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INTRODUCAO

H& uma necessidade crescente na comunidade biomédica pelo desenvolvimento de novas
técnicas minimamente invasivas que possibilitem a visualizagdo de interacdes celulares e morfologia
tecidual em tempo real sem a necessidade de marcadores com resolucdo subcelular para a analise de
processos metabdlicos e patoldgicos. As técnicas de microscopia Optica sdo atualmente as Unicas
ferramentas capazes de fornecer essas caracteristicas, destacando-se como essenciais para avancgos

na compreensao diversos processos bioldgicos.

Nas ultimas duas décadas, a microscopia Optica ndo linear (NLOM), incluindo Two-Photon
Excitation Fluorescence (TPEF), Second Harmonic Generation (SHG) e a Third Harmonic Generation
(THG), tem sido amplamente utilizada no estudo de materiais bioldgicos. Estas técnicas, empregadas
no presente trabalho, oferecem vantagens significativas, sdo minimamente invasivas e nao destrutivas,
além de possuirem alta profundidade de penetracao tecidual. A NLOM também proporciona capacidade
de seccionamento 6ptico 3D intrinseco com resolugdo subcelular, podendo ser aplicada tanto em

amostras marcadas quanto ndo marcadas?.

Os processos Opticos nédo lineares ocorrem predominantemente em regimes de alta intensidade.
Esses fendbmenos 6pticos nao lineares exigem coincidéncia temporal e espacial de dois ou mais fétons,
uma condi¢do que se tornou mais facilmente realizavel com o desenvolvimento de lasers pulsados de
femtossegundos e picossegundos. Esses avancos tecnoldgicos permitiram a observacéo e o estudo dos
efeitos ndo lineares em diversos materiais bioldgicos ao mesmo tempo preservando a viabilidade

tecidual e celular.

Em termos de polarizagéo, os processos lineares resultam em uma polarizacdo linear que é

. . s . 1) = ~
diretamente proporcional ao campo elétrico aplicado P, = 80}(( J.E. Por outro lado, os processos néo
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lineares dependem de outras poténcias do campo elétrico P, =&, [;((2) EE + ;((3) ‘EEE +-- J . Quando

a intensidade do campo elétrico € suficientemente alta, mas ainda dentro do limite do breakdown 6ptico

do material, a polarizacdo total pode ser descrita como uma série convergente que € a soma das

contribuicdes da polarizagdo linear e néo linear P=P_+B, =¢, [;((l) E+ ;((2) ‘EE + ;((3) ‘EEE +-- J L

@

Onde a susceptibilidade de primeira ordem y* é responsavel pelos fenébmenos oOpticos lineares

observados no cotidiano, tais como espalhamento, refracdo e absorcéo. A susceptibilidade de segunda

ordem ;((2) esta relacionado ao processo SHG, Sum Frequency Generation (SFG) e Difference

Frequency Generation (DFG). Adicionalmente, a susceptibilidade de terceira ordem ;((3) estd ligado aos

processos TPEF, THG, Stimulated Raman Scattering (SRS) e Coherent Anti-Stokes Raman Scattering
(CARS).

A técnica SHG é um processo coerente e elastico em que dois fétons de mesma frequéncia @

sdo convertidos em um féton com o dobro da frequéncia 2@, ou metade do comprimento de onda de

excitacdo. Este processo ocorre apenas em estruturas que ndo possuem simetria de inversdo e que

apresentam uma organizacao espacial dos dipolos elétricos caracteristica da suscetibilidade de segunda
ordem ;((2) . Na biologia, o sinal SHG é gerado de maneira especifica e seletiva em fibras de colageno

tipo | e I, miosina e microtibulos?. Essa seletividade tem aberto caminho para pesquisas biomédicas
utilizando microscopia SHG, sendo aplicada em diversos estudos, entre eles, cancer?, fibrose?, divisdo

celular®, envelhecimento da pele®, entre outros.

O processo THG é um fenbmeno coerente e elastico, no qual trés fétons de mesma frequéncia
@ sdo convertidos em um Unico féton com o triplo da frequéncia 3@, ou com um tergo do comprimento
de onda de excitacdo. O sinal de THG é sensivel a variagfes locais na susceptibilidade de terceira
ordem, indice de refracdo e dispersdo. Essa técnica possui contraste aprimorado em interfaces e
inhomogeneidades 6pticas de tamanho comparavel ao foco do feixe’. Tais caracteristicas tém sido
utilizadas para mapear goticulas de lipidios’, estruturas mineralizadas e materiais absorvedores?, o que

tem possibilitado a obtencédo de imagens morfoldgicas de tecidos biol6gicos e pequenos organismo.

O objetivo deste trabalho €é integrar as técnicas de TPEF, SHG e THG em uma Unica plataforma
de microscopia Optica. Essa integracao visa permitir a exploracao simultanea de corpos lipidicos, matriz
extracelular e componentes enddgenos autofluorescente, bem como de marcadores fluorescentes
exdgenos. A plataforma de microscopia 6ptica sera utilizada para realizar observacdes em tempo real
de diferentes tipos de tecidos, proporcionando uma andlise detalhada e precisa de estruturas biologicas

e seus processos dinamicos.

