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RESUMO

A maldria é uma doenca infeciosa com elevada prevaléncia em regides com condicoes
de saude debilitadas. Atualmente, o diagndstico de maldria baseia-se principalmente na
microscopia e nos testes de diagndstico rdpidos, sendo limitados pela parasitémia que
permitem detetar e pela necessidade de amostras de sangue dos pacientes. Assim, é
urgente desenvolver novos métodos de diagnéstico precisos, independentes do

utilizador, portateis e de baixo custo, sem requererem amostras de sangue.

A presente dissertacao integra um projeto de investigacdo que pretende desenvolver
um método inovador e ndo invasivo de diagnéstico, baseado em espectrofotometria de
reflectancia 6tica, para a quantificacdo de parasitas da maldria, através da identificacdo
de hemozoina, sem necessidade de amostras sanguineas. O dispositivo integrara um
conjunto de filtros dticos, com elevada transmitancia e baixa largura a meia altura
(FWHM, do inglés low full width at half maximum), para a reconstrucao completa dos
espectros de reflectancia, de modo a distinguir entre glédbulos vermelhos saudaveis e
infetados com o parasita da malaria. Neste trabalho propde-se o desenho, simula¢ao e
otimizacdo de 16 filtros oticos passa-banda de largura de banda estreita e altamente
seletivos, baseados em multicamadas de filmes finos de SiO»/TiO,, para a gama espectral
entre 400 nm e 800 nm. As propriedades 6ticas dos materiais constituintes dos filmes
finos, em particular os indices de refracao, constituiram o foco deste estudo, pelo que
trés indices de refracdo diferentes foram considerados. Os resultados mostram que os
filtros simulados sdao sensiveis a estas propriedades. Cada filtro, para um Unico
comprimento de onda, apresenta uma FWHM <25 nm e um pico de transmitancia >90%.
A reconstrucdo dos espectros de reflectancia originais foi verificada experimentalmente,
a partir de um conjunto de 8 filtros éticos baseados em filmes finos, na mesma gama
espectral, tendo sido possivel distinguir entre diferentes parasitémias, até um limite de
detecdo de 12,5 parasitas/puL de glébulos vermelhos. Os resultados obtidos exibem o
potencial destes filtros oticos para integracdo no dispositivo otico proposto,
contribuindo para uma tecnologia disruptiva e inovadora de diagndstico nao invasivo de

malaria.

Palavras-chave: Filtros dticos, indice de refracdo, malaria, reflectancia, TFCalc.



ABSTRACT

Malaria is an infectious disease, highly prevalent in world regions with lacking healthcare
conditions. Nowadays, malaria diagnostic is mainly based on microscopy and rapid
diagnostic tests by immunochromatographic assays, being limited by the parasitaemia
that they can detect and by the need for patients’ blood samples. Thus, it is urgent to
develop new accurate, user-independent, portable and low-cost diagnosis methods,

without the need for blood samples.

This dissertation is part of a research project that aims to develop an innovative and
non-invasive diagnostics method, based on optical reflectance spectrophotometry, for
the quantification of malaria parasites, through the identification of hemozoin, without
the need for blood samples. The device will comprise a set of optical filters, with high
transmittance and low full width at half maximum (FWHM), for the complete
reconstruction of the reflectance spectra, in order to distinguish between healthy and
malaria-infected red blood cells. In this work, it is proposed the design, simulation and
optimization of 16 narrowband and highly selective optical bandpass filters, based on
multilayer SiO; / TiO; thin films, for the spectral range between 400 nm and 800 nm. The
optical properties of the thin films’ materials, in particular the refractive indices, were
the focus of this study, so three different refractive indices were considered. The results
show that the simulated filters are highly sensitive to these properties. Each filter, for a
single wavelength, shows a FWHM <25 nm and a transmittance peak >90%. The
reconstruction of the original reflectance spectra was experimentally verified, using a
set of 8 thin-film optical filters, in the same spectral range of the simulated ones, and it
was possible to distinguish between different parasitaemia, up to a detection limit of
12.5 parasites/pl of red blood cells. The obtained results enhance the potential of these
optical filters for integration in the proposed optical device, supporting this disruptive

and innovative technology for non-invasive malaria diagnosis.

Keywords: Malaria, optical filters, reflectance, refractive index, TFCalc.
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FILTROS OTICOS BASEADOS EM FILMES FINOS PARA IMPLEMENTAGAO NUM SISTEMA DE ESPECTROSCOPIA PARA O DIAGNOSTICO DE MALARIA

A introdugdo contém o enquadramento, a motivagao, os objetivos desta dissertacao e
um resumo da sua organizagao estrutural. No enquadramento, serd abordado o tema
geral desta investigacdo, na motivacao justifica-se a sua relevancia e originalidade e, na
seccao de objetivos, serdo detalhadas as metas esperadas com a realizagao do presente

trabalho.

1.1 ENQUADRAMENTO

A maldria é uma doenca infeciosa com um impacto mundial severo®. Atualmente, a
doenca da malaria é um grave problema de satde publica em cerca de 91 paises?, sendo
que constitui a principal causa de morte nas regides endémicas da Africa Subsaariana,
do Pacifico Ocidental, da América do Sul e Central, do Sudeste Asiatico e do
Mediterrdneo Oriental®. Além disso, as infecdes da maldria nas dreas ndo endémicas,
importadas por viajantes oriundos das regides endémicas, tém aumentado
significativamente®*. Segundo o ultimo relatdrio emitido pela Organiza¢gdo Mundial de
Saude (OMS), no ano de 2020, aproximadamente 229 milhdes de pessoas ficaram
infetadas com malaria e, desta doenca, resultaram 409 mil mortes®>. As regides
endémicas constituem um desafio no combate a doenca, uma vez que carecem de
infraestruturas, atendimento médico apropriado e de condi¢des de vida condignas, o

que agrava a probabilidade de infecdo por maldria junto da populac¢3o®.

Aproximadamente metade da populacdo mundial corre o risco de ficar infetada com a
doenca da malaria®. No entanto, existem grupos populacionais mais vulneraveis, isto é,
gue apresentam maior risco de contrair a doenca: bebés, criancas até aos 5 anos,
mulheres gravidas, pacientes com o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) ou com o
Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), viajantes ndo imunes, populacdes
némadas e migrantes®’. De acordo com a OMS, os sintomas de malaria, normalmente,
tém inicio entre 7 e 15 dias apds a contaminacdo infeciosa, em casos em que nenhum
medicamento preventivo da malaria tenha sido previamente ministrado. O sintoma
mais caracteristico da doenca da maldria é a febre ciclica®, que se deve ao conjunto de
estadios sincronizados que o parasita apresenta, e que serdo descritos adiante.
Particularmente, quando ocorre a rutura dos esquizontes nos glébulos vermelhos (GV),

libertando os merozoitos na corrente sanguinea, o sistema imunitario é ativado
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desencadeando a febre. Por outro lado, quando estes invadem os novos GV, ocorre
reducdo da febre8. No geral, os primeiros sintomas a surgir sdo semelhantes aos de uma
gripe comum, sendo aconselhado, sempre que possivel, que o diagndstico clinico seja
acompanhado de um diagndstico laboratorial®>. Um tratamento inapropriado com
terapias antimaldricas em pacientes sem um diagndstico confirmado para a doenca,
pode desencadear o aumento da resisténcia do parasita aos medicamentos, tornando-

os cada vez menos eficazes!®, uma problematica bem assente atualmente.

A malaria é uma doenca transmitida por mosquitos, apresentando como agentes
causadores os parasitas protozodrios do género Plasmodium’. Este parasita contém
mais de 200 espécies diferentes, tendo varios hospedeiros como os répteis, passaros,
anfibios e mamiferos!!. Nos seres humanos, o Plasmodium é transmitido através da
picada do mosquito fémea Anopheles’. Até ao momento, existem 6 espécies deste
parasita que infetam os humanos, nomeadamente: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium knowlesi e
Plasmodium cynomolgi*?. No entanto, a possibilidade de infe¢3o, desta ultima espécie,
nos seres humanos ainda se encontra pouco documentada. A espécie mais virulenta e
fatal é a P. falciparum, especialmente em criancas pequenas, com imunidade protetora
insuficiente, ou em mulheres gravidas. Embora as restantes espécies também possam
causar problemas graves na saude humana, a sua taxa de mortalidade é

significativamente menor?3.

Nos seres humanos, o ciclo de vida bastante complexo do Plasmodium inicia-se com a
picada do mosquito Anopheles infetado, em que os parasitas na forma de esporozoitos,
presentes nas glandulas salivares do mosquito, sdo inoculados na corrente sanguinea do
hospedeiro!?. Os esporozoitos migram até ao figado, onde ocorre a fase do ciclo
exoeritrocitico. As células do figado sdao infetadas, ocorrendo maturacdo dos
esporozoitos para a forma de esquizontes e o rompimento dos esquizontes, libertando
milhares de parasitas na forma de merozoitos na corrente sanguinea. De seguida, inicia-
se o ciclo eritrocitico, fase sintomatica da doenca, em que merozoitos infetam os GV
desencadeando a multiplicacdo assexuada do parasita'®. Dentro dos GV, os merozoitos
desenvolvem-se em trofozoitos e estes amadurecem para esquizontes, que irdo romper

e libertar mais merozoitos para infetar mais GV. Dependendo da espécie, este ciclo pode
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demorar entre 48 e 72 horas. Alguns merozoitos, nesta fase, diferenciam-se em
gametdcitos, parte fundamental para completar o ciclo do parasita, uma vez que serao
ingeridos pelo mosquito Anopheles, aquando da sua alimentacdo. Desta forma, é
iniciado o ciclo esporogdnico, em que o mosquito, ao ingerir os gametdcitos masculinos
e feminino, permite que ocorra a formacdo de zigotos no seu estdmago, que se
desenvolvem em oocinetes, tornando-se longos e mdveis. Por sua vez, os oocinetes
invadem a parede intestinal do mosquito e evoluem para oocistos, que rompem e
libertam esporozoitos, que se deslocam para as glandulas salivares do mosquito. Assim,
o ciclo de vida da malaria é perpetuado com a nova inocula¢do dos esporozoitos no novo

hospedeiro®®1214,

A infecdo dos globulos vermelhos pelos parasitas, que desencadeia o desenvolvimento
intracelular supramencionado, origina a degradac3o da hemoglobina (Hb)?*>, fonte de
nutrientes para o parasita, mas leva a libertacdo do grupo heme, téxico, tanto para o
hospedeiro humano como para o parasita, e impossivel de digerir por este. De forma a
remover o heme livre, o parasita promove a formacdo de um cristal anisotrdpico, a
hemozoina (Hz), também conhecida como o pigmento da malaria‘®. Com a progressdo
da doenca, desencadeia-se o aumento da concentracdo de Hz e a diminuicdo de Hb nos
GV. A formacgao de Hz é um produto intrinseco ao parasita, pelo que o sangue humano
ndo infetado ndo apresenta Hz, apresentando, assim, um potencial para ser utilizada
como um biomarcador para a dete¢do de maldrial4. Desta forma, alcancar um método
de diagnéstico baseado na detecdo e quantificacdo de Hz, capaz de ultrapassar as
limitagdes dos atuais métodos de diagndstico, descritas no capitulo 2, sera uma mais

valia®4,
1.2 MOTIVACAO

Atualmente, existem diversos métodos disponiveis para o diagndstico de malaria, que
se baseiam na detecdo dos parasitas no sangue. Os métodos mais usados sdo baseados
na microscopia 6tica de laminas de esfregaco de sangue corado com Giemsa'’, no
diagndstico molecular por reacdo em cadeia da polimerase (RCP)8 e em varios testes de

diagndstico rapidos (TDR), com base na imunocromatografia®®.
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A microscopia 6tica permite a quantificacao e distingdo de espécies, contudo requer
equipamentos laboratoriais e técnicos qualificados para a utilizagao dos materiais, o que
pode levar a uma interpretac3o subjetiva dos resultados?°. Por outro lado, os TDR tém
uma sensibilidade comparavel com a microscopia e podem ser utilizados na maioria dos
locais remotos. Porém, os TDR sdo caros e ndo permitem a quantificacdo de parasitas,
apenas a detecdo da presenca dos mesmos?. No geral, em termos de sensibilidade, o
melhor método é o RCP%, no entanto este método implica laboratérios equipados, pelo
que ndo pode ser utilizado como diagndstico de rotina. Além disso, todos estes métodos
sdo invasivos, uma vez que requerem a colheita de amostras de sangue (ainda que em
pequenas quantidades) e reagentes descartdveis e/ou consumiveis. E importante
realcar que os casos diagnosticados com a doenca de malaria tém diminuido ao longo
dos anos. No entanto, desde 2016, esta reducao tem vindo a desacelerar, mantendo-se
constante o numero de casos registados. Esta estagnacdo pode relacionar-se com a
impossibilidade dos métodos de diagndstico atuais de detetarem baixas parasitémias,

que circulam na populagdo assintomatica e sao suficientes para serem transmitidas pela

picada do mosquito.

Assim, torna-se claro que o diagndstico de maldria necessita urgentemente de ser
melhorado, devido ao défice de dispositivos capazes de auxiliar na fase de eliminagao
de maldria. Os avancos tecnoldgicos emergentes, nomeadamente as microtecnologias
e a microeletrénica, em conjunto com o conhecimento detalhado do ciclo de vida do
parasita, podem desencadear o desenvolvimento de novos dispositivos de diagndstico
com resultados precisos e independentes do utilizador, portateis e de baixo custo,
visando solucGes inovadoras, sem necessitarem de reagentes ou amostras de sangue e,

portanto, nao invasivos.

A presente dissertacdo integra o projeto de investigacdo financiado (MalariaChip,
referéncia NORTE-01-0145-FEDER-028178) cujo principal objetivo consiste no
desenvolvimento de um dispositivo de diagndéstico inovador e ndo invasivo, baseado em
espectrofotometria de reflectancia 6tica para detecao e quantificacdo de parasitas da
maldria, através da identificacdo de Hz, sem ser necessaria a recolha de amostras de
sangue do paciente infetado. Esta Ultima caracteristica constitui uma enorme vantagem,

uma vez que permitira detetar os parasitas em qualquer estadio da doenga e com uma
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sensibilidade alcangavel elevada. Isto é, os métodos convencionais, ao recorrerem a
amostras sanguineas, detetam apenas os parasitas no estadio de anel, que sdo os Unicos
que circulam na corrente sanguinea. A medida que o ciclo do parasita avanca e os
parasitas, com mais quantidade de Hz, aderem as células endoteliais, deixam de ser
detetados pelos métodos convencionais, podendo ser na mesma detetados pelo
método proposto nesta dissertagdo. Adicionalmente, o dispositivo, ao ser ndo invasivo
e automatico, permite levar os testes de diagnéstico a zonas remotas onde,
normalmente por falta de condigdes, é impossivel chegarem, diminuindo os

tratamentos sem diagndstico confirmado.

Desta forma, para implementar o dispositivo de reflectancia ética, com um limite de
detecdo até 12,5 parasitas/ul de gldbulos vermelhos, o valor esperado a ser alcangado
para se tornar comparavel com os melhores métodos de diagndéstico no mercado, é
necessario que este dispositivo contenha filtros éticos passa-banda. Estes filtros deverao
ser especificos para comprimentos de onda selecionados (descritos na seccdo 2.2.2),
com alta transmitancia otica e baixa largura a meia altura (FWHM, do inglés full width
at half maximum), com a finalidade de reconstruir, quando depositados sobre uma
matriz de fotodiodos, os espectros de reflectancia ética das amostras dos pacientes, de
modo a permitir a sua distincdo entre GV saudaveis e infetados com malaria. O
dispositivo dtico previsto no projeto incluird uma fonte de luz branca, que emite e
direciona a luz para a amostra. Além da fonte de luz, o dispositivo incluira uma matriz
de fotodiodos capaz de receber e converter a luz refletida pela amostra em corrente
elétrica, e um conjunto de filtros éticos (16, como serad posteriormente detalhado),
projetados para selecionar e filtrar a luz em diferentes comprimentos de onda, ajudando
a reconstruir, a partir de 16 pontos discretos, o espectro original de cada amostra. O
espectro originado pela reflexdo da luz na amostra serd especifico para a sua

composicao quimica e molecular.

Os filtros oticos a incluir no dispositivo devem ser constituidos por filmes finos
distribuidos em multicamada, capazes de serem depositados, durante a fase de fabrico,
no topo de uma matriz de 16 fotodiodos de silicio (4x4), fabricados em tecnologia CMQOS
(do inglés complementary metal-oxide-semiconductor) e incluidos no dispositivo 6tico.

Os filtros 6ticos de filmes finos sdo altamente sensiveis as propriedades e espessura dos
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materiais que os constituem, pelo que a principal motiva¢do deste trabalho serd estudar
a resposta espectral de diferentes materiais dielétricos, com diferentes propriedades

Gticas, visando a sua caracterizacdo completa antes do fabrico.

Acredita-se que a tecnologia apresentada para o dispositivo ndo invasivo para
diagnodstico de maldria, através de reflectancia 6tica, medida diretamente na pele do
paciente, é totalmente inovadora, ndo havendo trabalhos na literatura que se baseiem
em tal abordagem. Assim, este trabalho de dissertacdo, ao realizar a simulagao e
desenho dos filtros 6ticos para implementacao no dispositivo referido, compreende um
passo essencial para a concretiza¢dao do objetivo primordial do projeto, realgando a sua

novidade e originalidade.

