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Resumo

A comunidade cientifica concorda que ha grandes chances que a préxima
revolucao tecnolégica vira do controle dos processos biolégicos. Grandes mudancas
sao esperadas, desde como produzimos alimentos até como combatemos as doencas.
O controle dos processos biolégicos nos permitird produzir carne sintética para
alimentacdo, produzir biocombustiveis retirando CO. da atmosfera, produzir érgdos
inteiros para transplante e combater de forma eficiente doengas como cancer, por
exemplo. Esta claro para o nosso grupo que para se obter esses resultados é
necessario entender a biologia na sua unidade mais basica: a célula. A partir do
entendimento e dominio das reagdes quimicas que acontecem dentro da célula, e mais
especificamente do controle do DNA, é que vamos conseguir atingir essas previsdes e
revolucionar a maneira como vivemos hoje. Com esse pensamento em mente, o
objetivo dessa tese foi desenvolver uma plataforma foténica integrada para estudos de
processos celulares. Nés acreditamos que as ferramentas foténicas séao as ferramentas
que preenchem todos os requisitos para os estudos de processos celulares, pois
possibilitam o acompanhamento dos processos em tempo real sem causar dano as
células. As técnicas presentes sao: fluorescéncia excitada por 1 ou 2 fotons, geracao
de segundo ou terceiro harménico, pingas Opticas, imagem por tempo de vida da
fluorescéncia e “fluorescence correlation spectroscopy” (FCS). Nesta tese
demonstramos como montar essa plataforma integrada e mostramos sua versatilidade

com resultados em vérias areas da biologia e também para o estudo de quantum dots.






Abstract

The scientific community believes there is a great chance that the next technological
revolution is coming from the control of biological processes. Great changes are
expected, from the way we produce food up to the way we fight diseases. The control of
biological processes will allow us to produce synthetic meat as food, to produce biofuels
extracting CO. directly from the atmosphere, to produce whole synthetic organs for
transplant and to fight diseases, like cancer, in more efficient ways. It is clear to our
group that in order to obtain these results it is necessary to understand biology from its
most basic unity: the cell. Only from understanding and controlling chemical reactions
inside a cell, and more specifically from the DNA controlling, it will be possible to
achieve these predictions and cause a revolution in the way we live nowadays. Bearing
these thoughts in mind, the objective of this thesis was to develop an integrated
photonic platform for study of cellular processes. We believe that photonic tools are the
only tools that fulfill all the requeriments for studies of cellular processes because they
are capable to follow processes in real time without any damage to the cells. The
techniques integrated are: 1 or 2 photon excited fluorescence, second or third harmonic
generation, optical tweezers, fluorescence lifetime imaging and fluorescence correlation
spectroscopy. In this thesis we demonstraded how to assemble this integrated
plataform and we showed its versatility with results from different areas of biology and
quantum dots.
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Capitulo 1
Introducao

Iniciei meu trabalho de pesquisas na area de biofoténica, orientado pelo
Prof. Lenz, ha uma década, em 2003 como estudante de Iniciacdo Cientifica,
seguido de mestrado e agora, doutorado. Nesse aspecto tenho seguido uma
trajetoria linear desenvolvendo técnicas e protocolos para integrar as ferramentas
fotbnicas e aplica-las a problemas biologicos e fisicos. Ainda na iniciagado, antes
do microscopio confocal de varredura, trabalhei no desenvolvimento de um
sistema de varredura da amostra para aquisicdo de imagens com geracao de
segundo harmdnico [SHG = Second Harmonic Generation] e fluorescéncia
excitada por dois fétons [TPEF = Two Photons Excited Fluorescence] em cristais
inorganicos. Redescobri na pratica o que o resto do mundo ja sabia, que imagens
obtidas por varredura das amostras eram de baixa qualidade e extremamente
demoradas, principalmente nos nossos experimentos onde foi necessario

‘enganar” dois pacotes de software para forga-los a trabalhar em conjunto.

O primeiro microscépio confocal do grupo, da Olympus, chegou no inicio do
meu mestrado e representou uma revolucdo. Embora ndo fosse um microscépio
adaptado para microscopia multiféton, trabalhamos nas modificacdes necessérias
para demonstrar as primeiras imagens de microscopia SHG por varredura laser do
Brasil. Nesse periodo j& trabalhava na integracdo de ferramentas fotdnicas em



uma mesma plataforma acoplando nossa pinca éptica home-made no microscopio
confocal e extraindo imagens de TPEF, SHG em conjunto com manipulacbes das

pincas épticas.

O periodo do doutorado representou uma expansao muito forte de todo o
trabalho desenvolvido na iniciacdo e mestrado. Primeiro em relagdo as aplicagoes
das técnicas ja desenvolvidas no mestrado a problemas de interesse bioldgico,
nas quais atuei como um “orientador” de médicos, bidlogos e biomédicos para
levar a cabo seus estudos. Em alguns casos, nos quais tanto os desafios
instrumentais quanto da metodologia nao estabelecida foi necessario assumir
controle total do problema. Considerando a tradicdo do grupo em que estava
inserido, com trabalhos em biofotdnica e na fisica do confinamento de quantum
dots semicondutores, também assumi o desafio de utilizacdo das técnicas de
biofotbnica para estudo dos quantum dots coloidais. O grupo iniciou os trabalhos
em quantum dots pensando em suas aplicagcbes como chaveadores Opticos para
comunicacoes oOpticas. Nesse aspecto quantum dots embebidos em matrizes
vitreas era ideal para integracdo dos dispositivos em sistemas de fibras opticas.
Entretanto, a area de quantum dots coloidais havia evoluido fortemente na década
de 1990 para aplicagbes como marcadores fluorescentes em células e tecidos
biolégicos. Nesse aspecto ficou claro, portanto, que a fisica do confinamento dos
quantum dots era importante tanto na area de dispositivos optoeletrénicos quanto
na area de biofotbnica.

Sem jamais perder o sentido de que minha missdo era o desenvolvimento
de uma plataforma cada vez mais integrada para responder aos grandes desafios
da area de ciéncias da vida, continuei o trabalho de integracdo da plataforma
foténica. A integragcéo da plataforma com FLIM [Fluorescence Lifetime Imaging] foi
realizada ainda no microscépio Olympus quando obtive a primeira imagem de
FLIM do Brasil. Toda a microscopia multiféton até 2007 era feita com laser de
Ti:safira Tsunami da Spectra Physics cuja operag¢ao era demorada e complicada e
exigia realinhamentos constantes. Mudar o comprimento de onda era uma
operacao que podia demorar até uma hora para o laser re-estabilizar. De certa

forma era frustante conseguir a colaboracdo de um médico ou biolégo que

2



permanecia horas no laboratério observando nossa luta para obrigar o
equipamento a operar a contento. A chegada do laser MaiTai totalmente integrado
e controlado por computador abriu os horizontes para as aplicacdes, pois
podiamos agora mudar comprimento de onda em questao de minutos/segundos e
concentrar nas aplicagbes. A integracdo da técnica de geracdo de terceiro
harménico [THG = Third Harmonic Generation] ficou a cargo do Vitor Pelegati, um
estudante de mestrado recém chegado ao grupo, com quem trabalhamos em
estreita colaboracdo. Esse trabalho rendeu a tese de mestrado do Vitor e
aquisicao de primeira imagem de THG do Brasil.

Cada vez que obtinhamos sucesso na integracdo de uma técnica nova
seguia-se uma acgao “social” de convencimento de médicos e biolégos para
utilizagdo da mesma. Isso motivado tanto pela curiosidade de ver a ferramenta
respondendo a problemas reais das ciéncias da vida quanto pelo fato de que uma
técnica s6 se estabelece verdadeiramente quando é utilizada para resolver
problemas reais na sua area de atuacado. Nessa fase praticamente cagavamos
médicos e biolégos interessados na utilizacdo do nosso sistema. Mas como eles
nao conheciam direito o potencial das técnicas, precisavamos convencé-los de
que poderiam extrair informagdes importantes com nosso equipamento. Mas para
iSSO era necessario pensar junto com eles para descobrir que problemas
especificos poderiamos responder. Nesse aspecto essa tese de doutorado mostra
0 sucesso tanto no desenvolvimento da plataforma quanto do trabalho “social”
para o desenvolvimento das aplicagbes da mesma ao longo do tempo.
Aparentemente € necessario entre um a dois anos apds o desenvolvimento da

metodologia para que os primeiros trabalhos de aplicagdes aparegam.

O periodo 2008-2009 marcou uma revolugdo no desenvolvimento dos
trabalhos do grupo quando o Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia
denominado INFABIC [Instituto Nacional de Foténica Aplicada a Biologia Celular],
submetido pelos institutos de biologia e fisica da UNICAMP, envolvendo também a
medicina e engenharia de alimentos, foi aprovado pelo CNPg. Um projeto
multiusuério da FAPESP completou o parque de equipamentos e técnicas ultra

modernas nessa area. Com isso recebemos dois microscépios Zeiss, um invertido
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e outro reto [upright], com um array de APDs [Avalanche Photo Diode] ultra
sensivel para deteccdo simultdnea de 34 canais de comprimentos de ondas.
Também vieram equipados com 5 detectores NDD [Non Descanned Detectors],
alguns de APDs. O acoplamento dos lasers de pulsos ultracurtos ficou muito mais
facil assim como a técnica de FCS [Fluorescence Correlation Spectroscopy].
Novos sistemas de FLIM utilizando detectores ultra sensiveis foram instalados e
abriram as possibilidades de aplicacbes do FLIM até para estudos in vivo. A
extragdo de um feixe confocal para analise em monocromador externo ou detector
de FLIM também foi extremamente faciltada e abriu muito as nossas
possibilidades de estudos dos Quantum Dots e outros sistemas. No microscépio
reto conseguimos acoplar um sistema de criostato que nos permitiu integrar duas
técnicas até entdo consideradas incompativeis: microscopia e criogenia. O
tamanho dos criostatos, pela necessidade de vacuo, impedia a focalizagdo do
feixe na distdncia de trabalho das objetivas padronizadas utilizadas em
microscopia. Com esse sistema foi possivel fazer microscopia e espectroscopia

em baixas temperaturas.

Grande parte desse trabalho serd descrito ao longo dessa tese.
Paralelamente com todo esse desenvolvimento fomos tomando consciéncia de
que estavamos participando do nascimento de uma nova revolugdo cientifico
tecnoldgica na histéria da humanidade. Essa consciéncia me deixou orgulhoso de
pode colaborar em uma area com potencial para modificar completamente a forma
como vivemos nossa vida no século XXI. Claro que essas ondas se devem ao
trabalho coletivo de pesquisadores, inovadores, investidores em todo o mundo, e
ndo a qualquer trabalho de um pesquisador individual como o nosso. Quando
iniciamos a iniciacdo cientifica s6 se falava na revolucdo da informacéo,
considerada o paradigma da revolugao tecnolégica moderna. Entretanto, creio que
posso me orgulhar de estar contribuindo muito fortemente na introducao da
revolucdo biofotbnica no contexto brasileiro. Obtivemos as primeiras imagens de
SHG, de FLIM, THG e CARS [Coherent Antistokes Raman Scattering] do Brasil.
Integramos pingas opticas com microscopia multiféton, FLIM e outras técnicas pela

primeira vez, e nosso sistema se tornou a referéncia para outros grupos no pais.



Também nos sentimos recompensados pelo fato de que espalhamos, através de
apresentacdes em congressos e publicacdo de capitulos de livros'?, informagdes
sobre as utilidades desses novos métodos junto a comunidade de médicos e
biol6gos. O workshop oferecido pelo INFABIC com aulas expositivas e
experimentos hands on tem sido um fator muito importante na divulgacao desses

métodos junto a essas comunidades.

Acreditamos que a descricdo da estrutura das revolugdes cientificas
tecnoldgicas sera valiosa para os fisicos e estudantes de mestrado e doutorado
que devem tomar decisdes sobre em que area do conhecimento devem atuar. Por
isso concluimos que deveriamos incluir uma descricdo das mesmas na introducao
dessa tese, que se tornara de dominio publico no site da biblioteca do Instituto de
Fisica da UNICAMP em pouco tempo.

Estrutura das Revolucdes Cientifico-Tecnologicas:

O conhecimento cientiico na sociedade moderna € produzido
constantemente em varias partes do planeta e em varias areas de conhecimento
simultaneamente. Dessa forma, era de se esperar que revolugdes em varias areas
cientificas ocorressem concomitantemente. Entretanto, a analise das revolucdes
tecnoldgicas que mudaram drasticamente o estilo de vida da humanidade mostra
que essas revolugbes ocorrem em ondas e apenas uma area por vez [1, 2]. A
Figura 1 mostra um esquema das etapas dessa onda de revolugéo. Vale ressaltar
a diferenca entre revolugcdo tecnoldgica e invengdes. A nocdo de invencéo
descreve o0s aspectos tecnoldgicos e cientificos de qualquer inovagao enquanto a
nog¢ao de revolugao é econdémica e social[2]. Esse é um dos motivos porque as

revolugdes tecnoldgicas ocorrem em ondas.

''C.L. Cesar, A.A. de Thomaz, A. Fontes, and H.F. De Carvalho, "Fluorescéncia", Microscopia Optica:
Fundamentos e Aplica¢des as Ciéncias Biomédicas, pp. 39-62, ISBN 978-85-98460-08-6, organizado por
Sociedade Brasileira de Microscopia e Microanalis, publicado por Wanderley de Souza, Rio de Janeiro
(2010).

2 C.L. Cesar, A.A. de Thomaz, A. Fontes, and W. de Souza, "Microscopias de Optica Nio Linear e Raman",
Microscopia Optica: Fundamentos e Aplicagdes as Ciéncias Biomédicas, pp. 163-178, ISBN 978-85-98460-
08-6, organizado por Sociedade Brasileira de Microscopia e Microandlis, publicado por Wanderley de Souza,
Rio de Janeiro (2010).
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As revolucbes estdo acopladas com o mercado financeiro e a sociedade
tem que estar preparadas para recebe-las. Inovagdes “antes do tempo” ficam
esperando sua vez por recursos porque o mercado financeiro dirigiu 0s recursos
da sociedade para a tecnologia “da vez’. Podemos entender melhor esses
conceitos analisando a Figura 1. A onda da revolugdo comegca com o
desenvolvimento de uma tecnologia de ruptura, cada vez mais advinda da ciéncia
desenvolvida nas universidades. As invencdes sao feitas. A nova tecnologia é
descoberta e seu potencial de aplicagdo detectado. Nessa etapa ocorre o que é
chamado de fase de interrupcao. Interrupcao é a separacao do mercado financeiro
da tecnologia antiga. Logo apds o periodo de interrupgao vem a fase de frenesi.

A

. Adjustment Interval .
£ : :
e Synergy :
o :
oy :
»n :
S Installation period
5 \ :
S [ ) \ J :
> Y :
& :
T Deployment period
) N
ke 7
2 -7
5 : Frenzy _ - :
& o :

Interruption

\ »
Big-ban Institutional o
g g recomposition Time

Figura 1 Etapas da revolugado tecnoldgica

Essa fase tem como caracteristica uma alta procura do mercado financeiro
para investimentos. Varias companhias sado fundadas com o objetivo de lucrar com
essa nova tecnologia. Uma seleg¢&o natural ocorre ao final desse periodo. Apenas
as companhias que sao viaveis continuam existindo. As outras acabam fechando
ou partindo para outras areas. As fases de interrupcéo e frenesi sdo conhecidas
como periodo de instalacdo. Nesse periodo o alto interesse do mercado financeiro
vem do fato de que a oferta da nova tecnologia é muito baixa e a demanda se

torna alta elevando o preco dos produtos/servigos. Essa € também uma fase de
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altos lucros, totalmente orientada para performance, pois 0 mercado quer cada
vez mais daquela tecnologia sem se preocupar muito com 0s precos. As empresas

competem na base da performance, oferecendo produtos inovadores.

Ap6s o periodo de instalagdo vem um intervalo de crise. Essa crise
financeira acontece no centro do sistema econdémico, € sdo conhecidas como
estouro das bolhas. Existe um super investimento na fase do frenesi que acaba
decepcionando os investidores. Um exemplo, foi a chamada bolha das empresas
pontocom e de comunicagdes que levou ao que ficou conhecido como fibras
escuras [dark fibers]. Os investidores chegaram a avaliar que o mercado de
comunicacoes por fibras Opticas dobrava a cada trés meses, até perceberem que
apenas 5% da capacidades das fibras estavam sendo utilizadas. Nessa fase a
sociedade procura se adaptar para receber a nova tecnologia e as instituicoes
financeiras e governamentais tentam se reestruturar. Eventualmente, essa crise
tipicamente de fundo tecnolégico vaza para o mercado imobiliario, como
aconteceu no Japao na década de 1990 e nos EUA na crise atual que explodiu em
2008.

