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The present work describes the development and implementation of a microRaman
spectroscopy system, which allows the assessment of cells or compounds having dimensions
of the order of micrometers, associated with optical tweezers to immobilize and study the
effect caused by the incidence of laser radiation. Each chemical species provides a spectrum
that is like your fingerprint. Raman spectroscopy is a photonic technique of high-resolution
allowing their unambiguous identification, or monitoring of chemical processes resulting, for
example, from their interaction with light. As an application of microRaman spectroscopy
system with optical tweezers, we monitor with high precision Raman spectra of individual red
blood cells. The Raman bands are observed from the intracellular hemoglobin, which occupy
approximately 98% of the cytoplasmic proteome of red blood cells. The dynamics of Raman
spectra showed significant and irreversible changes of cells as a function of time trapping.
Spectral changes are attributed to the combination of biochemicals damage in the hemoglobin,
caused by the laser. The temporal evolutions of the intensities and displacements of the
Raman peaks were monitored for periods of 40 minutes, indicating photochemical changes in
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1 INTRODUCAO

Praticamente toda luz que percebemos chega aos nossos olhos indiretamente, através do
processo de espalhamento. O azul do céu, a coloragdo branca das nuvens e o arco-iris, por
exemplo, sdo exemplos de fendmenos gerados por espalhamento de radiacdo eletromagnética,
em particular da regido espectral visivel. No capitulo 2 desta tese, serd discutido o
espalhamento de radiacdo eletromagnética monocromdtica, dando €nfase ao espalhamento
Raman, que é o principal fendbmeno de estudo desta tese, e também aos principais
componentes instrumentais utilizados na espectroscopia Raman. O aumento no nimero de
aplicacdes de espectroscopia Raman, em problemas analiticos, intensificou-se apds 1986 com
a evolugcdo na instrumentacdo, principalmente com a introducdo de dispositivos de carga
acoplada (CCDs), lasers de diodo, e Optica hologréfica. Estes avangos resultaram em uma
ramificacdo bastante extensa de possiveis configuracdes de sistemas Raman, geralmente
destinadas a diferentes aplicacOes, viabilisando estudos de diversos tipos de materiais. A
microespectroscopia Raman é uma destas possiveis configuragdes. Ela é obtida através da
restricdo espacial na iluminacdo da amostra, alcancada pela objetiva de um microscopio
optico convencional combinado a um espectrometro, € que permite o estudo de dreas
microscopicas. O nimero de aplicacdes da espectroscopia Raman € muito grande e pode ser
encontrada em praticamente todas as dreas de pesquisa [1]. A espectroscopia Raman tem sido
muito utilizada na inddstria farmacéutica, como por exemplo, na determinacdo do contetido
de capsulas [2], no controle de qualidade de medicamentos [3]. Nas artes e patrimOnios,
através da identificacdo de pigmentos, para verificacao de autenticidade de obras de arte [2-6],
fornecendo inclusive critérios de conservagdo e restauracdo. Em mineralogia e geologia, na
identificacdo e caracterizacdo de solos e minerais [7] e na genuinidade de pedras preciosas
[8]. Na medicina, pela identificacdo de células com cancer [9], e na odontologia para
diagnéstico ndo invasivo de tecidos dentdrios [10]. Em pesquisas forenses, como por
exemplo, a identificacdo de narcoéticos ilegais [11] e materiais explosivos [12].

No capitulo 3 serdo abordados os fundamentos da pinga Gptica e como sua associacdo a
microespectroscopia Raman torna-se-4 uma ferramenta muito poderosa para o estudo das
células individuais tratadas nesta tese. Serdo discutidos seus principais elementos e
procedimentos de alinhamento. A pinga 6ptica € um instrumento capaz de aprisionar € mover
particulas da ordem de até dezenas de micrometros. Consiste basicamente de um laser
focalizado que incide sobre um objeto com indice de refracdo maior que o meio ao seu redor.

Surgiu em 1986, inicialmente proposta por A. Ashkin, baseada na transferéncia de momento
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de fbOtons para capturar particulas dielétricas [13], mas foi rapidamente utilizada em
aplicacdes bioldgicas [14] e desde entdo € a sua principal drea de aplicagao.

Alguns estudos anteriores mostraram que a captura optica causa danos as hemacias devido
a presenca da hemoglobina, que apresenta forte absor¢do na regido espectral dos lasers
usualmente utilizados [15-19]. As hemdcias cujas fungdes s@o essenciais na manutengcdo da
vida de vdrios seres vivos, incluindo os seres humanos, quando alteradas podem causar sérios
danos a estes organismos. A espectroscopia Raman, além de permitir a identificacdo de
alteracdes composicionais também permite a identificacdo de alteragdes estruturais. Ainda
ndo existe um concenso a cerca dos reais danos causados as hemacias pela exposicdo a
radiacdo laser, utilizada para aprisiond-las. Estes danos podem conduzir ao processo de
apoptose, ou afetar a capacidade da célula desempenhar suas fun¢des normais [20, 21]. No
espectro Raman de hemdcias, a assinatura da hemoglobina prevalece sobre todas as outras
proteinas. Em particular, dois trabalhos exploram espectroscopia Raman na avaliacdo da
degradacdo de hemadcias submetidas ao aprisionamento 6ptico [16, 17]. Wood et al atribuem
as mudancas do espectro Raman de hemadcias aprisionadas a forma¢dao de methemoglobina e
interacOes excitOnicas induzidas pela agregacdo de heme [16], enquanto Dasgupta et al
atribuem as alteragdes a formacdo de hemichrome [17]. Esses estudos avaliam espectros
Ramam de hemadcias aprisionadas, limitando-se ao comportamento temporal da intensidade de
picos Raman [17, 22], o que ndo permite um entendimento mais abrangente da dindmica dos
processos quimicos subjacentes que dao origem a alteragdes reversiveis e/ou irreversiveis nas
células.

O uso de lasers na regido do infravermelho préximo (NIR) tem sido explorado por reduzir
estas alteracdes, mas o fato é que eles ndo as extinguem completamente. Desta forma, os
objetivos deste trabalho focam em desenvolver um sistema de microespectroscopia Raman
que seja capaz de identificar e caracterizar os danos, em hemdcias, decorrentes da incidéncia
da radiagdo laser em uma unica célula. No capitulo 4 serdo apresentados os principais
resultados decorrentes dos estudos realizados, e caracterizadas as dinamicas destas alteragoes,
que puderam ser observadas em detalhes, através do monitoramento das alteragdes
bioquimicas na hemoglobina. Os estudos da reversibilidade do dano fotoquimico e sua
dependéncia com a poténcia da radiacao incidente também serdao apresentados.

O sistema de microespectroscopia Raman com pinga 6ptica, desenvolvido nesta tese,
mostrou ser uma ferramenta eficiente. No capitulo 5 serdo listadas as principais conclusoes
alcancadas ao longo do desenvolvimento dos estudos realizados, além de mais outras duas

propostas de trabalhos futuros que envolvem a identificacio de danos em hemadcias,
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provenientes de defeitos congénitos e de defeitos adquiridos ao longo do processo de

estocagem em hemocentros.
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2 ESPECTROSCOPIA RAMAN

2.1 INTRODUCAO

Os primeiros relatos sobre espalhamento de luz ocorreram em 1868, quando Tyndall
observou que a luz branca espalhada por particulas muito pequenas se tornava parcialmente
polarizada e azulada quando observada a 90° da dire¢do da luz incidente. Isto o levou a
concluir que a cor azulada do céu deveria ser devido a um espalhamento da luz do sol na
atmosfera. Apenas em 1899, Lord Rayleigh confirmou a ideia mostrando que a intensidade da
luz espalhada por particulas dielétricas muito menores que o comprimento de onda da luz
incidente € inversamente proporcional a quarta poténcia do comprimento de onda, o que ficou
conhecido como lei de Rayleigh [23]. Neste processo de espalhamento a luz difusa tem o
mesmo comprimento de onda da luz incidente, ou seja, a energia dos fotons espalhados € a
mesma que a dos fotons incidentes. Nenhuma energia € criada ou aniquilada durante esse
processo.

As propriedades de espalhamento de uma pequena particula, como por exemplo uma esfera
dielétrica, sdo complexas. O campo eletromagnético aplicado induz na particula uma
polarizacdo elétrica. Essa polarizagdo gera um novo campo eletromagnético dentro e ao redor
da particula. Esse novo campo eletromagnético total influencia novamente na polarizacido da
particula. Consequentemente, o campo eletromagnético total espalhado pela particula € o
resultado de um processo recursivo complexo.

O padrio de espalhamento depende de algumas caracteristicas das particulas que
constituem o meio no qual a radiacdo se propaga, uma dessas caracteristicas € a razdo entre o
tamanho da particula espalhadora e o comprimento de onda da radiacdo incidente. O processo
de espalhamento tratado nesta tese € regido pela teoria de espalhamento de Mie, aquele no
qual a radiacdo € espalhada por particulas cujos tamanhos sdo maiores que o comprimento de
onda da radiacdo eletromagnética incidente. Além disso, a luz monocromatica incidente na
particula € espalhada inelasticamente. Neste caso, a luz difusa é composta por frequéncias
diferentes da frequéncia da luz incidente, ou seja, a energia dos f6tons espalhados é diferente
da dos fétons incidentes. Indicando que alguma energia foi criada ou aniquilada pelo meio
espalhador durante o processo. Essa energia é associada aos fonons. Os fonons sdo quase-
particulas que designam um guantum de energia das vibracdes de um material que esta sujeito
a uma determinada temperatura. Aproximadamente apenas um em cada 10’ fétons incidentes
€ espalhado inelasticamente [24]. Quando esse processo de espalhamento ineldstico entre o

material e a luz incidente envolve fonons acusticos, o efeito é chamado de espalhamento de
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Brillouin [25]. Nesta tese, o processo de espalhamento ineldstico envolve fonons Opticos e
este fendmeno recebe o nome de espalhamento Raman [26]. A espectroscopia Raman € uma
técnica ndo destrutiva, baseada no espalhamento ineldstico de radiacio eletromagnética, que
fornece informacgdes da estrutura atbmica do material (s6lido liquido ou gés). Para isso, usa-se
uma fonte monocromadtica de luz, que ao atingir o objeto, € espalhada por ele, gerando luz de

energia diferente da incidente.

2.2 O EFEITO RAMAN

O espalhamento de luz monocromadtica com mudanga na frequéncia foi previsto
teoricamente, por A. Smekal em 1923 [27], utilizando uma abordagem quantica. Porém,
somente em 1928 o indiano C. V. Raman, observou que quando um feixe de luz
monocromdtico com uma frequéncia w incidia em um material, a luz espalhada era composta
ndo apenas por radiacdo com a mesma frequéncia, mas ainda por uma série de outras linhas
muito menos intensas com frequéncias maiores € menores que a frequéncia da luz incidente.

Inicialmente, C. V. Raman utilizou a luz solar como fonte de radiacdo, fazendo uso de uma
rede de difracdo para a obtencdo de um feixe monocromético, e posteriormente uma lampada
de mercurio como fonte monocromadtica e entdo foi possivel estudar o espectro do tetracloreto
de carbono (CCly) liquido [28]. O trabalho de 1928, sobre este estudo e sua explicacdo deu a
C. V. Raman o prémio Nobel em Fisica de 1930. Devido a dificuldade de se obter uma fonte
monocromdtica intensa e de boa qualidade naquela época, os estudos se concentraram em
materiais que apresentavam sinais Raman intensos, como por exemplo, estruturas de carbono.
Por isso, somente apds 1960, com o surgimento do laser, ocorreu um enorme crescimento nos
estudos de espalhamento de luz e a espectroscopia Raman consolidou-se como uma técnica de
grande aplicabilidade.

O efeito Raman, que é baseado no espalhamento ineldstico, origina luz com uma
frequéncia inferior ou superior a radiacao incidente, dependendo se hd criacio (efeito Stokes)
ou aniquilagdo (efeito anti-Stokes) de fOnons Opticos no material, como representado na

Figura 2.1.
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Figura 2.1 Diagrama das transi¢des entre niveis de energia vibracionais do estado eletronico fundamental de
uma molécula por um processo envolvendo um féton e um fénon para os espalhamentos: Rayleigh; Raman

Stokes; e Raman anti-Stokes. Fonte: Arquivo do Autor

E importante notar que o féton incidente e o féton espalhado nio devem ser considerados
separadamente, pois o espalhamento niao pode ser considerado como um processo sequencial
de absorcdo e emissdo, que € o caso da fluorescéncia. A escala de tempo envolvida no
espalhamento Raman é da ordem de femtosegundos, e isso implica que, pela relacdo da
incerteza, AE - At = h, a energia do estado virtual ndo precisa satisfazer o principio de
conservacdo de energia. Esse estado recebe o nome exatamente por essa razdo, ou seja, nao
corresponde a nenhum dos estados energéticos da molécula, na verdade o estado virtual ¢ um
autoestado do sistema molécula + radiacdo.

As localizagdes dos picos Stokes e anti-Stokes formam um padrdo simétrico em torno da
frequéncia do laser, w, como mostrado na Figura 2.2, pois correspondem a mesma diferenca
de energia, como mostrado na Figura 2.1. Cada pico Stokes tem um pico anti-Stokes
associado, e suas intensidades sdo usualmente diferentes. Elas dependem das populac¢des dos
estados iniciais do material, que por sua vez dependem da temperatura. No equilibrio
termodinamico, o estado superior serd menos povoado que o estado mais baixo. Portanto, a
taxa de transi¢do do estado mais baixo para o superior (transi¢do Stokes) serd maior do que na
direcdo oposta (transi¢ao anti-Stokes). No efeito Raman ordinério, ndo estimulado, participam

do processo apenas fonons térmicos preexistentes, cuja populacdo varia com a temperatura, de
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modo que a relacdo entre as intensidade do pico Stokes, Is, e anti-Stokes, I45, levando em

conta a distribuicao de Bose-Einstein dos fonons, é dada por [29]:

Is () gy [0 .1

Ias w+wg; kT

onde w e wg, sd0, respectivamente, as frequéncias da fonte de excitagdo e dos modos

vibracionais analisados.
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Figura 2.2 Ilustragdo das frequéncias espalhadas: espalhamento Rayleigh (eldstico); Raman Stokes e anti-Stokes

(inelasticos). Fonte: Arquivo do Autor

Como a energia da luz é proporcional a sua frequéncia, a variacdo na frequéncia da luz
espalhada deve ser igual as diferencas de frequéncias vibracionais ou rotacionais dos dtomos
que compdem o material. Cada material fornece um espectro que é como sua impressao
digital, permitindo sua identificagdo inequivoca ou, por exemplo, a deteccao de alteracdes
quimicas decorrentes de sua interagdo com outras substancias ou com a luz. Esta é uma
caracterfstica intrinseca do material analisado e independe da frequéncia da luz incidente. No
entanto, geralmente utiliza-se luz de comprimento de onda arbitrario, visivel ou
infravermelho, cuja frequéncia € distante das frequéncias de vibracdo dos dtomos. A andlise
por espectroscopia Raman € feita sem necessidade de quaisquer preparacdes ou manipulacdes
no meio.

