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Resumo
Esta tese aborda as aplicações das técnicas de óptica não linear em diferentes tipos

de materiais. Sobretudo abordamos as aplicações da geração de segundo harmônico e mistura

de quatro ondas em materiais bidimensionais da família dos dicalcogenetos de metais de

transição. Além disso, utilizamos técnicas de espectroscopia Raman e Raman estimulado para

identificação de depósitos de proteína beta-amiloide no cérebro de camundongos

geneticamente modificados para desenvolver a doença de Alzheimer.

No primeiro caso utilizamos a geração de segundo harmônico, que é um efeito de

óptica não linear de segunda ordem, e da mistura de quatro ondas, fenômeno de terceira

ordem, para identificar ressonâncias com os éxcitons de monocamadas de MoS2, MoSe2 e

WS2. Além disso, utilizamos essas mesmas técnicas para medir e caracterizar a

susceptibilidade elétrica desses materiais dentro e fora da ressonância dos éxcitons. Esses

resultados foram comparados com valores experimentais medidos por diferentes técnicas

ópticas disponíveis na literatura.

Para o caso dos materiais biológicos, estudamos as placas formadas pelo acúmulo

de beta-amiloide no cérebro dos camundongos. Realizamos além de medidas de Raman

convencional para caracterizar as placas, a geração de segundo harmônico, a

autofluorescência por excitação de dois fótons, a fluorescência por excitação de dois fótons

utilizando marcadores, com o intuito de observar as placas bem como determinar sua

composição. Além disso, utilizamos técnicas de Raman estimulado, nesse caso o SRS

(Stimulated Raman Scattering) e o CARS (Coherent anti-Stokes Raman Scattering), com a

finalidade de reduzir o tempo de exposição do material em relação ao hiperespectro Raman

convencional para detectar placas relativas a picos Raman específicos. Com base nos

resultados destas diferentes técnicas fomos capazes de diferenciar os animais por idade

utilizando a técnica de análise de componente principal. Um outro aspecto do estudo foi

combinar as análises de SRS com medidas de fluorescência por excitação de dois fótons

marcando células da glia com o intuito de diferenciar as células que participam da formação

da placa amiloide.

Palavras-chave: Óptica não linear. Materiais 2D. Materiais biológicos. Raman.



Abstract
This thesis addresses the applications of nonlinear optical techniques in different

materials. We address the applications of second-harmonic generation and four-wave mixing

in 2D materials belonging to the class of transition metal dichalcogenides. Moreover, we have

used Raman Spectroscopy and Stimulated Raman techniques to identify deposits of

beta-amyloid protein in the brain of mice genetically modified to develop Alzheimer's

disease.

In the first case, we used the second-harmonic generation, a second-order optical

effect, and four-wave mixing, a third-order optical phenomena, to identify the éxciton

resonances of monolayer MoS2, MoSe2, and WS2. In addition, we have used these techniques

to measure and characterize the electrical susceptibility of these materials in and out of

resonance with éxciton states in these materials.

In the case of biological materials, we have studied the plaques formed by the

accumulation of beta-amyloid in the brain of mice. We have performed Raman Spectroscopy

measurements to characterize the plaques, and, second-harmonic generation, two-photon

excited autofluorescence, and two-photon excited fluorescence with fluorescent labels, to

observe the plates and to determine their composition. In addition, we used stimulated Raman

techniques, such as SRS (Stimulated Raman Scattering) and CARS (Coherent anti-Stokes

Raman Scattering), to reduce the exposure time compared with conventional Raman

spectroscopy measurements to detect plaques related to specific Raman peaks. Based on the

application of the different techniques, we have differentiated the animals by age using the

principal component analysis technique. Another aspect of the study was to combine SRS

analysis with two-photon excited fluorescence measurements by labeling glial cells to

determine which cells participate in the beta-amyloid plaque formation.

Keywords: Nonlinear optics. 2D materials. Biological materials. Raman.
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1. Introdução
Desde o desenvolvimento dos lasers, iniciou-se a utilização dessa nova fonte de luz

coerente em experimentos de óptica não linear [1,2]. A partir disso, nos últimos anos, com o

desenvolvimento de novos tipos de fontes de luz e de detectores mais precisos, uma variedade

de novos efeitos não lineares, sobretudo de segunda e terceira ordem, tiveram a possibilidade

de ser realizados e, mais que isso, serem utilizados como uma nova ferramenta para o

desenvolvimento tecnológico, seja nas aplicações de óptica não linear em sistemas de

telecomunicações [3], seja como ferramenta de diagnóstico [4], fabricação de dispositivos [5],

ou mesmo para caracterização de novos materiais [6,7].

Devido a esses avanços supracitados, o intuito deste trabalho é demonstrar as

aplicações de alguns tipos de efeitos ópticos não lineares e como podemos extrair informações

importantes de diferentes amostras utilizando-se dessa ferramentaria. Num primeiro momento

este trabalho abordará o uso da geração de segundo harmônico (Second-harmonic Generation,

SHG) e da mistura de quatro ondas (Four-wave Mixing, FWM), técnicas de segunda e terceira

ordem respectivamente, para identificar as energias dos éxcitons e tríons em semicondutores

2D pertencentes à família dos dicalcogenetos de metais de transição (Transition Metal

Dichalcogenides, TMD).

Este tipo de estudo se revela importante pois os dicalcogenetos de metais de transição

apresentam propriedades que podem ter aplicações na eletrônica e optoeletrônica,

principalmente por serem semicondutores de gap direto quando estão na forma de

monocamadas [8–13]. A presença de um gap de energia na região do visível e infravermelho

próximo abrem portas para que diversas técnicas ópticas sejam usadas para determinar as

propriedades físicas desses materiais, além de aplicações que eplorem essa condição. Um

outro ponto de destaque é que foi demonstrado que estes materiais apresentam fortes respostas

ópticas não lineares [14], podendo ter aplicações na área da engenharia para a construção de

fibras óptica, e amplificadores de sinais [5,15–17].

Dessa forma, um dos objetivos desta tese é estudar as mudanças nas propriedades

ópticas não lineares desses materiais na presença de éxcitons. Verificamos que as

susceptibilidades elétricas de segunda e terceira ordem são aumentadas próximas às energias

dos éxcitons desses materiais. Além disso, a quantificação dessas susceptibilidades em
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ressonância com éxcitons em monocamadas foi feita pela primeira vez na literatura. Medidas

de fotoluminescência (Photoluminescence, PL) e espalhamento Raman convencional (Raman

Scattering, SpRS) foram utilizadas para validar a posição da energia dos éxcitons e garantir a

determinação do número de camadas dos materiais.

Num segundo momento, outras técnicas foram utilizadas para medidas de materiais

biológicos, técnicas que utilizam os fenômenos de SHG, fluorescência por excitação com dois

fótons (Two-photon Excited Fluorescence, TPEF), espalhamento Raman convencional,

espalhamento Raman anti-Stokes coerente (Coherent anti-Stokes Raman Scattering, CARS) e

o espalhamento Raman estimulado (Stimulated Raman Scattering, SRS) foram exploradas

com esse intento. Neste trabalho foram realizadas medidas de placas beta-amiloide,

associadas à doença de Alzheimer, em cérebros de camundongos geneticamente modificados.

Para essa análise foi necessário medir o espectro Raman do tecido saudável e compará-lo ao

tecido encontrado nas placas, com a finalidade de encontrar as diferenças no espectro desse

tipo de estrutura que a diferenciam de um tecido saudável [18]. À partir desse resultado foi

possível aplicar outras técnicas para a caracterização das placas, como a TPEF, SHG, CARS,

SRS, e determinar o que cada um desses fenômenos pode nos informar a respeito da

constituição dessas placas [19]. Posteriormente à esses experimentos usamos o TPEF e SRS

para determinar quais os tipos células cerebrais que estão presentes no halo da placa formada

pelo acúmulo de beta-amiloide, além disso foi possível, através de métodos computacionais,

separar os animais por idade, pelas diferenças no espectro Raman das placas existentes em

cada grupo.

Dessa maneira, este trabalho visa demonstrar a capacidade das técnicas ópticas não

lineares de extrair informações relevantes em diferentes tipos de amostra, seja com um menor

tempo de aquisição, ou devido a uma resposta mais intensa e com a capacidade de

caracterizá-los através de suas propriedades específicas, demonstrando assim a utilidade

dessas técnicas e sua capacidade de aplicação em diferentes áreas de estudo.

Este trabalho está organizado em cinco capítulos onde este é o primeiro capítulo

introdutório, à seguir temos o segundo capítulo que aborda os princípios das técnicas ópticas

não lineares usadas para realizar os experimentos. No capítulo três trataremos dos

experimentos realizados em TMDs próximo às energias dos éxcitons nas monocamadas destes

materiais. No capítulo quatro trataremos dos experimentos em tecidos biológicos, mais
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especificamente em cortes de cérebro de camundongos geneticamente modificados para

desenvolver a doença de Alzheimer, ou seja, que apresentam depósitos de placas

beta-amiloide no cérebro. Por fim, no capítulo cinco serão apresentadas as considerações

finais e as perspectivas deste trabalho.
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2. Técnicas ópticas aplicadas
A interação da luz com a matéria pode ser descrita em termos da polarização que um,

ou mais, campos elétricos incidentes causam no meio material. Em regimes de baixas

intensidades dos campos elétricos predominam os efeitos de polarização lineares, porém

quando em regimes de mais alta intensidade dos campos elétricos, podem existir termos

associados a uma polarização não linear [20,21]. Seguindo a referência [22], temos as

equações que se seguem à partir da equação 2.1.

𝑷(𝒓,𝑡) = 𝑷𝑳(𝒓,𝑡) + 𝑷𝑵𝑳(𝒓,𝑡) , (2.1)

onde P é a polarização total, PL é o termo linear e PNL é parte não linear. Podemos escrever

essa última como:

𝑃𝑵𝑳,𝑖 = Ɛ0 ,                                (2.2) 
𝑗,𝑘
∑ 𝜒

𝑖𝑗𝑘
(2) 𝐸

𝑗
𝐸

𝑘
 +

𝑗,𝑘,𝑙
∑ 𝜒

𝑖𝑗𝑘𝑙
(3)  𝐸

𝑗
𝐸

𝑘
𝐸

𝑙
 +  ...( )

onde, temos a permissividade elétrica do vácuo (ε0) no primeiro termo temos a polarização de

segunda ordem, associado ao χ(2) que é a susceptibilidade de segunda ordem, com seus

respectivos campos elétricos incidentes (Ej e Ek). Este termo é responsável pelos efeitos de

segunda ordem como, por exemplo, a geração de segundo harmônico. Já o segundo termo será

a polarização de terceira ordem, associado ao χ(3) que é a susceptibilidade de terceira ordem,

com seus respectivos campos elétricos incidentes, que está associada aos fenômenos de

terceira ordem, como a mistura de quatro ondas, o que inclui o espalhamento Raman

anti-Stokes coerente (CARS) e o espalhamento Raman estimulado (SRS), “i, j, k”

representam as coordenadas cartesianas.

2.1. Geração de segundo harmônico (SHG)

A técnica da geração de segundo harmônico (second harmonic generation, SHG)

acompanha o surgimento do laser, que data de 1960 [1,23], pois só uma fonte de campo
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elétrico intensa poderia gerar efeitos não lineares. Além disso o SHG foi o primeiro efeito de

óptica não linear observado já em 1961 por Franken et. al quando foi observado uma emissão

com o dobro da frequência (metade do comprimento de onda) ao focar um feixe intenso de

laser de rubi de 694,3 nm em um cristal de quartzo e um feixe de 347,2 nm foi produzido [2].

De fato, observando a primeira parte da equação 2.2 temos o termo da polarização não linear

de segunda ordem P(2), que, em termos escalares, podemos escrever como [20]:

𝑃(2) = Ɛ0 𝜒(2)𝐸2 . (2.1.1)

Admitindo que exista um campo elétrico incidente de alta intensidade com frequência 𝜔 da

forma:

𝐸(𝑡) = 𝐸𝑒−𝑖𝜔𝑡 + 𝐸*𝑒𝑖𝜔𝑡 , (2.1.2)

se substituímos então 2.1.2 em 2.1.1 temos que a polarização de segunda ordem assume a

forma:

𝑃(2)(𝑡) = 2Ɛ0 𝜒(2)𝐸𝐸* + Ɛ0 𝜒(2)𝐸2 𝑒−𝑖2𝜔𝑡 + c.c.   ,                               (2.1.3)

onde, c.c. é o complexo conjugado da expressão, já o primeiro termo da expressão é associado

ao fenômeno da retificação óptica, ou seja, um campo estático do material, o segundo termo é

a geração de um efeito com o dobro da frequência do campo incidido, que é conhecido como

geração de segundo harmônico [20,24], esse efeito pode ser ilustrado pela figura 2.1.1, que

mostra o fenômeno da geração de um feixe com o dobro da frequência, a partir da incidência

de dois feixes, em (a) e o diagrama de energia do processo em (b) à seguir.

Figura 2.1.1: (a) Dois campos de frequência 𝜔 gerando um sinal com o dobro da frequência, quando
interagem com um meio não linear. (b) Diagrama de energia do processo de SHG.

Pela equação 2.1.1 também podemos demonstrar porque a geração de segundo

harmônico não ocorre em materiais centrossimétricos, pois, uma vez que aplicamos uma
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inversão no campo elétrico 𝐸(𝑡) → −𝐸(𝑡), as cargas vão se deslocar no sentido oposto, por

isso, teremos 𝑃(𝑡) → −𝑃(𝑡), então teríamos pela equação 2.1.1:

𝑃(2)(𝑡) = Ɛ0𝜒(2)𝐸2(𝑡) , (2.1.4)

−𝑃(2)(𝑡) = Ɛ0𝜒(2)(−𝐸(𝑡))2. (2.1.5)

Porém, para materiais centrossimétricos a equação 2.1.4 deveria ser igual a 2.1.5 e

para que ocorra essa igualdade, obrigatoriamente temos que 𝜒(2) = 0 [20,21].

2.2. Mistura de quatro ondas (FWM)

A mistura de quatro ondas é a geração de um campo eletromagnético pela combinação

de outros três, portanto é um fenômeno ligado à óptica não linear de terceira ordem. Todos os

fenômenos dessa natureza são chamados de FWM, como por exemplo, o CARS. Agora

utilizando a segunda parte da polarização não linear da equação 2.2, podemos descrevê-la

como a polarização de terceira ordem e podemos escrevê-la da seguinte maneira, como

observado na referência [22]:

𝑷𝑵𝑳
(3)(𝑡) = Ɛ0𝜒(3)𝑬3(𝑡). (2.2.1)

Assumindo, um campo elétrico incidente de alta intensidade descrito como:

𝑬(t) =𝑬1𝑒−𝑖 𝑡 +𝑬2𝑒−𝑖 𝑡+ 𝑬3𝑒−𝑖 𝑡+ c.c. , (2.2.2)𝜔
1

𝜔
2

𝜔
3

onde ω1, ω2, ω3 são as frequências dos campos incidentes e c.c. é o complexo conjugado da

expressão. Calculando então 𝑬3(t), obtemos várias combinações de frequências, que

chamaremos de ω4, mostradas a seguir:

𝜔1, 𝜔2, 𝜔3, 3𝜔1, 3𝜔2, 3𝜔3, (2.2.3)

(𝜔1 + 𝜔2 + 𝜔3 ), (𝜔1 + 𝜔2 − 𝜔3 ), (𝜔1 + 𝜔3 − 𝜔2 ), (𝜔2 + 𝜔3 − 𝜔1 ),

(2𝜔1 ± 𝜔2 ), (2𝜔1 ± 𝜔3 ), (2𝜔2 ± 𝜔1 ), (2𝜔2 ± 𝜔3 ), (2𝜔3 ± 𝜔1 ), (2𝜔3 ± 𝜔2 ).