1.3 OBIETIVO

Com base na seccdo anterior, onde é apresentada a motivacdo do problema, o principal
objetivo da dissertacao é o desenho, simulagao e otimizacdo de 16 filtros dticos passa-
banda, baseados em estrutura multicamada de filmes finos, para utilizagdao na gama
espectral entre 400 nm e 800 nm (radiacdo visivel e préoxima do infravermelho). Os
filtros deverdo possibilitar a reconstrucdao dos espectros de reflectancia de diferentes
amostras (saudaveis e com diferentes parasitémias), de modo a permitir o diagndstico
de maldria num dispositivo portatil, automatico e miniaturizado. No sentido de
concretizar o objetivo principal, o presente trabalho contém os seguintes objetivos

intermédios:

e Estudar as diferentes configuracdes, presentes na literatura, de filtros o6ticos
passa-banda baseados em filmes finos multicamada;

e Simular os filtros éticos utilizando como ferramenta o software TFCalc;

e Estudarodioxido desilicio (SiO2) e o didxido de titanio (TiO2) como materiais para
integrar em filtros 6ticos passa-banda altamente seletivos;

e Otimizar, no software TFCalc, a transmitancia e FWHM dos filtros oéticos
desenhados;

e Estudar o efeito da espessura dos materiais selecionados para os filmes finos nos

16 espectros de transmitancia obtidos;
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e Estudar o efeito das propriedades Oticas dos materiais dos filmes finos,
nomeadamente o seu indice de refracdo, nos espectros de transmitancia
obtidos. Desta forma, diferentes indices de refracdo (de diferentes bases de
dados) serdo considerados;

e Analisar e discutir a resposta espectral dos filtros simulados e o seu desempenho;

e Analisar os espectros de reflectancia de diversas amostras (saudaveis e com
diferentes parasitémias), reconstruidos a partir de 16 pontos, usando os 16
filtros oticos simulados, e avaliar o seu potencial para distinguir amostras
saudaveis e ndo saudaveis;

e Verificar experimentalmente, a partir de um conjunto de filtros 6ticos baseados
em filmes finos (ja disponiveis no laboratério CMEMS, Unidade de Investigagao
em Microssistemas Eletromecanicos da Universidade do Minho), a capacidade
de reconstrucdo de espectros de reflectdncia de amostras com diferentes
parasitémias (com um minimo de 8 comprimentos de onda);

e Discutir o potencial dos filtros desenhados e simulados para integracdo num
dispositivo inovador, portatil e miniaturizado para diagndstico ndo invasivo de

maldria por reflectancia ética.
1.4 ESTRUTURA DA DISSERTACAO

A presente dissertacao encontra-se dividida em seis capitulos.

No primeiro capitulo, é abordada, de uma forma geral, a doenga da malaria, assim como
as suas caracteristicas, o seu impacto mundial e o modo como ocorre o crescimento e
desenvolvimento do seu parasita. Além disso, a motivacao que desencadeou o presente

trabalho de investigacdo, assim como os seus objetivos, sdo também apresentados.

No capitulo dois é descrito o estado de arte, onde sdo abordados os diferentes métodos
de diagndstico de malaria existentes, comercialmente e/ou sob investigacdo; é
apresentada uma introducdo sobre a espectroscopia de reflectancia d6tica, enquadrando
a sua utilizacdo para a detecdo de Hz; assim como é efetuada uma breve revisdo dos

diferentes filtros éticos que podem integrar um dispositivo como o pretendido.
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No terceiro capitulo é realizada uma contextualizagdo dos fundamentos tedricos
relativos ao comportamento dos filtros dticos passa-banda, baseados em estruturas de

multicamadas de filmes finos.

No capitulo quatro é detalhada a metodologia que sustenta o trabalho desenvolvido,
sendo abordados os requisitos necessarios para a construgao dos filtros 6ticos e
apresentadas as técnicas de desenho e simulacdo computacional destes. Além disso,
explicam-se ainda as metodologias e os protocolos utilizados nos ensaios experimentais

preliminares.

No capitulo cinco sdo expostos e discutidos os resultados obtidos nas simulacdes dos
filtros oticos, assim como os resultados das experiéncias laboratoriais efetuadas.
Apresentam-se ainda resultados da analise combinada dos espectros de transmitancia

Otica dos filtros e da reflectancia tica de amostras com diferentes parasitémias.

Finalmente, no ultimo capitulo sdo apresentadas as principais conclusdes e analise dos
resultados obtidos, na realizacdo da dissertacao, no contexto do projeto de investigacao

gue integra, e expostas as perspetivas de trabalho futuro.



2 ESTADO DE ARTE
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O capitulo do estado de arte comega por apresentar uma contextualizacdo dos
principais métodos de diagndstico de malaria existentes comercialmente e/ou sob
investigacdo. Além disso, apresenta uma introducdo a espectroscopia o6tica, em
particular a reflectancia dtica, assim como uma revisdo da literatura destes métodos
aplicados a detecdo de Hz. Por fim, o capitulo expde uma breve revisdao dos principais
sistemas de filtros éticos que podem integrar o dispositivo pretendido para diagndstico

de malaria, conforme o objetivo deste trabalho de investigagdo.

2.1 METODOS DE DIAGNOSTICO DE MALARIA

Atualmente, existe uma multiplicidade de técnicas de diagnédstico de maldria, desde
métodos que requerem técnicos especializados e instalagdes laboratoriais altamente
equipadas e de elevado custo, até métodos capazes de detetar a presenca de malaria
fora do laboratério, de forma simples e automadtica, nomeadamente através de
dispositivos portateis point-of-care?®. A detec3o do parasita da maldria, Plasmodium, é
um desafio, uma vez que este se replica rapidamente nos glébulos vermelhos humanos,
e a densidade de parasitas no paciente (parasitémia) pode variar bastante entre
pacientes e entre tempos de recolha de amostras?*, desde menos de um até dezenas de
milhares de parasitas por microlitro de sangue?®. Esta varia¢do resulta de padrdes de
idade, reflete a exposicdo ao longo da vida e aimunidade a nivel populacional, adquirida
naturalmente?®. Além disso, esta variacdo também esta relacionada com o momento de
recolha de amostras, uma vez que o desenvolvimento sincronizado do ciclo
intraeritrocitario do parasita, no hospedeiro, desencadeia uma maior parasitémia,
aquando da rutura dos esquizontes. Uma ferramenta de diagndstico adequada deverd
ser capaz de fornecer um resultado rapido e preciso, numa fase inicial, para permitir o

tratamento do paciente atempado e mais adequado’.

Nesta seccdo serdo apresentadas as abordagens mais comumente utilizadas,
atualmente, para diagndstico de maldria, como: diagndstico clinico?’; microscopia
6tica?’; testes de diagndstico rapidos (TDR)?; diagnéstico molecular através da reacdo
em cadeia da polimerase (RCP)?2, da amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP)
e da amplificacdo baseada nas sequéncias de acidos nucleicos (NASBA), entre outros

métodos.
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2.1.1 DIAGNOSTICO CLiNICO

A avaliagdo clinica é o método mais tradicional, simples e comum de diagndstico de
malaria®. Este método consiste na analise, realizada por um especialista, dos sintomas
dos pacientes, apresentando, como consequéncia, riscos associados a subjetividade da
avaliacdo médica?®. Numa perspetiva clinica, apesar de a febre ciclica® ser um sintoma
caracteristico de malaria, nem sempre é evidenciado pelo paciente e, no geral, os
sintomas acabam por se manifestar similares aos de uma gripe e de diversas doencas
tropicais, o que pode levar a diagndsticos e tratamentos inapropriados. Desta forma, o
diagndstico clinico, ndo acompanhado de um diagndstico laboratorial, é apenas utilizado
quando n3o ha disponibilidade de instalacdes laboratoriais adequadas®. Na maioria das
regides endémicas, os sistemas de saude sdo débeis e frageis, as instalacdes e materiais
laboratoriais basicos sdo muito limitados e os profissionais de salide capazes e treinados
sdo escassos, pelo que este diagndstico torna-se, na maioria dos casos, o Unico método
disponivel3l. Isto leva a que muitos casos suspeitos sejam tratados com medicacdo
antimalarica, aumentando a resisténcia do parasita aos medicamentos®. Cerca de 24%
de todas as criangas em Africa tomam medicamentos antimalaricos sem diagnéstico
confirmado®. Devido as limitacbes do diagndstico meramente clinico, no caso de
suspeita clinica da doenca, os pacientes devem ser preferencialmente testados através
de analise por microscopia ou TRD, métodos que serdo descritos nas subsecdes

seguintes’.

2.1.2 MICROSCOPIA

A microscopia, que consiste na visualizacdo de distensdes sanguineas (extensdo de uma
fina camada de sangue sobre uma lamina de microscopia) e identificacdo do parasita
Plasmodium no sangue dos pacientes infetados, constitui o método de diagndstico de

malaria mais utilizado em todo o mundo32.

Em 1904, Gustav Giemsa introduziu e desenvolveu uma solugdo corante de azul de
metileno e eosina para a identificacdo de gldbulos vermelhos infetados em esfregacos®.
A utilizagdo de laminas com o corante de Giemsa tem sido uma ferramenta amplamente
usada para a observagao de amostras de sangue periférico ao microscopio, quer por

gota espessa quer com esfregacos finos33. Para a visualizacdo de gotas espessas, é
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realizada a recolha de sangue capilar (uma gota) do dedo do paciente, com auxilio de
uma lanceta, e colocada numa lamina de vidro. Desta forma, sucede-se a fixacao de
diversas camadas celulares em que, ao adicionar o corante de Giemsa, ocorre a rutura
dos glébulos vermelhos, permitindo apenas a visualizagdo dos leucdcitos, plaquetas e
parasitas®*. No caso do esfregaco de sangue, a amostra do paciente é espalhada numa
grande area na lamina de vidro, permitindo a fixagdo de uma s6 camada celular. Neste
caso, a amostra é fixada com metanol e, depois de seca, é adicionada a solucdo de
Giemsa®. De uma forma geral, a gota espessa, por conter varias camadas celulares,
guando visualizada no microscdpio, permite detetar com mais sensibilidade a presenca
de parasitas Plasmodium e determinar a parasitémia. Por outro lado, os esfregacos, uma
vez que apresentam uma Unica camada de células onde os GV permanecem intactos,
sdo utilizados para identificar as espécies de Plasmodium responsdveis pela infecdo e o
seu estadio de desenvolvimento’. Assim, a microscopia continua a ser amplamente
utilizada, uma vez que é um método barato e permite a diferenciacdo entre espécies de

malaria e a quantificacdo dos parasitas®®.

A sensibilidade e a especificidade da microscopia dependem essencialmente da
experiéncia do técnico de microscopia, da qualidade do esfregaco (preparacdo das
laminas com amostra e solugdes), da qualidade e manutencdo dos equipamentos, do
nivel de parasitémia periférica e da espécie de Plasmodium causadora da infecdo?’. Na
microscopia considera-se um limite de dete¢do de 4 a 20 parasitas/uL de sangue, em
laboratérios altamente especializados, no entanto a microscopia laboratorial, nas
regides com menores recursos e laboratdrios mais débeis, apenas consegue atingir
limites de detecdo entre 50 e 100 parasitas/plL de sangue'®. Além disso, o método é
moroso e exige muito trabalho por parte dos técnicos. Estas restricbes debilitam o
diagndstico microscépico no contexto da reducdo da prevaléncia da malaria e tém
conduzido a que, cada vez mais, novos métodos de diagndstico sejam explorados, de

modo a ultrapassar as limita¢es da microscopia 3.

Apesar da existéncia de algumas restricdes, na globalidade, a microscopia é ainda
considerada um método economicamente barato com uma eficiéncia razodvel, que

exige reduzidos volumes de amostras de sangue e infraestruturas laboratoriais sem
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elevada complexidade, e que permite o acompanhamento dos pacientes apds o

tratamento3l.

2.1.3 TESTES DE DIAGNOSTICO RAPIDOS (TDR)

Os TDR tém vindo a ser cada vez mais utilizados no diagndstico de maldria, devido a sua
simplicidade de utilizacdo e rapidez de detecdo®. Estes sdo dispositivos point-of-care
capazes de detetar a doenca da maldria em pequenas amostras de sangue através de
ensaios imunocromatograficos, detetando imunologicamente os diferentes antigénios
da maldria3®. Este método utiliza anticorpos monoclonais marcados com corante para
se ligarem aos antigénios do parasita da maldria, presentes numa tira com a amostra®3,
A interacdo do complexo antigénio-anticorpo resulta numa reacdo colorimétrica que

produz uma linha colorida visivel*3:32,

Os TRD podem demorar entre 5 e 20 minutos, dependendo das suas caracteristicas.
Além disso, estes testes ndo requerem energia elétrica, sdo portateis, simples de realizar
e nao necessitam de nenhum conhecimento especifico para interpretacdao dos
resultados®. Atualmente, existem cerca de duzentos TRD disponiveis para diagndstico

em campo.

Em relacdo a sua utilidade, alguns TRD apenas detetam uma espécie de Plasmodium (P.
falciparum ou P. vivax), enquanto que outros sdo capazes de detetar varias espécies (P.
falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale). Alguns dos testes permitem ainda
diferenciar entre infecées P. falciparum e ndo P. falciparum, ou entre espécies

especificas, o que podera ser relevante no tratamento a administrar ao paciente.

No entanto, os TRD, apesar de acessiveis e faceis de utilizar, sdo relativamente caros e
sujeitos a resultados falsos positivos, uma vez que o antigénio da maldria mantém-se no
sangue até duas semanas apods a elimina¢do!® do parasita. Além disso, o limite de
detec3o (LOD) para um TDR convencional é de cerca de 100 parasitas/pL de sangue3! e
ndo fornecem valores de parasitémia. Relativamente a sensibilidade e especificidade, os

TDR apresentam valores similares aos da microscopia38.

Finalmente, os beneficios destes testes em comparagdo com outros métodos incluem a

utilizacdo simples e a interpretacdo de resultados independente do utilizador, ndo sendo
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necessdario investigadores nem técnicos altamente treinados, nem laboratdrios

especializados para os realizar®°.

2.1.4 DIAGNOSTICO MOLECULAR

As técnicas de diagndstico molecular sdo consideradas as mais sensiveis e especificas
para o diagndstico de maldria. No entanto, requerem infraestruturas adequadas,
técnicos e equipamentos altamente especializados e de elevado custo, o que limita a
sua utilizacdo nas regides economicamente debilitadas. Por este motivo, as técnicas de
diagnédstico molecular sdo utilizadas apenas em investigacdo e desenvolvimento, ndo

sendo utilizadas em diagndstico de campo®.

Nesta seccdo sdo abordadas trés técnicas diferentes de diagndstico molecular, baseadas
na amplificacdo do acido nucleico (NAAT, do inglés nucleic acid amplification test):

RCP%2, LAMP4% e NASBA3L,

2.1.4.1 REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (RCP)

Em 1983, foi desenvolvido o método RCP, que se baseia nas propriedades termoestaveis
de polimerases do acido desoxirribonucleico (ADN) para a amplificacdo de pequenos
fragmentos de ADN’. A técnica é considerada das mais eficientes para o diagndstico de
maldria, atingindo elevada precisdo, especificidade e sensibilidade. Para detetar
diferentes espécies de Plasmodium existem varias abordagens de RCP: nested RCP;
semi-nested RCP; single step multiplex RCP; ensaios em tempo real ou quantitativos de
RCP e RCP direta’>. Todos estes métodos baseiam-se na identificacdo de sequéncias de
nucledtidos especificas do genoma do parasita, na sua amplificacdo e na repeticdo de
ciclos de amplificacdo para gerar varias copias de fragmentos especificos de material
genético, juntamente com uma posterior dete¢do e andlise dos produtos resultantes do
processo de amplificacdo*!. A RCP é capaz de detetar parasitas com um limite de
detecdo entre 1 e 5 parasitas/uL de sangue, para as seis espécies de parasitas

infeciosos31.

Embora este método apresente claras vantagens, baseia-se em sequéncias de
nucledtidos complementares entre o primer (sequéncia conhecida) e o ADN alvo

homodlogo (sequéncia desconhecida), pelo que os parasitas com varias sequéncias
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genéticas na regido alvo do iniciador sdao propensos a falhas de dete¢dao ou a uma
diminui¢3o na eficicia de amplificacdo, o que reduzird a sensibilidade do teste de RCP*2,
Além disso, esta técnica tem um elevado custo devido ao material e equipamento
necessario, assim como a exigéncia de técnicos especializados e ao elevado tempo

necessario para a andlise’.

2.1.4.2 AMPLIFICACAO ISOTERMICA MEDIADA POR Loor (LAMP)

Os ensaios LAMP amplificam material genético a uma Unica temperatura (isotérmica)
em menos de uma hora, através de polimerases. O precipitado resultante deste
processo aumenta a turbidez da solucdo, simplificando a identificacdo visual de

amostras positivas*.

A LAMP apresenta uma precisdo equivalente a RCP. Relativamente a sensibilidade e
especificidade, diversos estudos na literatura3! indicam que estas sdo muito elevadas
para a detecdo de diferentes espécies de parasitas Plasmodium. A técnica LAMP
apresenta um limite de detecdo de aproximadamente 1 parasita/uL de sangue, no
entanto pode atingir valores entre 0,025 e 0,1 parasitas/ulL de sangue. Além disso, a sua
execucdo experimental requer material menos sofisticado que o RCP, tempos de

resposta mais curtos e apresenta custos mais reduzidos que RCP#.

Assim, a LAMP pode ser uma boa alternativa ao método RCP, uma vez que a reagao que
a constitui pode ser facilmente conduzida num tubo a temperatura constante, sendo
um fator importante para um possivel diagndstico rdpido da malaria em regides

remotas’.

2.1.4.3 AMPLIFICACAO BASEADA NAS SEQUENCIAS DE Acipos NucLEicos (NASBA)

Em 1997, a NASBA foi utilizada pela primeira vez para detetar o parasita da malaria com
base na amplificacdo do 18S acido ribonucleico ribossémico (do inglés rRNA). Este
método de diagndstico baseia-se na combinacdo de trés enzimas para alcancar a

amplificacdo de acido ribonucleico (RNA), sem necessitar de um ciclo térmico®*.

Ao longo do tempo tém vindo a ser desenvolvidas diferentes versdes desta técnica,
como os ensaios de amplificacdo baseada nas sequéncias de &acidos nucleicos

guantitativos (QT-NASBA), sendo, cada vez mais, investigados para utilizacdo em tempo
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real®. Estes sdo utlizados na detecdo de espécies distintas de Plasmodium, contendo
um limite de detecdo entre 0,01 e 0,1 parasitas/puL de sangue?®. Além disso, considera-

se que ultrapassam os TDR e o RCP ao nivel da sensibilidade e especificidade.

Finalmente, as tecnologias NASBA s3ao uma alternativa vantajosa, no sentido em que
nao requerem equipamentos de ciclos térmicos, sdao de rapida execugado, utilizam um
procedimento de preparacdo de amostras simples, requerem quantidades pequenas de

sangue e ndo interferem com o ADN3?,

2.1.5 OUTRAS ABORDAGENS INOVADORAS

Os métodos de diagndstico referidos anteriormente sdo os mais comuns para o
diagnodstico de maldria, quer para atuagdao em campo (diagndstico clinico, microscopia
e TRD) quer na investigacdo em laboratério (métodos moleculares). No entanto, de
modo a ultrapassar as limitacdes dos métodos existentes e com o progresso emergente
em novas tecnologias, tém vindo a ser desenvolvidas outras técnicas, em que a detecdo
do parasita difere dos métodos presentes. Alguns exemplos s3o: a dete¢do de atividade
enzimatica através de um circulo rotativo®, sendo que a atividade catalitica da enzima
Plasmodium topoisomerase | é transformada em produtos de ADN amplificados
isotermicamente; a detecdo serolégica do parasita Plasmodium utilizando soro
sanguineo de pacientes com maléria® os dispositivos baseados em microfluidica®’;
citometria de fluxo para classificagcdao através de laser e a identificacdo de glébulos
vermelhos infetados*® e diagndstico especifico de parasitas Plasmodium mediado por
aptameros ou anticorpos quimicos’. Mais recentemente, muitos investigadores tém
vindo a explorar o potencial de Hz no diagndstico de maldria, focando-se nas suas
propriedades magnéticas*®, superparamagnéticas®®, acusticas®*?> ou 6éticas®3. Um
destes exemplos, € um método de detecdo foto-acustica, baseado em nanobolhas de
vapor>?, criadas através da estimulacdo, por um laser pulsado, da Hz presente no sangue

do paciente infetado.

