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Resumo 

 

 A comunidade científica concorda que há grandes chances que a próxima 

revolução tecnológica virá do controle dos processos biológicos. Grandes mudanças 

são esperadas, desde como produzimos alimentos até como combatemos as doenças. 

O controle dos processos biológicos nos permitirá produzir carne sintética para 

alimentação, produzir biocombustíveis retirando CO2 da atmosfera, produzir órgãos 

inteiros para transplante e combater de forma eficiente doenças como câncer, por 

exemplo. Está claro para o nosso grupo que para se obter esses resultados é 

necessário entender a biologia na sua unidade mais básica: a célula. A partir do 

entendimento e domínio das reações químicas que acontecem dentro da célula, e mais 

especificamente do controle do DNA, é que vamos conseguir atingir essas previsões e 

revolucionar a maneira como vivemos hoje. Com esse pensamento em mente, o 

objetivo dessa tese foi desenvolver uma plataforma fotônica integrada para estudos de 

processos celulares. Nós acreditamos que as ferramentas fotônicas são 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 são: fluorescência excitada por 1 ou 2 fotons, geração 

de segundo ou terceiro harmônico, pinças ópticas, imagem por tempo de vida da 

fluorescência e “fluorescence correlation spectroscopy” (FCS). Nesta tese 

demonstramos como montar essa plataforma integrada e mostramos sua versatilidade 

com resultados em várias áreas da biologia e também para o estudo de quantum dots. 
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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 CO2 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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Capítulo 1                            

Introdução 
Iniciei meu trabalho de pesquisas na área de biofotônica, orientado pelo 

Prof. Lenz, há uma década, em 2003 como estudante de Iniciação Científica, 

seguido de mestrado e agora, doutorado. Nesse aspecto tenho seguido uma 

trajetória linear desenvolvendo técnicas e protocolos para integrar as ferramentas 

fotônicas e aplicá-las a problemas biológicos e físicos. Ainda na iniciação, antes 

do microscópio confocal de varredura, trabalhei no desenvolvimento de um 

sistema de varredura da amostra para aquisição de imagens com geração de 

segundo harmônico [SHG = Second Harmonic Generation] e fluorescência 

excitada por dois fótons [TPEF = Two Photons Excited Fluorescence] em cristais 

inorgânicos. Redescobri na prática o que o resto do mundo já sabia, que imagens 

obtidas por varredura das amostras eram de baixa qualidade e extremamente 

demoradas, principalmente nos nossos experimentos onde foi necessário 

“enganar” dois pacotes de software para força-los a trabalhar em conjunto.  

O primeiro microscópio confocal do grupo, da Olympus, chegou no início do 

meu mestrado e representou uma revolução. Embora não fosse um microscópio 

adaptado para microscopia multifóton, trabalhamos nas modificações necessárias 

para demonstrar as primeiras imagens de microscopia SHG por varredura laser do 

Brasil. Nesse período já trabalhava na integração de ferramentas fotônicas em 
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uma mesma plataforma acoplando nossa pinça óptica home-made no microscópio 

confocal e extraindo imagens de TPEF, SHG em conjunto com manipulações das 

pinças ópticas. 

O período do doutorado representou uma expansão muito forte de todo o 

trabalho desenvolvido na iniciação e mestrado. Primeiro em relação as aplicações 

das técnicas já desenvolvidas no mestrado a problemas de interesse biológico, 

nas quais atuei como um “orientador” de médicos, biólogos e biomédicos para 

levar a cabo seus estudos. Em alguns casos, nos quais tanto os desafios 

instrumentais quanto da metodologia não estabelecida foi necessário assumir 

controle total do problema. Considerando a tradição do grupo em que estava 

inserido, com trabalhos em biofotônica e na física do confinamento de quantum 

dots semicondutores, também assumi o desafio de utilização das técnicas de 

biofotônica para estudo dos quantum dots coloidais. O grupo iniciou os trabalhos 

em quantum dots pensando em suas aplicações como chaveadores ópticos para 

comunicações ópticas. Nesse aspecto quantum dots embebidos em matrizes 

vítreas era ideal para integração dos dispositivos em sistemas de fibras ópticas. 

Entretanto, a área de quantum dots coloidais havia evoluído fortemente na década 

de 1990 para aplicações como marcadores fluorescentes em células e tecidos 

biológicos. Nesse aspecto ficou claro, portanto, que a física do confinamento dos 

quantum dots era importante tanto na área de dispositivos optoeletrônicos quanto 

na área de biofotônica.   

Sem jamais perder o sentido de que minha missão era o desenvolvimento 

de uma plataforma cada vez mais integrada para responder aos grandes desafios 

da área de ciências da vida, continuei o trabalho de integração da plataforma 

fotônica. A integração da plataforma com FLIM [Fluorescence Lifetime Imaging] foi 

realizada ainda no microscópio Olympus quando obtive a primeira imagem de 

FLIM do Brasil. Toda a microscopia multifóton até 2007 era feita com laser de 

Ti:safira Tsunami da Spectra Physics cuja operação era demorada e complicada e 

exigia realinhamentos constantes. Mudar o comprimento de onda era uma 

operação que podia demorar até uma hora para o laser re-estabilizar. De certa 

forma era frustante conseguir a colaboração de um médico ou biológo que 
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permanecia horas no laboratório observando nossa luta para obrigar o 

equipamento a operar à contento. A chegada do laser MaiTai totalmente integrado 

e controlado por computador abriu os horizontes para as aplicações, pois 

podíamos agora mudar comprimento de onda em questão de minutos/segundos e 

concentrar nas aplicações. A integração da técnica de geração de terceiro 

harmônico [THG = Third Harmonic Generation] ficou a cargo do Vitor Pelegati, um 

estudante de mestrado recém chegado ao grupo, com quem trabalhamos em 

estreita colaboração. Esse trabalho rendeu a tese de mestrado do Vitor e 

aquisição de primeira imagem de THG do Brasil.  

Cada vez que obtinhamos sucesso na integração de uma técnica nova 

seguia-se uma ação “social” de convencimento de médicos e biológos para 

utilização da mesma. Isso motivado tanto pela curiosidade de ver a ferramenta 

respondendo a problemas reais das ciências da vida quanto pelo fato de que uma 

técnica só se estabelece verdadeiramente quando é utilizada para resolver 

problemas reais na sua área de atuação. Nessa fase praticamente caçávamos 

médicos e biológos interessados na utilização do nosso sistema. Mas como eles 

não conheciam direito o potencial das técnicas, precisávamos convencê-los de 

que poderiam extrair informações importantes com nosso equipamento. Mas para 

isso era necessário pensar junto com eles para descobrir que problemas 

específicos poderíamos responder. Nesse aspecto essa tese de doutorado mostra 

o sucesso tanto no desenvolvimento da plataforma quanto do trabalho “social” 

para o desenvolvimento das aplicações da mesma ao longo do tempo. 

Aparentemente é necessário entre um a dois anos após o desenvolvimento da 

metodologia para que os primeiros trabalhos de aplicações apareçam.   

O período 2008-2009 marcou uma revolução no desenvolvimento dos 

trabalhos do grupo quando o Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia 

denominado INFABIC [Instituto Nacional de Fotônica Aplicada à Biologia Celular], 

submetido pelos institutos de biologia e física da UNICAMP, envolvendo também a 

medicina e engenharia de alimentos, foi aprovado pelo CNPq. Um projeto 

multiusuário da FAPESP completou o parque de equipamentos e técnicas ultra 

modernas nessa área. Com isso recebemos dois microscópios Zeiss, um invertido 
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e outro reto [upright], com um array de APDs [Avalanche Photo Diode] ultra 

sensível para detecção simultânea 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 

fácil assim como a técnica de FCS [Fluorescence Correlation Spectroscopy]. 

Novos sistemas de FLIM utilizando detectores ultra sensíveis foram instalados e 

abriram as possibilidades de aplicações do FLIM até para estudos in vivo. A 

extração de um feixe confocal para análise em monocromador externo ou detector 

de FLIM também foi extremamente facilitada e abriu muito as nossas 

possibilidades de estudos dos Quantum Dots e outros sistemas. No microscópio 

reto conseguimos acoplar um sistema de criostato que nos permitiu integrar duas 

técnicas até então consideradas incompatíveis: microscopia e criogenia. O 

tamanho dos criostatos, pela necessidade de vácuo, impedia a focalização do 

feixe na distância de trabalho das objetivas padronizadas utilizadas em 

microscopia. Com esse sistema foi possível fazer microscopia e espectroscopia 

em baixas temperaturas.  

 Grande parte desse trabalho será descrito ao longo dessa tese. 

Paralelamente com todo esse desenvolvimento fomos tomando consciência de 

que estávamos participando do nascimento de uma nova revolução científico 

tecnológica na história da humanidade. Essa consciência me deixou orgulhoso de 

pode colaborar em uma área 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 

não a qualquer trabalho de um pesquisador individual como o nosso. Quando 

iniciamos a iniciação científica só se falava na revolução da informação, 

considerada o paradigma da revolução tecnológica moderna. Entretanto, creio que 

posso me orgulhar de estar contribuindo muito fortemente na introdução da 

revolução biofotônica no contexto brasileiro. Obtivemos as primeiras imagens de 

SHG, de FLIM, THG e CARS [Coherent Antistokes Raman Scattering] do Brasil. 

Integramos pinças ópticas com microscopia multifóton, FLIM e outras técnicas pela 

primeira vez, e nosso sistema se tornou a referência para outros grupos no país. 
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Também nos sentimos recompensados pelo fato de que espalhamos, através de 

apresentações em congressos e publicação de capítulos de livros1,2, informações 

sobre as utilidades desses novos métodos junto a comunidade de médicos e 

biológos. O workshop oferecido pelo INFABIC com aulas expositivas e 

experimentos hands on tem sido um fator muito importante na divulgação desses 

métodos junto a essas comunidades.  

Acreditamos que a descrição da estrutura das revoluções científicas 

tecnológicas será valiosa para os físicos e estudantes de mestrado e doutorado 

que devem tomar decisões sobre em que área do conhecimento devem atuar. Por 

isso concluímos que deveríamos incluir uma descrição das mesmas na introdução 

dessa tese, que se tornará de domínio público no site da biblioteca do Instituto de 

Física da UNICAMP em pouco tempo.   

 

Estrutura das Revoluções CientÍfico-Tecnológicas: 

O conhecimento cientítico na sociedade moderna é produzido 

constantemente em várias partes do planeta e em várias áreas de conhecimento 

simultaneamente. Dessa forma, era de se esperar que revoluções em várias áreas 

científicas ocorressem concomitantemente. Entretanto, a análise das revoluções 

tecnológicas que mudaram drasticamente o estilo de vida da humanidade mostra 

que essas revoluções ocorrem em ondas e apenas uma área por vez [1, 2]. A 

Figura 1 mostra um esquema das etapas dessa onda de revolução. Vale ressaltar 

a diferença entre revolução tecnológica e invenções. A noção de invenção 

descreve os aspectos tecnológicos e científicos de qualquer inovação enquanto a 

noção de revolução é econômica e social[2]. Esse é um dos motivos porque as 

revoluções tecnológicas ocorrem em ondas.  

                                            

1 C.L. Cesar, A.A. de Thomaz, A. Fontes, and H.F. De Carvalho, "Fluorescência", Microscopia Óptica: 
Fundamentos e Aplicações às Ciências Biomédicas, pp. 39-62, ISBN 978-85-98460-08-6, organizado por 
Sociedade Brasileira de Microscopia e Microanális, 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 Óptica Não Linear e Raman", 
Microscopia Óptica: Fundamentos e Aplicações às Ciências Biomédicas, pp. 163-178, ISBN 978-85-98460-
08-6, organizado por Sociedade Brasileira de Microscopia e Microanális, publicado por Wanderley de Souza, 
Rio de Janeiro (2010). 
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As revoluções estão acopladas com o mercado financeiro e a sociedade 

tem que estar preparadas para recebe-las. Inovações “antes do tempo” ficam 

esperando sua vez por recursos porque o mercado financeiro dirigiu os recursos 

da sociedade para a tecnologia “da vez”. Podemos entender melhor esses 

conceitos analisando a Figura 1. A onda da revolução começa com o 

desenvolvimento de uma tecnologia de ruptura, cada vez mais advinda da ciência 

desenvolvida nas universidades. As invenções são feitas. A nova tecnologia é 

descoberta e seu potencial de aplicação detectado. Nessa etapa ocorre o que é 

chamado de fase de interrupção. Interrupção é a separação do mercado financeiro 

da tecnologia antiga. Logo após o período de interrupção vem a fase de frenesi.  

 
Figura 1 Etapas da revolução tecnológica 

Essa fase tem como característica uma alta procura do mercado financeiro 

para investimentos. Várias companhias são fundadas com o objetivo de lucrar com 

essa nova tecnologia. Uma seleção natural ocorre ao final desse período. Apenas 

as companhias que são viáveis continuam existindo. As outras acabam fechando 

ou partindo para outras áreas. As fases de interrupção e frenesi são conhecidas 

como período de instalação. Nesse período 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 preço dos produtos/serviços. Essa é também uma fase de 
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altos lucros, totalmente orientada para performance, pois o mercado quer cada 

vez mais daquela tecnologia sem se preocupar muito com os preços. As empresas 

competem na base da performance, oferecendo produtos inovadores. 

Após o período de instalação vem um intervalo de crise. Essa crise 

financeira acontece no centro do sistema econômico, e são 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 comunicações que levou ao que ficou conhecido como fibras 

escuras [dark fibers]. Os investidores chegaram a avaliar que o mercado de 

comunicações por fibras ópticas dobrava a cada três 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 instituições 

financeiras e governamentais tentam se reestruturar. Eventualmente, essa crise 

tipicamente de fundo tecnológico vaza para o mercado imobiliário, como 

aconteceu no Japão na década de 1990 e nos EUA na crise atual que explodiu em 

2008. 

Após esse intervalo de adaptação vem a fase de sinergia onde o mercado e 

a sociedade estão em sintonia com as novas tecnologias para então entrar na fase 

de maturidade. Essas duas fases são conhecidas como período de 

difusão/entrega da tecnologia. Esse período determina o fim da onda de revolução 

e começa a demarcar o início da próxima. Nesse período a tecnologia é 

difundidada amplamente e não há mais tanto interesse do mercado financeiro em 

investir nessa tecnologia pois a oferta é muito grande fazendo com que a taxa de 

lucro não seja tão alta. É nesse período que os investidores começam a procurar 

novas opções para investimento.  

O Brasil tem acompanhado essas revoluções sempre atrasado, entrando na 

fase da maturidade onde os lucros são menores e outros países periféricos 

também estão competindo. Trata-se da pior época para seguir de perto uma onda 

tecnológica, onde a disputa é por preços baixos e os países competem com mão 

de obra barata. Se fosse possível ter uma avaliação preditiva confiável sobre as 

direções das próximas ondas o país poderia se preparar melhor para a próxima. O 
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fato de que essas ondas aparecem em ciclos de 60 anos torna essa avaliação 

mais fácil, entretanto, e se o país fizer a aposta na tecnologia errada precisará 

esperar uns 40 anos para recomeçar.  

Ao todo foram catalogadas cinco ondas de revoluções tecnológicas da era 

moderna: 

1. Revolução Industrial – Inglaterra – 1771 

2. Vapor e ferrovias – Inglaterra – 1829 

3. Aço e eletricidade – Inglaterra+EUA+Alemanha – 1875 

4. Petróleo, carros e produção de massa – EUA – 1908 

5. Informação e comunicação – EUA – 1971 

6. Próxima revolução??? ~ 2030 

 

O ciclo de cada revolução tem em média 60 anos. A sociedade atual, 

definitivamente, está no período de difusão da revolução da tecnologia de 

informação e comunicação. Hoje em dia é difícil imaginar como seria a vida sem 

computadores, celulares e internet. Desde a produção industrial, passando por 

agricultura, até a vida pessoal de cada um. As grandes companhias de 

telecomunicação e informática estão firmemente estabelecidas, já criaram muitas 

barreiras à entrada, deixando pouco espaço para novas empresas. A taxa de 

inovações, antes dependente de uma competição feroz para ganhar mercado, 

agora depende do interesse das empresas oligopolizadas que podem atrasar a 

introdução de novos produtos para ter tempo de amortizar investimentos 

passados. Nessa fase o financiamento das empresas já estabelecidas provém de 

seus próprios lucros e as empresas novas quase não têm espaço no mercado 

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

Considerando então que a revolução da informação atingiu a fase da 

maturidade e que os recursos financeiros mundiais estão liberados para a próxima 

onda a grande pergunta, nesse contexto, é qual será a próxima revolução 

tecnológica? 
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Prospecção para a VI Revolução Científico-Tecnológica 

Nossa perspectiva pessoal é que o controle dos processos biológicos, ou 

biologia sintética, será a base da VI revolução Científico-Tencológica. Essa 

também é a perspectiva de muitos analistas e investidores internacionais, 

passando por Bill Gates,  Warren Buffet e George Soros, além de instituições de 

governos de países avançados. Alguns estudos apontam que essa próxima 

revolução é esperada para começar em 2015[2] e também aponta que a mesma 

deve vir do  controle dos processos biológicos no seu nível mais básico[2]. 

Biologia sintética pode mudar completamente a maneira como o homem 

manufatura produtos e serviços, desde biocombustíveis sustentáveis extraindo 

CO2 da atmosfera por fotossíntese até biodispositivos especialmente 

desenvolvidos para trabalhar no nível molecular. Grandes mudanças nas 

indústrias farmacêuticas são esperadas, especialmente com o advento da bio-

nano-tecnologia. Uma procura na internet revela um número considerável de 

companhias sendo fundadas nessas áreas.  

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 & 

prêmio 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,   
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Podemos ver que em alguns casos investidores importantes estão sendo 

atraídos para essa área como Bill Gates e George Soros. Uma técnica bastante 

promissora é a tecnologia de impressão 3D de órgãos. O pesquisador Anthony 

Atala do Forest Wake Institute já fez apresentações demonstrando a impressão 

dos órgãos por impressoras adaptadas, como podemos ver na Figura 2. 

 
Figura 2 Impressão de um rim humano[3] 

Em lugar de  utilizar jatos de tinta a impressora utiliza jatos de células. Após 

serem depositadas num arcabouço as células sozinhas começam a criar conexões 

e formar o órgão. O vídeo completo do processo está 

http://www.ted.com/talks/anthony_atala_printing_a_human_kidney.html. Outro 

avanço dessa nova revolução tecnológica é na área de produção de alimentos. A 

Figura 3 mostra o tamanho da área de pasto pela energia da produção de carne. 

Com o domínio da biologia não faz sentido esperar a criação de um animal 

completo para retirar sua carne. É muito menos custoso produzir apenas o que se 

deseja consumir. Winston Churchill em 1932 já 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”3 

 

                                            

3 http://rolandanderson.se/Winston_Churchill/Fifty_Years_Hence.php 

http://www.ted.com/talks/anthony_atala_printing_a_human_kidney.html
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Figura 3 Gráfico de tamanho de pasto por energia para produção de carne[4] 

 
Figura 4 Causas de morte em 1900 e 2010[5] 

Outro ponto importante é a própria 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 são por agentes externos, 
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principalmente bactérias. Após a humanidade aprender a lidar com esses agentes 

externos, em 2010, as mortes causadas pelos mesmos são insignificantes perto 

das doenças cardíacas e câncer. Isso quer dizer que as causas de morte não são 

mais externas, e sim internas. O mau funcionamento do corpo humano é o maior 

causador de mortes naturais na atualidade. É claro que o melhor entendimento de 

como o corpo humano funciona é necessário para mudar esse cenário. 

Está claro para nosso grupo que a próxima revolução tecnológica será o 

controle dos processos biológicos no nível molecular/celular. As reações químicas 

são itermediadas por um maquinário celular que as tornam muito mais eficientes, 

mesmo operando em temperatura ambiente. Na escala biológica pode-se pensar 

em uma célula como uma planta produtora contendo máquinas que operam na 

escala nanométrica. Dentro da célula, catalizadores, enzimas, superfícies 

específicas, transporte ativo, etc, atuam para tornar possíveis reações com 

baixíssima probabilidade de ocorrência espontânea. A evolução garantiu a melhor 

compatibilidade e padronização dos blocos bioquímicos para permitir a produção 

das substâncias necessárias à manutenção da vida. Partindo de organismos 

simples a evolução foi aumentando a complexidade dos mesmos, de forma que os 

seres vivos que sobreviveram até hoje possuem inteligência acumulada em 

milhões de anos. Além disso, os seres vivos construíram órgãos específicos para 

a realização de diferentes tarefas.  

 

Biofotônica na Revolução da Biologia Sintética 

A localização espacial, irrelevante para a indústria química convencional, é 

crucial para os processos biológicos. As perguntas que precisam ser respondidas 

em relação aos processos biológicos são: o que aconteceu, onde aconteceu e 

quando aconteceu? Para descobrir o que aconteceu é necessário o uso de 

ferramentas capazes de distinguir diferentes moléculas. Espectroscopias ópticas, 

ou de ressonância magnética, são capazes de responder questões sobre que 

moléculas estão envolvidas em determinados processos. Para saber quando é 

preciso usar ferramentas de observação que respondem não destrutivamente em 
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tempo real. Já para descobrir onde é necessário o uso de microscopias e outras 

técnicas de visualização. O entendimento completo dos fenômenos biológicos 

requer a observação desde eventos intracelulares, na escala de nm. Em termos 

das ferramentas utilizadas no estudo dos processos biológicos, portanto, essas 

condições tendem a eliminar caracterizações destrutivas como, por exemplo, 

espectrometria de massa ou padrão de difração de raios-x de proteínas 

cristalizadas. Essas técnicas podem, e devem ser utilizadas, mas não serão 

capazes de acompanhar os processos em tempo real, nem de fornecer 

informações espaciais sobre os processos celulares. 

