Protocolo Aquisicao Imagens CARS

Autor Vitor B. Pelegati

Equipamentos utilizados: Laser pulsado Chameleon Discovery NX da Coherent e Microscépio
Zeis LSM 780 Invertido.

Espalhamento Raman anti-Stokes coerente.

O processo ndo linear que descreve espalhamento Raman anti-Stokes coerente, CARS, é um

processo de mistura de quatro ondas, ilustrado pela figura 1.
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Figura 1: (A) Esquema de niveis de energia para processo CARS. B — Condi¢do de casamento de

fase.
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Um feixe de bombeio (pump beam) na frequéncia ~ 7 e um feixe Stokes na frequéncia =
(a) >a)§) . i
r incidem e devem estar sobrepostos espacialmente e temporalmente na amostra.
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Isso cria um batimento do campo elétrico na frequéncia ~» ¢ . Quando a frequéncia do
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batimento iguala uma frequéncia vibracional das moléculas "%, é produzido um forte sinal de
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frequéncia anti-Stokes gue é coerente na fase em relacdo aos feixes de

entrada.

Como esse é um processo de excitacdo forcada, a natureza coerente do processo resulta na
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geracdo de um campo que propaga em uma direcdo especifica com um vetor de onda k

definido pela relagdo:
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Onde . A equacdo acima descreve a condicdo de casamento de fase, que é uma

consequéncia da geracdo coerente do sinal, e dependente da dispersdo no indice de difracdo do
material. Essa equagdo é importante quando a dispersdao do material é significante, os feixes
devem incidir em angulos especificos para que a equacao seja satisfeita, a figura 1-B ilustra essa

situagao.

No caso do CARS a intensidade do sinal é dado pela seguinte equacao:
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O resultado da equacdo acima revela que a intensidade do campo gerado pela polariza¢do no
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meio serd proporcional a , essa dependéncia do mddulo da susceptibilidade ndo linear

ndo sofrera alteracao se, ao invés de considerarmos ondas longitudinais em z , utilizarmos um

feixe fortemente focalizado. A equacdo acima também prevé grande eficiéncia para o perfeito

casamento de fase, Ak =0 para objetos grandes, com L grande. J& para objetos muito
pequenos, L —0  as condicdes de casamento de fase s3o relaxadas, pois AXL~0 mesmo

com Ak#0  Qutro fator que facilita o casamento de fase é a forte focalizacdo dos feixes no



foco das objetivas utilizadas para microscopia de dptica ndo linear. As vérias dire¢coes dos raios

de luz no foco fornecem vetores de onda para casamento de fase com grande angulo entre si.

Emissdo para frente e para tras: Quando L é muito pequeno, da ordem de grandeza de um
comprimento de onda, os dipolos oscilantes do material irradiam com o mesmo padrdo de um
dipolo oscilante, com intensidade igual para frente e para tras. Para um volume grande, os
dipolos na direcdo do feixe oscilam coerentemente, e nessa dire¢cdo ocorre o casamento de fase
com interferéncia construtiva entre os campos. Na direcao oposta ao deslocamento dos feixes
ocorre o contrario. Como consequéncia, a intensidade da luz gerada em objetos grandes é
maior para frente (forward), mesma direcdo do campo, e pequena para tras (backward). Mas
para objetos pequenos a intensidade tende a ser a mesma nas duas dire¢des. Na microscopia
de dptica ndo linear essa consequéncia é explorada, as imagens com sinal detectado para frente

mostram estruturas grandes, € para tras estruturas pequenas.
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CARS nao ressonante: Caso a frequéncia vibracional das moléculas moléculas ~* ndo for a

mesma que a frequéncia do batimento, serd gerado um sinal mais fraco, por estar fora da

ressonancia, que é comumente chamado de CARS ndo ressonante.
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Figura 2: ContribuicGes para o sinal de CARS - (A) Ressonante. (B) Ndo ressonante devido a
linhas Raman fora de ressonancia. (C) Nao ressonante devido a absorcao de dois fétons.
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O termo n3o ressonante de £ , que vamos escrever como 4M® é de particular importancia,

ele é integrado pelas contribui¢cdes de transi¢cdes eletronicas de niveis virtuais, envolvendo
linhas Raman fora de ressonancia e absorcdao de um e dois fétons. Esse termo sempre contribui
para o sinal, mesmo quando longe da ressonancia, e flutuagdes nesse sinal, devido a flutuacao
na intensidade dos lasers, limita seriamente sensibilidade do CARS. Grande contribui¢do do sinal

nao ressonante é devido a agua presente em amostras bioldgicas.

Alinhamento e aquisi¢dao para CARS.

O sistema para imagens de CARS utiliza dois feixes do laser Chameleon Discovery NX (Coherent,
EUA). Um feixe é fixo em 1040 nm e o outro é ajustavel de 660 a 1320 nm, ambos possuem taxa
de repeticdo de 80 MHz e pulsos de 100 fs. Cada feixe passa por um conjunto de uma placa de

meia onda e um polarizador para controle de poténcia, onde a polarizacdo horizontal serd



transmitida. O feixe ajustdvel passa por uma linha de atraso para coincidéncia temporal dos
pulsos. Os feixes sdo unidos através de espelho dicrdico passa baixa 1000 nm (1000SP), depois
utilizamos uma lente de distancia focal de 1 m para controlar a abertura dos feixes na entrada

do sistema de varredura. A figura 3 mostra o esquema experimental.
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Figura 3: HPL — Placa de meia onda e polarizador; DL — linha de atraso; PMT fotomultiplicadora.
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Para as imagens de CARS vamos trabalhar com o deslocamento Raman de 2847 cm™, nesse nivel
de energia vamos excitar as vibracdes moleculares de estiramento simétrico e assimétrico,
devido a largura espectral dos pulsos, da ligagdo CH,. Esse nivel de energia vibracional terd
ressonancia principalmente com lipidios. Para tal nivel de energia precisamos do feixe ajustavel
em 803 nm e o sinal de CARS estard em 653 nm. O microscépio utilizado é um Axio observer
(Zeiss) com sistema de varredura LSM 780. Na figura 4 temos um grafico representativo dos
comprimentos de onda dos feixes do laser, do CARS e dos efeitos de segunda ordem (SHG e

SFG).



Figura 4: Grafico Com posicionando os feixes dos lasers e as emissdes de CARS e de segunda

ordem (SHG e SFG).

Para aquisicdo do sinal detectado para frente (foward CARS), utilizamos um espelho dicrdico
passa alta 705 (705LP) para refletir o sinal de CARS para uma fotomultiplicadora (PMT) e um
filtro passa banda com largura de 40 nm centrado em 650 nm (650-40BP) que separa o sinal de
qgualquer outra luminescéncia gerada na amostra. Para deteccdo do sinal gerado para tras
(backward CARS) podemos utilizar o detector interno de 32 canais do LSM780 escolhendo o

comprimento de onda desejado.
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