Cada uma dessas combinações está associada a um processo não linear de terceira

ordem diferente. Os tipos de “mistura” que vão nos interessar neste trabalho são os que geram

a mistura de quatro ondas degenerada (Degenerated Four-Wave Mixing, DFWM), que são as

combinações do tipo (ω1+ω3−ω2), quando ω1 e ω3 são degenerados, transformando-se na

combinação (2ω1−ω2) [22], como podemos ver na figura 2.2.1 que mostra em (a) o fenômeno
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da geração de um campo de frequência 2ω1−ω2, a partir da incidência de três feixes intensos

sendo dois deles degenerados, e em (b) temos o diagrama de energia do processo mostrado à

seguir.

Figura 2.2.1: (a) Três campos, dois  de frequência 𝜔1 e um de frequência 𝜔2, gerando um sinal
com frequência 𝜔4, quando interagem com um meio não linear. (b) Diagrama de energia do processo

do DFWM.

A partir das equações 2.2.1, 2.2.2 e 2.2.3, a polarização induzida com os termos de

mistura de frequência (ω1+ω3−ω2, 2ω1−ω2, 2ω3−ω2) são dados por:

𝑃1
(3) (𝜔1 + 𝜔3 − 𝜔2 ) Ɛ0𝜒(3)𝐸1𝐸3𝐸2

* , (2.2.4)∝

𝑃2
(3) (2𝜔1 − 𝜔2 ) Ɛ0 𝜒(3)𝐸1

2𝐸2
* ,∝

𝑃3
(3) (2𝜔3 − 𝜔2 ) Ɛ0𝜒(3)𝐸3

2 𝐸2
* .∝

Porém, para o caso degenerado (ω1 = ω3) temos ω1+ω3−ω2 = 2ω1−ω2 = 2ω3−ω2, assim

teremos uma polarização total que chamaremos de PT
(3) descrita como:

PT
(3)(2ω1−ω2)= P1

(3) + P2
(3) + P3

(3) Ɛ0 𝜒(3) 𝐸1
2 𝐸2

* ,                           (2.2.5)∝

A partir desse resultado podemos relacionar a intensidade da resposta não linear de

terceira ordem que chamamos de FWM nesse trabalho com os campo incidentes juntamente

com a susceptibilidade elétrica de terceira ordem.

2.3. Raman convencional e estimulado (SpRS, CARS e SRS)

O espalhamento Raman foi observado inicialmente pelo físico indiano Chandrasekhara

Venkata Raman em 1927 [25,26], que observou que uma fonte de luz que incide sobre um

material espalha, não somente luz na mesma energia do campo incidente, mas, também, uma
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parcela de luz com maior (espalhamento anti-Stokes) e menor (espalhamento Stokes) energia

que o campo incidente, com energias diferentes para cada tipo de ligação do material, como

podemos ver na figura 2.3.1-a, onde temos um campo ωP incidente que gera o próprio ωP

(espalhamento Rayleigh) mas também os espalhamentos ωS (Stokes) e ωaS (anti-Stokes). Este

fenômeno ficou conhecido como espalhamento inelástico da luz, ou também, espalhamento

Raman. O diagrama do espalhamento elástico (Rayleigh), inelástico Stokes e anti-Stokes

Raman da figura 2.3.1-b mostra a transição de um elétron no nível eletrônico fundamental e,

quando excitado por um campo eletromagnético ωP, passa para um estado virtual excitado e

em seguida decai para o nível eletrônico fundamental novamente, emitindo um outro campo

eletromagnético com mesma energia ωP (espalhamento Rayleigh).

Porém, no caso dos sólidos, dentro dos níveis eletrônicos, podem existir níveis

vibracionais do material ativos em Raman. Portanto, o elétron pode voltar ao estado eletrônico

fundamental, mas em um nível vibracional excitado dentro desse nível eletrônico. Por

exemplo, o elétron pode ir de um estado vibracional mais baixo para um nível vibracional

mais alto, que seria o espalhamento Raman Stokes, pois o campo eletromagnético emitido

tem menor energia que o absorvido, nesse caso emitindo campo ωS, ou partindo de um estado

vibracional mais alto e no decaimento para um nível vibracional mais baixo, que seria o

espalhamento Raman anti-Stokes, pois o campo eletromagnético emitido tem maior energia

que o absorvido, emitindo ωaS [27,28].

Portanto, quando incidimos uma fonte de luz em um determinado material (feixe

Pump, ωP), a diferença de energia do campo incidente para os campos espalhados está

associada ao modo de vibração da amostra, como pode ser visto na figura 2.3.1-c. No entanto,

cada estrutura tem a sua energia de ligação diferente e, portanto, o espectro luminoso é

particular a cada tipo de estrutura, sendo possível caracterizar os componentes químicos do

material através do seu chamado espectro Raman, que traz consigo um pico no espectro

associado a cada tipo de vibração de uma ligação atômica associado ao espalhamento.
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Figura 2.3.1: A) Ilustração do espalhamento Rayleigh e Raman, onde vemos um feixe incidente ωp,
incidindo sobre uma molécula vibrando e espalhando um feixe ωp (espalhamento elástico Rayleigh),
um feixe ωS (espalhamento Raman Stokes) e um ωaS (espalhamento Raman anti-Stokes) espalhados
inelasticamente pela vibração molecular. B) Diagrama de energia do espalhamento Rayleigh e dos

espalhamentos Raman Stokes e anti-Stokes. C) Ilustração de um espectro de um laser incidente
(Pump) em uma molécula vibrando, demonstrando como seriam os picos relacionados ao

espalhamento Stokes e anti-Stokes. [29].

Podemos descrever esse fenômeno de uma forma clássica retomando a equação 2.1,

onde a relação entre P(r,t) (polarização) e E(r,t) (campo elétrico) pode ser aproximada por

uma correspondência linear para o caso de baixas intensidades da fonte. Então, a resposta

espacial local, da polarização elétrica para baixas intensidades, poderá ser escrita como:

, (2.3.1)𝑃
𝐿
(𝑟, 𝑡) =  Ɛ

0
 χ(1)𝐸(𝑟, 𝑡)

onde, ε0 é a permissividade elétrica do vácuo e χ(1) é o tensor susceptibilidade elétrica linear

ou de primeira ordem. Em geral, a relação entre P(r,t) e E(r,t) é uma entidade tensorial que

pode ser escrita como:

, (2.3.2)𝑃
𝐿,𝑖

=  Ɛ
0

𝑗

    

∑ χ
𝑖𝑗
(1)𝐸

𝑗

onde “i” representa as coordenadas cartesianas e a soma é realizada sobre “j”, que também

são coordenadas do plano cartesiano. A polarização linear é responsável por fenômenos

ópticos tais como a refração, absorção da luz e também do espalhamento Raman. Se o

material em questão apresenta uma vibração em um modo normal, que chamaremos de Q(r,t),
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cujo modo de vibração tem uma frequência ωq, podemos, então, escrever Q(r,t) = Q0

cos(ωqt). Expandindo χ(1) em uma série de Taylor em Q(r, t), em torno do ponto de mínimo,

temos [30]:

.                                (2.3.3)χ(1) =  χ
0
(1) +  (∂χ(1)/∂𝑄)

0
𝑄(𝑟, 𝑡) +  …

Portanto, tomando apenas o termo da expansão em primeira ordem (∂χ(1)/∂Q)0, caso ele seja

não nulo, para a condição em que o campo eletromagnético é incidido no material, este

modo será ativo em Raman. Se consideramos um campo eletromagnético incidente na forma

abaixo.

. (2.3.4)𝐸 =  𝐸
0
𝑐𝑜𝑠 (ω

𝑖
 𝑡)

Podemos, então, escrever a polarizabilidade linear como:

, (2.3.5)𝑃
𝐿
 =  𝑃

0
(𝑟, 𝑡) +  𝑃

𝑖𝑛𝑑
(𝑟, 𝑡, 𝑄)

onde P0(r,t) = E0 cos(ωi t) é a polarizabilidade em fase com o campo incidente eχ
0
(1)

Pind(r,t,Q) = E0 Q0(∂χ(1)/∂Q)0cos (ωi t) cos(ωqt) é a polarizabilidade induzida pelos modos

vibracionais do material, que pode ser descrita como:

.             (2.3.6)𝑃
𝐿
(𝑟, 𝑡, 𝑄) = χ

0

(1)𝐸
0
𝑐𝑜𝑠 (ω

𝑖
 𝑡) + 𝐸

0
𝑄

0
( ∂χ(1)

∂𝑄 )
0
𝑐𝑜𝑠 (ω

𝑖
 𝑡) 𝑐𝑜𝑠(ω

𝑞
𝑡)

Usando as identidades trigonométricas apropriadas, podemos escrever a Pind(r,t,Q) da

seguinte forma:

.          (2.3.7)𝑃
𝑖𝑛𝑑

(𝑟, 𝑡, 𝑞) = 1
2 𝐸

0
𝑞

0
( ∂ (1)

∂𝑄 )
0
{𝑐𝑜𝑠[(ω

𝑖
− ω

𝑞
)𝑡] +  𝑐𝑜𝑠[(ω

𝑖
+ ω

𝑞
)𝑡]}

Isso significa que, para as condições supracitadas em que o (∂χ(1)/∂Q)0 é diferente de

zero, há a possibilidade dos campos incidentes ganharem ou perderem energia devido aos

modos de vibração. Esses modos de vibração estão associados ao tipo de ligação entre as

moléculas do material, portanto, cada tipo de modo normal de vibração terá uma energia

específica e um pico Raman diferente. Por esse motivo, a espectroscopia Raman pode ser

usada como um método de caracterização de materiais usando apenas luz, pois cada material

apresenta ligações interatômicas diferentes, seja alterando os átomos que estão ligados

[31–33] ou mesmo alterando apenas a estrutura em que os mesmo átomos se apresentam na

sua organização [34]. Dessa maneira, a espectroscopia Raman pode ser usada como uma
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impressão digital de um determinado material. Além disso, as propriedades da amostra podem

ser medidas sem a necessidade de destruir parte dela para análise, sendo assim uma técnica

não destrutiva.

Entretanto, a técnica de espectroscopia Raman convencional, em algumas situações, se

torna difícil de usar devido a sua baixa taxa de conversão de luz incidida em luz espalhada

inelasticamente, pois é um fenômeno relativamente mais difícil de ocorrer que os efeitos

estimulados [20]. Além disso, o imageamento utilizando o Raman convencional pode durar

horas, dependendo da configuração de potência do laser e área a ser medida. Portanto, para

sanar essas dificuldades que podem surgir, existem técnicas ópticas que podem ser utilizadas

para amplificar essa resposta e encurtar esse tempo de aquisição. Neste trabalho abordaremos

dois processos ópticos de terceira ordem que estão associados ao espalhamento Raman

estimulado; são eles o CARS e o SRS.

Na figura 2.3.2-a, podemos ver que ao incidir campos eletromagnéticos em um

material podemos ter efeitos de mistura de quatro ondas. Retomando a equação 2.2.3, das

componentes do FWM, podemos dizer que temos os campos ω1=ω3=ωp e ω2=ωs, e reescrever

as combinações possíveis da equação 2.2.3, entre elas teremos 2ωp−ωs, 2ωs−ωp, ωp e ωs, que

são as que mais nos interessam agora.

Dada uma condição tal que a diferença de energia entre os campos for igual a um

modo de vibração do material (ωp−ωs=ωv), temos alguns efeitos de Raman estimulado.

Podemos observar o CARS quando temos as combinações 2ωp−ωs=ωCARS; o espalhamento

Raman Stokes coerente (Coherent Stokes Raman Scattering, CSRS), quando tomamos as

combinações 2ωs−ωp=ωCSRS; e o SRS que pode ser dividido em duas partes: o espalhamento

Raman estimulado com perda (Stimulated Raman Loss, SRL) e o espalhamento Raman

estimulado com ganho (Stimulated Raman Gain, SRG). Ambos são associados aos termos ωp

e ωs e ocorrem devido ao aumento do campo eletromagnético Stokes, como consequência da

perda de intensidade do campo eletromagnético de bombeio (Pump), mediado por um modo

de vibração. Na figura 2.3.2-b fica mais claro como a incidência de dois campos

eletromagnéticos, em ressonância com um modo vibracional, gera os efeitos supracitados.
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Figura 2.3.2: a) Ilustração dos processos de Raman estimulado CARS , CSRS e SRS onde vemos dois
feixes incidentes ωp e ωS, incidindo sobre uma molécula vibrando e espalhando um feixe ωp (SRL), um
feixe ωS (SRG), um feixe ωCARS e um feixe ωCSRS. b) Ilustração de um espectro de dois lasers incidentes
(Pump e Stokes) em uma molécula vibrando, demonstrando como seriam os efeitos do CARS, CSRS,

SRG e SRL. [29].

Para este trabalho, consideramos apenas os efeitos CARS e SRL (que chamaremos de

SRS). A figura 2.3.3 abaixo é uma ilustração do diagrama de energia do processo ocorrido no

CARS. Nela podemos observar a transição do laser de bombeio (ωP) do estado fundamental

para um nível eletrônico virtual, depois a transição do laser Stokes (ωS) do nível eletrônico

virtual para um nível vibracional real, posteriormente, ocorre novamente a transição do laser

de bombeio do nível vibracional real para um outro nível eletrônico virtual e logo após o

decaimento do elétron para o estado fundamental, com energia do bombeio mais a energia da

vibração (ωP+ωv) com energia igual ao anti-Stokes (ωCARS).