Ondas são os únicos fenômenos físicos capazes de propagação à longa 

distância e que permitem trazer as informações do mundo micro ao macro. A 

microscopia óptica sofreu uma revolução nas duas últimas décadas incorporando 

todas as ferramentas de óptica não linear, possibilitadas pelo surgimento de lasers 

de pulsos ultracurtos comerciais. A óptica apresenta vantagens únicas em termos 

de resolução espacial, temporal e sensibilidade comparada com as outras 

técnicas. Entre essas vantagens pode-se apontar: 

1. Alta sensibilidade da óptica aliada a baixa interação com matéria em 

observação que torna a óptica uma técnica não destrutiva. Observação de 

fluorescência de uma única molécula já tem décadas de idade. O importante para 

a sensibilidade da óptica é o número de fótons detectados, que aumenta com o 

tempo de observação. Em torno de 1000 fótons são emitidos em 1 s por uma 

única molécula em um processo de fluorescência típico, com tempo de vida da 

ordem de 1 ns. Isso permitiria a aquisição de uma imagem de 1 megapixel em 1 

segundo. Como cada pixel tende a ter muito mais do que uma única molécula 

esse tempo de aquisição pode ser bem mais rápido, chegando a velocidade de 

vídeo [30 quadros por segundo] e até mais do que 100 quadros/segundo. 

Técnicas não ópticas com sensibilidade de detecção de uma única molécula são 

extremamente raras. Sinais de fluorescência estão entre os mais intensos, 

permitindo a aquisição de imagens e informações rapidamente. Entretanto, do 

ponto de vista espectral a técnica de fluorescência é pobre, pois as bandas de 

emissão são muito largas para permitir a discriminação entre duas moléculas. A 
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forma criativa utilizada pelos pesquisadores de ciências da vida tem sido a de 

marcar com especificidade bioquímica determinadas proteínas e acompanhar sua 

evolução ao longo do tempo com fluorescência. As proteínas fluorescentes 

intrínsecas, GFP, RFP, YFP etc, podem ser produzidas pelos próprios seres vivos 

após incorporação do comando de produção no código genético dos mesmos. 

Assim, a interferência nos processos biológicos se dá através das substâncias 

marcadoras e não da observação óptica em si. Além da própria emissão de fótons 

fluorescentes, o tempo em que esses são emitidos contém informações 

importantes sobre o ambiente químico em torno da molécula fluorescente. 

Microscopias baseadas no tempo de vida de fluorescência [FLIM] estão 

disponíveis comercialmente. Microscopia de Fluorescência, é portanto, uma 

técnica muito poderosa e deve ser a base de qualquer sistema de observação em 

tempo real de processos celulares. 

2. Ressonâncias com os níveis eletrônicos e vibracionais das moléculas 

conferem seletividade bioquímica às técnicas ópticas. Para acompanhar reações 

bioquímicas no espaço e no tempo as espectroscopias, principalmente Raman e 

suas derivadas, podem ser utilizados como técnicas analíticas. A técnica Raman, 

mesmo muito menos intensa do que a fluorescência, transporta informações 

diretas sobre as vibrações moleculares, que dependem das ligações químicas, e 

tem capacidade de identificar diferentes moléculas. A especificidade bioquímica do 

Raman é muito superior, portanto, do que a da fluorescência.  

3. Fótons também transportam momento e a transferência de momento 

dos fótons pode ser utilizada para manipulações e medidas de propriedades 

biomecânicas, utilizando a técnica chamada de Pinças Ópticas. Muitos eventos 

celulares dependem de propriedades biomecânicas, como adesão a superfícies, 

invasão, movimentação celular, etc. A magnitude das forças envolvidas na escala 

intracelular está entre dezenas de femtoNewtons a centenas de picoNewtons, e 

suas medidas necessitam de ferramentas com alta sensibilidade. As pinças 

ópticas geram forças mensuráveis [acima do ruído do movimento Browniano] entre 

10 fN até 700 pN, o que a torna a ferramenta ideal para medidas biomecânicas no 

nível celular. Além disso, as Pinças Ópticas atuam remotamente, sem 
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necessidade de contato. Lasers no ultravioleta ou de alta intensidade também 

podem ser utilizados para microdissecção com precisão. Dessa forma, Pinças 

Ópticas podem ser usadas para iniciar e parar um processo, ou modificar o curso 

de ação do mesmo, ao mesmo tempo em que a microdissecção pode coletar 

nanoamostras durante o curso do processo para análise posterior por outras 

técnicas analíticas. Juntas, as duas técnicas permitiriam separar, por exemplo, 

determinadas regiões onde se suspeita que ocorreu um fenômeno importante, 

para posterior análise proteômica, ou amplificação por PCR, ou análise por 

espectrometria de massa, ou espectroscopia RMN, ou para cristalização de 

proteínas, etc. 

4. O fato de que feixes de luz não colidem permite a integração de 

todas as técnicas ópticas para aquisição de informações em paralelo, ou seja, 

simultaneamente, em um único instrumento. A dificuldade para a integração óptica 

eram filtros dicróicos para juntar e separar feixes de diferentes comprimentos de 

onda. O desenvolvimento das microscopias de óptica não linear, entretanto, 

estimulou o desenvolvimento desses filtros e o crescimento de empresas que 

especializadas na produção de dicróicos. Hoje existe uma ampla oferta desses 

filtros no mercado. 

Em resumo as técnicas ópticas modernas fornecem informações 

quantitativas, quimicamente seletivas, não destrutivas, em tempo real, de eventos 

localizados no espaço com resolução que pode chegar a 10 nm[6-9], bem próxima 

do tamanho das proteínas de importância biológica. Mais, as técnicas de 

microscopia óptica podem ser integradas em um único equipamento permitindo 

coleta simultânea do máximo de informações no curso do processo celular em 

observação. Sistema integrado de microscopia óptica e eletrônica de varredura 

cobriria a escala até 1 nm. 

 

Objetivo e descrição dessa Tese: 

Considerando o contexto descrito acima, da revolução da biologia sintética 

até o papel das microscopias fotônicas para análise de processos celulares, o 
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objetivo dessa tese foi desenvolver e aplicar uma plataforma fotônica integrada 

para estudos de processos celulares. Para isso, integraremos em um único 

microscópio confocal as técnicas de fluorescência (excitada por 1 ou 2 fótons), 

geração de segundo (SHG) e terceiro (THG) harmônicos, imagem por tempo de 

vida da fluorescência (FLIM) e fluorescence correlation spectroscopy (FCS). 

Começaremos descrevendo no Capítulo 2 como realizar essa integração 

independente do microscópio utilizado e as particularidades de cada microscópio 

disponível no grupo. No Capítulo 3 apresentaremos aplicações das pinças ópticas 

na medida de quimiotaxia na intereção de parasita-vetor hospedeiro, uma área 

que precisei assumir diratemente pelas dificuldades técnicas e metodológicas. 

Depois passaremos para a teoria do FLIM no Capítulo 4. Já no Capítulo 5 

trataremos da teoria de quantum dots (QDs) e também das aplicações dessa 

plataforma para estudo desses nanocristais. Em particular trabalhamos na revisão 

de resultados anteriores sobre os modelos de confinamento quântico e o papel do 

stress induzido pela matriz vítrea no confinamento. No Capítulo 6 a descrição 

teórica da técnica de FCS está presente bem como sua aplicação para a medida 

do raio hidrodinâmico de QDs. O Capítulo 7 é devotado para a apresentação de 

aplicações em biologia dessa plataforma fotônica integrada através da descrição 

dos artigos publicados durante o período da tese. Finalmente, no Capítulo 8 estão 

as conclusões dessa tese as perspectivas de trabalhos futuros. Nessa tese 

optamos por usar o ponto ao invés da vírgula como separador decimal devido à 

utilização de programas com a notação da linguagem inglesa para manter a 

concordância entre os dados apresentados e digitados durante da tese.  
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Capítulo 2                                 

Sistema Experimental  
Neste capítulo descreveremos os sistemas experimentais utilizados nessa 

tese. Iniciaremos com a descrição passo a passo das integrações das técnicas 

fotônicas e depois descreveremos os detalhes particulares de cada microscópio 

disponível em nosso laboratório.  

 

2.1  Montagem da plataforma integrada passo 
a passo 

 

Independente da particularidade de cada microscópio, a integração das técnicas 

confocais em uma única plataforma sempre segue o mesmo princípio. Um feixe de 

luz não colide com outro feixe de luz, portanto desde que existam portas e filtros 

disponíveis no microscópio podemos acoplar quantos feixes de laser desejarmos e 

extrair quantos sinais quisermos também. Começaremos com um microscópio 

confocal espectral convencional mostrado no esquema da Figura 5. Um feixe de 



 18

laser passa por um espelho dicróico, 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 galvanômetros controlados pelo computador. A objetiva 

focaliza o feixe na amostra e coleta o sinal de fluorescência excitado. O sinal 

percorre o mesmo caminho que o laser, só que no sentindo inverso, passando 

pelos dois espelhos de escaneamento. Isso deixa o feixe do sinal “descanned”, ou 

seja, parado. O espelho dicróico reflete o sinal e uma lente o focaliza em um 

pinhole. Uma grade de difração 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 são 

transformados em sinais eletrônicos. O computador armazena as informações da 

posição 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 está 

conjugado com o plano focal da objetiva, então apenas o que estiver no foco da 

objetiva não terá o sinal bloqueado pelo pinhole. Imagens em 3 dimensões [3D] 

são obtidas repetindo plano a plano após movimentar a objetiva por uma distância 

definida.  

 
Figura 5 Esquema de um microscópio confocal espectral   
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A resolução espectral do array de detectores é em torno de 10 nm. Essa 

resolução é satisfatória para aquisição de imagens mas não é suficiente para 

resolver a separação de picos Raman, por exemplo. A maioria dos microscópios 

possuem a possibilidade de extrair o sinal por uma porta externa. No caso do 

nosso esquema isso é feito removendo a grade de difração 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 

resolução da ordem de 0.01nm, com todas as vantagems do sistema confocal. Por 

exemplo, podemos adquirir uma imagem de fluorescência da amostra e em 

seguida selecionar um ponto nessa imagem e adquirir o espectro. Como o sinal 

coletado passa pelo pinhole ele é confocal, sendo detectado apenas no plano do 

ponto de interesse.   

 
Figura 6 Adicionando um monocromador ao microscópio confocal 

 Levantando mecanicamente a objetiva criamos espaço para a colocação de 

mais um espelho após os espelhos de varredura e antes da objetiva. Desse modo 

tornamos possível a adaptação da pinça óptica ao sistema, como podemos 

observar no esquema da Figura 7. O espelho da pinça óptica tem que ser 

transperente para todos os comprimentos de onda exceto para o comprimento de 

onda do laser da pinça, 1064 nm. Com a pinça óptica o sistema ganha a 
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habilidade de fazer manipulações e medidas biomecânicas. O espelho da pinça 

óptica tem de ser colocado depois dos espelhos de varredura porque queremos 

fazer a imagem de partículas presas na pinça. Se o laser da pinça fosse acoplado 

antes dos espelhos de varredura ele seria escaneado e as partículas se 

movimentariam junto com o laser da pinça. Por esse mesmo caminho é possível 

acoplar um laser de corte, já que ele terá as mesmas restrições que o laser da 

pinça em relação aos espelhos de varredura.  

 
Figura 7 Adaptação da pinça óptica  

 Utilizando as portas de lasers externos do scanner de varredura podemos 

integrar um laser pulsado de femtosegundos ao sistema. Assim podemos realizar 

aquisição de imagens multifóton. É possível adquirir imagens de fluorescência 

excitada por absorção de dois fótons [TPEF = Two Photon Excited Fluorescence], 

segundo ou terceiro harmônico [SHG/THG = Second/Third Harmonic Generation]. 

Como o sinal da microscopia multifóton é excitado apenas no foco do laser ele já é 

intrinsicamente confocal não precisando do pinhole para eliminar as imagens fora 

de foco. Detectores “non-descanned” (NDD) são posicionados para coletar o sinal 

transmitido e o sinal refletido, já que para sinais coerentes a relação sinal 

transmitido/refletido contém informação relevante. O único cuidado com a 

detecção NDD é que, porque o feixe se move durante a varredura, o detector deve 
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ter uma área grande o suficiente para que o feixe coletado não saia da mesma 

durante a varredura. Filtros em frente aos detectores selecionam os comprimentos 

de onda desejados, como mostrado na Figura 8. Como o microscópio possui mais 

de uma porta externa de entrada é possível acoplar outros lasers além do laser de 

femtosegundos. Lasers de picosegundos oferecem a possibilidade de aquisição 

de imagens de picos Raman ou por CARS (Coeherent Antistokes Raman 

Scattering).  

 
Figura 8 Laser e detectores para microscopias multifóton 

Com a presença do laser pulsado utilizamos sua taxa de repetição para adquirir 

imagens por tempo de vida da fluorescência (FLIM). Assim como na microscopia 

multifóton, o sinal somente é gerado no foco do laser eliminando a necessidade de 

pinhole. Podemos utilizar as mesmas saídas dos detectores NDD para acoplar os 

detectores de FLIM. Um criostato pode ser colocado após a objetiva para 

realização de medidas em função da temperatura. Essas modificações são 

mostradas nas Figura 9 e Figura 10 a seguir.  
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Figura 9 Adição dos dectores de FLIM. 

 
Figura 10 Criostato para medidas em função da temperatura 

 

2.2  Microscópios Utilizados 
 

O grupo de Biofotônica do Instituto de Física da Unicamp juntamente com o 

INFABIC, Instituto Nacional de Fotônica Aplicada a Biologia celular, possuem 

atualmente três microscópios disponíveis. Um microscópio confocal Olympus IX-
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81 FV300, um microscópio Zeiss LSM 780 espectral reto e um Zeiss LSM 780 

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

 

2.2.1  Microscópio Olympus IX-81 FV300 
 

Esse sistema é composto pelo microscópio invertido IX-81 e pelo scanner 

de varredura FV300. Está equipado com objetivas Olympus PLANAPO de 10X, 

40X e 60X. O FV300 possui uma porta para o acoplamento de lasers no visível e 

outra para o acoplamento de lasers no infravermelho. Um espelho dicróico (DM1) 

é responsável pelo acoplamento dos feixes visível-infravermelho direcionando-os 

para os espelhos galvanômetros de varredura. O DM1 é transparente para o 

infravermelho mas reflete o visível. Um espelho dicróico (DM2) é responsável por 

refletir os lasers de excitação e transmitir o sinal visível. Dentro do FV300 uma 

lente focaliza o sinal através do pinhole nas fotomultiplicadoras após passarem por 

filtros. Os filtros podem ser escolhidos de modo a separarem fluorescências de 

diferentes comprimentos de onda ou a fluorescência do SHG. Duas PMTs estão 

disponíveis para o sinal descanned. O sinal de THG é gerado na região de 300 nm 

pelo laser Mai Tai. Ele não pode ser detectado no sinal refletido pois os espelhos e 

lentes presentes nesse caminho absorverão 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 microscópio confocal Olympus IX-81 FV300 

O sistema oferece 2 PMTs NDD. Uma PMT de transmissão e outra PMT 

NDD que pode ser posicionada tanto na transmissão do sinal quanto na reflexão. 

Após 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) são 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 nós utilizamos o próprio 

condensador e um espelho do microscópio para coletar o sinal. O condensador 

absorve muito na região de 300 nm, região do sinal do THG. A alternativa foi 

retirar o condensador e aproximar o quanto fosse possível a PMT NDD da amostra 

para coletar o sinal, sem o uso de lentes ou espelhos. A PMT necessitava ficar 

muito próxima da amostra para que o sinal não divergisse muito e ficasse maior 

que a área de coleta da fotomultiplicadora. Uma peça metálica foi confeccionada 

para se encaixar no suporte do condensador e acomodar a PMT e os filtros 

necessários para coletar o sinal. A mesma peça é utilizada para a coleta do sinal 

de segundo harmônico. A Figura 12 mostra essa peça metálica com a 

fotomultiplicadora 
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2.2.2  Microscópio Zeiss LSM 780 espectral invertido 
 

O sistema é composto pelo Microscópio 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 Oil DIC, Plan-Apochromat 

63x/1.4 Oil DIC. Quatro detectores NDD para o sinal refletido, dois NDD para o 

sinal transmitido. O detector espectral é GaAsP com 32 canais com resolução 

máxima de 2.9 nm descanned. Estão disponíveis também duas PMTs descanned. 

Os lasers disponíveis são Argônio (458, 488, 514nm), HeNe (543, 593, 633nm) e o 

Ti:Safira Mai Tai da Spectra-Physics. As imagens da Figura 13 mostram o 

microscópio e a pinça acoplada.  

 
Figura 13 Esquerda: Microscópio Confocal Zeiss LSM 780. Direita: Pinça Óptica acoplada 

 A pinça óptica acoplada ao sistema é da empresa suíça MM&I [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 direções. Um laser de corte em 350 

nm também está presente.  

 O esquema dos caminhos ópticos é mostrado na Figura 14 
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Figura 14 Esquema do microscópio confocal Zeiss LSM-780 

 Um filtro passa alta (LP690) reflete o sinal visível para o detector de FLIM 

ou PMT NDD (4 no total) e é transparente paro laser Mai Tai. O laser da pinça e o 

laser de corte são refletidos por um filtro passa banda (BP350-1064). A banda de 

transmissão é o visível e a reflexão é  abaixo de 350 nm e  acima de 1064 nm. Na 

transmissão do sinal temos duas PMTs NDD com espaço 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 descrição detalhada dos seus componentes 
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Figura 15 Esquema do LSM 780[10] 

 A região 1 é por onde os lasers visíveis são acoplados no scanner e a 

região 2 os lasers de infravermelho e outros, como diodo 405 nm por exemplo. A 

região 3 mostra o conjunto de espelhos dicróicos que acoplam os dois tipos 

diferentes de lasers. A ordem em que os lasers são acoplados é importante nesse 

caso. O dicróico que reflete os lasers visíveis vem antes do dicróico que reflete o 

infravermelho. Dessa forma o acoplamento de todos os lasers ocorre no dicróico 

do infravermelho, cuja característica é refletir o infravermelho e ser transparente 

para o visível. Se ocorresse o contrário, o dicróico do infravermelho vindo antes do 

visível, o acoplamento final se daria no dicróico do visível que refletiria parte do 

infravermelho incidente. Esse fato, dependendo das condições do experimento e 

da eficiência da geração do sinal excitado pelo infravermelho, pode inviabilizar a 
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excitação por esse laser. O espelhos com número 4 são os espelhos de varredura. 

Após retornar pelos espelhos de varredura e pelos dicróicos o sinal é focalizado 

no pinhole, na região número 6. O número 10 indica a posição do espelho ou 

filtros que escolhemos para direcionar o sinal para os detectores descanned 

internos ou para a saída externa do scanner. Os números 7, 8 e 9 são a grade de 

difração e os detectores internos do scanner, o array de APDs e duas PMTs.  

2.2.3  Microscópio Zeiss reto LSM 780 espectral  
 

A configuração desse microscópio é bem semelhante ao LSM 780 invertido. 

As objetivas disponíveis são 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 microscópio e a adaptação feita para a aquisição de imagens 

por FLIM. 

 
Figura 16 Esquerda: Microscópio Confocal Zeiss LSM 780. Direita: adaptação para detectação 

descanned.  

Os lasers visíveis sãos os mesmos exceto pelo laser de diodo 405 nm 

pulsado. Os pulsos tem 60 ps e as taxas de repetições são 80, 50 e 20 MHz. No 

caso desse sistema, como a excitação da fluorescência para aquisição de 

imagens de FLIM é feita por absorção de um fóton, o sinal tem que passar pelo 

pinhole para se tornar confocal. O laser Mai Tai também foi acoplado ao sistema. 

A peça 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 é apresentado na Figura 17. 

Representamos no esquema apenas as diferenças significativas em relação ao 

microscópio invertido.  

 
Figura 17 Esquema do microscópio confocal Zeiss LSM-780 direto 

Um mesmo dicroico é utilizado para acoplar o laser de 405 nm e o 

infravermelho.  No esquema da Figura 17 podemos observar a presença de um 

criostato que foi acoplado no lugar da platina do microscópio. Essa adaptação nos 

permitiu fazer medidas em função da temperatura ne região entre 10 K e 300 K.   

 

2.3  Telescópio ou Colimador 
 

As várias técnicas biofotônicas integradas nos sistemas dessa tese utilizam 

diferentes lasers com diferentes comprimentos de onda para excitação. A 



 31

fluorescência excitada por um fóton utiliza lasers no visível, a fluorescência 

excitada por dois fótons, o SHG, o THG e o FLIM utilizam o laser pulsado no 

infravermelho. Esses feixes com diferentes comprimentos de onda são focalizados 

pelas objetivas em planos focais diferentes. Em termos das imagens geradas isso 

acarretaria em imagens capturadas em vários planos diferentes ou partículas 

pinçadas em planos diferentes das imagens, se considerarmos a integração 

pinças ópticas e microscopia confocal. Para contornar esse fenômeno utilizamos 

uma montagem de duas lentes uma no foco da outra chamada de telescópio.  A 

Figura 18 mostra seu princípio de funcionamento 

 
Figura 18 Telescópio com suas possívels posições de lentes 

Primeiro vamos analisar o caso em que as lentes possuem a mesma 

distância focal f1. Se o feixe paralelo atinge a primeira lente ele será focalizado na 

distância f1. Como a segunda lente também tem distância focal f1 o feixe sairá 

paralelo quando passar pela mesma. Nenhuma mudança ocorreu.  Na situação 

em que a segunda lente está mais próxima da primeira lente o feixe se torna um 

pouco divergente. O inverso ocorre quando a segunda lente está mais distante da 

primeira lente, tornando o feixe um pouco convergente. Essas mudanças serão 
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transmitidas para o plano focal da objetiva do microscópio.  Com isso ganhamos 

controle da profundidade em z com que o feixe é focado. Um telescópio tem que 

ser montado para cada laser que possua um comprimento de onda diferente. Um 

dos lasers é usado como referência e todos os outros tem seus focos ajustados 

para essa referência.  