Atualmente, hd mais de 20 modalidades de espectroscopia Raman [29], cada uma com
objetivos e aplicacdes diferentes, que envolvem a possibilidade de exploracdo de alguns

efeitos especiais, como por exemplo, o efeito Raman ressonante (RR) e o efeito de
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intensificacdo de espalhamento por meio de superficies (SERS). O efeito Raman ressonante
ocorre quando se utiliza uma linha laser que coincida com uma banda de absorcao intensa da
espécie de interesse. Nessa circunstancia ocorre uma grande intensificacdo (que pode chegar a
4 ou 5 ordens de grandeza) na intensidade das bandas associadas ao grupo. Ja o efeito SERS,
€ observado quando uma espécie quimica estd proxima ou adsorvida sobre uma superficie
metdlica rugosa, permitindo um aumento significativo da intensidade Raman devido o

aumento do campo local.
2.2.1 CONCEPCAO CLASSICA

A concepgdo classica do efeito Raman baseia-se no fato de que quando uma onda
eletromagnética incide num material, seu campo elétrico oscilante imprime deslocamentos
nos 4atomos constituintes, gerando momentos de dipolos oscilantes que influem na
susceptibilidade elétrica e, por consequéncia, na polarizagdo do material. Nesta situacdo, os
elétrons comecam a vibrar com a frequéncia da radiacdo incidente e esta vibragc@o torna-se
responsavel pela variacido da polarizabilidade com a posicdo associada a um modo normal de
vibragdo do material. Cada modo normal envolve em principio todos os 4atomos, mas
usualmente apenas certos dtomos contribuem de forma significativa para o modo normal,
podendo-se considerar que os outros ndo oscilam. Por isso é muito comum encontrar
trabalhos cientificos que citam vibracdes de um grupo ou de uma ligagdo. Numa molécula
com estrutura linear com N dtomos, existem 3N-5 modos normais de vibragdo, enquanto que
numa molécula com estrutura nao linear com N atomos, existem 3N-6 modos normais de
vibracdo. Em primeira aproximacio, cada um desses modos normais comporta-se como um
oscilador harmoénico independente dos restantes.

Em um 4tomo, devido os elétrons possuirem massa da ordem de 10° vezes menor que os
nucleos, pode-se considerar os nucleos fixos em uma determinada posi¢cdo de equilibrio em
torno da qual vibram com frequéncias baixas, enquanto os elétrons vibram com frequéncias
muito mais altas. Usualmente em espectroscopia Raman, a frequéncia da luz incidente, w, é
muito menor que as frequéncias de ressonancia dos elétrons, w,, € muito superior as das
vibragdes dos nucleos. Fazendo analogia com um oscilador harmoénico forcado, pode-se
escrever a equacdo de movimento para os elétrons sob a interagdo da onda eletromagnética,
cuja equacdo € dada por:

F
)

¥+ 2yx + wix = — (2.2)

m
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com k = mwj, e y é o pardmetro que indica a intensidade do amortecimento do movimento.
A resposta deste oscilador para frequéncias muito superiores as frequéncias de ressonancia
(w > wy) é x 1/w?. Para frequéncias inferiores 2 da ressonancia (w < wg) ele responde
como se fosse o caso estdtico, F = kx, na mesma frequéncia da luz incidente. Isso significa
que a frequéncia da luz incidente € alta demais para forcar as vibragdes dos niicleos, mas €
capaz de colocar os elétrons em oscilacao.

Seja o campo elétrico da radiag¢do incidente descrito por

E(r,t) = Ei(k;, w;)cos (k; - — w;t). (2.3)
Neste meio o campo induz a polarizagao
P(r,t) = P;(k; w;)cos (k; " r — w;t), (2.4)
cuja amplitude € dada por
P;(k; wp) = ¥(ky, 0)Ei(k; wp), (2.5)

onde Y é o tensor susceptibilidade elétrica do meio, E; é o vetor amplitude do campo elétrico

incidente, k, r e w sdo o vetor de onda, o vetor posicao e a frequéncia angular de oscilacdo da

onda eletromagnética incidente, respectivamente. Os deslocamentos provocados pelas

vibragdes no meio, U, com vetor de onda q, (deslocamento relativo a posi¢do de equilibrio
dos centros atdmicos associados com um fénon) podem ser descritos por:

u(r,t) = ug(q,wg)cos (q - r — wyt). (2.6)

Por aproximacdo adiabética, ¥ pode ser descrita como fun¢io de u e expandida como série

de Taylor, como mostrado na Eq. (2.7) abaixo:
)?)(kil wi, u) = )?)(kil wi, u) IO + (aX/au) Iou(r, t) + % (az){/auz) |0u2 (rl t) T+ (27)
A modulacdo harmoénica da polarizacio é a origem da emissdo da radiacdo

eletromagnética. A expressdo para a polarizacdo do meio, modificada pela incidéncia da

radiacdo, pode ser dada por [29]:

P = FEeitkir-0it) 4 E, . ypeillat)r—(oitwot] (g_)?>
u

0

- e 9%y
+§E02 . uozel[(kl-i_-Zq) r—(w;it2wyp)t] (ﬁ)

b (2.8)

0

Na Eq. (2.8), o primeiro termo da equacdo refere-se ao espalhamento eléstico de luz, pois a
polarizacdo oscilante tem a mesma frequéncia que a radiac@o incidente, tal efeito € chamado
de espalhamento Rayleigh. O segundo membro descreve o espalhamento Raman de primeira

ordem, anti-Stokes (+) e Stokes (—), nos quais a frequéncia do sistema oscilante € reduzida
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ou aumentada de w,, respectivamente. O proximo termo € referente ao espalhamento Raman
de segunda ordem, no qual o processo envolve dois fonons, e assim sucessivamente.

A conservacdo do momento linear fornece o seguinte valor para o médulo do vetor de
onda, g, do fonon:

q% = k> + k> — 2k;kgcos6 , (2.9)
onde k; e kg sdo os mddulos dos vetores de onda das radiacdes incidente e espalhada,
respectivamente. Para os comprimentos de onda dos f6tons no visivel (A; da luz estd entre 400
e 800 nm [30]), temos que k; (k; = 2m/A;) é da ordem de 105cm™!. Geralmente os valores
das energias dos fonons nos s6lidos sdo bastante pequenos, quando comparados a energia dos
fétons na regido do visivel. Sendo assim, pode-se considerar que os vetores de onda k; e kg
possuem aproximadamente o mesmo valor, ou seja, k;~k; = k. O valor mdximo de g, na Eq.
(2.9), ocorrerd quando 8 = 180°, ou seja, no caso de retroespalhamento. Desta forma, o maior
valor do médulo do vetor de onda, q, que podera participar do processo de espalhamento é
dado por:

q =~ 2k (2.10)
O vetor de onda de um féonon em um sélido pode, a principio, assumir qualquer valor
dentro da primeira zona de Brillouin (ZB). A extens@o da ZB € da ordem de 27/a, sendo a o
valor do parametro de rede do material. O valor de g obtido da Eq. (2.10) é muito menor que
a extensdo tipica da Zona de Brillouin (¢ < 27/a < 108 cm™!) da maior parte dos materiais.
Portanto o espalhamento Raman de primeira ordem envolve apenas oscilagdes com momentos
proximos do centro da Zona de Brillouin, isto é, g = 0.
A intensidade da radiacdo espalhada é proporcional ao quadrado da polarizagdo induzida e
depende da polarizacio da luz espalhada, &, da forma |Pj,q - és|?> [31]. Tomando a
aproximacdo em que g = 0 e denotando a polarizacdo da luz incidente por é;, a intensidade

da luz espalhada em primeira ordem I pode ser escrita como:

2

Is o 2.11)

A d‘)‘(’) A

é (= u(wy) - é
- (5),_, uwo) &

Fazendo @ = u/|u| o versor paralelo a direcdo do deslocamento atdmico, podemos definir

um tensor R como

R=(2) _, 4wo). (2.12)

au/ g
Desta forma, a intensidade da luz espalhada pode ser escrita como

Iy o |6 R - &) (2.13)



25

onde R é o chamado tensor Raman. Para que exista esta contribui¢do, nota-se que ) deve

variar com pequenos deslocamentos de u em torno da posi¢ao de equilibrio, ou seja:

(@)qzo £ 0. (2.14)

da

Nota-se da Eq. (2.12) que o tensor Raman é dependente da simetria das oscilacOes
atdmicas que modificam a polarizacdo do meio. Entdo esse tensor pode ser obtido através da
matriz de representagdo irredutivel da simetria do meio. Uma vez conhecido o tensor Raman
referente a uma oscilacao especifica, nota-se da Eq. (2.13) que para uma dada combinagdo de
polarizacdes da luz incidente e espalhada a intensidade da radiacdo espalhada pode ser nula,
desta forma, dizemos que o modo de vibracdo Raman € ndo ativo. No caso onde a intensidade
da luz, que é oriunda do processo de espalhamento, que envolve um determinado modo
vibracional for diferente de zero, o modo € dito Raman ativo, ou seja, esse modo vibracional é
acessivel por espalhamento Raman.

Analisando as Egs. (2.12) e (2.13), vemos que a atividade Raman € dependente da direcao
de propagacdo das oscilagdes, ditadas pelo tensor Raman, e da geometria de espalhamento,
isto €, da polarizacdo e das dire¢des das radiacdes incidente e espalhada. Esse conjunto de
combinacdes, que leva em consideracdo a geometria do espalhamento, recebe o nome de
regras de selecdo Raman. Os tensores Raman, bem como a atividade Raman dos modos
vibracionais de diversos compostos, podem ser encontrados na literatura, como por exemplo,
nas Refs. [32] e [33].

Um espectro Raman usual, mostrado na Figura 2.3, exibe em seu eixo das abscissas, a
diferenca entre o nimero de onda da radia¢do incidente e o da radiacdo Stokes espalhada
(chamada de deslocamento Raman), cuja unidade € convencionalmente expressa em unidades
de inverso de centimetros, cm’. No eixo das ordenadas tem-se a intensidade espectral,
usualmente representada em unidades arbitrdrias (u.a.), que é dependente de pardmetros

experimentais.
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Figura 2.3 Tipico espectro Raman. Fonte: Arquivo do autor

Espectros Raman fornecem medidas diretas das energias dos modos normais de oscilagdao
do meio, que por sua vez, dependem intrinsecamente das interacdes entre 0Os Aatomos
constituintes. Assim, o espectro vibracional de um dado material serd significativamente
modificado quando na presenca de alteracdes atdmicas composicionais € estruturais como,
por exemplo, alteracdes quimicas, efeitos de stress e confinamentos quanticos (fatos que
possibilitam que a espectroscopia Raman seja utilizada para o estudo dessas propriedades).

A visdo clédssica do efeito Raman descreve as frequéncias observadas, mas quando o
interesse € analisar o que ocorre com as intensidades dos picos, um tratamento quantico deve

ser feito.
2.2.2 CONCEPCAO QUANTICA

Na concepg¢do quantica, o espalhamento Raman de primeira ordem (com a participacdo de
apenas um fonon) pode ser dividido em trés passos: um foéton incide no material criando um
par elétron buraco. Em seguida o elétron € espalhado por um fénon que pode ser criado
(processo Stokes) ou aniquilado (processo anti-Stokes). Por dltimo, o elétron se recombina
com o buraco, gerando um féton que € entdo emitido.

Todo processo de interacdo deve ocorrer obedecendo as leis de conservagdo de energia e

momento linear:
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E; =E; + Ej, hw; = hws £ hwg; (2.15)
p; =P + ﬁq, k;h = k;h + hq. (2.16)
E, e P, correspondem a energia e momento dos fétons espalhados, enquanto que Eq e ﬁq

sdo as mesmas grandezas para o fonon: sinal ‘+’ para um fonon criado; e sinal ‘-’ para um
fonon aniquilado. O Hamiltoniano deste processo de interacao é dado por:

H =Hy + Hg + Hyg + Hyf (2.17)
onde H, corresponde ao Hamiltoniano do material, Hy é devido a radiacdo, o Hyp
corresponde a interagdo radiagdo-matéria € Hpr € 0 Hamiltoniano de interagdo elétron fonon.

Este Hamiltoniano do sistema pode ser convenientemente reescrito como a soma de duas

partes:

H=H°+H', (2.18)
onde

H® = Hy, + Hy

H' = Hyg + Hef (2.19)

Uma vez que H' « H, pode-se tratar o problema com a Teoria da Perturbagdo, onde o
Hamiltoniano H® € o ndo perturbado, e H ' pode ser tratado como uma perturbago.

A regra de selecdo no espalhamento Raman de primeira ordem estd associada a
conservacdo de momento. Das Egs. (2.15) e (2.16) pode-se desenhar o seguinte esquema para

a conservacao do momento linear:
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Figura 2.4 Conservacdo do momento linear para o espalhamento Raman Stokes (a) e anti-Stokes (b) [34, 35].

Os estados pelos quais o sistema passa durante uma transicdo Raman de primeira ordem
(autoestados de H°) podem ser escritos, utilizando a notac¢do de Dirac, como [34]:

|i) = In;, 0,m,Yy) (2.20)
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la) = |n; — 1,0,n,¢,) (2.21)
|b) = |n; —1,0,n + 1,¢,) (2.22)
If)=1In; —1,1,n+ 1,¢,) (2.23)

O primeiro nimero em cada autoestado corresponde ao numero de fotons incidentes, o
segundo o nimero de fétons que foram espalhados, o terceiro corresponde a quantidade de
fonons na rede cristalina, e por dltimo tem-se o estado eletronico. Por exemplo, para o estado
inicial |i), tem-se n; fétons incidentes, 0 f6tons espalhados, n féonons na rede e o estado

eletronico € descrito por Y,. A Figura 2.5 ilustra este encadeamento.

5 lr)

® H, . —p> fotonincidente
A H A i par elétron-buraco
7 P fOnon

——p foton espalhado

Figura 2.5 Diagrama de Feynman ilustrando uma transi¢do Raman de primeira ordem, com fénon sendo criado.

Modificado de [34].

Quando um féton incide no material, criando um par elétron buraco, a radiacdo perde um
féton, mas o sistema ainda nio possui fétons espalhados (0 fétons espalhados) e o nimero de
fonons na rede ainda € n, sendo que o elétron estd em um estado ,. Estas informacdes estdo
descritas no autoestado |a). O autoestado seguinte, |b), corresponde a descri¢do do sistema no
momento em que, possuindo n; — 1 fétons e 0 fétons espalhados, a interagcdo entre um elétron
e um féton da origem a um fénon na rede (no caso do espalhamento Stokes) ou aniquila um
fonon (no caso anti-Stokes), e entdo o sistema passa a possuir n + 1 fonons : ‘+’ para o

3

processo Stokes; e ‘—’ para o anti-Stokes. Neste momento o sistema ainda passa para um
estado eletronico Y,. Finalmente, o elétron se recombina com o buraco, gerando um féton
que € emitido e deixando o sistema no estado |f), que possui n; — 1 fétons incidentes, 1 féton
espalhado, n £ 1 fonons na rede e estd no seu estado . O processo de espalhamento é

composto pelas trés etapas citadas anteriormente, sendo que entdo a intensidade espalhada
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relativa a energia do laser € dada pela Teoria da Perturbacio Dependente do Tempo (TPDT)

de terceira ordem, onde se tem:

(FIHMRID)(b|Her|a)(alHyg )|
(Ei—Eq)(E;—Ep)

I(Ep) < Xf [Xanp S(E; — Ef), (2.24)

onde E; é a energia no estado |i), E, é a energia do estado |a), E;, é a energia do estado |b)
[34, 36]. Observando o denominador da Eq. (2.24), vemos que haverd uma divergéncia na
intensidade quando E; = E, ou E; = E;,. Este fendmeno € conhecido como efeito Raman
ressonante, muito ttil para o estudo das propriedades eletronicas de vérios materiais, como
discutido anteriormente.