Figura 2.3.3: Ilustração das transições ocorridas para o caso especial do CARS, onde ωCARS=2ωP-ωS e
ωP−ωS=ωv. [29]

A partir deste momento vamos descrever o efeito CARS e SRS com uma maior

profundidade. Podemos escrever, para os fenômenos de Raman estimulado deste tipo, um

campo elétrico da forma:

.             (2.3.8)𝐸 (𝑡) = 𝐸
𝑃
(𝑡) + 𝐸

𝑆
(𝑡) = 𝐸

𝑃
 𝑒

−𝑖ω
𝑃
(𝑡)

+ 𝐸
𝑆
 𝑒

−𝑖ω
𝑆
(𝑡)

+ 𝑐. 𝑐.
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A partir das equações 2.2.1, 2.2.2 e 2.2.3, e fazendo as mudanças no índice das

frequências, a polarização associada ao CARS, CSRS e SRS pode ser escrita como:

𝑃
(𝑁𝐿)

(𝑡) = 𝑃(2ω
𝑃

− ω
𝑆
)  𝑒

−𝑖(2ω
𝑝
−ω

𝑆
)(𝑡)

+ 𝑃(2ω
𝑆

− ω
𝑃
)  𝑒

−𝑖(2ω
𝑆
−ω

𝑃
)(𝑡)

.      ,                                     (2.3.9)+ 𝑃(ω
𝑃
)  𝑒

−𝑖(ω
𝑝
)(𝑡)

+ 𝑃(ω
𝑆
)  𝑒

−𝑖(ω
𝑆
)(𝑡)

+ 𝑛. 𝑓. 𝑐

onde n.f.c. são os componentes negativos de frequência (Negative frequency components) e

sabendo que a intensidade é dada por uma proporção ao quadrado da polarizabilidade temos a

seguinte expressão:

. (2.3.10)𝐼 ∝ |𝑃|2

Analisando apenas o termo de polarização que dará origem ao efeito CARS temos que:

,                             (2.3.11)𝐼
ω

𝐶𝐴𝑅𝑆

∝ |𝑃 (2ω
𝑃

− ω
𝑆
)|

2

.                             (2.3.12)𝐼
ω

𝐶𝐴𝑅𝑆

∝ |χ(3)|
2
|𝐸

𝑃
2|

2
|𝐸

𝑆
*|

2

Sendo assim, a intensidade na frequência ωCARS depende de três variáveis, são elas: a

amplitude do campo elétrico do feixe de bombeio (EP); do feixe Stokes (ES); e da

susceptibilidade de terceira ordem do material (χ(3)). Se variarmos, portanto, a frequência do

feixe de bombeio (ou a frequência do feixe Stokes), admitindo que utilizamos os mesmos

valores para a intensidade dos campos elétricos, o único parâmetro que pode mudar o valor da

intensidade de ωCARS é o χ(3). Um modelo para explicar como χ(3) depende da energia de

excitação dos feixes pode ser visto na referência [35]. Nesse modelo admite-se que o χ(3) pode

ser escrito como uma soma entre uma parte ressonante (χr
(3)) e outra não ressonante (χnr

(3)), de

forma que  intensidade será dada como:

, (2.3.13)𝐼
ω

𝐶𝐴𝑅𝑆

∝ |χ(3)|
2

. (2.3.14)𝐼
ω

𝐶𝐴𝑅𝑆

∝ |χ
𝑟
(3) + χ

𝑛𝑟
(3)|

2

Supondo que não existam transições eletrônicas reais, podemos admitir que o seráχ
𝑛𝑟
(3)
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uma constante pois independe das configurações de frequência usadas. Já o pode serχ
𝑟
(3) 

descrito na forma da amplitude de um oscilador harmônico forçado, descrevendo a

ressonância com estados vibracionais da seguinte maneira:

, (2.3.15)χ
𝑟
(3) = 𝐴

(Δ − 𝑖 γ)

onde = ωP−ωS− R , sendo ωP a frequência do laser de bombeio, ωS a frequência do laserΔ Ω

Stokes e R a frequência do centro de um pico Raman relacionado a um modo de vibração doΩ

material, é relacionado ao tempo de vida de um nível vibracional e A é uma amplitudeγ

arbitrária. Desta maneira a intensidade pode ser escrita da seguinte forma:

.                             (2.3.16)𝐼
ω

𝐶𝐴𝑅𝑆

∝ |χ
𝑟
(3)|

2
 +  |χ

𝑛𝑟
(3)|

2
 +  2 χ

𝑛𝑟
(3) 𝑅𝑒 {χ

𝑟
(3)}

Isso resulta nos gráficos da figura 2.3.4, em que a parte (a) mostra como cada termo da

equação 2.3.16 se comporta, onde é a curva sólida relativa a ressonância com o modo|χ
𝑟
(3)|

2

vibracional; o termo pontilhado é a constante relativa à parte não ressonante constante; |χ
𝑛𝑟
(3)|

2

e é o termo cruzado relativo a curva tracejada antissimétrica do gráfico. A2 χ
𝑛𝑟
(3) 𝑅𝑒 {χ

𝑟
(3)}

parte (b) mostra como a intensidade se comporta em função da variação do delta.𝐼
ω

𝐶𝐴𝑅𝑆

Podemos concluir então que, devido à interferência entre os termos ressonantes e não

ressonantes, a forma de linha do CARS não se apresenta como uma Lorentziana, sendo

comum ter formas de linha assimétricas. De toda forma, existe um aumento de sinal próximo

às condições de ressonância com os modos de vibração.

Isso torna o CARS uma ferramenta importante para o estudo de materiais que não

podem ter uma exposição ao laser que se prolongue por horas, como no caso do hiperespectro

Raman convencional. Com o CARS é possível amplificar o sinal anti-Stokes desejado, desde

que usemos as configurações de lasers corretas.
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Figura 2.3.4: Gráficos mostrando a relação da amplitude do sinal em relação à variação de 𝛥, (a) de
cada termo da intensidade separadamente; (b) da intensidade total do CARS em relação ao background

não ressonante |χ𝑛𝑟(3)|2. Adaptado da ref. [35].

Como descrito anteriormente, o SRS envolve dois fenômenos o SRG e o SRL. Na

figura 2.3.5 temos o diagrama de energia de ambos os processos, lembrando que para este

trabalho chamaremos de SRS efeito SRL que é o que usamos nos nossos experimentos.

Figura 2.3.5: Diagrama de energia dos processos SRS. (A) Diagrama de energia do SRG, onde temos
três campos  (-ωP, ωS, ωP) gerando uma quarta onda (ωS). (B) Diagrama de energia do SRL, onde

temos três campos  (ωP, -ωS, ωS) gerando uma quarta onda (ωP) . Ambos efeitos no SRS são mediados
por um modo vibracional de frequência ωv. [29]

Para o SRS, tomamos o termo do SRG e SRL na equação 2.3.9, e os campos elétricos

associados ao SRG e SRL, podem ser escritos da seguinte maneira:

, (2.3.17)𝐸
𝑆𝑅𝐺
(3) (𝑡) = 𝐸

𝑆
(3) 𝑒

−𝑖ω
𝑆
(𝑡)

+ 𝑐. 𝑐.

, (2.3.18)𝐸
𝑆𝑅𝐿
(3) (𝑡) = 𝐸

𝑃
(3) 𝑒

−𝑖ω
𝑃
(𝑡)

+ 𝑐. 𝑐.

e as polarizações podem ser escritas como:
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,                                               (2.3.19)𝑃
𝑆𝑅𝐺
(3) (ω

𝑆
) ∝ χ*(3)𝐸
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𝑆
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𝑃
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𝑆
2

Sabendo que as intensidades são proporcionais ao campo elétrico ao quadrado temos que:
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Também, podemos associar os campos com as polarizações através do termo:

, (2.3.23)𝑖𝑃 (ω
𝑆
) ∝ 𝐸

𝑆
(3)

e substituindo a equação 2.3.23 nas equações 2.3.21 e 2.3.22 e fazendo as aproximações

necessárias [29], podemos determinar a intensidade como sendo:

,                                        (2.3.24)𝐼 (ω
𝑆
)∝  𝐼

𝑆
+ 2𝑅𝑒 𝑖𝑃 (ω

𝑆
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𝑃
)∝  𝐼

𝑃
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𝑃
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e substituindo pelas equações da polarização (2.3.19 e 2.3.20) temos a seguinte relação:

,                                         (2.3.26)𝐼 (ω
𝑆
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𝑆
+ 2 𝐼
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relembrando que a susceptibilidade pode ser escrita como na equação 2.3.16, temos que:

,                                           (2.3.28)𝐼 (ω
𝑆
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𝑆
+ 2 𝐼
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.                                           (2.3.29)𝐼 (ω
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𝑃
− 2 𝐼
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𝑃
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(3){ }

Essa diferença entre a intensidade para o feixe de bombeio e para o feixe Stokes

demonstra o porquê da intensidade do SRG ter um ganho e do SRL ter uma perda na

intensidade.
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2.4. Fotoluminescência por excitação com dois fótons
A fotoluminescência convencional consiste na excitação de um material por um campo

eletromagnético, fazendo com que ocorra uma transição eletrônica para um nível eletrônico

excitado. Porém, esse elétron promovido pode sofrer perdas de energia não radiativas e decair

para um estado excitado de menor energia, emitindo um campo de menor energia que o

campo incidente. Na figura 2.4.1, à esquerda, podemos ver o processo de excitação do nível

“n” para o nível “m” onde sofre uma perda não radiativa e decai emitindo um campo de

menor energia que o campo incidente [29].

Para o caso da fotoluminescência por excitação com dois fótons (TPEF), incidimos

dois campos de energia menor que a energia do nível excitado, que somados promovem a

transição eletrônica. Sendo assim, é um processo de fotoluminescência que depende

quadraticamente do campo incidente, porém, diferentemente do SHG, o elétron excitado pela

incidência de dois campos também sofre perdas não radiativas, emitindo no seu decaimento

uma radiação com energia menor que a soma dos campos incidentes, de maneira análoga à

fotoluminescência convencional. Na figura 2.4.1 à direita podemos ver o processo de

excitação do nível “n” para o nível “m” por dois campos, onde sofre uma perda não radiativa

e decai emitindo um campo de menor energia que a soma dos campos incidentes [29].

Figura 2.4.1: Ilustração do diagrama de energia da PL (a esquerda) e TPEF (a direita), onde podemos
ver o processo de excitação do nível “n” para o nível “m”, sofrendo uma perda não radiativa e decai

emitindo um campo de menor energia que o campo incidente. [29].
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O fenômeno da fotoluminescência por excitação com dois fótons é associado à

susceptibilidade elétrica de terceira ordem, sendo considerada, portanto, um efeito de terceira

ordem [29].
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3. Aplicações de óptica não linear em TMDs

3.1. Dicalcogenetos de metais de transição

A família dos dicalcogenetos de metais de transição (Transition Metals

Dichalcogenides, TMDs) é formada por uma grande variedade de combinações de dois

átomos da família dos calcogênios e um metal de transição. Esses materiais podem ter

características diferentes entre si, como serem metálicos, semicondutores ou isolantes em

temperatura ambiente. Devido a esse grande número de variedades, nos concentramos em

materiais do tipo MX2, onde M é o metal de molibdênio (M) ou tungstênio (W), e X e o

átomo de calcogênio, nesse caso enxofre (S) ou selênio (Se) [26].

3.2. Estrutura cristalina e eletrônica

A estrutura cristalina de uma monocamada desse tipo de material é formada por um

átomo de metal de transição no centro ligado aos átomos de calcogênios, formando uma

ligação covalente abaixo e acima, com uma espessura de aproximadamente 0,65 nm, para o

MoS2 como pode ser visto na figura 3.2.1-(a). Também para o MoS2 , a rede real vista de cima

apresenta uma forma hexagonal, com uma distância interatômica de 𝑎 = 3.16 Å. Esse tipo de

rede hexagonal é definida por dois vetores de rede, que estão relacionados com o parâmetro

de rede 𝑎 de forma que: a1 = 𝑎/2 (1,√3) e a2 = 𝑎/2 (1,−√3), como podemos ver na figura

3.2.1-(b) [36].

A forma predominante da organização dos TMDs, tanto os crescidos pela técnica de

deposição química em fase vapor (Chemical Vapour Deposition, CVD), quanto os

encontrados na natureza, é a trigonal prismática [37], como podemos ver na figura 3.2.1-(c).

Quando organizados na forma de muitas camadas (bulk) esses materiais apresentam simetria

de inversão, porém, quando reduzimos o número de camadas a uma monocamada a simetria

de inversão é quebrada, e isso possibilita a geração de segundo harmônico como vimos na

seção 2.1.
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Figura 3.2.1: Estrutura geral dos TMDs, a) vista lateral e b) vista superior de uma monocamada de
TMD. c) Tipos de organização atômica dos cristais. Adaptado da ref. [36].

Os vetores primitivos da rede recíproca para uma rede hexagonal bidimensional, como

é o caso das monocamadas de TMD, são b1 = 2𝜋/𝑎 (1, 1/√3) e b2 = 2𝜋/𝑎 (1, −1/√3) [38]. A

primeira zona de Brillouin dos TMDs monocamada pode ser vista na figura 3.2.2-(a),

juntamente com seus pontos de alta simetria.

A estrutura de bandas em um cristal surge a partir da superposição dos níveis de

energia atômicos, dando origem às bandas de energia. Os TMDs estudados têm um

comportamento de semicondutores, com energias de gap que variam em torno de ~2 eV, e

eles também apresentam uma mudança na estrutura de bandas que depende do seu número de

camadas. Dizemos que um material possui gap direto, quando o valor mínimo de energia da

banda de condução e máximo da banda de valência estão em um mesmo ponto K da primeira

zona de Brillouin, e isso ocorre nas monocamadas dos TMDs estudados [39].
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Figura 3.2.2: (a) Primeira zona de Brillouin para a monocamada dos TMDs destacando os pontos de
alta simetria: 𝛤 = [0,0], M = [1/2 , 0] e K = [1/2 , −√3/3 ]. (b) Estrutura de bandas eletrônicas para
algumas monocamadas de TMDs, onde 𝛤, M e K são os pontos de simetria da figura (a) e EF é a

energia de Fermi. As linhas pretas incluem a separação devido ao forte acoplamento spin-órbita e as
linhas vermelhas não. [40].

Quando o vetor de onda (k) entre a energia mínima da banda de condução é diferente

da energia máxima da banda de valência temos então um gap indireto. Isso ocorre quando

temos um número maior que uma camada nos TMDs, como podemos ver na figura 3.2.3, que

mostra o comportamento das bandas de energia para o WS2 e o MoS2 variando com o número

de camadas [41].

Além disso, esses materiais apresentam um forte acoplamento spin-órbita,

principalmente na banda de valência. Isso implica numa separação em energia, devido ao

acoplamento spin-órbita, que separa a banda de valência em duas, com uma diferença de

energia da ordem de 200 a 400 meV a depender do TMD [40]. Isso pode ser visualizado na

banda de valência no ponto K na na linha preta da figura 3.2.2-(b).
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Figura 3.2.3: Cálculo da relação de dispersão para o MoS2 (acima) e para o WS2 (abaixo),
demonstrando a mudança do regime de gap indireto, para gap direto, quando reduzimos o número de

camadas a uma monocamada. As linhas vermelhas indicam a energia de Fermi, as linhas verdes a
banda de condução de menor energia e as linhas azuis a banda de valência de maior energia, as setas

indicam a transição do gap. [39].

3.3. Éxcitons em TMDs
Quando um elétron é promovido da banda de valência para a banda de condução de

um sólido, a ausência de carga na banda de valência cria um análogo a uma partícula de carga

positiva, chamada de buraco, nesta banda. A atração mediada por uma força de atração

coulombiana entre o elétron, de carga negativa, na banda de condução; e o buraco, de carga

positiva, na banda de valência, que geram um par elétron-buraco chamado de éxciton, como

mostrado esquematicamente na figura 3.3.1.
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Figura 3.3.1: Representação dos estados ligados dos éxcitons A e B no ponto K dos TMDs. Adaptado
da ref. [36].

O valor de energia do éxciton (En) é menor que a energia do gap (Eg), criando na

estrutura de bandas do material um nível de energia interbandas localizado abaixo do gap.

Assim, podemos escrever que a energia do éxciton é dada por En= Eg-Eb, onde Eb é a energia

de ligação do éxciton. Podemos escrever a energia de ligação dos éxcitons de monocamadas

de TMDs, de maneira simplificada, como um análogo ao átomo de hidrogênio em duas

dimensões [42]. Dessa maneira, a energia de ligação do éxciton pode ser escrita como [43]:

, (3.3.1)

onde µ é a massa reduzida do éxciton, e é a carga do elétron, Ɛ é a constante dielétrica do

meio e o n faz referência ao nível de energia de interesse (n=1,2,3…). Para as monocamadas

de TMDs temos uma energia de ligação alta para os éxcitons, na ordem de centenas de meV.

Isso se deve aos efeitos de confinamento quântico, devido a baixa dimensionalidade do

material; e também por esses TMDs apresentarem uma constante dielétrica de valor baixo, o

que amplifica a atração coulombiana entre o elétron e o buraco [44,45].

Sempre que a energia do fóton for igual a En, os éxcitons podem ser formados.

Portanto, esperamos observar fortes linhas de absorção óptica em energias iguais a En. Eles

aparecerão nos espectros ópticos com energias logo abaixo da energia do gap. O espectro de

absorção esperado, quando efeitos excitônicos são incluídos, é ilustrado esquematicamente na

figura 3.3.2 para os níveis n=1 e n=2. A interação coulombiana do elétron-buraco faz com que

apareçam picos de absorção excitônica logo abaixo do gap [27].
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Figura 3.3.2: Espectro de absorção levando em consideração a presença dos éxcitons. Adaptado da
ref. [27].