O caso em que as duas lentes possuem distâncias focais diferentes é 

importante no caso do preenchimento do orifício da objetiva. Para aproveitar toda 

sua abertura numérica é necessário preencher totalmente o orifício na parte de 

tras da objetiva. Geralmente os feixes de laser são menores do que esse orifício. 

Um telescópio com lentes de diferentes distâncias focais possibilita controlar o 

tamanho do feixe, como exemplificado na Figura 19 

 
Figura 19 Telescópio com lentes de diferentes tamnhos focais 

Um feixe com raio 1w   é focalizado pela primeira lente de distância focal 1f  . Ao 

deixar a lente com distância focal 2f  o feixe tem raio 2w . Isso pode ser 

verificado analisando a semelhença de triângulos da Figura 19 

1 2 2 1
2

1 2 1

w w f w
w

f f f


                                        (2.1) 

No fundo o tamanho do raio de saída é proporcional ao raio de entrada, 

sendo 2 1 2 1w w se f f  e 2 1 2 1w w se f f  .   

Em nossas plataformas integradas todos os lasers possuem um telescópio 

para adequarmos seus planos focais e obter o preenchimento do orifício da 

objetiva. No caso do sistema da Olympus IX81 FV300 o laser de Argônio é usado 
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como referência e o laser Mai Tai utiliza o telescópio para ajuste de seu foco. Os 

sistemas da Zeiss possuem telescópios automáticos localizados dentro do 

scanner para cada linha de laser, visível e infravermelho. 

2.4  Fotomultiplicadoras  
 

 PMTs são dispositivos para detecção de luz que transformam fótons 

detectados em um sinal elétrico. PMTs possuem uma câmara em vácuo onde 

estão localizados um cátodo, dinodos e um anodo. A Figura 20 mostra um 

esquema desses dispositivos.  

 
Figura 20 Esquema de uma PMT 

 Os fótons atingem a placa do cátodo arrancando elétrons, chamados de 

fotoelétrons. Esses elétrons são acelarados por uma diferença de potencial 

atingindo o primeiro dinodo (D1) onde arrancam mais elétrons. Novamente são 

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 fótons e a intensidade do sinal 

detectado será proporcional à intensidade da corrente gerada.  

Os detectores conhecidos como avalanche photodiodes (APDs) são 

detectores de semicondutores com mais sensibilidade do que as PMTs 

convencionais. Os APDs utilizam o efeito fotoelétrico para transformar fótons 

detectados em corrente. Podemos ver um esquema na Figura 21. Fótons 

incidentes na camada de SiO2 criam pares de elétron-buracos que passam pelas 

camadas n e p primeiramente e depois atingem a região de multiplicação 

(depletion region). Os pares elétrons-buracos colidem com os  átomos do cristal e 
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a ionização resultante cria mais pares de elétrons-buracos. Esses pares 

resultantes da ionização por usa vez vão colidir com outros átomos gerando novos 

pares de elétrons-buracos e assim sucessivamente num efeito de avalanche e 

uma corrente é gerada proporcional ao número de fótons incidentes.  

 
Figura 21 Esquema de um APD[11] 

 

As fotomultiplicadoras mais sensíveis atualmente são as conhecidas como 

PMTs híbridas. Nas PMTs híbridas os fotoelétrons emitidos por um fotocatodo são 

acelerados por um campo elétrico intenso diretamente num APD, como mostra o 

esquema da Figura 28 

 
Figura 22 Princípio de funcionamento da PMT híbrida[12] 

 Os fotoelétrons acelarados atingem o APD e geram uma quantidade grande 

de pares de elétrons-buracos. Esses pares são amplificados pelo ganho linear do 

APD. Em PMTs convencionais os fotoelétrons são emitidos em todas as direções, 

tornando a eficiência do processo baixa. Os melhores cátodos têm uma eficiência 

quântica de 0.4 entre 400 e 500 nm [13]. Em um fotodiodo os pares de elétrons-
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buracos gerados são separados por um campo elétrico e uma corrente é gerada. 

Como o processo de amplificação ocorre em uma só etapa ele é muito mais 

eficiente do que o processo nas PMTs convencionais. Eficiência quântica de 0.8 

pode ser atingida nesse processo. A alta aceleração imposta aos elétrons entre o 

fotocatodo e o APD diminue o tempo de trânsito dos elétrons.  Com uma voltagem 

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

 As função de resposta do instrumento (IRF) e a eficiência quântica para 

uma PMT híbrida HPM-100-40 (Becker&Hickl) é  mostrada na Figura 23 a seguir. 

 
Figura 23 Esquerda: Resposta para pulsos de 40 ps de um laser de diodo. Escala da divisão 300 

ps/div[12]. Direita: Eficiência Quântica[12]. 

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

vida da fluorescência exigem uma fotomultiplicadora sensível a poucos fótons mas 

com tempo de resposta rápido para não perder resolução temporal. As PMTs 

híbridas possuem essas duas características.  

 

2.5  Laser Mai Tai 
 

O laser pulsado de femtosegundos utilizados em nossos sistemas é o laser 

Mai Tai HP da Spectra Physics. Sua emissão pode ser sintonizada entre 690 e 

1040 nm com pulsos de aproximadamente 100 femtosegundos e taxa de repetição 

de 80 MHz. Sua curva de potência está na Figura 24 
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Figura 24 Curva de potências 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 módulo de correção da dispersão da velocidade de grupo [GVD] 

chamado Deep See. Uma descrição mais detalhada desse sistema pode ser 

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

Nas primeiras versões do laser de Ti:Safira sua operação era toda manual. 

Toda mudança de comprimento de onda necessitava de pequenos ajustes para 

recuperar o modo pulsado. Para  operar em toda faixa de emissão do cristal de 

Ti:Safira mais de um conjunto de espelhos era necessário. Isso poderia significar 

algumas horas de trabalho para mudança de uma faixa do espectro de emissão 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 opções, o tempo necessário para mudar 

algum componente da sua configuração poderia ser muito grande. O sistema Mai 

Tai surgiu para substituir esses lasers antigos e se tornar um laser “user friendly”. 

Todo os parâmetros do laser são 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 emissão em modo pulsado em apenas 

alguns minutos, sem necessidade de qualquer ajuste por parte do usuário. O laser 
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pode ser controlado diretamente pelo programa de operação do microscópio. Esse 

fato torna a comunicação entre o laser e o microscópio possível sem a 

necessidade de comunicação entre seus programas proprietários.  

Em resumo, o laser Mai Tai foi um grande avanço para a integração das 

técnicas multifotônicas nos microscópios confocais. A integração já era possível 

com o laser de Ti:Safira convencional, porém o tempo podia ser uma 

desvantagem considerável, ainda mais quando estamos interessados em seguir 

processos celulares.  

Controle de potência do laser Mai Tai para Microscópio Olympus IX-81 FV300 

A potência não é um parâmetro que pode ser modificado no sistema do Mai 

Tai. Para controlar a potência que incide na amostra nós utilizamos uma 

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

(PBS). A placa de meia onda é montada em um estágio giratório e sua função é 

selecionar a direção da polarização do feixe que passa por ela. O PBS transmite a 

polarização vertical e reflete a polarização horizontal. O feixe do Mai Tai, que tem 

polarização horizontal,  tem sua orientação girada ao passar pela placa de meia 

onda dependendo do ângulo do estágio de rotação. Ao passar pelo PBS qualquer 

orientação diferente da horizontal terá parte do feixe refletido diminuindo assim a 

energia transmitida na polarização horizontal. Para controlar a potência, então, 

basta girar o estágio de rotação da placa de meia onda.  

Controle de potência do laser Mai Tai para Microscópios Zeiss LSM 780 

Os sistemas da Zeiss controlam a potência do Mai Tai através de um 

modulador acusto-óptico (AOM). O AOM é um dispositivo que pode controlar a 

potência, a frequência ou a posição espacial do feixe de laser a partir de um sinal 

elétrico. O componente principal de um AOM é um cristal transparente que é 

acoplado a um transdutor piezoelétrico. O sinal elétrico aplicado no transdutor cria 

ondas acústicas no cristal que criam uma modluação no seu índice de refração a 

qual atua como uma grade de difração. Qualquer feixe de luz que passar por esse 

cristal será submetido a essa modulação do índice de refração tendo seu caminho 
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alterado. A intensidade da luz difratada depende da intensidade da onda acústica. 

O tipo de regime da operação do AOM é definido pelo parâmetro Q  dado por 

0
2

2 L
Q

n





                                                 (2.2) 

Onde 0 é o comprimento de onda da luz incidente, L é a distância que a 

luz viaja dentro do cristal, n o índice de refração do cristal e  o comprimento de 

onda acústico. Para 1Q   temos o regime Raman-Nath, onde o feixe que incide 

no cristal na direção normal a superfície e várias ordens de difração estão 

presentes com as intensidades dada pela função de Bessel. A Figura 25 mostra 

esse caso. 

 
Figura 25 AOM caso Q<<1 

Para 1Q   o AOM atua no regime de Bragg. Para um ângulo de 

incidência do feixe B
 , apenas uma ordem de difração deixa o cristal, as outras 

tem intensidade nula por interferência 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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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 distância focal e a câmera CCD é o modelo Pixis 100BR 

refrigerado a ar, ambos da empresa Princeton Instruments. Temos seis grades de 

difração com blazing para 350 nm e 750 nm com 300, 600 e 1200 linhas/mm. O 

sistema é controlado por computador pelo software proprietário Winspec. A Figura 

27 mostra o esquema do conjunto. 

 
Figura 27 Esquema monocromador e CCD 
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2.7  Criostato 
 

O criostato acoplado em nosso sistema é da empresa Cryovac modelo Konti 

Mikro de ciclo aberto. A transferência de Hélio é feita por um tudo em U 

semiflexível. A faixa de temperatura é de 4 a 300 K com estabilidade menor que 

0.1 K. A amostra fica em vácuo com distância de 1 mm até a janela de quartzo. A 

Figura 29 mostra fotos do criostato. Detalhes da adaptação do criostato no 

microscópio confocal estarão presentes na tese de doutorado de outro aluno do 

grupo Diogo Burigo Almeida que será defendida em 2013.  

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

 

Em conclusão nesse capítulo descrevemos todos os equipamentos e 

acessórios básicos utilizados nessa tese.  
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Capítulo 3                                        

Aplicações das Pinças Ópticas  
 

3.1  Introdução 
 

O objetivo principal desta tese é a integração e aplicações das várias 

ferramentas fotônicas, entre as quais a de um sistema de pinças ópticas. 

Entretanto, nosso grupo possui um grande número de teses antecedentes sobre o 

tema pinça óptica. Uma descrição teórica-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 

Física clicar em biblioteca e logo a seguir clicar em teses e dissertações 

UNICAMP.   

Teses de doutorado do grupo em pinças ópticas: 

1. Wendel Lopes Moreira, “Expansão de campos eletromagnéticos 
arbitrários em termos de funções de onda vetoriais”, (2010)  

2. Antônio Álvaro Ranha Neves,“Forças Ópticas em Pinças Ópticas: 
Estudo teórico e Experimental", (2006) 

http://portal.ifi.unicamp.br/
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3. Adriana Fontes,"Sistema de Micromanipulação e Microanálise com 

Pinças Ópticas", (2004) 

4. Marcelo Mendes Brandão,"Análise e caracterização da deformidade de 

eritrócitos em membranopatias", (2003) Faculdade de Ciências Médicas 

da UNICAMP. 

Teses de mestrado do grupo em pinças ópticas: 

1. Heloise Pöckel Fernandes; “Estudo das propriedades elétricas das 
hemácias utilizando pinça óptica”, (2009) Faculdade de Ciências Médicas 

da UNICAMP 

2. André Alexandre de Thomaz, “Ferramenta Biofotônica Integrada para 
Manipulações e Microscopias Confocais”, (2007) 

3. Liliana de Ysasa Pozzo; “Desenvolvimento de Metodologia de Medida 
Vetorial de Forças em Tempo Real de Microorganismos Utilizando 

Pinças Ópticas para Estudos de Quimiotaxia e Osmotaxia de 

Parasitas”; (2006)  

4. Gustavo Pires Marques; “Análise do Potencial de Calibração da Força 

Óptica através de Dispositivos de Microscopia de Força Atômica”; (2005) 

5. Adriana Fontes; "Uso de Lasers para Manipulação e Medidas de Células 

Vivas", (1999) 

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

apresentam a teoria das pinças ópticas com máximo de rigor matemático, assim 

como algumas aplicações. Já a tese de doutorado do Marcelo Brandão e de 

mestrado da Heloise Fernandes, defendidas pela FCM-UNICAMP, utilizam as 

pinças para estudo de reologia e propriedades elétricas de hemácias. A tese da 

Liliana Pozzo é precursora no uso da pinça para caracterização de quimiotaxia de 

parasitas. A tese de mestrado da Adriana Fontes foi a primeira do grupo nessa 

área.  

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

da Adriana Fontes integrou pinças ópticas com espectroscopias, Raman e 



 44

fluorescência multifóton e geração de segundo harmônico sem capacidade de 

aquisição de imagens por varredura laser. A primeira integração com sistema de 

aquisição de imagens confocais com varredura laser foi desenvolvida na minha 

tese de mestrado na qual integrei pinças ópticas, com geração de segundo 

harmônico e fluorescência excitada por dois fótons. Entretanto o sistema de pinças 

dessa tese não permitia a medida do vetor das forças ópticas em tempo real 

utilizado nesse capítulo.  

 Considerando todos os estudos preliminares do grupo na área de pinças 

ópticas não faz sentido, nessa tese, uma descrição rigorosa da teoria de forças 

ópticas. Incluiremos, entretanto, uma explicação mais intuitiva baseada na óptica 

geométrica, que mostra como a luz é capaz de capturar e movimentar partículas, 

para não obrigar o leitor a reler as teses passadas do grupo.  

Nessa tese de doutorado apresentamos uma plataforma biofotônica 

multimodal com uma integração muito mais ampla que inclui: fluorescência 

excitada por um e ou dois fótons, Fluorescence Lifetime Imaging [FLIM], geração 

de segundo e terceiro harmônicos [SHG/THG]. O aperfeiçoamento do novo 

sistema de pinças ópticas no microscópio confocal nos permitiu utilizá-lo para 

estudo mais profundo de quimiotaxia de Trypanosoma cruzi [T. cruz] e 

Trypanosoma rangeli [T. rangeli]  na presença de atratores reais como parede do 

intestino e glandulas salivares do inseto hospedeiro, Rhodinus prolixus [R. 

prolixus]. A partir das medidas dos vetores de força foi possível identificar a 

atração desses parasitas na direção do intestino, caso do T. cruzi, e na direção da 

glândula salivar, caso do T. rangeli. Esses órgãos são onde esses 

microorganismos completam seus ciclos de vida e se tornam capazes de infectar o 

hospedeiro mamífero. Vale a pena notar que para acompanhar os movimentos de 

um parasita vivo devido à quimiotaxia é necessário desenvolver um sistema de 

medida automática das forças ópticas que forneça as componentes da força em 

tempo real. 
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Figura 31 a) Trajetória do raio de luz externo. b) Surgimento da força pela transferência de 

momento dos raios refratados. 

Toda vez que a partícula sair do ponto de equilíbrio (centro da partícula 

coincidindo com o foco do laser) surgirá uma força que tentará trazer o centro da 

partícula para o foco do laser. Essa força atua nas três dimensões tornando a 

pinça uma armadilha tridimensional. Nos primeiros trabalhos de levitação de 

partículas, A. Ashkin utilizou seis feixes contrapropagantes para aprisionar as 

partículas[19-22]. Só após os experimentos iniciais ele percebeu que apenas um 

feixe altamente focalizado era suficiente para capturar as partículas nas três 

dimensões[23, 24].  

 Uma situação mais realista incluiria infinitos raios de luz formando um cone 

com a abertura numérica do feixe incidente sem modificar a conclusão geral de 

que a força óptica é restauradora, desde que o índice de refração da partícula seja 

maior do que o do meio externo, tendendo sempre a trazer o centro da partícula 

para o foco do laser.  

A tese de doutorado da Adriana Fontes mostrou que o modelo de óptica 

geométrica incluindo as reflexões integradas usando a condição seno de Abbe é 

uma excelente aproximação quantitativa para as forças geradas pelas pinças 

ópticas, podendo ser aplicada em situações em que as microesferas sejam 

suficientemente grandes e fora das ressonâncias de Mie. As reflexões levam aos 

seguintes efeitos: (1) o centro da esfera fica abaixo do foco do laser para dar conta 

das forças ópticas da reflexão; (2) se a diferença de índice de refração for muito 
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grande, como uma microesfera de látex ou sílica imersa em ar, a reflexão se torna 

tão alta que impossibilita a captura da partícula. Na literatura as duas forças, 

devido à refração e à reflexão, ficaram conhecidas como forças de gradiente, 

atrativa, e de espalhamento, repulsiva. Já as ressonâncias de Mie só ocorrem em 

condições especiais nas quais o feixe incide bem próximo da borda da microesfera 

excitando os whispering gallery modes.  Nas aplicações desse capítulo 

trabalhamos com microesfera de poliestireno de 9 m imersas em água que se 

deslocavam pouco da posição de equilíbrio, uma situação típica em que a óptica 

geométrica, usada nesse capítulo, é válida.  

 

3.3  Força Óptica no modelo da óptica 
geométrica 

 

A utilização da óptica geométrica para o cálculo da força óptica na tese de 

doutorado da Adriana Fontes foi baseada no esquema de reflexões múltiplas 

mostrado na Figura 32. Sempre que um raio de luz toca na superfície aparece 

uma refraçao e uma reflexão.  

 
Figura 32 Reflexões e refrações de um raio de luz incidente (P) numa esfera. O centro de  

Coordenadas está no ponto O e o eixo z’ está na direção do raio incidente. 

A força, que o raio exerce na esfera, nas direções paralela e perpendicular 

a direção do raio incidente, é dada por [23, 25, 26] 
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fluorescência gerada na amostra e coletada pela objetiva será transmitida para o 

sistema de aquisição de imagens confocal. A única restrição é evitar a utilização 

do sistema de Ti:safira de fs na região acima de 950 nm. Uma característica 

importante desse dicróico é que deve ter resposta plana até próximo de 300 nm, 

pois sinais de SHG e THG tendem a cair nessa região.  

Um espelho dielétrico para 1064 nm atua como filtro passa baixa, refletindo o 

laser da pinça e sendo transparente para os comprimentos de onda inferiores a 

1064 nm. Utilizamos uma lamínula de microscópio para refletir 8% do feixe retro-

espalhado na direção do detector de quadrante(QP506SD2 - Pacific Sensor 

Incorporated). Uma lente de 5 cm de distância focal controla o tamanho do feixe 

no detector e o sinal eletrônico é enviado para um osciloscópio (Tektronix, model 

TDS 1012).  

 

Medida automática em tempo real do vetor força utilizando detector de 

quadrante.  

Como afirmamos na introdução desse capítulo apenas com um sistema de 

medida automática em tempo real das forças ópticas poderíamos acompanhar os 

movimentos dos parasitas devido à quimiotaxia. Como a medida direta da força do 

parasita é, na prática, impossível, precisamos usar uma microesfera como um 

transdutor de força. A esfera deve ser grande o suficiente comparada com o 

tamanho do parasita para ser possível observá-la frente a qualquer movimento do 

parasita. Por isso utilizamos microesferas de poliestireno de 9 m como 

transdutor. Com esferas desse tamanho conseguimos evitar que o parasita fosse 

capturado diretamente pela pinça ou que o parasita se posicionasse na região do 

foco do laser causando um espalhamento não devido ao deslocamento da esfera. 

Como se trata de um sistema estático em equilíbrio a força do parasita será igual e 

oposta à força óptica na microesfera. Uma vez observado o deslocamento em x e 

y da posição da microesfera utilizamos a integração no mathematica descrita 

acima para calcular as forças nas direções x e y.  
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ajustada para que a imagem da microesfera não seja tão pequena ao ponto do 

feixe no detector não se distribuir entre os 4 quadrantes, nem tão grande ao ponto 

de se tornar maior do que a dimensão do detector, garantindo uma boa 

sensibilidade da voltagem em relação ao deslocamento da microesfera.   

  

Calibração do deslocamento: 

Colocamos uma microesfera presa na superfície de uma lamínula de vidro 

posicionada sobre o estágio de translação motorizado do microscópio 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 potência de luz em todos os quadrantes. Daí movemos a 

microesfera nas direções x e y através do estágio de translação. 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 função do deslocamento da microesfera em ambas as direções. A 

Figura 39 mostra a calibração obtida. Ajustando as curvas obtidas com uma reta 

encontramos o fator de proporção que transforma sinais de voltagem diretamente 

em deslocamento para as duas direções.  
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Figura 39 Calibração do detector de quadrante deslocamento x voltagem   

Com essas curvas de calibração colocamos os parasitas e as microesferas 

em uma solução de PBS. Capturamos uma microesfera e saímos em busca de um 

parasita vivo no qual encostamos a microesfera pinçada até houvesse uma 
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adesão parasita/microesfera. Nesse momento podemos começar a observar os 

sinais de voltagem no osciloscópio para medida da força dos parasitas. 