Particularmente, os métodos dticos tém vindo a ser desenvolvidos para diagndstico de
maldria a partir da quantificacdo de Hz por espectroscopia, tal como sera detalhado na

seccdo seguinte, constituindo o ponto de partida para o presente trabalho.
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2.2 DETECAO DE MALARIA POR ESPECTROSCOPIA OTICA

Assim como referido previamente na motivacdo do trabalho (sec¢do 1.2), a presente
dissertagdo enquadra-se num projeto de investigacdao financiado (MalariaChip,
referéncia NORTE-01-0145-FEDER-028178) que tem como principal objetivo o
desenvolvimento de um dispositivo nao invasivo, baseado em espectrofotometria de
reflectancia dtica para a detecdo do parasita da malaria, através da identificacdo de Hz
(um subproduto da digestdo do parasita da maldria), sem ser necessdrio uma recolha de
amostras de sangue de pacientes infetados. Assim, no seguimento da revisdo de
literatura apresentada na secc¢do anterior (seccdo 2.1), e focando nos principais
objetivos do trabalho de investiga¢ao, esta sec¢dao apresenta, por sua vez, uma revisao
dos atuais métodos de espectroscopia ética em desenvolvimento para o diagndstico de
maldria com base na dete¢dao da Hz. Apresenta-se, ainda, uma breve descricdo da
espectrofotometria de reflectancia 6tica, o método utilizado neste trabalho para a

detecdo de Hz e diagndstico de malaria.

2.2.1 REVISAO DE LITERATURA DE METODOS DE ESPECTROSCOPIA OTICA PARA A

DETECAO DE HEMOZOINA

O parasita Plasmodium, agente causador da doenca da malaria, quando presente nos
glébulos vermelhos, origina um conjunto de altera¢des bioquimicas e morfolédgicas no
interior destas células. A degradacdo da Hb constitui uma das alteracdes ocorrentes do
metabolismo do parasita durante o seu desenvolvimento intracelular®. O produto
resultante da digestdao da Hb é o grupo heme, que é toxico e o parasita armazena na sua
forma metabolicamente cristalizada ndo toxica, denominada de Hz. A Hz é, desta forma,
um produto exclusivo do parasita, podendo servir como um biomarcador para o
diagndstico de maldria’. Assim, tém vindo a ser desenvolvidas varias técnicas de
espectroscopia Otica para o estudo das propriedades fisicas e quimicas da Hz, que
podem ser integradas em dispositivos cada vez mais miniaturizados, automatizados e

ndo invasivos, com o objetivo de ajudar a diagnosticar esta doenca na sua fase inicial®.

De uma forma genérica, a espectroscopia estuda a interacdo entre a radiacdo

eletromagnética e as biomoléculas numa determinada amostra, sendo a mais utilizada
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de todas as técnicas analiticas disponiveis em laboratdrio. Desta forma, a espectroscopia
tem a capacidade de identificar uma biomolécula especifica, assim como a caracterizar
estruturalmente, quantificar a sua concentracdo e determinar uma atividade

enzimatica®.

A espectroscopia permite a identificacao de substancias através da reflexao ou absorgao
da luz em diferentes comprimentos de onda do espectro 6tico. O processo caracteriza-
se pela incidéncia de um feixe de radiagdo eletromagnética que passa pela amostra,
fazendo com que a intensidade de radiagdo transmitida e/ou refletida diminua em
determinadas frequéncias da radiacdo incidente®’. A selecdo destas frequéncias e,
consequentemente dos comprimentos de onda, depende das substancias presentes na
amostra em questdo, uma vez que cada substancia absorve energia de radiacdo a

diferentes comprimentos de onda®.

Entre as diversas técnicas espectroscépicas em desenvolvimento para detecdo de Hz,
podem destacar-se a espectroscopia ultravioleta-visivel (UV/VIS)>%, a espectroscopia de
Raman®® e a espectroscopia foto acustica®. A primeira permite distinguir entre
diferentes fases da maturacdo do parasita®’. A espectroscopia de Raman permite a
medicdo do comprimento de onda e da intensidade da luz, emitida por uma molécula
espalhada inelasticamente. Esta emissdo ocorre devido a intera¢des da luz incidente
com as energias vibracionais da molécula, possibilitando a identificagdo da substancia e
a observac3o das suas alteracdes moleculares®?. Especificamente, a espectroscopia de
Raman de superficie aumentada é utilizada na dete¢do da Hz, durante a replicagdo
assexuada, uma vez que, sendo a Hz um subproduto paramagnético que contém ferro
da digestdao da Hb, usando nanoparticulas de prata, ocorre um aumento do sinal Raman
da Hz’. Finalmente, a espectroscopia foto acustica permite o estudo das propriedades
Oticas e termoeldsticas da Hz. A absorcdo otica causa expansdo termoelastica e
contracdo dos cristais de Hz, criando ondas de pressdo que se propagam através dos
tecidos mais profundos, quando comparadas com as ondas de luz®3. Desta forma, a Hz,
devido as suas elevadas propriedades de absorcao dtica, pode ser estudada através
desta espectroscopia em comprimentos de onda éticos, e em frequéncias de ultrassom

diagndstico®l.
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No presente trabalho, como ja referido, a quantificacao de Hz serd efetuada a partir de

espectrofotometria por reflectancia ética no espectro UV/VIS, seguidamente descrita.

2.2.2 REFLECTANCIA OTICA NA QUANTIFICACAO DE HEMOZOINA

Quando a luz incide numa superficie ou meio ocorrem trés fenédmenos: a transmissao, a
absorcdo e a reflexdo. Nesta seccdo sera feita uma andlise da luz que é refletida numa
superficie ou meio, sendo que a figura 1 é representagdo esquematica desse fendmeno

em condicdes ideais, incluindo os fenémenos de reflexdo especular e difusa®*.

Luz especular

Luz incidente
refletida

Luz difusa
refletida

Figura 1: Representa¢do esquemdtica do processo fisico de reflexdo da luz.

A reflectancia é uma fragao de luz que retorna a superficie ou meio onde incidiu, sendo
por isso refletida®®. Normalmente, a luz refletida depende da dire¢3o, da frequéncia
Otica e do comprimento de onda da luz incidente. Além disso, constitui uma
propriedade ética intrinseca de um filme fino, permitindo obter-se informacgdes sobre
transparéncia, estrutura de banda de energia, frequéncia do plasma, espessura do filme

e qualidade da superficie®-¢,

A figura 1 permite observar que no fendmeno de reflectancia pode ocorrer reflexao
difusa e/ou especular®. A reflexdo especular ocorre quando a luz incide numa superficie
muito lisa (metal polido ou vidro), fazendo com que o feixe de luz incidente seja refletido
num Unico feixe com angulo de reflex3o igual ao 4ngulo de incidéncia®’. Por outro lado,
a reflexao difusa é produzida através de superficies rugosas e de espalhamento no
interior do material refletor, caracterizando-se segundo a reflexao da luz por uma ampla

distribuicdo de dngulos®®,

Especificamente, o presente trabalho baseia-se no principio de que a Hz e a Hb possuem

espectros oOticos caracteristicos diferentes, principalmente na faixa do visivel, com picos
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de absorbancia e reflectancia distintos, sendo que se modificam consoante as
concentragdes de Hb e Hz no sangue. Quando o parasita da maldria esta presente no
organismo humano, a Hz aumenta e a Hb diminui, o que possibilita a detecdo do parasita
por espectrofotometria de reflectancia dtica e permite detetar o progresso da infegao.
O grupo de investigacdo CMEMS (Unidade de Investigacio em Microssistemas
Eletromecanicos da Universidade do Minho), tem vindo desde 2018 a aplicar, em
cooperacgdo com o Laboratério Associado ICVS (Instituto de Investigacdo em Ciéncias da
Vida e Saude) /3B's, também da Universidade do Minho, este principio para detec¢do de

Hz por reflectancia 6tica®7°.

A figura 2 representa um exemplo de espectros normalizados de reflectancia ética de
glébulos vermelhos saudaveis e globulos vermelhos infetados com o parasita da maldria,
em diferentes niveis de parasitémia, nos estados iniciais (anéis) e avancados
(trofozoitos) da doenga. As medi¢Ges dos espectros foram realizadas num setup
espectrofotométrico composto por uma fonte de luz de halogénio de tungsténio de
guartzo com 200 W de poténcia ética (modelo 66881, Oriel Newport), fibras éticas, um

suporte para cuvetes e um espetrofotémetro AvaSpec-ULS2048XL EVO (Avantes).

Espectro de Reflectincia

12

Reflectancia normalizada (au)

0,93
400 430 500 350 600 630 700 730 200
Comprimento de onda (nm)

-GV —&— 12 parasitas/pL (Anéis) —&—735 parasitas/uL. (Anéis)

—=#—3() parasitas/pL (Anéis) —#—125 parasifas/uL. (Anéis) 250 parasitas/ul. (Anéis)
500 parasitas/pL (Anéis) =812 parasitas/pL (Trofozoitos) ="==23 parasitas/uL. (Trofozoitos)
50 parasitas/|L [ Trofozoitos) 125 parasitas/uL (Trofozoitos) 250 parasitas/uL (Trofozoitos)
500 parasitas/uL (Trofozoitos)

Figura 2: Espectros de reflecténcia normalizada entre os 400 nm e os 800 nm, de glébulos vermelhos sauddveis
e gldbulos vermelhos infetados in vitro com diferentes parasitémias (12,5 a 50 parasitas/uL de globulos
vermelhos) de P. falciparum, nos estados inicial (anéis) e avan¢ado (trofozoitos) da doenca.
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Os dados dos espectros, com intervalos de 1 nm, foram recolhidos utilizando o software
AvaSoft 8.11 e foi usado sulfato de bario como referéncia para as medigdes. As amostras
de GV infetado com Plasmodium falciparum referidas, foram cultivadas in vitro nas

instalacbes do ICVS®°.

Os dados do trabalho de investigacdao, representado no grafico da figura anterior,
obtidos nos laboratérios do grupo de investigacdo CMEMS, permitiram selecionar, no
espectro 6tico, 16 comprimentos de onda relevantes que, por si sd, possibilitam a
reconstrucdo dos espectros continuos de reflectancia das amostras®. Os comprimentos
de onda selecionados, identificados por pontos no grafico, sdo: 400, 435, 520, 590, 610,
620, 630, 640, 650, 660, 670, 680, 700, 720, 740 e 800 nm. As amostras, utilizadas para
a obtencao do grafico mencionado, foram medidas numa cuvete de caminho 6tico de 1
mm com 40% de hematdcrito para representar a quantidade de glébulos vermelhos no

sangue humano.

A partir dos espectros de reflectancia apresentados e da sele¢do de 16 comprimentos
de onda, é possivel desenvolver um dispositivo ético inovador com base em reflectancia
Otica para detecdao de Hz. Com a finalidade de reconstruir os espectros de reflectancia
Otica das amostras a partir de um conjunto de 16 pontos discretos, é necessario que
este dispositivo seja constituido por: uma fonte de luz branca capaz de emitir e
direcionar a luz para as amostras; uma série de filtros éticos passa-banda (16 filtros, no
caso particular do trabalho em desenvolvimento), especificos para selecionar e filtrar a
luz em comprimentos de onda selecionados, com alta transmitancia e baixa FWHM e
um conjunto de 16 fotodiodos em silicio, fabricados em tecnologia CMOS, que vao
receber a luz refletida e converté-la em corrente elétrica. Os filtros devem ser filmes
finos de multicamadas, capazes de ser depositados, durante a fabricacdo, no topo da
matriz de 16 fotodiodos. Desta forma, o desenho e a simulacdo dos filtros éticos,
baseados em filmes finos de multicamada, constituem um avanco no estado de arte da
técnica, permitindo contribuir de modo fulcral para o desenvolvimento do dispositivo
inovador de diagndstico de malaria que se espera obter. A seccdo que se segue
apresenta, assim, um resumo do estado de arte de filtros dticos, que sera o ponto de

partida para o desenho e simulagao dos 16 filtros oticos pretendidos.
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2.3 FILTROS OTICOS

No sentido de implementar o dispositivo proposto para o diagndstico de malaria,
baseado na espectroscopia de reflectancia dtica, é necessario, como supramencionado,
um conjunto de 16 filtros 6ticos. Nesta seccdo, serdo apresentados alguns exemplos de
aplicagées com base em filtros dticos, sendo que, no capitulo 3, serdo abordados mais

detalhadamente os principios tedricos nos quais se baseiam.

2.3.1 TIPOS DE FILTROS OTICOS

Os filtros 6ticos sao dispositivos ou materiais capazes de alterar a distribuicao espectral
de um feixe de luz espectralmente seletivo ou ndo seletivo, apresentando como
vantagens a simplicidade, robustez e, na maioria dos casos, no seu relativo baixo custo’?.
Nos sistemas e nas comunicagdes Oticas, sao utilizados diferentes tipos de filtros oticos

para transmitir ou blogquear seletivamente certos comprimentos de onda’?.

Desta forma, os filtros 6ticos transmitem luz a diferentes comprimentos de onda e
eliminam a luz nas regides espectrais indesejadas. Alguns exemplos de filtros éticos,
comummente usados, s3o: filtros Fabry-Perot’3; filtros de grade de Bragg de fibra’?;
filtros ajustaveis’>; filtros absorventes’?; filtros infravermelhos’®; filtros ultravioleta’® e

filtros dicroicos””.

A estrutura tipica de um filtro Fabry-Perot sera a base dos filtros projetados no trabalho
desenvolvido, pelo que serd abordado mais aprofundadamente nas sec¢des seguintes.
Os filtros Fabry-Perot, ou também conhecidos como filtros de filmes finos multicamada,
sdo constituidos por dois espelhos altamente refletores separados por uma cavidade.
Neste caso, a luz pode ser transmitida atravessando a cavidade ou pode ser refletida

para o meio’®.

Os filtros de grade de Bragg de fibra sao filtros refletores com largura de banda muito
estreita, constituindo um elemento chave nos sistemas de fibras dticas. Neste caso, a
luz propaga-se através de regides com indice de refracdo elevado e baixo,
alternadamente, sendo parcialmente refletida em cada interface das regides. Para

comprimentos de onda especificos, quando a distancia entre as regides mencionadas é
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tal que todas as reflexdes parciais se somam em fase, a reflexdao total é
aproximadamente 100%. Por outro lado, para todos os outros comprimentos de onda,
as reflexdes fora de fase vao cancelar-se, desencadeando elevada transmissdo. Deste
modo, estes filtros atuam como filtros rejeita banda, ocorrendo transmissdao nos
comprimentos de onda que ndo estdo em ressonancia com a grade e reflexdo nos

comprimentos de onda que satisfazem a condi¢do de Bragg’®.

Os filtros ajustaveis sao filtros 6ticos passa-banda ou rejeita banda em que é possivel
variar a sua frequéncia através do ajuste dos seus componentes, quer manualmente
como quer através de sistemas de controlo eletrénicos. Por exemplo, num filtro passa-
banda, o comprimento de onda central pode ser alterado ou a sua largura de banda
pode ser ajustada. Existem, ainda, filtros ajustdveis em que a transmissdo pode ser

alterada para uma ampla gama de comprimentos de onda’>.

Os filtros absorventes podem ser feitos de vidro e com diferentes componentes
organicos ou inorganicos adicionados. Estes componentes vao absorver alguns
comprimentos de onda da luz e transmitir outros. Nestes filtros, aos componentes pode
ser adicionado plastico, produzindo um filtro de gel, tornando-se mais leves e de menor

custo do que os filtros a base de vidro”2.

Os filtros infravermelhos e os ultravioletas sao filtros oticos de cor que permitem
bloquear ou absorver luz na zona do infravermelho e na zona do ultravioleta,
respetivamente. As suas principais aplicacbes sdo ao nivel da fotografia, metrologia,

astronomia e termografia’?’®.

Finalmente, os filtros dicroicos sdo utilizados para a transmissdao de luz em gamas
especificas de comprimentos de onda, e sdo comummente usados para aplicacdes de

filtros passa alto e passa baixo’>”7.

2.3.1 APLICACOES DE FILTROS OTICOS

Ao nivel das aplicacGes, os filtros éticos podem ser utilizados nas areas da fotografia,
instrumentos dticos, iluminacdo cromadtica, espectroscopia de fluorescéncia,
equipamentos cientificos, computadores, redes de comunicacdo dtica e unidades de

armazenamento de dados, assim como outros sistemas tecnoldgicos’?. Alguns exemplos
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de aplicagOes sdo: os sistemas de imagem colorida, em que os filtros éticos controlam
as propriedades espectrais da luz e alteram a sua cor; o melhoramento de imagem,
sendo que sistemas de filtros de passagem de banda azul sdo usados para bloquear a luz
amarela e escurecer o fundo de imagem; os microscépios de fluorescéncia, onde os
sistemas de filtros passa-banda eliminam a luz do sinal de fluorescéncia; os sistemas de
deteg¢do de moléculas alvo, em que os sistemas de filtros dticos, constituidos por filmes
finos, sdo utilizados para melhorar a transmissao, bloqueio e propriedades da frente de
onda transmitida e refletida, resultando em imagens mais brilhantes e com elevado
contraste®® e os detetores CMOS lineares e planos, quer em instrumentacdo médica,
qguer em aplicagdes comerciais, governamentais e aeroespaciais, que utilizam filtros

Oticos multiespectrais.