Experimentalmente, é possível observar os éxcitons de TMDs, em temperatura

ambiente, através de medidas de absorção linear, que apresentam o comportamento visto na

figura 3.3.3. Podemos observar a presença dos éxcitons A e B, criados pela separação na

banda de valência, em virtude do forte acoplamento spin órbita, nas monocamadas desses

materiais. Além disso, um pico de absorção largo na região de 2.5-3 eV é atribuído a

ressonância com estados próximos ao ponto 𝛤 e é denominado na literatura como éxciton C.

Figura 3.3.3: Espectro da absorção linear de alguns TMDs. A diferença de energia entre o éxciton A e
B é devido a quebra da degenerescência causada pelo forte acoplamento spin-órbita. Adaptado da ref.

[46].

Algumas outras quasipartículas também podem ser formadas pela interação entre

elétrons e buracos. Podemos ter os tríons, quando temos dois elétrons interagindo com um

buraco (tríon negativo) ou dois buracos interagindo com um elétron (tríon positivo). Há,
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também, o caso quando dois éxcitons interagem entre si, que são os chamados biéxcitons,

como podemos ver na figura 3.3.4 [36].

Figura 3.3.4: Representação dos estados ligados (a) de tríon, positivo e negativo, e (b) de biéxciton,
no ponto K dos TMDs. Adaptado da ref. [36].

3.4. SHG e FWM aplicado aos TMDs

A geração de segundo harmônico, tem papel fundamental no estudo das estruturas

cristalinas e no número de camadas dos TMDs [47–49]. Já a mistura de quatro ondas, tem um

papel importante para o desenvolvimento de equipamentos ópticos que se fazem valer de

efeitos não lineares, podendo gerar sinal em um comprimento de onda menor a partir da

incidência de dois feixes de comprimento de onda maiores [50–52]. A presença de éxcitons

altera as propriedades ópticas do material, isso inclui o comportamento de efeitos ópticos não

lineares. Alguns efeitos quando ocorrem próximo a energia dos éxcitons podem ser

amplificados, como é o caso da Geração de Segundo Harmônico (SHG) e da Mistura de

Quatro Ondas (FWM). Nosso estudo tem enfoque no regime de energia em que as respostas

dos efeitos de segunda e terceira ordem estão em ressonância com os estados excitônicos em

monocamadas de MoS2, MoSe2 e WS2.

Efeitos não lineares em semicondutores e outros materiais, na região da energia dos

éxcitons, já foram estudados anteriormente [53–58]. Porém, com a descoberta dos materiais

bidimensionais, sobretudo dos TMDs, estes estudos têm se intensificado na última década

[47–49,59–61]. Como estes materiais geralmente apresentam uma alta susceptibilidade

elétrica de segunda e terceira ordem [62–64], eles podem apresentar diferentes aplicações em

áreas de nanotecnologia e dispositivos, como a optoeletrônica e fotônica [5,65,66].
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Alguns desses estudos mais recentes apresentam resultados na tentativa de verificar o

aumento da resposta óptica não linear devido a presença de éxcitons nesses materiais. O

trabalho de Trolle et al. [67] mostra o aumento da resposta da geração de segundo harmônico

próximo às energias dos éxcitons em multicamadas de MoS2 para o éxcitons A, B e C, como

podemos ver na figura 3.4.1-(a), e compara com os resultados teóricos de tricamada e com os

resultados obtidos por Malard et al. na figura 3.4.1-(b).

Figura 3.4.1: (a) Sinal do SHG transmitido dividido pelo sinal de SHG do quartzo cristalino em um
floco de MoS2, em relação a energia do fóton fundamental que gera o SHG. (b) Módulo da função
resposta do SHG comparado com a raiz quadrada das medidas do espectro de transmissão do SHG.

Em azul o resultado experimental para poucas camadas, em verde o espectro teórico para uma
tricamada (TL), em vermelho medidas de monocamada (ML) e roxo tricamada (TL) de MoS2, feitas

por Malard et al.[47]. Adaptado da ref. [67].

Outro trabalho que aborda o comportamento dos éxcitons em MoS2 é de Ko et al. [60],

que demonstra o aumento da resposta do FWM, quando a energia está próxima do éxciton A,

em poucas camadas de MoS2. Neste experimento foi usado um sistema com um laser de

femtosegundos em 800 nm e uma fibra fotônica para gerar uma banda larga de 800 a 1100

nm, para obter os resultados da figura 3.4.2.
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Figura 3.4.2: Em preto temos a curva experimental obtida pela incidência do laser de 800 nm e da
fibra fotônica de 800 a 1100 nm em poucas camadas de MoS2. Em vermelho, temos o FWM nao

ressonante gerado pela amostra; em azul, temos o aumento gerado pelo éxciton para o FWM e em
verde, temos o CARS para o MoS2. Adaptado da ref. [60].

Entretanto, esses artigos tratam de multicamadas de MoS2, mas com base no artigo

teórico de Pedersen et al. [68], sabemos que há também um aumento de sinal em

monocamadas. O trabalho de Woodward et al. [62], demonstra que mesmo fora da

ressonância com os éxcitons, nas monocamadas de TMD, há uma alta susceptibilidade

elétrica de segunda e terceira ordem, com valores de |𝜒sheet
(2)| = (2.0 ± 0.4) × 10−20 m2V−1 e

|𝜒sheet
(3)| = (1.7 ± 0.6) × 10−28 m3V−2 respectivamente, o que corresponde a |𝜒(2)| = 3.1 x 10-11

mV−1 e |𝜒(3)| = 2.6 × 10−20 m2V−2, para monocamadas de aproximadamente 0.65 nm de

espessura. Como base de comparação, um cristal de quartzo possui |𝜒(2)| = 0.8 x 10-12 mV−1 e

|𝜒(3)| = 2 x 10-22 m2V−2
..

Portanto, nosso objetivo em relação aos TMDs é utilizar das técnicas não lineares

SHG e FWM para estudar o comportamento do sinal emitido passando pela ressonância com

os éxcitons e, além disso, medir a susceptibilidade elétrica de segunda e terceira ordem nesse

mesmo regime, comparando estes resultados com a literatura.

3.5. Montagem experimental para realização das medidas

Para realizar as medidas e determinar as energias dos éxcitons e tríons nos TMDs,

utilizamos três técnicas diferentes, são elas: a fotoluminescência (Photoluminescence, PL), o

SHG e o FWM , como mostrado na figura 3.5.1. Para as medidas de PL utilizamos um laser

diodo contínuo (CW) de 561 nm, o feixe então é refletido por espelhos de prata (M1 e M2),

com o espelho móvel (MF) abaixado, o que conduz o feixe para um divisor de feixes (do
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inglês beam-splitter, BS) e então é focado na amostra (S) por um objetiva (O) Nikon

apocromática de 60x, com NA de 0.95. A PL gerada é coletada em retroespalhamento pela

mesma objetiva e, após passar pelo divisor de feixes novamente, é direcionado pelos espelho

de prata (M4 e M5) ao espectrômetro, que conta com uma CCD acoplada. Adicionamos um

um filtro passa longo (do inglês long-pass, LP) de 561 nm para remover o sinal do laser, e

uma lente para focar o sinal retroespalhado no espectrômetro, fazendo com que apenas o sinal

acima do comprimento de onda do laser seja medido, como pode ser visto pela montagem da

figura 3.5.1.

Figura 3.5.1: Montagem simplificada para as medidas de PL, SHG e FWM. [69].

Para realizar as outras medidas utilizamos um laser APE PicoEMERALD pulsado com

pulsos de picosegundos (7 ps), que possui uma linha de laser com comprimento de onda fixo

em 1064 nm (𝜔1064) e uma cavidade OPO (Optical Parametric Oscillator) variável, de onde

saem os feixes que chamamos de Signal (𝜔Signal), que varia de 730 nm a 960 nm e Idler (𝜔Idler),

que varia de ~1193 a ~1961 nm. No sistema de controle do laser OPO podemos colocar

diretamente o valor do comprimento de onda do Signal que queremos utilizar, e o valor para o

Idler pode ser calculado pela eq. 3.5.1.

(3.5.1)
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onde 532 nm é o comprimento de onda de bombeio da cavidade OPO, é o comprimentoλ
𝑖𝑑𝑙𝑒𝑟

 

de onda do feixe Idler e é o comprimento de onda do Signal, que podemos variar noλ
𝑠𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙

sistema de controle do laser. Por exemplo, colocando o Signal do laser OPO em 900 nm, pela

equação 3.5.1, obtemos o laser Idler em ~1301 nm. Sabendo que a frequência 𝜔 = , a2π𝑐/λ

frequência do laser Idler (𝜔Idler) pode ser encontrado.

No caso dos experimentos de SHG, utilizamos o feixe de laser que sai da cavidade

OPO contendo o Signal e Idler, que ao passar por um filtro long-pass de 1064nm, remove o

feixe Signal. O feixe Idler então é refletido por espelhos de prata (M3 e MF) que o leva a um

separador de feixes (BS) 50:50 e, de forma análoga a medida da PL, é focado na amostra por

um objetiva Nikon apocromática de 60x, com NA de 0.95. O SHG gerado é coletado em

retroespalhamento pela mesma objetiva e, após passar pelo BS, é direcionado ao

espectrômetro. Adicionamos um um filtro passa curto (do inglês short-pass, SP) de 1010 nm

para cortar o sinal do Idler antes do espectrômetro, que conduz o sinal até a CCD, deixando

apenas que o sinal do SHG seja medido, como pode ser visto pela montagem da figura 3.5.1.

A potência do laser Idler, utilizada para realizar as medidas, foi aferida após a

objetiva, fazendo com que o valor de potência que chega ao material seja de ~5 mW. O valor

do comprimento de onda do SHG gerado no material é dado pela equação 3.5.2 a seguir:

(3.5.2)

O comprimento de onda do Idler foi variado com passos de 5 nm, cobrindo a faixa de

interesse para cada TMD, ou seja, usando valores diferentes para o Idler de forma que passe

pelas energias dos seus éxcitons.

As medidas de FWM foram feitas em um sistema análogo ao SHG, porém, agora os

feixes que incidem na nossa amostra são o 1064 nm e o Signal do OPO e, para essas medidas,

utilizamos a montagem da figura 3.5.1. De forma muito semelhante ao SHG, os feixes então

passam por um BS 50:50 e são focados na amostra por um objetiva Nikon apocromática de

60x, com NA de 0.95. O FWM gerado é coletado em retroespalhamento pela mesma objetiva

e, após passar pelo BS, é direcionado a CCD. Adicionamos um um filtro short-pass, ora de

842 nm, ora 750 nm, para cortar o sinal do 1064 nm e do Signal antes do espectrômetro,
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deixando apenas que o sinal do FWM seja medido, como é mostrado na ilustração da figura

3.5.1.

Com os dois feixes chegando na amostra calibramos a potência, de forma que chegue

na amostra um total de ~6 mW, sendo aproximadamente 3 mW de cada feixe. O valor do

comprimento de onda do FWM gerado no material é dado pela equação 3.5.3 a seguir:

(3.5.3)

Para obter o espectro variamos o comprimento de onda do laser Signal com um passo

de 5 nm. Nessa medida, assim como no SHG, percorremos uma faixa em que a resposta 𝜆FWM

passe pelas energias do éxcitons dos TMDs.

Para fazer a varredura do SHG e o FWM, com o intuito de verificar a homogeneidade

das amostras, utilizamos um conjunto de espelhos galvanométricos (Lavision Biotec) em um

microscópio Nikon invertido modificado, usando uma objetiva de 40X com 0,95 NA. O SHG

foi feito com o laser de bombeio centrado em 810nm, e para o FWM, os lasers foram

ajustados para 816 nm e 1064 nm. A mesma objetiva coleta o sinal retroespalhado,

direcionado-o para um espelho dicróico (SP 700 nm) e filtro passa-faixa (do inglês band-pass,

BP) para coletar apenas os sinais SHG ou FWM, que são detectados por uma

fotomultiplicadora.

3.6. Preparação de amostras por CVD

Todas as nossas amostras foram crescidas por deposição química de fase vapor

(Chemical Vapour Deposition, CVD). Essa técnica, de forma genérica, consiste em vaporizar

compostos com os elementos de interesse, numa atmosfera conveniente, de forma que os

elementos se combinem e depositem no substrato, formando monocamadas do material

desejado. Com essa técnica é possível obter monocamadas com áreas relativamente grandes,

se comparadas com as monocamadas obtidas por esfoliação micromecânica [70–72]. As

amostras foram crescidas pelo grupo do Prof. Maurício Terrones da Penn State University e

Swastik Kar da Northwestern University, e abaixo descreveremos seu processo de síntese.

No caso específico do MoSe2, as monocamadas são sintetizadas por CVD em pressão

atmosférica a 750 °C, usando pastilhas de selênio (Se, Sigma-Aldrich, 99.9%) e óxido de
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molibdênio em pó (MoO3, Sigma-Aldrich, 99%) colocados em um barco de alumina, onde

também é colocado um wafer de silício (Si), com 275 nm de óxido de silício (SiO2) na

superfície. O barco, com o substrato e os reagentes, é colocado em um tubo de quartzo

fundido, a rampa de aquecimento sobe a uma taxa de 50°C/min, até atingir 750 °C, onde deve

permanecer por 20 minutos. Durante o processo utiliza-se uma atmosfera que mistura argônio

(Ar, 85%) e hidrogênio (H, 15%) com um fluxo de 50 sccm [72], uma ilustração do processo

pode ser vista na figura 3.6.1.

Figura 3.6.1: Representação da síntese de monocamadas de MoSe2 via CVD. Pastilhas de Se e pó de
MoO3 estão posicionados no mesmo barco de alumina junto com o substrato de SiO2/Si, que são

colocados no centro do tubo de quartzo que vai ao forno. [72].

Para o caso do MoS2 e do WS2, também foi usada a técnica de crescimento por CVD,

com pressão atmosférica e a 700 °C e ambas amostras foram crescidas sobre um substrato de

300 nm de SiO2/Si. Para síntese do MoS2, foi colocado em um barco de alumina o óxido de

molibdênio em pó (MoO3, Sigma-Aldrich, 99%), enquanto que para o WS2 foi usado o óxido

de tungstênio (WO3, Alfa Aesar, 99.998%), este barco de alumina é colocado em um tubo de

quartzo dentro do forno, no mesmo tubo colocamos um barco de alumina com enxofre (S,

Alfa Aesar, 99.5%), porém, fica fora do forno, e será aquecido por uma cinta térmica, que

atinge 200°C, em ambos os casos é usada uma atmosfera de Ar ultra puro finalizando o

processo [73], na figura 3.6.2 podemos ver a montagem e as curvas de aquecimento deste

crescimento.
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Figura 3.6.2: (a) Representação da síntese de monocamadas de WS2. O barco de alumina com o WO3

vai no mesmo barco cerâmico que o substrato do SiO2/Si no centro do tubo que vai ao forno, porém o
enxofre fica separado e é aquecido por uma cinta térmica externa, na extremidade do mesmo tubo de
quartzo. (b) Rampa de temperatura usada nos experimentos de sulfurização. Monocamadas de MoS2

são feitas de forma análoga, substituindo WO3 por MoO3. [73].

Após a síntese o MoSe2, o MoS2 e o WS2 que estavam sobre um substrato de SiO2/Si,

são transferidos para um substrato de quartzo fundido, utilizando poli(metacrilato de metila)

(PMMA) [74].

