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Resumo: Pinga optica é uma ferramenta que permite
capturar, manipular e avaliar células individualmente.
Neste trabalho sdo avaliados danos causados em
hemacias, pelo aprisionamento optico da célula. Para
tal, foram monitoradas alteragdes nos espectros Raman
de eritrocitos aprisionados. Foram obtidas e avaliadas
evolugdes temporais dos espectros Raman. Verificou-se
que estas evolugdes sdo dependentes da poténcia do
laser utilizado para aprisionar a hemacia. Curvas
exponenciais foram exploradas na caracterizagdo da
dindmica temporal do sinal Raman. Foram observadas
mudangas significativas e irreversiveis em hema4cias,
associadas ao dano estabelecido pelo aprisionamento
optico da célula. Os resultados obtidos permitem
estabelecer pardmetros limites para o uso de pingas
oOpticas na avaliagdo de hemacias.

Palavras-chave: Espectroscopia Raman, Pinga Optica,
Hemdcias.

Abstract: Optical tweezers is a tool that allows trap and
manipulate individual cells. In this work we evaluate
damage to red blood cells caused by optical trapping.
We monitored time-dependent changes in the Raman
spectra of trapped erythrocytes. It was found that these
changes are dependent on the laser power used to trap
red blood cells. Exponential curves were exploited to

characterize the temporal dynamics of the Raman signal.

We observed significant and irreversible changes
associated to the damage established by the optical
trapping of the cell. The results obtained allow to set
new limits for optical tweezers parameters used on the
evaluation of erythrocytes.

Keywords: Raman Spectroscopy, Optical Tweezers,
Erythrocytes.

Introducéo

Pinca Optica tem se apresentado como uma
ferramenta atraente para a avaliacdo celular [1-13]. Em
particular, verifica-se na literatura uma crescente
atencdo no uso associado de pingas com técnicas de
imagens e de espectroscopia [5,8,9,11,14]. O uso da
técnica de espectroscopia Raman com pinga Optica
permite obter informacdes sobre alteragcdes bioquimicas
em uma unica célula. Contudo, o alto fluxo de fotons,
usado em armadilhas Opticas, pode induzir, pelo
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processo de absorgdo Optica, danos as células presas.
Esses danos podem conduzir ao processo de apoptose
ou afetar a capacidade da célula de desempenhar suas
fung¢des normais [2,13].

Alguns estudos mostraram que a captura Optica
pode afetar significativamente hemacias [3,6,8,11,12].
Em particular, dois trabalhos exploram espectroscopia
Raman na avaliagdo da degradacdo de hemacias
submetidas ao aprisionamento dptico [6, 8]. Wood et al
atribuem as mudancas do espectro Raman de hemacias
aprisionadas a formacdo de met-hemoglobina e
interagdes excitonicas induzidas pela agregagdo de
heme [6], enquanto Dasgupta et al atribuem as
alteragdes a formagdo de hemichrome [8]. Estes estudos
avaliam espectros Ramam de hemacias aprisionadas,
limitando-se ao comportamento temporal da intensidade
de picos Raman [8,17], o que ndo permite um
entendimento mais abrangente da dinamica dos
processos quimicos subjacentes que ddo origem a
alteracdes reversiveis ou irreversiveis nas células.

Neste trabalho ¢ feita uma analise multidimensional
de wvariacdes nos espectros Raman de hemacias
aprisionadas opticamente. A técnica aplicada permite
monitorar simultaneamente, por longos periodos, as
dindmicas temporais das intensidades e das posigdes dos
picos nos espectros Raman.

Materiais e métodos

O aparato experimental de microespectroscopia
Raman associado a pinga dptica utilizado neste trabalho
foi descrito em detalhes na referéncia [9]. Brevemente,
um laser de diodo centrado em 785 nm foi acoplado em
um microscopio invertido equipado com uma objetiva
60x e 1.2 de abertura numérica, produzindo um feixe
limitado por difracdo. O sistema permite incidir uma
poténcia méaxima de 22 mW na amostra, capaz de
prender uma unica célula. Filtros de densidades neutras
foram usados no sistema para variar a poténcia do laser
incidente. O sinal Raman emitido pela amostra foi
coletado pela mesma objetiva e enviado a um
espectrometro associado a uma camera. O algoritimo
LADS (Localization Analysis of Dynamics Spectra)
[18], que usa curvas espectrais para determinar com
precisdo as intensidades e posi¢des dos picos em funcio
do tempo, foi utilizado no processamento dos dados
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através do MATLAB (The Mathworks, Natick, MA).

Para a preparagdo das amostras contendo hemacias,
coletou-se sangue, por pungdo venosa, de voluntarios
saudaveis utilizando recipiente sob vacuo para
armazenagem. Minutos antes das medic¢des, diluia-se o
sangue em DPBS (Dulbecco Phosphate-Buffered
Salina). Esta solugdo tampao mantém a osmolaridade do
meio suspenso e inibe a aderéncia das células nas
laminas de vidro. Grandes diluigdes das células na
solugdo tampao (~ 250.000 vezes) foram usadas nos
experimentos de forma a assegurar que todos os
espectros fossem originados de uma tUnica célula e para
reduzir a chance de que outras células suspensas,
flutuantes na amostra, interferissem na armadilha 6ptica
durante os longos tempos de medigdo.