Para estudo de quimiotaxia em tempo real de parasitas flagelados, medimos 

os vetores força, intensidade e direção do movimento de células vivas sobre 

gradientes de concentração de substância quimioatraentes, benéficas ao parasita, 

ou quimiorepelentes, maléficas para o parasita. O universo de um microorganismo 

é o universo pré Galileiano, sem inércia, no qual corpos em movimento significam 

a presença de uma força, por conta do papel da viscosidade. Considerando as 

dimensões dos microorganismo esse é um universo mecânico com baixos 

números de Reynolds. Purcell [30, 31] mostrou que uma partícula de 10 m que 

se movia com 30 m/s pára completamente após percorrer a distância de 0.6 nm 

após o desligamento da força que a mantia em movimento. Nesse universo as 

forças envolvidas também são muito pequenas. Nosso grupo tem medido forças 

de impulsão máximas de parasitas no intervalo entre 1 a 10 pN, e nós medimos 

forças da ordem entre 0 e 3 pN. A ferramenta ideal para medida de forças no 

intervalo de 50 fN até 200 pN, é a pinças óptica, existindo poucas alternativas em 

termos de sensibilidade.    

Uma pergunta importante nesse ponto é se o tempo de resposta do nosso 

sistema de detecção, incluindo detector e osciloscópio, de 0,5 s , é bem menor do 

que os tempos típicos de deslocamento do sistema parasita-microesfera. No limite 

de baixos números de Reynolds, ignorando a inércia e considerando lei de Stokes, 

a força pode ser calculada pelo termo da viscosidade, 6
dx

F a
dt

  de onde 

extraímos o intervalo de tempo 
 6 a x

t
F

 
   para uma impulsão típica. Na pinça 

observamos deslocamentos da ordem de ( x ) 0.3 m  para a esfera de raio ( a ) 

de 4,5 m . Assim, na força máxima, 3 pN, o intervalo de tempo do impulso será 

da ordem de 0,01 s, ou seja, 10 ms, 20 mil vezes maior do que o tempo de 

detecção de de 0,5 s . Dessa forma podemos afirmar que nosso sistema é capaz 

de medir os vetores de força 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 mudança de temperatura, pressão osmótica, luz e 

outros gradientes de parâmetros envolvidos na sua sobrevivência. Quando esses 

sistemas biológicos respondem a gradientes de substâncias, o processo é 

chamado de quimiotaxia. Quimiotaxia é a maneira como microorganismos 

encontram nutrientes, glicose por exemplo, ou a maneira como eles evitam 

moléculas tóxicas[32].  Espermatozóides são orientados em direção ao óvulo 

através da quimiotaxia[33]. Este mecanismo é mediado por esteróides e parece 

depender da produção de espécies reativas de oxigênio [33, 34]. Mesmo para 

organismos multicelulares, a quimiotaxia impulsiona fases subsequentes do 

desenvolvimento como a migração de neurônios e linfócitos[35]. Já foi reportado 

que a migração quimiotática diminui durante a metástase em câncer[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 visão de caixa preta onde a resposta é observada como 

função de um estímulo e (2) sob um ponto de vista bioquímico onde as reações 

bioquímicas disparadas pelos receptores são observadas[37-39]. A maioria dos 

trabalhos de quimiotaxia é em leucócitos, que tem uma taxia lenta baseada em 

movimento de “crawling”, ao contrário do movimento feito por bactérias e 

protozoários[40-42]. Há mais estudos de quimiotaxia de bactérias do que de 

protozoários [43-45]. O método mais utilizado, o ensaio de capilaridade, criado por 

Pfeffer[46] e mais tarde aperfeiçoado por Adler[47], é utilizado para análise 

quantitativa. De maneira geral o método conta o número de células encontradas 

na região de maior concentração 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 ausência de mudanças abruptas de direção. Nesse 

capítulo mostramos como as pinças ópticas podem ser utilizadas para estudar a 
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quimiotaxia do parasita causador da doença de Chagas, o trypanosoma cruzi, em 

um estágio fundamental no ciclo de vida do parasita, dentro do inseto que 

transmite a doença, chamado de VETOR da doença.  

A doença de Chagas foi descoberta por Carlos Chagas, ver Figura 40, em 

1909. Essa doença de Chagas está presente em mais de 15 países nas Américas, 

como mostra o mapa da Figura 40, com 8-11 milhões de infectados e uma 

incidência anual de 200,000 casos[48].  

 
Figura 40 Esquerda: Carlos Chagas[49]. Direita: mapa da distribuição da doença de Chagas[50] 

O ciclo de vida do parasita envolve dois hospedeiros, o inseto VETOR, e um 

mamífero, que pode ser o homem assim como centenas de outros mamíferos 

silvestres e domésticos. O vetor principal é o barbeiro, denominado pelo nome 

científico Rhodinus prolixus, cuja foto aparece na Figura 41. O parasita se 

apresenta em três formas: amastigota, epimastigota e trypomastigota, 

apresentadas na Figura 41. 

 
Figura 41 Esquerda: Rhodinus prolixus também conhecido como barbeiro[51]. Direita: três formas 

ao longo do ciclo de vida do Trypanosoma cruzi[52] 
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Quando se encontra no interior das células do mamífero o parasita assume a 

forma amastigota, na qual não 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 fagocíticas, como macrófagos, por exemplo, e mononucleares, com 

tropismo pelas células musculares, especialmente as cardíacas. Antiobióticos não 

conseguem atuar sobre esses parasitas quando se encontram no interior das 

células e a doença, até hoje, não tem cura. Seu efeito sobre o coração pode ser 

devastador, levando a uma hipertrofia do miocardio.  

Ao sair das células para a corrente sanguínea 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 sanguínea. No intestino médio do inseto ele muda para a 

forma epimastigota na qual pode se movimentar e se reproduzir mas não é capaz 

de contaminar o ser humano. Ele adere às paredes do intestino, onde muda para 

forma tripomastigota metaciclíca, na qual está pronto para contaminar o ser 

humano.  

O ciclo se fecha quando o inseto volta a picar outro mamífero para sugar seu 

sangue. Ao mesmo tempo em que suga o sangue o inseto defeca depositando o 

trypanosoma na forma tripomastigota metaciclíca que é levado à corrente 

sanguínea quando o mamífero se coça. A Figura 42 mostra essa sequência de 

eventos. 

 
Figura 42 Sequência de eventos na picada do inseto para a transmissão da doença de Chagas 

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

vetor. 
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Figura 43 Ciclo de vida do trypanosoma cruzi[53].  

As estratégias utilizadas para combater a doença de Chagas se concentram 

ou na eliminação do vetor, ou nos ciclos de vida dentro do inseto ou do ser 

humano. Como a reprodução do parasita envolve dois animais, um inseto e um 

mamífero, sem a presença de mamíferos infectados a doença não seria 

transmitida. Infelizmente, dado o grande número de mamíferos capazes de 

hospedar o parasito, é impossível erradicar a doença isolando os humanos 

contaminados.  

Uma estratégia possível seria a cura da doença no interior do ser humano 

infectado. Infelizmente isso só é possível nos estágios iniciais da doença quando o 

parasita ainda se encontra na correnta sanguínea e pode ser atacada pelo sistema 

imune e por antibióticos. Mesmo assim trata-se de uma luta complicada porque o 

parasita se refugia no interior dos macrófagos do qual sai com uma capa de 
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proteínas diferentes que atuam como uma camuflagem imunológica. No interior 

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

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 ações de 

saúde pública na tentativa de erradicação da doença. 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 doença de 

Chagas, mesmo após um século, o barbeiro e a doença continuam presentes. Não 

foi possível levar os barbeiros à extinção, possivelmente devido a sua maior 

independência em relação ao ser humano.  

Nesse contexto, percebe-se a importância também de entender as 

interações parasito-hospedeiro, no interior do vetor, são importantes para um 

melhor entendimento do ciclo de vida do parasita [54]. A quimiotaxia do parasita, 

nesse contexto, é um dos processos fundamentais dessa interação. Um dos 

passos fundamentais no ciclo de vida do T. cruzi no hospedeiro invertebrado 

ocorre no intestino do vetor triatomínio [barbeiro]. Formas epimastigotas do 

parasita se ligam a membrana perimicrovilar (PMM), uma barreira física e 

fisiológica localizada nas células do intestino, e sofrem intensa multiplicação. Esse 

processo envolve o reconhecimento de glicomoléculas e algumas proteínas 

hidrofóbicas localizadas na superfície das formas epimastigotas do T. cruzi. 

Moléculas quimiotáticas como proteínas/carbohidratos na PMM, contribuem para a 

adesão e o desenvolvimento de tripanosomas no intestino do hospedeiro 

invertebrado [55].  

Nosso estudo de quimiotaxia ganhou um padrão de comparação através de 

outro  tripanosomatídeo chamado T. Rangeli. O T. rangeli, possui uma distribuição 

similar ao T. cruzi possuindo o mesmo vetor, mas não é patogênico para 

humanos. Similaridades antigênicas entre o T. cruzi e o T. rangeli geraram 

reatividade sorológica cruzada em infecções em humanos levando a diagnósticos 

errôneos de doença de Chagas [56].  O T. rangeli (transmitido pela saliva do 

hospedeiro vertebrado) precisa se ligar as glândulas 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 quimioatraído pelas 

paredes dos intestino médio, fundamental no seu ciclo de vida. Já o T. rangeli de 

mostrar quimioatração apenas para a glandula salivar.  

 
Figura 44 diagrama do trato digestivo e da glândula salivar do barbeiro [Rhodnus prolixus] 

Nossas colaboradoras da UFF/FIOCRUZ-RJ trouxeram tanto os insetos não 

contaminados vivos, quanto os parasitas na forma epimastigota em cultura. Elas 

são capazes de dissecar o inseto sobre uma lupa e extrair pedaços de cada uma 

dessas partes em questão de minutos. Assim o experimento consistiu em colocar 

partes extraídas dos insetos, os parasitas e as microesferas em soluçao de PBS 

em um câmara de Neubauer. Daí o experimento prossegue prendendo uma 

microesfera, para com ela capturar um parasita e realizar a medida das forças nas 

proximadades dos diferentes fragmentos comparando contra um padrão de 

distribuição de forças bem distante dos fragmentos.  
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Capítulo 4                                      

Fluorescence Lifetime Imaging (FLIM) 
 

4.1  Introdução 
 

A fluorescência de moléculas não é caracterizada somente pelo seu 

espectro de emissão, mas é caracterirzada também pelo seu tempo de vida. 

Qualquer transferência de energia entre a molécula excitada e o meio em que está 

inserida muda o tempo de vida da fluorescência. Os elétrons excitados interagem 

com o meio externo principalmente através de íons, mas também através de 

dipolos, e essa interação pode mudar o tempo de vida. Isso significa que o tempo 

de vida de fluorescência é um bom sensor do ambiente químico 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 à intensidade da 

fluorescência. Já que o tempo de vida de fluorescência não depende da 

concentração da molécula fluorescente, imagens por tempo de vida contém uma 

informação direta de qualquer evento envolvendo transferência de energia[58, 59]. 

Exemplos típicos são o mapeamento de parâmetros celulares tais como pH, 

concentração de íons e ligação molecular[58, 59]. Cada molécula fluorescente tem 
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seu próprio tempo de vida. Detectando as diferenças entre os tempos de vida, é 

possível distinguir até mesmo entre corantes com a mesma emissão de 

fluorescência bem como identificar autofluorescência das células. Imagens com 

alta relação sinal-ruído podem ser obtidas utilizando um marcador com um tempo 

de vida muito longo em comparação com os corantes fluorescentes normalmente 

utilizados. Quantum Dots, por exemplo, apresentam tempo de vida muito superior 

ao de moléculas fluorescentes orgânicas e esse fato permite discriminar a 

emissão dos QDs em relação a emissão do marcadores orgânicos usando uma 

medida do tipo time-gated. Da mesma forma terras raras da família dos 

Lantânideos, podem ser diferenciadas de outros marcadores fluorescentes pelo 

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

4.2  Tempo de Vida da Fluorescência 
 

 Antes de emitir um fóton 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 fluorescência. Se 

o fluorófluro é excitado por um pulso muito curto de luz, uma população 0 ( )n t  

estará o estado excitado. A população do estado excitado decai com uma taxa 

nrk   

 
     nr

dn t
k n t

dt
                                        (4.1) 

Onde  n t  é o número de elétrons no estado excitado,   a taxa de emissão 

e nrk  a taxa de emissão não radioativa. Resolvendo a equação diferencial (4.1) 

  0

t

n t n e 


                                               (4.2) 

O tempo de vida da fluorescência   é definido como o inverso da taxa total 

de decaimento   1

nr
k

 . O sinal medido é a intensidade da fluorescência que 
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será proporcional ao número de elétrons decaindo para o estado fundamental. A 

intensidade da fluorescência seguirá o mesmo padrão de decaimento  

  0

t

I t I e 


                                              (4.3) 

O tempo de vida da fluorescência é o tempo médio em que os elétrons 

permanecem no estado excitado. Podemos calcular esse tempo calculando o 

tempo médio sobre a intensidade da fluorescência, t  

  

 

 

0

0 0 0

0

0 0 0

t t

t t

tI t dt tI e dt te dt

t

I t dt I e dt e dt

 

 

  
 

  
 

  
  

  
                            (4.4) 

 A integral no denominador é feita diretamente, enquanto a integral 

numerador fazemos por partes 

0

t

e dt 



                                                (4.5) 

2

00 0

t t
t

te dt e dt te   
                                               (4.6) 

 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 t  fica 

2

t
 


                                                (4.7) 

4.3  Domínio do Tempo x Domínio da 
Frequência 

 

O tempo de vida da fluorescência pode ser detectado com técnicas 

denominadas de técnicas no domínio do tempo (DT), onde o tempo do decaimento 
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é medido diretamento, ou no domínio da frequência (DF) onde se mede o tempo 

de vida pela diferença de fase entre o sinal de excitação e o sinal de emissão. Os 

dois domínios estão conectados pela Transformada de Fourier, tornando-os 

equivalentes em termos de informações. Porém, isto não implica numa 

equivalência 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 fluorescência, e a 

fluorescência emitida é medida em função do tempo. O tempo de vida é extraído 

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 

frequência , 2f f    [60] 

   sinE t A B t                                         (4.8) 

 Onde A B  e a modulação da excitação é dada por B A . A população do 

estado excitado é dada por  

   sinN t a b t                                         (4.9) 

 O sinal fluorescente será proporcional à população do estado excitado. 

Supondo o decaimento da fluorescência como (4.3) a equação diferencial 

dependente do tempo descrevendo a população do estado excitado é 

     1dI t
I t E t

dt 
                                        (4.10) 

 Substituindo (4.9) na equação diferencial (4.10) 

     1
cos sin sinb t a b t A B t     


                         (4.11) 

 Expandindo o  sin t   e o  cos t   e igualando os termos temos as 

seguintes equações    

1
cos sin  


                                            (4.12) 
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1
sin cos

B

b
  


                                          (4.13) 

1
0A a


                                               (4.14) 

  

 Da equação (4.12) tiramos a relação 

tan                                             (4.15) 

 

 Elevando ao quadrado as equações (4.12) e (4.13) e adicionando as duas 

obtemos 

2
2

2 2

1 B

b



                                              (4.16) 

 Utilizando a equação (4.14) obtemos a relação entre o tempo de vida e o 

fator de demodulação m   

2 2

1

/ 1

b a
m

B A  
 


                                      (4.17) 

 A maneira mais eficiente de medir um sinal no domínio do tempo é medir a 

intensidade em um número grande de canais temporais[61]. Para um número 

grande de canais e uma resolução temporal alta para cada canal, o decaimento 

temporal pode ser deduzido a partir dos dados com uma relação sinal ruído perto 

da ideal. “Time-Correlated Single Photon Counting”, “Multichannel Scaler” e “Real-

Time Digitising Technique”estão entre as técnicas que utilizam esse modo de 

aquisição. O método equivalente no domínio da frequência seria excitar a 

amostras com pulsos de luz e adquirir o espectro completo da amplitude e fase 

para diferentes frequências simultâneamente. Porém tal técnica não existe no 

domínio da frequência.  

 Com alguma informação sobre a amostra é possível modelar o 

comportamento do sinal emitido e reduzir o número de canais temporais utilizados 

na medida. Os fótons são detectados em várias janelas temporais sequenciais por 
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diferentes detectores em paralelo. A eficiência dependerá do modelo, do número 

de canais e da resolução 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 são medidas em 

um pequeno número de frequências. Diferentes frequências de modulação são 

obtidas mudando a frequência de excitação ou utilizando harmônicos de uma fonte 

pulsada. Apenas para excitação com pulsos curtos e alta taxa de repetição um 

fator de demodulação 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 fótons. Nesse caso, como 

a maioria dos fótons não são detectados, pois estão fora da janela de varredura, a 

eficiência é baixa. Varredura do sinal é utilizada nos “Box car integrators”, “Gated 

Photon Counters” e “Gated Image Intensifiers”. No DF a frequencia da excitação é 

varrida e a amplitude e fase do sinal são adquiridos em função da frequência.   

 O equipemento adquirido pelo nosso grupo utiliza a técnica “Time-

Correlated Single Photon Counting” [TSCPC], que será apresentada com mais 

detalhes. 

4.4  Time-Correlated Single Photon Counting 
(TCSPC) 

 

 Atualmente TCSPC é a técnica para medida do tempo de vida da 

fluorescência mais utilizada[58]. Ela se baseia no fato de que para sinais com alta 

taxa de repetição a intensidade da luz é tão baixa que a probabilidade de detectar 

mais de um fóton em um período do sinal é muito baixa. A Figura 48 ilustra essa 

condição 
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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 fóton. Com isso a reconstrução da imagem é feita atribuindo 

uma escala de intensidade proporcional à intensidade do sinal e uma escala de 

cores correspondente ao tempo de vida do sinal naquele pixel. A imagem final é 

reconstruída em duas etapas. A etapa de aquisição do sinal e a etapa de “fitting” 

do tempo de vida. 

 

4.5  PMT Espectral 
 

 Nas PMTs convencionais, com a presença de um cátodo e um anodo, não 

há a possibilidade de diferenciar a posição em que o fotoelétron foi gerado, 

tampouco é possível diferenciar fótons de diferentes comprimentos de onda. 

Porém se a única placa do anodo for substituída por uma sequência de elementos 

de anodo invididuais, é possível determinar a posição em que o fotoelétron foi 

gerado no catodo. Se a PMT estiver acoplada com um monocromador o conjunto 

ganha capacidade de fazer contagem de fótons para diferentes comprimentos de 

onda simultaneamente. Um detalhe que deve ser levado em conta para utilização 

desse tipo de PMT é que o sinal non-descanned NDD, varre uma área circular 

durante a verredura do feixe. Para um único detector, com área maior do que a 

área de varredura isso não é um problema, mas para o acoplamento em um 

monocromador com fenda vertical é um problema. A solução da Becker&Hickl foi a 

utilização de um cabo de fibras ópticas com uma extremidade na seção 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 já acoplado no mini monocromador quanto o cabo 

de fibras ópticas.  
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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 é um PML-16 

(Becker&Hickl) que possuem 16 canais com 20 nm de resolução cada. A 

resolução 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 fótons tem que ser 

pulsada. O sistema precisa de uma referência para poder medir o tempo do fóton 

em relação ao pulso do laser. A própria eletrônica do laser pode fornecer a taxa de 

repetição dos pulsos ou pode ser utilizada uma porção do laser refletida para um 

fotodetector de resposta rápida.  

 Lasers com pulsos de femtosegundos ou picosegundos de duração do 

pulso podem ser utilizados. Porém a taxa de repetição tem que ser escolhida com 

critério. A taxa de repetição do laser não poder ser mais rápida do que o tempo de 

vida da fluorescência. Se um próximo pulso de laser atingir a molécula antes de 

todos os elétrons excitados terem decaído, o tempo de vida medido não será o 

correto. Geralmente o dado fornecido pelo fabricante do laser é a taxa de 

repetição, uma frequência, e o tempo de vida das moléculas é dado em unidades 

de tempo. É fácil transformar a frequência do laser em um período de repetição 

tomando o inverso do valor da frequência. A Tabela 1 mostra taxas de repetições 

dos lasers disponíveis em nosso sistema e o período correspondente 
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Taxa de 

Repetição 

(MHz) 

Período (ns) 

20 50 

50 20 

80 12.5 

Tabela 1 Taxas de repetição dos lasers e período correspondente. 

 

4.7  Imagens de FLIM 
 

 O sistema de FLIM é composta por 3 partes distintas. O laser de excitação, 

o detector de contagem de fótons e a placa de computador responsável por 

controlar o detector e armazenar os dados medidos. Esse sistema é acoplado em 

um microscópio de varredura a laser. Para a construção da imagem as placas do 

TCSPC esperam o sinal da unidade de varredura do laser e a partir desses sinais 

começam a aquisição 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 fóton. Com isso a reconstrução da 

imagem é feita atribuindo uma escala de intensidade proporcional à intensidade do 

sinal e uma escala de cores correspondente ao tempo de vida do sinal em cada 

pixel. A imagem final é reconstruída em duas etapas. A etapa de aquisição do 

sinal e a etapa de ajuste do tempo de vida. A imagem da Figura 54 mostra a tela 

do programa da etapa de aquisição utilizando um corte de tendão de camundongo 

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

 Podemos ver na imagem da Figura 54 as principais características do 

programa de aquisição de imagens. No canto superior esquerdo está o local onde 

será formada a imagem de intensidade da fluorescência. Logo abaixo, onde pode-

se ver SYNC, CFD, TAC e ADC são as contagens referentes a esses parâmetros. 