3.7. Caracterização dos materiais por PL, Raman e
homogeneidade

Para caracterizar as monocamadas utilizamos a mesma amostra, com a mesma

configuração que usamos para medir SHG e FWM, e medimos os espectros Raman para

MoS2, como mostrado na figura 3.7.1-(a), e podemos ver a diferença de valor entre os picos,

em torno de 18,4 cm-1, que demonstra que estamos medindo uma monocamada, como

reportado na referência [75]. Além disso, para o MoSe2, figura 3.7.1-(b), e o WS2, figura

3.7.1-(c), medimos a posição da fotoluminescência (PL) e comparamos com os resultados

presentes na referência [76], para o MoSe2 e na referência [73], para o WS2. Os espectros

Raman e PL foram coletados pela mesma configuração experimental descrita na seção

anterior.
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Figura 3.7.1: Caracterização dos TMDs por: (a) Espectro Raman de MoS2, onde a diferença de
frequência entre os principais picos Raman confirma se tratar de uma monocamada, de acordo com a
ref. [75]. Espectros PL para (b) MoSe2 e (c) WS2, onde sua intensidade aumentada, posição de pico e
largura confirmam sua natureza de monocamada [73,76]. Adaptado do material suplementar da ref.

[69].
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Para verificar a homogeneidade da amostra, fizemos imagens de intensidade de

geração de segundo harmônico (SHG) e mistura de quatro ondas (FWM) para as três amostras

diferentes (MoS2, MoSe2 e WS2), conforme mostrado na figura 3.7.2. Para realizar essas

medidas usamos o sistema mostrado adiante no capítulo 4.3.2, para medidas de varredura nos

materiais biológicos. Nessas imagens é possível observar que a intensidade ao longo da

amostra varia entre ~1 a 5%, como pode ser visto comparando o valor médio (Mean) com

desvio padrão (StdDev) retirados da análise dos histogramas das imagens.

Figura 3.7.2: Mapas de intensidade para: (a) SHG e (b) FWM em MoSe2; (c) SHG e (d) FWM em
MoS2; (e) SHG e (f) FWM em WS2, com valor médio (mean) e desvio padrão (StdDev). Adaptado do

material suplementar da ref. [69].
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3.8. Energias dos éxcitons nos TMDs

Como descrito anteriormente, quando incidimos lasers com energias diferentes em um

determinado TMD, podemos observar efeitos lineares como a PL ou não lineares como o

SHG e o FWM. No caso do SHG, quando incidimos um laser de frequência 𝜔Idler obtém-se

um sinal de 2𝜔Idler (figura 3.8.1-(a)), e quando ocorre uma ressonância em que 2ħ𝜔Idler é igual

a energia do éxciton, temos um aumento no sinal (figura 3.8.1-(b)). De forma análoga as

medidas usando o FWM (figura 3.8.1-(c)), podemos perceber que a medida que variamos o

laser Signal (𝜔Signal), mantendo o laser 1064 nm (𝜔1064) fixo, o valor da emissão do FWM

(𝜔FWM) gerado é dado pela equação 3.6.3, em termos da frequência 𝜔FWM=2𝜔Signal-𝜔1064.

Portanto, nesse caso, temos a ressonância com o éxciton quando 2ħ𝜔Signal - ħ𝜔1064 = En (figura

3.8.1-(d)). Com a finalidade de investigarmos o impacto da presença dos éxcitons nas

medidas de SHG e FWM, vamos apresentar um estudo mais detalhado em amostras de MoS2,

MoSe2 e WS2 para os primeiros níveis excitônicos A e B, ainda pouco estudados na literatura.

Na figura 3.8.2-(a,b,c) observamos os espectros de PL (preto) e as curvas de ajuste do

tríon relativo ao éxciton A (amarelo), do éxciton A (verde) e éxciton B (azul) que juntos

compõem a curva de ajuste total (vermelho) para os TMDs. As curvas de ajuste da PL são

feitas utilizando curvas gaussianas [77,78]. Para o SHG fizemos as medidas sintonizando o

laser do Idler de forma que 2𝜔Idler é próximo as energias dos éxcitons A e B para o MoS2 e

MoSe2, e da energia do éxciton A para o caso do WS2, como pode se observar na figura

3.8.2-(d,e,f). De forma análoga, medimos o FWM utilizando os feixes 𝜔Signal e 𝜔1064 de forma

que a diferença entre eles (2𝜔Signal - 𝜔1064 = 𝜔FWM) esteja próximo das energias dos éxcitons,

conforme mostrado na figura 3.8.2-(g,h,i). Os espectros de SHG e FWM foram então

ajustados por Lorentzianas [79,80] para o tríon, éxciton A e B, utilizando o mesmo padrão de

cores do gráfico da PL. Tais resultados demonstram que a espectroscopia de SHG e o FWM

podem ser úteis também para o estudo dessas pseudo-partículas.



48

Figura 3.8.1: (a) Ilustração do SHG devido a incidência do laser Idler no TMD. (b) Diagrama da
transição da energia do SHG fora e em ressonância com o éxciton.(c)  Ilustração do FWM devido a

incidência dos lasers Signal e 1064 no TMD. (d) Diagrama da transição da energia do FWM fora e em
ressonância com o éxciton. [69].

A partir da figura 3.8.2, podemos observar que os estados de éxcitons observados pela

PL se aproximam bem das energias aferidas pelo SHG e pelo FWM, também podemos

observar que os ajustes de curva são compatíveis para os tríons. A partir dos valores dessas

medidas, é possível montar a Tabela 3.8.1, onde comparamos os valores obtidos através dos

ajustes dos dados experimentais para PL, SHG e FWM, para os éxcitons A, B e tríons. Além

disso, nossos valores são comparáveis com os resultados obtidos da literatura. É interessante

notar a pouca variação entre as energias dos éxcitons e tríons medidos com diferentes técnicas

(PL, SHG e FWM) em nossas medidas, e que, também, se aproximam bem dos resultados da

literatura, mesmo em materiais depositados sobre diferentes substratos e com diferentes

formas de crescimento (Tabela 3.8.1). As pequenas variações nos valores de energia também
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podem estar relacionadas ao fato de que a energia de ligação dos éxcitons é sensível a

temperatura e carga presentes na amostra [78,81,82]. Outro ponto interessante de notar é que

os valores teóricos das energias dos éxcitons são compatíveis com os apresentados nas

referências [68,83–86].

Figura 3.8.2: Medidas de PL para: (a) MoSe2, (b) MoS2 e (c) WS2; medidas de SHG para: (d) MoSe2,
(e) MoS2 e (f) WS2; medidas de FWM para: (g) MoSe2, (h) MoS2 e (i) WS2. Os gráficos apresentam os
ajustes das curvas: em verde para o éxciton A, em azul para o éxciton B, em amarelo para o tríon e em
vermelho o fit total. Na PL (a,b,c) os ajustes foram feitos usando curvas gaussianas, no SHG (d,e,f) os

ajustes foram feitos com lorentzianas, assim como no FWM (g,h,i). [69].

A figura 3.8.2 mostra o aumento de várias vezes a intensidade do sinal gerado para o

SHG e FWM na condição de ressonância com os éxcitons e tríons. Isso se deve ao fato de

podermos considerar os níveis excitônicos como níveis reais nas transições para o SHG e

FWM, o que proporciona um aumento do sinal em relação à transição eletrônica que ocorre

fora de um nível real [27], conforme mostrado esquematicamente na figura 3.8.1-(b,d).

Portanto, a presença de éxcitons ou tríons torna a transição mais provável de ocorrer,

conforme mostrado pelas referências [47,67,87–90] para o SHG. No caso do FWM nos

estudos da referência [60], também mostrou-se o aumento do sinal na condição de

ressonância.
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Tabela 3.8.1: Valores medidos para as energias dos éxcitons A, B e tríon nos TMDs.

TMD Método tríon (eV) éxciton A (eV) éxciton B (eV) Ref.

MoSe2

CVD PL 1.55 1.58 1.75 this work
ME PL 1.55 1.58 - [91]

CVD SHG 1.57 1.59 1.79 this work
PLD SHG 1.50 1.54 1.77 [89]
CVD FWM 1.55 1.59 1.78 this work
MoS2

CVD PL 1.86 1.91 2.01 this work
ME PL 1.87 1.91 2.06 [91]

CVD SHG 1.85 1.90 2.04 this work
CVD SHG - 1.85 2.00 [87]
ME SHG - 1.91 2.07 [67]

CVD SHG - 1.87 2.07 [88]
CVD FWM 1.86 1.91 2.02 this work
ME FWM - 1.82 2.07 [60]

CVD R - 1.87 2.02 [92]
WS2

CVD PL 1.94 2.00 - this work
ME PL 1.98 2.01 - [91]

CVD SHG 1.96 2.01 - this work
CVD FWM 1.95 2.01 - this work
ME Abs. - 2.02 2.40 [93]

ME: Esfoliação mecânica; Abs.: Absorção; R: Reflectância; PLD: Deposição por pulso de laser.

Uma vez realizadas as medidas de SHG e FWM podemos usar os valores obtidos para

calcular a susceptibilidade não linear de segunda e terceira ordem (𝜒(2) e 𝜒(3)) para os TMDs. A

obtenção desses valores tem importância, uma vez que essa é uma característica intrínseca do

material e revela o quão responsivo ele é aos fenômenos não lineares de segunda e terceira

ordem em função da energia de excitação.

3.9. Susceptibilidade elétrica de segunda ordem

Para obtermos os valores da susceptibilidade elétrica de segunda ordem (𝜒(2))

medimos, também, o SHG do quartzo cristalino nos mesmos parâmetros das amostras. Após

finalizarmos as medidas, montamos uma tabela dos máximos das intensidades de cada

comprimento de onda do SHG em função da energia do segundo harmônico gerado, para cada

TMD e para a medida do quartzo. A partir desses valores de intensidade podemos obter o
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valor de 𝜒(2) para os TMDs, utilizando a equação 3.9.1 retirada do material suplementar da

referência [47].

, (3.9.1) χ
𝑇𝑀𝐷
(2)|||

||| =  χ
𝑞𝑡𝑧
(2) |||

|||
𝐼

𝑇𝑀𝐷

𝐼
𝑞𝑡𝑧

( )
1
2

 (𝑁𝐴)2 π ħ 𝑐 𝑓

4 𝐸
𝑖𝑑𝑙𝑒𝑟

 𝑛

onde o índice de refração n=1.45 e o 𝜒qtz
(2) = 0,8 x 10-12 mV-1 para o quartzo cristalino, NA =

0.95 é a abertura numérica da objetiva utilizada, f = 0.056 é uma constante de integração, ITMD

é a intensidade do SHG medida para o TMD, Iqtz é a intensidade medida para o quartzo

cristalino e Eidler é a energia do laser de excitação Idler [47]. Multiplicamos estes valores pela

espessura da monocamada e fizemos um gráfico de 𝜒(2) versus energia do SHG

correspondente, como podemos ver na figura 3.9.1.

O erro calculado foi feito medindo-se cada amostra três vezes, utilizando os mesmo

parâmetros, assim como o quartzo. Obtivemos então nove gráficos para o 𝜒sheet
(2), fazendo uma

média dos resultados obtidos, construímos os gráficos mostrados na figura 3.9.1, com seu

respectivo desvio padrão.



52

Figura 3.9.1: Gráfico das medidas de SHG em relação a susceptibilidade elétrica de segunda ordem
para a monocamada (𝜒sheet

(2)), próximo as energias dos éxcitons dos TMDs, podemos observar o
aumento da resposta SHG próximo as energias de ressonância. Adaptado da ref. [69].

3.10. Susceptibilidade elétrica de terceira ordem

De forma análoga as medidas de segunda ordem, realizamos as medidas para encontrar

a susceptibilidade elétrica de terceira ordem (𝜒(3)) por meio do FWM. Para isso medimos o

FWM para o quartzo fundido com os mesmos parâmetros dos TMDs. Uma vez finalizadas as

medidas, como no caso do SHG, montamos uma tabela dos máximos das intensidades de cada

comprimento de onda do FWM e da energia desse comprimento de onda, para o TMD e para

a medida do quartzo fundido. A partir da tabela podemos obter os valores do 𝜒(3) do MoS2
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utilizando o mesmo método descrito no material suplementar da referência [6], de onde é

possível escrever a equação 3.10.1:

, (3.10.1)χ
𝑇𝑀𝐷
(3)|||

||| =  χ
𝑞𝑡𝑧
(3) |||

|||
𝐼

𝑇𝑀𝐷

𝐼
𝑞𝑡𝑧

( )
1
2

 ħ 𝑐 (1 + 𝑛)3

16 (2 𝐸
𝑠𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙

 − 𝐸
1064

) 𝑛
5
2

onde o n=1.45 e o 𝜒qtz
(3) = 2 x 10-22 m2V-2 para o quartzo fundido [94], ITMD é a intensidade

medida para os TMDs, Iqtz é a intensidade medida para o quartzo fundido, Esignal é a energia do

laser de excitação Signal e E1064 é a energia do laser de excitação 1064nm. Dessa maneira,

podemos formar um gráfico de 𝜒(3) versus energia do sinal de FWM do TMD, como podemos

ver na figura 3.10.1.

De maneira análoga às medidas de SHG, foi feito o mesmo procedimento para obter os

gráficos do 𝜒sheet
(3), para o FWM, com seu respectivo desvio padrão.
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Figura 3.10.1: Gráfico das medidas de FWM em relação a susceptibilidade elétrica de terceira ordem
para monocamada (𝜒sheet

(3)), próximo as energias dos éxcitons dos TMDs. Podemos observar o aumento
da resposta FWM próximo às energias de ressonância. Adaptado da ref. [69].

3.11. Discussão dos resultados

Podemos observar, como mostrado pelas figuras 3.9.1 e 3.10.1, que existe um aumento

nas susceptibilidades de segunda e terceira ordem, próximo à energia dos éxcitons. Outros

estudos de óptica não linear apresentam resultados semelhantes, principalmente no caso do

SHG, mas tambémreportados para o caso do FWM, como pode ser visto nos trabalhos

[95,96]. Em uma análise teórica, Pedersen et al. [97] demonstra esse aumento devido à

presença de éxcitons.
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Os valores da susceptibilidade elétrica não linear de segunda ordem 𝜒sheet
(2) para os

diferentes materiais; e sua comparação com valores encontrados na literatura podem ser

observados na Tabela 3.11.1. Podemos observar que os valores obtidos nas referências

[47,62,83] para o MoS2 são bem próximos aos valores encontrados pelo nosso experimento.

Por outro lado, as referências [48,98] se diferenciam em algumas ordens de grandeza. Já nos

demais materiais, os resultados obtidos foram bem próximos dos resultados da literatura, o

que demonstra uma boa correlação entre nosso experimento e os demais, ressaltando que o

nosso experimento abrange uma faixa maior de comprimentos de onda, dentro da ressonância

e fora de ressonância com os estados excitônicos, como pôde ser observado na figura 3.9.1.

Tabela 3.11.1: Valores encontrados na literatura para a susceptibilidade elétrica não linear de segunda
ordem para a monocamada do MoS2, MoSe2, WS2, contendo: a técnica de obtenção da amostra, o valor
de 𝜒(2) para a monocamada, o método de segunda ordem para obter o valor, o comprimento de onda do

laser de excitação e o substrato em que a amostra se encontrava.

TMD 𝜒(2) x 10-20 (m2V-1) Método λ laser (µm) Substrato Ref.

MoSe2

CVD 0.2-2.3 SHG 1.26-1.67 SiO2 this work
ME 2.4 SHG 1.56 SiO2/Si [83]
PLD 0.6-4.0 SHG 1.2-1.8 SiO2/Si [89]
MoS2

CVD 1.7-5.1 SHG 1.19-1.40 SiO2 this work
CVD 0.3-2.9 SHG 1-1.8 SiO2/Si [87]
CVD 3.3 x 102 SHG 0.81 SiO2 [48]
CVD 2.0 SHG 1.56 BOD [62]
CVD 0.4-4.2 SHG 1.06-1.6 SiO2 [88]
ME 1.1-8.0 SHG 0.68-1.08 quartz [47]
ME 6.5 x 103 SHG 0.81 SiO2 [48]
ME 21 SHG 0.81 glass [98]
ME 0.35 SHG 1.56 SiO2/Si [83]
WS2

CVD 1.2-4.2 SHG 1.2-1.24 SiO2 this work
CVD 5.9 SHG 0.832 SiO2/Si [99]
ME 1.1 SHG 1.56 SiO2/Si [83]

BOD: Borosilicato.