Particularmente, na area da instrumentacao e aplicacdes médicas existem, na literatura,
diversos trabalhos que abordam filtros éticos. Na Universidade do Minho, Minas et al.
desenvolveram varios estudos que se baseiam no fabrico de filtros dticos para a medicdo
da concentracdo de biomoléculas em fluidos biolégicos (como a urina, soro, plasma),
através de espectrofotometria de absorcdo 6tica’>’88%, No estudo realizado em Minas
et al. 73, os filtros éticos fabricados s3o constituidos por camadas alternadas de SiO; e
TiO2 baseando-se na estrutura de Fabry-Perot. Os comprimentos de onda selecionados,
para a medicdo das diferentes concentracées das biomoléculas, encontram-se na zona
espectral entre 450 nm e 650 nm. Os picos de maxima transmitancia 6tica, resultante
de cada comprimento de onda projetado num filtro ético, sdo maiores do que 86% e a
FWHM menor do que 6 nm. Por outro lado, no trabalho de Minas et al. 8, apesar de os
materiais e o principio basico estrutural do desenho dos filtros dtico serem idénticos ao
trabalho anterior, foram selecionados apenas 2 comprimentos de onda (495 nm e 592
nm), definidos pela reacdo de um reagente especifico com uma biomolécula especifica.
Os picos de maxima transmitancia otica, obtidos para estes dois comprimentos de onda,
foram superiores a 90% e a FWHM igual a 8 nm. Pimenta et al. propds o desenho,
otimizacdo e fabrico de filtros oticos de largura de banda estreita com o objetivo de
extrair um conjunto de sinais de reflectancia difusa e fluorescéncia de fantomas
representativos de tecidos gastrointestinais®®82, Nesta investigacdo, 16 comprimentos

de onda foram selecionados (entre 350 nm e 750 nm) para o projeto de 16 filtros éticos
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constituidos por filmes finos de SiO; e TiO,, alternadamente. As percentagens das
maximas transmitancias éticas resultantes para cada caso sdao proximas de 90% e o valor
médio da FWHM é de 13 nm. Além disso, Ferreira et al. desenvolveram filtros o6ticos
para integrarem detetores de espectroscopia optoelectrénica para avaliar tecidos
esofagicos®3. Um outro exemplo surge com Pereira et al., que propés o fabrico de filtros
Oticos para aplicagdo em sondas neuronais, nomeadamente, para integrarem sistemas

de leitura de sinais fluorescentes emitidos por fluoréforos®*.

Na generalidade, os filtros 6ticos podem surgir, ainda, noutros tipo de aplicacoes
diferentes, como em Luigi Bibbo et al.%, em que é sugerido o desenho e fabrico de um
filtro 6tico de largura de banda estreita, antirreflexo e sintonizdvel para ser aplicado em
moduladores, ecrds e na extracdao de cor nas imagens. A sua estrutura é uma meta-
superficie, baseada em nanoparticulas plasmdnicas, num filme eletro-6tico com uma
configuracdo de trés camadas de metal-dielétrico-metal, atuando na regido do visivel/
infravermelho (VIS/IR)®. Outra abordagem é proposta por Rubio et al.2%, num trabalho
em que sugere o estudo da resposta Otica de um dispositivo baseado num
interferémetro de Fabry-Perot sintonizavel e fabricado com tecnologia MOEMS (sistema
micro-opto-electro-mecanico). O dispositivo destina-se a integrar sistemas de
espectrometros infravermelhos ndo dispersivos (NDIR) para a medicdo e detec¢do otica
de gases. Também Calaza et al.®” tém vindo a desenvolver trabalho de investigacdo em
filtros dticos. Atualmente, os varios filtros dticos tém vindo a ser integrados em diversos
sistemas e com as mais variadas aplicacGes. Esta valéncia e flexibilidade para utilizacdo

de filtros éticos motivou a sua utilizagdo no trabalho desenvolvido nesta dissertacao.
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Neste capitulo serdo abordados os fundamentos tedricos relativos ao comportamento
dos filtros 6ticos passa-banda baseados em estruturas de multicamadas de filmes finos.
Serd, também, realizada uma analise e compreensdo de como as estruturas de filmes

finos podem ser aplicadas em projetos de filtros éticos.

3.1 FILTROS OTICOS BASEADOS EM FILMES FINOS

O conceito de filme fino pode ser definido como uma camada com espessura igual ou
inferior a 1 um. Esta camada, quando usada em aplicacdes de filtros ticos, é constituida
por um material sélido especifico depositada num substrato adequado®, como o vidro
ou o quartzo. A figura 3 esquematiza, num sistema composto por substrato, filme fino e
ar, o comportamento da luz quando incide no filme fino, compreendendo tanto a sua
reflexdo como transmissdo. As setas indicam a trajetéria que a luz realiza aguando da
interacao com o filme e no, n1 e n; representam, respetivamente, os indices de refragao

do ar, do material que constitui a camada do filme fino e do substrato.

Luz Refletida

Luz
Incidente
Ny Ar
Ny / Filme fino
n, Luz Substrato
Transmitida

Figura 3: Representagdo esquemdtica da interacdo da luz (refletida e transmitida) com um filme fino.

Como se observa na figura 3, quando a luz incide num meio sélido, pode ocorrer a
transmissdao da mesma ao longo do meio (filme fino + substrato), ou a mesma pode ser
refletida. Normalmente, os filmes finos sdo transparentes, pelo que ndo ocorre absorcdo
de energia, sendo que a caracteristica do filtro em reflexdo sera complementar a
caracteristica do filtro em transmissao. Desta forma, uma parte da luz incidente no filme

sera refletida e a outra parte transmitida para o substrato®°.
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O desempenho dos filtros 6ticos baseados em filmes finos compreende-se,

qualitativamente, através de trés conceitos fundamentais®:
1. A amplitude da luz refletida na fronteira entre dois meios é dada pela expressao:

1-pr

1
T (1)

em que o simbolo pr corresponde a razao entre os indices de refragao (n) dos
dois meios®. Por sua vez, o indice de refracdo do meio, n, define-se como a razdo
entre as velocidades da luz no vazio e nesse meio, como sera descrito adiante. A
partir da expressao anterior, é possivel obter a reflectdncia, calculada através da

expressao:

1—
(__&) 2)
1+ pr
2. A luz sofre um desvio de fase de 180°, quando a reflectancia ocorre num meio
com menor indice de refracdo que o do meio adjacente. Por outro lado, quando

a reflectdncia ocorre num meio com maior indice de refracdo,

comparativamente com o do meio adjacente, o desvio de fase serd de 0° &,

3. O feixe de luz incidente serd dividido em duas componentes resultantes da
reflexdo que ocorre na superficie superior e inferior do filme fino. Estes dois
feixes, resultantes da reflexdao, recombinam-se num outro feixe, apresentando
uma amplitude que corresponde a diferenca ou a soma das amplitudes das duas
componentes. Caso o desvio de fase da luz seja de 180°, a amplitude serd
calculada através da diferenca entre as amplitudes das componentes, sendo que
os feixes interferem destrutivamente. Caso o desvio de fase seja de 0° a
amplitude é obtida pela soma das amplitudes de ambas as componentes e os

feixes interferem construtivamente®.

Normalmente, a implementacao de filtros éticos de filmes finos requer estruturas em
multicamadas de filmes finos, uma vez que constitui a forma elementar para obter

elevada reflectancia®?. Desta forma, esta multicamada sera constituida por uma série de
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camadas com indices de refragdo, alternadamente, elevados e baixos, sendo depositada

num substrato’3, como representado no esquema da figura 4.

Luz Incidente Luz Refletida

« N/

n elevado ////
n baixo ///
[/

Multicamada n elevado
n baixo /
n elevado
Substrato Luz Transmitida

Figura 4: Representagdo esquemdtica de estrutura multicamada de filmes finos.

A luz incidente na multicamada é alvo de sucessivas reflexdes nas fronteiras de cada
camada. As camadas, ao serem constituidas por materiais com indice de refracdo
elevado e baixo, alternadamente, permitem que os feixes de luz refletidos se combinem
construtivamente num sé feixe, uma vez que surgem todos em fase na superficie das
diferentes fronteiras. Assim, a reflexdao efetiva da estrutura formada é otimizada para
ser elevada, sendo que aumenta com o numero de camadas®. No entanto, esta
reflectancia mantém-se elevada dentro de uma gama limitada de comprimentos de
onda, pelo que a combinacdo de varios filmes com espessuras especificas resulta num
espectro de reflectancia com maximos e minimos, em comprimentos de onda
especificos. A caracteristica do filtro na reflexdo serd complementar a da transmissao,

quando a absorbancia é zero®8.

3.1.1 CONCEITOS BASICOS DA PROPAGAGCAO DA LUZ NUM MEIO

Na subseccdo que se segue serdo apresentados os cdlculos matematicos que ajudam na

compreensao da propagacao da luz incidente num determinado meio.
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3.1.1.1 EQUACOES DE MIAXWELL E ONDAS ELETROMAGNETICAS

A luz é uma onda eletromagnética, pelo que as suas caracteristicas eletromagnéticas
podem ser matematicamente descritas segundo as seguintes equagdes de Maxwell,

considerando o meio isotrépico e uniforme?°2:

V-D=p (3)

V-B=0 (4)
IxB=_"F

- at (5)

PxH=]+2D (6)
ot

D representa o vetor de deslocamento elétrico, p a densidade de carga elétrica, B o
vetor de inducdo magnética, E o vetor de campo elétrico, H o vetor de campo magnético

e, finalmente, J corresponde ao vetor de densidade de corrente elétrica.

Por sua vez, a densidade de corrente elétrica e o deslocamento elétrico relacionam-se

com o campo elétrico através das seguintes equacdes®?:

Tyl

J=o (7)

i

D=c¢ (8)

onde o e € representam a condutividade elétrica e a permissividade elétrica do meio,

respetivamente.

Além disso, a inducdo magnética pode ser relacionada com a intensidade do campo
magnético segundo a equacado (9), onde u corresponde a permeabilidade magnética do

meio?3:
B=uH (9)

No vécuo, os valores da permissividade elétrica (o) e da permeabilidade magnética (uo)

sdo, respetivamente:
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107°
€0 = Jgn /M (10)
Wy = 4m X 1077H/m (11)

As duas componentes relacionam-se segundo a seguinte expressdo, sendo ¢ a

velocidade da luz no vazio (¢=2,997925x10% m/s):

1
80 = 2 (12)
HoC

Seguidamente, serdo apresentados matematicamente um conjunto de fendmenos,
tendo em conta a literatura 8%88°092 de forma a auxiliar uma melhor compreens3o do
modo de propagacdo da luz. Os campos magnético e elétrico podem ser considerados
duas componentes de um unico fendmeno fisico, o campo eletromagnético. Quando
ocorre uma variagao eletromagnética, esta prolonga-se independentemente da fonte

gue a originou. Considere-se um meio livre de fontes, ou seja, onde J=0 e p=0.

Neste caso, a equacdo 5 pode ser resolvida através da combinacdo das equacdes (3), (6),

(8) e (9), obtendo-se a expressdo que se segue:

V2E = ye—E (13)

Recorrendo ao mesmo procedimento, é possivel obter-se a equacdo (14) para a indugao
magnética:
2

V2B = us— B (14)
HE ot2

As equacdes (13) e (14) sdo equacgdes de onda, sendo que o produto ue presente pode
relacionar-se com a velocidade de propagacdo da luz num meio (v), através da
expressao:

V= (15)

1
Ve
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Como anteriormente referido, o indice de refragdo de um meio é determinado pela
razdo entre a velocidade de propagac¢ao da luz no vazio (c) e a velocidade de propagagao

da luz nesse meio (v), podendo ser calculado através da equacdo 16:

c
n=-—= [— (16)
v €oMo

Normalmente, o efeito das propriedades magnéticas do meio na velocidade de
propagacao da luz é insignificante, sendo que se pode considerar p = L,. Assim, o indice
de refracdo é determinado apenas pela permissividade do meio, que depende da

frequéncia da onda eletromagnética incidente.

No caso de ondas planas, isto é, ondas com fase constante, cujas frentes de onda sao

planos infinitos e paralelos, as equacdes (13) e (14) tém a seguinte solucao:

E" = Re {E_())ei(wt—%-7+¢)} (17)

Nas equagdes anteriores, Re indica a componente real, E, e B, correspondem aos

vetores da amplitude de oscilacdo, w é a frequéncia angular, 7 e k s30 os vetores de

posicdo e de onda, respetivamente, e ¢ é a fase de onda.

A frequéncia (f) e o comprimento de onda (A) da onda eletromagnética sdo calculados

através das seguintes equacoes:

_ w
f = (19)
2T
A= W (20)

A onda eletromagnética é uma forma de transportar energia, sendo possivel calcular a

sua densidade de energia eletromagnética (u):

u==(E-D+B-H) (21)

N| =
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Finalmente, outra caracteristica importante a ser analisada no desenho de estruturas
com filmes finos é a admitancia 6tica, uma vez que define a maior ou menor facilidade
gue a luz apresenta em atravessar um filme. Assim, a admitancia tica de um material é

numericamente igual ao indice de refragao do meio (n) e relaciona os campos magnético

(ﬁ) e elétrico (E):
H =nE (22)

Todas as equagdes supramencionadas constituem o principio base tedrico para a

realizacdo deste trabalho.

3.1.2 REFLECTANCIA NUMA ESTRUTURA SIMPLES DE UM FILME FINO

Nesta sec¢ao serdao abordados conceitos importantes para um caso da medi¢dao da
reflectdncia otica numa estrutura formada por um filme fino, apresentando duas

fronteiras, como observado no esquema da figura 5.

Luz
Incidente o

Luz Refletida

Mo Ar .
Fronteira a
Ny d, \ Filme fino
Fronteira b
n Substrato
2

Luz Transmitida

Figura 5: Representag¢dio esquemdtica da propagag¢do da luz numa estrutura com um filme fino depositado num
substrato.

Numa andlise da propagacdo da luz, e em particular nesta estrutura de filme fino, é
necessario definir a direcdo de incidéncia da onda, usando-se o simbolo “+” (sentido
positivo) para as ondas que estdo na direcdo de incidéncia e o simbolo ”—“ (sentido

negativo) para as ondas na dire¢do oposta®°4,

Na fronteira b, entre o filme fino e o substrato, apenas sdo formadas ondas no sentido
positivo no substrato. Por outro lado, no filme fino verifica-se a presenca de ondas tanto
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no sentido negativo como no sentido positivo, pelo que os campos elétrico e magnético

totais podem ser definidos através da soma de ambas as ondas®%9°;

E, = Ef, + Eg,

(23)
Hb == nlEiI-b - nlEl_b (24)
Obtendo-se:
1/H, 1/H,
+ _ (26 + — (=2
iy =7 (nl * E") (25) By =3 <n1 * E") (26)

1 1
Hf, = nyEf, = E(Hb +n,Ep) (277 Hiyp = —nEqfp = E(Hb -mE,) (28

Na fronteira a, no mesmo instante e num ponto com coordenadas x e y semelhantes, os
campos elétrico e magnético podem ser definidos alterando a fase da onda, permitindo
a mudanca da coordenada z de 0 para di. Desta forma, pode ser calculado o desvio de
fase (6), que representa a mudanca de fase da onda quando esta atravessa a distancia

d1, através da seguinte expressao?®0.°2;

_ 2mnydcos®

29
1 (29)

Na equacdo anterior, d representa a espessura do filme e § o angulo de incidéncia. Além
disso, é possivel obter-se, através da equacdo (30), o comprimento do caminho 6tico

(OPL), ou seja, a distancia que a luz percorre no filme fino®2:
OPL = n,d; cos @ (30)

Os campos elétricos e magnéticos na fronteira a sdao calculados pelas seguintes

expressoes:

1/H 1, m, )
Ef“=El+b65=§<n_+E”)e(S (31) E1a=E1b66=§<_n_+Eb>ea (32)
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1 1
Hi, = Hf,el = E(Hb +nEp)e® (33 Hi, = Hpe ™® = E(Hb —mEpe ® (3

A partir destas equagbes obtém-se:

+ _ ed+e ed+e 9 sin§
E,=Efq+E;=E(—=—|+Hy|——— | =Epcosé + H, (35)
2 2711 n’l

. _ ed+e 9 ed+ef ,
Ha =H1a+H1a =Ebn1 T +Hb T =Ebn1 sm6+Hb cosd (36)
1

As equacOes anteriores podem ser escritas sob notacdo matricial:

=

- —
Esta equacgdo relaciona as componentes tangenciais de E e H na fronteira a, fronteira

sin§
cos§ SO/ nll [Eb] (37)
n;sind  cosd Hy

de incidéncia, com as componentes tangenciais de E e H na fronteira b, pelo que a

matriz 2x2 é definida como a matriz caracteristica de um filme fino®3%¢.

Adicionalmente, através dos campos elétrico e magnético da fronteira a, é possivel

definir a admitancia otica do filme fino:
Yy =— (38)

Finalmente, um conceito, ainda importante, a compreender é a reflectancia da fronteira
entre o meio incidente, de admitancia igual a ng, e 0 meio incidente, de admitancia igual

a Y, que pode ser calculada segundo a seguinte equacao:
ng—Y\/my—Y
R= (o) Ger7) &
ng+Y/ \nyg+Y

A equacdo (37) pode ser normalizada dividindo todas as variaveis por Ep:

E .
a/Eb _ [B] _ [ cos§ S 6/nll [ 1] (40)
Ha/ C nysind  cosd§ |12

Ep

36



FILTROS OTICOS BASEADOS EM FILMES FINOS PARA IMPLEMENTAGAO NUM SISTEMA DE ESPECTROSCOPIA PARA O DIAGNOSTICO DE MALARIA

As componentes B e C correspondem aos campos elétricos e magnéticos normalizados
na superficie incidente, sendo que sao utilizados para extrair as propriedades 6ticas dos
filmes finos, através da manipulacdo das equacdes (38) e (40):

Y_Ha_C_n2c056+nlsin6

E, B cosd + (Z—j)sincﬁ

(41)

Assim, a reflectancia pode ser calculada através de B e C segundo as equacodes (39) e
(41), pelo que, como referido, a matriz [?] constitui a matriz caracteristica da estrutura

de filmes finos.

3.1.3 REFLECTANCIA NUMA ESTRUTURA MULTICAMADA DE FILMES FINOS

Na seccdo anterior foi efetuada uma revisdo dos conceitos importantes para a
compreensdo do fendmeno de reflectancia ética numa estrutura com apenas um filme
de fino. Da mesma forma, uma metodologia semelhante pode ser aplicada para
estruturas em multicamadas de filmes finos. A figura 6 apresenta uma representacao
esquematica de uma estrutura constituida por duas camadas de filmes finos entre o

substrato e o meio de incidéncia.

