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RESUMO
Em2de Outubrode 2018, aReal Academiade Ciéncias da Suéciaanunciou os ganhadores do Prémio Nobel de Fisica.
Dentre os ganhadores, estava o norte-americano Arthur Ashkin, de 96 anos, por sua contribuicdo na invencéo das
pingas Opticas e aplicagdes nas ciéncias bioldgicas. Mas 0 que sdo as pingas opticas? Neste artigo de revisdo
descreveremos o funcionamento desta técnica, seus principios, aplicacdes e perspectivas futuras.
Palavras-chave: Arthur Ashkin, Pingas Opticas, Fisica Biologica.

ABSTRACT
On October 2, 2018, the Royal Swedish Academy of Sciences announced the Nobel Prize in Physics winners.
Among the winners was the American Arthur Ashkin, 96, for his contribution to the invention of optical tweezers
and applications in biological sciences. But what are op- tical tweezers? In this review paper we will describe how
this technique works, its principles, applications and future perspectives.
Palavras-chave: Arthur Ashkin, Optical tweezers, biological physics.

1. INTRODUCAO

O ganhador do Nobel de fisica 2018, Arthur Ashkin nasceu no Brooklyn, Nova York,
em uma familia de origem judeu-ucraniana. Ele estudou fisica na Columbia University em
Nova York e continuou seus estudos na Cornell University em Ithaca, Nova York, obtendo

seu doutorado em 1952.

Ele comecou a trabalhar no Bell Labs em Holmdel, Nova Jersey, onde permaneceu o
resto de sua carreira e fez o seu trabalho premiado com o Nobel. O fendmeno do pingamento
oOptico foi descoberto em 1969 nos laboratérios Bell, junto com alguns colaboradores [1,2].
Duas recentes revisdes sobre o assunto podem ser encontradas nas referéncias [3,4]. Grosso
modo, uma pinga optica consiste em um feixe de laser fortemente focalizado através da

objetiva de um microscopio [1].

Desde o inicio de sua descoberta as pinga opticas foram pincas foram e ainda séo
aplicadas no estudo de uma variedade de sistemas bioldgicos, dentre os quais podemaos citar:
manipulacdo de células individuais [5], estudo de propriedades mecénicas de membranas

celulares [6], formacéo de bolhas (do termo inglés blebs) em células, na formagéo de células
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hibridas, dindmica dos cromossomos durante o processo de mitose, no estudo de proteinas,
como a RNA polimerase [7], no estudo das propriedades mecénicas de biomoléculas, como
0 DNA [8]. Outras importantes aplicacdes dessa técnica podem ser encontradas nas

referéncias [9].

Figura 1 — Arthur Ashkin

Fonte https://www.nobelprize.org/prizes/physics/2018/ashkin/facts/

1.1 Principio teodrico do funcionamento da pinca 6ptica

O principio fisico da pinga dptica consiste em uma competi¢ao de “cabo de guerra”
entre a forca de gradiente e a forga devido a pressao de radiagéo, que atuam sobre o material

dielétrico. A figura abaixo descreve “cabo de guerra”
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Figura 2 - Esquema do aprisionamento da microesfera no foco do feixe de luz, devido ao equilibrio entre duas
forcas que surgem devido aos raios refletidos ( Pressdo de Radiacgdo) e aos raios refratados (Forcga de Gradiente)
sobre a microesfera.

Os raios refletidos produzem uma presséao de radiacdo, engquanto os raios refratados

produzem uma pressdo de gradiente sobre a microesfera.

Para que haja pincamento Gptico, deve haver uma vantagem entre a forca de gradiente
e apressdo de radiacdo. Para que isso ocorra, o indice de refracdo da esfera deve ser maior que
0 do meio que a circunda e o perfil de intensidades do feixe de luz deve ser gaussiano. A figura

2 descreve essas forgas atuando numa microesfera.