Apés esse intervalo de adaptacao vem a fase de sinergia onde o mercado e
a sociedade estdo em sintonia com as novas tecnologias para entédo entrar na fase
de maturidade. Essas duas fases sao conhecidas como periodo de
difusdo/entrega da tecnologia. Esse periodo determina o fim da onda de revolucao
e comega a demarcar o inicio da préxima. Nesse periodo a tecnologia é
difundidada amplamente e ndo ha mais tanto interesse do mercado financeiro em
investir nessa tecnologia pois a oferta € muito grande fazendo com que a taxa de
lucro ndo seja tdo alta. E nesse periodo que os investidores comegam a procurar

novas opg¢des para investimento.

O Brasil tem acompanhado essas revolu¢des sempre atrasado, entrando na
fase da maturidade onde os lucros sdao menores e outros paises periféricos
também estdo competindo. Trata-se da pior época para seguir de perto uma onda
tecnoldgica, onde a disputa é por precos baixos e 0s paises competem com mao
de obra barata. Se fosse possivel ter uma avaliacdo preditiva confiavel sobre as
direcbes das proximas ondas o pais poderia se preparar melhor para a préxima. O
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fato de que essas ondas aparecem em ciclos de 60 anos torna essa avaliacao
mais facil, entretanto, e se o pais fizer a aposta na tecnologia errada precisara

esperar uns 40 anos para recomecar.

Ao todo foram catalogadas cinco ondas de revolucdes tecnologicas da era

moderna:

—

Revolugao Industrial — Inglaterra — 1771

2. Vapor e ferrovias — Inglaterra — 1829

3. Aco e eletricidade — Inglaterra+EUA+Alemanha — 1875
4. Petréleo, carros e producao de massa — EUA — 1908
5. Informacéo e comunicacdao — EUA — 1971

6. Préxima revolugdo??? ~ 2030

O ciclo de cada revolugdo tem em média 60 anos. A sociedade atual,
definitivamente, estd no periodo de difusdo da revolucdo da tecnologia de
informacdo e comunicacdo. Hoje em dia € dificil imaginar como seria a vida sem
computadores, celulares e internet. Desde a producdo industrial, passando por
agricultura, até a vida pessoal de cada um. As grandes companhias de
telecomunicagéo e informatica estdo firmemente estabelecidas, ja criaram muitas
barreiras a entrada, deixando pouco espaco para novas empresas. A taxa de
inovacdes, antes dependente de uma competicao feroz para ganhar mercado,
agora depende do interesse das empresas oligopolizadas que podem atrasar a
introducdo de novos produtos para ter tempo de amortizar investimentos
passados. Nessa fase o financiamento das empresas ja estabelecidas provém de
seus proprios lucros e as empresas novas quase nao tém espac¢o no mercado

financeiro dado o risco de quebra na competicdo com as gigantes do setor.

Considerando entdo que a revolugdo da informacédo atingiu a fase da
maturidade e que os recursos financeiros mundiais estéo liberados para a proxima
onda a grande pergunta, nesse contexto, € qual sera a préxima revolucdo

tecnolégica?



Prospeccao para a VI Revolucao Cientifico-Tecnolégica

Nossa perspectiva pessoal é que o controle dos processos biolégicos, ou
biologia sintética, sera a base da VI revolucdo Cientifico-Tencolégica. Essa
também é a perspectiva de muitos analistas e investidores internacionais,
passando por Bill Gates, Warren Buffet e George Soros, além de instituicoes de
governos de paises avancados. Alguns estudos apontam que essa préxima
revolucao é esperada para comecar em 2015[2] e também aponta que a mesma
deve vir do controle dos processos biolégicos no seu nivel mais basico[2].
Biologia sintética pode mudar completamente a maneira como o homem
manufatura produtos e servicos, desde biocombustiveis sustentaveis extraindo
CO, da atmosfera por fotossintese até biodispositivos especialmente
desenvolvidos para trabalhar no nivel molecular. Grandes mudangas nas
industrias farmacéuticas sao esperadas, especialmente com o advento da bio-
nano-tecnologia. Uma procura na internet revela um numero consideravel de

companhias sendo fundadas nessas areas.
1. Genencor - Palo Alto, California (agora em Rochester, New York) (1982)
2. Codexis - Redwood City, California (2002)
3. Amyris - Emeryville, California (2003) — Amyris Brazil — Campinas
4. Solazyme - South San Francisco (2003)

5. Synthetic Genomics - La Jolla, California (2005) fundada por Craig Venter &
prémio Nobel Hamilton O. Smith

6. LS9 - South San Francisco, California (2005)

7. Gevo - Englewood, Colorado (2005)

8. Mascoma - Lebanon, New Hampshire, (2005)

9. Algenol - Bonita Springs, Florida (2006)

10. Joule Unlimited - Cambridge, Massachusetts (2007)

11. Sapphire Energy San Diego, California (2007) — investor: Bill Gates

12. Qteros - Marlborough, Massachusetts — investidor: Soros,



Podemos ver que em alguns casos investidores importantes estao sendo
atraidos para essa area como Bill Gates e George Soros. Uma técnica bastante
promissora é a tecnologia de impressdo 3D de 6rgaos. O pesquisador Anthony
Atala do Forest Wake Institute ja fez apresentacées demonstrando a impressao
dos érgaos por impressoras adaptadas, como podemos ver na Figura 2.

Figura 2 Impressao de um rim humano[3]
Em lugar de utilizar jatos de tinta a impressora utiliza jatos de células. Apés
serem depositadas num arcabouco as células sozinhas comecam a criar conexdes

e formar o 6rgdo. O video completo do processo esta
http://www.ted.com/talks/anthony atala printing a human kidney.html. Outro

avango dessa nova revolugao tecnologica € na area de produgéo de alimentos. A
Figura 3 mostra o tamanho da area de pasto pela energia da produgéao de carne.
Com o dominio da biologia ndo faz sentido esperar a criagdo de um animal
completo para retirar sua carne. E muito menos custoso produzir apenas o que se
deseja consumir. Winston Churchill em 1932 ja previa esse futuro, suas palavras
diziam

“We shall escape the absurdity of growing a whole chicken in order to eat
the breast or wing, by growing these parts separately under a suitable medium.

Synthetic food will, of course, also be used in the future™

? http://rolandanderson.se/Winston_Churchill/Fifty_Years_Hence.php
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Cultured meat - what's atstake
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Figura 3 Grafico de tamanho de pasto por energia para produgéo de carne[4]
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Figura 4 Causas de morte em 1900 e 2010[5]

Outro ponto importante € a prépria expectativa de vida do ser humano. A
Figura 4 mostra as causas de morte por 100.000 pessoas em 1900 e 2010 para os
EUA. Em 1900 claramente as maiores causas de morte sdo por agentes externos,
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principalmente bactérias. Apdés a humanidade aprender a lidar com esses agentes
externos, em 2010, as mortes causadas pelos mesmos sdo insignificantes perto
das doencas cardiacas e cancer. Isso quer dizer que as causas de morte ndo sao
mais externas, e sim internas. O mau funcionamento do corpo humano é o maior
causador de mortes naturais na atualidade. E claro que o melhor entendimento de

como o corpo humano funciona € necessario para mudar esse cenario.

Esta claro para nosso grupo que a proxima revolugcédo tecnoldgica sera o
controle dos processos biol6gicos no nivel molecular/celular. As reacbes quimicas
sao itermediadas por um maquinario celular que as tornam muito mais eficientes,
mesmo operando em temperatura ambiente. Na escala bioldgica pode-se pensar
em uma célula como uma planta produtora contendo maquinas que operam na
escala nanométrica. Dentro da célula, catalizadores, enzimas, superficies
especificas, transporte ativo, etc, atuam para tornar possiveis reagdes com
baixissima probabilidade de ocorréncia espontanea. A evolugao garantiu a melhor
compatibilidade e padronizacao dos blocos bioquimicos para permitir a produgao
das substancias necessarias a manutencdo da vida. Partindo de organismos
simples a evolugéo foi aumentando a complexidade dos mesmos, de forma que os
seres vivos que sobreviveram até hoje possuem inteligéncia acumulada em
milhées de anos. Além disso, os seres vivos construiram 6érgaos especificos para

a realizacao de diferentes tarefas.

Biofotonica na Revolucao da Biologia Sintética

A localizagéo espacial, irrelevante para a industria quimica convencional, é
crucial para os processos biologicos. As perguntas que precisam ser respondidas
em relacdo aos processos bioldgicos sao: 0 que aconteceu, onde aconteceu e
quando aconteceu? Para descobrir 0 que aconteceu € necessario 0 uso de
ferramentas capazes de distinguir diferentes moléculas. Espectroscopias opticas,
ou de ressonancia magnética, sdo capazes de responder questbes sobre que
moléculas estdo envolvidas em determinados processos. Para saber quando é

preciso usar ferramentas de observacao que respondem nao destrutivamente em
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tempo real. Ja para descobrir onde é necessario 0 uso de microscopias e outras
técnicas de visualizagcdo. O entendimento completo dos fendbmenos bioldgicos
requer a observacdo desde eventos intracelulares, na escala de nm. Em termos
das ferramentas utilizadas no estudo dos processos bioldgicos, portanto, essas
condicdes tendem a eliminar caracterizagbes destrutivas como, por exemplo,
espectrometria de massa ou padrdao de difracdo de raios-x de proteinas
cristalizadas. Essas técnicas podem, e devem ser utilizadas, mas nao serao
capazes de acompanhar os processos em tempo real, nem de fornecer

informacdes espaciais sobre 0s processos celulares.

Ondas sdo os unicos fendmenos fisicos capazes de propagagédo a longa
distancia e que permitem trazer as informagdes do mundo micro ao macro. A
microscopia optica sofreu uma revolugéo nas duas ultimas décadas incorporando
todas as ferramentas de 6ptica nao linear, possibilitadas pelo surgimento de lasers
de pulsos ultracurtos comerciais. A éptica apresenta vantagens Unicas em termos
de resolucdo espacial, temporal e sensibilidade comparada com as outras

técnicas. Entre essas vantagens pode-se apontar:

1. Alta sensibilidade da 6ptica aliada a baixa interacdo com matéria em
observacdo que torna a Optica uma técnica ndo destrutiva. Observagao de
fluorescéncia de uma Unica molécula ja tem décadas de idade. O importante para
a sensibilidade da éptica é o numero de fétons detectados, que aumenta com o
tempo de observagcdo. Em torno de 1000 foétons sdo emitidos em 1 us por uma
unica molécula em um processo de fluorescéncia tipico, com tempo de vida da
ordem de 1 ns. Isso permitiria a aquisi¢do de uma imagem de 1 megapixel em 1
segundo. Como cada pixel tende a ter muito mais do que uma unica molécula
esse tempo de aquisicdo pode ser bem mais rapido, chegando a velocidade de
video [30 quadros por segundo] e até mais do que 100 quadros/segundo.
Técnicas nao oOpticas com sensibilidade de deteccdo de uma unica molécula sao
extremamente raras. Sinais de fluorescéncia estdo entre os mais intensos,
permitindo a aquisicdo de imagens e informacdes rapidamente. Entretanto, do
ponto de vista espectral a técnica de fluorescéncia é pobre, pois as bandas de

emissao sdo muito largas para permitir a discriminacdo entre duas moléculas. A
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forma criativa utilizada pelos pesquisadores de ciéncias da vida tem sido a de
marcar com especificidade bioquimica determinadas proteinas e acompanhar sua
evolugdo ao longo do tempo com fluorescéncia. As proteinas fluorescentes
intrinsecas, GFP, RFP, YFP etc, podem ser produzidas pelos préprios seres vivos
apos incorporacdo do comando de producdo no codigo genético dos mesmos.
Assim, a interferéncia nos processos bioldgicos se da através das substancias
marcadoras e nao da observacao 6ptica em si. Além da prépria emissao de fétons
fluorescentes, o tempo em que esses sao emitidos contém informacdes
importantes sobre o0 ambiente quimico em torno da molécula fluorescente.
Microscopias baseadas no tempo de vida de fluorescéncia [FLIM] estédo
disponiveis comercialmente. Microscopia de Fluorescéncia, é portanto, uma
técnica muito poderosa e deve ser a base de qualquer sistema de observacdo em
tempo real de processos celulares.

2. Ressonancias com os niveis eletrdnicos e vibracionais das moléculas
conferem seletividade bioquimica as técnicas épticas. Para acompanhar reacoes
bioquimicas no espago e no tempo as espectroscopias, principalmente Raman e
suas derivadas, podem ser utilizados como técnicas analiticas. A técnica Raman,
mesmo muito menos intensa do que a fluorescéncia, transporta informacdes
diretas sobre as vibragbes moleculares, que dependem das ligagées quimicas, e
tem capacidade de identificar diferentes moléculas. A especificidade bioquimica do
Raman é muito superior, portanto, do que a da fluorescéncia.

3. Fotons também transportam momento e a transferéncia de momento
dos fétons pode ser utilizada para manipulacées e medidas de propriedades
biomecanicas, utilizando a técnica chamada de Pincas Opticas. Muitos eventos
celulares dependem de propriedades biomecénicas, como adesao a superficies,
invasao, movimentagao celular, etc. A magnitude das for¢as envolvidas na escala
intracelular esta entre dezenas de femtoNewtons a centenas de picoNewtons, e
suas medidas necessitam de ferramentas com alta sensibilidade. As pincas
Opticas geram forgas mensuraveis [acima do ruido do movimento Browniano] entre
10 fN até 700 pN, o que a torna a ferramenta ideal para medidas biomecanicas no

nivel celular. Além disso, as Pincas Opticas atuam remotamente, sem
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necessidade de contato. Lasers no ultravioleta ou de alta intensidade também
podem ser utilizados para microdissec¢cdo com precisdo. Dessa forma, Pingas
Opticas podem ser usadas para iniciar e parar um processo, ou modificar o curso
de acdo do mesmo, ao mesmo tempo em que a microdisseccao pode coletar
nanoamostras durante o curso do processo para analise posterior por outras
técnicas analiticas. Juntas, as duas técnicas permitiriam separar, por exemplo,
determinadas regides onde se suspeita que ocorreu um fendmeno importante,
para posterior analise protedmica, ou amplificacdo por PCR, ou analise por
espectrometria de massa, ou espectroscopia RMN, ou para cristalizacdo de
proteinas, etc.

4. O fato de que feixes de luz nao colidem permite a integracao de
todas as técnicas épticas para aquisicao de informacées em paralelo, ou seja,
simultaneamente, em um Unico instrumento. A dificuldade para a integracao Optica
eram filtros dicréicos para juntar e separar feixes de diferentes comprimentos de
onda. O desenvolvimento das microscopias de 6ptica ndo linear, entretanto,
estimulou o desenvolvimento desses filtros e o crescimento de empresas que
especializadas na producao de dicréicos. Hoje existe uma ampla oferta desses

filtros no mercado.

Em resumo as técnicas Opticas modernas fornecem informacdes
quantitativas, quimicamente seletivas, ndo destrutivas, em tempo real, de eventos
localizados no espago com resolugéo que pode chegar a 10 nm[6-9], bem proxima
do tamanho das proteinas de importancia biolégica. Mais, as técnicas de
microscopia éptica podem ser integradas em um Unico equipamento permitindo
coleta simultdnea do maximo de informagdes no curso do processo celular em
observagéo. Sistema integrado de microscopia Optica e eletrénica de varredura

cobriria a escala até 1 nm.