Luz
A

Incidente AKX
\ _,_..»;-“"s. . Luz Refletida

N \
"] \‘
% . 0
L
A4
\\
‘\
No \ Meio incidente .
- Fronteiraa
Ny d, N Filme fino 1
] p3 -
= g Fronteirab
A
n, d, ' Filme fino 2
\' -
! Fronteirac
N5 Substrato
Luz

Transmitida

Figura 6: Representagdo esquemdtica da propagag¢éo da luz numa estrutura multicamada constituida por dois
filmes finos depositados num substrato.
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Considerando as expressdes apresentadas na sec¢do anterior, a matriz caracteristica do

filme fino 2 sera:

I cos 62 Sin 62/n2 (42)

n,sind, cosd,

Aplicando a equacdo (37) para este filme fino, e tendo em conta os parametros das

fronteiras 1 e 2, obtém-se:

Eb] = l coss, 62/712] [EC] (43)
Hp n,sind,  coso, c

[Ea] _ [ cos &, sin 61/n1

coss, S Sz/nzl [Ec] (44)
Hq n,;sind;  cosd; He

n,sind,  cosd,

Assim, a matriz caracteristica da estrutura constituida por dois filmes finos serd dada

por:

B] _ I cos &, sin Sl/nll I cos 8, sin Sz/nzl [ 1] s5)
¢ n,sind; cosd; lln,sing, coss, |3

No caso em que a estrutura é constituida por multicamadas de filmes finos, a matriz
anterior pode ser generalizada e estendida para um nimero Q de camadas. Desta forma,
a matriz caracteristica de qualquer estrutura de filmes finos pode ser obtida pelo
produto das matrizes individuais de cada filme, segundo uma ordem correta, definida a
partir da superficie de incidéncia até a superficie do substrato. A equacdo (46)
corresponde ao cédlculo da matriz caracteristica de uma estrutura em multicamada com
Q filmes finos, em que nm representa o indice de refracdo no substrato e r o nimero da

fronteira.

Q .

Bl _ cos . sm6r/ 1

[C] = l_“ r n, [nm] (46)
r=

n,.sind,  coséd,

O desvio de fase é, neste caso, calculado a partir da seguinte expressao:
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_ 2mn,d, cos 0,

= - (47)

Quando o angulo de incidéncia (8,) é conhecido, consegue-se determinar o valor de 6,

recorrendo as leis de Snell:
ng sin 8, = n,.sin 6, = n,, sin 6, (48)

Além disso, através da equacdo (46) é, ainda, possivel calcular trés caracteristicas oticas
fundamentais, que se relacionam entre si: a reflectancia (R), transmitancia (T) e
absorbancia (A). E importante realcar que, para que as expressdes seguintes sejam
fisicamente corretas e coerentes, o meio incidente deve ser transparente e o substrato

opaco:

"~ \ngB+C/\ngB+C/ (49 "~ (nyB + C)(nyB + C) (50)

_ 4ngRe(BC —ny)
" (ngB + C)(nyB + C)

(51)

A absorbancia é um fendmeno que ocorre quando a luz incidente é convertida noutra
forma de energia, normalmente em calor, no interior do filme fino, podendo-se

relacionar com a reflectancia e a transmitancia segundo a seguinte expressao:
1=R+T+A (52)

A transmitancia, por sua vez, consiste na razdo entre a luz transmitida e a luz incidente

num determinado substrato.

3.2 EXEMPLO DE FILTROS OTICOS COM MULTICAMADAS DE

FILMES FINOS DIELETRICOS

De seguida, serdo apresentados alguns conceitos tedricos para a compreensdo do
funcionamento dos filtros éticos formados por filmes finos, assim como os calculos

necessarios para o seu desenvolvimento na presenca de multicamadas.
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3.2.1 MATRIZ CARACTERISTICA PARA UMA ESPESSURA OTICA DE UM QUARTO OU
METADE DO COMPRIMENTO DE ONDA
A matriz caracteristica de um filme fino dielétrico (um filme com baixa radiagao

absorvida, permitindo a obtencdo de uma reflectancia praticamente complementar a

transmitancia e um melhor desempenho do filtro 6tico) é simplificada quando a
espessura 6tica do mesmo é um quarto (’1/4) ou metade (’1/2) do comprimento de

onda®, usado como referéncia para a projec¢ao do filtro ético, representado na estrutura
da figura 6. Para estes casos particulares, o cdlculo da matriz caracteristica do filme fino,

para uma luz incidente normal (dngulo de incidéncia igual a 02), pode ser simplificado.

No primeiro caso, em que a espessura da camada é /1/4, considera-se que:

T T
6 =—, cos6=cosE=0 e sin5=sin5=1

Assim, obtém-se a seguinte matriz caracteristica:

[ coss Sin S/n] _ [0 1/71] 53)
nsind cosod n 0

Neste caso, a reflectancia da estrutura sera maxima ou minima, dependendo do valor
do indice de refracdo do filme fino (n), isto é, depende apenas se o valor de n é maior

ou menor que o valor do indice de refragao do substrato.

No segundo caso, tendo a espessura da camada um ’1/2 , 0s valores das variaveis serdo:
0 =T, cosd =cost=—1 e sind =sint=0

Pelo que, substituindo os valores, a matriz caracteristica sera:

coss Sin S/n] -1 o0
= (54)
nsind cosd [ 0 —1]

Neste caso, tratando-se de uma matriz unitaria, o filme fino terd uma interferéncia nula

na reflectancia ou transmitancia da estrutura.
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3.2.2 DESENHO DE UM FILTRO OTICO BASEADO EM MULTICAMADA COM ESPESSURA

OTICA DE UM QUARTO OU METADE DO COMPRIMENTO DE ONDA

A simplicidade dos cdlculos das matrizes caracteristica para estes casos particulares,

especificados na seccao anterior, permite que as estruturas de filmes finos sejam,
normalmente, desenvolvidas utilizando camadas com ’1/4 e ’1/2 de espessura,
recorrendo-se apenas a dois materiais distintos®. Na generalidade, neste tipo de
representacdo, é convencional utilizar a letra H para referir as camadas com ’1/4 de
espessura, constituidas pelo material com o maior indice de refracdo. Por outro lado, a
letra L é utilizada comummente para desenhar as camadas com ’1/4 de espessura,
formadas pelo material com menor indice de refracdo. Uma simbologia semelhante é
utilizada para as camadas com A/Z de espessura, sendo HH ou LL quando se pretende

referir as camadas com maior ou menor indice de refracdo®%22,

Assim, um exemplo de uma estrutura em multicamada de filmes finos, constituida por
9 camadas com espessuras ’1/4 e ’1/2 , pode ser representada através da seguinte
forma: LHLHLLHLH L. Considerando-se o ar como meio de incidéncia da luz e o vidro
como substrato, é possivel calcular a matriz caracteristica das vdrias camadas (n:
representa o indice de refracdo mais elevado, n; corresponde ao indice de refracdo mais

baixo e nm o indice de refra¢do do substrato):

[0 Y, y Yn, % |0 Un, y Yn, x[_l O]X 0 1/111]
n, 0 n, 0 n, 0 n, 0 0 -1 |n, o 55)
1 1 1
W0 iy |0 | |0 /nz] - [—1 0 ]
n, 0 n, O n, 0 0 -1

Finalmente, a matriz caracteristica da estrutura em multicamada de filmes finos sera:

— 1 -1
A R et Y el g 50

C 0 -1 Nm —MNm
No exemplo anterior, assim como previamente referido, considerou-se como meio
incidente o ar, com indice de refracdo (no) de 1, e considerou-se como substrato o vidro,
com indice de refracdo (nm) de 1,52. Desta forma, os valores de B e C serdo,

respetivamente, -1 e -1,52. A partir destes valores, e segundo a andlise realizada nas
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sec¢Oes anteriores, pode calcular-se a reflectancia e a transmitancia da estrutura em
multicamada do exemplo apresentado. Neste caso, como o substrato é constituido por

vidro, ndo ocorre absorbancia.

_ (noB - C) (nOB - C) _ (1 X -1+ 1,52) (1 X —1+ 1,52

= 0,0426 57
noB +C/ \nyB +C 1x-1-1,52 1><—1—1,52> (57)

T=1-R=09574 (58)

3.2.3 CARATERISTICAS ESTRUTURAIS DE UM FILTRO OTICO BASEADO EM

MULTICAMADA DE FILMES FINOS

Os filtros 6ticos passa-banda selecionados sdo caracterizados por uma largura de banda
estreita e tiram proveito das combinagdes construtivas e destrutivas da multicamada de
filmes finos, sendo por isso possivel a producdo simultdnea de bandas oéticas de
passagem e de rejeicdo. A estrutura em multicamada apresentada para os filtros dticos
projetados é semelhante a uma estrutura de interferémetro Fabry-Perot, com um total

de 11 camadas de materiais dielétricos?.

3.2.3.1 ESTRUTURA EM MULTICAMADA

A figura 7 representa o esquema de um exemplo de uma estrutura de interferémetro
Fabry-Perot, sendo caracterizada pela presenca de dois espelhos, altamente refletores,
paralelos, separados por uma camada com espessura definida (d;), a cavidade de
ressonancia®8.

Ar

}- Espelho paralelo

Cavidade de
ressonancia

}Espelho paralelo

Substrato

Figura 7: Representagdo esquemdtica de uma estrutura de interferémetro Fabry-Perot.

42



FILTROS OTICOS BASEADOS EM FILMES FINOS PARA IMPLEMENTAGAO NUM SISTEMA DE ESPECTROSCOPIA PARA O DIAGNOSTICO DE MALARIA

Os espelhos (ou refletores) paralelos podem ser implementados através de filmes
metalicos ou dielétricos’3. Neste caso, serdo utilizados filmes constituidos por materiais
dielétricos, uma vez que, ao apresentarem baixas taxas de energia por absorcdo, fazem
com que a sua capacidade de reflectancia seja praticamente complementar com a sua
capacidade de transmitdncia. Desta forma, apesar de apresentarem um processo de
fabrico mais complexo, os filmes dielétricos possibilitam a formacao de filtros 6ticos
passa-banda com melhor desempenho (elevada transmitancia em comprimentos de

onda especificos) em detrimento dos filmes metalicos’378%,

A figura 8 corresponde a uma estrutura de interferémetro de Fabry-Perot constituida
por filmes dielétricos de dois materiais diferentes, alternadamente. Esta estrutura
apresenta 11 camadas de filmes finos e representa a composi¢ao exemplo de um filtro
Otico proposto. Segundo a literatura 82897, para se obterem filtros com elevado

desempenho, o nimero de camadas deve ser 9 ou 11.

Ar

H

L
Espelho H d. = A
paralelo S 4ng

L

H
Cavidadede{ } 4
. LL dy = —
ressonancia 21,

H

L

H

L

H

Substrato

Figura 8: Representagdo esquemdtica de uma estrutura em multicamada de um filtro dtico.

No presente trabalho, apds as simulacdes, apresentadas nos proximos capitulos,
verificou-se que os filtros exibiam bom funcionamento com 11 camadas, pelo que cada
espelho de espessura ds ird ser constituido por 5 camadas de filmes finos dielétricos de
materiais com elevado indice de refracdo (H) e baixo indice de refracdo (L),
alternadamente, e a cavidade de ressonancia, com espessura d,, constituida por

materiais com baixo indice de refracdo’3.

Na cavidade de ressondncia ocorre interferéncia de multiplo feixe, como se pode
observar na figura 9, o que vai permitir uma elevada capacidade de transmitancia numa
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largura de banda estreita de comprimentos de onda em torno do comprimento de onda
central, que depende da espessura da cavidade de ressonancia. Ainda na figura 9 é
possivel visualizar, de forma esquematica, todo o comportamento da luz a medida que

atravessa as multicamadas de filmes finos.

Luz incidente R1 R2 R3 R4
Combinacdode varios
feixes degluz refletida
\ ////
\ [ [/ [ ]
Multicamada de \ [ [ [ /
elevadarefletancia \ / // // //
oz ARG
Cavidadede
LW W
v
\\ 1

[
[
\ \ \ \ Combinac¢do de varios
feixes de luz transmitida
T1 T2 T3 T4

Figura 9: Representagdo esquemdtica do comportamento da luz incidente ao atravessar o filtro dtico
multicamada.

Como se pode verificar através da figura 9, quando o feixe de luz incidente atinge a
primeira superficie da cavidade de ressonancia divide-se em dois: um feixe de luz, que
é refletido (R1), e o outro, que é transmitido para o interior da cavidade de ressonancia.
Este segundo feixe de luz ird alcancar a segunda superficie da cavidade e ird, por sua vez,
ser dividido em dois: um feixe de luz transmitido (T1) e outro refletido, que se direciona
no sentido da primeira superficie da cavidade de ressonéancia (R2). Este processo de
sucessivas reflexdes e transmissdes repetir-se-a ao longo de toda a cavidade de
ressonancia, obtendo-se, no final, um total de luz refletida e de luz transmitida
correspondente a soma dos feixes refletidos (R1+R2+R3+R4) e dos feixes transmitidos

(T1+T2+T3+T4), respetivamente®’°8,

O funcionamento da estrutura apresentada anteriormente, que serd utilizada para a

implementacdo de cada filtro dtico, rege-se segundo a equacao:

Aq = 2n,d, (59)
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em que n, e dr representam o indice de refracdo e a espessura da cavidade de
ressonancia, respetivamente. Adicionalmente, A corresponde ao comprimento de onda
da luz transmitida e g a ordem de interferéncia do filtro. Neste caso, sera considerado
um filtro de primeira ordem (g=1) com um angulo de incidéncia da luz de 0°. A espessura
de cada uma das camadas, ds, que constitui os espelhos refletores paralelos, também

pode ser calculada através de uma expressdao semelhante a da equacgao (59):
A =4n.d (60)

em que A é o comprimento de onda da luz transmitida e ns corresponde ao indice de

refracao do material que constitui a camada.

Os filtros Oticos baseados neste tipo de estrutura sdo desenhados para que um
determinado comprimento de onda adquira uma transmitancia maxima no espectro
Otico, estando esta caracteristica relacionada essencialmente com a espessura da

cavidade de ressonéancia (d;), ainda que as espessuras das camadas (ds) possam também

influenciar®.

3.2.3.2 SELETIVIDADE DO FILTRO OTICO

Na caracterizagdao de um filtro ético, como ja referido, é importante ter em consideracao
o parametro relativo a largura a meia altura, FWHM, que define a largura do pico de
transmitancia, quando aintensidade é metade do seu valor maximo. O calculo da FWHM
é realizado através da subtracdo do comprimento de onda a direita com o comprimento
de onda a esquerda (1, — 1;), quando a transmitancia é metade do seu valor maximo

em ambos os casos, como é possivel verificar na figura 10.

T (%)
TITIEX -----------------------
A
.'f \“
T foo| fe—)
/2 / FWHM
/ﬁi E
A A A (nm)

Figura 10: Grdfico representativo da FWHM de um filtro dtico.
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Além disso, o valor da FWHM esta diretamente relacionado com o numero de camadas
do filtro ético, uma vez que quanto maior for o nimero de camadas da estrutura, menor
serd o valor da FWHM, mais estreita é a largura de banda dos comprimentos de onda e
maior serd a seletividade do filtro ético. No entanto, quanto menor for o nimero de
camadas do filtro ético, mais simples e eficaz é o seu fabrico, pelo que tem que haver

um compromisso entre o valor da FWHM e o nimero total de camadas de cada filtro®.
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Neste capitulo, serd apresentada a metodologia do trabalho desenvolvido, que sustenta
a investigacdo realizada nesta dissertacdo. Desta forma, inicialmente, serdao abordados
os requisitos tomados como ponto de partida para a construcdo dos filtros éticos,
baseados em multicamadas de filmes finos. De seguida, serdo apresentadas técnicas de
desenho e simulagdo computacional dos filtros éticos, em relacdo ao seu desempenho.
Por fim, serd explicada a metodologia e protocolo utilizados para um ensaio
experimental preliminar, com o objetivo de demonstrar, tendo por base filtros éticos
passa-banda pré-existentes no laboratério, o que se pretende obter com os filtros

idealizados na aplicacdo pretendida de diagndstico de malaria.

4.1 DESENHO DOS FILTROS OTICOS BASEADOS EM FILMES FINOS

No trabalho realizado, foram propostos 16 filtros 6ticos passa-banda de largura de
banda estreita, baseados em estruturas multicamada de filmes finos, centrados em
diferentes comprimentos de onda do espectro 6tico (selecionados de acordo com a
figura 2 presente na seccdo 2.2.2). Nesta seccdo, serd estudada a estrutura selecionada
para a idealizacdo dos filtros 6ticos, assim como identificados os materiais que a

constituem.

4.1.1 PROIJETO DOS FILTROS OTICOS

Os 16 filtros oticos, baseados em multicamadas de filmes finos, foram desenhados
segundo a estrutura de interferdmetro Fabry-Perot (analisada na seccdo 3.2.3),
contendo 11 camadas de materiais dielétricos com indice de refracao elevado e baixo,
alternadamente, e centrados em comprimentos de onda especificos. Considerando os
requisitos supramencionados, os comprimentos de onda selecionados foram 400, 435,
520, 590, 610, 620, 630, 640, 650, 660, 670, 680, 700, 720, 740 e 800 nm. Idealmente,
para cada um destes valores, o seu espectro 6tico apresentard o pico de transmitancia
com o maior valor possivel (pelo menos o dobro da intensidade de qualquer pico de
ruido que possa existir no espectro em analise) e uma FWHM menor que 10. Neste
sentido, é necessario proceder ao estudo do melhor desenho, que permitird obter estas
caracteristicas no filtro 6tico, para isso as espessuras de cada camada e os indices de

refracdo dos materiais serdo alterados conforme o filtro dtico projetado.
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4.1.1.1 SELECAO DOS MATERIAIS

A estrutura em multicamada selecionada requer, como abordado extensamente no
capitulo 3, que as camadas sejam constituidas por filmes finos formados por dois
materiais dielétricos diferentes, uma vez que produzem elevadas taxas de transmitancia

e baixas perdas por absorgao.

Desta forma, procedeu-se a escolha dos dois materiais, um com indice de refragao
elevado e outro com indice de refracdo baixo, como referido nas seccdes tedricas. Para
o efeito, optou-se pelo didxido de silicio (SiO2), como material com indice de refragao
baixo, e pelo didxido de titanio (TiOz), como material com indice de refracdo elevado.
Esta selecdo deve-se as caracteristicas vantajosas que apresentam estes materiais, a
saber: sdo duros, tornando-se extremamente dificeis de serem removidos do substrato
apos a sua deposicdo; apresentam, na zona espectral de interesse, boas propriedades;
tém elevada compatibilidade com o processo de fabrico CMOS e sdo comummente
depositados por IBD (do inglés lon Beam Deposition), um processo usado no fabrico de
filtros dticos. Individualmente, o SiO» foi escolhido porque apresenta uma dependéncia,
praticamente constante, do indice de refracdo, na gama visivel do espectro ético de luz.
O TiO; foi escolhido por apresentar uma maior facilidade de fabrico, visto que o seu
processo de deposicdo se encontra bem caracterizado'®. A figura 11 representa a
estrutura final selecionada para a construcao e proje¢ao de cada filtro ético, centrado

no comprimento de onda especifico mencionado.