A combinacéo destas forcas sobre a microesfera tenderd a aprisiona-la naregido focal
do feixe. Isso s6 ocorre devido a forca devido a pressdo de radiacdo se deve ao fato de que a
luz transporta momento em seus fotons, logo produz forga. Ao incidir sobre um objeto, o
momento linear dos fotons é transmitido aos objetos. Podemos descrever esta interacdo pela

equacéo abaixo:

€y

e
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>
=

onde k é o seu vetor de onda e 7 é a constante de Planck dividida por 2.
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Enviado em: 28/01/2020 - Aprovado em: 03/06/2020




SOUTH AMERICAN JOURNAL
v. 7 n. 1 (2020): Edicéo: jan/abr p. 78-93

of Basic Education, Technical and Technological ISSN: 2446-4821

Onde C é a velocidade da luz, w é a frequéncia angular da luz incidente e E = hw
é aenergiade cada foton. Para N fotons, teremos que E;,; = Nhw A forga total exercida por
um feixe com N fétons por segundo incidindo sobre a microesfera pode ser obtida a partir da

equacéo (2). Usando a 2a Lei de Newton, teremos

F= d_P _ i (Etot) _ Piot (3)
dt dt\ c c

onde P;,; é apoténciado feixe incidente. Deste modo, podemos estimar o valor da for¢a

na equacdo (3), como sendo

1x 1071w 4
Fz—mz10_11N=1OpN ()
3 X108?

De fato, em experimentos com pingas épticas, as forcas estdo na escala de pico-
Newton. Para compreendermos de forma qualitativamente o funcionamento da pinca Optica,

devemos analisar as forcas que atuam na microesfera.

Como ja descrevemos anteriormente, essas forcas sdo pressao de radiacdo e forca
de gradiente. A pressdo de radiacdo, surge sempre que a luz € refletida ou absorvida ao
incidir numa interface entre dois meios. A expressdo para a forca de radiacdo, devido a um

raio, pode ser escrita como:

F PRaio (5)
%

p=-" (6)
Nm

onde Pgqi, € a poténcia do raio e n,, é o indice de refragdo do meio de incidéncia. A figura

abaixo descreve a pressao de radiacdo em uma microesfera.
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Figura 3 — Esquema de ac¢do da pressdo de radiacdo. A forc¢a resultante neste caso, age empurrando a
microesfera no sentido de incidéncia do feixe. enda

Agora vamos descrever a outra forca que aparece no pingcamento optico. Esta forca surge
devido ao fato do momento linear total do sistema raio-objeto ter que ser conservado.

O raio de luz, ao refratar em um objeto, em geral é desviado de sua trajetdria original se
os indices de refracdo do meio de incidéncia e do objeto forem diferentes.

Com isso, o raio refratado tera um momento linear em uma direcdo diferente do raio
incidente. Entdo, pela 22 Lei de Newton, o objeto sofrera uma variacdo de momento de mesmo
maodulo e sentido contrario a variacdo de momento do raio.

Uma vez que a microesfera possui massa, entdo consequentemente surgird uma forca
sobre ela para fazer variar seu momento. Toda nossa analise acima foi feita para um unico raio.

A figura abaixo descreve a forca de gradiente que atua na microesfera.
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Figura 4 — Esquema de acdo da forca de gradiente em acéo numa microesfera a) abaixo da regido do foco e b)

acima da regido do foco. A forga neste caso age empurrando a microesfera na direcéo do foco.

Imaginemos que Vvarios raios atinjam a microesfera, de forma que cada raio incidente
da origem a um raio refletido e um raio refratado. Como ja descrevemos os raios refletidos
dardo origem a pressdo de radiacdo, enquanto os raios refratados dardo origem a forcas
semelhantes as citadas no paragrafo anterior para que ocorra a o pingamento a forca de
gradiente tem que ser maio que a pressdo de radiacao.

Toda discussao acima foi feita no limite da dptica geométrico [2]. Nesse regime, o

raio da microesfera € muito maior que o comprimento de onda da luz (a > 4).