O espalhamento Raman também pode ocorrer para ordens superiores, onde por “ordem”
deve-se entender como o nimero de etapas intermedidrias envolvendo fénons. No caso do
espalhamento Raman de segunda ordem, dois fonons, e o que ocorre € que a intensidade passa

a ser dada pela Teoria de Perturbacdo Dependente do Tempo de quarta ordem, e assim

sucessivamente.

2.3 INSTRUMENTACAO

O sistema instrumental de espectroscopia Raman pode ser, tipicamente, dividido em quatro
componentes principais: fonte de luz; sistema de iluminacdo da amostra e optica de coleta de
luz; seletor de comprimento de onda; e dispositivo de detec¢do. Antes de iniciar uma
discussdo detalhada sobre os principais componentes utilizados em espectroscopia Raman,
vamos considerar algumas questdes instrumentais gerais € de suma importancia para a selecao
ou a constru¢cdo de um sistema envolvendo espectroscopia Raman. Na maioria dos casos, a
escolha de um determinado componente tem grandes efeitos sobre todo o sistema. Por
exemplo, o comprimento de onda da fonte de luz pode ditar o tipo de seletor de comprimento
de onda (dispersivo ou interferométrico), o detector (canal tinico ou multicanais), a propor¢ao
mdxima possivel da relacdo sinal-ruido (SNR), entre outros.

A amostra €, usualmente, iluminada com um feixe de laser na regido do ultravioleta,
visivel ou infravermelho préximo. A luz espalhada € coletada por um conjunto de elementos
opticos e enviada através de um filtro de interferéncia e/ou espectrometro acoplado a um
detector, para registrar o espectro Raman de uma amostra. Como o espalhamento Raman
espontaneo € muito fraco, a principal dificuldade da espectroscopia Raman é separd-lo,
espectralmente falando, do sinal de fundo: luz devido ao espalhamento Rayleigh e/ou

fluorescéncia. O principal problema aqui € o fato da intensidade do sinal de fundo,
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usualmente, exceder a intensidade do sinal Raman nas proximidades do comprimento de onda
do laser. No caso da luz proveniente do espalhamento Rayleigh, utilizam-se filtros de
interferéncia (notch) disponiveis comercialmente que eliminam uma faixa espectral muito
estreita em torno da linha do laser, onde a dispersdo de luz tem o efeito mais intenso. Este
método € eficaz mas ndo permite a detec¢do dos modos Raman de baixas frequéncias no
intervalo abaixo de ~100 cm’. Luz difusa também é gerada nos espectrometros,
principalmente por dispersdo da luz em suas grades de difragdo. Espectrometros Raman
normalmente usam grades holograficas, que t€ém muito menos defeitos de fabricacdo em sua
estrutura, além disso a luz difusa produzida por grades hologréficas € cerca de uma ordem de
magnitude menos intensa [37]. Utilizar vérios estdgios de dispersdo também € uma outra
maneira de reduzir a luz difusa. Espectrometros duplos e triplos permitem a obtengdo de
espectros Raman, as vezes, mesmo sem o uso de filtros notch. Nestes sistemas , os modos

. A . 2 -1 ..
Raman ativos com frequéncias de até 3 a 5 cm * podem ser detectados de forma eficiente.

2.3.1 FONTES DE EXCITACAO

Feixes lasers que produzem radiacdo com grande monocromaticidade e estabilidade sdo
geralmente requeridos, na iluminagcdo das amostras, em espectroscopia Raman. Dentre os
mais utilizados, pode-se citar os lasers de gases nobres (Ar, Kr, He-Ne, e He-Cd), os lasers de
estado solido (Rubi, Nd-YAG, e Titanio-Safira), e os lasers de diodo de onda continua (CW).
A escolha do comprimento de onda do laser geralmente envolve trés fatores principais: a
secdo de choque Raman, a sensibilidade do detector, e o sinal de fundo da amostra.
Usualmente a se¢do de choque Raman diminui com o aumento do comprimento de onda do
laser, ou seja, menores comprimentos de onda dos lasers fornecerdo espalhamentos Raman
mais intensos. No entanto, alguns espalhadores apresentam efeitos de ressonancia que podem
intensificar ainda mais o efeito. Neste caso, se 0 aumento no comprimento de onda do laser
for necessdrio para que ocorra a ressonancia, entdo esta condicdo deverd ser explorada. Na
auséncia de efeitos de ressonincia, um comprimento de onda do laser mais curto ird produzir
maiores se¢des transversais, cuja dependéncia é « 1/1*. Além disso, como serd discutido na
proxima secdo, os detectores tém maior eficiéncia quantica e menos ruido, melhorando assim
a qualidade de detec¢do, em comprimentos de onda mais curtos, geralmente na regido visivel
do espectro. No entanto, os comprimentos de onda mais curtos, também sao mais propensos a
excitar a fluorescéncia uma vez que as transicdes eletronicas ocorrem mais no ultravioleta

(UV) e visivel que nas regides de infravermelho (IR). Assim, para amostras potencialmente
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fluorescentes, o comprimento de onda do laser deve ser tdo longo como permitido por
requisitos de sensibilidade do detector.

Nota-se que , com o objetivo final de maximizar a SNR, existe uma competi¢do entre uma
sensibilidade maior em comprimentos de onda mais curtos do laser e um sinal de fundo mais
baixo em comprimentos de onda mais longos. Essa competi¢do, do comprimento de onda do
laser versus a SNR, pode ser observada na Figura 2.6 em uma amostra de bidpsia de mama

humana [38].
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Figura 2.6 Espectros Raman, de uma bidpsia de mama humana normal, obtidos com lasers de diversos
comprimentos de onda entre 406 e 830 nm. Modificado de [38].

Na Figura 2.6 sdo apresentados seis espectros Raman que foram adquiridos com lasers que
variam entre 406 e 830 nm. Com o laser de 406 nm, a fluorescéncia € suficientemente intensa
tal que o sinal Raman é completamente sobreposto pelo sinal de fundo (fluorescéncia). Neste
caso a SNR do sinal Raman se aproxima de zero por causa da elevada interferéncia de fundo.
Com o laser de 514,5 nm, os carotendides (relacionados com o B-caroteno) que estdo em
ressonancia sdo facilmente observados acima de um sinal de fundo ainda elevado, apesar de a
amostra conter apenas uma pequena quantidade de caroteno (< 1%). Se o objetivo for
monitorar os carotendides em amostras bioldgicas, o efeito de ressonincia torna-se importante
e pode ser explorado. Para os comprimentos de onda do laser em 691 nm, 784nm, e 830nm , o
aumento devido ao fendmeno de ressonancia no caroteno estd ausente (ou, pelo menos, muito
menor) e a contribuicdo de dcidos graxos no espectro Raman € aparente pois o sinal de fundo

¢ muito menor e a SNR € maior. A SNR é melhorada quando o comprimento de onda do laser
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aumenta porque o sinal de fundo diminui muito mais que o sinal Raman. Com o aumento no
comprimento de onda, observou-se uma redu¢do no sinal de fundo. Eventualmente, o
aumento no comprimento de onda do laser, ird reduzir a SNR novamente, pois haverd uma
diminui¢cdo na eficiéncia quantica do detector, que usualmente apresentam maiores

sensibilidades na regido visivel do espectro.

2.3.2 DISPOSITIVOS DE DETECCAO

O desempenho dos sensores eletronicos de detec¢do € caracterizado por muitas varidveis,
entre elas podemos citar a sensibilidade espectral, eficiéncia quantica, resolucdo espacial,
uniformidade, relacdo sinal ruido, faixa dindmica, e velocidade de resposta. A sensibilidade
espectral € um termo importante que determina o nivel de sinal em fun¢do do comprimento de
onda da luz incidente. E muitas vezes expressa em termos de eficiéncia quintica, que é o
percentual de fotons incidentes que sdo detectados. Os detectores usualmente utilizados em
espectroscopia Raman apresentam maior eficiéncia quantica na regido do visivel e NIR. A
uniformidade de um detector é geralmente definida pela variagdo na intensidade do sinal em
relacdo a posi¢do do sensor que ele é detectado. Ela é determinada por diversas varidveis,
incluindo variacoes de ganho em todo o sensor e as diferencas regionais no ruido. Os
detectores eletronicos sdo muitas vezes comparados por sua SNR, que € a razdo da poténcia
do sinal de interesse e a poténcia do ruido sobreposto ao sinal. E uma medida que indica a
confianca com que a magnitude do sinal pode ser estimada.

A Luz tem uma componente de ruido inerente decorrente da natureza estocdstica do fluxo
de f6tons (e regido pela estatistica de Poisson), que € igual a raiz quadrada do sinal [39]. O
Ruido também deriva de uma variedade de outras fontes, mas muitas vezes pode ser reduzida
apenas reduzindo a temperatura operacional. O ruido presente em dispositivos eletronicos
sensiveis, na auséncia de luz, ¢ denominado ruido térmico, que produz uma corrente de
escuro. Os detectores podem ser divididos em dois tipos: canal inico; e multicanais.

A fotomultiplicadora é o detector de canal tnico mais utilizado por ser muito versatil e
sensivel nas regides do espectro eletromagnético, do ultravioleta, visivel e infravermelho
proximo. O diagrama esquematico de um tubo fotomultiplicador tipico é mostrado na Figura

2.7.
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Figura 2.7 Diagrama esquematico de um tubo fotomultiplicador tipico. Modificado de [40].

O fotocétodo, que € o sensor de radiacdo, € mantido no vicuo. Os fétons incidentes, que
sdo convertidos em elétrons através do efeito fotoelétrico, sdo guiados por um campo elétrico
apropriado até um eletrodo (ou dinodo). Um nimero de elétrons secundérios sdo emitidos,
neste dinodo, para cada elétron primdrio proveniente do fotocdtodo. Estes elétrons
secundérios, por sua vez sdo direcionados para um segundo dinodo e assim por diante,
podendo alcancar até um ganho final da ordem de 10°. Os elétrons do iltimo dinodo sdo
recolhidos por um anodo, que fornece a corrente de sinal correspondente aos fétons
incidentes. A saida do anodo é geralmente alimentada diretamente em um amplificador
eletronico. Para evitar que o ruido do sistema seja dominado pelo amplificador, a
fotomultiplicadora deve ser operada em altos niveis de ganho.

Os tubos fotomultiplicadores sdo feitos em uma variedade de tamanhos e de materiais de
modo que diferentes configuracdes Opticas podem ser acomodadas. A Figura 2.8 abaixo

mostra a eficiéncia quantica de alguns fotocatodos, na regiao de 100 a 1000nm.
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Figura 2.8 Responsividade espectral de alguns fotocatodos.Modificado de [41].

A fotomultiplicadora, para um grande nimero de aplicacdes, quando comparada como
outros detectores de canal tinico, como por exemplo os diodos de silicio, apresenta uma certa
superioridade. Em geral, fotomultiplicadoras sdao preferiveis para aplicagdes envolvendo os
comprimentos de onda mais curtos. Outros fatores como o tempo de resposta, a drea do
detector e o fator de ganho, também sdo importantes na escolha de um detector.

O tempo de resposta inerente de fotodetectores de células de silicio pode estar na faixa de
10 a 20 nanossegundos, dependendo da drea da célula. No entanto, por causa da capacitancia
da célula, o tempo de subida efetivo é muito mais longo, dependendo da escolha da resisténcia
de carga. Por exemplo, com uma resisténcia de carga de 1 M€, o tempo de subida pode ser da
ordem de 20 us. Fotodiodos avalanche de silicio podem ter tempos de subida de apenas 2 ns,
e o ganho pode chegar até da ordem de 107, mas a drea sensivel é pequena, cerca de 0,5 mm”.
Em muitas aplicacOes, dreas bastante grandes sdo necessarias. A maior drea de fotocitodo
disponivel em tubos fotomultiplicadores comerciais RCA tem um didmetro nominal de 5
polegadas e uma 4rea util minima de 97 cm’. Diodos p-i-n de silicio estdo disponiveis com
area sensivel, geralmente ndo maior do que 1 cmz, e os fotodiodos avalanche de silicio, 0,005
cm”. Como discutido anteriormente, uma fotomultiplicadora pode ter um fator de ganho de
10° a 10°. Fotodiodos avalanche de silicio tém um ganho de cerca de 10% e os diodos de
silicio p-i-n ndo tem ganho. O alto ganho da fotomultiplicadora elimina a necessidade de
amplificadores especiais, e seu ganho controlado pela tensdo aplicada fornece flexibilidade na

operagdo. Tubos fotomultiplicadores ndo sdao conhecidos por grande estabilidade, mas operam
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de forma satisfatoria no regime de baixas correntes de anodo. Quando o nivel de luz é
razoavelmente alto, no entanto, a estabilidade muito boa dos diodos p-i-n de silicio apresenta
uma vantagem considerdvel.

No entanto, por causa da baixa intensidade de um sinal Raman tipico, tempos de exposi¢ao
muito longos sdo muitas vezes necessdrios para obter espectros Raman de boa qualidade, o
que torna o estudo baseado na técnica de andlise Raman, em alguns casos, invidvel. As
fotomultiplicadoras dominaram o sistema de detec¢do Raman até cerca de 1985, mas sua
utilizacdo diminuiu drasticamente apds a introducdos dos CCDs. Hoje em dia os detectores
multicanais, mais comumente o CCD, sdo utilizados para a detec¢do do sinal Raman
espalhado. A sensibilidade e o desempenho dos detectores CCD modernos estdo melhorando
consideravelmente e tornando-se, em algumas aplicacdes, indispensdveis para a
espectroscopia Raman.

Os primeiros detectores multicanais para aplicacdes em Raman foram baseados em arranjo
de diodos ou tecnologia vidicon derivada em parte da inddstria da televisdo, e sdo
considerados como o arranjo de detectores de “primeira geracdo”. Estes foram rapidamente
substituidos pelos sistemas de "segunda gera¢cdo" com base no arranjo de diodos intensificado
[42], e foram populares para a espectroscopia de Raman até o CCD ser desenvolvido [43,44].
O desempenho atraente dos CCDs os estabeleceu como detectores multicanais "de terceira
geracdo"”, e tem substituido quase todas as outras configuracoes de deteccdo Raman
dispersiva, utilizadas para andlise quimica.

Um dispositivo de carga acoplada é um sensor, para captacdo de luz (imagens), formado
por um circuito integrado, que contém uma matriz de capacitores acoplados, feito de material
semicondutor como, por exemplo, o Silicio. Sob o controle de um circuito externo, cada
capacitor pode transferir sua carga elétrica para outro capacitor vizinho. A capacidade de
resolucdo ou detalhe da imagem depende da densidade de elementos fotoelétricos do CCD, e
esse numero € expresso em pixels. Quanto maior o nimero de pixels, ou seja, quanto maior a
densidade de elementos fotoelétricos, maior a resolucdo da imagem.

Em um dispositivo CCD h4 uma regido fotoativa (uma camada epitaxial de silicio), € uma
regido de transmissdo feita de um registrador de deslocamento (o CCD, propriamente dito). A
luz € projetada através de uma lente para a matriz de capacitores (regido fotoativa), fazendo
com que cada capacitor acumule uma carga elétrica proporcional a intensidade luminosa no
local. Uma imagem bidimensional correspondente a cena projetada no plano focal do sensor é
capturada, e uma vez que a matriz tenha sido exposta a imagem, um circuito de controle faz

com que cada capacitor transfira sua informacdo para o vizinho (funcionando como um
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registrador de deslocamento). O ultimo capacitor da matriz descarrega sua carga em um
amplificador de carga, que converte a carga em uma tensdo. Repetindo esse processo, o
circuito de comando converte todo o contetido da matriz de capacitores no semicondutor em
uma seqiiéncia de tensdes. Em um dispositivo digital, estas tensdes sdo entdo amostradas,
digitalizadas, e normalmente armazenadas na memoria.