Ar
Tio,
si0,
Tio,
Sio,
TiO,

sio,

Tio,
Si0,
Tio,
Si0,
Tio,

Substrato

Figura 11 - Representac¢Go esquemdtica da estrutura em multicamada de um filtro dtico, baseado no
interferometro de Fabry-Perot, constituido por 11 camadas alternadas de SiO2 e TiO2.
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4.2 SIMULACAO DE FILTROS OTICOS DE FILMES FINOS

No sentido de averiguar a eficdcia dos 16 filtros 6ticos projetados, recorreu-se ao
software TFCalc 3.5, utilizado para proceder ao desenho e simulagdo computacional
perante diferentes modificacdes nos materiais. As simulacdes permitem identificar a
espessura que as camadas de cada filtro devem adquirir para que a transmitancia dtica
seja a maior possivel e a FWHM o mais préximo de 10. Assim, foram realizados trés tipos
de simulacdes: na primeira, utilizaram-se indices de refracdo da base de dados de Sopra
S.A., considerados como ideais para os materiais selecionados; na segunda, usaram-se
indices de refracdo considerados proximos dos seus valores reais de fabrico,
considerando a base de dados refractiveindex.info'°! e, na terceira, utilizaram-se indices
de refracdo para os materiais, medidos de acordo com a espessura projetada para cada

uma das camadas, e de acordo com trabalho prévio de Pimenta et al.®2.

4.2.1 SOFTWARE DE SIMULAGAO TFCALC 3.5

Os 16 filtros 6ticos foram desenhados e simulados computacionalmente, utilizando o
software TFCalc 3.5, baseado em métodos de elementos finitos, fornecido pela Software
Spectra Inc'®2. O software em quest3o foi desenvolvido especialmente para os célculos
Oticos pretendidos e caracterizados na seccdo tedrica desta dissertagcdo. O principal
objetivo destas simulac¢des é utilizar técnicas de otimizacdo computacional que partem
de uma estrutura grosseira em dire¢ao a uma estrutura melhorada, através da variagao
dos diversos pardmetros existentes®®. Para o estudo e compreensdo das etapas a
concretizar na realizacdo de todas as simula¢Oes recorreu-se ao manual de instrucées

de utilizacdo do referido software%3,

De forma a otimizar o projeto e os futuros processos de fabrico, os 16 filtros foram
divididos em trés regides espectrais: ultravioleta/visivel (UV/VIS), dos 400 nm aos 435
nm; visivel (VIS), dos 520 nm aos 620 nm e visivel/infravermelho (VIS/IR), dos 620 nm
aos 800 nm. Deste modo, é possivel centrar os filtros 6ticos em diferentes bandas
espectrais, ajustando apenas a espessura da cavidade de ressonancia de SiO;. As

espessuras das restantes camadas de filmes finos, em ambos os espelhos, sdo mantidas
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iguais. A figura 12 corresponde a janela inicial do programa, que surge com os

parametros a definir para o ambiente de simulagao.

Edit Environment

Coating name:  C:\Mariana\Documentoz\Univerzsidade’b.? anohTeze-Portugal\Praticah TFCalch Trial

AL 1L R AARELL dAA ML L T TA mEEE L

Reference wavelength [nm)

Vanale llluminant;

Incidert | Incident angle [deg):

Meclium : :
Incident medium:

[=Front Layers = Substrate:
Substrate

Thickneazz [mm):

Back L

E=Back Layers 5] Exit Medium: [GLASS

E:xit Medium Detector |IDEAL
First Surface: |Front

k. | Cancel Analysiz Parameters. .. | Environment: | 1 -

Figura 12: Janela de defini¢do de pardmetros iniciais, no TFCalc 3.5.

Para todas as simulacdes, sdo indicadas as propriedades que influenciam a resposta
Otica dos filtros. No presente trabalho, o material escolhido para o substrato e para o
meio de saida é o vidro e, por sua vez, o material selecionado para o meio incidente é o
ar. Além disso, sdo definidos comprimentos de onda de referéncia para cada uma das
regides espectrais supramencionadas: 420 nm para a regido UV/VIS; 550 nm para a
regido VIS e 680 nm para a regido VIS/IR. Para todas as simula¢des apresentadas, nas
seccOes seguintes, as varidveis supracitadas mantém-se fixas, sendo que os Unicos
parametros de entrada que sdo alterados sdo os diferentes indices de refracdo, em

analise, de cada material (SiO2 e TiO3).

4.2.2 INDICES DE REFRACAO IDEAIS

Nas primeiras simula¢cfes realizadas, utilizaram-se os indices de refracdo da base de
dados de Sopra S.A., dado que sdo considerados os valores ideais para ambos os
materiais (SiO e TiO;) e dependem apenas do comprimento de onda 6tico para o qual
o filtro dtico é projetado. A empresa Sopra S.A. (Franga) disponibilizou o acesso a esta
base de dados dtica, assim como a conversdo destes valores para o formato do software

TFCalc. Deste modo, os indices de refracdo de Sopra S.A. encontram-se pré-definidos no
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programa e sao gerados automaticamente, quando se introduz o comprimento de onda
para o qual se pretende projetar o filtro ético. Natabela 1, estdo identificados os valores

dos indices de refracao usados para o projeto e simulacdo de cada filtro ético.

Tabela 1: Indices de refracdo dos materiais retirados da base de dados de Sopra S.A.

indices de refragdo (n)
Comprimento de onda (nm)
SiO: TiO2
400 1,4701 3,2860
435 1,4668 3,2192
520 1,4613 3
590 1,4584 2,91
610 1,4577 2,8893
620 1,4574 2,88
630 1,4571 2,8750
640 1,4568 2,87
650 1,4565 2,86
660 1,4563 2,85
670 1,456 2,8443
680 1,4558 2,84
700 1,4553 2,83
720 1,4549 2,82
740 1,4544 2,81
800 1,4533 2,79

Posteriormente, procedeu-se a simulacdo de cada filtro 6tico. A tabela 2 apresenta a
combinacdo das espessuras de cada camada, que constituem os 16 filtros o6ticos
desenhados no TFCalc. Os valores das espessuras estdo otimizados de forma a que a

transmitancia resultante, associada a cada comprimento de onda, seja a maior possivel.

Desta forma, na tabela que se segue, observa-se que os filtros dticos passa-banda
dividem-se em quatro conjuntos para as diferentes gamas de comprimentos de onda:
0s 400 nm e o0s 435 nm; entre 0s 520 nm e 0s 620 nm; entre 0os 630 nm e 0os 720 nm e
0os 740 nm e os 800 nm. Em cada uma destas quatro regides, verifica-se que as
espessuras das camadas constituintes dos espelhos refletores sdo simetricamente
iguais, isto é, cada um dos espelhos é formado por 5 camadas alternadas de SiO; e TiO3,
em que as camadas com o mesmo material apresentam igual espessura. Por exemplo,
para o comprimento de onda 400 nm, as espessuras das camadas de TiOz sdo 33 nm,

enguanto que as espessuras de SiO; sdo 73 nm.

52



FILTROS OTICOS BASEADOS EM FILMES FINOS PARA IMPLEMENTAGAO NUM SISTEMA DE ESPECTROSCOPIA PARA O DIAGNOSTICO DE MALARIA

Tabela 2: Filtros dticos nas regiées UV/VIS, VIS, VIS/IR e respetiva espessura das camadas, constituidas por SiO,
e TiO,com indices de refragdo ideais (Sopra S.A.).

Pico de transmitancia maxima por A (nm)

400|435| 520 |59o| 610 |620| 630 \640 \ 650 | 660 | 670 | 68o|700 \ 720 \ 740 \ 800

Espessura da camada (nm)

Tio,| 33 46 60 70
Si0, 73 94 117 121
Tio,| 33 46 60 70
Si0, 73 94 117 121
Tio,| 33 46 60 70
(SR'S)Z 127|151 | 168 | 219 | 235 | 243 | 196 | 204 | 211|219 | 226 | 233 | 247 | 262 | 248 | 291
Tio,| 33 46 60 70
Si0, 73 94 117 121
Tio,| 33 46 60 70
Si0, 73 94 117 121
Tio,| 33 46 60 70

Por outro lado, a espessura da camada da cavidade de ressonancia é diferente para
todos os comprimentos de onda em analise. A semelhanca nos valores das espessuras
das camadas facilita o desenho das mascaras no processo de fabrico dos filtros 6ticos,

baseados em filmes finos.

Salienta-se que, assim como verificado nesta simulacdo, para todas as seguintes, os 16
comprimentos de onda estdo divididos em quatro regides; os espelhos refletores
apresentam simetria entre si e as espessuras das cavidades de ressonancia sao sempre
diferentes em todos os comprimentos de onda. Esta ultima caracteristica surge porque
o ajuste da espessura da cavidade de ressonancia permite a obtencdo de uma

transmitancia mais elevada.

4.2.3 APROXIMAGAO DOS iINDICES DE REFRAGAO AOS VALORES REAIS

As simulac¢des que se seguem sdo semelhantes as anteriores, no entanto os indices de
refracdo dos materiais, que constituem as camadas dos 16 filtros éticos, sdo alterados
para valores considerados préximos dos reais. Desta forma, recorreu-se a base de dados

101

refractiveindex.info'®! para recolher estes valores, segundo cada comprimento de onda
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e material em analise, apresentado na tabela 3. Estes dados sao considerados préximos

dos valores reais que se obtém quando se procede ao fabrico dos filtros 6ticos.

Tabela 3: indices de refracéo dos materiais retirados da base de dados refractiveindex.infol°l.

Comprimento de onda indices de refracdo (n)

(nm) Si0; TiO:
400 1,4841 2,3379
435 1,481 2,2690
520 1,4759 2,1824
590 1,4733 2,1456
610 1,4727 2,1379
620 1,4724 2,1344
630 1,4722 2,1311
640 1,4719 2,128
650 1,4717 2,1251
660 1,4715 2,1223
670 1,4713 2,1197
680 1,4711 2,1172
700 1,4707 2,1126
720 1,4703 2,1084
740 1,47 2,1046
800 1,4692 2,0951

Assim, a tabela 4 representa a configuracdo resultante das novas simulacdes dos 16
filtros oticos, baseados em filmes finos. De acordo com o referido na seccdo anterior,
para cada uma das quatro regides, as camadas dos espelhos refletores assumem valores
iguais, enquanto que a cavidade de ressonancia é diferente em todos os comprimentos

de onda.

Em comparacdo com a tabela 2, na tabela 4 verifica-se que as camadas constituidas por
TiO2 aumentam de espessura para todos os comprimentos de onda. Da mesma forma,
a espessura das camadas formadas por SiO, também aumenta nos comprimentos de
onda da segunda regido, apesar do aumento ser pouco significativo. Por outro lado, na
primeira regido (400 nm e 435 nm), as espessuras mantém-se iguais e, nas duas ultimas
regides, as espessuras das camadas diminuem ligeiramente. E de realcar que os valores
da espessura obtidos sdo selecionados para que a transmitancia seja a maior possivel e

a FHWM préximo de 10, em todos os filtros oticos.
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Tabela 4: Filtros dticos nas regiées UV/VIS, VIS, VIS/IR e respetiva espessura das camadas, constituidas por SiO,
e TiO,com indices de refragdo proximos dos reais (refractiveindex.info01).

Pico de transmitancia maxima por A (nm)

400 \ 435 \ 520 \ 590 \ 610 \ 620 | 630 \ 640 \ 650 | 660 | 670 | 680 | 700 \ 720 \ 740 \ 800

Espessura da camada (nm)

TiO, 44 64 /8 %6
Si0, 73 98 114 120
TiO, 44 64 /8 %6
Si0, 73 98 114 120
TiO, 44 64 /8 %
(S:Z; 125|159 (149 | 218 | 238|248 192|201 |211|218 (231|240 260 | 280 | 234 | 293
TiO, 44 64 /8 %
Si0, 73 98 114 120
TiO, 44 64 /8 %
Si0, 73 98 114 120
TiO, 44 64 /8 %

4.2.4 IMPACTO DAS ESPESSURAS DAS CAMADAS NOS iNDICES DE REFRACAO DOS

MATERIAIS

O desenho dos 16 filtros 6ticos baseados em filmes finos, que serd apresentado de
seguida, foi realizado com o intuito de averiguar o comportamento dos filtros simulados
guando o indice de refragdo varia com a espessura da camada. Assim, neste conjunto
de simulacdes, utilizaram-se os indices de refracdo presentes na tabela 5, tendo sido
obtidos através da interpolacao dos dados facultados pela investigacdao experimental de

Pimenta et al. (2016)%2.

Para a obtencdo dos indices de refracdo pretendidos, segundo os comprimentos de
onda e as espessuras das camadas especificas em andlise, foi necessario o calculo da
interpolacdo dos valores medidos experimentalmente. Isto deve-se ao facto de a
investigacdo em causa apresentar caracteristicas éticas diferentes, nomeadamente ao

nivel das espessuras das camadas e dos comprimentos de onda selecionados.

55



FILTROS OTICOS BASEADOS EM FILMES FINOS PARA IMPLEMENTAGAO NUM SISTEMA DE ESPECTROSCOPIA PARA O DIAGNOSTICO DE MALARIA

Tabela 5: Indices de refracdo dos materiais, calculados por interpolagdo dos dados de Pimenta et al. (2016)82,
para cada espessura das camadas que constituem os filtros dticos e cada comprimento de onda especifico.

indices de refragdo
Comprimento SiO: TiO2
de onda (nm) Espessura (nm) Espessura (nm)
73 94 115 120 44 58 70 90
400 1,4752 1,4884 | 1,5016 | 1,5048 | 2,6185 | 2,6643 | 2,7037 | 2,7692
435 1,4761 1,4874 1,4987 1,5014 2,5581 2,5999 2,6358 2,6955
520 1,4775 1,4858 | 1,4940 | 1,4959 | 2,4590 | 2,4946 | 2,5251 | 2,5760
590 1,4783 1,4849 | 1,4915 1,4931 | 2,4076 | 2,4402 | 2,4681 | 2,5146
610 1,4784 | 1,4847 | 1,4909 | 1,4924 | 2,3961 | 2,4280 | 2,4553 | 2,5009
620 1,4785 1,4846 | 1,4907 | 1,4921 | 2,3907 | 2,4223 | 2,4494 | 2,4944
630 1,4786 | 1,4845 1,4904 | 1,4918 | 2,3856 | 2,4169 | 2,4438 | 2,4885
640 1,4789 | 1,4846 | 1,4902 1,4916 | 2,3808 | 2,4118 | 2,4385 | 2,4828
650 1,4787 1,4844 1,4900 1,4913 2,3761 2,4069 2,4333 2,4773
660 1,4788 1,4843 1,4898 1,4911 2,3717 2,4022 2,4284 2,4721
670 1,4788 | 1,4842 1,4895 1,4908 | 2,3674 | 2,3978 | 2,4238 | 2,4671
680 1,4789 | 1,4842 1,4894 | 1,4906 | 2,3634 | 2,3935 | 2,4193 | 2,4623
700 1,4792 1,4841 | 1,4890 | 1,4902 | 2,3558 | 2,3855 | 2,4110 | 2,4534
720 1,4792 1,484 1,4887 1,4898 2,3489 2,3782 2,4033 2,4452
740 1,4792 1,4838 | 1,4883 1,4894 | 2,3425 | 2,3715 | 2,3963 | 2,4377
800 1,4797 1,4836 1,4876 1,4885 2,3261 2,3542 2,3783 2,4185

Deste modo, como se pode observar a partir da tabela 5, os indices de refracao obtidos,
para ambos os materiais (SiO2 e TiO3), aumentam com o aumento da espessura, contudo
diminuem ao longo dos comprimentos de onda selecionados (desde 400 nm a 800 nm).
No caso do SiO;, por exemplo, verifica-se que, na espessura 73 nm, os indices de
refracdo sao aproximadamente 1,47, com uma variacdao na ordem da terceira casa
decimal. Por outro lado, quando a espessura é 120 nm, o indice de refracdo aumenta
para valores préximos de 1,5, diminuindo na ordem da primeira casa decimal ao longo
dos comprimentos de onda. O mesmo pode ser observado para o material TiO;, sendo
gue na espessura de 44 nm os indices de refracdo variam entre 2,6 e 2,3 e na espessura

de 90 nm os indices de refracdo variam entre 2,7 e 2,4.

Na tabela 6 esta representada a estrutura dos 16 filtros 6ticos, podendo-se visualizar os
valores das espessuras das camadas para cada comprimento de onda, no sentido de se
obter o melhor desempenho possivel em cada caso (maxima transmitancia e FWHM

proximo de 10).
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Tabela 6: Filtros dticos nas regides UV/VIS, VIS, VIS/IR e respetiva espessura das camadas, constituidas por
Si0; e TiO, com indices de refracdo experimentais retirados de Pimenta et al. (2016)82

Pico de transmitancia maxima por A (nm)

400 \ 435 \ 520 \ 590 | 610 | 620 | 630 \ 640 \ 650 | 660 | 670 | 680 | 700 | 720 | 740 | 800

Espessura da camada (nm)

TiO2 44 58 70 %0
sio,| 73 94 115 120
TiO2 44 58 70 %0
sio,| 73 94 115 120
TiO2 44 58 70 %0
f:z; 114|144 | 151|211 | 229|238 | 185 | 194 | 203 | 211 | 220 | 228 | 245 | 263 | 210 | 262
TiO2 44 58 70 %0
sio,| 73 94 115 120
TiO2 44 58 70 %0
sio,| 73 94 115 120
TiO2 44 58 70 %0

Da mesma forma que nas simulacGes anteriores, esta simulacdo cumpre as
caracteristicas anteriormente referidas relativas as espessuras das camadas, isto é, os
espelhos refletores apresentam valores iguais para cada regido e as cavidades de
ressonancia valores diferentes para cada um dos filtros éticos. Em compara¢ao com a
tabela 4, na tabela 6 observa-se que as espessuras das camadas dos espelhos refletores
se mantém iguais nos comprimentos de onda 400 nm e 435 nm, em ambos os materiais,
e nos comprimentos de onda 740 nm e 800 nm, para o material SiO,. Relativamente as
restantes camadas, quando o material é TiO;,, verificou-se uma diminuicdo para a
segunda, terceira e quarta regido. Quando o material é SiO,, constata-se uma
diminuicdo nas camadas da segunda regido e um aumento nas camadas da terceira

regiao.