2. MONTAGEM EXPERIMENTAL DA PINCA OPTICA

Para construcao de uma pincga dptica séo necessarios basicamente trés equipamentos.
Um microscopio, ou mais especificamente, uma objetiva de microscépio de grande aumento
e grande abertura numérica e um laser competéncia da ordem de décimos de watt montados

sobre uma mesa estabilizada para filtrar as vibragfes mecanicas do ambiente.

A figura 5 descreve a montagem experimental utilizada para realizagcdo das medidas
com a pinga optica no laboratorio fisica biologica da Universidade Federal de Vicosa - UFV

coordenada pelo professor Marcio Santos Rocha.

A regido entre as linhas pontilhadas representa 0 microscopio Nikon Eclipse T i-s,

com oéptica corrigida no infinito, objetiva de 100X e abertura numérica (A abertura numérica

Enviado em: 28/01/2020 - Aprovado em: 03/06/2020




SOUTH AMERICAN JOURNAL

_ N _ _ v. 7 n. 1 (2020): Edicéo: jan/abr p. 78-93
of Basic Education, Technical and Technological ISSN: 2446-4821

é um parédmetro fornecido pelo fabricante da lente e, quanto maior o seu valor,maior sera a
abertura do cone de luz focalizado e, consequentemente, mais forte seré a forca de gradiente,
responsavel pelo pingcamento 6ptico.) N A =1,4. A objetiva, possui uma alta abertura
numérica, e ela tem a funcdo de focalizar o feixe de laser infravermelho e prender as

microesferas na regido focal.

A radiacdo € emitida por um laser infravermelho (IV), modelo IPG Photonics YLR-
5-1064-LP, com poténcia méxima de 6,0 W, A = 1064 nm e operando no modo TEMoo. Ej,
E>, Es e E4 sdo espelhos, onde E; e E> permitem uma precisdo maior no alinhamento da pinca
Optica, E3 € um espelho dicroico e E4 permite que o laser chegue até a outra saida do
microscopio. F1 representa uma associacao de filtros que permite controlar o valor da cons-

tante de forca da pinca dptica e, consequentemente, o0 modulo da forca dptica aplicada.

Microscopio

Monitor

Controlador

Laser IV

Figura 5 — Montagem experimental

O motor piezoelétrico, representado na Figura 5, é o responsavel por deslocar. O

estagio do microscopio e, consequentemente, a laminula com precisdo nanométrica.

A lente Ly, representa o condensador do sistema de iluminacdo do microscépio.
Abaixo da lente L1 esta representado o pogo de potencial gerado pela pinga Optica, o sistema

de referéncia utilizado e a nossa solugdo de DNA e microesferas.

Note que estamos representando a situacdo na qual uma das pontas da molécula de
DNA se encontra adsorvida na microesfera e a outra ponta adsorvida na laminula, que é o

NOSSO porta amostras.
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Aalturahrepresentaadistancia do centro de massa da microesfera pingada em relacéo
a laminula. Finalmente, nas duas saidas do microscopio sdo conectadas duas cameras CCD,
modelos Jai BM-500GE e Jai CV-A50IR, que enviam as imagens até o monitor e ao

computador, permitindo assim que todo o experimento seja monitorado.

2.1 Calibrac&o da Pinca Optica

Podemos observar que quando aprisionamos um objeto na pinga dptica, temos um
graude liberdade nastrés dimensdes, mas sera que a forca que atuanamicroesfera tem a mesma
intensidade em todas as direcdes? Ao fazer qualquer tipo de medida usando a pinga Optica o
equipamento tem que estar calibrado em relacdo aos deslocamentos da microesfera
[10,11,12].

Nesse momento vamos descrever um pouco sobre a teoria de calibracdo de pinca
Optica é uma linha de pesquisa ativa nessa, vamos descrever um procedimento classico de
calibracdo, conhecido como método de Stokes que é usado em varios laboratorios [13].