Na Tabela 3.11.2 comparamos os valores para o caso da susceptibilidade elétrica não

linear de terceira ordem 𝜒sheet
(3). É a primeira vez que estes valores foram obtidos na faixa dos
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éxcitons, por meio de FWM, mas podemos compará-los com outros valores obtidos por meio

da Geração de Terceiro Harmônico (Third-Harmonic Generation, THG), por serem técnicas

não lineares de terceira ordem que dependem igualmente de 𝜒(3) para que ocorram. Como é

possível observar na Tabela 3.11.2, nossos valores e os da literatura estão na mesma ordem de

grandeza, mesmo levando em conta que foram utilizadas técnicas de medida diferente e em

outros comprimentos de onda de excitação.

Tabela 3.11.2: Valores encontrados na literatura para a susceptibilidade elétrica não linear de terceira
ordem para a monocamada do MoS2, MoSe2, WS2, contendo: a técnica de obtenção da amostra, o valor
de 𝜒(3) para a monocamada, o método de terceira ordem para obter o valor, o comprimento de onda do
laser de excitação e o substrato em que a amostra se encontrava.

TMD 𝜒(3) x 10-29 (m2V-1) Método λ laser (nm) Substrato Ref.

MoSe2

CVD 0.1-14.7 FWM 780-820* SiO2 this work
ME 14.3 THG 1560 SiO2/Si [83]

MoS2

CVD 1.3-4.0 FWM 760-850* SiO2 this work
CVD 17 THG 1560 BOD [62]
CVD 7.8 THG 1560 SiO2/Si [100]
ME 23.4 THG 1560 SiO2/Si [83]
ME 7.7 THG 1758 SiO2/Si [101]
WS2

CVD 0.2-6.5 FWM 740-820* SiO2 this work
ME 15.6 THG 1560 SiO2/Si [83]

* Os valores de λ do laser são referentes ao laser Signal usado como bombeamento, em conjunto com
um laser fixo em 1064 nm.

Por fim, à partir dos resultados obtidos, decidimos aplicar os três lasers (𝜔Signal, 𝜔1064 e

𝜔Idler), simultaneamente, em uma amostra de MoS2 para expandir a faixa de energias de

operação e também os possíveis efeitos não lineares. Como podemos observar na ilustração

da figura 3.11.1-(a) é possível gerar Segundo harmônico (2𝜔Signal, 2𝜔1064 e 2𝜔Idler), soma de

frequência (𝜔Signal + 𝜔1064, 𝜔Signal + 𝜔Idler e 𝜔1064 + 𝜔Idler) e a mistura de quatro ondas (2𝜔Signal -

𝜔Idler e 2𝜔Signal - 𝜔1064). Na figura 3.11.1-(b) observamos estes diferentes efeitos não lineares

em quase toda região do espectro visível (400 a 720 nm) ao variarmos o laser signal com

passos de 10 nm. Esses efeitos não lineares ocorrem dentro da faixa de absorção do éxcitons

A, B e C nesse material, conforme indicado pelos retângulos na figura 3.11.1-(b), e devido a



57

isso, os efeitos não lineares são amplificados, possibilitando a utilização desses materiais em

uma larga faixa espectral e por meio de diferentes processos não lineares.

Figura 3.11.1: Efeitos gerados no MoS2 devido a incidência de três lasers pulsados (Signal, Idler e
1064). (a) Ilustração de diferentes processos não lineares gerados devido a incidência dos lasers na

amostra. (b) Mapa de intensidade dos efeitos não lineares variando o comprimento de onda do Signal.
As regiões circundadas de diferentes cores, refere-se aos processos não lineares de mesma cor

indicados na parte (a). [69].

3.12. Conclusões sobre os TMDs

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que as técnicas de SHG e FWM

nos permitem fazer um estudo dos éxcitons e tríons desses tipos de materiais, sendo bem útil

para localizar o seu valor de energia, bem como observar que os TMDs apresentam de fato

uma alta resposta óptica não linear próximos as energias dos éxcitons e tríons.

Podemos notar que, mesmo em materiais obtidos de forma distinta, no caso esfoliação

micromecânica e CVD, e mesmo medindo usando técnicas ópticas de ordens diferentes -

absorção (primeira ordem), SHG (segunda ordem) e FWM (terceira ordem) - podemos
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encontrar valores próximos para a energia dos éxcitons nos TMDs. Além disso, mostramos a

possibilidade de medir a presença de tríons utilizando SHG e FWM nos TMDs, comparando e

fazendo um ajuste das curvas em relação à fotoluminescência destes materiais.

Foi possível, também, quantificar as susceptibilidades de segunda e terceira ordem

destes materiais em ressonância com as energias excitônicas. Outro ponto a se destacar é a

capacidade de se obter informações à partir do FWM, compatíveis com resultados obtidos por

THG da literatura [62,83,100,101]. Ademais, demonstramos a possibilidade de gerar

diferentes efeitos não lineares simultâneos em uma larga faixa espectral de operação. Tal

caracterização é importante para futuros desenvolvimentos destes materiais na área de

fotônica e optoeletrônica, para criação de novos dispositivos, ou no uso de técnicas de

imageamento. Por fim, os resultados desse trabalho foram publicados em forma de artigo, que

pode ser visto na referência [69].
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4. Aplicações de óptica não linear em materiais

biológicos

O uso de efeitos físicos aplicados a biologia ou biomedicina vem de uma longa

história, passando pelas aplicações de raio-x [102], ressonância magnética [103] e tomografia

por emissão de pósitrons [104], que se utilizam de avanços na física para criar métodos

diagnósticos hoje imprescindíveis na área médica. Na área da óptica não é diferente com

avanço das técnicas ópticas de detecção e microscopia. Com o desenvolvimento das técnicas

de microscopia, cada vez mais a área biológica vem se utilizando dessas técnicas para

caracterização de materiais biológicos. Dentro desse escopo técnicas de microscopia Raman e

de óptica não linear vem ganhando espaço para o avanço do estudo nessa área. A exemplo

dessas técnicas não lineares descritas no capítulo 2, existem trabalhos com aplicações em

biologia que utilizam o TPEF, o SHG e técnicas de Raman convencional ou estimulado

[4,19,105–107].

Este trabalho é parte de um conjunto de publicações multidisciplinares, realizado no

Laboratório de nanoespectroscopia da UFMG, que visa o desenvolvimento de um

equipamento de diagnóstico pré-clínico da doença de Alzheimer. O foco específico nesta tese

foi a utilização das técnicas supracitadas para caracterização de estruturas biológicas em fatias

de cérebros de camundongos transgênicos para a doença de Alzheimer e, sobretudo, a

identificação da placa formada pelo acúmulo de beta-amiloide. A importância deste trabalho é

contribuir com abordagens de técnicas ópticas para o estudo destas estruturas. Adiante vamos

descrever os fundamentos do nosso trabalho, apresentando trabalhos já publicados. A partir

dessa análise prévia, desenvolvemos a discussão sobre os mecanismos da doença de

Alzheimer. Discutimos as diferenças que surgem no espectro Raman pela diferença de idade

(seção 4.4.3). Também abordamos a caracterização de células presentes no processo de

formação da placa amiloide (seção 4.4.4). O estudo da progressão da doença carece da

identificação dos tipos celulares envolvidos no processo de formação da placa amiloide,

portanto esta caracterização é de amplo interesse da comunidade científica [108,109], seja

para o desenvolvimento de novos fármacos, seja para o aprofundamento da dinâmica dessa
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enfermidade, com a finalidade de melhorar a qualidade de vida dos seus portadores, bem

como seu diagnóstico precoce.

4.1. Preâmbulo

No ano de 2014 teve início no Laboratório de Nanoespectroscopia (LabNS) o grupo

multidisciplinar de estudo e desenvolvimento de um diagnóstico pré-clínico da doença de

Alzheimer. Desde então, houve um desenvolvimento substancial das técnicas de

espectroscopia, tanto no que diz respeito ao Raman convencional, quanto nas técnicas não

lineares como SRS e CARS, conseguindo resultados relevantes para a literatura.

Em conjunto, desde o início do nosso trabalho, foram publicados três artigos, descritos

nas seções 4.4.1 [18] (no qual sou segundo autor), 4.4.2 [19] (no qual tenho autoria com

contribuição equivalente) e 4.4.3 [110] (no qual também tenho autoria equivalente), além de

um trabalho em fase final apresentado na seção 4.4.4. Além disso, estes trabalhos são parte

relevante de duas teses de doutorado [29,111], um capítulo de livro submetido para publicação

e um registro de know-how. Minha contribuição principal, dentro do grupo, foi a

implementação das técnicas não lineares, a realização das medidas não lineares nos trabalhos

publicados, a discussão dos resultados obtidos, além da participação no direcionamento dos

trabalhos para a realização de novas medidas e do desenvolvimento do que futuramente se

pretende ser um equipamento de diagnóstico pré-clínico da doença de Alzheimer. Nas

próximas seções, serão abordadas às bases desses trabalhos, juntamente com a apresentação

dos resultados obtidos, que visam demonstrar como as técnicas ópticas apresentam uma

grande relevância para a caracterização de tecidos biológicos, bem como elas podem ser

exploradas como uma ferramenta capaz de trazer novas informações a respeito da análise das

placas beta-amiloide formadas no cérebro.

4.2. Os tipos celulares do SNC e a doença de Alzheimer

O sistema nervoso central (SNC) apresenta duas classes de células: os neurônios, que

são mais conhecidos, sendo os responsáveis pela atividade cognitiva e pelas sinapses; mas

alem dos neurônios, temos outra classe de células, que se chamam células da glia. As céçulas

da glia se dividem principalmente entre: os astrócitos, os oligodendrócitos e as micróglias.
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Elas são responsáveis por manter a estrutura e sustentação do sistema nervoso, além da defesa

contra inflamações e proteção do encéfalo, como veremos a seguir.

Figura 4.2.1: Ilustração das principais células do sistema nervoso central: em amarelo temos os
neurônios, em verde os astrócitos, em azul os oligodendrócitos e em marrom as micróglias. [112].

A figura 4.2.1 ilustra as principais células do cérebro. Em amarelo temos os neurônios,

responsáveis por conduzir os impulsos elétricos que realizam as sinapses. Eles geralmente se

dividem em três partes principais: o corpo celular, onde está presente o núcleo; os dendritos,

que são os prolongamentos do corpo celular, e que recebem os impulsos elétricos e os

transmitem ao corpo celular; e os axônios, que são a “cauda” do neurônio, que em sua

extensão é recoberta pela bainha de mielina e na sua extremidade emite os impulsos elétricos,

que são responsáveis pela sinapse com os dendritos de um outro neurônio. Na cor verde

podemos ver os astrócitos, que são células de formato estrelado, com prolongamentos nas

suas extremidades. Eles tem a função de sustentação, controle da composição iônica e

molecular do ambiente onde estão localizados os neurônios, transferência de substâncias para

os neurônios, resposta a sinais químicos, entre outras atividades. Em azul temos os

oligodendrócitos, que são células responsáveis pela produção da bainha de mielina dos

neurônios do sistema nervoso central. Essas células enrolam-se em volta do axônio, formando

a bainha de mielina, que funciona como um isolante elétrico. Em marrom vemos as

micróglias, que são as menores células da glia, com pequenos prolongamentos que se

destacam por sua capacidade fagocitária. Elas localizam-se no sistema nervoso central e

atuam em processos inflamatórios reparando esse sistema [112,113].

https://mundoeducacao.uol.com.br/biologia/endocitose-exocitose.htm
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Neste trabalho nosso foco será naturalmente nos neurônios que estão envolvidos no

processo da formação da placa amiloide, que está associada ao acúmulo da proteina

beta-amiloide, bem como nos astrócitos e nas micróglias, que são células que compõem o

mecanismo de defesa do encéfalo contra inflamações.

As placas relacionadas ao acúmulo de beta-amiloide foram observadas desde a

descoberta da doença de Alzheimer, como pode ser visto na figura 4.2.2, que mostra em (A)

uma fotografia do Dr. Alzheimer, em (B) sua paciente Augusta Deter, em (C) as laminas com

tecido cerebral da paciente Augusta Deter post-mortem, em (D) vemos varias placas amiloide

impregnadas de prata e em (E) uma única placa isolada no tecido cerebral da paciente.

Ainda hoje há um grande debate na literatura sobre sua relação com a doença de

Alzheimer e sobre seu caráter de causa ou consequência da evolução desse tipo de

enfermidade [114]. Fato é que as placas formadas pelo acúmulo de beta-amiloide estão

diretamente relacionadas à doença de Alzheimer e, portanto, reconhecê-las e caracterizá-las é

um passo importante para o avanço no estudo desse tipo de neuropatologia.

Figura 4.2.2: (A) Fotografia do Dr. Alzheimer e (B) sua paciente, Auguste Deter. (C) Imagem das
lâminas histológicas post-mortem originais. (D) Placas neuríticas impregnadas de prata e em (E) um

emaranhado neurofibrilar no cérebro de Augusta Deter. [115].
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Como podemos ver na figura 4.2.3, as placas formadas pelo acúmulo de beta-amiloide

possuem um núcleo, que também é chamado de core (num tom azulado, mais claro) que é

circundado por uma borda (em um tom roxo, mais escuro) que chamamos de halo.

Figura 4.2.3: Imagem feita por imunocoloração usando o anticorpo MAC-1 para marcar a microglia
de uma placa amiloide no cérebro de um camundongo transgênico. Adaptado da ref. [116].

Apenas a microscopia convencional, sem o envolvimento de marcadores ou corantes,

são incapazes de diferenciar as placas amiloide do tecido saudável, e identificar os

componentes dessas estruturas. Por exemplo, veremos mais adiante que essas estruturas são,

no caso do halo, predominantemente de composição lipídica, e no core de composição

proteica, por essa razão se faz necessário a aplicação de outras técnicas de microscopia para

identificação e caracterização das placas amiloides.

4.3. Metodologia

4.3.1. Preparação de amostras de cérebro

Nos nossos trabalhos usamos camundongos bitransgênicos da linhagem

APPswePS1ΔE9 adquiridos na Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME. USA). Esse modelo

APP/PS1 é duplamente transgênico que expressa uma proteína precursora de amiloide

associada à doença de Alzheimer de início precoce. Essa linhagem APPswePS1ΔE9 apresenta

deposição de placas de beta-amiloide (βA) na retina a partir de dois meses e meio, e no

cérebro a partir do 5° mês [117,118]. A colônia foi estabelecida no biotério de experimentação
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da faculdade de Medicina da UFMG através de cruzamento entre o híbrido bitransgênico,

com fêmeas do Biotério Central da UFMG. O cruzamento foi feito por 8 gerações (N), em

seguida, os cruzamentos passaram a ser isogênicos entre irmãos, sempre com macho

Transgênico (Tg) e fêmea Wild type (Wt ou Ctrl).

Cortes histológicos de cérebro foram usados para caracterização e identificação da

assinatura Raman das placas amiloide do tecido. Animais com 6 e 12 meses de idade foram

anestesiados com cetamina 80 mg e xilazina 15 mg/kg via IP, perfundidos com PBS

(phosphate buffered saline), seguido de fixação em paraformaldeído (PFA) 4%. A seguir, os

cérebros são removidos e incubados em PFA 4% a 8°C. Após esse processo, os cérebros são

fatiados em criostato (30 e 40 μm) para varreduras de hiperespectro. Todo o trabalho com as

colônias e preparação de amostras foi realizado pelo biólogo Dr. Emerson Fonseca e pode ser

visto na referência [111].