METODOLODIA
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Figura 1- Sistema experimental.
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As técnicas TPEF,
SHG e THG foram obtidas Nd

utilizando um microscépio confocal LSM 780-NLO Zeiss invertido Axio Observer Z.1 (Carl Zeiss AG,

Alemanha) no Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Fotdnica Aplicada a Biologia Celular
(INFABIC), localizado na Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Sdo Paulo. Para excitar as
amostras bioldgicas, foi utilizado o sistema Chameleon Discovery NX (Coherent Inc., Santa Clara,
Califérnia), que possui duas saidas de laser: um feixe de 100 fs com taxa de repeticdo de 80 MHz,
sintonizavel no comprimento de onda de 660 a 1320 nm, integrado com um pré-compensador de
dispersao de velocidade de grupo (GDD), e outro feixe de 140 fs com taxa de repeticdo de 80 MHz e

comprimento de onda fixo em 1040 nm.

O laser foi direcionado por um conjunto de espelhos até a entrada do microscopio e focalizado
por uma objetiva de imersdo a 6leo EC Plan-Neofluar 40x/1.3 (Carl Zeiss AG, Alemanha). Todas as
imagens de TPEF e SHG foram obtidas simultaneamente, utilizando um comprimento de onda de
excitacdo de 940 nm, enquanto o sinal THG foi excitado com um comprimento de onda de 1200 nm. O
sinal SHG foi coletado no modo transmitido por um condensador de 0.55 NA-WD 26 mm (Carl Zeiss AG,
Alemanha) e detectado no detector non-descanned transmitido (NDD,T) apds passar por um cubo de
filtro contendo um filtro SP/485. O sinal de fluorescéncia TPEF foi obtido no modo refletido no detector
non-descanned (NDD,R), passando por um cubo de filtro contendo um espelho (Carl Zeiss, 1512-461)
e um filtro LP/490.

O THG foi adquirido excitando a amostra com comprimento de onda de excitacdo de 1200 nm,
usando o mesmo caminho éptico do sinal SHG, substituindo apenas o filtro SP/485 por um filtro
bandpass BP/400-20. Todas as imagens foram adquiridas com resolucéo espacial de 1024x1024 pixels

(215x215 pm), com duracao por pixel de 3,15 ps e tempo total de varredura de 7,75 s.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Figura 2, destacamos os resultados obtidos no microscopio NLO usando as técnicas
TPEF/SHG/THG em diferentes tecidos bioldgicos. Os sinais TPEF e SHG evidenciam, respectivamente,
a morfologia do tecido através da autofluorescéncia e proteinas estruturais, como fibras de colageno e
miosina. Enquanto isso, o sinal THG fornece informacdes sobre ndcleos e estruturas ricas em lipideos,
como a membrana plasmatica. O SHG é particularmente util para fornecer informacgdes sobre a matriz
extracelular sem a necessidade de marcadores, proporcionando insights valiosos em estudos

relacionados a tumorigénese/metastase?, fibrose* e fotoenvelhecimento da pele®.

Figura 2- Corte de tecido do pulm&o de camundongo: (A) Imagens sobreposta dos sinais TPEF+SHG+THG (B) Morfologia do
tecido com a técnica TPEF (C) Fibras de colageno visualizadas com a técnica SHG (D) Nucleos das células marcado com
hematoxilina visualizadas com a técnica THG. Corte de lingua de camundongo (E) Imagens sobreposta das técnicas
TPEF+SHG (F) Morfologia do tecido usando a técnica TPEF — Epitélio pavimentoso estratificado ndo querantizado, l[amina
prépria constituida de tecido conjuntivo (G) Fibras de colageno e miosina (indicado pela seta verde) usando a técnica SHG.
Corte de tecido adiposo de camundongo (H) Imagens sobreposta dos sinais SHG+THG (1) Interface de adipécitos (mebrana)
usando a técnica THG (J) Fibras de colageno usando a técnica SHG. As cores magenta, cinza, vermelho hot séo pseudo cores.

A deteccédo do sinal THG possibilita a observacédo de eventos como a formacédo da membrana
celular de embrides do peixe-zebra (Danio rerio) durante o desenvolvimento embrionario®, bem como a
visualizacéo de goticulas de lipidios em hepat6citos’, entre outros fendmenos. Estudos mostraram que
seccoes histoldgicas de tecidos corados com hematoxilina e eosina (H&E), onde a hematoxilina destaca
0s nucleos celulares e a eosina realgca a matriz extracelular, podem ser reaproveitadas para a

visualizacéo dos sinais (TPEF, (SHG) e THG®. A coloracdo com H&E preserva as fibras de colageno,
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com o sinal TPEF derivado da fluorescéncia da eosina, enquanto o THG entra em ressonancia com a

hematoxilina, demarcando os ndcleos celulares?®.

As técnicas TPEF, SHG e THG podem ser obtidas simultaneamente em diferentes canais e
guantificadas separadamente, proporcionando uma compreensdo mais detalhada do tecido e
fornecendo informacdes subjacentes a progressao de doencas. Essas técnicas emergem como uma
alternativa complementar a técnica de Hematoxilina e Eosina (H&E), considerada o "padrao ouro" na
patologia. Em um estudo conduzido por Javier e colaboradores, a combinacao das técnicas TPEF, SHG
e THG possibilitou a obtencao de informagdes detalhadas sobre a interface entre o estroma e o epitélio,

permitindo a diferenciacéo entre tecido ovariano normal e tecido cancerigeno®.

CONCLUSAO

As técnicas TPEF, SHG e THG séo abordagens ndo invasivas especialmente valiosas ho campo da
biomedicina. Estas metodologias tém demonstrado um potencial promissor, devido sua capacidade de
fornecer imagens detalhadas de estruturas bioldégicas, mantendo a integridade dos tecidos. O
desenvolvimento e a aplicacdes dessas técnicas avancadas possuem o potencial de expandir
significativamente nosso entendimento dos processos celulares e moleculares, além de contribuir para

0 avanco no diagnéstico e tratamento de diversas doencgas.
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