SYNC se refere ao sinal de sincronização que nesse caso é a própria taxa de 

repetição do laser. Após a aquisição da imagem é necessário enviá-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 SPCImage 

 O SPCImage carrega a imagem de intensidade em escala de cinza. Na 

parte inferior podemos ver os parâmetros de ajuste para o decaimento da 

fluorescência para o pixel selecionado. Os pontos em azul são o histograma do 

tempo de vida a partir dos números de fótons detectados. A linha em vermelho é o 

“fitting” da curva a partir dos parâmetros vistos no canto inferior direito. Os 

parâmetros a1(%) e a2(%) representam a porcentagem das respectivas 

componentes temporais t1(ps) e t2(ps). Nesse caso temos 87.2% da componente t1 

com 138 ps e 12.8% da componente t2 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 parâmetros 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 têm cores próximas do azul, enquanto os tempos de vida mais 

longos, cores próximas do vermelho. É possível manipular essa escala de cor para 

melhorar o contraste dentro da distribuição dos tempos de vida do histograma, 
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inclusive podendo inverter a sequência de cores, começando no vermelho e 

terminando no azul. Outra possibilidade é definir uma sequência 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 opções já citadas, o programa permite a 

visualização da imagem a partir de determinadas escala de cores, como por 

exemplo, a partir apenas do tempo t1 ou da componente a2. A Figura 56 mostra os 

dois tipos diferentes de escala de cores obtidos mostrando apenas como o tempo 

t1 e o t2 variam, respectivamente. 

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

 Uma outra opção de imagem que o programa oferece é o “time gating”. 

Nessa opção podemos selecionar os fótons pelo seu tempo de vida e reconstruir a 

imagem apenas a partir desses fótons. Além de poder diferenciar regiões com 

tempo de vida de fluorescência bem diferentes, é possível diferenciar sinais que 

possuem tempo de vida bem diferentes. No caso do colágeno presente no tendão, 

o laser de Ti:Safira excita tanto a fluorescência por absorção de dois fótons quanto 

o SHG. O SHG, porém, é um processo coerente e instantâneo, enquanto a 

fluorescência possui um tempo de vida mais longo. Ao eliminarmos os fótons que 

possuem um tempo de chegada mais longo estamos eliminando os fótons da 

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

 A diferença da imagem reconstruída levando em conta só os fótons de 

tempo de vida mais curto é clara ao se comparar a imagem do colágeno da Figura 

57 com as figuras anteriores. Quando se elimina os fótons de fluorescência pelo 

“time gating” estamos vendo na reconstrução da imagem apenas os fótons 

referentes ao SHG e portanto podemos observar a textura fibrosa do tecido. Isso 

já foi observado em outras imagens adquiridas pelo grupo utilizando outros 

métodos. A Figura 58 mostra essa imagem. 

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

O comportamento fibroso também está presente na imagem da Figura 58 

por SHG, só que nesse caso, a imagem foi adquirida utilizando um filtro passa 
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multifóton, a plataforma tem a capacidade de fazer imagens espectrais de 

fluorescência, SHG/THG e FLIM. Como veremos no Capítulo 7 de aplicações, o 

FLIM possibilita a análise de diferentes estágios metabólicos e também permite 

discriminação de tipos diferentes de câncer. Além do fato de que o tempo de vida 

do sinal pode ser útil quando os sinais detectados possuem comprimentos de 

onda semelhante. Como por exemplo, quando a amostra apresentar  fluorescência 

próxima do comprimento de onda do SHG. Como o SHG é emitido 

instantaneamente é fácil discriminá-lo da fluorescência com o FLIM. O FLIM 

também é uma ótima ferramenta para estudo de fenômenos de superfície, como 

veremos no Capítulo 5. Utilizaremos o FLIM para medir o tempo de vida da 

fluorescência de quantum dots coloidais e quantum dots em matriz de vidro. 

Devido a forte interação entre o QD e a matriz de vidro, o tempo de vida da 

fluorescência cai drasticamente. Ao contrário do QD coloidal, isolado pela cap 

layer quase não há interação externa, apresentando tempos de vida mais longos.  
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Capítulo 5                               

Quantum Dots 
 

5.1  Introdução 
 

Quantum dots são nanocristais de semicondutores menores do que o raio de 

Bohr 
B

a  do semicondutor “bulk” com diâmetros na escala de 1 a 10 nm.  Nessa 

escala os elétrons e buracos sofrem um forte confinamento quântico, que modifica 

as propriedades ópticas desses materiais. Controlando seu tamanho é possível 

ajustar seus picos de absorção e emissão. De modo geral, quanto menor a 

partícula, mais para o azul a sua absorção se desloca. O primeiro artigo tratando 

sobre o assunto foi de Ekimov et al [62] em 1981, relatando sobre absorção de 

cristais microscópicos de CuCl em matriz de vidro. O primeiro paper sobre 

quantum dots coloidais data de 1982 de Brus et al[63] sobre recombinação de 

eletron-buraco em coloides de CdS. Apenas em 1988 Reed cunha o termo 

quantum dot[64].  

Desde o seu surgimento quantum dots atraíram grande atenção da 

comunidade científica pelos seus fenômenos de confinamento em 3 dimensões 
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tanto de elétrons quanto de buracos. Desde então, diversos grupos internacionais 

demonstraram a possibilidade de modificar as propriedades ópticas de várias 

famílias de semicondutores II-VI e III-V através do confinamento quântico, 

evidenciado pelos espectros de absorção dos materiais. Diversas aplicações 

surgiram em computação, biologia, dispositivos fotovoltaicos, leds, displays, 

fotodetectores, entre outros. Para aplicações biofotônicas deseja-se controlar o 

comprimento de onda da emissão do ultravioleta até o limite de detecção das 

fotomultiplicadoras comerciais em torno de 1000 nm. Quanto menor a largura da 

banda de emissão mais estruturas celulares podem ser marcadas com diferentes 

cores. Esses QDs são funcionalizados de forma a se ligarem especificamente a 

determinadas proteínas. Desde então se demonstrou a existência de quantum 

dots com eficiências de fluorescência da mesma ordem e maiores do que a dos 

marcadores orgânicos comumente utilizados em microscopia de fluorescência. A 

partir de 1999-2000 os quantum dots coloidais (com eficiências de fluorescência 

comparáveis e as larguras de linha de emissão um pouco menores do que a dos 

marcadores convencionais) começaram a substituir os marcadores orgânicos 

comumente utilizados em microscopia de fluorescência e confocal, simples e 

multifóton.  A ausência da fotodegradação permitiu que amostras preparadas 

fossem expostas à luz e que fossem realizados estudos dinâmicos nos sistemas 

biológicos, pois foi possível acompanhar a evolução da fluorescência no tempo por 

horas seguidas, o que era impossível anteriormente usando corantes orgânicos 

cuja fluorescência só perdura por alguns minutos. Outra grande vantagem dos 

QDs vem do fato de que um único laser pode excitar diferentes bandas de 

emissão nos quantum dots enquanto as moléculas orgânicas exigem mais de uma 

fonte de luz de excitação. Finalmente a citotoxidade dos quantum dots é 

praticamente inexistente. 

Entretanto, a eficiência de fluorescência dos primeiros quantum dots era 

muito baixa devido à presença de defeitos de superfície que capturavam os 

portadores fotoexcitados impedindo que o processo de fluorescência ocorresse. 

Só a partir de 1999 esse problema foi, internacionalmente, resolvido, passivando a 





 89

exemplo de grande sucesso no desenvolvimento e transferência de tecnologia, 

que se inicia na UNICAMP, é transferido para o CPqD-Telebrás e finalmente, em 

1983, para a empresa ABC-Xtal. Os grandes problemas tecnológicos enfrentados 

por esse grupo  entre 1975 e 1985 foram o desenvolvimento de fibras monomodo 

e “dispersion shift fiber” (DSF), com zero de dispersão em 1.5 m coincidindo com 

o mínimo da atenuação das fibras. Em 1986 o Grupo de Fibras Ópticas foi 

totalmente renovado por conta da transferência dos pesquisadores para CPqD e 

Indústria e o retorno aos EUA dos professores indianos. O novo grupo foi 

composto pelos jovens doutores, por ordem de entrada no grupo, Luiz Carlos 

Barbosa, Carlos Henrique de Brito Cruz, Hugo Luis Fragnito e Carlos Lenz Cesar, 

o orientador dessa tese. Em 1986 os grandes desafios na área de comunicações 

ópticas migraram dos elementos ópticos passivos, como as fibras, para elementos 

ópticos ativos, como os amplificadores ópticos, usando fibras dopadas com Érbio, 

e materiais para chaveamento ópticos ultra-rápidos. Sistemas de banda larga 

como o Wavelength Division Multiplexing [WDM] e Dense WDM [DWDM] são 

desenvolvimentos já da década de 1990. Os professores Brito, Fragnito e Lenz 

fizeram pós-doutorado no AT&T Bell Laboratories em Holmdel, NJ, e em 1990 o 

grupo voltou a se reunir na UNICAMP. 

Dentro desse contexto houve uma decisão estratégica do grupo de apostar 

nos sistemas amplificados de banda larga e nos quantum dots como materiais 

promissores para chaveamento ópticos ultra-rápidos. A busca era por um material 

com alta não linearidade óptica mas com tempo de resposta ultra-rápido e os 

quantum dots representavam o melhor compromisso entre a magnitude da não 

linearidade e tempo de resposta curto, na faixa de pico-segundos. Por outro lado, 

os vidros dopados com quantum dots formavam um material compatível com fibras 

ópticas. O Prof. Barbosa, o braço de materiais do grupo, conseguiu produzir vidros 

dopados com quantum dots de CdTe em 1990, o segundo grupo no mundo após o 

grupo do Prof. Peyghambarian da Universidade de Arizona em Tucson, e o 

primeiro a produzir vidros dopados com quantum dots de PbTe  no mundo, o que 

levava o pico de absorção para a região de 1,5 m coincidindo com a janela de 

comprimento de onda das comunicações ópticas modernas. Muitos trabalhos 
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5.2  Teses do Grupo na Área de QDs 
 

As tabelas abaixo mostram as teses de mestrado e doutorado defendidas 

desde 1990 dentro do grupo organizadas em vidros dopados com quantum dots 

de CdTe, heteroestruturas de PbTe e quantum dots coloidais. Essas teses estão 

disponíveis através do site http://portal.ifi.unicamp.br/. No portal do Instituto de 

Física clicar em biblioteca e logo a seguir clicar em teses e dissertações 

UNICAMP.  Além das teses existem mais de 40 publicações do grupo relativas 

aos quantum dots em vidros e coloidais listadas no final do capítulo  

Teses de doutorado em vidros dopados com Quantum Dots de CdTe 

 Orientado Ano Título Orientador 

1 Janúncio Afonso de 
Medeiros Neto 

1992 
Desenvolvimento e caracterização de nanoestruturas 
do tipo CdTexS1-x em vidros borosilicatos 

Luiz Carlos Barbosa 

2 Miriam Regina 
Xavier de   Barros 

1991 Geração de pulsos ultracurtos e estudo de relaxações 
rápidas em vidros dopados com CdTe1-xSx 

Carlos Henrique de 
Brito Cruz 

3 José Manoel Martin   
Rios 

1993 
Estudo de relaxações ultra-rápidas em vidros dopados 
com CdTe 

Hugo Luis   Fragnito 

4 
Sérgio Tsuda 1994 

Espectroscopia de femtossegundos em vidros 
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O objetivo desse capítulo é apresentar os nossos resultados relativos aos 

quantum dots tanto em vidros quanto coloidais com excessão dos resultados de 

FCS, que serão descritos nos capítulos devotados aos mesmos. O modelo de 

confinamento quântico será rediscutido e apresentaremos nossos resultados com 

um método heurístico para cálculo de confinamento quântico. Medidas de emissão 

e tempo de vida da fluorescência em função da temperatura em quantum dots 

coloidais de CdTe serão comparadas com novas medidas nos mesmos vidros 

dopados com quantum dots de CdTe do trabalho de Moreira et al [67] para 

confirmar a transição de fase e que a mesma é realmente induzida pelo stress 

devido ao descasamento de coeficiente de dilatação térmica vidro/semicondutor. 

Também mostramos o comportamento da emissão em função da temperatura nos 

dois casos e mostramos a validade da suposição da tese do Gaston Tudury sobre 
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 Dos gráficos da Figura 73 a Figura 75 podemos tirar as relações da energia 

em função do vetor de onda para cada caso. As relações são apresentadas na 

tabela a seguir 

Banda Energia( k ) 
Elétron 6 5 4 3 234.78 74.805 28.253 33.993 23.781 0.1123 1.673

EL
E k k k k k k         

Light-
hole 

6 5 4 3 2= 27.391 88.638 111.47 69.956 21.612 0.2416 0.0053
LH

E k k k k k k        

Split-off 4 3 22.8446 12.625 13.39 0.4249 0.8307
SO

E k k k k       
Tabela 4 Energia em função do vetor de onda 

Para o heavy-hole temos que modificar o procedimento. Por causa da sua 

condição de contorno não basta apenas calcular a energia para o vetor de onda, já 

que a energia é a mesma para os dois buracos. Precisamos da relação inversa, 

para calcular os dois vetores de onda em função da energia. O procedimento 

neste caso será o seguinte: 

1. Traçar o gráfico no Excel da dispersão de energia para o heavy-hole e light-

hole. 

2. Inverter os eixos, isto é, trocar a o eixo da energia com o eixo do k . 

3. Traçar o novo gráfico para os eixos invertidos. 

4. Ajustar o polinômio para as duas curvas.  

5. Escolher uma energia inicial 

6. Calcular os vetores de onda para essa energia inicial 

7. Verificar se a condição de contorno com os vetores de ondas calculados é 

satisfeita 

8. Se não for satisfeita a condição de contorno variar a energia para que se 

aproxime da condição desejada.  
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pares e os números representam os índices de cada nível (vindo das raízes da 

função esférica de Bessel). 

 
Figura 77 Níveis de energia para os diferentes portadores em função do raio para os QDs 

de CdTe calculados melo método proposto na tese. 
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Nossa convenção na denominação dos QDs coloidais é usar o préfixo Col 

seguido da data da produção dos mesmos. Maiores detalhes da metodologia 

estão descritos na tese de Mestrado de Diogo Burigo Almeida[85] e nas 

referências [86, 87]. 

 As curvas de absorção foram ajustas com um background cúbico e uma 

gaussian e encontramos o pico de absorção d amostra Col2909 em 501 nm e o 

pico de absorção da amostra Col2108 em 551 nm. Utilizamos o pico de absorção 

da amostra Col2909 para calcular o tamanho do QD a partir de Dagpete[88] e 

comparar com o tamanho calculado pelos modelos da energia de transição 

propostos nesta tese. Já a amostra Col2108 foi sintetizada para ter um tamanho 

próximo ao tamanho da amostra do QD em matriz vítrea. Sabemos que seus 

tamanhos estão próximos pois suas curvas de absorção são similares. 

5.6.2  QDs de CdTe em matriz vítrea 
 

O crescimento de QDs em matrizes vítreas foi extensivamente descrito nas 

teses e trabalhos publicados pelo grupo[65, 66]. Utilizamos as mesmas amostras 

descritas por Moreira et al (2007). Aqui só vamos salientar os aspectos 

importantes para o entendimento do nosso trabalho.  

Para produção dos QDs em matriz vítrea funde-se os precursores do vidro, 

SiO2, ZnO, B2O3, Na2O, adicionando 2% em peso da mistura de CdO e Te 

metálico, a 1400 oC sobre agitação para garantir uma mistura homogênea. O 

material fundido é resfriado rapidamente para a temperatura ambiente, em um 

processo denominado “quenching”. Nessa etapa se obtém uma matriz vítrea com 

Cd e Te dispersos, sem a formação de QDs. Os QDs em si são formados por 

nucleação e crescimento após elevar a temperatura acima do soft point do vidro, 

em 540 oC, na qual é possível a difusão dos elementos Cd e Te e a nucleação 

acontece. O tamanho é  controlado pelo tempo nessa temperatura de annealing, 

que foi de 300 minutos para nossa amostra. Percebe-se, portanto, que os QDs 

são formados nessa temperatura na qual os QDs e vidro estão em equilíbrio 

mecânico. O stress mecânico induzido por descasamento de coeficiente de 
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dilatação térmico, então, acontece para temperaturas abaixo da temperatura de 

annealing.   

As propriedades macroscópicas termomecânicas dessas amostras como, 

densidade, expansão térmica, condutivida elétrica, entre outras, serão 

basicamente da matriz vítrea, uma vez que fração de QDs na matriz é bem 

pequena. Por outro lado, dado que o vidro é transparente as propriedades ópticas 

são definidas pelos QDs em si. A curva de absorção é mostrada na Figura 81, 

reproduzida da tese de Mestrado Max Soffner[89]. Chamaremos essa amostra de 

CdTe300.  

 
Figura 81 Curva de absorção para a amostra CdTe300[89] 

5.7  Quantum Dots Coloidais x Matriz de Vidro 
 

A primeira evidência do grupo de comportamentos anômalos em quantum 

dots em matriz vítrea foi observada na tese de doutorado de Gaston Tudury[66], 

para QDs de PbTe. Observou-se que o pico de absorção em função da 

temperatura tinha um comportamento muito diferente do comportamento do bulk, 

como se observa da Figura 82 extraída da tese do Gaston Tudury. As três 
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amostras medidas (com tamanhos dos QDs diferentes dependendo do tempo de 

tratamento térmico) tem uma variação do pico de absorção de 130 eV K  à 

30 eV K , sendo praticamente linear. Esses valores estão bem abaixo do valor 

da variação do pico para o bulk. A variação para o bulk é da ordem de 

400 eV K . Essa variação continua pequena mesmo considerando o efeito do 

confinamento quântico.  

 
Figura 82 Variação do pico de absorção em função da temperatura para as amostras de 300min 

(azul), 150min (vermelho) e 105min (preto)[66] 

 
Figura 83  Variação do pico da absorção em função do confinamento quântico e cálculo da 

variação esperada[66] 
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A diferença entre o comportamento do bulk e dos QDs pode ser visualizada 

na Figura 83. A interpretação dada na época foi que um efeito de “stress-strain” 

ocorria nesses QDs por estarem envolvidos pela matriz de vidro. Por terem 

coeficientes de expansão térmica diferentes os QDs e o vidro respondem de forma 

diferente as mudanças de temperatura. O coeficiente de dilatação térmica dos 

QDs é muito maior que o do vidro, logo podemos supor que o vidro não sofre 

dilatação/contração térmica. O QD livre sofreria uma contração bem intensa com a 

diminuição da temperatura. Mas a matriz vítrea exercerá uma tração nos QDs 

tendendo a segurá-lo no mesmo tamanho. O equilíbrio termo-mecânico QD-vidro 

portanto dependerá das constantes elásticas e térmicas do QD e do vidro. De 

qualquer forma, a tendência do stress induzido por temperatura é manter o 

tamanho do QD constante.  

O principal fator que define a variação do band gap dos semicondutores em 

função da temperatura é o parâmetro de rede dos cristais, que muda de acordo 

com o coeficiente de dilatação térmica. Entretanto, se a dilatação/contração é 

impedida o band gap não muda e observa-se uma variação com a temperatura 

bem menor do que o esperado para um QD livre de stress, como observou o 

Gaston Tudury. Ele estimou que uma pressão de 1,6 GPa explicaria a diferença 

entre os picos de absorção em 300K e 0 K do QD comparado com o bulk, e 

chegou a realizar medidas em função da pressão hidrostática, em colaboração 

com Sanclayton Moreira, no vidro para entender o comportamento do QD de PbTe 

em função da pressão. Infelizmente o vidro suportou apenas pressões de 0,2 GPa, 

muito abaixo da pressão estimada para a observação do efeito.  

 Outro trabalho que observou o efeito de stress induzido por variação de 

temperatura em vidros dopados com QD de CdTe foi de Sanclayton Moreira [67]. 

Moreira mediu a constante dielétrica [medidas de capacitância], espalhamento de 

luz e a difusividade térmica, de QDs de CdTe em matriz de vidro, entre as 

temperaturas de 20 a 300 K. A Figura 84 contém os dados obtidos para a medida 

da capacitância e a figura 73 os dados medidos para a difusidade térmica e o 

parâmetro   da técnica de lente térmica. 
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Figura 84 Capacitância vs temperatura: círculos pretos QD de CdTe e círculos brancos matriz de 

vidro pura[67] 

 
Figura 85 Difusividade térmica (direita) e parâmetro   (esquerda) vs temperatura[67] 

Claramente o comportamento da capacitância é diferente para a matriz pura 

e para a matriz dopada com os quantum dots. Porém, o fato que chamou a 

atenção é que a capacitâncias dos QDs possui duas regiões com anomalias 

diferentes, em torno de 100 K e 220 K. O mesmo comportamento anômalo é visto 

nas medidas de difusividade térmica e do parâmetro  , novamente em torno de 

100 K e 200 K. Os fenômenos foram observados sem o laser de excitação. 
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Apenas com o laser de prova os mesmos comportamentos anômalos foram 

observados. A Figura 86 apresenta os dados medidos para a transmissão do laser 

de prova.  

 
Figura 86 Intensidade do laser de prova vs temperatura[67] 

Como nos casos anteriores, a região de 100 K e a região de 200 K 

apresentam comportamentos anômalos. Como as mudanças não ocorrem nas 

medidas da matriz de vidro pura, todos esse fenômenos refletem mudanças 

sofridas pelos QDs. Os autores concluiram que esse comportamento era devido a 

uma transição de fase dos quantum dots. O CdTe não possui nenhuma transição 

de fase com a temperatura  na faixa utilizada mas apresenta transições de fase 

começando com a pressão de 35 kBar para o bulk. O trabalho, publicado na 

Applied Physics Letters, estimou um stress induzido por uma variação de 

temperatura de 800 K da ordem de 1,1 Gpa, muito superior as dezenas de kBar 

necessárias para as transições de fase com pressão. Discussões sobre o papel do 

stress em vidros dopados com QDs e apresentação de evidências sobre a 

presença do stress, são antigas, mas faltou sempre uma medida conclusiva, 

inequívoca, provando a presença e importância desse stress.   