4.3.2. Montagem experimental para realização das medidas

Para realizar medidas de Raman convencional utilizamos o sistema de medida

comercial WITec Alpha 300 Series do Laboratório Institucional de Pesquisa de

Caracterização e de Processamento de Nanomateriais (LCPNano), que está localizado no

departamento de Física da UFMG. Nossa montagem experimental, para as medidas de

varredura não lineares (SRS, CARS, SHG TPEF) nos materiais biológicos, se assemelha com

a da seção 3.5, com algumas modificações, que podem ser vistas na figura 4.3.2.1. Nela temos

um microscópio invertido Nikon e um laser pulsado de picossegundos (APE picoemerald),

porém, agora incluímos o sistema de varredura por um conjunto de espelhos galvanométricos

(Lavision Biotec), usando objetivas de 20x (NA 0.75), ou de 60x a ar (NA 0.95), ou 60x a

óleo (NA 1.4), este sistema de varredura é muito similar ao usado para realizar as medidas da

figura 3.7.2, como dito no capítulo 3.7. As medidas de SHG foram feitas com o laser de

bombeio centrado em um comprimento de onda de 810 nm, e para o CARS de lipídios os

lasers foram ajustados para 816 nm e 1064 nm. Nessa configuração experimental, a mesma

objetiva coleta o sinal retroespalhado, direcionado para um filtro passa-faixa para coletar

apenas os sinais SHG ou CARS, que são detectados por uma fotomultiplicadora. O SRS, por

sua vez, usa o feixe de 1064 nm modulado por um modulador eletro-óptico (EOM) e o sinal
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transmitido é coletado por um condensador (C), direcionando-o a um fotodiodo (PD)

conectado a um amplificador lock-in (LIA).

Figura 4.3.2.1: Figura ilustrando a montagem experimental utilizada para varredura das placas
amiloides. Nela vemos a luz pulsada proveniente do laser com cavidade OPO, que opera com um
comprimento de onda fixo (1064 nm) e um sintonizável (pump, de menor comprimento de onda);

(DM1) espelho dicróico short-pass de 1000 nm; (FS) filtro long-pass de 1020 nm; (L1) lente
plano-convexa de distância focal 100 mm; (EOM) modulador electro óptico resonante em 10 MHz;

(L2) lente plano-convexa de distância focal 100 mm; (M2) espelho plano de prata; (FP) filtro
short-pass de 1010 nm; (delay line) plataforma composta por uma linha de atraso com 4 espelhos

planos de prata; (M1) espelho plano de prata; (DM2) espelho dicróico short-pass de 1000 nm; (POL)
polarizador radial; (SM) sistema de varredura; (DM3) espelho dicróico long-pass substituível;

microscópio invertido; (M3) espelho plano de prata; (O) objetiva; amostra; (C) condensador; (FSRL)
filtro band-pass de 830/310 nm; (T) telescópio; (M4) espelho plano de prata; (PD) fotodiodo; (LIA)
amplificador lock-in sincronizado em 10 MHz; (FG) gerador de função com onda de 10MHz; (PMT)

fotomultiplicadora. Adaptado da ref. [111].
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Uma vez obtidas no programa do microscópio (Lavision), as imagens são processadas

e coloridas artificialmente no programa ImageJ. Nele podemos colocar na mesma escala de

intensidades, fazendo uma normalização entre imagens, o que torna a comparação, ou mesmo

a geração de imagens por subtração ou outra operação matemática entre figuras, mais

confiável e com os mesmos parâmetros.

4.4. Espectroscopia e imageamento das placas beta-amiloide

4.4.1. Espectroscopia Raman aplicada

A técnica de espectroscopia Raman como ferramenta de identificação de materiais é

amplamente conhecida na física. Como visto no capítulo 2, a espectroscopia Raman pode ser

utilizada para caracterizar materiais baseado nas suas ligações moleculares, pois cada tipo de

ligação tem uma energia de vibração específica, sendo assim, é possível diferenciar os

materiais baseados no espectro Raman. Portanto, podemos medir o espectro Raman da placa

amiloide e comparar com tecido saudável com o intuito de diferenciá-los e encontrar picos

relacionados aos modos de vibração específicos da placa amiloide, baseados na

espectroscopia Raman.

O artigo de Fonseca et al. [18] descreve as mudanças presentes no espectro Raman

devido a presença ou não de placas amiloides no tecido. Na figura 4.4.1.1 podemos ver alguns

picos Raman associados aos modos de vibração, que diferenciam o tecido saudável do halo

lipídico e do core proteico. Os picos de maior destaque são o das ligações de CH2 (2850 cm-1)

e da amida I (1670 cm-1). Como veremos na seção a seguir, esses picos foram utilizados por

nós, para imagear as placas, utilizando o processo de Raman estimulado. Porém, outros picos

também podem diferenciar o halo, o núcleo (core) e o tecido saudável, como será abordado

mais à frente, tais como o pico relacionado à amida B.

Neste trabalho, em específico, fui o responsável por executar o imageamento por

autofluorescência para localização das placas amiloide no tecido e da discussão do

hiperespectro Raman, com o intuito de identificar picos associados a placa amiloide, para que

pudéssemos aplicar as técnicas de Raman estimulado, como o CARS e o SRS que serão

discutidos na próxima seção.



67

Figura 4.4.1.1: Espectro Raman de fatias de cérebro de camundongos transgênicos de 6 meses de
idade. Em vermelho temos o espectro sobre placa amiloide (Core). Em azul está a região circundante à

placa (Halo) e em preto uma região distante da borda da placa amiloide. As regiões dos picos
associados às amidas I e III estão destacadas em verde. Adaptado da ref. [18].

Para este estudo, realizamos imagens hiperespectrais Raman dos tecidos, onde foi

possível classificar quais os tipos de alteração estão presentes na estrutura da placa através da

análise dos diferentes picos no espectro Raman presentes na amostra. Na figura 4.4.1.2

apresentamos as imagens hiperespectrais Raman, onde mapeamos a intensidade do pico

Raman associado aos lipídios em 2850 cm-1, que formam o halo da placa, e o pico associado a

amida I em 1670 cm-1, que forma o core proteico [111].

Dessa forma, a partir da espectroscopia Raman e de imagens hiperespectrais Raman

foi possível estabelecer quais são as assinaturas espectrais que caracterizam a placa amiloide

no tecido cerebral. Porém, as medidas de hiperespectro demandam algumas horas para sua

aquisição, impossibilitando experimentos em cortes frescos ou medidas in vivo, que apesar de

não estarem neste trabalho são a intenção deste projeto. Por isso, se fez necessário avançar

para técnicas como o CARS e o SRS que conseguem varrer uma mesma área em um tempo de

alguns segundos ou poucos minutos.
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Figura 4.4.1.2: Em amarelo à esquerda temos o halo lipídico associado ao pico Raman de 2850 cm-1;
em vermelho à direita temos a placa amiloide que forma o core associado ao pico Raman da Amida I

em 1675 cm-1. Adaptado da ref. [111].

4.4.2. Técnicas não lineares para identificação das placas

Ao longo dos últimos anos foram utilizadas diferentes técnicas ópticas com o intuito

de medir placas amiloides no cérebro. Diferentes trabalhos abordam esse tipo de análise,

como os trabalhos de Kwan et al. [119] onde foram feitas medidas de SHG e

autofluorescência. Por outro lado, o trabalho de Condello et al. [108] utiliza marcações de

imunofluorescência para marcar células cerebrais e usa microscopia confocal de alta

resolução e TPEF para imagear placas amiloides. Já em outros trabalhos, técnicas de Raman

estimulado como CARS e SRS foram feitas, como mostram os trabalhos do grupo liderado

por Sunney Xie. Um exemplo é o trabalho de Ji et al. [120] para identificação dessas placas

amiloides, utilizando SRS, como podemos ver na figura 4.4.2.1.

Figura 4.4.2.1: Imagens de SRS: (A) feita utilizando o pico associado aos lipídios estimulando o pico
em 2850 cm-1; (B) feita estimulando o pico Raman da amida I em 1670 cm-1. Adaptado da ref. [120].
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A fim de realizarmos experimentos de SRS nas placas amiloide em tecidos,

primeiramente, realizamos um hiperespectro Raman como mostrado na primeira linha da

figura 4.4.2.2. Podemos observar nas medidas de hiperespectro Raman o core e o halo na

placa, destacando a imagem formada pelo pico da amida I em 1670 cm-1, pelo pico associado

aos lipídios com o valor de 2850 cm-1 e a sobreposição das imagens. Na parte inferior da

figura temos a mesma placa medida pela técnica de SRS, utilizando os mesmos picos de

amida I, lipídios e uma sobreposição. Podemos perceber que, uma vez conhecido o pico

Raman que queremos utilizar, o SRS pode ser usado para fazer aquisições de imagens com

um tempo que reduz as horas de experimento, necessarias para fazer um hiperespectro Raman

(aproximadamente 14 horas para essas figuras), para alguns minutos usando o SRS (em geral

5 minutos para as medidas mais longas neste trabalho). Também usamos um laser pulsado

com comprimento de onda maior e que tem uma maior penetração no tecido. Além disso, as

imagens de SRS, pela natureza do método, não apresentam sinal não ressonante (ver seção

2.3), produzindo imagens mais nítidas, como pode ser visto no exemplo a seguir ou nas ref

[29,111].

Figura 4.4.2.2: Na linha superior temos medidas de espectroscopia Raman com o hiperespectro do
core (amida I) em 1670 cm-1 (vermelho), lipídio 2850 cm-1(amarelo) e sobreposição das duas imagens.

Na linha inferior temos as imagens de SRS para as mesmas frequências, em que é possível observar
alguns vasos sanguíneos apontados pelas setas. Adaptado da ref. [111].
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A fim de comparar diferentes técnicas de óptica não linear para caracterização de

placas amiloide, realizamos um trabalho conforme a Ref. [19]. Neste trabalho possuo a

primeira autoria, compartilhada com outros dois membros do grupo, e realizei os

experimentos apresentados no artigo. Na figura 4.4.2.3, podemos ver em “A” uma imagem de

campo claro de microscópio convencional, onde não é possível ver nenhuma característica da

presença de uma placa amiloide em um tecido cerebral de camundongos transgênicos para

doença de Alzheimer.

Na fig. 4.4.2.3-B temos a comprovação da placa amiloide pela marcação com

Thioflavina S, que é um marcador fluorescente específico para placa amiloide, estimulada por

TPEF, que foi feita ao final para confirmar a presença da placa amiloide. Na fig. 4.4.2.3-C

temos uma imagem de TPEA, e em “D” temos uma imagem de SHG, ambas realizadas em

uma placa amiloide. Em “E” vemos uma imagem formada selecionando o pico da amida I do

hiperespectro Raman, já em “F” temos o SRS em ressonância com o pico da amida I. Por

outro lado em “G” pode ser vista a imagem de SRS em ressonância com o pico associado aos

lipídios em 2850 cm-1 e em “H” temos a imagem feita por CARS, que também está em

ressonância com o pico associado aos lipídios. Todas as imagens foram realizadas na mesma

placa amiloide e as setas indicam alguns vasos sanguíneos presentes no tecido.
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Figura 4.4.2.3: Imagens dos experimentos realizados com diferentes técnicas ópticas em tecido
cerebral. Temos a imagem de campo claro em (A); tecido corado com Thioflavina S usando 830 nm

(B); TPEA usando 830 nm em C; SHG usando laser de 810 nm em D; imagem do hiperespectro
Raman da amida I relativo ao pico 1675 cm-1, usando o laser de 532 nm em E; imagem de SRS

ressonante com o pico da amida I usando dois feixes, um em 1064 nm e 903 nm em F; imagem de
SRS ressonante com o halo lipídico em 2850 cm-1, usando dois feixes pulsados em 1064 nm e 816 nm

em G; por fim, temos uma imagem feita por CARS ressonante com o mesmo comprimento de onda
que foi usado em G, mostrado em H. Adaptado da ref. [19].

Outro ponto a se destacar nesse trabalho foi o uso de outros marcadores associadas aos

picos Raman, para fazer as imagens de SRS e que ainda não tinham sido explorados na

literatura para a caracterização das placas. Estas medidas foram comparadas às imagens de

SRS feitas em ressonância com os picos em 2850 cm-1 e 1670 cm-1, demonstrados

anteriormente. Na figura 4.4.2.4 em “A” temos o espectro Raman do halo e do core da placa

amiloide do cérebro de um camundongo Tg. Podemos perceber na barra vermelha um pico

que pode ser associado aos lipídios insaturados e a barra azul ao pico associado a amida B.
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Figura 4.4.2.4: (A) Espectro Raman do halo (vermelho) e core (azul) na região de alta frequência. A
barra vertical, em azul no espectro Raman, identifica a região de frequência da imagem de SRS

mostrada em (C), enquanto a barra vermelha identifica a região de frequência da imagem em (D). (B)
Visão geral da imagem SRS do hipocampo com várias placas βA. O retângulo branco identifica a

placa em (C–H), a escala é de 60 μm. (C) Imagem SRS realizada usando a frequência em 3070 cm−1,
atribuída à vibração da amida B. (D) imagem SRS tomada em 3019 cm−1, atribuída aos lipídios

insaturados. (E) Imagem SRS tirada a 2930 cm−1 (proteína/lipídios), (F) imagem SRS medida usando a
frequência 2850 cm−1 (lipídios) e (G) a subtração das imagens em (E) e (F). (H) Imagem SRS feita
usando a frequência em 1675 cm−1, atribuída à vibração da amida I. Todas as barras de escala em

(C)–(H) são 20 μm. [19].

Pela primeira vez na literatura foi feito o imageamento por SRS dos picos associados à

amida B em 3070 cm-1 (figura 4.4.2.4-C) e aos lipídios insaturados em 3019 cm-1 (figura

4.4.2.4-D). Nas demais figuras temos, em “B”, uma medida com SRS ressonante com o pico

de lipídio (2850 cm-1), com uma magnificação de 20x, mostrando algumas placas próximo ao

hipocampo. Em “E” temos temos um pico lipoproteico associado ao pico Raman em 2930

cm-1, em “F” temos a imagem associada ao pico Raman em 2850 cm-1, em “G” vemos a

subtração das imagens “E”-”F”, onde aparece o núcleo proteico e em “H” temos a imagem do

SRS da amida I em 1675 cm-1 [19,29].

4.4.3. Determinação da idade dos modelos animais por PCA

Como já dito anteriormente, um dos objetivos do nosso trabalho foi diferenciar os

animais por idade baseado nas medidas do espectro Raman das placas amiloides. Neste

trabalho, minha contribuição foi realizar todas as medidas de óptica não linear e o auxílio na
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interpretação dos dados de microscopia Raman. A partir dos nossos resultados foi possível

perceber que há uma quantidade de placas maior no animal de 12 meses em relação ao de 6

meses, como esperado na literatura[121].

Com a finalidade de diferenciar os animais de 6 e 12 meses aplicamos a Análise de

Componente Principal (PCA) nas varreduras de hiperespectro Raman das placas. Como pode

ser visto na tese de Fonseca (2020) [111], a análise por componente principal tem sido

amplamente utilizada em estudos por espectroscopia Raman [122–124] como ferramenta para

se determinar os picos associados aos modos de vibração de componentes biológicos

baseados no espectro Raman. Utilizamos a PCA para analisar faixas de espectros específicas,

onde selecionamos regiões espectrais com um intervalo de 10 cm-1 em torno das seguintes

frequências: 424 cm-1, 707 cm-1, 725 cm-1, 1007 cm-1, 1670 cm-1, 2850 cm-1, 2930 cm-1, que

podem ser vistas na figura 4.4.1.1 mostrada no capítulo 4.4.1. [110,111].