A configuragdo mais comum dos CCDs utilizados em espectroscopia Raman € a iluminada
frontalmente (F.I.). Como mostrado na Figura 2.9(a), os sensores fotoelétricos sdo iluminados
pela frente. A frente do CCD refere-se ao lado da pastilha de silicio que contém o circuito de
madscara, que coleta os fotons incidentes. Esse circuito abrange aproximadamente metade da
area do arranjo de fotodiodos de silicio, e os circuitos em si ndo sdo fotoativos, de modo que o
silicio € exposto a cerca de metade dos fétons incidentes e a mdxima eficiéncia possivel é em
torno de 50%.

Uma outra configuracdo de CCD ¢€ a retroiluminada (B.1.), onde a luz incide por trds do
circuito de méscara. Esses CCDs devem ser sufientemente finos (~15 wm), de tal forma que
os elétrons gerados pela iluminagdo traseira possam migrar para os pogos de potencial no lado
do circuito e serem armazenados como antes. Como mostrado na Figura 2.9(b), os f6tons
entram por trds do CCD, onde ndo existe qualquer obstru¢cdo pela méscara de circuito. Neste
caso, a eficiéncia quantica maxima pode ser bastante elevada, atingindo usualmente de 80 até
95%. Os CCDs F.I. sdo os mais comuns, porque eles sdo mais robustos € menos caros. Em

média, custam a metade do valor dos CCDs B.I..
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Figura 2.9 Configuragdes mais comuns dos CCDs utilizados em espectroscopia Raman: (a) iluminada
frontalmente; e (b) retroiluminada. Modificado de [45].
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O processo necessdrio para fabricar esses circuitos requer camadas que absorvem fétons
de UV, restringindo, assim, o CCD iluminado frontalmente em detectar comprimentos de
onda em torno de 400 nm. Os CCDs retroiluminados ndo tém essa restricdo, € uma alta
eficiéncia também € mantida bem na faixa em torno de 400 nm. A Figura 2.10 mostra a

eficiéncia quantica tipica de sensores CCDs.
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Figura 2.10 Eficiéncia quéntica tipica de sensores CCDs usualmente utilizados em espectroscopia Raman:

F.I.(azul); e B.I. (vermelha) onde podem ocorrer o efeito de “etaloning” na regido do NIR. Modificado de [46].

Os CCDs B.I. tém frequentemente um revestimento antirrefletor (AR) na sua superficie
fotossensivel para melhorar ainda mais a eficiéncia. Além disso, o fino substrato de silicio
pode causar efeitos de interferéncia que aparecem como ganho de oscilagdes. Estes ganhos de
oscilagdes sdo conhecidos como “etaloning” e geralmente ocorrem nas CCDs B.I. em
comprimentos de onda na regido do infravermelho proximo (NIR), como mostrado na figura

2.10.

2.3.3 ESPECTROMETROS

A introdugdo dos espectrometros, dispersivos e interferométricos, na década de 1980 foi
uma das maiores responsaveis pelo aumento em estudos envolvendo espalhamento Raman.
Embora as duas técnicas tenham semelhangas por reduzirem o tempo de aquisicdo e
aumentarem a intensidade do sinal, elas diferem fundamentalmente em seus métodos € em

seus efeitos sobre a SNR. As duas abordagens sdo mostradas esquematicamente na Figura
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2.11 e estdo discutidas em detalhes ao longo desta se¢do. E importante notar que um
espectrometro dispersivo, dispersa a luz de forma que a detec¢do ocorre por muitos sensores
operando paralelamente, enquanto um espectrometro interferométrico direciona toda a luz

espalhada sobre um sensor unico.

Detector
multicanal
(a)
Luz espalhada . .
B Dispersivo
(b) Detector de
canal unico
Luz espalhada
_ e

Interferomeétrico ;

Figura 2.11 Configuracdes fundamentais de espectrometros (a) dispersivos e (b) interferométricos. Fonte:

Arquivo do autor.

Esta diferenca entre as abordagens dispersiva e interferométrica tem efeitos importantes
sobre as caracteristicas do espectro Raman, em termos de resolugcdo, cobertura espectral,
SNR, entre outros. A Tabela 2.1 mostra a comparacao de algumas dessa caracteristica entre o

Raman dispersivo e o FT-Raman.

Tabela 2.1 Comparagdo entre algumas caracteristicas dos métodos Raman dispersivo e FT-Raman.[47]

Caracteristicas Raman Dispersivo FT-Raman
~ Pior. Usualmente de 1 a4 cm™.  Melhor. Usualmente ~ 0,5 cm’.
Resolugdo espectral .
Varia ao longo do espectro Constante
SNR Maior Menor
Comprimentos de onda  Laser A > 200 a 850nm (limitado Usualmente 1064 nm
dos lasers disponiveis pela resposta do CCD)
Sup 1e8520 Qa Pior Melhor
fluorescéncia
Fluorescéncia Mais intensa Menos intensa

Poténcia do laser Menor Maior
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Em ambos os casos, o objetivo € um grafico de intensidade de Raman (f6tons por segundo)
versus deslocamento Raman (em centimetros reciprocos), mas este resultado € conseguido por
meio de processos diferentes.

Os espectrometros dispersivos sd@o usualmente associados a um detector multicanais, que
usa multiplos fotosensores operando em paralelo, para monitorar varios comprimentos de
onda simultaneamente. Um exemplo comum € um espectrOmetro dispersivo baseado em

grade de difracdo com um dispositivo CCD no seu plano focal, como mostrado na Figura
2.12(b).
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(a) Grade de difracao

Figura 2.12 Esquemas de (a) uma grade difracdo refletora e (b) um espectrrometro dispersivo com um estagio.

Fonte: Arquivo do autor.

Uma grade de difracdo é um componente Optico que contém uma série de ranhuras,
paralelas e muito proximas entre si, cuja confeccdo, até a década de 1960, era feita utilizando
mdquinas muito complexas que riscavam mecanicamente cada sulco/fenda da grade. Com o
aparecimento do laser, foi possivel gravar de uma s6 vez linhas geradas por um padrdo de
interferéncia de duas frentes de onda coerentes, num processo chamado de holografia. As
grades de difracdao holograficas sdo produzidas através de um depdsito de uma camada muito
fina de um material sobre um substrato de vidro ou de quartzo, que é, posteriormente,
corroido em certas regides definidas pelo padrdo de interferéncia, gerando sobre este material
um conjunto de vales e topos denominados ranhuras. A qualidade de uma grade de difracao é
controlada pelo nimero de ranhuras por unidade de drea e pela precisdo com que estas foram
feitas. Dependendo do nimero de ranhuras por milimetro, haverd uma maior ou menor
resolucdo dos espectros. Instrumentos com melhor resolugdo espectral terdo grades de

difracdo com maior nimero de ranhuras por milimetro.
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A eficiéncia das grades de difracdo € fortemente dependente do comprimento de onda.
Cada grade tem um comprimento de onda ideal, usualmente chamado de comprimento de
onda "blaze", em que a grade difrata, em primeira ordem, a fracio mixima de luz. A
eficiéncia da grade diminui a2 medida que se afasta deste comprimento de onda blaze,
geralmente mais lentamente no lado da curva correspondente a comprimentos de onda
maiores.

A Figura 2.12(b) mostra o esquema de um interferometro dispersivo de um estdgio, ou
seja, de apenas uma grade de difracdo. No entanto, vérios estigios podem ser utilizados num
mesmo espectrometro. Usualmente utiliza-se espectrometros duplos ou triplos que além de
reduzirem a luz Rayleigh difusa, se forem mantidas as caracteristicas da grade de difracdo,
pode-se também obter espectros Raman de melhor resolugao.

O espectrometro interferométrico diferentemente do dispersivo, ndo separa espacialmente
os diferentes comprimentos de onda espalhados pela amostra. Através de um interferdmetro,
modula-os nas frequéncias dependentes de seus comprimentos de onda.

O interferometro de Michelson € composto por dois espelhos planos perpendiculares entre
si, um espelho fixo e um espelho mével. Utilizando um divisor de feixes, o sinal proveniente
da amostra € dividido em dois feixes de intensidades iguais, de tal forma que um é refletido
para o espelho fixo, e o outro € transmitido para o espelho mével. Ambos os feixes sofrem

reflexdo e sdo direcionados para o detector, como mostrado na Figura 2.13.
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Figura 2.13 Esquema de um espectrémetro FT-Raman baseado no interferdmetro de Michelson. Fonte: Arquivo

do Autor.

No entanto, como o espelho mével pode ser movido para trds em torno do comprimento
“L”, os dois feixes irdo interferir na recombinagdo, devido a diferenca do comprimento de
percurso optico entre eles. O feixe recombinado, que é direcionado ao detector, pode ser
devidamente modulado pelo movimento do espelho. O sinal enviado ao detector, chamado de
interferograma, € a intensidade da radiacdo desses raios combinados em funcdo do atraso
entre eles. Como o atraso ¢ uma funcao do tempo, o interferograma ¢ uma fun¢do definida em
dominio do tempo, cuja conversido para o dominio de frequéncia (ou nimero de onda), como
estamos acostumados, € feita pela transformada de Fourier (FT).

Um exemplo € o FT-Raman, usado para monitorar luz Raman espalhada, cujo resultado é
um unico feixe, detectado por um canal Gnico, que contém todos os comprimentos de onda de

interesse. Desde que cada comprimento de onda é modulado em uma freqiiéncia diferente,

uma transformada de Fourier do sinal que chega ao detector produz um espectro Raman.

24  MICROESPECTROSCOPIA RAMAN

Tanto os sistemas dispersivos quanto os interferométricos, discutidos anteriormente, sao
passiveis de microscopios e outros acessorios [7]. Dentre as varias possibilidades de arranjos

experimentais, em espectroscopia Raman, utilizando um microscépio Optico, duas
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configuragcdes de geometria de deteccdo sdo usualmente utilizadas. Uma delas € a deteccao do
sinal Raman perpendicularmente a direcdo da excitacdo do laser, 90°, a outra € a detec¢ao do

sinal Raman retroespalhado,180°, como podem ser vistas na Figura 2.14.

Espectrometro
Amostra ' W
[ Detector
Laser
(a)
Espectrometro
Amostra '
Detector
Laser
(b)

Figura 2.14 Geometrias de detec¢do usualmente utilizadas em espectroscopia Raman: (a) detec¢do
perpendicular a direcdo de excitagdo do laser, 90°; (b) deteccdo paralela a dire¢do de excitagdo do laser,180°.

Fonte: Arquivo do autor.

A geometria de deteccdo a 180° € principalmete utilizada para estudo de
microespectroscopia Raman. Microespectroscopia Raman ¢ um termo geralmente utilizado
para descrever esta técnica espacialmente resolvida em que os espectros sdo obtidos a partir
de dominios microscépicos de uma amostra e permite o estudo de dreas da ordem de 1 pm® de
diametro. Para isso, utiliza-se a combinacdo de um espectrometro e um microscépio 6ptico
convencional no qual a objetiva tanto serve para focalizar o feixe laser incidente na amostra
quanto para coletar, o sinal Raman espalhado, e direciona-lo ao espectrometro, como mostra a

Figura 2.15.
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Figura 2.15 Sistema bésico de microespectroscopia Raman. Fonte: Arquivo do autor.

Além da grade de difracdo a resolucdo espectral também pode ser melhorada com a técnica
confocal. A Microscopia confocal é uma técnica que utiliza uma fris de restricdo espacial na

iluminacdo e nos planos de detec¢do para que somente luz em foco atinja o detector, como

mostra a Figura 2.16.

Plano fora de foco
Plano focal
Plano fora de foco

Detector

Figura 2.16 Ilustracio do esquema de restricdo espacial da luz na microespectroscopia confocal. Modificado de
[48].

A firis de deteccdo que rejeita a maioria de luz fora de foco, além de diminuir o sinal de

fundo proveniente de outros planos focais, aumenta a resolucio espacial.
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O sistema de microespectroscopia Raman desenvolvido nesta tese € confocal, e utiliza um
laser de diodo CW com 120 mW de poténcia maxima e um filtro passa banda, centrados em
785 nm, para iluminacdo. Um microscépio invertido com uma objetiva 60 X de imersdo em
agua, com 1,3N.A. e 0,3mm W.D., foram utilizados na constru¢io do sistema de
microRaman, para o estudo de dreas micrométricas. Para a deteccdo do sinal Raman, foram
utilizados um espectrometro dispersivo, como representado na Figura 2.12, e um detector
multicanais, CCD retroiluminado, como mostrado na Figura 2.9(b). Uma fibra Optica
multimodos foi utilizada no sistema para direcionar o sinal Raman, coletado pela objetiva, até
0 espectrometro.

O poliestireno, (CgHg)n, que é um polimero sintético, foi utilizado como material de
referéncia, devido ao seu intenso sinal Raman, para calibracdo do sistema e para otimizar a
SNR dos espectros. A Figura 2.17 mostra o espectro Raman do poliestireno, como os picos
utlizados na calibragdo identificados, que estdo em concordancia com os relatados em estudos

anteriores [49].
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Figura 2.17 Espectro Raman do poliestireno.
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3 PINCA OPTICA

3.1 INTRODUCAO

Estudos envolvendo pingas Opticas tém recebido muita atencdo na pesquisa
contemporanea, particularmente nas ci€ncias biomédicas [14-21, 50-54]. Sua habilidade de
aprisionar e manipular células individuais com alta precisdo a torna uma ferramenta muito
versatil, que tem sido utilizada em uma ampla gama de experimentos em biologia, como por
exemplo, para criar células hibridas e para introduzir material genético e moléculas dentro de
células [55], em microcirurgias [56]. A capacidade de aplicar e medir as forcas da ordem de
piconewtons tem possibiltado o estudo do DNA e as suas propriedades [57-59]. Apesar de
muito pequenas, sdo forcas considerdveis para particulas microscopicas. Por esse motivo sua
principal aplica¢cdo € no mundo microscopico, especialmente no estudo de células e organelas
que podem ser manipuladas individualmente sem qualquer dano térmico. Inicialmente, o uso
de laser na regido do visivel causava danos aos organismos vivos levando-os a morte celular,
devido ao alto coeficiente de absorcdo de radiagdo no comprimento de onda visivel.
Passaram-se assim a utilizar lasers Nd:YAG na regido infravermelha, com A = 1064 nm.
Como a maioria das substincias que compdem o ser vivo € transparente ao infravermelho, a
absor¢do nessa regido € pequena e o pouco calor gerado € rapidamente transferido ao fluido
por conducdo e convecgdo, consequentemente nao ha danos térmicos nesses organismos.

O aprisionamento 6ptico de objetos de escala micrométrica cresceu, nos tltimos anos, mais
que o aprisionamento de dtomos [60] e objetos dielétricos menores do que o comprimento de
onda do laser de excitagdo [61], tornando-se uma peca fundamental, em conjunto com
técnicas espectroscopicas como, por exemplo, fluorescéncia e Raman, na construcdo de
imagens e em estudos de células e microorganismos flagelados.