Nessa tese decidimos esclarecer essa questão realizando medidas nos dois 

tipos de amostras, vidros dopados com QDs de CdTe, caso em que o QD estaria 
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As medidas foram feitas no Microscópio Zeiss LSM 780 espectral direto. 

Como se trata de um sistema confocal descanned podemos posicionar o feixe do 

laser em qualquer ponto da amostra, ou mesmo efetuar uma varredura, sem 

perder o alinhamento com o monocromador e detetor do FLIM. 

O laser de diodo em 405 nm (descrito na seção 4.6) foi utilizado em modo 

contínuo para excitar a fluorescência nas medidas dos picos de emissão e no 

modo pulsado nas medidas do tempo de vida da fluorescência. Nos dois casos 

varria-se o laser em uma área de 20 x 20 m para evitar photobleaching na região 

da medida. Um  minicriostato controlou a temperatura da amostra até 10 K. A 

grande vantagem desse criostato foi a proximidade entre a superfície da amostra e 

a janela de vidro que mantém o vácuo sem qualquer condensação de umidade na 

parte externa. Essa pequena distância nos permitiu usar uma objetiva de longa 

distância de trabalho para focalizar o feixe do laser na amostra com quantum dots. 

O sinal de luminescência gerado foi coletado pela mesma objetiva passando 

novamente pelos espelhos de varredura. O dicróico DM2 separa o feixe da 

fluorescência do feixe do laser. Uma lente focaliza o sinal no pinhole e um espelho 

o direciona para a saída externa do scanner. O detector do FLIM é preso na peça 

metálica como mostra a Figura 88. Dentro da peça metálica um espelho pode ser 

colocado para refletir o sinal para o monocromador.  

  
Figura 88 Detector de FLIM acoplado a saída externa do scanner 
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praticamente constante em torno de 15 ns para o QD em vidro. Essa diferença nos 

valores do tempo de vida t1 entre as duas amostras indicam que os elétrons no 

caso do CdTe300 passam muito menos tempo no estado excitado do que os 

elétrons no caso do Col 2108. Tempos de vida na faixa de 300-400 ps, como no 

caso da componente t1 do CdTe300, estão quase no limite de resposta do 

instrumento. São tempos de vida muito rápidos em comparação com tempos de 

vida de moléculas, na faixa de alguns nanosegundos, e tempos de vida de QDs 

coloidais na faixa de dezenas de nanosegudos.  

Esse fato sugere que a matriz de vidro oferece rotas de decaimento para o 

elétron que não estão disponíveis no caso do quantum dot coloidal. O QD coloidal 

possue uma cap layer que o isola do meio. A rota disponível para o elétron decair 

é voltando ao estado fundamental emitindo um fóton. Por outro lado, a presença 

do vidro em volta do QD gera um acoplamento com os fônons muito forte. A 

diferença de energia entre o pico de absorção e o pico de emissão, conhecida 

como diferença Stokes, para quantum dots de CdTe em vidro é da ordem de 100 

meV[92]. A energia do fônon óptico longitudinal foi medido em 21 meV[93]. Essa 

diferença é de aproximadamente 5 vezes indicando uma interação elétron-fônon 

muito forte.  

Nos gráficos que mostram o tempo de vida fluorescência das amostras nós 

traçamos linhas de tendência para mostrar o comportamento das curvas. Fizemos 

um ajuste polinomial para o QD coloidal e  um ajuste de média móvel para o QD 

em vidro. Para a amostra Col2108 a linha de tendência começa decaindo 

conforme a temperatura aumenta e depois diminui a taxa assumindo uma 

tendência a um valor constante. Isso ocorre tanto para a componente t1 quanto 

para componente t2. Para a amostra CdTe300 as linhas de tendências apresentam 

comportamentos diferentes. Elas tendem a ficar no mesmo valor, a não ser para 

duas regiões de temperatura, por volta de 100 K e por volta de 220 K. Nessas 

regiões de temperatura vemos que os pontos mudam de comportamento. Esse 

comportamento se assemelha ao comportamento apresentado para as medidas 

de capacitância e difusividade térmica, das Figura 84 e Figura 85. 

Comportamentos anômalos nas nossas medidas foram observados nas mesmas 
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Capítulo 6                                       

Fluorescence Correlation 

Spectroscopy (FCS) 
 

6.1  Introdução 
 

A técnica de Fluorescence Correlation Spectroscopy [FCS], que consiste na 

análise da correlação da flutuação da intensidade da fluorescência, foi 

desenvolvida em 1972 por Madge, Elson e Webb[65], e desde o início utilizada 

para monitorar não invasivamente a  difusão e dinâmica da interação DNA-

medicamentos. Percebe-se, portanto, que a técnica foi desenvolvida bem antes do 

aparecimento do primeiro microscópio confocal de varredura a laser comercial, o 

Bio-Rad MRC 500, em 1987[94]. 

No FCS a fluorescência, proveniente do volume focal da objetiva do 

microscópio, é detectada por uma fotomultiplicadora no regime de contagem de 

fótons, gerando um sinal eletrônico em tempo real que é utilizado, então, para 

construir uma curva de correlação em funçao do tempo. Em uma explicação 

intuitiva para a origem da curva de FCS a intensidade da fluorescência flutua 
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moléculas nesse  volume em um dado tempo, as flutuações devido à difusão são 

grandes comparadas ao sinal médio de fluorescência[95]. Por outro lado, quando 

o número de moléculas no volume focal é muito grande a flutuação relativa é 

pequena. Dessa forma se percebe a importância de existirem poucas moléculas 

no volume de detecção, o que pode ser obtido com um volume muito pequeno ou 

uma diluição muito grande, ou uma combinação das duas estratégias. Além disso, 

se percebe que o sistema de detecção deve ter sensibilidade para a emissão de 

uma única molécula. 

Isso explica o fato de que apesar da técnica ter sido demonstrada 

heroicamente em 1972, o número de publicações com a mesma só disparou após 

o surgimento dos microscópios confocais com os trabalhos de Rigler et al em 

1992-93[96, 97]. No trabalho de 1972 o volume focal era muito grande e o detector 

não tinha sensibilidade para detectar fluorescência de um único fluoróforo, algo 

que só se tornou possível na década de 1980. Dessa forma, foi necessário 

detectar sinais de fluorescência provenientes de ~103 a 104 fluoróforos, com baixa 

razão flutuação/sinal médio. Um espectro de FCS requeria longos tempos de 

aquisição, da ordem de 10 minutos a horas, para que a média das flutuações 

ultrapassasse ruído espúrio. Rigler percebeu que o volume focal do microscópio 

confocal, com utilização do pinhole, pode ser tão pequeno quanto sub femtolitros, 

e que a utilização de fotomultiplicadoras de alta sensibilidade no modo 

photocounting lhe permitia atingir sensibilidade de uma única molécula abaixando 

o tempo de aquisição dos espectros de FCS para segundos ou poucos minutos 

[96].  

Na configuração moderna utiliza-se uma objetiva de alta abertura numérica 

para focalizar o feixe de laser, no limite da difração, e um pinhole para obter 

volume de excitação e coleta  da ordem de centenas de atolitros. Para termos uma 

idéia de tamanho desse volume focal podemos fazer um cálculo aproximado 

considerando o volume focal como um cilindro. O raio do cilindro é de 

aproximadamente 200nm[98] para um feixe de laser de 488nm focalizado por uma 

objetiva de abertura numérica de 1.4. A altura correspondente, parâmetro 

confocal, é 1200nm[98]. Com esses valores o volume focal aproximado seria de 
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0.150 femtolitros ou 150 atolitros. Considerando uma solução com moléculas 

fluorescentes com uma concentração da ordem de 100 nanoMolar, 

aproximadamente 9 moléculas estariam contidas nesse volume focal, ou menos 

do que uma molécula para 10 nM. Com esse pequeno número de partículas 

dentro do volume focal pequenas flutuações se tornam mais facilmente 

detectáveis. No FCS é necessário distinguir o sinal de fluorescência de outros 

sinais ópticos de fundo, como luz espalhada e Raman do solvente. Vale notar que 

tanto a luz espalhada quanto o Raman são provenientes do solvente com um 

número de moléculas ordens de grandeza superior ao das moléculas 

fluorescentes. Um filtro dicróico com alta rejeição para o laser de excitação diminui 

muito a intensidade de luz espalhada que chega ao detector. Uma grande 

diminuição do sinal de Raman do solvente é obtida com a diminuição do volume 

de excitação. Uma outra inovação moderna em FCS foi o uso da excitação por 

absorção de dois fótons em que a rejeição tanto do espalhamento Rayleigh quanto 

Raman, em comprimentos de onda muito acima da região de fluorescência, é 

muito grande e a relação sinal fluorescência/sinal espúrio se torna muito grande. 

No nosso sistema não temos encontrado dificuldades para obtenção de boas 

curvas de FCS tanto com excitação contínua quanto com multifóton. Na realidade 

a excitação contínua apresenta curvas de FCS melhores do que na excitação por 

2 fótons devido ao menor ruído do laser de excitação.  

Neste capítulo apresentaremos o cálculo da função de autocorrelação para o 

processo de difusão do movimento Browniano a partir do coeficiente de 

correlação. Em seguida discutiremos a montagem experimental e finalmente a 

aplicação do FCS para a medida do raio hidrodinâmico de quantum dots de CdTe. 

O fenômeno de “blinking” (intermitência) da fluorescência foi detectado durante 

nossas medidas. Desenvolvemos um método para lidar com esse fenômeno e 

calcular o raio hidrodinâmico dos QDs.  
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Para calcular a função de autocorrelação basta fazer x = y na equação (6.1)

. O FCS entretanto não normaliza o coeficiente por 
   

1

cov , cov ,x x x x
 mas sim 

por 
2

1

x
. A função de autocorrelação normalizada do FCS é definida por 

2

( ) ( )
( )

( )

F t F t
G

F t

     


 
                                       (6.8) 

 Onde ( )F t e ( )F t   são a flutuação do sinal de fluorescência no tempo t 

e no tempo t  . G(0) é uma variância adimensional normalizada de ( )F t  

2
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(0)
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                                       (6.9) 

 O número de partículas entrando e saindo do volume focal segue uma 

distribuição de Poisson, com a densidade de probabilidade dada por 

 
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 Podemos usar duas identidades matemáticas para calcular o valor  médio 

do número de partículas e a variância dessa distribuição 
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2 2
n                                                   (6.16) 

22 2
n n                                             (6.17) 

 O sinal medido de fluorescência vai ser proporcional ao número de 

partículas 

( ) ( )F t q N t                                                (6.18) 

Logo 

2 2 2

2 2 2

( ) ( ) 1
(0)

( ) ( ) ( )

F t q N t
G

F t q N t N t

    
  

     
                         (6.19) 

 A partir da equação (6.19) podemos concluir que a função de 

autocorrelação no tempo zero é inversamente proporcional ao número de 

partículas dentro do volume focal. Esse fato mostra que existe um compromisso 

em relação ao número de partículas no volume focal. Se for pequeno demais o 

sinal de fluorescência será muito pequeno, e o tempo de aquisição de um espectro 

aumenta demasiadamente. Por outro lado, se for muito alto, a razão 

flutuação/sinal médio se torna muito pequena e a curva de autocorrelação 

desaparece. Com essa conclusão fica claro que o número de partículas no volume 

focal é o principal determinante para um bom sinal de FCS.   

 Em termos experimentais o que se mede é o sinal de fluorescência em 

função do tempo e não sua flutuação, que é dado por 

( ) ( )N t N N t                                             (6.20) 

 Utilizando a relação da equação (6.20) na função de autcorrelação (6.8) 
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2

1 1 1
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(1 ) (1 )
D

D

g t
tN t
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
 

                                (6.76) 

Um ajuste da curva de autocorrelação medida com a equação (6.76) nos 

permite obter três parâmetros da função de autocorrelação. O valor de ( )g t  no 

tempo zero é inversamente proporcional ao número médio de partículas no 

volume focal. Com essa informação e utilizando a definição de volume efetivo é 

possível calcular a concentração de partículas fluorescentes da amostra. O outro 

parâmetro é o tempo de difusão da molécula 
D

 e o terceiro parâmetro é o 2
k  que 

fornece a relação entre 
x

 e
z

 . 

  Qualquer outro fenômeno que cause flutuação na fluorescência 

simultaneamente com a difusão deveria ser levado em conta no cálculo da função 

de autocorrelação. Porém se esse fenônemo acontece em uma escala de tempo 

diferente da escala de tempo da difusão é possível incorporá-lo na função de 

autocorrelação sem recalculá-la totalmente[95]. A função de autocorrelação teria a 

seguinte forma 

( ) ( ) ( )
difusão dinâmica

g t g t g t                                        (6.77) 

 Obviamente esse argumento só é válido se a dinâmica não alterar a difusão 

da partícula[102]. O estado tripleto se encaixa nesses requisitos e pode ser 

descrito por um decaimento exponencial  

( ) 1 tripleto

t

tripletog t T Te




                                        (6.78) 

 Isso adicionará um ombro nas curvas medidas para tempos muito curtos. É 

possível normalizar a equação (6.78) dividindo por (1 )T  [103]. A função de 

autocorrelação total será  
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  Onde k  é a constante de Boltzmann, T  a temperatura,   a 

viscosidade do meio e D  o coeficiente de difusão. Geralmente, o coeficiente de 

difusão das partículas estudadas não é conhecido. Mas podemos usar a definição 

do tempo de difusão 
2
x

D
D

   e calcular o raio hidrodinânico obtendo 
D

  da função 

de autocorrelação.  

2

4

6
D

x

kT
R




                                                 (6.81) 

 Para isso é necessário conhecer o raio lateral do feixe 
x

 . Desse modo é 

preciso uma calibração com uma partícula fluorescente conhecida em um solvente 

com o coeficiente de difusão bem determinado para inverter a equação (6.81) para 

determinar  o raio lateral x a partir do 
D

 . Além disso o ajuste da curva de FCS 

com a partícula padrão nos permite determinar o k  da equação (6.79). Tanto x  

quanto k  são constantes que dependem apenas da geometria do feixe incidente.   

 

6.4  FCS para Medir Propriedades 
Hidrodinâmicas de QDS  

 

 As técnicas mais utilizadas para a análise dos QDs exigem que eles 

estejam em ambiente isolado e seco, como Microscopia Eletrônica de 

Transmissão e Difração de Raios-X. Apesar de serem técnicas que oferecem 

informações com alta precisão, o fato dos QDs não estarem na sua forma coloidal 

elimina a possibilidade de qualquer medida da interação com o ambiente, 

impedindo assim extração de informação da física da superfície dos QDs. Além 

disso, todo o processo de preparação da amostra, aquisição e análise de imagens 

da Microscopia Eletrônica de Transmissão da Alta Resolução [HRTEM – High 

Resolution Transmission Electron Microscopy], requer um tempo grande para 

serem realizadas, e podem gerar efeitos indesejados como coagulação de 

quantum dots em aglomerados na secagem. Uma medida de tamanho das 
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partículas com HRTEM, por exemplo, é feita através da análise de centenas de 

partículas visíveis na imagem adquirida, representando uma estatística pobre na 

determinação do tamanho médio. Nesse aspecto existe uma outra questão 

fundamental sobre a medida de tamanhos de quantum dots: TEM vê, 

basicamente, os núcleos atômicos, e não a nuvem eletrônica. Mas do ponto de 

vista da física do confinamento a dimensão que interessa é do potencial que 

confina o elétron, que obviamente está espalhado para além da posição dos 

últimos núcleos do quantum dot. Intuitivamente, mesmo que não existisse 

qualquer erro sistemático na técnica de HRTEM, ela tenderia a observar 

dimensões menores do que as dimensões do confinamento quântico, refletido nas 

propriedades ópticas. Outras técnicas como espalhamento de Raio-X ou SAXS 

[Small Angle X-Ray Scattering], por outro lado, são capazes de analisar um 

grande número de QDs, como 1015, porém a análise é feita sobre um volume 

grande de partículas, e não sobre várias partículas isoladas, ao contrário da 

técnica de HRTEM e FCS nas quais a estatística é obtida sobre observações de 

quantum dots isolados. Raios-X, portanto, não possui sensibilidade de detecção 

de um único quantum dot. Se a amostra for heterogênea resultados de raios-X 

podem sair distorcidos. É comum o aparecimento de aglomerados de quantum 

dots principalmente na secagem, que podem ser descartados facilmente no 

HRTEM ou eliminados na solução utilizada no FCS ou por precipitação ou 

filtragem, mas que distorcem a estatística das medidas de raios-X.  

 O FCS oferece a possibilidade de medir propriedades praticamente de 

partículas únicas, sobre um grande número de partículas e no ambiente coloidal, 

além de ser uma técnica com poucos requisitos de preparação de amostra e de 

sistema experimental. Dessa maneira o FCS se torna uma técnica muito atrativa 

para a análise de propriedades hidrodinâmicas de QDs. A medida do raio 

hidrodinâmico do QD sai prontamente da curva de correlação. Vale lembrar que os 

quantum dots fluorescentes sempre exigem uma cap layer para evitar os traps de 

superfície e que essa cap layer aumenta o raio hidrodinâmico dos mesmos. 
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curva de autocorrelação com o tempo em uma escala logarítmica. O software nos 

permite escolher o tempo total  da curva de FCS e definir o número de aquisições 

para construção da curva média nesse tempo. Abaixo da curva de FCS aparecem 

os parâmetros ajustados. Clicando na ícone Fit o programa mostra a curva 

experimental de FCS junto com a curva ajustada, e a dispersão dos resíduos, 

como mostra a Figura 104. Tanto a curva de FCS quanto os parâmetros ajustados 

podem ser exportados na forma de imagem ou como texto para uma planilha 

Excel onde o gráfico pode ser redesenhado em um formato mais adequado a uma 

apresentação, podendo escolher escalas, cores, espessuras das curvas etc, como 

mostra a Figura 105 em que a mesma curva de FCS da Figura 104 foi 

reconstruída no Excel. A tabela com os parâmetros ajustados é usualmente 

exportada como uma tabela do Excel.  

 
Figura 103 Tela do programa de aquisição do FCS 
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Figura 104 tela do módulo de FCS do programa no modo Fit 

 
Figura 105 Mesma curva de FCS experimental e ajuste da Figura 104 reconstruída na planilha 

Excel após exportação dos dados na forma texto. 
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6.6  Resultados de FCS em QD 
 

 Nosso objetivo nessa seção foi utilizar o FCS para medir o raio 

hidrodinâmico dos QDs e compará-los com os raios obtidos através de outras 

técnicas, como estimativa do tamanho através do pico de absorção e microscopia 

eletrônica. O primeiro passo para a medida do raio hidrodinâmico com o FCS é a 

calibração do volume focal a partir dos tempos de difusão de uma molécula com 

coeficiente de difusão conhecido. O corante escolhido foi a rodamina B (RB). Uma 

solução com concentração da ordem de 10 nM foi preparada diluindo-se a RB em 

pó em água MilliQ. Dessa solução retiramos 40 l que pingamos em uma lamínula 

posicionada na objetiva do microscópio. O QD utilizado em todas as medidas foi o 

Col2909. Fizemos 10 medidas com excitação na linha 488 nm do laser de Argônio 

e o pinhole ajustado para 35 m. A potência do laser tem que ser ajustada para 

evitar a saturação das moléculas[105], a potência utilizadas foi de 0.5 W, medida 

após a objetiva. A Tabela 5 mostra os resultados obtidos 

Medida 
Número Médio 

de Partículas 

Fração do 

Estado 

Tripleto [%] 

Relaxação do 

Estado Tripleto 

[µs] 

Tempo de 

Difusão [µs] 
k

2
 

1 0.545 59.425 0.512 20.716 7.42 

2 0.682 50.144 0.84 21.664 11.713 

3 0.269 78.43 0.159 17.743 11.713 

4 0.61 57.749 1.121 25.874 3.872 

5 0.753 46.376 0.904 22.976 4.472 

6 0.947 39.199 2.049 26.698 10.697 

7 0.771 38.303 0.643 19.513 5.955 

8 1.012 24.176 2.154 19.78 11.853 

9 1.218 37.326 15.5 32.879 7.984 

10 0.64 51.42 1.178 22.025 22.197 

11 1.104 33.291 6.778 32.874 4.335 

12 0.627 51.603 0.577 18.508 11.414 

13 0.906 33.122 1.603 20.465 12.074 

14 1.224 27.944 6.684 29.574 10.221 

15 0.947 22.972 1.763 19.942 16.863 

20 1.314 21.285 8.916 30.304 7.52 

Média 0.848 42.048 3.211 23.846 10.019 

Tabela 5 Medidas do tempo de difusão para RB excitada pelo 488nm 
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 O tempo médio de difusão foi de 23.846 s . O coficiente de difusão da 

rodamina B é 6 2 14.3 10 25 o
D cm s C

    [106]. Todas as medidas foram mantidas 

sobre as mesmas condições utilizando um aquecedor de objetiva que fixava a 

temperatura em 30 o
C . O coeficiente de difusão da RB pode ser calculado para 

outras temperaturas a partir da equação 

25
25

25

o o

o o

o o

C X C

C X C

X C C

T
D D

T




                                        (6.82) 

 Onde T  é a temperatura absoluta e   a vicosidade da solução. A 

viscosidade é apresentada na Tabela 6 para várias temperaturas.  Dessa forma o 

coeficiente de difusão da RB 6 2 1

30
4.9 10o C

D cm s
   . 