Das sete frequências analisadas, foi possível identificar qual dessas frequências é mais

efetiva para diferenciar os animais controle dos animais transgênicos, e dentre os animais

transgênicos, os de 6 meses e os de 12 meses de idade. Na figura 4.4.3.1-a podemos observar

a quantidade de espectros pelo desvio da primeira componente principal (PC1) e vemos uma

clara tendência de diferenciação. Esta diferenciação fica mais clara quando observamos a

figura 4.4.3.1-b onde temos os desvios dos valores da PC1 em relação ao número de onda

relativo que, da esquerda para a direita, são os valores 424 cm-1, 707 cm-1, 725 cm-1, 1007

cm-1, 1670 cm-1, 2850 cm-1, 2930 cm-1. Os resultados demonstram que há uma tendência de

variação entre animais Tg de 6 e 12 meses para todas as frequências analisadas. Em valores

absolutos da PC1 se destaca a região espectral centrada em 2930 cm-1, relacionada ao

estiramento de CH3 que constituem os lipídios e proteínas [111].
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Figura 4.4.3.1: Análise de PCA com animais Ctrl, Tg 6 e Tg 12 meses onde vemos (a) Diferença PC1
entre camundongos controles (barras pretas), entre camundongos Tg de 6 meses (barras azuis) e 12

meses de idade (barras vermelhas). b) Histograma mostrado a PC1 para cada frequência (424 cm-1, 707
cm-1, 725 cm-1, 1007 cm-1, 1670 cm-1, 2850 cm-1, 2930 cm-1). As varreduras do Ctrl são representadas

em preto, Tg de 6 meses de azul e Tg de 12 meses em vermelho. Adaptado da ref. [111].

Devido a prevalência de lipídios no halo da placa, como visto nas seções anteriores

analisamos, também, as frequências de 424 cm-1 e 707 cm-1, relacionadas ao colesterol, e 725

cm-1, relacionada à esfingomielina (lipídio muito presente na membrana celular, sobretudo na

bainha de mielina das células do tecido nervoso), e observamos que são modos Raman

capazes de diferenciar os animais Tg 6 meses e Tg 12 meses, como pode ser visto na figura

4.4.3.1.

Na figura 4.4.3.2-A temos os espectros comparando a medida na placa amiloide, no

halo lipídico e no tecido saudável adjacente ao halo, destacando as frequências de colesterol

(chol) 424 cm-1 e 707 cm-1; esfingomielina (SM) 725 cm-1 e fenilalanina (Phe) 1004 cm-1. Na

figura 4.4.3.2-B temos imagens geradas pelo hiperespectro Raman, relacionados ao halo
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lipídico da placa amiloide, para camundongos Tg de 6 e 12 meses. Podemos perceber que há

uma maior nitidez nas imagens formadas nos animais Tg de 12 meses, o que sugere uma

maior intensidade e, portanto, acúmulo de lipídios [111].

Uma análise visual dos nossos resultados sugere que o acúmulo de lipídios nos

animais mais velhos seja maior que nos animais mais jovens, porém, não foi possível precisar

quantitativamente essa diferença. Uma análise biológica mais aprofundada pode ser

encontrada na referência de Fonseca et al. [110].

Figura 4.7.2: (A) Espectro Raman de uma animal Tg de 12 meses mostrando as frequências de
colesterol (424 cm-1, 707 cm-1), esfingomielina (725 cm-1) e fenilalanina (1004 cm-1). Medidas no halo
(em azul), no core da placa amiloide (em vermelho) e no tecido saudável (em preto). (B) Imagens de
hiperespectro Raman da placa amiloide em animais de 6 e 12 meses mostrando o halo lipídico para
diferentes frequências. Nos animais de 12 meses a imagem apresenta maior nitidez e intensidade do
halo, sugerindo maior concentração de lipídio. A barra de escala usada foi de 20 μm para Tg de 6

meses e 10 μm Tg de 12 meses. [110].

4.4.4 TPEF e SRS para identificação das placas

Existe um interesse científico em determinar quais componentes celulares estão

associados à placa amiloide. Na seção 4.2 deste capítulo abordamos brevemente os tipos de

células que compõem o SNC, agora nos interessa saber quais destes tipos celulares estão
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associados à placa amiloide, e como formariam o halo lipídico. Alguns trabalhos sugerem que

neurônios distróficos, ou neuritos (partes do neurônio) distróficos, são parte do halo que é

formado em torno da placa. Neste caso, eles se apresentariam com grande inchaço, em função

de interrupção do transporte vesicular, devido a alguma disfunção na estrutura da célula

[125,126]. Isso é sugerido no trabalho de Condello et al. [108], que associa o halo formado

nas placas amiloide a neuritos distróficos. No entanto, como se sabe, células da glia

participam de processos inflamatórios como os decorrentes da formação da placa amiloide, o

que sugere que também deveriam participar da formação da placa [109].

Paralelamente, no trabalho de Palombo et al. [109] foi sugerido que a borda lipídica

observada por espectroscopia Raman é formada por astrócitos reativos, como podemos ver na

figura 4.4.4.1, que apresenta mapas derivados de espectroscopia Raman na linha superior

referentes ao core da placa (a) e ao halo lipídico (b), e na linha inferior temos imagens de

imunofluorescência usando um marcador para a placa amiloide (c) e anti-GFAP para marcar

os astrócitos (d). Porém, como pode ser observado na referência [109], as placas usadas na

linha superior são diferentes da linha inferior, não permitindo portanto, fazer uma correlação

direta entre as duas imagens.
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Figura 4.4.4.1: Imagens de placa amiloide de um camundongo transgênico onde podemos observar
na linha superior os resultados da PCA derivados de um mapa Raman. Em (a) temos a PCA que

denota o núcleo proteico da placa, e em (b) mostrando o halo lipídico ao redor do núcleo da placa. Na
linha inferior temos as imagens de imunofluorescência corado com (c) amylo-glo para peptídeo βA e
(d) anti-GFAP para os astrócitos. A placa representada em (a) e (b) é diferente daaquela em (c) e (d).

As setas indicam a localização dos processos e corpos celulares. [109].

Já no trabalho de Condello et al. [108] o tecido é marcado com imunomarcadores para

detectar a presença de neuritos distróficos (Lamp1 e Ubiquitin) e microglia (Iba-1). Na figura

4.4.4.2-a pode ser observada a marcação dos neuritos distróficos, a esquerda, com Lamp1 (em

roxo) com a placa amiloide marcada por tioflavina S (em azul), na segunda imagem, ao

centro, podemos observar a marcação das microglias na mesma placa com Iba-1 (em verde)

com a placa amiloide (em azul), na terceira imagem, a direita, mostra uma superposição entre

as duas imagens anteriores. Na figura 4.4.4.2-b vemos em uma outra placa a marcação dos

neuritos distróficos com ubiquitina (em cinza) com a placa amiloide marcada por tioflavina S

(em azul), a esquerda, na segunda imagem, ao centro, temos a marcação das microglias na

mesma placa com Iba-1 (em verde) com a placa amiloide (em azul) e a terceira, a direita,

vemos a superposição entre a primeira e a segunda imagens. Percebemos pela
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imunomarcação, que esses neuritos distróficos se apresentam como uma massa amorfa de

grandes bolhas de membranas [108].

Figura 4.4.4.2: Imagens da placa amiloide (azul), microglia (verde), e neuritos distróficos (roxo e
cinza). A escala de todas as barras em Condello et al. é de 5 μm. Adaptado da ref. [108].

Com o intuito de explorar essa divergência na literatura, fizemos a imunomarcação

dos tecidos, após aquisição de imagem SRS. Na imagem 4.4.4.3 podemos ver a sequência de

medidas em que desenvolvemos nosso trabalho. Primeiramente, medimos a placa amiloide

com SRS, em ressonância com o pico dos lipídios (2850 cm-1), onde podemos observar o halo

e delimitamos a área da placa com uma linha branca, logo após, marcamos os astrócitos com

anti-GFAP (em verde), as microglias foram marcadas com anti-Iba1 (em vermelho), em

seguida marcamos o core com Thioflavina S, para garantir que de fato era uma placa

amiloide, e por fim fizemos uma superposição das imagens. Podemos observar que os

astrócitos (em verde) próximos a placa não correspondem à área de borda lipídica que

observamos no SRS. Este também é o caso das micróglias (em vermelho), que muitas vezes

são associadas às placas, porém, não explicam toda essa borda densa de lipídio.
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Figura 4.4.4.3: Imagem SRS de borda lipídica e imunofluorescência de células da glia (a) SRS de
lipídio. Imagem de TPEF mostrando células da glia imunomarcadas; (b) imunopositividade para

GFAP em astrócitos, (c) imunopositividade para Iba-1 em micróglia, (d) placa amiloide marcada por
Thio S, (e) Sobreposição das imagens de imunofluorescência. Objetiva 60x de imersão em óleo. Barra

de escala 10 μm. [111].

Podemos observar a partir dos nossos resultados que, diferente do que foi sugerido por

Palombo et al. [109], a borda lipídica não é formada apenas por astrócitos reativos, já que o

conjunto deles não reproduz a área lipídica observada por SRS. E embora haja muita

microglia intimamente ligada à placa, e que, mesmo associadas aos astrócitos, não explicam

completamente a área delimitada pela densa borda lipídica identificada pelas vibrações de

CH2 e CH3 . Esse resultado é corroborado em uma segunda medida, mostrada na figura

4.4.4.4, onde podemos observar uma imagem de placas próximas ao hipocampo. Na figura

4.4.4.4 (a), podemos ver a região do hipocampo com uma magnificação de 20x, onde temos

duas regiões: na região I temos uma placa cujas medidas correspondem às figuras de (b) a (e);

na região II temos três placas que correspondem às medidas das figuras (f) a (i), que se

referem às imagens feitas por SRS, TPEF da microglia, TPEF do astrócito e a superposição

dessas três imagens com uma magnificação de 60x.

O que fica sugerido pelas medidas de SRS é que existem estruturas celulares disformes

formando bolhas de membrana lipídica, que apresentam a morfologia muito semelhante à

observada por Condello et al. [111]. Analisando os dados e a literatura, podemos concluir que

a borda lipídica que se observa nas imagens de hiperespectro e SRS seria composta por

neuritos distróficos, além de microglias ativadas e astrócitos reativos que circundam as placas

amiloide.
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Figura 4.4.4.4: Imagem SRS de borda lipídica e imunofluorescência de células da glia; em (a) SRS de
lipídio cujos quadrados delimitam as regiões com densas bordas de lipídio em torno de placas,

destacadas em maior aumento em (b) (I) e (f) (II); (c, g) imunopositividade para Iba-1 em micróglia;
(d, h) imunopositividade para GFAP em astrócitos; (e, i) sobreposição da imunomarcação para

micróglia e astrócito. Note que a área delimitada referente à borda lipídica observada no SRS não
corresponde à área onde se encontram as células da glia. Objetiva 20x (a); objetiva 60x (b-i). Barra de

escala 20 μm. Adaptado da ref. [111].

Para confirmar de forma inequívoca que as medidas de SRS se relacionam com

neurônios distróficos, para além de uma análise apenas baseada na semelhança das imagens,

como as apresentadas na figura 4.4.4.2 e as realizadas neste trabalho, seria necessário a

medida de SRS e subsequente marcação com um anticorpo, que poderia ser o Lamp1, para a

visualização dos neurônios, o que deve ser realizado em breve, uma vez confirmada essa

análise dos neuritos distróficos fica demonstrado a eficiência do nosso método, o que abre

uma nova possibilidade para o estudo de neurodegeneração na doença de Alzheimer pelo uso

do SRS.
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4.5. Conclusões sobre os materiais biológicos

Em relação as amostras biológicas podemos afirmar que as técnicas não lineares tem

de fato uma contribuição relevante para o avanço da área. Além disso, é importante frisar a

eficiência do Raman convencional como ferramenta de caracterização dos tecidos a partir da

sua composição bioquímica. Tendo em mãos os resultados do Raman e sabendo os picos de

interesse, o CARS e o SRS se apresentam como técnicas de mapeamento importantes para o

desenvolvimento de tecnologias para imageamento e livres de marcadores fluorescentes. Isso

pode ser um ganho imenso para área diagnóstica, pois dá uma maior possibilidade para que

sejam realizados estudos in vivo, uma vez que não necessitam de outros componentes que não

sejam a própria luz do laser.

Dessa maneira, podemos concluir que as técnicas ópticas já são capazes de

proporcionar imagens de alta resolução espacial e espectral, onde podemos fazer análises mais

elaboradas da morfologia, bem como diferenciar amostras de animais com Alzheimer em

diferentes estágio da evolução da doença. Além disso, foi possível demonstrar a capacidade

do SRS em imagear diferentes tipos de marcadores bioquímicos das placas amiloide, o que

nos dá uma nova ferramenta de análise para o estudo desses tipos de materiais.
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5. Considerações finais e perspectivas

No que diz respeito às técnicas não lineares de forma geral, podemos dizer que foi

possível demonstrar como essas técnicas puderam evoluir ao longo dos últimos anos, se

tornando, não somente um fenômeno físico a ser estudado, mas também uma ferramenta

muito útil e capaz de nos fornecer novas informações que as técnicas convencionais não nos

fornecem, com a mesma qualidade, ou em um tempo de aquisição menor. Além disso,

pudemos perceber a versatilidade desses fenômenos, que tem aplicações tanto em

nanomateriais, quanto em materiais biológicos, alterando apenas alguns parâmetros dentro do

mesmo sistema.

No que diz respeito aos nanomateriais, demonstramos a capacidade do SHG e do

FWM de identificar a energia dos éxcitons, devido a sua ressonância, bem como de medir as

susceptibilidades elétricas de segunda e terceira ordem. Foi, também neste trabalho, a

primeira vez que o FWM foi usado para medir a susceptibilidade elétrica de terceira ordem

em monocamadas de TMD, e apresentou resultados compatíveis com experimentos que

utilizaram THG. Além disso, foi a primeira vez que o FWM foi usado para medir a

ressonância com os éxcitons em monocamadas de TMDs, demonstrando ser uma excelente

ferramenta para esse tipo de medida, inaugurando mais uma possibilidade de estudo com

óptica não linear de terceira ordem para análise e classificação de materiais.

Em relação aos materiais biológicos, podemos dizer que as técnicas não lineares

associadas ao Raman puderam trazer grandes contribuições na análise das amostras estudadas.

A espectroscopia Raman de fato é uma técnica que tem muito a ser explorada na área

biológica e seus efeitos estimulados não lineares, como o SRS, podem fazer com que a maior

barreira para estudos em amostras biológicas seja superada, que é o tempo de exposição das

amostras, que pode ser reduzido de várias horas para apenas alguns minutos ou até segundos.

Além disso, ficou demonstrado como outras técnicas podem nos fornecer diferentes respostas

do mesmo material, mas sem dúvida as técnicas de Raman, seja convencional ou estimulado,

são as que demonstram ser mais assertivas e versáteis no que diz respeito a extrair

informações das amostras.
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Sendo assim, acredito que nossa proposta foi cumprida, permitindo outros

caminhos a serem explorados, como por exemplo, na área de materiais onde podemos realizar

estudos dos éxcitons usando técnicas não lineares em baixa temperatura, ou mesmo dopando

com vacâncias ou outros materiais, ou aplicar essas técnicas ao estudo de heteroestruturas. Por

outro lado, a parte do estudo de Alzheimer deve ter continuidade com o estudo de

beta-amiloide na retina, algo que já havia iniciado há algum tempo, porém ainda sem grandes

avanços. Os próximos passos devem, no entanto, ser no sentido de migrarmos para tecido

humano e no aprimoramento da técnica e do desenvolvimento de protótipos que, futuramente,

possibilitem o desenvolvimento de um aparelho de diagnóstico.
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