Para cada célula estudada, foram adquiridos
espectros Raman (~ 400 a 1700 cm') continuamente
por aproximadamente 40 minutos. As células foram
aprisionadas com poténcias do laser de 22 mW, 13 mW,
10 mW, 4,5 mW e 2 mW, e medigdes foram realizadas
com tempos de integragdo para espectros individuais de
55,105, 155,35 s e 50 s, respectivamente. Cada célula
foi medida apenas uma vez, e os experimentos foram
repetidos dez vezes para cada poténcia.

Resultados e Discussao

A Figura 1 mostra uma representagdo dos espectros
Raman adquiridos a partir de uma tnica hemacia presa
pelo laser com uma poténcia de aprisionamento
/excitagdo de 10 mW, com um tempo de 15s de
aquisi¢do para cada espectro, ao longo de 40 minutos.
Com o algoritmo LADS, foi acompanhada a evolugdo
temporal dos picos em 673, 753, 1002, 1220, 1244,
1339, 1396, 1451e 1544 cm’'. Todos estes picos dos
espectros Raman mostraram variagdes temporais em
suas posicdes e intensidades. Baseado nas dinamicas das
posi¢des dos picos, os resultados foram agrupados em
duas categorias. No grupo I (picos 673, 753, 1396 ¢
1544 cm™), os nimeros de onda dos picos Raman
deslocaram para valores menores ao longo do tempo.
No grupo II (picos 1002, 1220, 1244, 1339 ¢ 1451 cm’
1, os picos mudaram para niimeros de onda superiores.
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20 406 606 800 1006 1206 1406 1605 1800

- K
Numero de Onda, cm

Figura 1: Espectros Raman de uma hemacia aprisionada
por um laser, utilizando 10 mW de poténcia.
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Na Figura 2 ¢ apresentada a evolugdo temporal do pico
753 em’l, do grupo 1. O comportamento transiente dos
picos Raman ¢é determinado pela poténcia do laser,
como mostrado na Figura 2(a). Maiores poténcias do
laser de aprisionamento levam a mudangas mais rapidas
nas posigdes dos picos Raman. Para quantificar o efeito
da poténcia do laser sobre a evolugdo temporal dos
picos Raman, foram ajustadas curvas exponenciais da
forma exp(—t/ty), aos graficos experimentais da
dindmica temporal da posi¢do do pico, linhas na Figura
2(a), sendo T 0 tempo caracteristico de cada dindmica.

Os valores obtidos para 7, em diferentes poténcias do
1

laser, para o pico 753 cm’!, sfo apresentados
graficamente na Figura 2(b).
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Figura 2. (a) Dindmica da variacdo na posi¢cdo do pico
753 cm! (b) e comportamento de T, para diferentes
poténcias do laser.

Os valores de 7, para os picos 673, 753, 1339, e
1451 cm! sdo mostrados na Tabela 1. Nota-se pela
Tabela 1, que os picos Raman possuem diferentes
constantes 7, indicando dinamicas temporais distintas,
para a mesma poténcia do laser. O sinal dos tempos
caracteristicos, positivos e negativos, apresentados na
Tabela 1, indicam um deslocamento dos picos Raman
para numeros de onda menores ou maiores,
respectivamente. Verifica-se também pela Tabela 1, que
o uso de diferentes poténcias do laser de aprisionamento
leva a modificagdes do tempo caracteristico, T,.

Tabela 1: Tempo caracteristico 7, (em segundos) para o
deslocamento dos picos Raman, em fungdo da poténcia
do laser de aprisionamento. Os erros indicam o desvio
padrdo sob as 10 medidas.

Poténcia Tempo caracteristico T (S) dos Picos Raman
do Laser
(MW) 673cm?  753cm?® 1002 cm?® 1451 cmt
22 67 +20 219 + 66 -143+39 -193£55
13 132 +37 452 +76 266+80  -429+118
10 272+ 71 1048 +197  -315+47  -518%116
45 1003+ 189 2121 +549 -1564+389 -2155+300

Pelos resultados apresentados na Tabela 1, observa-
se uma variabilidade significante nos dados. Atribui-se
esta variagdo a fonte doadora das hemacias. Ajustes
temporais foram mais similares para um mesmo doador
em dias diferentes do que para diferentes doadores no
mesmo dia.

Para analisar a reversibilidade das mudangas
espectrais, foram acompanhados os deslocamentos das
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posicdes do pico Raman em uma hemacia exposta a 22
mW de poténcia de laser. Apos cada periodo de medi¢ao
de 1000 segundos foi realizada uma interrupgao do laser
por 15 minutos. Em seguida a hemacia foi exposta ao
laser por mais uma vez durante 1000 segundos, seguido
de uma segunda pausa de 15 minutos (laser desligado).
Por fim, um ultimo periodo exposic¢do de 1000 segundos
foi estabelecido. A Figura 3 mostra o comportamento do
pico Raman de 753 cm™! durante este processo.
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Figura 3: Deslocamento do pico Raman em 753 cm™.
Experimento continuo (vermelho) e com interrupgao
(azul).