Esse método consiste em deslocar a laminula do microscépio com velocidade v
constante e medir a nova posi¢do de equilibrio da microesfera. A microesfera é presa no poco
de potencial gerado pela da pinca dptica é um oscilador harmdnico browniano, devido ao
movimento dentro deste poco de potencial, que é harménico para pequenos deslocamentos
em relacdo a posicao de equilibrio abaixo descreve como se comporta a microesfera no pogo

de potencial.

A figura 6 descreve uma situacao na qual a microesfera se encontra em repouso no
ponto de equilibrio no poco de potencial. Nesse caso, como 0 piezo que movimenta a
laminula esta em repouso, entdo a velocidade média, v da microesfera é nula e,

consequentemente, a forga de Stokes média também € nula.
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Figura 6 — Temos a microesfera aprisionada na posi¢ao de equilibrio no pog¢o de potencial. (b) Com

acionarmosdo piezoelétrico, a microesfera € empurrada pelo fluido e fica em equilibrio em uma nova posicao

no pogo depotencial. Nessa posigao, a for¢a de Stokes ﬁs é igual, em maédulo, a forca optica ﬁop_

Como ja mencionado a microesfera presa no poco de potencial da pinca dptica se
comporta como um oscilador harménico browniano, estando sujeito a forca Optica
restauradora e a forca aleatoria devido a interacdo com o fluido. A Figura 6(b), mostra a
situacdo na qual a laminula se movimente com uma velocidade constante, v, movimentando

fluido no qual as microesferas estdo imersas.

Esse deslocamento do fluido origina uma forga de atrito, chamada de forca de Stokes,
que faz com que a microesfera atinja uma nova posicao de equilibrio dentro do poco de
potencial. Nessa nova posicao de equilibrio a forca de Stokes tem 0 mesmo médulo, a forca

Optica gerada pelo laser. A forca de Stokes pode ser escrita como:

onde y € o coeficiente de atrito viscoso e v é a velocidade. O coeficiente de atrito

viscoso sobre uma microesfera em solucéo aquosa e dada pela expressao aproximada [14].
9 say 1,a\3 45 ,a\* 1 as1! (8)
v=vo[t- () +50) 26 ®) ~16n |

onde a é o raio damicroesfera, h € a distancia de seu centro em rela¢do a lamina, e
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Yo = 6mnga €©)

onde n, € a viscosidade da agua (meio onde asmicroesferas se encontram). A
viscosidade de um material depende fortemente da temperatura. Podemos determinar o valor
da viscosidade da agua como fungdo da temperatura usando a equacdo empirica [15].

ng = 1072 [0,26 + 1,51 exp (_Z—t;)] (10)

Onde t. € a temperatura em graus Celsius e a viscosidade neste caso é en- contrada na

unidade Pa.s. Na nova posi¢do de equilibrio, mostrada na Figura 6 (b), podemos escrever que,

em médulo, Fyp = 17"5, ou seja

KAyp =YV (11)
Isolando A, , temos que :
Ay =~ (12)
Kx

Sabendo o valor da temperatura, a equacdo (10) € utilizada para descobrir o valor da
viscosidade. O valor do raio da microesfera ja vem informado pelo fabricante é 1,5u. A altura
h é encontrada deslocando-se o foco do microscopio onde, inicialmente, focalizamos o fundo
da laminula e, na sequéncia, ajustamos o foco do microscopio até a altura h desejada.

Por ultimo, essa altura h é multiplicada pelo indice de refracéo relativo da agua e do vidro, o
que fornece o valor real da altura do centro da microesfera em relagdoa laminula.

Para descobrir o valor de A,,,, todo o experimento é filmado utilizando-se o programa
StreamPix, que faz a captura das imagens formando um video. Vamos dividir o procedimento
em duas partes. A primeira iniciamos uma gravagdo com a microesfera em repouso dentro do
poco de potencial gerado pela pinga.