4.3 ENSAIOS EXPERIMENTAIS PARA CARACTERIZAGAO DE FILTROS

OTICOS

Na impossibilidade de depositar os filmes finos necessarios ao fabrico dos filtros dticos

simulados, e com o objetivo de verificar as configuracdes e propriedades dos 16 filtros
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Oticos baseados em filmes finos simulados na sec¢do 4.2, procedeu-se a realizagao de
ensaios experimentais com filtros oticos passa-banda baseados em filmes finos, para
gamas de comprimentos de onda semelhantes aos utilizados em simulacdo, e ja
existentes no laboratério CMEMS. Os filtros 6ticos passa-banda utilizados foram
previamente fabricados pelo grupo de investigacdo, no decorrer do trabalho de
investigacdo de Pimenta et al.®2. O trabalho em quest3o tratava-se de uma aplicacdo
diferente, com comprimentos de onda também diferentes, pelo que somente 8 dos
filtros oticos fabricados, durante o trabalho em questdo, foram selecionados para
caracterizagdo, uma vez que apresentavam bandas espectrais centradas em
comprimentos de onda com valores préximos dos selecionados para este projeto
(seccdo 2.2.2). Assim, os 8 filtros oticos utilizados estdo centrados nos seguintes
comprimentos de onda: 397 nm, 419 nm, 516 nm, 585 nm, 603 nm, 649 nm, 701 nm e
746 nm. Além disso, foram utilizados diversos conjuntos de filtros passa-alto e passa-
baixo comerciais (Edmund Optics e Thorlabs) para filtrar o sinal no espectro de luz ética
de forma a se obter, no espectro resultante de cada filtro ético, apenas o pico central
de transmitancia do filtro (que se pretende analisar), evitando assim a presenca de ruido
nas gamas espectrais restantes. A figura 13 (a) apresenta fotografias de alguns dos filtros
Oticos passa-banda utilizados, baseados em filmes finos, centrados nos comprimentos
de onda de 419 nm, 585 nm e 603 nm. A figura 13 (b) contém os filtros comerciais passa-
alto de 370 nm, 550 nm e 600 nm, assim como o filtro passa-baixo de 500 nm, utilizados

Nnos ensaios experimentais.

(a) (b)

|

Figura 13: Fotografias de alguns dos filtros dticos utilizados nos ensaios experimentais. (a) filtros dticos passa-
banda, baseados em filmes finos, centrados nos comprimentos de onda de 419 nm, 585 nm e 603 nm; (b) filtros
comerciais passa-alto de 370 nm, 550 nm e 600 nm e filtro comercial passa-baixo de 500 nm.

58



FILTROS OTICOS BASEADOS EM FILMES FINOS PARA IMPLEMENTAGAO NUM SISTEMA DE ESPECTROSCOPIA PARA O DIAGNOSTICO DE MALARIA

4.3.1 SELECAO E PREPARACAO DOS 8 FILTROS OTICOS

Como referido anteriormente, foram selecionados 8 filtros 6ticos entre o conjunto de
filtros disponiveis no laboratério do CMEMS, com bandas espectrais centradas em

comprimentos de onda de interesse para o presente trabalho.

Na tabela 7 encontra-se a correspondéncia das bandas espectrais, onde ocorrem os
picos maximos de transmitdncia o6tica, entre os 8 filtros 6ticos experimentais

selecionados e alguns dos filtros éticos simulados.

Tabela 7: Correspondéncia entre os comprimentos de onda selecionados, onde ocorrem os picos de
transmitdncia no espectro dtico, para os filtros dticos experimentais e os filtros dticos simulados.

Filtros éticos experimentais Filtros éticos simulados
397 nm 400 nm
419 nm 435 nm
516 nm 520 nm
585 nm 590 nm
603 nm 610 nm
649 nm 650 nm
701 nm 700 nm
746 nm 740 nm

Os espectros de transmitancia dos 8 filtros 6ticos experimentalmente caracterizados
apresentam picos de elevada transmitancia fora da banda espectral de interesse, como
serd demonstrado no capitulo 5. Assim, foi necessdrio incluir na montagem
experimental um conjunto de filtros passa-alto e passa-baixo para eliminar as
interferéncias da transmissao da luz nessas regidoes. Deste modo, os filtros passa-alto e
passa-baixo vao limitar a passagem de luz nos comprimentos de onda menores e
maiores que o seu comprimento de onda central, respetivamente. Por exemplo, no caso
de se utilizar um filtro passa-alto a 500 nm, a transmissdo de luz, no espectro de luz
dtica, adquire valores proximos de zero para os comprimentos de onda menores que
500 nm (neste comprimento de onda, correspondente ao valor de corte, a transmissao
sera cerca de 70% da transmissdo de luz maxima). No caso de um filtro passa-baixo a
500 nm, o mesmo ird acontece, porém para os comprimentos de onda maiores do que
500 nm. Assim, através destes filtros, o sinal torna-se mais percetivel para a aplicagao
em questdo, permitindo observar, apenas, o pico maximo de intensidade nos espectros

Oticos. A tabela 8, que se segue, exibe o conjunto de filtros comerciais utilizados para
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cada um dos comprimentos de onda a caracterizar, que permitem melhorar o

desempenho de cada um dos 8 filtros éticos passa-banda de interesse.

Tabela 8: Comprimentos de onda limitantes de cada filtro passa-alto e passa-baixo, utilizados para filtrar o
espectro dtico de transmitdncia cada filtro ético experimental considerado.

Filtro 6tico baseado em Valor de corte do filtro Valor de corte do filtro
filmes finos (nm) passa-alto usado (nm) passa-baixo usado (nm)

450

397 370 500

600

450

419 370 500

600

516 480 650

585 500 650

603 550 650

649 600 700

701 600 800

746 600 800

4.3.2 MONTAGEM EXPERIMENTAL

Para a caracterizacdao espectral da transmitancia dos 8 filtros éticos passa-banda,
efetuada num dos laboratérios do CMEMS, da Universidade do Minho, foram
consideradas duas montagens experimentais, com duas fontes de luz distintas: uma com
uma fonte comercial de luz branca e uma com uma placa de circuito impresso (PCB, do
inglés Printed Circuit Board) personalizada com um conjunto de diodos emissores de luz

(LEDs, do inglés Light Emitting Diodes).

No primeiro caso, para a caracterizacdo dos espectros de transmitancia dos 8 filtros,
recorreu-se a uma montagem 6ética constituida por: uma fonte de luz halogénio de
tungsténio de quartzo de 200 W (modelo 66881, Oriel Newport); um monocromador
para efetuar o varrimento espectral da luz (modelo 74000, Thermo Oriel instruments);
uma fibra ética; um suporte para a colocagdo dos filtros éticos; um fotodiodo; um pico
amperimetro (Keithley 487) e um computador para aquisicdo e analise dos dados, com
o software Spectronic 3.0, desenvolvido em LabView no CMEMS. As figuras 14 e 15
correspondem, respetivamente, a uma representacao esquematica e a uma fotografia

de todo o setup experimental utilizado.
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Setup otico:
Fonte Suporte para
eradora de |—»|Monocromador entrada de luz Fotodetetor Picoamperimetro Computador
e fixagdo dos
luz filtros éticos

Figura 14: Representa¢éo esquemadtica do setup experimental.

Pico amperimetro

Monocromador -

Figura 15: Fotografia do setup experimental quando é utilizada a fonte de luz branca nas medicbes de
transmitdncia.

O setup experimental apresentado contém uma fonte de luz que vai emitir luz branca
para o monocromador, onde ocorre a selecao e varrimento dos comprimentos de onda
especificos®®. De seguida, a fibra dtica transmitird a luz desde o monocromador até ao
suporte onde se encontram posicionados os filtros 6ticos. A luz entra pelo orificio
superior do cilindro preto (figura 15) e atravessa o conjunto de filtros oticos (seccdo
4.3.1), que se encontram por cima de um fotodiodo. Deste modo, a luz é recebida pelo
fotodiodo, que permite medir a intensidade dos componentes espectrais da luz
transmitida em relagcdo a um comprimento de onda especifico (selecionado por cada
filtro Stico) e converte essa luz em corrente elétrica®’. Esta corrente é medida pelo pico
amperimetro e, finalmente, lida pelo software Spectronic 3.0, através do qual o espectro
de transmitancia 6tica, resultante de cada conjunto de filtros que se pretende medir, é

armazenado para, posteriormente, ser visualizado.

Apds a caracterizacdo da transmitancia 6tica dos 8 filtros, recorrendo a fonte de luz
branca comercial, repetiu-se o processo de caracterizagdo 6tica dos filtros, mas agora

recorrendo-se a uma alteragcdao na montagem experimental, de modo a variar a fonte de
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luz utilizada. O projeto em que esta dissertacdo se insere pretende a implementagdo dos
filtros dticos num dispositivo automatico e portatil para detegdo de malaria, para isso
optou-se por efetuar também a caracterizacdo da transmitancia dos filtros dticos
recorrendo a um protétipo preliminar de uma placa PCB miniaturizada para a emissao
de luz. Assim, em substituicdo da fonte de luz branca, foi também utilizada uma placa
PCB constituida por um conjunto de 13 LEDs (9 LEDSW50, 2 LED405L e 2 LED80OL, todos
da Thorlabs), que operam na gama do infravermelho, do visivel e do ultravioleta. As
figuras 16 (a) e (b) correspondem, respetivamente, a uma fotografia da placa impressa

com os 13 LEDs, e a representacdo esquematica do circuito de atuacdo da mesma placa.

Figura 16: (a) Fotografia da placa PBC para a atuagdo dos 13 LEDs; (b) Representagéio esquemdtica do circuito
impresso na placa PBC.

A placaimpressa em PCB é constituida pelos 13 LEDs e o mesmo nimero de resisténcias,
assim como conectores para a ligacao de fios. Os LEDs distinguem-se da seguinte forma:
nas extremidades existem 4 LEDs dual in line package (DIP), dois com um pico de
emissao no comprimento de onda de 405 nm e os outros dois com um pico de emissao
no comprimento de onda de 800 nm; no centro encontra-se o conjunto dos 9 LEDs em
tecnologia de montagem superficial (SMD, do inglés surface-mount device) que emitem
na zona do visivel, na gama espectral entre 425 nm e 725 nm. A placa é ligada a um
microcontrolador Arduino (ATMEGA2560), por sua vez conectado a um computador

com o software Arduino IDE (do inglés Arduino Integrated Development Environment).
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A placa é alimentada e controlada através do software, por meio de uma onda modulada
por largura de pulso (PWM, do inglés Pulse Width Modulation), que varia entre0e 5V,

com uma frequéncia de 490 Hz e com duty cycle varidvel.

Para a leitura dos espectros de transmitancia, recorrendo a esta fonte, utilizou-se o
setup, presente na figura 17, que é constituido por: placa PCB com o conjunto de LEDs;
um Arduino; um suporte para a colocacdo dos filtros 6ticos; uma fibra dtica; um
espectrofotémetro AvaSpec-ULS2048XL EVO (Avantes), com monocromador e detetor

integrado, e um computador com os softwares AvaSoft 8.11 e Arduino IDE.

Suporte
otico

Arduino

Fibra dtica

Figura 17: Fotografia do setup experimental quando é utilizada como fonte de luz uma placa PCB com um
conjunto de 13 LEDs.

Na montagem representada, a placa de LEDs é colocada na parte superior do cilindro
preto do suporte 6tico, permitindo que a luz incida sobre o conjunto dos filtros éticos,
colocados numa placa de suporte na parte inferior deste mesmo cilindro. A fibra ética é
conectada a placa onde se encontram os filtros éticos, possibilitando a entrada da luz
transmitida. De seguida, esta luz é encaminhada pela fibra 6tica até ao
espectrofotémetro, com monocromador interno, onde a luz transmitida é medida em
cada comprimento de onda do espectro. O espectrofotémetro, através de uma conexao
USB, envia a informacdo adquirida ao software AvaSoft 8.11, onde é possivel visualizar

os espectros de transmitancia.
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Nesta seccao apresentam-se, tanto os resultados obtidos nas simula¢des dos 16 filtros
oOticos, baseados em filmes finos, como os resultados dos ensaios laboratoriais dos 8
filtros oticos experimentais. Além disso, serd realizada uma andlise e discussdao destes
resultados. Finalmente, serdao apresentados exemplos da influéncia dos filtros dticos no
espectro de reflectancia dos parasitas da malaria, discutindo o potencial dos mesmos

para esta aplicagao.

5.1 SIMULAGOES DOS 16 FILTROS OTICOS BASEADOS EM FILMES

FINOS

De seguida, apresentam-se os principais resultados obtidos nas simulacdes dos 16 filtros
Oticos para os trés diferentes grupos de indices de refragdo utilizados, descritos no
capitulo anterior. O desempenho dos 16 filtros éticos, obtido das simula¢des no TFCalc,
pode ser analisado através dos seus espectros de transmitancia otica. Cada grafico
resultante (figuras 18, 19 e 20) apresenta os picos de maxima transmitancia otica nos
comprimentos de onda selecionados (seccdo 2.2.2) e para os quais os filtros foram

desenhados, com um valor de FWHM especifico.

Afigura 18 representa os espectros de transmitancia 6tica dos 16 filtros 6ticos de largura
de banda estreita, quando os indices de refracdo de Sopra S.A. foram considerados para

a realizagdo das simulacgdes.
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Figura 18: Transmitdncia Jtica (%) vs comprimento de onda (nm), para a matriz de 16 filtros dticos
(representagdo estrutural na tabela 2), utilizando os indices de refrac¢do da base de dados Sopra S.A..
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As percentagens dos picos de maxima transmitancia sdo elevadas (valores préoximos de
100%) e as FWHM sdo baixas (menores que 10 nm, como se pode observar na figura 21
e na tabela 9 do anexo 1), o que permite aferir que estas simulacGes apresentam
resultados considerados como ideais para o desempenho dos filtros éticos pretendidos.
No entanto, uma vez que se baseiam em valores de indices de refracdo ideais, que nao
tém em conta os desvios de fabricagdo nem o efeito das espessuras das camadas, os
espectros resultantes ndo refletem a realidade na sua totalidade, isto é, ndo sdo uma
aproximacdo real do comportamento que os filtros apresentardo aquando do seu

fabrico.

A figura 19 representa os espectros de transmitancia 6tica dos 16 filtros 6ticos, quando
é considerada a base de dados refractiveindex.info®! para os indices de refracdo
utilizados nas simulagdes. Comparativamente com os resultados anteriores (figura 18),
os espectros dos filtros éticos nestas simulagdes apresentam uma ligeira diminuicao na
percentagem do pico de méaxima transmitancia otica (entre 90% a 100%) e uma FWHM
significativamente mais elevada, sendo em todos os casos superior a 10 nm, como se
observa na figura 21 (ver também anexo 1). Apesar do desempenho dos filtros 6éticos
simulados ndo corresponder ao ideal (segundo a abordagem tedrica do capitulo 3), estes
resultados s3o os que mais se aproximam da realidade e sdo os que melhor descrevem
o comportamento dos materiais, pelo que serdo fundamentais numa fase de

microfabricac¢ao.
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Figura 19: Transmitdncia Jtica (%) vs comprimento de onda (nm), para a matriz de 16 filtros Jticos
(representagdo estrutural na tabela 4), utilizando os indices de refracdo da base de dados refractiveindex.info101,
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A figura 20 ilustra os espectros de transmitancia 6tica dos 16 filtros éticos, quando sao
considerados os indices de refracdao dos materiais dos filmes finos, calculados a partir
das espessuras das suas camadas. Este grafico, quando comparado com o da figura 19,
apresenta melhores resultados ao nivel da FWHM, como se observa na figura 21 (e no
anexo 1), uma vez que os seus valores sdo menores e mais préximos do valor ideal de
referéncia (10 nm). Relativamente aos picos de mdaxima transmitancia ética, os seus

intervalos de valores sdo semelhantes, mantendo-se entre os 90% e os 100%.
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Figura 20: Transmitdncia otica (%) vs comprimento de onda, para a matriz de 16 filtros dticos (representacdo
estrutural na tabela 6), utilizando os indices de refra¢do do grupo de investigagdo Pimenta et al2.

No geral, para as diferentes simulagdes apresentadas, o desempenho dos filtros,
compostos por 10 multicamadas de SiO,/TiO2 e uma camada central de SiO; (a cavidade
de ressonancia), demonstra que esta configuracdo é uma op¢do adequada para o

desenho de filtros dticos baseados em filmes finos com largura de banda estreita.

Os resultados obtidos para os trés conjuntos de indices de refracdo permitiram concluir
gue cada filtro passa-banda, desenhado para uma banda espectral especifica, é capaz
de alcancar uma transmitancia elevada préxima ou superior a 90% e uma FWHM
préxima de 10 nm. Estes ultimos resultados, relativos a FWHM, sdo particularmente
observados quando sdo utilizados os indices de refracdo considerados ideais e os

dependentes da espessura da camada, como se pode concluir pela analise da figura 21.
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Valores de FWHM para os 16 filtros éticos
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Figura 21: FWHM (nm) dos 16 filtros dticos, para cada um dos conjuntos de indices de refragdo simulados.

Adicionalmente, a partir das simulagdes, verificou-se que uma pequena variacdo nos
indices de refracdo dos materiais pode conduzir a uma mudanga significativa no
comportamento dos filtros oticos de filmes finos, verificando-se, ainda, que uma
modificacdo nas espessuras das camadas desses filmes pode dificultar a obtencdo de
um pico de maxima transmitancia 6tica na banda espectral desejada. Salienta-se que,
embora as figuras anteriores apresentem picos de transmitancia focados apenas nas
regioes de interesse, a simulacdo dos filtros no TFCalc gera regides de transmitancia
elevadas noutras zonas do espectro 6tico, como se pode observar nas figuras presentes
no anexo 2. Esta limitacdo da resposta espectral produzida, implica a necessidade de, na
pratica, adicionar filtros 6ticos passa-alto e passa-baixo a cada filtro de modo a limpar o
espectro e limitar a regido de transmitancia da luz. E, assim, fundamental ter em

consideracdo estas caracteristicas durante o processo de fabrico.