Pode-se verificar que a mudanca ndo sO ¢
irreversivel, sem recuperacdo notavel apos 15 minutos
de descanso, mas também que ao se ignorar as lacunas
temporais devido ao descanso, o resultado obtido possui
um comportamento semelhante a dindmica de um
experimento continuo.

O algoritimo de andalise, LADS, permitiu
acompanhar os deslocamentos espectrais dos picos
Raman, como também as variagdes de intensidades dos
picos ao longo do tempo. A Figura 4(a) mostra a
dindmica temporal da intensidade do pico 1451 cm’,
para diferentes poténcias do laser. Os comportamentos
temporais das intensidades dos picos foram descritos
por uma exponencial dupla, com um aumento rapido e
um decaimento lento, como descrito na Equagio (1),

I(t) = Ay exp(—t/Tp) — Azexp(—t/T5) + Az, (1)
com Aj, A; e A; sendo constantes de ajuste € Tg € Tp 0S
tempos caracteristicos de subida e de descida,
respectivamente. Este comportamento ¢ dependente da
poténcia do laser de aprisionamento. A Figura 4(b)
mostra a dependéncia do tempo de subida, 15, em
funcdo da poténcia do laser.
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Figura 4. (a) Dindmicas de variagdo das intensidades
do pico 1451 cm’! e dos (b) tempos de subida, Tg, para
diferentes poténcias do laser.
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Para poténcias de laser menores do que 10 mW,
apenas o comportamento de subida foi observado. Para
poténcias de 2 mW, as pequenas alteragdes na
intensidade dos picos ndo forneceram resultados
robustos para tg. Uma das vantagens do uso de uma
analise multidimensional, obtida com o algoritmo
LADS, ¢ a obtengao simultanea das informagdes sobre a
intensidade e sobre a posi¢do de cada pico do espectro
Raman. A combinagdo destas informagdes pode ajudar a
elucidar os efeitos fotoinduzidos sobre as células. Na
Figura 5 s3o apresentadas simultaneamente as
dindmicas temporais de intensidade e espectral do pico
1451 cm™!' utilizando 10 mW de poténcia do laser.
Observa-se que a intensidade do pico Raman alcanca
seu maximo por volta de 600 s, durante aprisionamento.
Apos este ponto, existe uma deterioracdo lenta da
intensidade do sinal, enquanto a posicdo do pico
permanece praticamente constante. O aumento de
intensidade ¢ a mudanca na posi¢do do pico indicam
uma modificacdo fotoquimica na hemoglobina. No
segundo momento, que ndo possui mudanga na posi¢ao
do pico ou mudangas quimicas na hemacia, a redugdo da
intensidade do pico Raman ¢ um indicativo da
diminui¢do da concentracdo (difusdo) de hemoglobina
na hemadcia.

As variagdes na posicdo e na intensidade do pico,
representadas por T, € Tg respectivamente, sao
indicativos das mudangas quimicas foto-induzidas na
célula, enquanto a dinamica da intensidade do pico,
representada por Tp, indica uma possivel difusdo de
hemoglobina para fora da célula, devido a um provavel
aumento na permeabilidade da membrana celular.
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Figura 5. Comportamento temporal simultineo da
intensidade ¢ da posigdo espectral do pico Raman
centrado em 1451 cm!. Os pontos representam os dados
experimentais ¢ as linhas representam os ajustes
exponenciais.

A Tabela II apresenta os tempos caracteristicos de
subida e de descida obtidos para os picos 673 cm’!
(grupo 1) e 1451 cm? (grupo 1II), para diferentes
poténcias do laser.

Tabela 2: 15 e tp dos picos Raman (em segundos) em
fungdo da poténcia do laser para os picos 673 ¢ 1451
cm’!. Os erros indicam o desvio padrio sob as 10
medidas.
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Poténcia 673 cm? 1451 cm™?
do Laser
(mW) 1s(S) T (S) 15 (S) ™ (S)

22 248+100 435+ 115 133425 1033 + 154
13 302468  1017+293  261+52 1745+ 801
10 440 £ 81 1385+372  500+110 1462 +559
45 1434 + 368 - 2207+ 619 -

Conclusédo

A associagdo da pinca Optica a técnica de
microespectroscopia Raman permite um monitoramento
das modifica¢des quimicas e fisicas de hemacias. Neste
trabalho, com uma analise multidimensional, obtida
com o algoritmo LADS, caracterizou-se mudancas
significativas no espectro Raman de hemacias. Foi
verificado que os danos estabelecidos sdo determinados
pela poténcia do laser utilizado. Verificou-se que as
modificagdes induzidas nas células pelo aprisionamento
optico podem ser irreversiveis. Os resultados obtidos
com este trabalho permitem estabelecer parametros
limites para o uso de pingas Opticas na avaliagdo de
hemacias e entender melhor a interagdo de luz com a
célula aprisionada.
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