Iniciamos o video com a microesfera parada dentro do poco de potencial da pinca,

afim de encontrar a posicao do centro de massa da microesfera quando ela se encontra como
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mostrado na Figura 6(a), ap6s aproximadamente 5 segundos, 0 piezo que movimenta a
laminula é acionado com uma determinada velocidade e amicroesfera atinge a nova posi¢ao

de equilibrio, como mostrado na Figura (b).

Utilizando o programa ImageJ, que fornece os valores do centrdide da microesfera em
funcdo do tempo, é possivel determinar o valor de A,,,. Todo esse procedimento € repetido
para diferentes valores da velocidade do piezo que desloca a laminula. A Figura 7 mostra o
grafico obtido parao A,, em funcéo da velocidade v do piezo, conforme o procedimento
descrito acima. A equacdo (11) foi, entdo, utilizada para ajustar os pontos experimentais da
Figura?7.

Em nossos experimentos, a constante de forga obtida foi deaproximadamente 3,5
Np/um, que faz com que a faixa de forgas aplicadas ao DNA, durante todo o estiramento
da molécula, esteja dentro do regime entropico.

De fato, essa faixa de forcas gera grandes vantagens no nosso caso, entre as quais
podemos citar: O modelo WLC, de Marko e Siggia, utilizado para ajustar os graficos de forca
x extensdo, s pode ser utilizado no regime de baixas forcas (< 5 pN), que é chamado regime
entrdpico, logo, € esperado que tal equacdo descreva melhor os experimentos realizados no
limite de baixas forgas.

O equilibrio quimico entre a molécula de DNA e os compostos ndo é considera-
velmente alterado nesse regime de forcas [11]. E bem estabelecido, hoje em dia, que no
regime entalpico (altas forcas) podem modificar o equilibrio qui- mico entre a molécula de

DNA e os farmacos em solucdo. De fato, recentemente [16].

Mostraram que importantes parametros de interacdo dependem fortemente das forgas
aplicadas aos complexos DNA - farmacos [16] e, portanto, € esperado que algumas
propriedades mecanicas desses complexos, como por exemplo, o comprimento de
persisténcia, A, e de contorno, L, sejam tambem dependentes do regime de for¢as empregado,
uma vez que elas dependem da quantidade de farmacos ligado ao DNA.
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Figura 7 — Gréfico descreve o processo de calibra¢do da pinga Optica via método de Stokes.

3. APLICACOES DA PINCA OPTICA

Sdo inumeras aplicagdes, vamos dar énfase em algumas areas, priorizando sistemas

bioldgicos e nanotecnologia.

3.1 Aplicacéo em alguns sistemas bioldgicos

Muito cedo na histéria das pingas dpticas Ashkin et al. Mostrou que materiais bioldgicos
poderiam ser capturados sem um dano a amostra usando laser na faixa do infravermelho [1].
Estudos de moléculas tnicas [11,17,18] a biofisica celular [19,20].

Nessa secdo, consideraremos uma aplicagdo particularmente bem-sucedida, na
investigacdo e determinacdo das propriedades mecanicas e elasticas de celulas sanguineas
(hemacias), DNA, RNA e etc.

No Brasil podemos destacar alguns grupos como: Fisica Bioldgica na Universi- dade
Federal de Vicosa (UFV), liderado pelo professor Marcio Santos Rocha, onde nos ultimos dez
anos vem contribuindo no estudo de moléculas Unicas com publicacbes relevantes na area,
principalmente na caracterizacdo de farmacose ligantes interagindo com o DNA [11,17].

A professora Adriana Fontes vinculada ao departamento de Biofisica e Ra- diobiologia
da Universidade Federal do Pernambuco (UFPE), que usa ferramentas biofotonicas (pinga
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Optica e pontos quanticos) na caracterizacdo de propriedades biofisicas de células vivas, tais
como: hemaécias e protozoérios [21].