Os fundamentos da armadilha 6ptica de particulas de dimensdo menor que o comprimento
de onda da radiacdo incidente, no chamado regime de Rayleigh, onde as particulas estdao
sujeitas a uma forca de dispersdo, devido a pressdo de radiacdo e um gradiente de forca
devido a forca de Lorentz sobre um dipolo, estdo bem descritos na Ref. [62]. Neste capitulo
serdo abordados os principios de operacdo da pinga dptica, quando a particula aprisionada for
maior que o comprimento de onda da luz utilizada, no chamado regime de Mie, onde o

argumento de raios opticos pode ser utilizado [63], como serd visto na préxima secao.



46

3.2 FUNDAMENTOS DA PINCA OPTICA

O principio de operagdo de uma pinga Optica, como discutido anteriormente, sob uma
abordagem mais qualitativa do fendmeno, pode ser entendido através da Optica geométrica
(aplicada apenas quando r >> A, onde r € o raio da particula e A € o comprimento de onda da
radiacdo eletromagnética incidente). Entdo, considere que ao atravessar uma particula com um
indice de refracdo maior que o meio ao seu redor, n; >n,, a luz serd desviada se
aproximando da normal, na primeira interface, e se afastando da normal, na segunda interface,
segundo a lei de Snell da refracdo. Considerando o f6ton como uma particula que transporta
momento |p| = hv/c, a trajetéria dos raios, ao atingir um obstdculo, muda sua dire¢do de
propagacdo. Isso resulta em uma mudanca no momento da foéton, como se fosse uma colisao
entre particulas, como mostrado na Figura 3.1. Pela Lei da Acdo e Reacdo (3" Lei de Newton),

a particula esta sujeita a uma for¢a de mesma intensidade, porém de sentido contrério.

Raio Refratado

2
S
% —_
pincia’eme A -
Raio Incidente -
P refrretado

Figura 3.1 Espalhamento, no regime da éptica geométrica, entre um féton e uma particula espalhadora, no caso

em que o indice de refrac@o da particula, n,, € maior que o indice de refragdo do meio, n,. Modificado de [64].

Se os raios de luz sdo focalizados, entdo essa forga resultante poderd se igualar ou até
superar outras forcas externas, como a For¢a Gravitacional por exemplo, fazendo com que
essa particula se mantenha imével, no ponto focal, no referencial desse feixe de luz.

Nesta tese serd abordado sempre o caso onde o indice de refracdo do objeto aprisionado,
n4, € maior que o indice de refracdo do meio ao seu redor, n,. Para entender como um tnico

feixe altamente focalizado € capaz de aprisionar uma particula, serdo analisadas as trajetorias
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de dois raios simétricos, de mesmas intensidades, que se encontrariam com O €iXO0 Z na

posicdo z, se nao sofressem desvio devido a particula, conforme pode ser visto na Figura 3.2.

g! Raio Refratado g

Raio Refratado
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Figura 3.2 Trajetérias de dois raios simétricos, de mesmas intensidades, que se encontrariam com o €iXo z na

posicdo z, se ndo sofressem desvio devido a particula, com z, (a) abaixo e (b) acima do centro da particula.
Modificado de [64].

Supondo uma particula espalhadora cujo eixo vertical, z, tem a mesma direcdo de
propagacdo do feixe laser, e sentido oposto a gravidade. Desta forma, a posicdo do foco
laser, z,y, pode ser positiva, z, > 0, ou negativa, z, < 0. Para z, < 0, a trajetdria dos raios
focalizados na particula serd como mostra a Figura 3.2(a), e para z, > 0, serd como na Figura
3.2(b).

A forca resultante sobre a particula, ﬁresula que tem mesma direcio porém sentido
contrario ao da forca exercida sobre o féton, é proveniente da variagdo entre 0 momento do

foton incidente, Pincigente» € © momento do féton refratado, ﬁrefmtado, como pode ser

observado na Figura 3.3.
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Figura 3.3 Direcdo da forg¢a resultante, sobre uma particula no regime da éptica geométrica, gerada por um feixe
altamente focalizado, que se encontrariam com o eixo z na posi¢do z,, se ndo sofressem desvio devido a

particula, para z, (a) abaixo e (b) acima do centro da particula. Fonte: Arquivo do autor

Considerando que os raios analisados na Figura 3.2, que se encontrariam com o €iXo z na
posicdo z, se ndo sofressem desvio devido a particula, ndo sdo mais simétricos, ou seja,
possuem intensidades diferentes, conforme pode ser visto na Figura 3.4. Neste caso, o feixe
laser focalizado na particula ndo é perfeitamente gaussiano e/ou seu centro ndo coincide

exatamente com o centro da focalizacdo.
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Figura 3.4 Trajetdrias de dois raios antissimétricos a esquerda, e de intensidades diferentes, que se encontrariam
com o eixo z na posi¢do z, se ndo sofressem desvio devido a particula, com z, (a) abaixo e (b) acima do centro

da particula. Modificado de [65].

Na Figura 3.4(a), a particula € aprisionada na armadilha e experimenta uma forca
resultante para baixo e para a esquerda, no sentido do centro do feixe, e na Figura 3.4(b), a
particula € ligeiramente deslocada para cima e para a esquerda, e também sofre a acdo de uma

forca resultante na direcdo do centro do feixe.
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Nota-se que as componentes horizontais ndo se anulam nesse caso e a forca resultante sobe
a esfera, independente se z, < 0 ou z, < 0, também € sempre tendendo a trazer o centro da
particula para o foco do laser.

Voltando para na Figura 3.2, verifica-se que no caso z, = 0, considerando-se apenas os
raios incidentes e refratados, tem-se P fratado = Dincidente € @ forca resultante sobre a
particula seria nula, como pode ser observado na Figura 3.3. No entanto, associado a refracdo
que desvia a trajetdria dos raios, sempre existe uma reflex@o cuja intensidade para incidéncia
normal é dadapor R = [(n, — n;) /(n, + ny)]?. Os f6tons refletidos tendem a expulsar a
esfera do foco do laser conforme mostra a Figura 3.5. Dessa forma, a reflexdo gera uma forca
que se contrapoe a forca restauradora da pinga 6ptica. Normalmente a reflexdo é muito menor
que a transmissdo, mas conforme a diferenga entre os indices de refracdo aumenta, o papel da
reflexdo serd cada vez mais significativo, impedindo a operacdo da pinga Sptica quando

ny > n,.

Normal

Raio Refletido

Figura 3.5 Efeito da reflex@o na forca dptica. Modificado de [64].

Outro efeito que também pode impossibilitar a captura de uma particula pela pinga 6ptica é
a absorcdo. Isso pode acontecer de forma direta, por transferéncia de momento do féton,
expulsando a particula do foco do laser. Também pode acontecer de forma indireta, através
do calor gerado pela absorcdo do foton, que também tende a expulsar a particula do foco do
laser. Quando aparece um gradiente de temperatura assimétrico entre amostra € 0 meio

externo, as moléculas do fluido que atingem a superficie da particula adquirem maior
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velocidade por aumento de temperatura e sdo relancadas, transferindo a diferenca de momento
para a particula.

Resumidamente, o efeito da refracdo € deslocar o centro da esfera para o foco do feixe
(for¢a de gradiente). Por outro lado, o efeito da reflexdo é empurrar a esfera no sentido da
incidéncia do raio (pressdo de radiacdo). A competicdo entre estes dois efeitos € que faz com
que a esfera fique presa com seu centro préximo ao foco do feixe

A alta densidade de fotons necessaria para o aprisionamento 6ptico pode ser criada por um
raio laser focalizado por uma lente objetiva de um microscépio. Para obter um gradiente
suficientemente acentuado é necessdria uma objetiva com alta abertura numérica (N.A.).
Objetivas com grandes N.A. fonecerdo uma armadilha mais forte, no entanto suas distancias
de trabalho (W.D.) reduzidas irdo diminuir a profundidade em que a armadilha pode ser
criada. Pode-se verificar a ordem de grandeza dessa forca através de uma superestimativa.
Para isso, considere os dois limites: o feixe laser € completamente absorvido pela particula,
com a forga neste caso sendo F = P,./c; e o laser € totalmente refletido, com a for¢a dada por
F = 2P,;/c. Supondo um feixe de laser CW, unidirecional, e com 100 mW de poténcia, € ¢ a
velocidade da luz no vacuo. Neste caso, a for¢a serd da ordem de:

100002 W 2001070 W
3-108m/s o °F PN~ 3108 m/s

Na prética, as forcas que uma pinga Optica exerce sobre uma particula sdo da ordem de
femto a pico Newtons. Supondo uma particula esférica de poliestireno de 10 um de didmetro,
com densidade p = 1050 kg/m?3. A forca peso, P, dessa particula serd da ordem de:

kg

4 B m
P= 1050ﬁ-?(5 +107%)3 m3.1OS—2 = 55pN

A andlise apresentada nos permite entender, do ponto de vista qualitativo, como um unico

feixe de laser pode capturar uma particula, inclusive se opondo a gravidade. Uma abordagem

quantitativa mais detalhada envolvendo essas forcas € realizada nas Refs. [64] e [66].
33 SISTEMA EXPERIMENTAL

Nesta secdo serd descrita a importancia dos principais componentes do sistema
experimental da pinga dptica: o laser; o microscopio; a objetiva e o telescopio.

A escolha do laser para aplicagdes da pinga Optica, destinadas ao estudo de sistemas
biolégicos vivos, precisa evitar principalmente comprimentos de onda, A, do laser para o qual

a amostra apresente grande absor¢@o. Desta forma, previne-se dos danos térmicos que podem
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levam a morte em pouco tempo [20]. Muitas substancias organicas apresentam alta absor¢ao
na regido visivel do espectro, que € onde encontram as ressonancias eletronicas dos elétrons
de valéncia. A absor¢cdo dos modos vibracionais tende a ocorrer no infravermelho mais
longinquo, deixando uma janela no infravermelho préximo com pouca absor¢cdo. Um dos
principais objetivos da pinca Optica, durante o estudo de particulas bioldgicas vivas, é capturar
sem danificéd-las termicamente, para tanto, a ideia € utilizar lasers com comprimentos de onda
na regido do NIR [61].

Outra componente importante para a montagem experimental da pinga Optica é o
microscopio optico. A maioria dos microscopios Opticos modernos, inclusive o utlizado nesta
tese, utiliza a geometria invertida representada na Figura 3.6, que apresenta algumas
vantagens sobre o microscopio tradicional, o ‘upright’. Nele, a luz € gerada por uma lampada
acima do plano da amostra e, ao passar pelo condensador, incide no espécime, antes de ser
coletada pela objetiva. A imagem do espécime €, entdo, enviada a ocular e/ou uma camera
digital para andlise. O laser, no entanto, entra por baixo, e ao passar através da objetiva é
focalizado sobre a amostra.

Uma vantagem do uso do microscopio invertido em relacdo ao ‘upright’, é o espago
considerdvel que hé entre a laminula, que contém a amostra em estudo, e o condensador, o
qual nos propicia trabalhar com cdmaras abertas que € bastante desejavel para estudos com

aplicacdes bioldgicas ou também quando a experi€ncia requer o uso de micromanipuladores.

l Lampada
o

o —
r—? —
Condensador ‘})(ular
|
e, s
j Objetiva

5

Camera

Figura 3.6 Esquema do microscépio invertido. Modificado de [67].
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Entre os principais pardmetros da objetiva, responsavel por gerar a alta densidade de fétons
capazes de gerar a armadilha Optica, temos a abertura numérica, N.A., e a distancia de
trabalho, W.D.. A abertura numérica € definida como o angulo, 6, do cone de luz na saida na
objetiva. N.A.=n-sen(0) , onde € a abertura angular de um cone de luz que atravessa
uma objetiva e n € o indice de refracdo do meio. A abertura numérica e a distancia de trabalho
estdo intrinsecamente relacionadas. Quanto maior for a N. A., maior € o angulo de abertura do
cone de luz formado e menor a W.D., como mostrado na Figura 3.7(a). Desta forma, para
podermos utilizar as objetivas de grande abertura numérica utilizamos uma laminula com
espessura entre 0,13 e 0,17 mm respeitando assim os pequenos valores de distancias de
trabalho. As objetivas de amplificacdo 60X sdo bastante utilizadas em pingas Opticas por

terem uma Otima relacdo entre N.A. e W.D.

(a) (b)

AN

Objetiva

AN

Iris
> -~

D, D, D;

Figura 3.7 (a) Relacdo ente a abertura numérica e a distancia de trabalho. (b) Relacdo entre abertura numérica

efetiva comparada ao didmetro do feixe. Fonte: Arquivo do autor.

Um feixe com didmetro igual ao da iris da objetiva serd focalizado, com maxima
eficiéncia, com a N. A. nominal informada pelo fabricante, como no caso do feixe de didmetro
D, da Figura 3.7(b). Se o didmetro do feixe for maior que o da iris da objetiva, como no caso
do feixe de didmetro D,, a N. A. serd a mesma que no caso anterior, no entanto, ocorrerd uma
diminui¢do na intensidade que serd tdo maior quanto for o didmetro do feixe. J4 no caso do
diametro do feixe ser menor que o da iris da objetiva, como por exemplo, o didmetro D; da
Figura 3.7(b), o feixe serd focalizado com N.A. menor do que a nominal informada pelo

fabricante. Para isso o uso do telescopio também € importante. O telescdpio € um sistema de
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duas lentes colocadas uma no foco da outra que nos permite expandir (ou reduzir) o didmetro
do feixe laser, além de ser utilizado para controlar a profundidade z em que o laser é

focalizado conforme ilustra a Figura 3.8.

Figura 3.8 Esquema de um telescépio. L; e L, sdo lentes convergentes de distincias focais f; e f;,

respectivamente. Fonte: Arquivo do autor.

3.3.1 O ALINHAMENTO DA PINCA OPTICA

Para um bom funcionamento da pinca dptica, € necessdrio que os elementos citados
anteriormente estejam ajustados de forma a maximizar a eficiéncia do sistema. Alguns
procedimentos ji conhecidos na literatura ajudaram para o alinhamento da pinga Optica no
microscopio [64]. O laser precisa incidir perpendicularmente na objetiva, quando isto
acontecer veremos um padrdo simétrico de circulos concéntricos, no plano focal do
microscopio, que ird abrir e fechar uniformemente, com o centro numa posi¢do fixa, conforme

movemos o ajuste focal da objetiva.
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Uma vez que garantimos que o laser incide perpendicular na objetiva, introduzimos o
telescopio. Uma lente por vez, de tal forma que o centro do circulo ndo seja deslocado. Para
isso, antes de inserirmos a primeira lente, utilizamos uma iris, de mesmo didmetro do feixe, de
tal forma que o feixe passe exatamente pelo seu centro. Utilizamos um sistema de translagao
xy fixado a lente para ajusté-la de tal forma que o feixe continue passando pelo centro da fris.
Repetimos o mesmo procedimento para a segunda lente, com um transladador xyz acoplado a
ela. O ajuste no eixo z, agora, nos permite colocar o foco do laser no plano de visio do
microscopio, de tal forma que movendo a segunda lente do telescopio apenas na direcdo z,
devemos ver esse circulo abrindo e fechando, como mostram as Figuras 3.8(b) e 3.8(c),
respectivamente. Isso nos permite encontrar a distancia z para o menor ponto focal do laser e,
desta forma, a captura ocorrerd bem préxima do plano de visdo do microscopio. A utilizagdo
de lentes com distancias focais bem curtas ajuda a ganhar sensibilidade. Ou seja, um pequeno
deslocamento entre as lentes, da ordem de milimetros, com um transladador micrométrico xyz
terd um efeito aprecidvel na posicdo do foco do laser. Fica dificil manter o alinhamento
quando € necessdrio mover a lente por vérios centimetros até encontrar o foco.