Temp (
o
C) Viscosidade (mPa*s) Temp (

o
C) Viscosidade (mPa*s) 

10 1.306 60 0.466 

20 1.002 70 0.404 

30 0.797 80 0.354 

40 0.653 90 0.313 

50 0.547 100 0.278 

Tabela 6 Valores da viscosidade da água em função da temperatura[107] 

Podemos calcular o raio lateral do volume focal através de  

2
x

D x D
D

D

                                             (6.83) 

Obtendo o valor: 216
x

nm  . A Tabela 5 mostra também os valores de 2
k . Com o 

valor de k  e o valor de x
 calculado, é possível calcular o valor de z

 , o valor 

médio de 2
k  é 10.019, portanto  

3.165k                                                 (6.84) 

683.700z
z

x

k nm
 


                                          (6.85) 

 O mesmo procedimento foi realizado para diferentes tamanhos de pinhole. 

A Tabela 7 mostra os resultados para essas medidas. 
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Laser (nm) pinhole (m) d(s) x (nm) z (nm) 

488 20 20.1 198.2 627.3 

488 25 22.4 209.3 662.4 

488 30 23.5 214.3 678.4 

488 35 23.8 216.0 683.7 

488 40 25.7 224.1 709.2 

488 45 26.9 229.0 724.8 

488 50 28.9 237.6 752.0 

488 55 29.0 238.2 753.8 

488 60 30.4 243.6 770.9 

488 65 31.3 247.3 782.7 

Tabela 7 Valores de 
x

  e 
z

  em função do tamanho do pinhole. 

Com os valores de 
x

  para cada tamanho de pinhole é possível calcular o raio 

hidrodinâmico do QD a partir do seu tempo de difusão. A Tabela 8 mostra o tempo 

de difusão do QD em função da potência do laser para o pinhole de 35 m 

Potência (%) 

Número 

Médio de 

Partículas 

Tempo de 

Difusão [µs] 
 Potência (%) 

Número de 

Partículas 

Tempo de 

Difusão [µs] 

0.2 1.58 89.636  1.2 1.29 30.208 

0.3 1.30 71.688  1.3 1.35 32.305 

0.4 1.14 56.470  1.4 1.39 30.272 

0.5 1.16 55.236  1.5 1.49 27.584 

0.6 1.18 47.597  1.6 1.40 25.805 

0.7 1.17 45.518  1.7 1.49 25.680 

0.8 1.19 39.390  1.8 1.55 24.618 

0.9 1.15 35.462  1.9 1.50 23.275 

1.0 1.22 32.185  2.0 1.56 25.442 

1.1 1.28 32.682     
Tabela 8 Tempo de difusão do QD em função da potência do laser. 

A surpresa nos dados da Tabela 8 foi a observação de que o tempo de 

difusão do QD depende da potência do laser. Teoricamente, esse tempo de 

difusão, calculado pela relação 
2

4
x

D D
  , só deveria depender do raio lateral do 

foco e do coeficiente de difusão da partícula, o qual é função apenas da 

temperatura e da viscosidade do meio. Esse fato leva a uma conclusão 

desagradável, pois o raio hidrodinâmico dos quantum dots seria extraído do tempo 

de difusão. Entretanto, qual tempo de difusão deve ser utilizado?  
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Efeito do Blinking no tempo de difusão aparente 

Para prosseguir é necessário então encontrar uma explicação para a 

dependência do tempo de difusão em função da potência do laser. A explicação 

para esse comportamento é o blinking dos quantum dots, ou seja, períodos em 

que o quantum dot deixa de emitir, caindo no estado denominado desligado [105].  

Ao se analisar o sinal de fluorecência de um QD em função do tempo 

percebe-se que o sinal não é constante. Existem períodos em que o quantum dot 

está emitindo (ligado) e existem períodos em que o quantum dot não está emitindo 

(desligado). A Figura 106 mostra o sinal de fluorescência em função do tempo 

para um único QD.  

 
Figura 106 Sinal de fluorescência do QD em função do tempo[108]. 

  A distribuição de probabilidade dos tempos do estado desligado 

segue uma lei de potência 

( )P t At
                                              (6.86) 

 Com o coeficiente   assumindo valores entre -1.4 e -1.7[108]. A 

distribuição de probabilidade dos tempos do estado ligado também segue uma lei 

de potência, com o mesmo coeficiente, porém com um efeito de saturação 

dependente da temperatura e da potência de excitação, alterando a “cauda” para 

tempos altos na distribuição[108]. Esse fato é refletido no tempo de difusão 

medido do QD. Como os tempos de blinking são da mesma ordem que os tempos 
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de difusão dos quantum dots, quando o blinking acontece a fluorescência do 

quantum desaparece como se o mesmo tivesse saído do volume focal. Logo, 

quanto maior a taxa de blinking mais rápido os quantum dots aparentemente 

abandonam o volume focal com uma difusão aparentemente mais rápida. 

Portanto para usar o FCS para calcular o raio hidrodinâmico do QD é 

necessário levar em conta esse fator. Porém surgiu uma dificuldade nesse ponto. 

Qual a potência correta para se realizar a medida e calcular o raio hidrodinâmico 

do QD? Alguns autores utilizam o argumento que o “blinking” não é significativo 

para baixas potências de laser[105],[109],[110]. Porém, ao analisar, os resultados 

da  

Potência (%) 

Número 

Médio de 

Partículas 

Tempo de 

Difusão [µs] 
 Potência (%) 

Número de 

Partículas 

Tempo de 

Difusão [µs] 

0.2 1.58 89.636  1.2 1.29 30.208 

0.3 1.30 71.688  1.3 1.35 32.305 

0.4 1.14 56.470  1.4 1.39 30.272 

0.5 1.16 55.236  1.5 1.49 27.584 

0.6 1.18 47.597  1.6 1.40 25.805 

0.7 1.17 45.518  1.7 1.49 25.680 

0.8 1.19 39.390  1.8 1.55 24.618 

0.9 1.15 35.462  1.9 1.50 23.275 

1.0 1.22 32.185  2.0 1.56 25.442 

1.1 1.28 32.682     

Tabela 8 vemos que mesmo para baixas potências os tempos de difusão 

diferem entre si. Em princípio, o tempo de difusão correto é obtido na ausência de 

blinking, ou seja, para potências de excitação nulas. Nesse caso precisamos de 

fazer uma extrapolação para potência zero. A estratégia adotada foi, para cada 

tamanho de pinhole, medir o tempo de difusão variando a potência do laser. A 

partir desses dados traçar uma curva e do ajuste da mesma extrair o tempo de 

difusão para a potência tendendo a zero. Foram feitas 15 medidas para cada 

potência e o tempo de difusão utilizado é a média desses 15 pontos. Da Tabela 9 

até a Tabela 18 são mostrados os dados medidos para os tamanhos de pinhole de 

20 m a 40 m e da Figura 107 à Figura 116 são mostradas as curvas traçadas e 

os ajustes, todos eles com R2 acima de 0.9.  
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das cap layers dos quantum dots. Finalmente, o FCS está se mostrando uma 

técnica apropriada para o estudo de blinking dos quantum dots. Blinking foi 

considerado uma característica indesejável dos quantum dots até o aparecimento 

das técnicas de super resolução onde acender e apagar permite a localização de 

um quantum dot único. Isso significa que o entendimento dos processos de 

blinking se tornou mais importante.  
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Capítulo 7                            
Aplicações das Plataformas 
Integradas 

 

7.1  Introdução 
 

Neste capítulo apresentaremos os resultados das aplicações das plataformas 

integradas. Focaremos a descrição no diferencial que as técnicas integradas 

trouxeram aos trabalhos, que é o principal objetivo dessa tese. O tratamento 

teórico das técnicas apresentadas neste capítulo foram feitas em outras teses do 

grupo ou nos capítulos anteriores dessa tese. Uma lista das teses sobre o tema 

pinça óptica está na introdução do Capítulo 3. A descrição teórica da fluorescência 

excitada por um ou dois fótons pode ser encontrada na minha tese de 

mestrado[112]. Na tese de mestrado de Vitor Pelegati a teoria de geração de 

terceiro harmônico foi abordada. Finalmente, no Capítulo 4 podemos encontrar a 

teoria referente ao FLIM. A integração dessas técnicas foi descrita no Capítulo 2.  

Começaremos apresentando um trabalho onde a integração pinças ópticas 

com microscopia confocal possibilitou o estudo da interação parasita-vetor. Em 

seguida descreveremos os resultados da integração fluorescência e segundo 

harmônico para o estudo de desenvolvimento de próstata e câncer de ovário. Por 
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7.3  Aplicações de Fluorescência e SHG/THG 
 

SHG e TPEF na remodelação de tecidos: 

A remodelação da matriz extracelular é um fator importante para o 

desenvolvimento de órgãos. No caso da próstata de ratos, o órgão apresenta 

crescimento e mudanças morfológicas logo após o nascimento. Esses processos 

envolvem crescimento de estruturas epiteliais, diferenciação, “branching” e 

canalização. Esse desenvolvimento pós natal coincide com uma importante janela 

fisiológica que irá influenciar a futura fisiologia da próstata e sua susceptibilidade a 

doenças. As MMPs (matrix metalloproteinase) constituem uma família de 

endopeptídeos dependentes de zinco que preferencialmente clivam as proteínas 

da matriz extracelular. Sem essa quebra das fibras de colágeno da matriz 

extracelular um orgão não pode crescer, o que é indesejável no processo de 

desenvolvimento. Por outro, para um tumor de câncer crescer, também é 

necessário a quebra dessas estruturas.  Percebe-se, portanto, que essas enzimas 

desempenham um papel chave no desenvolvimento normal e fisiologia bem como 

no processo inicial do câncer e sua progressão. Por outro lado é possível 

manipular a ação das MMP´s utilizando small interfering RNA (siRNA) específicos 

para cada MMP e com isso observar o papel dessas enzimas no crescimento de 

orgãos. 

O objetivo do trabalho foi avaliar aspectos da função da MMP-2 no 

desenvolvimento da próstata de rato sobre a ação de siRNA para MMP-2, uma 

das MMP´s. Os órgãos foram crescidos fora do corpo do animal numa câmara 

especial para avaliação do tamanho e forma. A Figura 119 mostra a diferença no 

tamanho do órgão controle e do órgão com a expressão da MMP-2 bloqueada.  
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Figura 119 Diferenças das características do órgão controle, com expressão de GFP e com a 

MMP-2 silenciada. 

 

Podemos ver claramente pela Figura 119 que o tamanho, área, fração 

epitelial, área epitelial e o número de tips epiteliais é diferente no órgão controle e 

no órgão com a MMP-2 silenciada. Cortes histológicos foram feitos para avaliar o 

desenvolvimento celular. Um dos desafios desse trabalho era visualizar a matriz 

extracelular separada das células epiteliais. Como a matriz extracelular possui 

uma grande quantidade de colágeno o segundo harmônico é uma técnica ótima 

para visualizar essa matriz, sem a necessidade de qualquer outro tipo de 

processamento na amostra. A Figura 120 mostra a imagem de fluorescência da 

eosina-hematoxicilina das células epiteliais e das fibras de colágeno pelo segundo 

harmônico.  
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Figura 120 Imagens de fluorescência (vermelho) das células epiteliais e SHG das fibras de 

colágeno (verde) da próstata com diferentes tratamentos 

  

Podemos ver nas imagens da Figura 120 a alta presença das fibras de 

colágeno no órgão tratado com GM6001, um inibidor de amplo espectro das 

MMPs, e no órgão com a expressão de MMP-2 silenciada. O SHG foi capaz de 

coletar sinal apenas da fibra de colágeno enquanto a fluorescência gerou sinal das 

células epiteliais. A alta presença de colágeno significa que as células epiteliais 

não tiveram espaço suficiente para se desenvolver e fazer o órgão crescer. As 

imagens de SHG mostram bem como as fibras de colágeno envolvem as células 

não deixando nenhum espaço para crescimento. 

A utilização do segundo harmônico, neste trabalho, possibilitou o 

entendimento no nível celular do que estava acontecendo com o desenvolvimento 

do órgão. Apenas com a fluorescência não era possível perceber a alta presença 

da matriz de colágeno nos órgãos com a produção de MMP-2 inibibas. Métodos 

de análise bioquímica confirmaram a quantidade de colágeno em cada caso da 

Figura 120. Entretanto esses método não revelam a composição estrutural que as 

imagens de fluorescência/SHG revelam. Isso que dizer que essas técnicas 

utilizadas em conjunto fornecem todas as informações necessárias para a análise 

do desenvolvimento da próstata em oposição a utilização das técnicas separadas 
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que forneceriam fragmentos das informações. Esses resultados foram publicados 

no trabalho: 

A. Bruni-Cardoso, V. Pascoal, A. A. de Thomaz, C. L. Cesar and H. F. Carvalho. 
“MMP-2 Silencing by siRNA Inhibits Morphogenesis of the Rat Ventral Prostate in 
Vitro”, Developmental Dynamics 239 (3), 737-746 (2010) 

 

 

Aplicações de SHG e TPEF na anatomia patológica: 

Com o desenvolvimento dos microscópios ópticos no século XIX a anatomia 

patológica evoluiu da inspeção a olho nú para observação microscópica dos 

tecidos. Rudolf Virchow é considerado o pai da anatomia patológica moderna com 

seus trabalhos da década de 1850, que incluiram não apenas a descrição dos 

tecidos mas protocolos de marcação e métodos de coloração para tornar as 

estruturas visíveis nos microscópios de transiluminação da época.  Desde o século 

XX o currículo de medicina inclui disciplinas de anatomia patológica e embriologia 

nas quais os estudantes são treinados para reconhecer estruturas normais e 

patológicas de amostras produzidas com protocolo altamente padronizado.  

É fácil reconhecer a importância dessa área na medicina atual ao se 

perceber que, mesmo com todo o desenvolvimento na área de imagens como 

ressonância magnética, tomografias computadorizadas e ultrassom, a última 

palavra no diagnóstico de um câncer e outras doenças é dada pelo patologista 

que analisa as biopsias. Cirurgiões, às vezes, permanecem horas parados com o 

paciente aberto esperando laudo de um patologista para decidir o curso a seguir 

na cirurgia. Trata-se, enfim, do padrão-ouro da anatomia patológica e do 

diagnóstico.  

Entretanto a tecnologia mudou e as possibilidades de visualização com os 

novos microscópios ópticos aumentaram muito. Isso significa que os patologistas 

agora possuem acesso a instrumentos mais poderosos para identificar, medir, 

contar, discriminar desde organelas sub-celulares até células e tecidos. A 

anatomia patológica, entretanto, tem até a obrigação de ser conservadora, e não 

pode substituir uma metodologia com centenas de anos de comprovada utilidade 
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com a primeira novidade tecnológica que surge. Essa grande capacidade 

diagnóstica da anatomia patológica adveio de um processo sócio-coletivo que 

acumulou observações pertinentes de pesquisadores durante essa centena de 

anos, retro-alimentada com o fato de que os próprios estudantes são treinados a 

reconhecer padrões criados com determinada metodologia. Ou seja, uma 

mudança na metodologia pode destruir o reconhecimento de padrões dos 

estudantes. Dessa forma, novas metodologias devem percorrer uma trajetória de 

comparação com padrão ouro, mostrar capacidade de visualizações com maior 

poder de discriminação, e ser incorporada ao longo tempo no processo educativo 

dos residentes e estudantes de medicina.  

Um aspecto muito importante na adoção de novas metodologias será sua 

compatibilidade com o padrão ouro atual, principalmente no processamento das 

amostras. A biopsia é uma técnica destrutiva e não pode ser desperdiçada sobre 

pena de tornar impossível o diagnóstico que pode salvar vidas. O ideal seria a 

incorporação de métodos que permitam uma reanálise posterior à análise padrão 

de um patologista pelo método convencional, o que só agregaria valor sem 

destruir a capacidade diagnóstica hoje existente. As novas microscopias confocais 

de óptica não linear (NLO) caem nessa categoria, pois permitem a análise de 

amostras fixadas padrões da anatomia patológica sem prejuízo para a 

metodologia padrão de diagnóstico. 

Nesse aspecto vale um comentário importante. Desde o início se apontou 

que a grande diferencial das microscopias NLO era sua capacidade de 

visualização “label free” em células vivas que permitiria acompanhar a evolução de 

processos celulares em tempo real. Ou seja, se trataria de uma técnica com 

grande valor para estudos de células vivas mas de importância menor em 

materiais fixados com metodologia padrão. Nossa interação com patologistas, 

entretanto, está mostrando que as microscopias NLO podem agregar muito valor 

mesmo no caso de amostras fixadas e processadas com metodologia padrão. A 

primeira vantagem mais importante foi mencionada acima é a compatibilidade com 

a metodologia padrão que permite a aquisição de novas informações sem a 

destruição das antigas. A segunda vantagem é a de calibração das novas 
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técnicas. Precisamos comparar com a metodologia convencional, padrão-ouro, 

para aprender a reconhecer os padrões de tecidos e estruturas com a nova 

técnica, ou seja, a comparação com método bem conhecido serve como 

calibração do novo método. A terceira vantagem é que a microscopia NLO traz 

novas informações, permitindo discriminar estruturas que antes era impossível ou 

requeria processamento especial diferente do padrão-ouro, exigindo uma tomada 

de decisão do médico sobre qual dos dois utilizar.  

Finalmente, existe uma imensa vantagem na utilização da microscopia NLO 

em amostras padrões da anatomia patológica, que é o acesso a uma biblioteca 

imensa de amostras já existente e acumuladas ao longo do tempo. O 

photobleaching da fluorescência usualmente torna inúteis amostras estocadas por 

tempos da ordem de dias, sem dúvida alguma, nada pode ser feito com amostras 

estocadas por meses ou anos. Mas as técnicas NLO label free como SHG e THG 

perduram por tanto tempo quanto a conservação de tecidos. Após processados os 

tecidos podem ser conservados por séculos e mesmo milênios, como se observou 

em múmias egípcias. Nossos próprios resultados mostraram que SHG e THG e 

mesmo fluorescência da eosina estão presentes em amostras com mais de 10 

anos de estocagem. Esse fato claramente abre a possibilidade de reanalisar um 

banco de dados imenso de amostras com nova metodologia. Só na medicina da 

UNICAMP, por exemplo, temos acesso a uma biblioteca com mais de 20 anos de 

amostras. Esse fato também abre a possibilidade de realização de estudos 

restropectivos. A evolução de muitas doenças pode levar décadas e um estudo 

com uma nova técnica que não pode ser usada com amostras estocadas só 

estaria completo nessa escala de tempo. Entretanto, se as amostras já existem 

esse estudo pode ser feito em tempo muito mais curto dependente apenas do 

grau de utilização dos equipamentos. Por essas razões consideramos valiosos 

estudos realizados com microscopia NLO em amostras padrão da anatomia 

patológica. Uma outra vantagem inesperada das microscopias NLO em amostras 

H&E foi a ressonância do THG com a hematoxicilina, não fluorescente, que 

amplifica a intensidade das imagens dos núcleos. Nesse caso o SHG permite a 
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visualização das fibrilas de cólageno e o THG dos núcleos, enquanto o resto da 

TPEF visualiza estruturas marcadas com eosina.    

A anatomia patológica usa como padrão para análises cortes histológicos 

fixados em paraformaldeído, emblocados em parafina e finalmente corados com 

eosina-hematoxicilina (HE). Só em casos especiais as amostras são coradas com 

outros imuno-cromóforos ou imuno-fluoróforos. A hematoxicilina cora os núcleos 

em um tom azulado e a eosina cora  predominantemente o citoplasma, fibras de 

colágeno e outras estruturas composta de substâncias com caráter básico. Entre 

os profissionais dessa área o uso dessa técnica ficou conhecida como a era 

marrom, pois as imagens geralmente apresentam diferentes tons dessa cor. A 

Figura 121 mostra um exemplo de imagem com essa coloração 

 
Figura 121 Exemplo de tecido corado por HE, tecido mamário diagnosticado como carcinoma 

invasivo lobular 

 

Entre as técnicas de NLO o SHG merece um destaque especial pela sua 

capacidade de visualização da matriz extracelular formada por fibrilas de 

cólageno. Marcação específica de fibrilas de cólageno requerem o uso do 

fluoróforo picrosirius que se liga na superfície externa das fibrilas. Sendo um 

método fluorescente não pode, obviamente, ser utilizado em amostras estocadas 

por longo tempo e não pode ser aplicado em amostras processadas desde o início 

com H&E. O SHG é capaz de visualizar as fibrilas com mais intensidade no seu 
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interior, bem melhor do que o picrosirius que delimita apenas as interfaces das 

mesmas, e pode ser utilizadao em amostras estocadas por décadas e 

processadas com H&E, ou só com parafina. Logo após a utilização do SHG em 

sistemas de varredura laser pesquisadores perceberam a grande importância da 

mesma no estudo da microanatomia dos tumores de câncer. O grupo da Patricia 

J. Keely da University of Wisconsin-Madison foi pioneiro na classificação desses 

estudos. Da mesma forma como a matriz extracelular impede o crescimento de 

orgãos ele impede o extravasamento de célula cancerosas de um tumor capazes 

de causar metástase. Para a migração celular uma sinalização bioquímica 

promove um reordenamento da matriz extracelular e uma reorganização da fibras 

de cólageno com respeito ao tumor. Baseados nas observações de SHG o grupo 

da Keely classificou as Tumor-associated collagen signatures (TACS) em TACS-1, 

TACS-2 e TACS-3, mostradas na Figura 122. No TACS-1 existe um adensamento 

local de colágeno não normal mas ainda não patológico. No TACS-2 o tumor está 

formado e as fibras de cólageno se organizam paralelamente à superfície do 

mesmo. Nesse caso a células cancerosas não conseguem migrar e ficam restritas 

à região tumoral. No TACS-3 as fibrilas de cólageno se tornam perpendiculares à 

superfície do tumor e são utilizadas pelas próprias células tumorais para migração. 