Objetivo e descricao dessa Tese:

Considerando o contexto descrito acima, da revolugcédo da biologia sintética
até o papel das microscopias fotbnicas para analise de processos celulares, o
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objetivo dessa tese foi desenvolver e aplicar uma plataforma foténica integrada
para estudos de processos celulares. Para isso, integraremos em um Unico
microscépio confocal as técnicas de fluorescéncia (excitada por 1 ou 2 fétons),
geracao de segundo (SHG) e terceiro (THG) harmdnicos, imagem por tempo de
vida da fluorescéncia (FLIM) e fluorescence correlation spectroscopy (FCS).
Comecaremos descrevendo no Capitulo 2 como realizar essa integracao
independente do microscépio utilizado e as particularidades de cada microscépio
disponivel no grupo. No Capitulo 3 apresentaremos aplicacdes das pincas dpticas
na medida de quimiotaxia na interecdo de parasita-vetor hospedeiro, uma area
que precisei assumir diratemente pelas dificuldades técnicas e metodolégicas.
Depois passaremos para a teoria do FLIM no Capitulo 4. J& no Capitulo 5
trataremos da teoria de quantum dots (QDs) e também das aplicagbes dessa
plataforma para estudo desses nanocristais. Em particular trabalhamos na reviséo
de resultados anteriores sobre os modelos de confinamento quantico e o papel do
stress induzido pela matriz vitrea no confinamento. No Capitulo 6 a descricao
tedrica da técnica de FCS esta presente bem como sua aplicacao para a medida
do raio hidrodindmico de QDs. O Capitulo 7 é devotado para a apresentacao de
aplicagcdes em biologia dessa plataforma fotdnica integrada através da descrigao
dos artigos publicados durante o periodo da tese. Finalmente, no Capitulo 8 estao
as conclusbes dessa tese as perspectivas de trabalhos futuros. Nessa tese
optamos por usar o ponto ao invés da virgula como separador decimal devido a
utilizagdo de programas com a notacdo da linguagem inglesa para manter a
concordancia entre os dados apresentados e digitados durante da tese.
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Capitulo 2
Sistema Experimental

Neste capitulo descreveremos os sistemas experimentais utilizados nessa
tese. Iniciaremos com a descricdo passo a passo das integracdes das técnicas
fotbnicas e depois descreveremos os detalhes particulares de cada microscépio

disponivel em nosso laboratério.

2.1 Montagem da plataforma integrada passo
a passo

Independente da particularidade de cada microscdpio, a integracao das técnicas
confocais em uma unica plataforma sempre segue 0 mesmo principio. Um feixe de
luz ndo colide com outro feixe de luz, portanto desde que existam portas e filtros
disponiveis no microscépio podemos acoplar quantos feixes de laser desejarmos e
extrair quantos sinais quisermos também. Comecaremos com um microscopio

confocal espectral convencional mostrado no esquema da Figura 5. Um feixe de
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laser passa por um espelho dicréico, que é transparente para o laser mas reflete
os outros comprimentos de onda, e depois é escaneado no plano x-y por dois
espelhos montados em galvanémetros controlados pelo computador. A objetiva
focaliza o feixe na amostra e coleta o sinal de fluorescéncia excitado. O sinal
percorre 0 mesmo caminho que o laser, sé que no sentindo inverso, passando
pelos dois espelhos de escaneamento. Isso deixa o feixe do sinal “descanned”, ou
seja, parado. O espelho dicréico reflete o sinal e uma lente o focaliza em um
pinhole. Uma grade de difragcdo separa o sinal nas componentes de comprimento
de onda que chegam a um array de detectores, que podem ser fotomultiplicadoras
[PMTs] ou Avalanche Photodiodes [APDs], onde os feixes luminosos sao
transformados em sinais eletrénicos. O computador armazena as informacdes da
posicao do pixel xy com os sinais em cada comprimento de onda e as utiliza para
reconstruir uma imagem para cada comprimento de onda. O pinhole esta
conjugado com o plano focal da objetiva, entdo apenas o que estiver no foco da
objetiva nao tera o sinal bloqueado pelo pinhole. Imagens em 3 dimensdes [3D]
sao obtidas repetindo plano a plano apés movimentar a objetiva por uma distancia
definida.

Objetiva
Descanned

Array
de \

Detectores

Pinhole

N . \

Scan Scan
vertical

horizontal

Dicroico

Figura 5 Esquema de um microscépio confocal espectral
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A resolucao espectral do array de detectores € em torno de 10 nm. Essa
resolucdo é satisfatoéria para aquisicdo de imagens mas nao é suficiente para
resolver a separacao de picos Raman, por exemplo. A maioria dos microscépios
possuem a possibilidade de extrair o sinal por uma porta externa. No caso do
nosso esquema isso é feito removendo a grade de difracdo para deixar o sinal
passar diretamente para a entrada de um monocromador, como mostra a imagem
da Figura 6. Dessa maneira o sistema é capaz de adquirir espectros com
resolucao da ordem de 0.01nm, com todas as vantagems do sistema confocal. Por
exemplo, podemos adquirir uma imagem de fluorescéncia da amostra e em
seguida selecionar um ponto nessa imagem e adquirir o espectro. Como o sinal
coletado passa pelo pinhole ele € confocal, sendo detectado apenas no plano do
ponto de interesse.

Monocromador

e Filtros

Descanned
Array
de
Detectores

horizontal vertical

Figura 6 Adicionando um monocromador ao microscopio confocal

Levantando mecanicamente a objetiva criamos espaco para a colocagao de
mais um espelho apds os espelhos de varredura e antes da objetiva. Desse modo
tornamos possivel a adaptacdo da pinga Optica ao sistema, como podemos
observar no esquema da Figura 7. O espelho da pinca o6ptica tem que ser
transperente para todos os comprimentos de onda exceto para o comprimento de
onda do laser da pinga, 1064 nm. Com a pingca Optica o sistema ganha a
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habilidade de fazer manipulagdes e medidas biomecénicas. O espelho da pinga
Optica tem de ser colocado depois dos espelhos de varredura porque queremos
fazer a imagem de particulas presas na pinca. Se o laser da pinca fosse acoplado
antes dos espelhos de varredura ele seria escaneado e as particulas se
movimentariam junto com o laser da pinca. Por esse mesmo caminho é possivel
acoplar um laser de corte, ja que ele terd as mesmas restricdes que o laser da

pinga em relag@o aos espelhos de varredura.

Monocromador

=== Filtros '

Descanned

Array Dicroico

Detectors
APDs

Scan

horizontal vertical

Figura 7 Adaptacao da pinga 6ptica

Utilizando as portas de lasers externos do scanner de varredura podemos
integrar um laser pulsado de femtosegundos ao sistema. Assim podemos realizar
aquisicdo de imagens multiféton. E possivel adquirir imagens de fluorescéncia
excitada por absorgcado de dois fétons [TPEF = Two Photon Excited Fluorescence],
segundo ou terceiro harménico [SHG/THG = Second/Third Harmonic Generation].
Como o sinal da microscopia multiféton € excitado apenas no foco do laser ele ja é
intrinsicamente confocal ndo precisando do pinhole para eliminar as imagens fora
de foco. Detectores “non-descanned” (NDD) sao posicionados para coletar o sinal
transmitido e o sinal refletido, ja que para sinais coerentes a relacao sinal
transmitido/refletido contém informagéo relevante. O Unico cuidado com a

deteccao NDD é que, porque o feixe se move durante a varredura, o detector deve
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ter uma area grande o suficiente para que o feixe coletado nao saia da mesma
durante a varredura. Filtros em frente aos detectores selecionam os comprimentos
de onda desejados, como mostrado na Figura 8. Como o microscépio possui mais
de uma porta externa de entrada é possivel acoplar outros lasers além do laser de
femtosegundos. Lasers de picosegundos oferecem a possibilidade de aquisi¢cao
de imagens de picos Raman ou por CARS (Coeherent Antistokes Raman

Scattering).

Monocromador

Descanned
Array Dicroico

de Pinca
Detectores

horizontal

Figura 8 Laser e detectores para microscopias multiféton

Com a presencga do laser pulsado utilizamos sua taxa de repeticao para adquirir
imagens por tempo de vida da fluorescéncia (FLIM). Assim como na microscopia
multiféton, o sinal somente é gerado no foco do laser eliminando a necessidade de
pinhole. Podemos utilizar as mesmas saidas dos detectores NDD para acoplar os
detectores de FLIM. Um criostato pode ser colocado apdés a objetiva para
realizacdo de medidas em fungdo da temperatura. Essas modificagbes sao
mostradas nas Figura 9 e Figura 10 a seguir.
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Figura 9 Adi¢éo dos dectores de FLIM.

Monocromador .
Criostato

Descanned
Array
de
Detectores

horizontal vertical

Figura 10 Criostato para medidas em funcdo da temperatura

2.2 Microscopios Utilizados

O grupo de Biofotdnica do Instituto de Fisica da Unicamp juntamente com o
INFABIC, Instituto Nacional de Fotbénica Aplicada a Biologia celular, possuem

atualmente trés microscépios disponiveis. Um microscépio confocal Olympus IX-
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81 FV300, um microscépio Zeiss LSM 780 espectral reto e um Zeiss LSM 780

espectral invertido. A seguir descreveremos as caracteristicas de cada sistema.

2.2.1 Microscépio Olympus IX-81 FV300

Esse sistema é composto pelo microscépio invertido I1X-81 e pelo scanner
de varredura FV300. Esta equipado com objetivas Olympus PLANAPO de 10X,
40X e 60X. O FV300 possui uma porta para o acoplamento de lasers no visivel e
outra para o acoplamento de lasers no infravermelho. Um espelho dicréico (DM1)
€ responsavel pelo acoplamento dos feixes visivel-infravermelho direcionando-os
para os espelhos galvanémetros de varredura. O DM1 é transparente para o
infravermelho mas reflete o visivel. Um espelho dicréico (DM2) é responsavel por
refletir os lasers de excitagdo e transmitir o sinal visivel. Dentro do FV300 uma
lente focaliza o sinal através do pinhole nas fotomultiplicadoras apds passarem por
filtros. Os filtros podem ser escolhidos de modo a separarem fluorescéncias de
diferentes comprimentos de onda ou a fluorescéncia do SHG. Duas PMTs estao
disponiveis para o sinal descanned. O sinal de THG é gerado na regido de 300 nm
pelo laser Mai Tai. Ele ndo pode ser detectado no sinal refletido pois os espelhos e
lentes presentes nesse caminho absorver&o o sinal. O THG é detectado no sinal

transmitido. A Figura 11 mostra o esquema do sistema.
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Figura 11 Esquema do microscépio confocal Olympus IX-81 FV300

O sistema oferece 2 PMTs NDD. Uma PMT de transmiss@o e outra PMT
NDD que pode ser posicionada tanto na transmissao do sinal quanto na reflexao.
Ap6s a amostra um filtro passa baixa (SP690) é utilizado para rejeitar o sinal do
laser de Mai Tai e filtros baixa baixa (SP475 ou SP340) sao colocados para filtrar
o sinal de SHG ou THG. O sinal de THG requer um cuidado especial para ser
detectado. Na primeira montagem do sistema nos utilizamos o proéprio
condensador e um espelho do microscépio para coletar o sinal. O condensador
absorve muito na regido de 300 nm, regido do sinal do THG. A alternativa foi
retirar o condensador e aproximar o quanto fosse possivel a PMT NDD da amostra
para coletar o sinal, sem o uso de lentes ou espelhos. A PMT necessitava ficar
muito préxima da amostra para que o sinal ndo divergisse muito e ficasse maior
que a area de coleta da fotomultiplicadora. Uma peca metalica foi confeccionada
para se encaixar no suporte do condensador e acomodar a PMT e os filtros
necessarios para coletar o sinal. A mesma peca é utilizada para a coleta do sinal
de segundo harménico. A Figura 12 mostra essa pegca metdlica com a

fotomultiplicadora
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Suporte para fotomultiplicadora e filtros

Firtros

PMT na posi¢ao do condensador
Figura 12 Fotomultiplicadora posicionada préximo a amostra com o suporte metalico

Um filtro passa alta (LP690) foi colocado antes da objetiva para transmitir o
laser de Ti:Safira e refletir a fluorescéncia no visivel para o detector de FLIM. Uma
peca especial fornece mais uma saida logo antes da objetiva. Nessa posicao
colocamos um filtro passa baixa (SP1064) nm para refletir o laser da pinga e
transmitir o visivel e o infravermelho do Mai Tai. No caminho de retorno da pinga
uma laminula foi colocada para refletir o espalhamento do laser para um detector

de quadrante para realizagdo das medidas de forga dptica.

Em resumo, esse sistema é capaz de adquirir imagens confocais de
fluorescéncia excitada por um ou dois fétons, segundo ou terceiro harménico,
FLIM, manipulagdo pela pinga éptica e medidas de forca éptica. As técnicas

podem ser usadas em conjunto ou separadamente.
As modificacdes realizadas foram publicadas no periddico (exceto pinca optica)

V. B. Pelegati, J. F. Adur, A. A. de Thomaz, D. B. Aimeida, M. O. Baratti, L.A.L.A.
Andrade, F. Bottcher-Luiz and C. L. Cesar, “Harmonic Optical Microscopy and
Fluorescent Lifetime Imaging platform for multimodal imaging”, Microsc. Res.
Tech. 75 (10), 1383-94 (2012), DOI: 10.1002/jemt.22078
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2.2.2 Microscépio Zeiss LSM 780 espectral invertido

O sistema é composto pelo Microscépio Zeiss Axio Observer.Z1 e pelo
scanner de varredura 780. Possui objetivas EC Plan-Neofluar 10x/0.30 Dry, EC
Plan-Neofluar 20x/0.50 Dry, EC Plan-Neofluar 40x/1.30 Qil DIC, Plan-Apochromat
63x/1.4 Qil DIC. Quatro detectores NDD para o sinal refletido, dois NDD para o
sinal transmitido. O detector espectral € GaAsP com 32 canais com resolucao
maxima de 2.9 nm descanned. Estdo disponiveis também duas PMTs descanned.
Os lasers disponiveis sdo Argbnio (458, 488, 514nm), HeNe (543, 593, 633nm) e 0
Ti:Safira Mai Tai da Spectra-Physics. As imagens da Figura 13 mostram o
microscopio e a pinga acoplada.

Figura 13 Esquerda: Microscopio Confocal Zeiss LSM 780. Direita: Pinga Optica acoplaaa

A pinga éptica acoplada ao sistema € da empresa suica MM&l [Molecular
Machines & Industries]. Possui dois caminhos independentes de laser que podem
gerar até oito pontos de captura cada. Os pontos de captura podem ser
manipulados independentemente em todas as dire¢ées. Um laser de corte em 350

nm também esta presente.

O esquema dos caminhos 6pticos é mostrado na Figura 14
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Figura 14 Esquema do microscépio confocal Zeiss LSM-780

Um filtro passa alta (LP690) reflete o sinal visivel para o detector de FLIM
ou PMT NDD (4 no total) e é transparente paro laser Mai Tai. O laser da pinga e o
laser de corte sao refletidos por um filtro passa banda (BP350-1064). A banda de
transmissao € o visivel e a reflexdo € abaixo de 350 nm e acima de 1064 nm. Na
transmissdao do sinal temos duas PMTs NDD com espago para filtros para
selecionar o sinal. O sinal de SHG pode ser detectado nos detectores descanned
ou NDD. Ou ainda nos NDDs transmitidos e refletidos. A Figura 15 mostra um
esquema do scanner 780 com uma descri¢cao detalhada dos seus componentes
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Figura 15 Esquema do LSM 780[10]

A regido 1 é por onde os lasers visiveis sdo acoplados no scanner e a
regido 2 os lasers de infravermelho e outros, como diodo 405 nm por exemplo. A
regido 3 mostra o conjunto de espelhos dicroicos que acoplam os dois tipos
diferentes de lasers. A ordem em que os lasers sdo acoplados € importante nesse
caso. O dicrbico que reflete os lasers visiveis vem antes do dicrdico que reflete o
infravermelho. Dessa forma o acoplamento de todos os lasers ocorre no dicrdico
do infravermelho, cuja caracteristica é refletir o infravermelho e ser transparente
para o visivel. Se ocorresse o contrario, o dicrdico do infravermelho vindo antes do
visivel, o acoplamento final se daria no dicrdico do visivel que refletiria parte do
infravermelho incidente. Esse fato, dependendo das condi¢gdes do experimento e

da eficiéncia da geragéo do sinal excitado pelo infravermelho, pode inviabilizar a
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excitacao por esse laser. O espelhos com numero 4 sao os espelhos de varredura.
Apoés retornar pelos espelhos de varredura e pelos dicréicos o sinal € focalizado
no pinhole, na regido niumero 6. O nimero 10 indica a posicao do espelho ou
filtros que escolhemos para direcionar o sinal para os detectores descanned
internos ou para a saida externa do scanner. Os numeros 7, 8 e 9 sdo a grade de
difracao e os detectores internos do scanner, o array de APDs e duas PMTs.