ApOs capturar-se uma particula, ao mover o foco da objetiva do microscopio para cima,
pode-se elevd-la ligeiramente em direcdo a superficie da solu¢do de forma a isolad-la das
outras particulas que gradativamente vao se depositando no fundo da laminula. Por fim, pode-
se obter um ajuste mais preciso da posi¢do relativa entre as lentes do telescopio, movendo-se
uma das lentes na dire¢do z até obter uma imagem bem focalizada, como mostra a Figura

3.9, de uma hemdcia aprisionada pela pinga.

Figura 3.9 Hemacia aprisionada pela pinga Optica.
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4 APLICACAO

41 INTRODUCAO

Estudos espectroscopicos podem fornecer, por exemplo, importantes percep¢des sobre a
evolucdo temporal de um sistema quimicamente dindmico. Pincas Opticas tém sido
amplamente utilizadas em associacdo com a Espectroscopia Raman, a fim de obter
informacdes precisas sobre as alteragdes bioquimicas de uma unica célula [17, 18, 51, 53, 68].
Uma das maiores vantagens do acoplamento da pinga dptica com a espectroscopia € que
agregando microandlise a pinga dptica, pode-se analisar a composicao e metabolismo de uma
unica célula, inclusive de células vivas em movimento. No entanto, devido ao alto fluxo de
fétons dentro das armadilhas Opticas, considerdveis danos Opticos podem ser infligidos as
células presas devido aos fétons absorvidos por estas células.

Neste capitulo, a pinga Optica foi utilizada, através da associagdo a espectroscopia Raman,
para estudar os danos Opticos causados pelo laser, durante o aprisionamento, as hemdcias
isoladas. O trabalho, desenvolvido nesta tese, associa um sistema de microespectroscopia
Raman a uma pinga Optica para a avaliagdo multidimensional dos danos causados as hemdcias
apos longa exposicao a radiagdo laser. Para isso utilizamos um algoritmo de caracteriza¢io de
espectros Raman desenvolvido na plataforma Matlab, que nos possibilitou o monitoramento
da dindmica temporal das intensidades e das posi¢cOes dos picos nos espectros Raman
simultaneamente. Uma caracterizacdo da fotodegradacdo das hemdcias aprisionadas
opticamente foi realizada, para diferentes intensidades do feixe laser, através do

monitoramento dos espectros Raman.

42 A HEMACIA

O sangue, que tem como principal funcdo a manutencdo da vida do organismo, tem
aproximadamente 45% do seu volume total ocupado por glébulos vermelhos. Em seres
humanos adultos, isso representa cerca de 4,5 a 6,0 x 10° glébulos vermelhos/mm? de sangue
[69]. Os glébulos vermelhos sdo produzidos na medula vermelha dos ossos longos, a qual se
encontra sob o controle da eritropoetina produzida pelos rins. Originam-se dos
hemocitoblastos (células-mae), cuja divisdo celular simples gera outros novos
hemocitoblastos, € que gradativamente comecam a se diferenciar, podendo ser encontrados

em diferentes estdgios de maturagdo. Seu nucleo vai reduzindo de tamanho e em seu
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citoplasma vao aparecendo cada vez mais moléculas de hemoglobina. Quando os
hemocitoblastos chegam a essa fase, sdo denominados eritroblastos. O processo de
diferenciacdo celular dd sequéncia nos eritroblastos, que se transformam em células
globulares sem nucleo, também conhecidas como hemécias.

As hemadcias, como mostradas na Figura 4.1, s@o vermelhas devido a grande quantidade de
moléculas de hemoglobina presentes. Em seu estado normal, de repouso, assumem a forma de
um disco bicdncavo ou discécito [70], com didmetro e espessura médios de 8 um e 2 pm,

respectivamente.

Figura 4.1 Hemacias de ser humano. [71]

A estrutura das hemdcias € projetada para otimizar o transito através da microvasculatura,
com a finalidade de trocar oxigénio. A membrana celular do eritrocito é uma estrutura
flexivel, constituida por uma bicamada lipidica que contém proteinas integrais. Estas
proteinas ancoram a membrana a um esqueleto proteico subjacente, que mantém a forma
discoidal biconcava da célula. Esta forma otimiza a passagem da célula pela circulacdo e
facilita as trocas gasosas através do endotélio capilar. As vias metabdlicas ativas nas hemacias
também sustentam a fun¢do de troca gasosa. Em seu ciclo natural, as hemécias vivem em
nosso organismo por até 120 dias, tendo sua fase terminal no baco.

No caso das hemdcias, particularmente, a maioria das bandas Raman observadas nos
espectros sdo provenientes da hemoglobina intracelular, pois 98% das proteinas presentes no
proteoma citoplasmatico das hemdcias sdo hemoglobina [72]. Desta forma, quando se obtém
o espectro Raman de hemdcias, a assinatura da hemoglobina prevalece sobre todas as outras

proteinas.



57

4.2.1 A HEMOGLOBINA

A hemoglobina, que € esférica, ¢ composta por 4 cadeias de globina, cada uma com um
grupo heme, a ferroprotoporfirina IX mostrada na Figura 4.2, ligado de forma covalente a um

sitio em sua cadeia [73].
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Figura 4.2 Grupo heme da hemoglobina, a ferroprotoporfirina IX. [74]

As globinas, que inicialmente associam-se em pares, dimeros e depois em quatro cadeias,
formando os tetrameros [75], constituem a maior por¢do da molécula da hemoglobina, e estdo
presentes de quatro formas diferentes (@, 5, y ou §) [76]. O grupo heme, que é formado na
mitocondria dos eritroblastos a partir dos aminoécidos glicina e dcido succinio, € constituido
por quatro anéis pirrrélicos, ligados entre si por um dtomo de ferro, no estado ferroso (Fe?*),
tendo a periferia 4 radicais metil (-CH3), 2 radicais vinil (-CH-CH;) e 2 radicais proprionil (-
CH,-CH,-COQ’) em arranjos diferentes.

A principal hemoglobina do adulto, a hemoglobina A, que representa cerca de 98% da
hemoglobina na hemdcia, é formada a partir de duas cadeias a (cada uma contendo 141
aminodcidos) e duas cadeias f (contendo 146 aminodcidos cada), é representada como a,f3,

como mostrado na Figura 4.3.
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Figura 4.3 Estrutura da hemoglobina A, representada como «a, f3,. Modificado de [77]

Os dois componentes, heme e globina, promovem funcdes importantes: 0 grupamento
heme acomoda o dtomo de ferro funcional, capaz de ligar reversivamente ao O,; e a globina
protege o ferro contra oxidagdo em um ambiente hidrofobico e permite a solubilidade da
molécula em dgua [78]. A hemoglobina é capaz de transportar oxigénio, O,, através do ion
Fe?*, numa quantidade superior a vinte vezes seu volume, fazendo com que a hem4cia
chegue a se alongar em até 230% da sua dimensdo original. A perda ou diminui¢do dessa
capacidade de deformagdo leva a uma retirada prematura das hemadcias da circulacio
sanguinea e, consequentemente, a diminuicdo da oferta de oxigénio aos tecidos. A
methemoglobina, a forma oxidada da hemoglobina, que ocorre quando o Fe?*do grupo heme
passa para sua forma férrica (Fe3"), perde sua capacidade de combinar-se com o 0,,
diminuindo também a oferta de oxigénio aos tecidos e, consequentemente, causando danos ao
organismo. Neste caso, a presenca da methemoglobina na corrente sanguinea diminui a
capacidade de transporte de oxigénio, por ndo se ligar ao O,, e aumenta a afinidade do O,
pelo Fe3t do grupo heme, o que dificulta a liberagdo de oxigénio aos tecidos. Sua
concentracdo aumentada no sangue pode levar ao Obito. Por apresentarem diferentes
composi¢des moleculares, por exemplo, a hemoglobina e a methemoglobina podem ser

identificadas pela espectroscopia Raman.
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43  SISTEMA DE MICROESPECTROSCOPIA RAMAN COM PINCA OPTICA

A montagem experimental, do sistema de microespectroscopia Raman desenvolvido nesta
tese, mostrado na Figura 4.4, utiliza um laser de diodo (Crystalaser) de onda continua na
regido do infravermelho, 785 nm, para aprisionar e excitar as células estudadas. Ao passar por
um telescopio com lentes L; e L, com distancias focais de f; = 12,5 e f, = 100 mm
respectivamente, separadas por uma distancia de = f; + f,, o didmetro do feixe laser é
expandido aproximadamente 8 vezes. Além disso, o telescopio pode ser utilizado para
controlar a profundidade z em que o laser € focalizado. O feixe expandido, ao chegar ao
microscopio invertido (OLYMPUS 1X71), e utiliza a abertura numérica nominal de sua
objetiva 60X, 1,2 N.A. e 0,28 mm W.D. (Olympus UPLSAPO 60WX), de imersdao em 4gua,
produzindo um feixe de luz capaz de aprisionar as hemdcias. Um filtro passa banda centrado
em 785 nm (Chroma bp 785) foi utilizado para obter uma banda espectral mais estreita do

laser.
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Figura 4.4 Sistema experimental de microespectroscopia Raman com pinga 6ptica. Fonte: Arquivo do autor.

As imagens de transmissdo das células foram geradas a partir de uma lampada de
mercirio (Olympus U-LH 100 HGAPO) acima do plano da amostra, que ao passar pelo
condensador incidia no espécime, antes de ser coletada pela objetiva , e finalmente enviada a
porta lateral esquerda do microscopio, onde havia uma camera digital, que permitia a
visualizacdo em tempo real. O laser, no entanto, entrava por baixo do plano da amostra, e ao

atravessar o filtro passa banda, incidia na objetiva e era focalizado sobre a amostra. O ponto
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luminoso, limitado por difracio, produzido pela objetiva tinha uma intensidade maxima de 22
mW na amostra, capaz de prender a célula. Diferentes filtros de densidade neutra foram
associados ao sistema para variar a poténcia do laser incidente na amostra. A intensidade
minima utilizada foi 2 mW, na amostra.

A luz a partir das células individuais, proveniente do espalhamento Raman Stokes, foi
coletada pela mesma objetiva e direcionada para a porta lateral direita do microscopio por um
filtro dicréico (785 long-pass filter, Chroma) onde o sinal Raman foi acoplado a uma fibra
optica multimodos, (Thorlabs, ASF 50/125Y) com um nicleo de 50um de diametro, e
enviado para um espectrometro (PRINCETON INSTRUMENTS ACTON SP2300i), que
dispersa a luz para uma camera CCD retroiluminada (PI/Acton, PIXIS 100) com 1340 X 100
pixels. O sistema ndo permitia a deteccdo simultinea das imagens por transmissdo e da
emissao Stokes, de tal forma que uma vez que a célula era aprisionada pela pinga, trocava-se a

porta de deteccdo, da esquerda para a direita, para obter os espectros Raman.

4.3.1 AMOSTRAS CONTENDO HEMACIAS

Para a preparacdo das amostras contendo hemdcias, coletou-se sangue, por pungdo venosa,
de voluntdrios adultos sauddveis utilizando tubos EDTA para armazenagem. Esses tubos
conttm o EDTA na sua parede interna, que € o anticoagulante recomendado para
hematologia, por ser o melhor para preservar a morfologia celular. Todas as hemadcias
utilizadas em nossos estudos originam-se de 5 diferentes doadores voluntarios. Todos sdo
adultos saudaveis, e com idades entre 25 a 35 anos.

Instantes antes das medi¢des diluia-se o sangue em DPBS (Dulbecco Phosphate-Buffered
Salina). O DPBS € uma solucdo tampao que mantém o meio de cultura de células em seu pH
fisiol6gico. E muito utilizado para diluir as células, mantendo a tonicidade e viabilidade
celular. Também mantém a osmolaridade do meio suspenso e inibe a aderéncia das células
nas laminulas de vidro. Grandes diluicdes das células na solug¢dao tampao (~ 250.000 vezes)
foram usadas nos experimentos de forma a assegurar que todas as medi¢Oes fossem originadas
de uma unica célula e para reduzir a chance de outras células suspensas, flutuantes na
amostra, interferissem na armadilha 6ptica durante os longos tempos de medi¢do utilizados

em nosso estudo.
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44 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para cada hemaicia estudada, foram adquiridos espectros Raman em série (~ 200 a 1800
cm™) continuamente, por aproximadamente 40 minutos. As vérias células utilizadas no estudo
foram medidas para poténcias do laser de 22 mW, 13 mW, 10 mW, 4,5 mW e 2 mW, com
tempos de integracdo para espectros individuais de 5 s, 10 s, 15 s, 35 s e 50 s,
respectivamente. Cada célula foi medida apenas uma vez, e repetimos a experiéncia dez vezes
para cada poténcia, num total e 50 diferentes hemdcias analisadas neste estudo, e 10 mil

espectros como mostra a Tabela 4.1 abaixo:

Tabela 4.1 Procedimento de aquisicdo dos espectros Raman em série no estudo da dependéncia do dano

fotoquimico em funco da poténcia do laser.

Poténcia do Tempo de Numero de espectros Total de espectros /
Laser (mW) integracao (s) em série / hemacia hemacias
22 5 480/ 1 4.800/10
13 10 240/ 1 2.400/10
10 15 160/ 1 1.600/ 10
4,5 35 70/ 1 700/ 10
2 50 50/1 500/ 10
> =10.000/50

Para monitorar as dindmicas dos espectros com grande precisdo, foi utilizada uma técnica
de ajuste de curva espectral, o LADS (Localization Analysis of Dynamic Spectra). Esta
técnica, descrita em detalhes na ref. [79], realiza todo o processamento de dados na
plataforma Matlab (The Mathworks, Natick, MA), e possibilita a determina¢do da posi¢do,
largura, e altura dos picos dos espectros, sendo capaz de processar miltiplos picos
simultaneamente através de uma localizacdo aproximada do pico como parametro de entrada
[*]'

Durante o processamento dos dados, os espectros adquiridos através do software
WINSPEC foram convertidos do formato bindrio da camera (.SPE) para um arquivo de texto
delimitado por tabulacdo (.xls). Cada espectro foi ajustado na regido espectral desejada com
os parametros das curvas definidos pelo usudrio. Cada regido do espectro teve seu ajuste por
uma curva Gaussiana, com o nimero de picos a ser determinado com base no conhecimento a
priori do espectro da amostra. Os ajustes dos picos aconteceram para um grande nimero de
espectros em série que variam no tempo, permitindo monitorar quaisquer alteragdes no

espectro Raman com elevada precisio e confianca. O monitoramento de alta

[*] APENDICE A
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precisdo, de variacdes sutis nos espectros, pode fornecer importantes informacdes a cerca da
dindmica proveniente de alteragdes fisicas e/ou quimica na amostra em estudo.

A Figura 4.5 mostra uma representacdo dos espectros Raman em série adquiridos a partir
de uma das 10 hemadcias que foram aprisionadas pelo laser com uma poténcia de
aprisionamento /excitacdo de 10 mW. Durante os 40 minutos de exposicdo, com um tempo de

15s de aquisicao para cada espectro, adquiriu-se 160 espectros, como mostrado na Tabela 4.1.
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Figura 4.5. Espectros Raman em série de uma hemadcia aprisionada por um laser de 10 mW de poténcia. Os

espectros mostram variagdes tanto nas intensidades quanto nas posi¢des dos picos ao longo do tempo.