Grupo de Fisica Bioldgica da Universidade Federal de Minas Gerais, que por muitos
anos foi liderado pelo professor Oscar Nassif de Mesquita, e atualmente o Professor Ubirajara
Agero Batista é quem lidera o grupo de pesquisa. O foco da pesquisa é o estudo da técnica de
desfocalizacdo para avaliar a importancia da motilidade do citoesqueleto na dindmica de

processos celulares, como a fagocitose exibida por macrofagos.

3.2 Teoria de Pinca Optica

Ateoria de pinca 6ptica mais completa foi desenvolvida pelo grupo de pesquisa da UFRJ
desenvolvida pelos pesquisadores Mazolli, Maia Neto e Nussenzveig.

A teoria MDSA de pincas Opticas é a mais geral que existe na atualidade, podendo ser
usada para esferas em qualquer faixa de tamanho. Ela também leva em conta a condi¢do seno
de Abbe, séo: objetivas modernas ndo séo lentes simples, mas sim um conjunto de lentes
associadas.

Para melhorar a qualidade da imagem do sistema, essas objetivas sdo construi- das de
forma a satisfazer a chamada condicao seno de Abbe. Segundo esta condic&o, o raio da abertura
circular da objetiva R esté relacionado com a distancia focal f através da expressdo R = fsen#,
onde é metade do angulo de abertura do feixe (conico), focalizado pela objetiva.

Para uma lente convencional, esta relacdo seriaR = ftgf. Uma discussdo mais
detalhadasobreacondigdo seno de Abbe pode serencontradanas referéncias [22] .

E importante salientar que, nos limites assint6ticos, a teoria MDSA se reduz aos casos
anteriores (OG para microesferas grandes e Rayleigh para microesferas pequenas). Maiores
detalhes sobre a teoria, bem como o detalhamento dos calculos, podem ser encontrados nas
referéncias [15,22].

3.3 AplicacGes em materiais

Nas ultimas décadas, muito esfor¢o foi dedicado a fabricacdo de maquinas nas escalas
microscopicas, muitas vezes inspiradas em sistemas biolédgicos [23].

Para o desenvolvimento dessa tecnologia as pingas épticas séo de extrema importancia
para producdo destes nano dispositivos. Neste contexto, pingas dpticas sdo uma ferramenta
poderosa para montar micro e nanodispositivos gracas a sua capacidade de manipulacdo sem
contato invasivo [4,22,23,24,25].
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Além disso, eles sdo capazes de aplicar e detectar forcas e torques extrema- mente
equenos na ordem de (femtonewton). Podemos afirmar que nesta escala qualquer avanco
tecnoldgico para construgdo de microdispositivos, as pingas Opticas sdo essenciais para tal

desenvolvimento.

4. CONSIDERACOES FINAIS

O atual Nobel de fisica Arthur Ashkin desenvolveu a técnica experimental de
aprisionamento micro objetos que se tornou uma ferramenta essencial para manipula- ¢ao de
varios sistemas bioldgicos, corroborando para compreensdo de diversos temas cientificos, ja
citados.

Aqui discutimos alguns aspectos fundamentais da teoria e experimental pratica de pingas
Opticas com foco em uma selecdo de aplicacGes em biologia.

Alguns grupos de pesquisas brasileiros que utilizam a técnica de pingamento Optico,
vinculados as universidades: (Universidade Federal de Vigosa - UFV, Universidade Federal de
Minas Gerais- UFMG, Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ e Universidade Federal
do Pernambuco- UFPE), tiveram e tem um papel importante para o fortalecimento da técnica
devido ao numero de artigos relevantes naérea.

Depois de quase 50 anos desde as experiéncias pioneiras de Arthur Ashkin em forcas
Opticas em microparticulas, esse campo empolgante ainda esta ganhando forca se expandindo a

cada dia e sendo aplicada em pesquisas de alto fator de impacto para comunidade académica [26].
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