2.2.3 Microscopio Zeiss reto LSM 780 espectral

A configuracao desse microscépio € bem semelhante ao LSM 780 invertido.
As objetivas disponiveis sdo Plan-Apochromat 10x/0.30 Dry (WD: 2mm), Plan-
Apochromat 20x/1.0 Water DIC (WD:1.8mm), Plan-Apochromat 40x/1.0 Water DIC
(WD:2.5mm) e C-Apochromat 63x/1.2 Water Korr (WD:0.28mm). A Figura 16
mostra uma foto do microscépio e a adaptacéo feita para a aquisicdo de imagens
por FLIM.

- 5. '
Figura 16 Esquerda: Microscépio Confocal Zeiss LSM 780. Direita: adaptacao para detectacdo
descanned.

Os lasers visiveis sdos os mesmos exceto pelo laser de diodo 405 nm
pulsado. Os pulsos tem 60 ps e as taxas de repeticées sdo 80, 50 e 20 MHz. No
caso desse sistema, como a excitagdo da fluorescéncia para aquisicdo de
imagens de FLIM é feita por absorcdo de um féton, o sinal tem que passar pelo
pinhole para se tornar confocal. O laser Mai Tai também foi acoplado ao sistema.
A peca feita para adaptar o detector de FLIM também pode ser usada para refletir
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o sinal para o monocromador. O esquema do sistema € apresentado na Figura 17.
Representamos no esquema apenas as diferencas significativas em relacao ao

microscépio invertido.
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Figura 17 Esquema do microscépio confocal Zeiss LSM-780 direto

Um mesmo dicroico € utilizado para acoplar o laser de 405 nm e o
infravermelho. No esquema da Figura 17 podemos observar a presenca de um
criostato que foi acoplado no lugar da platina do microscépio. Essa adaptacao nos

permitiu fazer medidas em funcao da temperatura ne regido entre 10 K e 300 K.

2.3 Telescopio ou Colimador

As varias técnicas biofotonicas integradas nos sistemas dessa tese utilizam

diferentes lasers com diferentes comprimentos de onda para excitagdo. A
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fluorescéncia excitada por um féton utiliza lasers no visivel, a fluorescéncia
excitada por dois fétons, o SHG, o THG e o FLIM utilizam o laser pulsado no
infravermelho. Esses feixes com diferentes comprimentos de onda sao focalizados
pelas objetivas em planos focais diferentes. Em termos das imagens geradas isso
acarretaria em imagens capturadas em varios planos diferentes ou particulas
pingadas em planos diferentes das imagens, se considerarmos a integracao
pingas opticas e microscopia confocal. Para contornar esse fenémeno utilizamos
uma montagem de duas lentes uma no foco da outra chamada de telescépio. A

Figura 18 mostra seu principio de funcionamento

1 f1|

Figura 18 TelescOpio com suas possivels posi¢des de lentes

Primeiro vamos analisar o caso em que as lentes possuem a mesma
distancia focal f1. Se o feixe paralelo atinge a primeira lente ele sera focalizado na
distancia f1. Como a segunda lente também tem distancia focal f1 o feixe saira
paralelo quando passar pela mesma. Nenhuma mudanga ocorreu. Na situagéo
em que a segunda lente estd mais proxima da primeira lente o feixe se torna um
pouco divergente. O inverso ocorre quando a segunda lente estd mais distante da

primeira lente, tornando o feixe um pouco convergente. Essas mudancas seréo
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transmitidas para o plano focal da objetiva do microscédpio. Com isso ganhamos
controle da profundidade em z com que o feixe é focado. Um telescédpio tem que
ser montado para cada laser que possua um comprimento de onda diferente. Um
dos lasers é usado como referéncia e todos os outros tem seus focos ajustados

para essa referéncia.

O caso em que as duas lentes possuem distancias focais diferentes é
importante no caso do preenchimento do orificio da objetiva. Para aproveitar toda
sua abertura numérica é necessario preencher totalmente o orificio na parte de
tras da objetiva. Geralmente os feixes de laser sdo menores do que esse orificio.
Um telescépio com lentes de diferentes distancias focais possibilita controlar o

tamanho do feixe, como exemplificado na Figura 19

)

Figura 19 Telescépio com lentes de diferentes tamnhos focais

Um feixe com raio wl é focalizado pela primeira lente de distancia focal f1 . Ao
deixar a lente com distancia focal f2 o feixe tem raio w2. Isso pode ser

verificado analisando a semelhenga de tridngulos da Figura 19

=—>=Ww

1 f2 f1

No fundo o tamanho do raio de saida € proporcional ao raio de entrada,
sendo w2>wl se f2> fle w2<wl se f2< f1.

w_w2_ o f2xm (2.1)

Em nossas plataformas integradas todos os lasers possuem um telescépio
para adequarmos seus planos focais e obter o preenchimento do orificio da
objetiva. No caso do sistema da Olympus 1X81 FV300 o laser de Argbnio é usado
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como referéncia e o laser Mai Tai utiliza o telescépio para ajuste de seu foco. Os
sistemas da Zeiss possuem telescédpios automaticos localizados dentro do

scanner para cada linha de laser, visivel e infravermelho.

2.4 Fotomultiplicadoras

PMTs sao dispositivos para deteccdo de luz que transformam fétons
detectados em um sinal elétrico. PMTs possuem uma camara em vacuo onde
estdo localizados um catodo, dinodos e um anodo. A Figura 20 mostra um
esquema desses dispositivos.

Catodo D1 D2 Anodo
Corrente
TN PN R R
VR VIR Y ES S

=

D1 D D3

Figura 20 Esquema de uma PMT

Os fotons atingem a placa do catodo arrancando elétrons, chamados de
fotoelétrons. Esses elétrons sdo acelarados por uma diferenga de potencial
atingindo o primeiro dinodo (D1) onde arrancam mais elétrons. Novamente s&o
acelerados para o segundo dinodo (D2) onde arrancam mais elétrons e assim
sucessivamente até os elétrons atingirem o anodo. O processo em cascata
amplifica o sinal inicial gerado por poucos fotons e a intensidade do sinal
detectado sera proporcional a intensidade da corrente gerada.

Os detectores conhecidos como avalanche photodiodes (APDs) sao
detectores de semicondutores com mais sensibilidade do que as PMTs
convencionais. Os APDs utilizam o efeito fotoelétrico para transformar fotons
detectados em corrente. Podemos ver um esquema na Figura 21. Fétons
incidentes na camada de SiO, criam pares de elétron-buracos que passam pelas
camadas n e p primeiramente e depois atingem a regido de multiplicacdo

(depletion region). Os pares elétrons-buracos colidem com os &tomos do cristal e
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a ionizacado resultante cria mais pares de elétrons-buracos. Esses pares
resultantes da ionizagao por usa vez vao colidir com outros atomos gerando novos
pares de elétrons-buracos e assim sucessivamente num efeito de avalanche e

uma corrente é gerada proporcional ao numero de fétons incidentes.

Avalanche Photodiode

N-Contact
(Cathode)
\

Incident P-Contact
Photons (I'\node)
- —_
Si02
Layer

N-Layer P-Layer  Figure 1
Figura 21 Esquema de um APD[11]

As fotomultiplicadoras mais sensiveis atualmente sdo as conhecidas como
PMTs hibridas. Nas PMTs hibridas os fotoelétrons emitidos por um fotocatodo sao
acelerados por um campo elétrico intenso diretamente num APD, como mostra o
esquema da Figura 28

Photocathode
V4 Diode Bias
__Photoelectrons 200 to 300 V
/
Avalanche Output

Diode

-5000 to -10,000 V

Figura 22 Principio de funcionamento da PMT hibrida[12]

Os fotoelétrons acelarados atingem o APD e geram uma quantidade grande
de pares de elétrons-buracos. Esses pares sao amplificados pelo ganho linear do
APD. Em PMTs convencionais os fotoelétrons sdao emitidos em todas as direcdes,
tornando a eficiéncia do processo baixa. Os melhores catodos tém uma eficiéncia

quantica de 0.4 entre 400 e 500 nm [13]. Em um fotodiodo os pares de elétrons-
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buracos gerados sdo separados por um campo elétrico e uma corrente € gerada.
Como o processo de amplificagdo ocorre em uma sé etapa ele é muito mais
eficiente do que o processo nas PMTs convencionais. Eficiéncia quantica de 0.8
pode ser atingida nesse processo. A alta aceleracao imposta aos elétrons entre o
fotocatodo e o APD diminue o tempo de transito dos elétrons. Com uma voltagem

de acelaragao de 8 kV o tempo de transito dos elétrons é de apenas 50 ps[14, 15].

As funcao de resposta do instrumento (IRF) e a eficiéncia quantica para
uma PMT hibrida HPM-100-40 (Becker&Hickl) € mostrada na Figura 23 a seguir.

_ Quantum
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Figura 23 Esquerda: Resposta para pulsos de 40 ps de um laser de diodo. Escala da divisdo 300
ps/div[12]. Direita: Eficiéncia Quantica[12].

Essas sao as PMTs utilizadas pelo sistema de FLIM. Imagens por tempo de

vida da fluorescéncia exigem uma fotomultiplicadora sensivel a poucos fétons mas

com tempo de resposta rapido para nao perder resolugdo temporal. As PMTs
hibridas possuem essas duas caracteristicas.

2.5 Laser Mai Tai

O laser pulsado de femtosegundos utilizados em nossos sistemas € o laser
Mai Tai HP da Spectra Physics. Sua emissdao pode ser sintonizada entre 690 e

1040 nm com pulsos de aproximadamente 100 femtosegundos e taxa de repetigéo
de 80 MHz. Sua curva de poténcia esta na Figura 24
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Figura 24 Curva de poténcias para os modelos de laser Mai Tai[16]

O Mai Tai é um sistema fechado “One Box” automatizado que inclui o laser
de bombeio Millennia, um DPSSL [Diode Pumped Solid State Laser], um laser de
Ti:Safira e um médulo de correcdo da dispersao da velocidade de grupo [GVD]
chamado Deep See. Uma descricdo mais detalhada desse sistema pode ser

encontrada na tese de mestrado de Vitor Pelegati[17].

Nas primeiras versdes do laser de Ti:Safira sua operagéo era toda manual.
Toda mudanga de comprimento de onda necessitava de pequenos ajustes para
recuperar o modo pulsado. Para operar em toda faixa de emisséo do cristal de
Ti:Safira mais de um conjunto de espelhos era necessario. Isso poderia significar
algumas horas de trabalho para mudanca de uma faixa do espectro de emissao a
outra. Para saber o comprimento de onda em que o laser estava emitindo um
outro aparelho tinha que ser utilizado, como um monocromador por exemplo.
Apesar de ser um laser com bastante opg¢des, 0 tempo necessario para mudar
algum componente da sua configuracdo poderia ser muito grande. O sistema Mai
Tai surgiu para substituir esses lasers antigos e se tornar um laser “user friendly”.
Todo os parametros do laser sdo controlados por computador. Desde a escolha do
comprimento de onda até ajustes dos espelhos dentro da cavidade. O laser
consegue varrer todo o seu espectro de emissdo em modo pulsado em apenas
alguns minutos, sem necessidade de qualquer ajuste por parte do usuério. O laser
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pode ser controlado diretamente pelo programa de operagcao do microscopio. Esse
fato torna a comunicacdo entre o laser e 0 microscopio possivel sem a

necessidade de comunicacao entre seus programas proprietarios.

Em resumo, o laser Mai Tai foi um grande avanco para a integracdo das
técnicas multifotbnicas nos microscopios confocais. A integragdo ja era possivel
com o laser de Ti:Safira convencional, porém o tempo podia ser uma
desvantagem consideravel, ainda mais quando estamos interessados em seguir

processos celulares.
Controle de poténcia do laser Mai Tai para Microscépio Olympus I1X-81 FV300

A poténcia nao é um parametro que pode ser modificado no sistema do Mai
Tai. Para controlar a poténcia que incide na amostra nés utilizamos uma

montagem com uma placa de meia onda (A/2) e um polarizing beam splitter

(PBS). A placa de meia onda € montada em um estagio giratério e sua fungéo é
selecionar a direcao da polarizagao do feixe que passa por ela. O PBS transmite a
polarizacao vertical e reflete a polarizagao horizontal. O feixe do Mai Tai, que tem
polarizacdo horizontal, tem sua orientagdo girada ao passar pela placa de meia
onda dependendo do angulo do estagio de rotacdo. Ao passar pelo PBS qualquer
orientacéo diferente da horizontal tera parte do feixe refletido diminuindo assim a
energia transmitida na polarizacado horizontal. Para controlar a poténcia, entéo,

basta girar o estagio de rotagéo da placa de meia onda.
Controle de poténcia do laser Mai Tai para Microscépios Zeiss LSM 780

Os sistemas da Zeiss controlam a poténcia do Mai Tai através de um
modulador acusto-6ptico (AOM). O AOM é um dispositivo que pode controlar a
poténcia, a frequéncia ou a posicao espacial do feixe de laser a partir de um sinal
elétrico. O componente principal de um AOM €& um cristal transparente que é
acoplado a um transdutor piezoelétrico. O sinal elétrico aplicado no transdutor cria
ondas acusticas no cristal que criam uma modluagédo no seu indice de refracao a
qual atua como uma grade de difracdo. Qualquer feixe de luz que passar por esse

cristal sera submetido a essa modulacédo do indice de refracdo tendo seu caminho
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alterado. A intensidade da luz difratada depende da intensidade da onda acustica.

O tipo de regime da operacdo do AOM é definido pelo parametro Q dado por

_ 27A,L
0= nA*

(2.2)

Onde A,é o comprimento de onda da luz incidente, Lé a distancia que a
luz viaja dentro do cristal, n o indice de refragdo do cristal e A o comprimento de
onda acustico. Para Q <<1 temos o regime Raman-Nath, onde o feixe que incide

no cristal na direcdo normal a superficie e véarias ordens de difracao estao
presentes com as intensidades dada pela funcao de Bessel. A Figura 25 mostra

esse Caso.
m=2
m=1
:gi > m=0
m=-1
m=-2
L
Figura 25 AOM caso Q<<1

Para O >>1 o AOM atua no regime de Bragg. Para um angulo de

incidéncia do feixe 6,, apenas uma ordem de difragdo deixa o cristal, as outras

tem intensidade nula por interferéncia destrutiva, como mostra a Figura 26. A
maioria dos AOMs atuam no regime de Bragg, incluindo os AOMs dos nossos

sistemas.
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Ordem

Ordem
Zero

L
Figura 26 AOM caso Q>>1

2.6 Monocromador + Camera CCD

O monocromador utilizado em nosso sistema é um Acton Series SP2300i de
0.300 metro de distancia focal e a camera CCD é o modelo Pixis 100BR
refrigerado a ar, ambos da empresa Princeton Instruments. Temos seis grades de
difracdo com blazing para 350 nm e 750 nm com 300, 600 e 1200 linhas/mm. O
sistema é controlado por computador pelo software proprietario Winspec. A Figura
27 mostra o esquema do conjunto.

ﬁ

Voo N

Figura 27 Esquema monocromador e CCD
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O sinal que entra pela fenda é refletido para a grade de difragdo por um
espelho céncavo. Ao deixar a grade o sinal é refletido por um segundo espelho
concavo e focalizado na entrada da CCD. Para obter a maxima resolucdo
espectral é necessario que a grade esteja totalmente preenchida. Isso € obtido
quando o f-number do monocromador é casado com Optica de focalizagdo na
fenda. A relacdo do f-number com a abertura numérica da lente que focaliza o

feixe na fenda é

1

#=——r 2.3
f NA (2.3)

E a abertura numérica definida como
NA=nsin0zntan0=n% (2.4)

Figura 28 Definicao de abertura numérica

O feixe de laser tem um diametro de aproximadamente 0.5 cm e o f-number

o monocromador é f/4. Com esses parametros o foco da lente é dado por
f=f#D= f =2cm (2.5)

Escolhemos uma lente de distancia focal 2.5 cm e focalizamos o sinal na

entrada da fenda do monocromador para obter a maxima resolucéo espectral.
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2.7 Criostato

O criostato acoplado em nosso sistema é da empresa Cryovac modelo Konti
Mikro de ciclo aberto. A transferéncia de Hélio é feita por um tudo em U
semiflexivel. A faixa de temperatura € de 4 a 300 K com estabilidade menor que
0.1 K. A amostra fica em vacuo com distancia de 1 mm até a janela de quartzo. A
Figura 29 mostra fotos do criostato. Detalhes da adaptacdo do criostato no
microscopio confocal estardo presentes na tese de doutorado de outro aluno do
grupo Diogo Burigo Almeida que sera defendida em 2013.