Todas as hemécias avaliadas neste trabalho foram mantidas em equilibrio com o oxigénio
atmosférico. Os espectros obtidos aqui estdo de acordo com os relatados em estudos
anteriores para hemadcias oxigenadas [16, 17]. As bandas Raman observadas sdo devido ao
acoplamento com os estados do macrociclo da porfirina. Os espectros vibracionais de
porfirinas sdo extremamente complicados, mesmo a porfirina mais simples: porfina. A
molécula de porfina, mostrada na Figura 4.6, tem 3x37 — 6 = 105 modos normais de
vibragdo. Na simetria D,y [80], existem 102 graus de liberdade vibracionais previstos para a

porfina base livre.
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Figura 4.6 Molécula de Porfina. [80]

A atribuicdo para algumas importantes bandas Raman de hemdcias, deduz-se do trabalho
por Abe et al. [80] e Wood et al [81]. As mudancas espectrais observadas foram similares
para todas as hemdcias medidas, com a principal diferenca sendo a rapidez com que elas
ocorreram, tanto para intensidade quanto para o deslocamento dos picos.

O algoritmo de caracterizacdo de espectros Raman, LADS, permitiu o estudo da evolugao
temporal dos espectros em série. Os picos 673, 753, 1002, 1220, 1244, 1339, 1396, 1451 e
1544 cm’, identificados na Figura 4.7, do espectro Raman de uma hemdcia mostraram

variagOes temporais significativas em suas posi¢des e intensidades.
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Figura 4.7 Espectro Raman de uma hemacia, aprisionada por um laser de 10 mW de poténcia, com a

identificag@o dos principais picos envolvidos no estudo.
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Dentre os picos estudados, os com nimeros de onda mais baixos (entre 600 e 1200 cm'l)
sdo atribuidos a um modo de deformacdo pirrole, 673 cm™, e uma “respiragio” pirrole, 753
cm’. Os picos em 1220 e 1244 cm™ estdo associados a vibragio C,, — H no plano de
hidrogénio metino da porfirina macrociclo [82-84]. Entre 1300 e 1400 cm™, os modos de
vibragdes estudados aqui, 1339 e 1396 cm™, sdo provenientes do alongamento, com diferentes
fases, do anel de pirrole. As bandas na regido entre 1500 e 1700 cm™ sdo conhecidas por
servir como marcadores de estado de rotagio. O modo normal em 1544 cm™ consiste
principalmente de alongamento da ligagdo Cg —Cg e € sensivel a degradagio Optica da
hemdcia [82]. A Tabela 4.2 mostra as atribui¢des das coordenadas locais dos principais picos

analisados nesta tese.

Tabela 4.2 Atribuicdes das coordenadas locais dos picos Raman estudados da hemoglobina. [81]

Posicao do Pico Raman Atribuicao do Pico

(cm'l) (Coordenada Local)
673 8(pyr deform)gym
753 v(pyr breathing)
1002 V(Cﬁcl)asym
1220 8(C,H)

1244 8(CryH)

1339 v(pyr half — ring) ¢y,
1396 v(pyr quater — ring)
1451 8(CH,/CH,)
Lo v(CsCp)

Os picos da Tabela 4.2 foram divididos em dois grupos, que se baseiam em suas dinamicas
de posicdo. No grupo I, os picos 673, 753, 1396 e 1544 cm™ apresentaram deslocamento do
nimero de onda dos picos Raman para valores menores ao longo do tempo, Figura 4.8. Para
quantificar as dinadmicas dos deslocamentos dos picos Raman, ajustamos estas evolugdes

temporais através de curvas exponenciais da forma < exp(—t/tg).
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Figura 4.8 Deslocamento Raman dos picos do grupo I. Os pontos sdo os dados experimentais obtidos para a

poténcia do laser de 10 mW e as linhas sélidas sdo ajustes exponenciais o« exp(—t/t,).

No grupo II, os picos 1002, 1220, 1244, 1339 e 1451 cm” mudaram para nimeros de onda

superiores, como mostrado na Figura 4.9.
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Figura 4.9 Deslocamento Raman dos picos do grupo II. Os pontos sdo os dados experimentais obtidos para a

poténcia do laser de 10 mW e as linhas sélidas sdo ajustes exponenciais X exp(—t/7,).

Na Figura 4.10 observa-se a evolugio temporal do pico, 753 cm’, pertencente ao grupo I,

para diferentes poténcias do laser. Seu comportamento transiente € determinado pela poténcia



66

de laser, com maiores poténcias levando a mudangas mais rdpidas nas posicOes dos picos

Raman.
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Figura 4.10 Comportamento do Deslocamento Raman do pico 753 cm™. Os pontos sio os dados experimentais

obtidos em diferentes poténcias do laser e as linhas sélidas sdo ajustes exponenciais X exp(—t/T,).

A Tabela 4.3 mostra os valores de 7, obtidos dos ajustes dos picos 673, 753, 1002, e 1451
cm’”, no estudo dos deslocamentos espectrais para diferentes poténcias do laser. Para cada
uma das diferentes poténcias do laser, foram realizadas dez medidas. Cada medida foi
realizada com uma hemécia diferente. A amostra contendo as hem4cias era diluida em DPBS
imediatamente antes das medi¢des, e para cada amostra apenas uma hemdcia era exposta a

armadilha Optica, ao final das medi¢cdes a amostra era descartada.

Tabela 4.3. Deslocamento dos picos Raman (em segundos) em fung¢do da poténcia do laser para os picos 673,

753, 1002 e 1451 cm™. Os erros indicam o desvio padrio sob as 10 medidas.

. Posicao dos Picos Raman
Poténcia do

673 em™! 753 em™! 1002 cm™ 1451 em™!
Laser (mW)
To (S) To (S) To (S) To (S)
22 67 + 20 219+ 66 143 + 39 -193 +55
13 132 + 37 452 + 76 266 + 80 429+ 118
10 272+ 71 1048 + 197 315 +47 518+ 116

4,5 1003 £ 189 2121 £549  -1564£389  -2155£300
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Observa-se que embora a dindmica temporal seja facilmente verificada, existe uma
variabilidade significativa nos dados. Os erros associados aos tempos na Tabela 4.3, foram
obtidos pelo desvio padrdo entre as dez medidas realizadas para cada poténcia do laser. Os
tempos T, para a poténcia de 2 mW do laser ndo sdo apresentados na Tabela 4.3, pois como
pode-se verificar na Figura 4.10, praticamente ndo hd deslocamento do pico para esta poténcia
e, desta forma, 7, — o no ajuste.

A Figura 4.11 a seguir mostra a evolugo temporal do pico 753 cm™ de 2 dos 5 diferentes
doadores voluntérios, “A” e “B”, adultos e sauddveis. As hemdcias do sangue coletado de
cada um deles foram estudadas em duas medidas diferentes: para a o voluntdrio “A” coletou-
se sangue em dois dias diferentes, “i” e ‘j”, resultando em duas medidas, curvas vermelha e

azul; para o voluntdrio “B” coletou-se sangue num udnico dia, “k”, que resultou em duas

medidas distintas, “k;” e “k,”, curvas preto e verde.
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Figura 4.11 Dinamica temporal do pico 753 cm™ utilizando 10 mW de poténcia do laser, das hemdcias de 2

diferentes voluntarios. Os pontos sdo os dados experimentais e as linhas sélidas sdo ajustes exponenciais X

exp(—t/t,).

Baseado em nossos resultados, para uma mesma poténcia do laser, a variabilidade nos
tempos caracteristicos, Ty, dos picos € atribuida ao doador das hemdcias. Pode-se observar
que os ajustes temporais foram muito similares para o mesmo doador independente se
medidas foram realizadas em dias diferentes. Nota-se que os dados a partir de um mesmo

voluntério sdo muito similares uns aos outros, mesmo que tenham sido adquiridos em dias
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distintos, enquanto que os dados de doadores diferentes t€ém comportamentos ligeiramente
diferentes, mesmo que tenham sido adquiridos no mesmo dia. Observa-se que as variagdes
analisadas devem ocorrer principalmente devido as diferencas bioldgicas entre os varios
individuos. Um possivel motivo pode ser devido as diferentes quantidades de hemoglobina
em cada célula. Se a velocidade da reacdo do dano 6ptico da hemoglobina for dependente da
concentragdo, os individuos com menores quantidades de hemoglobina por célula podem ter
sua hemoglobina "consumida" mais rapidamente e, portanto, a mudangca Raman poderia
ocorrer de forma mais rdpida. No entanto, isto € meramente especulativo e pode ser devido a
outras variabilidades bioldgicas, tais como a idade média dos globulos vermelhos, ou
concentragdes de outras proteinas na membrana da célula, que podem atuar como um papel
protetor.

Pelos valores de 7,5, na Tabela 4.3, nota-se que os picos Raman possuem diferentes
dindmicas espectrais, para diferentes poténcias do laser. A Figura 4.12 mostra o
comportamento dos tempos caracteristicos, 7y, em funcdo da poténcia do laser, para os ajustes

.. . 1
exponenciais do pico 753 cm’.

» 3000 — - ' :
"= 2400] l !
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Figura 4.12. Dinimica da posi¢do do pico 753 cm™ para diferentes poténcias do laser. Os pontos sdo dados

fornecidos pela Tabela 4.3 e a linha sélida é o ajuste obtido da curva y(x) = Cexp(—x/T) + ¢,.

Observa-se que 73, 0 tempo relacionado ao deslocamento dos picos Raman, tem um

comportamento ndo linear com a poténcia do laser e foi ajustado pela curva exponencial:
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Pot(mW)

7,753m™" (s) = 5641 exp (— e

+179. 4.1
)

Com relacdo as intensidades Raman dos picos estudados, observamos que praticamente
todos os picos apresentam um mesmo comportamento caracteristico como mostrado na Figura
4.13 abaixo. Verifica-se um rdpido aumento seguido por uma reducdo mais lenta, para as
poténcias do laser = 10mWWV/, enquanto que para as poténcias < 10mW observa-se apenas um

aumento mais lento da intensidade.
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Figura 4.13 Variacio na intensidade do pico 1451 cm™ para diferentes poténcias do laser.

A dinamica das intensidades dos picos Raman para poténcias = 10mW foram, portanto,
ajustadas com uma exponencial dupla, como descrito na Equacdo (4.1),

I(t) = Ay exp(—t/Tp) — Azexp (—t/Ts) + Az (4.2)
onde A, A, e Az sdo constantes de ajuste e Tg € Tp sa0 0s tempos caracteristicos de subida e de
descida, respectivamente. Para poténcias do laser< 10mW, apenas uma unica exponencial foi
utilizada, e assim apenas tempos de subida foram calculados com A; = 0 na Eq. (4.2). As
pequenas alteragcdes nas intensidades dos picos ndo nos forneceu ajustes robustos.

A Tabela 4.4 resume os tempos caracteristicos de subida e de descida obtidos para os picos
673 ¢ 1451 cm™ nas diferentes poténcias do laser mas, como pode-se verificar na Figura 4.13,
praticamente ndo ha variacdo na intensidade do pico para a poténcia de 2 mW, ou seja,
Ts — o no ajuste da curva para esta poténcia. Portanto estes dados ndo estdo apresentados na

Tabela 4.4.
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Tabela 4.4. Tempos caracteristicos de subida e de descida dos picos Raman (em segundos) em fungdo da

poténcia do laser para os picos 673 e 1451 cm™. Os erros indicam o desvio padrio sob as 10 medidas.

. Posicao dos Picos Raman
Poténcia do

Laser (mW) 673 cm™ 1451 cm™
Ts (S) Tp (S) Ts(S) Tp (S)
22 248 + 100 435+ 115 133 £25 1033 £ 154
13 302 £ 68 1017 £293 261 £52 1745 + 801
10 440 + 81 1385 £372 500 £ 110 1462 + 559
4,5 1434 + 368 - 2207 £ 619 -

A Figura 4.14 mostra a dependéncia do tempo de subida, Tg, do pico 1451 cm™, obtidos

dos ajustes apresentados na Tabela 4.4, para diferentes poténcias do laser.
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Figura 4.14 Dindmica do aumento da intensidade, representada por tg, do pico 1451 cm’, para diferentes
poténcias do laser. Os pontos sdo dados fornecidos pela Tabela 4.4 e a linha sélida é o ajuste obtido da

curva y(x) = Cexp(—x/T) + ¢c,.

Observa-se que Tg, 0 tempo relacionado com o aumento na intensidade dos picos Raman,
também tem um comportamento ndo linear com a poténcia do laser e foi bem ajustado pela
curva exponencial:

T l451em™ (o) — 8797 exp (——POt(mW))

+124 (4.3)
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e . -1 . . L.
Verificou-se que o pico Raman 1544 cm™, dentre todos os picos estudados, foi o Unico que
apresentou uma dindmica diferente na intensidade, apenas com uma redu¢do ao longo do

tempo, como mostrado na Figura 4.15 abaixo.
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Figura 4.15 Variacio na intensidade do pico 1544 cm™ para diferentes poténcias do laser.

A dindmica da intensidade deste pico foi, portanto, ajustada com A, = 0 na Eq. (4.2).
Como apenas uma Unica exponencial foi utilizada, apenas tempos de decaimento foram
obtidos.

A Figura 4.16 mostra as evolugdes temporais da posi¢io e da intensidade do pico 673 cm™,
que pertence ao grupo I, utilizando 10 mW de poténcia do laser. Nesta andlise
multidimensional, observou-se simultaneamente a intensidade e a posi¢do de cada pico
individual. Ao olhar para ambas, podemos elucidar os efeitos fotoinduzidos nas células sob

um entendimento mais abrangente.
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Figura 4.16 Evolucdes temporais da posicio e da intensidade do pico 673 cm™. Os pontos sdo os dados
experimentais obtidos para a poténcia do laser de 10 mW e as linhas sélidas sdo ajustes exponenciais da Eq.

4.2).

Observa-se que até a intensidade do pico atinge seu miximo, por volta de 600 s, ocorre
uma grande variagdo na sua posi¢do para um nimero de onda menor. Apds este ponto, existe
uma deterioracdo lenta da intensidade do sinal, enquanto a posicdo do pico permanece
praticamente constante. Na Figura 4.17 plotamos as dindmicas de posi¢do e intensidade do

pico 1451 cm™, que pertence ao grupo II, utilizando 10 mW de poténcia do laser.
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Figura 4.17 Evolugdes temporais da posi¢io e da intensidade do pico 1451 cm™. Os pontos sio os dados
experimentais obtidos para a poténcia do laser de 10 mW e as linhas sélidas sdo ajustes exponenciais da Eq.

4.2).

Neste caso, a variacdo na posi¢do do pico ocorre para nimeros de onda maior, mas a
intensidade do pico também atinge seu maximo por volta de 600 s, e apds este ponto, também
existe uma deteriorac@o lenta da intensidade do sinal, enquanto a posicao do pico permanece
praticamente constante.

Realizou-se um estudo para verificar a reversibilidade dos danos causados as hemdcias
durante o aprisionamento Optico. Para este estudo, utilizou-se 22 mW de poténcia do laser.
Uma hemidcia foi exposta a armadilha 6ptica durante 15 minutos. Apds este periodo foi
realizada uma interrup¢do do laser por 15 minutos. Em seguida essa mesma hemdcia foi
exposta ao laser por mais uma vez durante 15 minutos. Novamente, apds este periodo foi
realizada mais uma interrupcdo do laser por 15 minutos. Por fim, um ultimo periodo de
exposicdo de 15 minutos foi estabelecido. A Figura 4.18 mostra o comportamento do pico

Raman de 753 cm™ durante este processo.
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Figura 4.18 Deslocamento do pico Raman em 753 cm™. Experimento continuo (vermelho) e com interrupgio

(escala de cinza), obtidos para a poténcia do laser de 22 mW.