A presença de TACS-3, portanto, é um indicativo de metástase e de invasividade 

dos tumores. Transformadas de Fourier em 2D podem ser utilizadas para 

identificar a orientação das fibras pois os vetores transformados k de planos 

equidistantes no espaços real são perpendiculares aos planos. Em estruturas mais 

desorganizadas as transformadas de Fourier tendem a formar elipsóides com o 

semi-eixo maior perpendicular a uma direção média dos planos das fibras. Nesse 

ponto vale um comentário sobre outra vantagem da técnica de SHG, que é sua 

seletividade. Na imagem de SHG só as fibras de cólageno são visualizadas e a 

transformada de Fourier é feita apenas sobre essa estrutura. Em uma imagem de 

transiluminação usual muitas estruturas são visualizadas o que distorceria 

completamente a informação obtida com transformada de Fourier. A capacidade 

de visualizar seletivamente apenas determinadas estruturas, assim como de 

recombiná-las para visualização do conjunto, são super importantes na análise da 

morfologia das estruturas.   
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                  TACS-1                               TACS-2                               TACS-3 

Figura 122 Estruturas da matriz extracelular em tumores. 

Com o propósito de comparação nós analisamos lâminas do laminário do 

Centro de Atenção Integral à Saúde da Mulher (CAISM) da Unicamp. A lâminas 

documentam casos de vários tipos de câncer de ovário do período de 1994 a 

2009. Cada lâmina corada com HE foi diagnosticada por um patologista 

certificado, baseado no critério estabelecido pelo World Health Organization. As 

técnicas fotônicas utilizadas foram a TPEF, SHG e THG. O sinal TPEF foi 

proveniente da coloração com HE, o sinal de SHG proveniente das fibras de 

colágeno e o sinal do THG dos núcleos. O contraste fornecido por essas técnicas 

é bem mais evidente do que o contraste fornecido apenas pelo HE. A Figura 123 

mostra as imagens de TPEF/SHG/THG de uma amostra de ovário sem corar e 

outra corada com HE. 

 
Figura 123 Imagens de TPEF, SHG e THG de ovário 
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A partir da análise da matriz de colágeno foi possível identificar os 

diferentes tipos de tumores. A anisotropia das fibras e a assinatura de colágeno 

associada ao tumor (TACS) foram identificadas pela Transformada de Fourier 

Discreta 2D. A Figura 124 mostra uma análise feita num tecido normal e num 

diagnosticado com metástase 

 
Figura 124 Análise da matriz de colágeno por FFT de um tecido normal e um tumor maligno 

A razão de aspecto (aspect ratio), que é a razão entre o eixo menor e o eixo 

maior da elipse na FFT pode ser utilizado para identificar os diferentes tipos de 

tumores como mostra a Figura 125. Apesct ratio de 45o indica um tecido normal, 

aspect ratio de 3 adenoma seroso, aspect ratio de 2 borderline e um aspect ratio 

de 10 indica adenocarcinoma. 
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Figura 125 Análise do aspect ratio da FFT para identificação dos tipos de tumores 

Mudanças no número e na forma dos núcleos também são fatores que 

fornecem informação sobre o tumor. O THG é ideal para essa análise. Juntamente 

com a análise da matriz de colágeno pelo SHG é possível identificar mudanças 

epiteliais, como mostra a Figura 126 

 
Figura 126 Imagens de SHG e THG para identificação dos diferentes tipos de tumores mucinosos 

Os papers referentes a esses resultados são 

J. Adur, V. B. Pelegati, A. A. de Thomaz, M. O. Baratti, L.A.L.A Andrade, F. 

Bottcher-Luiz, H. F. Carvalho and C. L. Cesar, “Second harmonic generation 

microscopy as a powerful diagnostic imaging modality for human ovarian cancer”, 

J. Biophotonics 1–13 (2012) / DOI 10.1002/jbio.201200108 
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J. Adur, V. B. Pelegati, L. F. L. Costa, L. Pietro, A. A. de Thomaz, D. B. Almeida, 

F. Bottcher-Luiz, L. A. L. A. Andrade and C. L. Cesar, “Recognition of serous 

ovarian tumors in human samples by multimodal nonlinear optical microscopy”, J. 

Biomedical Opt. 16 (9), 096017 (2011) 

 

Aplicações de SHG, THG, TPEF 

Osteogenesis imperfecta: Osteogenesis imperfecta (OI), também 

conhecida como doença de Ekman-Lobstein, ou doença dos ossos de vidro, é 

uma doença de origem genética na qual o indivíduo nasce sem a capacidade de 

sintetizar colágeno. Sem a sustentação da matriz de colágeno os ossos se tornam 

muito frágeis, quebrando-se facilmente. OI é classificada em 4 tipos, I, II, III e IV 

baseados em achados clínicos e radiológicos, embora os tipos I e IV representem 

bem mais do que 50% dos casos e envolvam mutações nos genes conhecidos 

como COL1A1 ou COL1A2.  O procedimento padrão para diagnosticar a doença 

envolve um exame clínico, radiológico e a confirmação diagnóstica é feita através 

de uma biopsia de ossos, altamente invasiva. Outros métodos moleculares mais 

modernos como análise de DNA, medidas bioquímicas do colágeno derivado de 

fibroblastos da derme são muito demorados e invasivos[113]. 

 Embora a manifestação primária da OI seja na estrutura de colágenos 

defeituosa dos ossos, o fato é que todas as estruturas de colágeno do corpo são 

afetadas. Nesse aspecto a microscopia SHG se apresenta como uma ferramenta 

ideal para uma análise pouco invasiva e rápida da doença. Uma biopsia de pele, 

muito menos invasiva do que uma biopsia de osso, sem necessidade de maiores 

processamentos da amostra, pode levar a um diagnóstico, ou um pré-diagnóstico 

para uma triagem antes de levar a cabo exames mais demorados e invasivos, da 

doença. Nossos resultados iniciais, utilizando apenas SHG e TPEF, mostraram o 

grande potencial dessa técnica para o diagnóstico dessa doença, conseguindo 

não apenas discriminar tecido sadio de tecido doente como classificar o tipo de OI.  

As imagens adquiridas de um tecido normal, com o tipo III de OI e tipo IV de 

OI são mostradas na Figura 127. Essas imagens mostram a diferença na matriz 
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de colágeno entre as diferentes amostras, tanto nas imagens adquiridas quanto na 

análise das mesmas.  A anisotropia das fibras de colágeno (aspect ratio da FFT) é 

bem forte nas duas amostras que apresentam a OI. Sendo que os asteriscos 

indicam uma mudança significativa em relação ao valor do caso sadio. Entre as 

técnicas de análise de textura de imagens estão as técnicas baseadas na matriz 

de co-ocorrência em escala de cinza [114] das quais se podem extrair medidas 

como uniformidade, energia, entropia, energia etc. Em um esforço para incentivar 

o uso das técnicas de análise de imagens o National Institute of Health [NIH] dos 

EUA desenvolveu e liberou na internet, grátis, o software ImageJ que constrói a 

matriz de co-ocorrência e extrai dela os parâmetros desejados, assim como outras 

análises como transformada de Fourier, aspect ratio, contagem de estruturas etc. 

Nossas análises de imagem foram todas realizadas com o ImageJ. Da matriz de 

co-ocorrência de escala de cinza, calculamos a uniformidade, entropia e 

correlação com os vizinhos. Podemos observar que todos esse parâmetros são 

característicos para cada caso também. 

Da nossa análise de textura extraímos 4 curvas de correlação, contraste, 

energia e homogeneidade. Percebemos que energia e contraste foram as mais 

sensíveis para discriminar pele normal de pele com OI. Além disso, dois métodos 

de pontuação [scoring methods], a densidade de colágeno e energia, foram 

capazes de discriminar casos de OI de acordo com suas severidades.    
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Figura 127 Imagens de TPEF (verde) e SHG (vermelho) de amostra normal, com OI III e OI IV 

 Câncer de mama: No caso de câncer de mama, a análise de imagens de 

SHG/THG também se mostrou capaz de diferenciar entre os diferentes tipos de 

tumor. A Figura 128 mostra as imagens e análises feitas, bem como a 

identificação de 4 tipos diferentes de câncer de mama.  
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Figura 128 Imagens de TPEF (verde), SHG (vermelho) e THG (magenta) de diferentes amostras 

de mama, sadia e diagnosticadas com tumor 

Esses resultados mostram que as técnicas fotônicas podem ser empregadas 

para fazer um estudo retrospectivo em laminários com lâminas estocadas por um 

longo período de tempo. Usando TPEF-SHG-THG nós obtivemos informações 

sobre a interface epitélio/estroma, como a transformação da superfície epitelial 

(THG) e a arquitetura das fibras de colágeno (SHG), para amostras de diferentes 

câncers de mama e ovário e osteogenesis imperfecta. Além de diferenciar 

diferentes tipos de tumores e também identificar o estágio de TACS. Esses 

resultados podem ser encontrados em  
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J. Adur, V. B. Pelegati, A. A. de Thomaz, L. d’Souza-Li, M. C. Assunção, F. 
Bottcher-Luiz, L. A. L. A. Andrade and C. L. Cesar, “Quantitative changes in 
human epithelial cancers and osteogenesis imperfecta disease detected using 
nonlinear multicontrast microscopy”, J. Biomedical Opt. 17(8), 081407 (2012) 

 

 
Figura 129 Doze imagens de (354.30 x 354.30 µm): pele normal (A, B, C, D), OI-Tipo I (E, F, G, H) 
e OI-Type III (I, J, K, L). Amostras H&E (A, E, I), imagens TPEF em verde (B, F, J), imagens SHG 

em vermelho (C, G, K) e imagens de superposição TPEF+SHG (D, H, L). Análise de Textura 
analysis (M, N, L, O) usando GLCM em uma amostragem com n=12 normais, n=3 OI leves e n=9 

OI severas. Linha preta (normal), linha vermelha (OI leve), e linha azul (OI severa). 

Dando continuidade ao trabalho com OI, em mais amostras incluindo 

seccionamento em 3D, utilizamos a análise de textura para extrair 4 curvas: 

correlação, contraste, energia e homogeneidade. Além disso foi possível calcular a 
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densidade de colágeno nas imagens em 3D. Percebemos que energia e contraste 

foram as mais sensíveis para discriminar pele normal de pele com OI. Além disso, 

dois métodos de pontuação [scoring methods], a densidade de colágeno e 

energia, foram capazes de discriminar casos de OI de acordo com suas 

severidades. 

Esses resultados mostram então que a microscopia SHG e TPEF podem 

não apenas diagnosticar a presença da OI como também classificar a severidade 

da doença. Isso com um procedimento rápido e pouco invasivo. Esses resultados 

foram submetidos e estão em fase de revisão na revista Plos One: 

J. Adur, L. D´Souza-Li, M. V. Pedroni, C. E. Steiner, V. B. Pelegati, A. A. de 
Thomaz, H. F. Carvalho and C. L. Cesar, “The Severity of Osteogenesis 
Imperfecta and Type I Collagen Pattern as Determined by Nonlinear Microscopy: a 
Preliminary Study in Skin Human Samples”, accepted in Plos One. 

 

 

7.4  Aplicações de FLIM, SHG e THG 
 

As técnicas integradas de SHG e THG podem revelar informações 

estruturais sobre a matriz de colágeno, tecido epitelial e núcleos. Entretanto, 

nenhuma informação metabólica é obtida com essas técnicas. A informação 

metabólica pode ser acessada através das imagens de FLIM. Moléculas em 

diferentes ambientes químicos terão tempos de vida da fluorescência diferentes. 

Esse fato torna a integração do FLIM com SHG/THG para análise de tumores um 

passo praticamente natural. Dessa forma adquirimos imagens de SHG/THG/FLIM 

de câncer de ovário. Nesta parte nos concentraremos nos resultados de FLIM, 

pois os resultados de SHG/THG já foram discutidos.  

Durante a avaliação desse trabalho para publicação, os revisores nos 

questionarem sobre a utilidade do FLIM em amostras fixadas. A questão sobre a 

relevância do FLIM para o estudo de amostras fixadas foi respondida por 

Conklin[115] do grupo da Patricia Keely. Trabalhando com modelos de 
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camundongo Conklin comparou amostras fixadas e não fixadas e chegou a 

conclusão que o processo de fixação deixava traços significativos das proteínas 

NADH e FAD capazes de fornecer informação sobre os processos metabólicos no 

momento da biopsia. Outros trabalhos mostraram que o ambiente químico em 

torno das moléculas é preservado após fixação[116]. Essa informação é perdida, 

entretanto, se a amostra for corada com H&E. Isso não chega a representar um 

problema porque o procedimento padrão da anatomia patológica é de fixar e 

emblocar em parafina as amostras antes de estocá-las no que chamam de 

blocário. O processo de corar com H&E pode ser realizado em qualquer momento, 

envolvendo apenas cortar um fatia com espessura de 5 m e mergulhá-la  em 

soluções padrões com um dos corantes, lavar e mergulhar no outro corante. 

Nosso processo de fixação é idêntico ao processo desses autores, portanto nós 

podemos comparar estados metabólicos em diferentes amostras mesmo após o 

processo de fixação.  

A Figura 130 mostra as imagens de FLIM adquiridas para os vários tipos de 

câncer de ovário. O tempo de vida médio é mostrado na escala de cores. 

Podemos ver pela cor das amostras diagnosticadas com tumores que o tempo de 

vida médio da fluorescência é maior do que no tecido sadio. E mesmo entre os 

tipos de tumores é possível identificar diferenças no tempo de vida. Os 

metabolismos diferentes apresentam diferentes picos no tempo de vida. De 

maneira geral, o tempo de vida da fluorescência dos tumores mucinosos são mais 

altos do que os dos tumores serosos.   

Os resultados dessas aplicações podem ser encontrados nos seguintes papers 

J. Adur, V. B. Pelegati, A. A. de Thomaz, M. O. Barati, D. B. Almeida, L. A. L. A. 
Andrade, F. Bottcher-Luiz, H. F. Carvalho and C. L. Cesar, “Optical Biomarkers of 
Serous and Mucinous Ovarian Tumor Assessed with Nonlinear Optics 
Microscopies”, PLoS One, 7 (10) e47007 (2012) 
 
J. Adur, V. B. Pelegati, A. A. de Thomaz, L. d’Souza-Li, M. C. Assunção, F. 
Bottcher-Luiz, L. A. L. A. Andrade and C. L. Cesar, “Quantitative changes in 
human epithelial cancers and osteogenesis imperfecta disease detected using 
nonlinear multicontrast microscopy”, J. Biomedical Opt. 17(8), 081407 (2012) 
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Figura 130 Imagens de FLIM para os diferentes tipos de câncer de ovário 

Os resultados apresentados nesse capítulo mostram a importância que as 

novas metodologias vão alcançando na área médica. Como se tratam de técnicas 

internacionalmente muito modernas, as quais poucos médicos têm acesso, é 

preciso esperar a evolução temporal da curva de aprendizado para que seja 

possível extrair das mesmas toda a riqueza de informação nelas contidas. Em 
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termos de Brasil me sinto recompensado com esses resultados pelo trabalho de 

ter desenvolvido a instrumentação e as técnicas tendo obtido as primeiras 

imagens de SHG e de FLIM do país e ter participado ativamente na aquisição da 

primeira imagem de THG e CARS do Brasil.  

Até onde sabemos apenas a Profa. Ana Maria de Paula da UFMG, ex pos 

doctor do grupo da UNICAMP, possui hoje instrumentação para aquisição de 

imagens de TPEF, SHG e FLIM no Brasil. Também nos sentimos recompensados 

pelo fato de que espalhamos, através de apresentações em congressos e 

publicação de capítulos de livros, informações sobre as utilidades desses novos 

métodos junto a comunidade de médicos e biológos. O workshop oferecido pelo 

INFABIC com aulas expositivas e experimentos hands on tem sido um fator muito 

importante na divulgação desses métodos junto a essas comunidades. Há uns 5 

anos praticamente ninguém dessa comunidade, a não ser pesquisadores muito 

próximos de nosso grupo, falavam sobre SHG e FLIM. Hoje vários grupos em todo 

o país e do exterior, incluindo pesquisadores de Berkeley, California, nos 

procuram para aquisição desse tipo de imagens. 
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Capítulo 8                          
Conclusões e Perspectivas 
 

Nessa tese de doutorado fomos capazes de desenvolver uma plataforma 

integrada e demonstrar suas aplicações. A próxima revolução tecnológica, 

provavelmente do controle dos processos biológicos, está prevista para 2015. Ter 

uma ferramenta dessa disponível é crucial para poder embarcar no começo dessa 

onda de revolução.   

No Capítulo 2, demonstramos como a integração é feita do ponto de vista 

das diferentes técnicas. Detalhamos também as características de cada sistema 

disponível no grupo. Dessa forma deixamos claro como é possível fazer a 

integração de diferentes técnicas fotônicas num único equipamento. As técnicas 

integradas foram fluorescência excitada por um e dois fótons, SHG, THG, FLIM, 

pinças ópticas, FCS e um criostato para medidas em função da temperatura. 

Prosseguindo para o Capítulo 3, apresentamos a aplicações de pinças 

ópticas para medir a quimiotaxia de T.cruzi/T. rangeli pelo intestino e glândula 

salivar do inseto hospedeiro respectivamente. As medidas dos vetores de força 

nos possibilitou identificar a atração to T. cruzi em relação ao intestino do barbeiro, 

mas não em relação e outros órgãos do inseto. A mesma idenficação foi feita com 

o T. rangeli  sendo atraído pela glândula salivar mas não pelo intestino. O próximo 
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passo aqui é identificar as moléculas atratores e idenficar o mecanimo de adesão 

entre o parasita e a parede do intestino. 

O Capítulo 4 tratou da teoria das imagens por FLIM. Essa técnica foi 

adicionada nessa tese de doutorado ao arsenal de técnicas fotônicas já integradas 

e demonstradas em outras teses do grupo. A capacidade de análise do ambiente 

químico que o FLIM fornece é um complemento as análises de fluorescência, SHG 

e THG. Enquanto basicamente, essas três técnicas fornecem informações 

estruturais dos tecidos o FLIM revela o ambiente químico e metabolismo das 

células. Além disso, o FLIM pode ser usado como sensor para concentração de 

substâncias químicas, temperatura ou ph, já que todos esses fatores alteram o 

tempo de vida da fluorescência. Além de ser mais uma forma de discriminar sinais 

gerados na amostra. Sinais de espalhamento de laser, como SHG, THG e Raman, 

tem seu tempo de vida muito curto em relação a sinais de absorção de laser como 

fluorescência. Mesmo entre corantes esse fato pode ser utilizado já que diferentes 

corantes possuem diferentes tempos de vida.  

O foco do Capítulo 5 foi esclarecer o papel do stress da matriz de vidro em 

quantum todos inseridos na mesma. Esse era um assunto de interesse do grupo 

desde 1998 que só foi esclarecido totalmente nessa tese. A revisão da teoria do 

cálculo dos níveis de energia mostrou que a teoria mais empregada até o 

momento superestimava o tamanho dos QDs para semicondutores com o gap 

pequeno. Desenvolvemos um método para calcular os níveis de energia levando 

em conta a dispersão de energia do bulk. Nosso método heurístico conseguiu 

prever tamanhos de QDs mais realistas. Isso ficou comprovado com a medida do 

raio hidrodinâmico dos QDs a partir do FCS. A partir das medidas dos picos de 

emissão em função da temperatura fomos capazes de diferenciar o 

comportamento de quantum dots em matriz de vidro e quantum dots coloidais. 

Pela análise dos dados ficou claro que o stress causado pela matriz de vidro, 

devido a diferencia entre os coeficientes de expansão, causa um comportamento 

anômalo nos QDs fazendo surgir até transições de fase devido a pressão. As 

medidas do tempo de vida da fluorescência corroboram essas conclusões e 

fechamos a discussão que se estendia desde 1998. Vale a pena ressaltar que o 
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mesmo equipamento que pode ser utilizado para medidas de processo celulares 

foi utilizado para as medidas nos QDs. 

A técnica FCS foi abordada no Capítulo 6. Realizamos os cálculos teóricos 

mostrando como obter o coeficiente de difusão a partir das medidas de FCS. 

Aplicamos essa teoria para a medida do raio hidrodinâmicos dos QDs. É 

interessante notar que a maioria dos trabalhos encontrados na literatura para o 

calculo dos tamanhos dos QDs a partir do FCS não levam em conta o blinking. 

Isso tornava os cálculos muito subjetivos.  Nesta tese desenvolvemos um método 

para eliminar essa subjetividade e calcular o tamanho do QD já levando em conta 

a cap layer. Nossos resultados medidos estão de acordo com o método heurístico 

para cálculo do tamanho do QD desenvolvido no  Capítulo 5. Foi discutido também 

o papel do blinking para aplicação dos QDs para microscopia de superresolução. 

Como a técnica de superresolução necessita que os marcadores fluoresçam em 

tempos diferentes, o blinking torna os QDs ótimos canditados para essa aplicação. 

O melhor entendimento desse processo possibilitará a utilização dos QDs como 

marcadores de microscopia de superresolução. 

As aplicações das plataformas integradas foram mostradas no Capítulo 7. 

Temos aplicações em desenvolvimento de próstata, câncer de ovário, câncer de 

mama, osteogenesis imperfecta e interação de parasita-vetor. As técnicas foram 

utilizadas em conjunto e forneceram informações que não podiam ser acessadas 

com as técnicas antigas. Dessa forma a integração das técnicas fotonicas em um 

microscópio confocal fica demonstrada sem nenhuma dúvida.  

Concluindo, o objetivo do desenvolvimento de uma plataforma fotônica 

integrada foi atingido. As aplicações em várias áreas, desde quantum dots até 

câncer, demonstram a versatilidade do sistema e formam a base para novas 

análises.  
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