Figura 29 Fotos do criostato acoplado ao microscépio confocal[18]

Em conclusdo nesse capitulo descrevemos todos os equipamentos e
acessorios basicos utilizados nessa tese.
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Capitulo 3
Aplicacdes das Pincas Opticas

3.1 Introducao

O objetivo principal desta tese é a integracdo e aplicacbes das varias
ferramentas fotOnicas, entre as quais a de um sistema de pingas Opticas.
Entretanto, nosso grupo possui um grande numero de teses antecedentes sobre o
tema pingca Optica. Uma descricdo teorica-experimental dessa técnica com
bastante profundidade pode ser encontrada nas teses listadas a seguir que podem
ser acessadas através do site http:/portal.ifi.unicamp.br/. No portal do Instituto de

Fisica clicar em biblioteca e logo a seguir clicar em teses e dissertacbes
UNICAMP.

Teses de doutorado do grupo em pincas opticas:

1. Wendel Lopes Moreira, “Expansao de campos eletromagnéticos
arbitrarios em termos de fungées de onda vetoriais”, (2010)

2. Antonio Alvaro Ranha Neves,“Forcas Opticas em Pingas Opticas:
Estudo tedrico e Experimental”, (2006)
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area.

Adriana Fontes, "Sistema de Micromanipulacao e Microanalise com
Pincas Opticas", (2004)

Marcelo Mendes Brandao, "Andlise e caracterizacao da deformidade de
eritrocitos em membranopatias”, (2003) Faculdade de Ciéncias Médicas
da UNICAMP.

Teses de mestrado do grupo em pincas 6pticas:

. Heloise Podckel Fernandes; “Estudo das propriedades elétricas das

hemacias utilizando pinga éptica”, (2009) Faculdade de Ciéncias Médicas
da UNICAMP

André Alexandre de Thomaz, “Ferramenta Biofotbénica Integrada para

Manipulagées e Microscopias Confocais”, (2007)

Liliana de Ysasa Pozzo; “Desenvolvimento de Metodologia de Medida
Vetorial de Forcas em Tempo Real de Microorganismos Utilizando
Pingcas Opticas para Estudos de Quimiotaxia e Osmotaxia de
Parasitas”; (2006)

Gustavo Pires Marques; “Andlise do Potencial de Calibragdo da Forca
Optica através de Dispositivos de Microscopia de Forca Atdmica”; (2005)
Adriana Fontes; "Uso de Lasers para Manipulacao e Medidas de Células
Vivas", (1999)

As teses do doutorado do Wendel Moreira, Antdbnio Neves e Adriana Fontes

apresentam a teoria das pingas épticas com maximo de rigor matematico, assim
como algumas aplicagbes. Ja a tese de doutorado do Marcelo Branddo e de
mestrado da Heloise Fernandes, defendidas pela FCM-UNICAMP, utilizam as
pingas para estudo de reologia e propriedades elétricas de hemacias. A tese da
Liliana Pozzo € precursora no uso da pinga para caracterizagcdo de quimiotaxia de
parasitas. A tese de mestrado da Adriana Fontes foi a primeira do grupo nessa

Em termos de integragdo em uma plataforma multimodal a tese de doutorado

da Adriana Fontes integrou pingcas Opticas com espectroscopias, Raman e
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fluorescéncia multiféton e geracdo de segundo harmbénico sem capacidade de
aquisicao de imagens por varredura laser. A primeira integracao com sistema de
aquisicao de imagens confocais com varredura laser foi desenvolvida na minha
tese de mestrado na qual integrei pincas Opticas, com geracdo de segundo
harménico e fluorescéncia excitada por dois fétons. Entretanto o sistema de pincas
dessa tese nao permitia a medida do vetor das forcas épticas em tempo real
utilizado nesse capitulo.

Considerando todos os estudos preliminares do grupo na area de pincas
Opticas nao faz sentido, nessa tese, uma descricao rigorosa da teoria de forcas
opticas. Incluiremos, entretanto, uma explicacdo mais intuitiva baseada na optica
geomeétrica, que mostra como a luz é capaz de capturar e movimentar particulas,
para nao obrigar o leitor a reler as teses passadas do grupo.

Nessa tese de doutorado apresentamos uma plataforma biofotbnica
multimodal com uma integracdo muito mais ampla que inclui: fluorescéncia
excitada por um e ou dois fétons, Fluorescence Lifetime Imaging [FLIM], geracao
de segundo e terceiro harménicos [SHG/THG]. O aperfeicoamento do novo
sistema de pingas épticas no microscopio confocal nos permitiu utiliza-lo para
estudo mais profundo de quimiotaxia de Trypanosoma cruzi [T. cruz]l e
Trypanosoma rangeli [T. rangel] na presenga de atratores reais como parede do
intestino e glandulas salivares do inseto hospedeiro, Rhodinus prolixus [R.
prolixus]. A partir das medidas dos vetores de forgca foi possivel identificar a
atracao desses parasitas na dire¢cao do intestino, caso do T. cruzi, e na dire¢ao da
glandula salivar, caso do T. rangeli Esses 6érgdos sao onde esses
microorganismos completam seus ciclos de vida e se tornam capazes de infectar o
hospedeiro mamifero. Vale a pena notar que para acompanhar os movimentos de
um parasita vivo devido a quimiotaxia € necessario desenvolver um sistema de
medida automatica das forgas dpticas que fornegca as componentes da forca em
tempo real.
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3.2 Principio de Funcionamento da Pinca
Optica

O conceito de raios de luz da éptica geométrica pode ser aplicado quando o
comprimento de onda da luz é muito menor do que as dimensdes dos objetos em
questao. Considere um feixe de luz incidindo numa particula como mostra a Figura
30.

Figura 30 Esquema de um feixe de luz sendo focalizado numa particula

Como o indice de refragcdo da particula € maior e diferente do indice de
refracdo do meio os raios de luz mudam de diregcdo quando encontram a particula.
Ao sairem do objeto os raios de luz mudam sua diregdo novamente. Einstein
provou com o efeito fotoelétrico a dualidade onda-particula da luz. O féton,

particula que compde o feixe de luz, possue momento linear definido por
|13| :E/c, onde E é a sua energia e ¢ a velocidade da luz. Como a dire¢do do

raio de entrada é diferente da direcdo do raio de saida houve uma mudanga no

momento linear p. Ao mudar de dire¢do o raio de luz transfere momento para a o

objeto e surge a forca f; na direcdo noroeste no objeto como mostra a Figura 31
(a). Uma imagem especular do sistema em torno do eixo y mostra um segundo
raio incidindo de cima para baixo e da esquerda para direita que gera a forca f2 na
direcado nordeste da Figura 31 (b). As componentes horizontais dessas forcas se
cancelam, mas as componentes verticais, que tendem a trazer o centro da esfera

para o foco do laser, se somam, como mostra a Figura 31 (b).

45



Figura 31 a) Trajet6ria do raio de luz externo. b) Surgimento da forga pela transferéncia de
momento dos raios refratados.

Toda vez que a particula sair do ponto de equilibrio (centro da particula
coincidindo com o foco do laser) surgirda uma forga que tentara trazer o centro da
particula para o foco do laser. Essa forga atua nas trés dimensdes tornando a
pinga uma armadilha tridimensional. Nos primeiros trabalhos de levitacdo de
particulas, A. Ashkin utilizou seis feixes contrapropagantes para aprisionar as
particulas[19-22]. S6 apds os experimentos iniciais ele percebeu que apenas um
feixe altamente focalizado era suficiente para capturar as particulas nas trés
dimensobes[23, 24].

Uma situagdo mais realista incluiria infinitos raios de luz formando um cone
com a abertura numérica do feixe incidente sem modificar a conclusdo geral de
que a forga Optica é restauradora, desde que o indice de refragdo da particula seja
maior do que o do meio externo, tendendo sempre a trazer o centro da particula
para o foco do laser.

A tese de doutorado da Adriana Fontes mostrou que o modelo de dptica
geométrica incluindo as reflexdes integradas usando a condicdo seno de Abbe é
uma excelente aproximagdo quantitativa para as forcas geradas pelas pingas
Opticas, podendo ser aplicada em situacbes em que as microesferas sejam
suficientemente grandes e fora das ressonancias de Mie. As reflexdes levam aos
seguintes efeitos: (1) o centro da esfera fica abaixo do foco do laser para dar conta

das forcas dpticas da reflexdo; (2) se a diferenca de indice de refracdo for muito

46



grande, como uma microesfera de latex ou silica imersa em ar, a reflexdo se torna
tdo alta que impossibilita a captura da particula. Na literatura as duas forcas,
devido a refracdo e a reflexdo, ficaram conhecidas como forcas de gradiente,
atrativa, e de espalhamento, repulsiva. Ja as ressonancias de Mie s6 ocorrem em
condicoes especiais nas quais o feixe incide bem préximo da borda da microesfera
excitando os whispering gallery modes. Nas aplicacbes desse capitulo
trabalhamos com microesfera de poliestireno de 9 um imersas em agua que se
deslocavam pouco da posicao de equilibrio, uma situacao tipica em que a éptica

geométrica, usada nesse capitulo, é valida.

3.3 Forca Optica no modelo da Ooptica
geometrica

A utilizacao da optica geométrica para o célculo da forca Optica na tese de
doutorado da Adriana Fontes foi baseada no esquema de reflexdes multiplas
mostrado na Figura 32. Sempre que um raio de luz toca na superficie aparece

uma refracao e uma reflexao.

PT2R

Figura 32 Reflexdes e refragdes de um raio de luz incidente (P) numa esfera. O centro de
Coordenadas esta no ponto O e o eixo z' esta na direcdo do raio incidente.

A forca, que o raio exerce na esfera, nas diregdes paralela e perpendicular
a direcdo do raio incidente, € dada por [23, 25, 26]
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F.= ﬁ{l —Rcos(7+20)+ iT2R” cos(a + nﬂ)}
n=0

C

F, =£[—Rsin(ﬁ+20)+iT2R" sin(a+nﬁ)} (3.1)

’ c n=0
O truque para transformar essa série de termos infinitos em uma
progressdao geométrica foi realizar uma transformagéo para o plano complexo na
forma, F.=F,+iF,, pois R[cos(ﬂ+20')+isin(7r+20')] —Re/™?) e

TZiR” [cos(a+nﬁ)+isin(a+n,8)] =Tzei“iR"ei"'B cujo resultado é dado por:

n=0 n=0

nP :
_nP N2 o) ——— 2
F=m [1+Rexp(2m) T eXp(’“)L—Rexp(zﬂ)ﬂ >

Onde a=QR2o-x) , f=(r—2x) e x=nsino. O angulo incidente é definido
por o, n=n,/n, o indice de refragdo relativo entre o meio (n,) e a esfera (n,), c é
a velocidade da luz e P a poténcia do laser incidente. As variaveis
R=(tan(a-x)/tan(a+x))2e T=1-R sdo a refletAncia e a transmiténcia,
respectivamente, para um raio linearmente polarizado. Como o angulo de
incidéncia varia para cada raio de luz, € necessario mudar o centro de

coordenadas para uma posicao fixa, que sera o foco do feixe de luz, como

mostrado na Figura 33

Figura 33 Mudanca de coordenadas da origem e definicdo dos angulos e vetores utilizados.
Escrevendo o angulo de incidéncia ¢ em funcao do angulo y e dos vetores

5er,a expressao final dependera apenas do vetor de deslocamento 7 (que
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conecta o foco do feixe com o centro da esfera), da abertura numérica do feixe, do
raio da esfera, da poténcia do feixe (considerada igual para todos os raios) e do

indice de refragdo relativo, todas grandezas que podem ser medidas ou sao

conhecidas. Usando a lei do cosseno temos O'=arccos(1+d2—(r/a)2/2d), onde

d= ||5|| e o vetor deslocamento 7 = (rsiny,0,rcos y) . O vetor de for¢a para o feixe

cbnico é obtido pela integracdo de F:IﬁdA/IdA, onde o elemento de area é
dado por dA =sinfcos8dBdg pela condigdo do seno de Abbe, o angulo # varia de
0<6<6, (60,0 angulo da abertura numérica) e angulo azimutal varia de

0<0<2r. Essa expressdao pode ser integrada numericamente no software
Mathematica (Wolfram Research) obtendo-se o grafico da forca versus posicao
radial da figura 83 (Figura 34) da tese da Adriana Fontes[27] mostrada abaixo.

polarizacéo paralela <——

polarizacéao perpendicular

Intensidade (a. u.)

posi¢ao (um)

Figura 34 Forca versus posi¢ao para polarizagao paralela e perpendicular[27]

Note que mesmo o0 modelo de Optica geométrica apresenta uma curva de
forca diferente as diferentes polarizagbes. Isso porque a reflexdo de cada
polarizacao é diferente. Entretanto a diferenca s6 se torna significativa nas bordas
da particula. Ja na tese do Anténio Neves[28], o calculo muito mais preciso e

sofisticado, considerando inclusive os caso de ressonancia de Mie, para a mesma
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microesfera apresenta o grafico da Figura 35 abaixo. Dessa figura percebemos
que para deslocamentos pequenos em relacdo ao centro da esfera nem a
polarizagdo do feixe incidente nem as ressonéncias sdo importantes. Por isso
podemos afirmar que o célculo da forca Optica utilizando modelo de 6ptica
geométrica é uma excelente aproximacdo para deslocamentos pequenos

comparados com as dimensodes da particula.

Forga Optica Radial - fo=1.77

60E-07 " ——Paraelo N&ao Resonante

somoy |
§ 4.0E-07 5 — Perpendicular Resonante
E 3.0E-07 |

20E-07 |

10E-07 |

00E+00 bt o v v o

0 1 2 3 4 5
Deslocamento (um)

Figura 35 Forga dptica na direcéo radial considerando as ressonancias de Mie[28]

3.4 Calibracao da Forca Optica

Para mostrar a validade do modelo da éptica geométrica a Adriana Fontes
calibrou a forgca dptica contra um modelo de forga hidrodindmica em uma camara
de Neubauer de 100 um de profundidade. No célculo da forca de arraste ela

considerou inclusive a presenca das paredes [29], utilizando a expressao:

6rnau

1_A(§j+3(gjl...

F = (3.3)
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Nessa expressdo a velocidade da esfera é dada por u, seu raio por a, a

viscosidade do fluido por e [ é a disténcia do centro da esfera até o fundo da

camara. As constantes A e B sado integrais numéricas que dependem de [ e b,

sendo b a distancia do centro da esfera até a laminula.

Para realizar a calibracdo ela arrastou a microesfera em diferentes
velocidades constantes u, definidas através de um estagio de translacdo, em
diferentes profundidades na camara | e com diversos solugdes de glicose em que

a viscosidade » e o indice de refracdo n variaram. Para cada uma das situacoes

ela mediu o deslocamento da microesfera com uma camera de video e calculou a
forca Optica através da integracdo no mathematica e a forgca hidrodinamica através
da expressao (3.3). Para cada uma das situacdes ela construiu o grafico com a
forca dptica versus a forca hidrodindmica mostrado na Figura 36. A reta ajustada
aos pontos mostrou um coeficiente angular de 1.07 e o R? maior que 0.9. Isso
mostra a validade do modelo de éptica geométrica para pequenos deslocamentos
de particulas grandes.

100

20 A

Optical Force (pN)

D T T T T
0 20 40 a0 20 100

Hydrodynamical Force (pN)

Figura 36 Grafico da forca dptica versus a forca hidrodinamica[27].
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3.5 Montagem experimental das pincas
opticas na plataforma multimodal

O esquema do sistema completo € mostrado na Figura 37. As medidas
foram feitas no Microscépio Olympus I1X-81 FV300 usando a objetiva PLANAPO
de 40X com 1.2 de abertura numérica.