Enquanto a hemécia estava sujeita a acdo do laser, espectros Raman foram adquiridos com
tempos de integracdo para espectros individuais de 5 segundos. As mudancas espectrais foram
acompanhadas com relacdo aos deslocamentos das posicdes dos picos Raman. Pode-se
verificar que ndo houve uma recuperagdo das condi¢des iniciais apds os periodos de descanso,

caracterizando, desta forma, um dano irreversivel a célula.
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CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

CONCLUSOES

O desenvolvimento do sistema de microespectroscopia Raman, que permite o estudo de

amostras num ambito microscopico, quando associada a pinga Optica, para manipular e isolar

objetos microscopicos durante o estudo de suas propriedades individuais, requereu um

refinamento muito grande, na associacdo de seus componentes principais, para maximizar a

SNR dos espectros Raman, principalmente porque o sinal Raman das hemdcias é pouco

intenso e usualmente suprimido pelo intenso sinal de autofluorescéncia e/ou espalhamento

Rayleigh.

O sistema de microRaman desenvolvido nesta tese utiliza um unico laser de radiagcdo

infravermelha que permite, simultaneamente, a imobilizacdo das células e a excitagdo Raman,

e desta forma:

Melhora a eficiéncia de excitacdo e deteccdo do sistema, pois os elementos Gpticos
como espelhos, filtros e objetiva foram otimizados para um tnico comprimento de

onda: 785 nm;

Permite o estudo de uma tnica célula, em vez de uma média do conjunto e assim a
heterogeneidade € exaltada, e as alteracdes fotoquimicas induzidas podem ser obtidas

com maior confiabilidade;

Evita efeitos térmicos, causados por absorcao do laser, que podem levar as células ao

efeito de apoptose, permitindo o estudo dos efeitos dpticos;

Evita efeitos de superficie, causados pelo contato fisico, além de reduzir os sinais de
fundo, causados por espalhamento, provenientes da laminula. Isso possibilita uma
melhor SNR do sinal Raman, que € necessdria para a percepcao nas variacoes sutis dos

espectros.

Os ajustes obtidos nas Eqgs. (4.1) e (4.3) fornecem parametros que quantificam as
dindmicas dos danos fotoquimicos, causados as células, em fun¢cdo da poténcia do

laser;
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O sistema desenvolvido, associado ao longo tempo de exposi¢do do estudo das células de

sangue, as hemdcias, através do algoritmo de caracterizacao de espectros Raman, permitiu:

¢ Uma andlise multidimensional através da detec¢do simultinea das variagdes nas
posicdes e nas intensidades dos espectros Raman, e desta forma um entendimento

maior dos efeitos envolvidos no processo, onde propomos um efeito de dois passos;

¢ O aumento inicial da intensidade e a mudanc¢a na posicao do pico, que acontecem no
intervalo de 0 a 600 s, indicam uma mudanca fotoquimica induzida opticamente na
hemoglobina: forma¢do de uma hemoglobina modificada. Em nossa hipétese, as
dindmicas das variagdes na posicdo e no aumento da intensidade dos picos sdo

representadas, respectivamente, por T, € Tg;

e Notamos que as alteracdes espectrais estudadas, em particular em 1544 cm™ sdo
consistentes com a formacdo de methemoglobina, que ¢ a forma oxidada da
hemoglobina. A diminuicdo da intensidade deste pico, assim com o deslocamento
para nimeros de onda menores sdo atribuidos a methemoglobina, no qual oxigénio é

irreversivelmente ligado ao heme, conforme indicado em estudos anteriores [85,86];

e Os parametros obtidos nos ajustes, através das Eqgs. (4.1) e (4.3), quantificam, desta

forma, a dindmica da rea¢do fotoquimica na hemoglobina.

e No outro passo, a reducdo na intensidade acompanhada por uma invaridncia na
posicdo dos picos, para tempos maiores que 600 s, indicam que a hemoglobina
comeca a espalhar para fora das células, mas sem haver alteracio quimica. A
dindmica da redu¢do da intensidade do pico, representada por tp, indica uma difusdo
da hemoglobina, possivelmente devido a um aumento na permeabilidade da

membrana celular conforme indicado em estudo anterior [16];

e Observou-se que picos diferentes possuem dindmicas ligeiramente diferentes, isto
resulta do fato de que a mudanca quimica ndo aumenta uniformemente a secio

transversal de todos os picos Raman;
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¢ O monitoramento das variagdes sutis nos espectros Raman e a caracterizagdo de suas
dindmicas permitiu identificar e avaliar a dindmica do efeito fotoquimico com

entendimento ainda ndo alcancado;

® No estudo da reversibilidade dos danos causados as hemdcias, pode-se verificar que a
mudanca ndo sé € irreversivel, sem recuperacio notdvel apds 15 minutos de descanso,
mas também que ao se ignorar as lacunas temporais devido ao descanso, o resultado
obtido possui um comportamento semelhante a dindmica de um experimento

continuo.

5.2 PERSPECTIVAS

O espectro Raman, que nos fornece uma informacao direta das interacdes entre 0s dtomos
constituintes do meio em estudo, além de permitir a identificacio de alteracdes
composicionais também permite a identificacdo de alteracOes estruturais. De forma geral,
efeitos que levem a alteragGes deste tipo, nas células, podem ser caracterizados através da
técnica desenvolvida nesta tese. No caso das hemdcias, particularmente, alguns defeitos
podem ocorrer durante a producdo da hemoglobina, que levam a diferentes patologias, dentre
elas: as hemoglobinopatias [87]. Esses defeitos podem causar anormalidades estruturais
possibilitando, desta forma, a identificacdo e caracterizacdo destas patologias pela
espectroscopia Raman da hemdcia. Outras anomalias podem acontecer durante o
procedimento de estocagem de hemdcias nos hemocentros. Esse processo pode mudar as
propriedades das hemadcias, fazendo com que ndo preservem suas funcdes vitais esperadas,
por exemplo, para o receptor. Tornando a identificacdo e a caracterizacdo destes danos de
grande importancia para os hemocentros.

Outros efeitos também podem ser abordados. O uso de lasers na regido visivel do espectro,
por exemplo, podem ser utilizados para estudar os danos térmicos devido a interagdo do laser

com a amostra em estudo.

5.3  TRABALHOS FUTUROS

J4 estd em execugdo no Laboratério de Optica Biomédica e Imagens (LOBI) na UFPE um
sistema de microespectroscopia Raman similar ao desenvolvido no Center for Biophotonics

Science and Technology (CBST) na University of California, Davis. O sistema, representado
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na Figura 5.1, que utiliza um microscépio invertido (OLYMPU 1X81) equipado com uma
objetiva 60X, 1,35 N.A. (OLYMPUS UPLANSAPO), de imersdo em 6leo, produzindo um
ponto luminoso capaz de aprisionar as hemadcias. A fonte de excitagdo/aprisionamento ¢ um
laser de diodo (TOPTICA PHOTONICS XRTA) de onda continua na regido do
infravermelho, 785 nm. A emissdo Raman Stokes a partir da amostra € coletada pela mesma
objetiva e direcionada por um filtro dicréico a um espectrometro (PRINCETON
INSTRUMENTS ACTON SP25001), equipado com duas grades de difracio 600 linhas/mm,
que dispersa a luz para uma camera CCD (Princeton Instruments VersArray Back-illuminated

1340 x 1300 Pixel), refrigerada com nitrogénio liquido, que opera a aproximadamente -90°C.

Laser (785 nm) M7
[ L'A =] ‘ Microscopioinvertido

N | N Y |

\_
I—( Espectrometro+ CCD J‘ \\ ! Telescopio

| Optica de Colecéo |

| Objetiva 60X 1,35 N.A.

Camera digital

Figura 5.1 Sistema para microespectroscopia Raman desenvolvido na UFPE.

Os elementos Opticos utilizados para coletar o sinal Raman, posicionados antes do
espectrOmetro, sdo um filtro notch e uma lente convergente, cuja N.A. coincide com a do
espectrOmetro. Este sistema permite a detec¢do simultdnea das imagens por transmissdo e da
emissdo Stokes. No entanto, durante a aquisi¢do do espectro Raman desligava-se a lampada
do microscopio para evitar sinal de fundo.

Microesferas de poliestireno de aproximadamente 10 um de didmetro foram utilizadas
para realizar os ajustes mais precisos, com o objetivo de maximizar a SNR do espectro Raman
da particula presa a armadilha 6ptica. Para isso, foi utilizada uma solucdo dessas microesferas
diluidas em 4gua deionizada.

A SNR nos espectros Raman das hemadcias ainda ndo esta satisfatoria, pois o filtro passa
banda e o filtro passa alta utilizado ndo sdo os ideais para 785 nm e precisam ser modificados.

Outra mudanca determinante no sistema experimental a ser realizada no sistema,
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principalmente devido a pinga Optica, é o uso uma mesa estabilizada por ar comprimido. As
vibragdes mecanicas externas sdo considerdveis e podem ser observadas ao aprisionar a

célula.

5.3.1 HEMOGLOBINOPATIAS

As hemoglobinopatias sdo patologias causadas por defeitos que podem ocorrer durante a
producdo da hemoglobina e basicamente podem ser de dois tipos distintos. Podem ocorrer
anormalidades estruturais, resultantes de alteragdes sofridas pelos aminodcidos que compdem
a cadeia de globina, ou podem ser decorrentes de uma sintese desbalanceada, apresentando
quantidades alteradas das cadeias de globina. A anemia falciforme € a mais conhecida, mas ja
foram identificados mais de 1000 defeitos estruturais da hemoglobina [88].

Na anemia falciforme, por exemplo, existe alteracdo de um dos residuos de aminoacido nas
cadeias globinas beta, originando um tipo de hemoglobina chamada hemoglobina S. A
composi¢do anormal da porcdo globina da hemoglobina, favorece a facil cristalizacdo do
pigmento no interior das hemdcias, além de tornar as células mais frageis. Os cristais da
hemoglobina S sdo longos e tendem a alongar as hemdcias, alterando a sua forma normal no
sangue. Estes pacientes podem ter baixa tensdo de oxigé€nio tecidual, por diversas razoes,
inclusive a formagdo de grumos celulares que obstruem os capilares e reduzem o fluxo
sanguineo para diversos tecidos.

Um dos primeiros trabalhos futuros € identificar e caracterizar hemadcias de pessoas

portadoras de diferentes hemoglobinopatias através do sistema desenvolvido.

5.3.2 ARMAZENAMENTO DE SANGUE EM HEMOCENTROS

O sangue, que € de extrema importancia para o funcionamento da maquina humana, nio
pode ser substituido por nenhum outro liquido. Por este motivo a doagdo, e consequentemente
0 armazenamento, sdo tdo importantes.

O concentrado de hem4cias € obtido e separado do sangue total doado, apds centrifugagao.
Usualmente, o tempo de armazenamento dos concentrados de hemdcias em hemocentros € de
35 e 42 dias, dependendo da solucdo conservadora, em refrigeracdo constante entre 2 e 6 °C
[90]. Todo esse processo pode mudar as propriedades da hemdcia, desta forma, fazendo com

que nao realizem suas fungdes vitais esperadas para o receptor.



80

Assim, outro estudo imediato € o da eficiéncia da estocagem de concentrado de hemaécias
em hemocentros. Neste estudo pretende-se identificar, através do sistema desenvolvido, quais
sdo os danos causados as hemdcias e caracterizar sua dindmica ao longo do tempo de
estocagem. Ou seja, verificar a preservacdo de sua funcionalidade esperada durante o prazo de

validade destes concentrados.
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APENDICE A - ALGORITMO DE CARACTERIZACAO DE ESPECTROS RAMAN

O algoritmo de caracterizagdo de espectros Raman utilizado nesta tese realiza todo o
processamento de dados na plataforma Matlab. Os espectros adquiridos em série, através do
software WINSPEC, e registrados pela camera CCD, formam um arquivo bindrio com
extensdo .SPE. O algoritmo converte esses espectros em série para um arquivo de texto
delimitado por tabulagdo. Antes mesmo dos ajustes, dos espectros em série das hemdcias,
adquiri-se o espectro Raman de um material de referéncia, que € utilizado para calibracdo do
espectrometro. Utilizou-se o poliestireno como referéncia. O espectro Raman, mostrado na
Figura 2.10, foi calibrado por sete picos Raman do poliestireno: 620,9 ; 795,8 ; 1001,4 ;
1031,8 ; 1155,3 ; 1450,5 ; e 1602,3 cm’. Para isso, mediu-se a posi¢cdo central, em pixels,
desses picos Raman bem conhecidos na literatura e uma curva de ajuste polinomial foi obtida.

A Figura A.1 mostra o ajuste polinomial utilizado para calibracido do espectrometro.
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Figura A.1. Curva polinomial de calibragido do espectrometro, utilizando os picos Raman do poliestireno: 620,9

;795,8 ; 1001,4 ; 1031,8 ; 1155,3 ; 1450,5 ; € 1602,3 cm™.

e~ -1
Os espectros, na regido de 200 a 1800 cm ™, foram processados em 7 bandas. Cada banda
do espectro teve seu ajuste por uma curva Gaussiana, com o nimero de picos a ser
determinado com base no conhecimento a priori do espectro da amostra, como mostrado na

Tabela A.1



92

Tabela A.1. Regido espectral estudada. Localizag¢do aproximada dos picos das bandas Raman das hemadcias.

Banda Raman

Nuamero de onda Nuamero de onda  Numero de Picos Posicdio (em™)  Largura (cm™)

inicial (cm™) final (cm™)
630 700 1 666 20
700 800 1 750 15
935 20
910 1025 3 977 30
1002 20
1190 1250 ) 1220 25
1246 25
1310 25
1280 1410 . 1338 25
1371 20
1395 10
1410 1500 1 1450 10
1546 15
1530 1595 3 1560 20
1582 10

Os dados na Tabela A.1 funcionam como pardmetros iniciais para os ajustes, € ndo é
necessaria uma precisdo refinada. Um diagrama basico de processamento esta representado,

na Figura A.2.
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Figura A.2 Diagrama de operacdo do algoritmo de caracterizagdo de curvas espectrais. Fonte: Arquivo do autor.

Cada regido espectral tem seu background removido, por uma corre¢do de linha de base,
antes do ajuste. Os ajustes fornecem a posicao, largura, e altura dos picos de cada banda,
sendo capaz de processar multiplos picos simultineamente.

A Figura A.3 mostra o processamento da regido entre 910 e 1025 cm™, onde 3 picos sio
processados simultaneamente. Os dados experimentais estdo representados pelos pontos.
Neste caso, a banda desta regido € ajustada por uma exponencial tripla, representada pela
linha vermelha. As curvas representadas pelas linhas em verde sdo os ajustes de cada um dos

trés picos gaussianos, que compdem a banda.
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Figura A.3. Processamento dos dados experimentais (pontos), na regido espectral entre 910 e 1025 cm™. A
banda € ajustada por uma exponencial tripla (linha vermelha). As curvas representadas pelas linhas em verde sio

os ajustes de cada um dos trés picos gaussianos, que compdem a banda.
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