera permitir a caracteriza¢ao

das diferentes espécies de fungos e assim auxiliar na determinagdo do tratamento.

Um dispositivo de baixo custo, como se observa na Figura 5.6, poderia conter os

seguintes elementos:

: Detector 1 (b) : 7000 (a)
——— Filtro 410nm %19\/
Lo N :

. o e .

: 2 D] : ¥ LED UV
- : ”

0 Divisor de Feixe {3} el ool
Filtro 530nm : Excitacdo

: Deteccéo

(a)| Excitagcao

(b)
— 'l Deteccéo Meio de Cultura

s Fibra

(¢) Interface Usuario

Figura 5.6. Dispositivo para caracterizacdo de fungos. O sistema podera ser conformado por uma fonte de
excitacdo LED (a), um sistema de deteccdo que obtera os valores de intensidade de fluorescéncia em 410 e
530nm (b), e uma interface de processamento e comparagdo com base de dados e um Display fornecendo ao

o usuario a identificagdo do fungo presente (c).
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a. Fonte de excitacdo: LED UV da Roithner LASER (UVLED365-10) [13].

b. Sistema de detec¢do: De acordo com a Tabela 5.4, do comportamento espectral
da fluorescéncia dos fungos excitados com LED, ¢ possivel identificar os microorganismos
analisando as diferentes partes do espectro de emissao na regido do visivel. Nesse caso em
510nm (I;) € em 430nm (I,,). Assim, esse sistema deve possuir dois filtros espectrais. Um
filtro capaz de selecionar a regido dos 430nm, como se observa na Figura 1.9. (Filtro
FB430-10) [14], enquanto que um segundo filtro permitird a transmissdo espectral da
fluorescéncia em 510m (Filtro FB510-10) [14]. Esse sistema permitird obter a relacdo da

fluorescéncia (I4-1,2)/(Ix1+1)2) nos comprimentos de onda em 510nm e 430nm.

O sistema de deteccdo deve ser composto de fibra optica (0.22NA UV/VIS) [14]
para colecdo da fluorescéncia. Divisor de feixe 50/50 e filtros, capaz de selecionar a regido
dos 430nm e a regido dos 510nm (na Figura 5.7 observa-se o espectro de absor¢do dos
filtros escolhidos FB430-10 e FB450-10). A luz transmitida pelos filtros sera detectada
por dos detectores Opticos (GaP Fotodiodo, 2.5 MHz, 150-550nm, ver Figura 5.8) [14].
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Figura 5.7. Curvas de transmissdo do Filtro FB430-10 (a) e Filtro FB510-10 (b) da empresa Thorlabs [14].
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Figura 5.8. Curvas de Responsividade do detector FGAP71 “Thorlabs” [14].

c. Interface Usuario: Os sinais elétricos produzidos pelos fotodetectores poderao
ser analisados por um microcontrolador. Os resultados obtidos deverdo ser comparados

com uma base de dados e apresentados ao usudrio através de um “display”.
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5.3 CONCLUSOES.

Foi mostrado que diferentes fontes de luz UV podem ser usadas para induzir
autofluorescéncia de fungos. Como as lampadas de Wood, pode-se também explorar LEDs
UV na identificacdo de fungos em diagndsticos clinicos. (No futuro, LEDs estardo mais
presentes em aplicacdes na area médica e biologica). LASERs também podem ser usados

na identificag@o de fungos.

Foi mostrado que algumas das limita¢cdes de um diagnodstico por fluorescéncia
(com lampada de Wood, por exemplo) podem ser superadas através de analises

espectroscopicas refinadas.

Com a analise de fluorescéncia dos fungos foi possivel projetar um dispositivo de
custo relativamente baixo que podera oferecer informagdes importantes para
Dermatologistas. Contudo, ¢ necessario criar uma base de dados mais abrangente para

diferentes fungos.
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CAPITULO 6. CONCLUSOES, RESULTADOS E PERSPECTIVAS.

6.1 Conclusoes.

Os resultados desta tese podem ser apreciados a partir de dois pontos de vista:

Desenvolvimento de técnicas dpticas:

A técnica TMEZ foi proposta e desenvolvida. E uma técnica sensivel e
flexivel que caracteriza, simultaneamente, os efeitos néo lineares térmicos e
ndo térmicos das amostras. Esta técnica pode-se converter em uma técnica
muito Gtil para grupos de pesquisa que ndo tem acesso a um LASER de

relativa alta poténcia.
A técnica de Microscopia multifotdnica de campo aberto foi implementada.
Um sistema de caracterizacdo de fungos ““In-Vitro” foi desenvolvido. Alem

disto, foi proposto um novo dispositivo para o diagndstico de fungos ““In-

Vivo”.

Anélise dptica de Biosistemas:

Foi desenvolvido um estudo das propriedades Opticas lineares e ndo lineares

de sistemas biologicos (fungos e aminoacidos).

Foram analisadas as modificagdes das caracteristicas Opticas de sistemas
bioldgicos com a interacdo destes com nanoparticulas metélicas. O
entendimento dos aspectos basicos da interacdo nanoparticulas-Biosistemas
¢ essencial para o desenvolvimento de novas aplicacbes em nano-

Biofotonica

A emisséo fluorescente de diferentes fungos foi verificada e caracterizada.
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6.3. Perspectivas.

Foi identificado que o aumento da fluorescéncia da solugdo de Triptofano nas
proximidades de particulas de prata advém da presenca de um nivel do plasmon
intermediario (da prata) que auxilia a excitacdo por trés fotons em 800nm. Assim, torna-se
possivel a exploracdo das particulas de prata como novas ferramentas em microscopia.
Futuros trabalhos estardo centrados na utilizacdo da autofluorescéncia de sistemas
bioldgicos ““in-vitro™ para obtencdo de imagens por médio da téecnica WFTP, explorando e
otimizando o aumento da eficiéncia quantica da autofluorescéncia pela presenca das

particulas de prata.

Um espectrémetro USB 4000 sera adaptado & base do microscépio NIKON para
obter simultaneamente o espectro de fluorescéncia na regido do visivel e as imagens

multifotdnicas das amostras.

A caracterizacdo por fluorescéncia “in-vivo™ e a criagcdo de uma base de dados mais
abrangente para diferentes fungos, serdo futuros passos na otimizacdo e aplicagdo do

dispositivo projetado nessa tese para identificagéo de fungos.
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