Osciloscopio

Detector de

g Quadrante

Laminula

01doasa|aL

Figura 37 Montagem experimental para a medida de forca

Embora os lasers de Argbnio e Mai Tai (Ti:Safira) e o sistema de FLIM né&o
tenham sido utilizados nesse experimento especifico, de medida dos vetores de
forca, eles estdo presentes no esquema para mostrar a integracao da pinga no
microscépio confocal e deixar evidente a possibilidade de aquisicdo de imagens
confocais e por FLIM em particulas pingcadas. O laser da pinga é um laser de
Nd:YAG com emissdo em 1064 nm. O elemento éptico fundamental para a
integracdo da pinga Optica com o sistema confocal € o dicréico SP1064 [short
pass] que transmite feixes com comprimento de onda abaixo de 1064 nm e reflete
0 1064 nm do feixe do Nd:YAG. Dessa forma todos os lasers do sistema confocal

serao transmitidos pelo dicréico para incidir na amostra, da mesma forma que a
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fluorescéncia gerada na amostra e coletada pela objetiva sera transmitida para o
sistema de aquisicdo de imagens confocal. A Unica restricdo é evitar a utilizacao
do sistema de Ti:safira de fs na regidao acima de 950 nm. Uma caracteristica
importante desse dicrdico é que deve ter resposta plana até proximo de 300 nm,
pois sinais de SHG e THG tendem a cair nessa regio.

Um espelho dielétrico para 1064 nm atua como filtro passa baixa, refletindo o
laser da pinga e sendo transparente para os comprimentos de onda inferiores a
1064 nm. Utilizamos uma laminula de microscépio para refletir 8% do feixe retro-
espalhado na direcao do detector de quadrante(QP506SD2 - Pacific Sensor
Incorporated). Uma lente de 5 cm de distancia focal controla o tamanho do feixe
no detector e o sinal eletrdnico é enviado para um osciloscopio (Tektronix, model
TDS 1012).

Medida automatica em tempo real do vetor forca utilizando detector de
quadrante.

Como afirmamos na introducao desse capitulo apenas com um sistema de
medida automatica em tempo real das forgcas épticas poderiamos acompanhar os
movimentos dos parasitas devido a quimiotaxia. Como a medida direta da for¢a do
parasita €, na pratica, impossivel, precisamos usar uma microesfera como um
transdutor de forca. A esfera deve ser grande o suficiente comparada com o
tamanho do parasita para ser possivel observa-la frente a qualquer movimento do
parasita. Por isso utilizamos microesferas de poliestireno de 9 pm como
transdutor. Com esferas desse tamanho conseguimos evitar que o parasita fosse
capturado diretamente pela pinga ou que o parasita se posicionasse na regiao do
foco do laser causando um espalhamento ndo devido ao deslocamento da esfera.
Como se trata de um sistema estatico em equilibrio a forga do parasita serd igual e
oposta a forga dptica na microesfera. Uma vez observado o deslocamento em x e
y da posicdo da microesfera utilizamos a integracdo no mathematica descrita

acima para calcular as forgas nas diregées x e y.
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Para a medida automatica da forgca utilizamos um detector de quadrante[30].
Conforme a esfera é deslocada pelo parasita ocorre o espalhamento da luz do
laser, como exemplificado na Figura 38. A quantidade de luz em cada quadrante
varia com a posigcdo da microesfera. Adicionando dois quadrantes verticais
superiores e inferiores e realizando a subtragdo dos mesmos obtemos um sinal
proporcional ao deslocamento na diregao vertical. Ja adicionando os quadrantes
da direita e da esquerda e subtraindo os dois obtemos um sinal proporcional ao
deslocamento na direcao horizontal. Como essas operacdes eletrbnicas sao
realizadas em tempo real obtemos o deslocamento da microesfera nas duas

direcoes, vertical e horizontal, simultaneamente.

Quadrant Quadrant
Detector Detector

Figura 38 Espalhamento do feixe da pinca pelo deslocamento da microesfera

Em relagdo a montagem inicial do detetor de quadrante em um microscépio
upright convencional, modificacées importantes foram necessérias para adaptacao
do mesmo em um microscopio confocal. No microscopio convencional o foco das
imagens é obtido movendo a plataforma que suporta a amostra, ja no caso dos
microscépios confocais o foco é obtido através do movimento da objetiva e nao da
amostra. Como o laser da pinca incide pela mesma objetiva, logo percebemos que
ndo era possivel acompanhar o movimento da microesfera através do feixe de
1064 nm transmitido, que era deformado sempre que moviamos a pinga para
capturar um parasita em diferentes planos. A solucéo foi usar o feixe refletido pela
microesfera em lugar do transmitido. A posicdo do detector de quadrante em

relacdo a lente de 5 cm mostrada no esquema da montagem experimental foi
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ajustada para que a imagem da microesfera ndo seja tdo pequena ao ponto do
feixe no detector ndo se distribuir entre os 4 quadrantes, nem tao grande ao ponto
de se tornar maior do que a dimensdo do detector, garantindo uma boa
sensibilidade da voltagem em relacao ao deslocamento da microesfera.

Calibracao do deslocamento:

Colocamos uma microesfera presa na superficie de uma laminula de vidro
posicionada sobre o estagio de translacdo motorizado do microscépio ajustando-a
visualmente no centro da campo da imagem. Movemos o detector de quadrante
em x e y até que os sinais de deslocamento vertical e horizontal fossem nulos, ou
seja, a mesma poténcia de luz em todos os quadrantes. Dai movemos a
microesfera nas diregdes x e y através do estagio de translacdo. O sinal vertical
permaneceu nulo no movimento horizontal e sinal permaneceu nulo no movimento
horizontal mostrando a qualidade do nosso alinhamento. Assim medimos as
voltagens em fungédo do deslocamento da microesfera em ambas as direcoes. A
Figura 39 mostra a calibracdo obtida. Ajustando as curvas obtidas com uma reta
encontramos o fator de proporcédo que transforma sinais de voltagem diretamente
em deslocamento para as duas diregdes.

Direction y Direction x
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Figura 39 Calibragédo do detector de quadrante deslocamento x voltagem

Com essas curvas de calibragdo colocamos os parasitas e as microesferas
em uma solugcédo de PBS. Capturamos uma microesfera e saimos em busca de um

parasita vivo no qual encostamos a microesfera pincada até houvesse uma
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adesdo parasita/microesfera. Nesse momento podemos comecar a observar 0s

sinais de voltagem no osciloscopio para medida da forca dos parasitas.

Para estudo de quimiotaxia em tempo real de parasitas flagelados, medimos
os vetores forca, intensidade e direcdo do movimento de células vivas sobre
gradientes de concentracao de substancia quimioatraentes, benéficas ao parasita,
ou quimiorepelentes, maléficas para o parasita. O universo de um microorganismo
€ 0 universo pré Galileiano, sem inércia, no qual corpos em movimento significam
a presenca de uma forca, por conta do papel da viscosidade. Considerando as
dimensdes dos microorganismo esse € um universo mecanico com baixos
nuameros de Reynolds. Purcell [30, 31] mostrou que uma particula de 10 um que
se movia com 30 um/s para completamente apos percorrer a distancia de 0.6 nm
apos o desligamento da forca que a mantia em movimento. Nesse universo as
forgas envolvidas também sdo muito pequenas. Nosso grupo tem medido forgas
de impulsdo maximas de parasitas no intervalo entre 1 a 10 pN, e nés medimos
forcas da ordem entre 0 e 3 pN. A ferramenta ideal para medida de forcas no
intervalo de 50 fN até 200 pN, é a pincas Optica, existindo poucas alternativas em
termos de sensibilidade.

Uma pergunta importante nesse ponto é se o tempo de resposta do nosso
sistema de detecgéo, incluindo detector e osciloscépio, de 0,5 us, € bem menor do

que os tempos tipicos de deslocamento do sistema parasita-microesfera. No limite
de baixos numeros de Reynolds, ignorando a inércia e considerando lei de Stokes,

a forca pode ser calculada pelo termo da viscosidade, F:6m7a§ de onde
t

, 67na) Ax . o .
extraimos o intervalo de tempo Ar :% para uma impulsao tipica. Na pinca

observamos deslocamentos da ordem de (Ax) 0.3 um para a esfera de raio (a)
de 4,5 um. Assim, na forca maxima, 3 pN, o intervalo de tempo do impulso seré

da ordem de 0,01 s, ou seja, 10 ms, 20 mil vezes maior do que o tempo de
deteccao de de 0,5 us . Dessa forma podemos afirmar que nosso sistema é capaz

de medir os vetores de forca em tempo real.
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3.6 Estudo de Taxias em microorganismos

O processo em que células e microorganismos direcionam seus movimentos
de acordo com certos gradientes em seu ambiente é denominado taxia. Os
microoganismos reagem a mudanca de temperatura, pressdo osmébtica, luz e
outros gradientes de parametros envolvidos na sua sobrevivéncia. Quando esses
sistemas biolégicos respondem a gradientes de substancias, o processo é
chamado de quimiotaxia. Quimiotaxia € a maneira como microorganismos
encontram nutrientes, glicose por exemplo, ou a maneira como eles evitam
moléculas toxicas[32]. Espermatozdides sao orientados em direcao ao évulo
através da quimiotaxia[33]. Este mecanismo é mediado por esterdides e parece
depender da producdo de espécies reativas de oxigénio [33, 34]. Mesmo para
organismos multicelulares, a quimiotaxia impulsiona fases subsequentes do
desenvolvimento como a migracao de neurdnios e linfécitos[35]. Ja foi reportado

que a migracao quimiotatica diminui durante a metastase em cancer[36].

Existem muitos estudos na literatura sobre quimiotaxia, e outros tipos de
taxias, como osmotaxia. A quimiotaxia foi estudada extensivamente sob dois
pontos de vista: (1) uma visdo de caixa preta onde a resposta é observada como
funcdo de um estimulo e (2) sob um ponto de vista bioquimico onde as reagdes
bioquimicas disparadas pelos receptores sdo observadas[37-39]. A maioria dos
trabalhos de quimiotaxia € em leucdcitos, que tem uma taxia lenta baseada em
movimento de “crawling”, ao contrario do movimento feito por bactérias e
protozoarios[40-42]. Ha mais estudos de quimiotaxia de bactérias do que de
protozoarios [43-45]. O método mais utilizado, o ensaio de capilaridade, criado por
Pfeffer[46] e mais tarde aperfeicoado por Adler[47], é utilizado para analise
quantitativa. De maneira geral o método conta o numero de células encontradas
na regido de maior concentracdo do gradiente no capilar. Outro método,
introduzido por Barros[45] para estudar a quimiotaxia de leishmania é baseado na
medida do tempo médio de movimento em linha reta. Movimento em linha reta
aqui é definido como a auséncia de mudancgas abruptas de direcdo. Nesse
capitulo mostramos como as pingas Opticas podem ser utilizadas para estudar a
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quimiotaxia do parasita causador da doenca de Chagas, o trypanosoma cruzi, em
um estagio fundamental no ciclo de vida do parasita, dentro do inseto que
transmite a doenga, chamado de VETOR da doencga.

A doenca de Chagas foi descoberta por Carlos Chagas, ver Figura 40, em
1909. Essa doenca de Chagas esta presente em mais de 15 paises nas Américas,
como mostra 0 mapa da Figura 40, com 8-11 milhdes de infectados e uma
incidéncia anual de 200,000 casos[48].

ATLANTIC OCEAN

French Guiana

PACIFIC OCEAN

Figura 40 Esquerda Carlos Chagas[49] Dlrelta mapa da distribuicdo da doenga de Chagas[50]

O ciclo de vida do parasita envolve dois hospedeiros, o inseto VETOR, e um
mamifero, que pode ser o homem assim como centenas de outros mamiferos
silvestres e domésticos. O vetor principal € o barbeiro, denominado pelo nome
cientifico Rhodinus prolixus, cuja foto aparece na Figura 41. O parasita se
apresenta em trés formas: amastigota, epimastigota e trypomastigota,
apresentadas na Figura 41.

amastlgota eplmastlgota trypomastlgota

Figura 41 Esquerda Rhodlnus prolixus também conhecido como barbeiro[51]. Direita: trés formas
ao longo do ciclo de vida do Trypanosoma cruzif52]
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Quando se encontra no interior das células do mamifero o parasita assume a
forma amastigota, na qual ndo possue flagelo, logo pouco se movimenta, mas é
nessa forma que ele pode se reproduzir. O T. Cruzi pode se alojar no interior de
células fagociticas, como macréfagos, por exemplo, e mononucleares, com
tropismo pelas células musculares, especialmente as cardiacas. Antiobi6ticos nao
conseguem atuar sobre esses parasitas quando se encontram no interior das
células e a doenca, até hoje, ndo tem cura. Seu efeito sobre o coracdo pode ser
devastador, levando a uma hipertrofia do miocardio.

Ao sair das células para a corrente sanguinea passa para a forma
tripomastigota, na qual desenvolve o flagelo que lhe permite movimentar-se.
Quando um inseto suga o sangue de um ser humano ele ingere o trypanosoma na
forma tripomastigota sanguinea. No intestino médio do inseto ele muda para a
forma epimastigota na qual pode se movimentar e se reproduzir mas nao € capaz
de contaminar o ser humano. Ele adere as paredes do intestino, onde muda para
forma tripomastigota metaciclica, na qual estd pronto para contaminar o ser

humano.

O ciclo se fecha quando o inseto volta a picar outro mamifero para sugar seu
sangue. Ao mesmo tempo em que suga o sangue o inseto defeca depositando o
trypanosoma na forma tripomastigota metaciclica que é levado a corrente
sanguinea quando o mamifero se coga. A Figura 42 mostra essa sequéncia de
eventos.

Figura 42 Sequéncia de eventos na picada do inseto para a transmissao da doenga deVChagas

A Figura 43 mostra o ciclo de vida de parasita tanto no mamifero quanto no

vetor.
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CICLO DO Trypanosoma cruzi CICLO DO Trypanosoma cruzi EM

EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS
/ w D)

Diferenciacao para formas

tripomastigotas metaciclicas Liberacao das formas
tripomastigotas metaciclicas
junto com as fezes e a urina
do triatomineo durante o
repasto sanguineo

Formas tripomastigotas
metaciclicas invadem células
hospedeiras no sitio de

inoculacao ‘

Tripomastigotas sanguineos
se difundem, através das
correntes sanguinea e
linfatica, infectando outras
células e novamente se
transformeando em
amastigotas intracelulares

O
I—» ey
0
= 1 N Apos penetrarem nas celulas,
N L os tripomastigotas se
transformam em amastigotas
I ‘ L . € se multiplicam

Amastigotas intracelulares se

N

/\/P. .g\’\
Conversao para forma

epimastigota e multiplicagao
na por¢ao média do intestino

Ingestao de formas . » . transformam em
tripomastigotas sanguineas Triatomineo se alimenta de tripomastigotas e, com o
pelo vetor sangue do homem e de rompimento das células, /
outros mamiferos entram nas correntes

sanguinea e linfatica

Ciclo de transmissao do Trypanosoma cruzi (simplificado). Infografico: Venicio Ribeiro, ICICT/Fiocruz.
Figura 43 Ciclo de vida do trypanosoma cruzi[53].

As estratégias utilizadas para combater a doenga de Chagas se concentram
ou na eliminacdo do vetor, ou nos ciclos de vida dentro do inseto ou do ser
humano. Como a reproducdo do parasita envolve dois animais, um inseto e um
mamifero, sem a presenca de mamiferos infectados a doenca nao seria
transmitida. Infelizmente, dado o grande numero de mamiferos capazes de
hospedar o parasito, € impossivel erradicar a doenga isolando os humanos

contaminados.

Uma estratégia possivel seria a cura da doenga no interior do ser humano
infectado. Infelizmente isso sé é possivel nos estagios iniciais da doenca quando o
parasita ainda se encontra na correnta sanguinea e pode ser atacada pelo sistema
imune e por antibiéticos. Mesmo assim trata-se de uma luta complicada porque o

parasita se refugia no interior dos macréfagos do qual sai com uma capa de
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proteinas diferentes que atuam como uma camuflagem imunoldgica. No interior

das células pouco pode ser feito do ponto de vista terapéutico.

Logo, o combate principal tem que ser realizado no ciclo de vida do lado do
inseto. O combate direto ao inseto tem monopolizado a maior parte das acdes de
saude publica na tentativa de erradicagao da doenca. Trata-se de uma estratégia
que obteve grande sucesso no caso de febre amarela, por exemplo, hoje
praticamente extinta das zonas urbanas. Entretanto, no caso da doenca de
Chagas, mesmo apds um século, o barbeiro e a doenca continuam presentes. Nao

foi possivel levar os barbeiros a extincdo, possivelmente devido a sua maior

independéncia em relagdo ao ser humano.

Nesse contexto, percebe-se a importancia também de entender as
interacdes parasito-hospedeiro, no interior do vetor, sdo importantes para um
melhor entendimento do ciclo de vida do parasita [54]. A quimiotaxia do parasita,
nesse contexto, € um dos processos fundamentais dessa interacdo. Um dos
passos fundamentais no ciclo de vida do T. cruzi no hospedeiro invertebrado
ocorre no intestino do vetor triatominio [barbeiro]. Formas epimastigotas do
parasita se ligam a membrana perimicrovilar (PMM), uma barreira fisica e
fisiolégica localizada nas células do intestino, e sofrem intensa multiplicagdo. Esse
processo envolve o reconhecimento de glicomoléculas e algumas proteinas
hidrofébicas localizadas na superficie das formas epimastigotas do T. cruzi
Moléculas quimiotaticas como proteinas/carbohidratos na PMM, contribuem para a
adesdo e o desenvolvimento de tripanosomas no intestino do hospedeiro
invertebrado [55].

Nosso estudo de quimiotaxia ganhou um padrdo de comparagao através de
outro tripanosomatideo chamado T. Rangeli. O T. rangeli, possui uma distribuicao
similar ao T. cruzi possuindo 0 mesmo vetor, mas ndo é patogénico para
humanos. Similaridades antigénicas entre o T. cruzi e o T. rangeli geraram
reatividade soroldgica cruzada em infecgcdes em humanos levando a diagnésticos
errbneos de doenca de Chagas [56]. O T. rangeli (transmitido pela saliva do
hospedeiro vertebrado) precisa se ligar as glandulas salivares do inseto vetor e
invadi-la para completar seu ciclo de vida [57].
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3.7 Planejamento do experimento de
Quimiotaxia

A Figura 44 mostra um diagrama do trato digestivo do vetor, Rhodinus
prolixus, mostrando a glandula salivar, e os intestinos médio e posterior. Pelo
descrito acima percebe-se que o T. cruzi deve se mostrar quimioatraido pelas
paredes dos intestino médio, fundamental no seu ciclo de vida. Ja o T. rangeli de

mostrar quimioatracdo apenas para a glandula salivar.

Intestino w

Intestino :
‘ Posterior

Médio #

& :
[P e e Y

~ /(" ' : :
- .

| = - K . - N ?
Figura 44 diagrama do trato digestivo e da glandula salivar do barbeiro [Rhodnus prolixus]

Nossas colaboradoras da UFF/FIOCRUZ-RJ trouxeram tanto os insetos néo
contaminados vivos, quanto os parasitas na forma epimastigota em cultura. Elas
séo capazes de dissecar o inseto sobre uma lupa e extrair pedagos de cada uma
dessas partes em questdo de minutos. Assim o experimento consistiu em colocar
partes extraidas dos insetos, os parasitas e as microesferas em solucao de PBS
em um camara de Neubauer. Dai o experimento prossegue prendendo uma
microesfera, para com ela capturar um parasita e realizar a medida das forgcas nas
proximadades dos diferentes fragmentos comparando contra um padrdo de
distribuicdo de forcas bem distante dos fragmentos.
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3.8 Resultados de Quimiotaxia

Para as medidas envolvendo o T. cruzi camaras de Neubauer foram

preparadas contendo:
|.  parasitas sozinhos

[I. parasitas juntamente com cortes de intestino médio (midgut) de R.

prolixus (local onde ocorre a metaciclogenese)
lll.  parasitas e cortes de intestino posterior (hindgut) de R. prolixus
IV.  cortes de glandula salivar sem a membrana perimicrovilar

Os parasitas apds aderirem as esferas capturadas pela pinca eram movidos

para as proximidades dos cortes presentes em cada caso.

Para o caso em que o parasita estava sozinho foi observado um
comportamento aletadrio dos vetores de forga. A intensidade maxima medida foi
de 0.8 pN. O mesmo comportamento aleatorio nos vetores de forga foi observado
quando o parasita foi movimentado para perto dos cortes de intestino posterior e
glandula salivar. Isso indica que nao ha atracdo nenhuma dos parasitas por essas
regides. Os gréaficos dos vetores de forca para essa situagdes sdo mostrados na
Figura 45
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Figura 45 a) Grafico bidimensional dos vetores de forga para o T. cruzi sem a presenga de nenhum
atrator quimico. Grafico bidimensional dos vetores de forca para o T. cruzi na presenca da células
do intestino posterior b) e glandula salivar c).
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Por outro lado, quando o parasita € trazido para perto das células do
intestino médio uma mudanca de comportamento € detectada. A Figura 46 a)
mostra o parasita projetando seu flagelo em dire¢cdo ao intestino do barbeiro. Na
Figura 46 b) podemos ver que os vetores de forca do parasita na presenca do
intestino do inseto.

*y

Force y (pN)
Intestine cells

06 04 02 0 02 0
Force x (pN)
Figura 46 a) Imagem mostrando o T. cruzi (dentro do circulo) projetando seu flagelo em direcédo a

células do intestino. O gradiente é gerado por todas as células. b) Gréfico bidimensional dos
vetores de forga referente a situagdo da imagem a)

Analisando os graficos dos vetores de for¢a nas diferentes situagdes nota-
se varias mudancas de comportamento. Além do numero de vetores estar mais
concentrado na diregao do intestino médio ha mudancgas também nas intensidades
das forcas. Na situacdo da Figura 45 a) a maior intensidade da forca é 0.8 pN na
direcdo y positiva, enquanto na Figura 46 b) € da ordem de 1 pN na dire¢cdo das
células. Porém no primeiro caso ha vetores de forca com quase a mesma
intensidade em outras dire¢cdes (~0.6 pN y negativo) enquanto na presenca das
células do intestino as intensidades nas outras direcbes ndao passa de 0.4 pN.
Esses resultados demonstram a quimiotaxia do T. cruzi pelas células do intestino
medio do barbeiro. O parasita tenta de maneira muito mais perceptivel se
movimentar na dire¢cdo das paredes do intestino do que nas situagcbes em que

esta sozinho ou n&o é atraido pelas células proximas a ele.
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Para o T. rangeli os resultados sao apresentados na Figura 47. O parasita
foi trazido para as proximidades da glandula salivar e as forcas exercidas por ele
foram medidas. Assim como no caso do T. cruzi, a direcionalidade esta presente
nessas medidas. Concluimos que o T. rangeli é atraido pela células da glandula
salivar do inseto hospedeiro. Forcas com intensidade de 2.5 pN foram medidas na
direcao das células da glandula salivar.

Salivary gldand

Force x (pN)

Figura 47 Grafico bidimensional dos vetores de forga do T. rangeli na prsensga da glandula
salivar. O gradiente é gerado por todas as células

Em conclusao esse estudo mostrou, tanto através da intensidade quanto da
direcionalidade das forcas, a presenca de quimiotaxia atrativa do T. cruzi por
fragmentos do intestino médio e indiferenga pela glandula salivar e intestino
posterior. Ja o T. rangeli foi indiferente aos fragmentos dos intestinos e mostrou
quimioatragdo pelos fragmentos da glandula salivar. Esses resultados foram
publicados no Journal of Optics e apresentado nos seguintes congressos
A. A. de Thomaz, A. Fontes, C. V. Stahl, L. Y. Pozzo, D. C. Ayres, D. B. Aimeida,

P. M. A. Farias, B. S. Santos, J. Santos-Mallet, S. A. O. Gomes, S. Giorgio, D.

Feder and C. L. Cesar, “Optical tweezers for studying taxis in parasites”, J.
Opt. 13 044015 (2011)
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Capitulo 4
Fluorescence Lifetime Imaging (FLIM)

4.1 Introducao

A fluorescéncia de moléculas ndo é caracterizada somente pelo seu
espectro de emissdo, mas € caracterirzada também pelo seu tempo de vida.
Qualquer transferéncia de energia entre a molécula excitada e o0 meio em que esta
inserida muda o tempo de vida da fluorescéncia. Os elétrons excitados interagem
com o meio externo principalmente através de ions, mas também através de
dipolos, e essa interacdo pode mudar o tempo de vida. Isso significa que o tempo
de vida de fluorescéncia € um bom sensor do ambiente quimico em torno da
molécula fluorescente. A imagem no FLIM é feita atribuindo diferentes cores para
cada tempo de vida enquanto o brilho do pixel é proporcional a intensidade da
fluorescéncia. J& que o tempo de vida de fluorescéncia ndo depende da
concentragdo da molécula fluorescente, imagens por tempo de vida contém uma
informacao direta de qualquer evento envolvendo transferéncia de energia[58, 59].
Exemplos tipicos sdo o mapeamento de parametros celulares tais como pH,
concentragao de ions e ligacdo molecular[58, 59]. Cada molécula fluorescente tem
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seu proprio tempo de vida. Detectando as diferencas entre os tempos de vida, é
possivel distinguir até mesmo entre corantes com a mesma emissao de
fluorescéncia bem como identificar autofluorescéncia das células. Imagens com
alta relacao sinal-ruido podem ser obtidas utilizando um marcador com um tempo
de vida muito longo em comparacao com os corantes fluorescentes normalmente
utilizados. Quantum Dots, por exemplo, apresentam tempo de vida muito superior
ao de moléculas fluorescentes organicas e esse fato permite discriminar a
emissao dos QDs em relacdo a emissdo do marcadores organicos usando uma
medida do tipo time-gated. Da mesma forma terras raras da familia dos
Lantanideos, podem ser diferenciadas de outros marcadores fluorescentes pelo

tempo de vida extremamente longos, chegando a ms, desses materiais.

4.2 Tempo de Vida da Fluorescéncia

Antes de emitir um féton e voltar o estado fundamental, o elétron
permanece um determinado tempo no estado excitado. O tempo em que o elétron
permanece no estado excitado chamamos de tempo de vida da fluorescéncia. Se

o fluoréfluro é excitado por um pulso muito curto de luz, uma populagéo n,(r)

estara o estado excitado. A populacdo do estado excitado decai com uma taxa
I'+k,

dn(t)
dt

=(T+k, )n(1) (4.1)

Onde n(t) € o0 numero de elétrons no estado excitado, I' a taxa de emissao

e k, ataxa de emissdo ndo radioativa. Resolvendo a equacéo diferencial (4.1)

t

n(t)=nge * (4.2)

O tempo de vida da fluorescéncia r € definido como o inverso da taxa total

de decaimento (F+km)_l. O sinal medido é a intensidade da fluorescéncia que
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sera proporcional ao numero de elétrons decaindo para o estado fundamental. A
intensidade da fluorescéncia seguira 0 mesmo padrao de decaimento

t
I(t)=1e* (4.3)
O tempo de vida da fluorescéncia é o tempo médio em que os elétrons
permanecem no estado excitado. Podemos calcular esse tempo calculando o

tempo médio sobre a intensidade da fluorescéncia, (t)

J.tl ]O'tloe;dt Tte:dt
- 2 (4.4)
II II e ’dt J-e Tdt
0

A integral no denominador é feita diretamente, enquanto a integral

numerador fazemos por partes

edt=1 (4.5)

S ) 8

[te rdt =—[—ze wdt + [te_%} =7’ (4.6)
0 0 0

O termo entre colchetes em (4.6) é zero nos limites e a integral restante é a

mesma que foi feita anteriormente. Portanto o tempo (r) fica

T2
()="=r (4.7)

4.3 Dominio do Tempo x Dominio da
Frequéncia

O tempo de vida da fluorescéncia pode ser detectado com técnicas
denominadas de técnicas no dominio do tempo (DT), onde o tempo do decaimento
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€ medido diretamento, ou no dominio da frequéncia (DF) onde se mede o tempo
de vida pela diferenca de fase entre o sinal de excitacado e o sinal de emissao. Os
dois dominios estdo conectados pela Transformada de Fourier, tornando-os
equivalentes em termos de informacdes. Porém, isto ndo implica numa

equivaléncia em termos dos aspectos experimentais.

No DT a amostra é excitada com um pulso muito curto de luz, geralmente
ordens de grandeza menor que o tempo de vida da fluorescéncia, e a
fluorescéncia emitida é medida em funcao do tempo. O tempo de vida é extraido

quando a intensidade do sinal atinge o valor de 1/e do valor da intensidade no

tempo inicial. No DF a amostra é excitada por uma luz modulada senoidal com

frequéncia f, o=2xf [60]
E(t)=A+Bsin(ar) (4.8)
Onde A>B e a modulagédo da excitagdo é dada por B/A. A populagédo do
estado excitado é dada por
N(t):a+bsin(a)t—¢) (4.9)

O sinal fluorescente sera proporcional a populagdo do estado excitado.
Supondo o decaimento da fluorescéncia como (4.3) a equagado diferencial
dependente do tempo descrevendo a populagao do estado excitado é

P11y () (4.10)

Substituindo (4.9) na equacao diferencial (4.10)

ba)cos(a)t—¢) = —l[a+bsin(a)t—¢)]+A+Bsin(a)t) (4.11)
T

Expandindo o sin(wr—¢) e o cos(wr—¢) e igualando os termos temos as

seguintes equacoes

a)cos¢=lsin¢ (4.12)
T
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wsin¢+lcos¢=£ (4.13)
T b

A-Lazo (4.14)

Da equacéo (4.12) tiramos a relacéao

tan ¢ = wt (4.15)

Elevando ao quadrado as equacotes (4.12) e (4.13) e adicionando as duas
obtemos

2

Utilizando a equacao (4.14) obtemos a relagéo entre o tempo de vida e o
fator de demodulagao m

i bla 1
BIA (w't*+1

A maneira mais eficiente de medir um sinal no dominio do tempo € medir a

(4.17)

intensidade em um numero grande de canais temporais[61]. Para um numero
grande de canais e uma resolucao temporal alta para cada canal, o decaimento
temporal pode ser deduzido a partir dos dados com uma relagéo sinal ruido perto
da ideal. “Time-Correlated Single Photon Counting”, “Multichannel Scaler”’ e “Real-
Time Digitising Technique’estdo entre as técnicas que utilizam esse modo de
aquisicdo. O método equivalente no dominio da frequéncia seria excitar a
amostras com pulsos de luz e adquirir o espectro completo da amplitude e fase
para diferentes frequéncias simultdneamente. Porém tal técnica n&o existe no

dominio da frequéncia.

Com alguma informacdo sobre a amostra é possivel modelar o
comportamento do sinal emitido e reduzir o nimero de canais temporais utilizados

na medida. Os foétons sdo detectados em vérias janelas temporais sequenciais por
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diferentes detectores em paralelo. A eficiéncia dependera do modelo, do niumero
de canais e da resolucao temporal de cada canal. A técnica no DT que utiliza esse
método é “Multigate Photon Counting”. No DF o método equivalente utiliza uma luz
modulada para excitar a amostra. A amplitude e a fase do sinal sdo medidas em
um pequeno numero de frequéncias. Diferentes frequéncias de modulacdo sao
obtidas mudando a frequéncia de excitacao ou utilizando harménicos de uma fonte
pulsada. Apenas para excitacdo com pulsos curtos e alta taxa de repeticdo um
fator de demodulacao perto do ideal é atingido.

O sinal também pode ser adquirido sequencialmente. No DT uma janela
temporal varre o sinal e grava o tempo de chegada dos fétons. Nesse caso, como
a maioria dos fétons nao sao detectados, pois estdo fora da janela de varredura, a
eficiéncia é baixa. Varredura do sinal € utilizada nos “Box car integrators”, “Gated
Photon Counters” e “Gated Image Intensifiers”. No DF a frequencia da excitagao &

varrida e a amplitude e fase do sinal sdao adquiridos em funcao da frequéncia.

O equipemento adquirido pelo nosso grupo utiliza a técnica “Time-
Correlated Single Photon Counting” [TSCPC], que sera apresentada com mais
detalhes.

4.4 Time-Correlated Single Photon Counting
(TCSPC)

Atualmente TCSPC €& a técnica para medida do tempo de vida da
fluorescéncia mais utilizada[58]. Ela se baseia no fato de que para sinais com alta
taxa de repeticdo a intensidade da luz € tao baixa que a probabilidade de detectar
mais de um féton em um periodo do sinal € muito baixa. A Figura 48 ilustra essa
condicao
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Excitation pulse sequence, repetition rate 80 MHz
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Figura 48 a. Sequéncia de pulsos laser operando em 80 Mhz, b. Fluorescénca esperada emitida
para cada pulso de excitacao, c. Sinal detectado como sequéncia de pulsos curtos[12].

Como podemos ver da Figura 48, apesar da alta taxa de repeticdo do laser
de excitacao, os fétons detectados geram uma sequéncia de pulsos muito curtos
no detector e ndo uma sequéncia continua como esperado pela forma da onda da
fluorescéncia. Esses pulsos sao na verdade fotons udnicos do sinal da
fluorescéncia. Sendo assim, esses pulsos de fotons Uunicos devem ser
considerados como uma distribuicdo de probabilidade de fé6tons e ndo mais como
uma forma de onda da fluorescéncia. A Figura 48 mostra a baixa probabilidade de
deteccdo de mais de um féton em um periodo de laser. De fato, a taxa de
deteccdo € de 1 foton para cada 100 pulsos de laser[58]. O principio de

funcionamento da TCSPC é mostrado na Figura 49

Original Wavelorm
(Distribution of photon
probability)

Tireo
Signal:
Period 1
Period 2 A
Period 3
Pened d A
Period § A

Pericd 6
Period 7
Pericd 8
Period 8 A
Pericd 10

Result

many
Photons

Figura 49 Principio de funcionamento da TCSPCJ[12].
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Quando um féton atinge o detector o tempo de chegada em relacdo ao
pulso do periodo correspondente é medido. Apo6s varios ciclos um numero grande
de fétons atingiu o detector e cada tempo de chegada é gravado pelo computador.
Com esse grande numero de foétons € possivel construir um histograma com o
numero de fotons para cada tempo de chegada. Dessa maneira a curva de
decaimento da fluorescéncia pode ser reconstruida a partir desse histograma.

Nas técnicas de contagem de fétons o sinal detectado sdo sequéncias
randémicas de pulsos correspondendo a deteccao de foétons individuais. A
intensidade da luz é representada pela densidade dos pulsos e ndo pela sua
amplitude. Os pulsos de um unico féton tem duracdo menor que 2 ns. A Figura 50
mostra esses pulsos para uma fotomultiplicadora [PMT] modelo R5900 para uma
taxa de 10’ fétons por segundo. A imagem da esquerda mostra os pulsos em uma
escala de tempo de 1 ns por divisdo e a imagem da direita para uma escala

temporal de 100 ns por diviséo.

.

T
1

Figura 50 Pulsos de 1 Unico féton detectado pela PMT R5900, escala de 1 ns por divisao
(esquerda) e 100 ns por divisao (direita)[12].

Técnicas analdgicas estao limitadas pela largura de banda do detector. A
largura do tempo resposta do instrumento ndo pode ser menor que a largura do
pulso de detecgdo de um unico foton. Nas técnicas de contagem de féton esse
fato ndo € o fator limitante na resolucao. A resolucao nessas técnicas esta limitada
pela capacidade do detector de diferenciar pulsos de fétons unicos, ou seja, esta
limitada pela largura do “transit-time spread” do detector. Geralmente, a largura do
“transit-time spread” € uma ordem de magnitude menor que a largura do pulso de

deteccao de um unico féton. Isso significa que para um mesmo detector técnicas
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de contagem de fétons oferecem uma resolugédo temporal e uma largura de banda

do sinal maiores do que técnicas analdgicas.

Contagem de fotons oferecem outras vantagens sobre técnicas de deteccao
analégicas. A imagem da Figura 50 mostra que pulsos de um unico féton tem uma
consideravel variagdo na amplitude. Como os processos de amplificacdo na PMT
sdao randémicos, para cada medida, uma amplitude do sinal é obtida. Essa
variagdo contribuira para o ruido da medida. Esse fendbmeno é conhecido como
ruido de ganho. Medidas por contagem de fétons estéo livres do ruido de ganho ja
que nao utilizam a amplitude do sinal como parametro. Ruido eletrénico também
nao contribui desde que sua amplitude seja menor que a amplitude dos pulsos de

fotons. O esquema de um sistema de TCSPC é representado na Figura 51 a
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Figura 51 Representacdo do sistema de TCSPC[12]

O sistema é composto por trés blocos distintos. O bloco de deteccao que
obtém o sinal de uma fotomultiplicadora e a referéncia do laser (CFD). O bloco
que converte o tempo para amplitude (TAC). E o bloco que escreve os dados na
memoria do computador (ADC). O detector mede os pulsos de fétons individuais.
Os pulsos sao detectados por um discriminador rapido. Devido a grande variacao
na amplitude desses pulsos € necessario criar um mecanismo para eliminar essa
diferenca. Um “Constant Fraction Discriminator” (CFD) é utilizado para esse fim. O
CFD é ativado por uma fragdo constante da amplitude do sinal evitando assim,
variacao no sinal devido a amplitude do pulso. Essa fracao do pulso € conhecida

como “zero cross point” e € obtida através da subtragcdao do pulso consigo mesmo
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mas atrasado no tempo, como mostrado na Figura 52. Como o zero cross point
independe da amplitude do pulso a variacdo devida as diferencas entre as

amplitudes dos pulsos é eliminada.

-
— A

Zero cross point is
Difference independent of amplitude

Figura 52 Funcionamento do CFD[12]

Outro CFD também é utilizado para eliminar o efeito da variacdo da
amplitude na deteccao do sinal de referéncia. O sinal € gerado pela propria
eletrénica do laser, ou por uma parte do laser refletida para um detector de
resposta rapida, e € sincronizado com a geragcao dos pulsos de luz. Os sinais de
ambos os CFDs séo enviados para um conversor de tempo em amplitude (TAC)
em um esquema de comeco e parada. O sinal do féton serve como comego e o
sinal da referéncia serve como parada. Se fosse o contrario, o0 TAC poderia ser
acionado a partir de um pulso do sinal de referéncia e ficaria ativado até um féton
ser detectado. O pulso de chegada aciona um capacitor que fica carregando até a
chegada do pulso de parada. Se a corrente no intervalo de comecgo e parada é
constante, a voltagem no capacitor sera proporcional ao tempo de seu

carregamento.

O sinal do TAC é enviado a um conversor analogico-digital [ADC]. O sinal
do ADC é o equivalente digital ao tempo de deteccao do féton. O ADC escreve na
memoria o tempo de chegada de cada féton, construindo assim a distribuicao

temporal dos fotons.

Para a construcdo da imagem o sistema funciona basicamente como um
microscépio de varredura a laser convencional. As placas do TCSPC esperam o
sinal da unidade de varredura do laser e a partir desses sinais comeca a aquisicao
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da imagem. Nesse caso, porém, ao invés de armazenar somente a intensidade de
luz correspondente a cada pixel, o TCSPC armazena também os tempos de
chegada de cada foéton. Com isso a reconstrucdo da imagem é feita atribuindo
uma escala de intensidade proporcional a intensidade do sinal e uma escala de
cores correspondente ao tempo de vida do sinal naquele pixel. A imagem final é
reconstruida em duas etapas. A etapa de aquisi¢do do sinal e a etapa de “fitting”

do tempo de vida.

4.5 PMT Espectral

Nas PMTs convencionais, com a presenca de um catodo e um anodo, nao
ha a possibilidade de diferenciar a posicdo em que o fotoelétron foi gerado,
tampouco é possivel diferenciar fétons de diferentes comprimentos de onda.
Porém se a Unica placa do anodo for substituida por uma sequéncia de elementos
de anodo invididuais, & possivel determinar a posicdo em que o fotoelétron foi
gerado no catodo. Se a PMT estiver acoplada com um monocromador o conjunto
ganha capacidade de fazer contagem de fo6tons para diferentes comprimentos de
onda simultaneamente. Um detalhe que deve ser levado em conta para utilizagdo
desse tipo de PMT é que o sinal non-descanned NDD, varre uma area circular
durante a verredura do feixe. Para um unico detector, com area maior do que a
area de varredura isso ndo é um problema, mas para o acoplamento em um
monocromador com fenda vertical € um problema. A solucao da Becker&Hickl foi a
utilizagdo de um cabo de fibras 6pticas com uma extremidade na secao circular e
a outra extremidade na geometria de uma fenda vertical, coincidindo com a fenda
vertical da entrada do monocromador, conforme mostra a figura 32, onde se pode
ver tanto o detector espectral ja acoplado no mini monocromador quanto o cabo
de fibras Opticas.

77



Figura 53 Esquerda: foto do detector multiespectral. Direita: foto da fibra de acoplamento
mostrando a ponta retangular e a outra ponta circular.
O detector utilizado no nosso sistema de FLIM espectral € um PML-16
(Becker&Hickl) que possuem 16 canais com 20 nm de resolucdo cada. A
resolucdo temporal instrumental é de 150 a 250 ps FWHM[12].

4.6 Fontes de laser para TCSPC

Uma fonte de laser para ser utilizada para contagem de fétons tem que ser
pulsada. O sistema precisa de uma referéncia para poder medir o tempo do f6éton
em relagao ao pulso do laser. A prépria eletrénica do laser pode fornecer a taxa de
repeticdo dos pulsos ou pode ser utilizada uma porgéo do laser refletida para um

fotodetector de resposta rapida.

Lasers com pulsos de femtosegundos ou picosegundos de duragdao do
pulso podem ser utilizados. Porém a taxa de repeticdo tem que ser escolhida com
critério. A taxa de repeticéo do laser ndo poder ser mais rapida do que o tempo de
vida da fluorescéncia. Se um préximo pulso de laser atingir a molécula antes de
todos os elétrons excitados terem decaido, o tempo de vida medido ndo sera o
correto. Geralmente o dado fornecido pelo fabricante do laser € a taxa de
repeticdo, uma frequéncia, e o tempo de vida das moléculas € dado em unidades
de tempo. E facil transformar a frequéncia do laser em um periodo de repeticéo
tomando o inverso do valor da frequéncia. A Tabela 1 mostra taxas de repeticoes
dos lasers disponiveis em nosso sistema e o periodo correspondente
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Taxa de
Repeticdo | Periodo (ns)
(MHz)
20 50
50 20
80 12.5

Tabela 1 Taxas de repeticao dos lasers e periodo correspondente.

4.7 Imagens de FLIM

O sistema de FLIM é composta por 3 partes distintas. O laser de excitacao,
o detector de contagem de foétons e a placa de computador responsavel por
controlar o detector e armazenar os dados medidos. Esse sistema € acoplado em
um microscopio de varredura a laser. Para a construcao da imagem as placas do
TCSPC esperam o sinal da unidade de varredura do laser e a partir desses sinais
comecam a aquisicao da imagem. Porém, nesse caso, ao invés de armazenar
somente a intensidade de luz correspondente a cada pixel, o TCSPC armazena
também os tempos de chegada de cada foéton. Com isso a reconstrucdo da
imagem é feita atribuindo uma escala de intensidade proporcional a intensidade do
sinal e uma escala de cores correspondente ao tempo de vida do sinal em cada
pixel. A imagem final € reconstruida em duas etapas. A etapa de aquisicdo do
sinal e a etapa de ajuste do tempo de vida. A imagem da Figura 54 mostra a tela
do programa da etapa de aquisi¢ao utilizando um corte de tenddo de camundongo

como amostra.
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Figura 54 Programa para aquisicao da imagem de FLIM

Podemos ver na imagem da Figura 54 as principais caracteristicas do
programa de aquisi¢cao de imagens. No canto superior esquerdo esta o local onde
sera formada a imagem de intensidade da fluorescéncia. Logo abaixo, onde pode-
se ver SYNC, CFD, TAC e ADC sao as contagens referentes a esses parametros.
SYNC se refere ao sinal de sincronizacdo que nesse caso € a propria taxa de
repeticdo do laser. ApGs a aquisicdo da imagem é necessario envia-la para o
programa que calcula o tempo de vida e aplica a escala de cores, o SPCimage. A
tela desse programa é mostrada na Figura 55.
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Figura 55 Tela do programa SPCIimage

O SPCIimage carrega a imagem de intensidade em escala de cinza. Na
parte inferior podemos ver os parametros de ajuste para o decaimento da
fluorescéncia para o pixel selecionado. Os pontos em azul sdo o histograma do
tempo de vida a partir dos numeros de fétons detectados. A linha em vermelho é o
“fitting” da curva a partir dos parametros vistos no canto inferior direito. Os
parametros ai(%) e ax(%) representam a porcentagem das respectivas
componentes temporais t1(ps) e t2(ps). Nesse caso temos 87.2% da componente t4
com 138 ps e 12.8% da componente t com 2458 ps. Pode-se ainda selecionar
uma terceira componente para o tempo de vida se for o caso. Logo acima do
quadro com os parametros do “fitting”, no canto superior direito, encontra-se o
histograma dos tempos de vida em escala de cores. Nesse caso os tempos de
vida mais curtos tém cores préximas do azul, enquanto os tempos de vida mais
longos, cores proximas do vermelho. E possivel manipular essa escala de cor para

melhorar o contraste dentro da distribuicdo dos tempos de vida do histograma,
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inclusive podendo inverter a sequéncia de cores, comecando no vermelho e
terminando no azul. Outra possibilidade é definir uma sequéncia de cores discreta,
atribuindo azul aos tempos de vida de 100 a 500 ps e verde aos tempos de vida
de 500 a 1000 ps por exemplo. Além das opc¢des ja citadas, o programa permite a
visualizagcdo da imagem a partir de determinadas escala de cores, como por
exemplo, a partir apenas do tempo t; ou da componente a,. A Figura 56 mostra os
dois tipos diferentes de escala de cores obtidos mostrando apenas como o tempo
t1 € 0 t> variam, respectivamente.

Figura 56 Imagens com dos diferentes tempos de vida t1 (esquerda) e t2 (direita)

Uma outra opgado de imagem que o programa oferece é o “time gating”.
Nessa opgao podemos selecionar os fétons pelo seu tempo de vida e reconstruir a
imagem apenas a partir desses fétons. Além de poder diferenciar regidbes com
tempo de vida de fluorescéncia bem diferentes, é possivel diferenciar sinais que
possuem tempo de vida bem diferentes. No caso do colageno presente no tendéo,
o laser de Ti:Safira excita tanto a fluorescéncia por absorcao de dois fétons quanto
o SHG. O SHG, porém, é um processo coerente e instantdneo, enquanto a
fluorescéncia possui um tempo de vida mais longo. Ao eliminarmos os fétons que
possuem um tempo de chegada mais longo estamos eliminando os fétons da

fluorescéncia. Podemos observar esse feito na Figura 57 abaixo.
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Figura 57 Imagem do colageno por “time gating”

A diferenca da imagem reconstruida levando em conta s6 os fétons de
tempo de vida mais curto é clara ao se comparar a imagem do colageno da Figura
57 com as figuras anteriores. Quando se elimina os fétons de fluorescéncia pelo
“time gating” estamos vendo na reconstrugdo da imagem apenas os fotons
referentes ao SHG e portanto podemos observar a textura fibrosa do tecido. Isso
ja foi observado em outras imagens adquiridas pelo grupo utilizando outros
métodos. A Figura 58 mostra essa imagem.

Figura 58 Imagem de fluorescéncia (esquerda) e SHG (direita)

O comportamento fibroso também esta presente na imagem da Figura 58
por SHG, s6 que nesse caso, a imagem foi adquirida utilizando um filtro passa
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banda para eliminar o sinal de fluorescéncia que chegava na fotomultiplicadora.
Pela comparacéao entre as imagens da Figura 57 e da Figura 58 podemos concluir
que a técnica de “time gating” elimina a utilizacdo de um filtro para limpar o sinal
do SHG, desde de que o sinal de fluorescéncia em questdao tenha um tempo de
vida mais longo do que o SHG. Esse fato pode ser aplicado a qualquer amostra
que gera mais de um sinal, desde que esses sinais tenham tempos de vida que
possam ser resolvidos pelo sistema. Podemos usar o time gating para discriminar
todos os sinais gerados por Optica nao linear, coerentes e instantaneos, tais como
SHG, THG, CARS, etc. Um exemplo disso esta na imagem de corte de parafina de
aorta obtida por FLIM. Nessa imagem as cores em vermelho sdo os tempos de
vida mais longos. E possivel observar os diferentes tempos de vida das diferentes
partes do tecido. Os tempos de vida mais longos sédo das fibras elasticas coradas
com eosina-hematoxilina. As partes em <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>