5.1.1 EXEMPLOS DA INFLUENCIA DOS FILTROS OTICOS SIMULADOS NO ESPECTRO DE
REFLECTANCIA DE AMOSTRAS COM DIFERENTES CONCENTRACOES DO PARASITA

DA MALARIA
Pretendeu-se verificar se os 16 filtros 6ticos, previamente simulados, apresentam

potencial para a detecdo e distingdo de diferentes concentra¢des do parasita da malaria,

obtidos a partir de espectros de reflectancia ética (previamente apresentados na secgao
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2.2.2). Neste sentido, os espectros de transmitancia 6tica, obtidos para cada um dos 16
filtros 6ticos simulados, considerando a base de dados refractiveindex.info'°! (figura 19),
foram multiplicados pelos espectros de reflectancia ética normalizada (figura 2) de
amostras com gloébulos vermelhos saudaveis e glébulos vermelhos infetados com o
parasita da malaria, em diferentes niveis de parasitémia, quer no estadio inicial (anéis)
quer no estadio avangado (trofozoitos) da doencga. A figura 22 representa o espectro

resultante da multiplicagdo mencionada, para diferentes amostras.
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Figura 22: Espectro representativo da multiplica¢éio dos espectros de transmiténcia otica dos 16 filtros déticos
simulados pelos espectros de reflectdncia dtica normalizada de globulos vermelhos sauddveis (GV) e GV com
diferentes niveis de parasitémia (12,5 a 50 parasitas/uL de glébulos) de P. falciparum, nos estados inicial (anéis)
e avang¢ado (trofozoitos) da doenca.

Os espectros resultantes sdo distinguiveis entre si, apresentando pequenas variacoes
nas amplitudes dos picos, resultantes do efeito dos espectros de reflectancia para as
varias amostras (sauddveis e com parasitémia). A figura 23 apresenta os espectros
resultantes da superposicao dos espectros de transmitancia de todos os 16 filtros éticos
simulados (a partir da base de dados refractiveindex.info®') em cada comprimento de
onda (obtidos pela soma da drea sob a curva de cada filtro), multiplicados pelos

espectros de reflectancia de GV e de GV infetados com o parasita da malaria (figura 2).
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Assim, o grafico apresenta o efeito cumulativo da influéncia dos 16 filtros oticos, em

cada comprimento de onda do espectro.
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Figura 23: Espectro do efeito cumulativo resultante da superposicdo dos espectros de transmitdncia de todos os
filtros dticos simulados em cada comprimento de onda (obtidos pela drea sob a curva de cada filtro),
multiplicado pelo espectro de reflectdncia normalizada de GV sauddveis e de GV infetados com o parasita da
maldria com diferentes niveis de parasitémia (12,5 a 50 parasitas/uL de globulos vermelhos) de P. falciparum,
nos estados inicial (anéis) e avangado (trofozoitos) da doenca.

A titulo de exemplo, enquanto que em 435 nm apenas um filtro permite que a luz seja
transmitida (o filtro de 435 nm), em 620 nm, todos os filtros éticos entre os 590 nm e os
640 nm permitem que alguma luz seja transmitida (existe sobreposicdao nos espectros
de transmitancia de cada um dos filtros, como se observou na figura 19), aumentando a
guantidade total de luz a ser recebida pelo fotodiodo. Da mesma forma, o elevado
numero de filtros éticos apresentados na faixa entre 570 nm e 750 nm desencadeia um
aumento na amplitude total do espectro nessa mesma regido. Os resultados mostram
gue, entre os 400 nm e os 550 nm, ndo se observam diferencas significativas entre os
GV saudaveis e os GV infetados com malaria. Porém, nos comprimentos de onda entre
600 nm e 650 nm, hd um elevado aumento na amplitude dos espectros obtidos, e o
declive das curvas entre 550 nm e 650 nm é maior a medida que a parasitémia diminui.
Assim, em particular nesta regido do espectro, é possivel visualizar e distinguir as curvas
espectrais de GV saudaveis e infetados. A curva vermelha (saudavel) é notoriamente

mais elevada, seguindo-se as curvas relativas aos parasitas em estadio inicial da doenca
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(anéis, a azul) e, por fim, as curvas relativas aos parasitas em estadio avancado da

doenga (trofozoitos, a verde).

Conclui-se que, a partir destes resultados, é possivel inferir que, na sua generalidade, o
sistema projetado tem a capacidade de distinguir entre amostras saudaveis e infetadas
com o parasita da maldria, evidenciando o seu potencial como ferramenta de

diagnéstico.

O anexo 3 apresenta os espectros individuais resultantes da multiplicacdo entre os
espectros de reflectancia, de GV e GV com diferentes niveis de parasitémia, e os

espectros de transmitancia de cada um dos 16 filtros éticos.

5.2 CARACTERIZACAO EXPERIMENTAL DOS FILTROS OTICOS

De seguida serdo apresentados os resultados obtidos na caracterizacdo experimental da
transmitancia dtica dos 8 filtros 6ticos abordados na sec¢do 4.3. Inicialmente, serdo
discutidos os resultados quando é utilizada uma fonte de luz branca e, posteriormente,
guando é utilizada uma placa PCB constituida por 13 LEDs, com o intuito de analisar o
potencial do sistema para miniaturizacdo e portabilidade. Finalmente, serdo
apresentados exemplos da influéncia dos 8 filtros éticos nos espectros de reflectancia

de amostras com diferentes concentra¢des do parasita da malaria.

5.2.1 RESULTADOS EXPERIMENTAIS UTILIZANDO FONTE DE LUZ BRANCA

O setup apresentado na seccao 4.3.2 foi utilizado para caracterizar a resposta espectral
da transmitancia dtica dos 8 filtros dticos nos comprimentos de onda de interesse, tendo
sido utilizada uma fonte de luz branca para o efeito. A figura 24 apresenta o espectro da
luz branca incidente, ou seja, representa a quantidade de luz, gerada pela fonte, que

incide nos filtros 6ticos, em funcdo do comprimento de onda.

A partir da figura 24, verifica-se que nos comprimentos de onda iniciais, entre 350 nm e
500 nm, a quantidade de luz incidente é menor, tendendo a aumentar a medida que o

comprimento de onda aumenta.
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Espectro de luz branca
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Figura 24: Espectro de luz branca, medido em corrente (A), correspondente a luz incidente nos filtros dticos,

gerada pela fonte de luz de 200 W Quartz Tungsten Halogen (modelo 66881, Oriel Newport), e medida por um
fotodiodo comercial.

A figura 25 apresenta os espectros de transmitancia ética medidos experimentalmente
para cada um dos filtros oticos, com picos de transmitdncia centrados nos

comprimentos de onda especificados na sec¢ao 4.3.1.

Pico de Transmitincia dos 8 filtros éticos experimentais
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Figura 25: Transmitdncia otica (%) vs comprimento de onda (nm), para os 8 filtros dticos existentes no
laboratdrio do CMEMS, quando é utilizada uma fonte de luz branca comercial.

Na figura 25 observa-se uma menor capacidade de transmitancia dtica nos filtros dticos
centrados nos comprimentos de onda de 397 nm, 419 nm e 649 nm. Esta transmitancia

tende a aumentar ligeiramente nos filtros oticos centrados nos comprimentos de onda

72



FILTROS OTICOS BASEADOS EM FILMES FINOS PARA IMPLEMENTAGAO NUM SISTEMA DE ESPECTROSCOPIA PARA O DIAGNOSTICO DE MALARIA

de 516 nm, 585 nm e 603. Nos comprimentos de onda de 701 nm e 746 nm, a
transmitancia dtica ja é consideravelmente elevada. De uma forma geral, verifica-se que
os filtros 6ticos experimentalmente testados e centrados em comprimentos de onda
proximos da regido ultravioleta apresentam menor transmitancia, o que evidéncia a
maior complexidade de fabrico de filtros 6ticos nestas regides. Importa ainda realcar
que, embora a figura anterior apresente os picos de transmitancia focados apenas nas
regioes de interesse, os filtros dticos caracterizados experimentalmente apresentaram
regides de transmitancia elevadas noutras zonas do espectro 6tico, como se pode
observar no anexo 4, o que implica a necessidade de adicionar filtros oticos passa-alto e
passa-baixo a cada filtro de modo a limitar a regido de transmitancia da luz. Os espectros
de transmitancia destes diferentes filtros dticos comerciais utilizados encontram-se no
anexo 5. Relativamente a FWHM, apresentada na figura 28 e no anexo 6, verifica-se que,
para cada um dos 8 filtros 6ticos, a FWHM é muito superior a 10 nm, valor tomado como

ideal.

5.2.2 RESULTADOS EXPERIMENTAIS UTILIZANDO PLACA cOM LEDs

Assim como na seccdo anterior (seccdo 5.2.1), nesta seccdao serdo apresentados os
resultados experimentais da caracterizacdo da transmitdncia 6tica dos 8 filtros oticos
nos comprimentos de onda de interesse, utilizando como fonte de luz a placa PCB
constituida por um conjunto de 13 LEDs, que emitem luz em diferentes gamas
espectrais. A figura 26 apresenta o espectro da luz incidente nos filtros éticos, isto é, ou
seja, a quantidade de luz emitida pela placa de LEDs, em funcdo do comprimento de
onda. Nestes testes experimentais, todos os LEDs foram atuados por controlo PWM a

50% de duty cycle.

Desta forma, visualiza-se, a partir do grafico da figura 26, que a quantidade de luz
emitida pelos LEDs é elevada na gama do visivel, entre os comprimentos de onda de
450 nm e 650 nm. No entanto, nas extremidades do espectro, ou seja, nos 400 nm e nos

800 nm, a quantidade de luz incidente nos filtros é muito reduzida.
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Espectro de luz do conjunto de 13 LEDs
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Figura 26: Espectro de luz incidente nos filtros éticos, medida pela contagem de fotées no espectrofotometro
AvaSpec-ULS2048XL EVO (Avantas), gerada por uma placa PBC constituida por 13 LEDs (2 emissores na zona
dos 405 nm, 2 emissores na zona dos 800 nm e 9 emissores na zona do visivel) e controlada por uma onda PWM
com duty cycle a 50%.

A diferenga significativa verificada na resposta espectral a 400 nm e a 800 nm ocorre
devido ao numero reduzido de LEDs nos comprimentos de onda referidos, existentes na
placa, e a menor poténcia otica destes mesmos LEDs, quando comparada com a
poténcia dos LEDs na gama do visivel. Esta proporcdo poderd, no futuro, ser ajustada,
tanto pelo nimero de LEDs para cada gama, assim como pelo ajuste do duty cycle a
utilizar para cada um dos LEDs, no controlo por PWM. Perante o espectro da figura 26,
era espectdvel que o filtro dtico centrado nos 397 nm nao apresentasse uma quantidade
significativa de luz transmitida, o que se verificou experimentalmente. Desta forma, a
figura 27 corresponde ao espectro de transmitancia 6tica, medido para 7 filtros dticos,

evidenciando os picos de maxima transmitancia de cada um.

Assim, partir da figura 27 consegue-se aferir que os filtros o6ticos centrados nos
comprimentos de onda 516 nm, 585 nm e 701 nm, medidos no setup experimental,
compreendendo a placa de iluminacgdo por LEDs, apresentam uma menor transmitancia
Otica que os restantes filtros oticos, sendo que nenhum dos filtros atinge valores
consideravelmente elevados. Salienta-se que, mais uma vez, foram utilizados os
mesmos conjuntos de filtros passa-alto e passa-baixo para retirar o ruido nas regides

espectrais de ndo interesse.
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%0 Pico de Transmitfincia dos 7 filtros 6ticos experimentais
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Figura 27: Transmitdncia dtica (%) vs comprimento de onda (nm), para os 7 filtros dticos existentes no
laboratério do CMEMS, quando é utilizada uma placa PCB constituida por 13 LEDs (2 emissores na zona dos 405
nm, 2 emissores na zona dos 800 nm e 9 emissores na zona do visivel) e controlada por uma onda PWM com
duty cycle a 50%.

Relativamente a FWHM, como se pode verificar na figura 28 e no anexo 6, os valores
sdo significativamente menores que os obtidos nos resultados da sec¢do anterior (com
a luz branca), no entanto ainda se encontram afastados do valor tido como ideal (que

seria menor ou igual a 10 nm).

20 Valores de FWHM para os 8 filtros oticos
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Figura 28: FWHM (nm) dos 8 filtros dticos medida no conjunto dos ensaios experimentais, quando é utilizada a
fonte de luz branca e a placa de LEDs.
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5.2.3 EXEMPLOS DA INFLUENCIA DOS 8 FILTROS OTICOS CARACTERIZADOS
EXPERIMENTALMENTE NO ESPECTRO DE REFLECTANCIA DE AMOSTRAS COM

DIFERENTES CONCENTRACOES DO PARASITA DA MALARIA

Assim como realizado na secgdo 5.1.1, verificou-se se os resultados obtidos para os 8
filtros oticos, quando utilizada a fonte de luz branca, e os 7 filtros 6ticos, quando
utilizada a placa de LEDs, possibilitariam a detecdo de diferentes concentra¢des do
parasita da maldria a partir dos espectros de reflectancia ética (figura 2, sec¢do 2.2.2).
Deste modo, os espectros de transmitancia dtica, obtidos para cada um dos 8 filtros
Oticos e para cada um dos 7 filtros dticos, respetivamente, foram multiplicados pelos
espectros de reflectancia 6tica normalizada de GV saudaveis e GV infetados com o
parasita da maldria, em diferentes niveis de parasitémia, quer no estadio inicial (anéis),
quer no estadio avancado (trofozoitos) da doenca. As figuras 29 (a) e (b) representam
os espectros resultantes da multiplicacdo mencionada, quando é utilizada a fonte de luz

branca e a placa de LEDs, respetivamente.

(a)

Espectros de reflectincia das amostras X Espectros de transmitincia dos filtros

400 450 300 350 600 630 700 750
Comprimento de onda (nm)
=G =2 parasitas/ul (Anéis)
=—g=17% parasitas/pl (Anéis) =73} parasitas/puL (Anéis)
== 115 parasitas/pl. (Anéis) 250 parasitas/pul (Anéis)
500 parasitas/pl. (Anéis) =12 parasitas/uL {Trofozoitos)
=175 parasitas/pL (Trofozoitos) 30 parasitas/pl (Trofozodtos)
123 parasitas/ul. {Trofozoitos) 250 parasitas/puL (Trofozoitos)

500 parasitas/pL. {Trofozoitos)
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(b)

Espectros de reflectincia das amostras X Espectros de transmitincia dos filtros
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Figura 29: Espectro representativo da multiplicagdo dos espectros de transmitdncia dtica dos filtros dticos
medidos experimentalmente pelos espectros de reflecténcia dtica de globulos vermelhos sauddveis (GV) e GV
com diferentes niveis de parasitémia (12,5 a 50 parasitas/ul de glébulos vermelhos) de P. falciparum, nos
estados inicial (anéis) e avangado (trofozoitos) da doenga: (a) com a fonte de luz branca; (b) com a placa PBC
constituida por 13 LEDs.

Os graficos da figura 29 permitem distinguir as linhas correspondentes a presenca de GV
(linha a vermelho) e das varias parasitémias, pelo menos ao nivel do estado inicial (linhas
nos tons de azul) ou avancado (linhas nos tons de verde) da doenca. No entanto, ndo se
consegue distinguir com facilidade as diferentes concentragdes dos parasitas. Observa-
se, ainda, que o padrdo obtido pelos filtros oticos, assim como a influéncia de cada um

deles, é altamente dependente da fonte de luz utilizada na montagem experimental.

A figura 30 apresenta os espectros resultantes da superposicdo dos espectros de
transmitancia de todos os filtros éticos caracterizados experimentalmente (8 com a
fonte de luz branca e 7 com a placa PCB com os 13 LEDs) em cada comprimento de onda
(obtidos pela soma da area sob a curva de cada filtro), multiplicados pelos espectros de
reflectancia normalizada de GV e de GV infetados com o parasita da malaria (figura 2).

Assim, os graficos apresentam, para ambas as fontes de luz utilizadas, o efeito
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cumulativo da influéncia de todos os filtros éticos, em cada comprimento de onda do

espectro.
(a)
12 Espectros cumulativo de reflectincia das amostras X transmitancia dos filtros
1
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Figura 30: Espectro do efeito cumulativo resultante da superposicdo dos espectros de transmiténcia de todos os
filtros dticos caracterizados experimentalmente, em cada comprimento de onda (obtidos pela drea sob a curva
de cada filtro), multiplicado pelo espectro de reflectdncia de GV e de GV infetados com o parasita da maldria
com diferentes niveis de parasitémia (12,5 a 50 parasitas/ulL de glébulos vermelhos) de P. falciparum, nos
estados inicial (anéis) e avangado (trofozoitos) da doenga: (a) fonte de luz branca; (b) fonte de luz com LEDs.
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Os resultados de ambos os graficos mostram que, entre 400 nm e 500 nm, ndo ha
diferenca significativas entre as curvas relativas a GV sauddaveis e GV infetados com
maldria. Nos comprimentos de onda entre 550 nm e 800 nm, comeca a ser visivel a
distingdo entre as curvas espectrais de GV saudaveis (vermelho) e GV infetados na fase

inicial (azul) e avancada (verde) da doenca, apesar desta diferenciacdo ser reduzida.

De forma a clarificar os resultados apresentados nas figuras anteriores (29 e 30), avaliar
a possibilidade de desenvolver algoritmos de detec¢do e diagndstico, com base nos dados
apresentados, e analisar o seu potencial para diagndstico de malaria, procedeu-se ao
calculo dos declives das retas entre alguns intervalos de comprimentos de onda,
presentes nos dois graficos da figura 29. Estes comprimentos de onda, diferentes para
cada um dos casos, foram escolhidos através da observacdo dos graficos acima
referidos, tentando compreender intervalos nos quais as variacdes nos espectros

fossem mais significativas entre as diferentes amostras.

A figura 31 apresenta dois graficos onde se apresentam os resultados desta abordagem:
(a) corresponde aos declives das retas retirados do grafico resultante quando é utilizada
a fonte de luz branca (figura 29 (a)) e (b) contém os declives das retas do grafico obtido

guando a fonte de luz é a placa de LEDs (figura 30 (b)).

(a)

Declives entre intervalos de comprimentos de onda

0,012
0,01
el
© 0,008
a
=
S 0,006
)
0,004
0,002
0
397 - 419 516 - 585 649 - 701 701-746
Intervalo de comprimento de onda (nm)
mGV M 12 parasitas/uL (Anéis) M 25 parasitas/uL (Anéis)
M 50 parasitas/uL (Anéis) W 125 parasitas/plL (Anéis) 250 parasitas/uL (Anéis)
500 parasitas/uL (Anéis) M 12 parasitas/uL (Trofozoitos) W 25 parasitas/uL (Trofozoitos)
50 parasitas/pL (Trofozoitos) 125 parasitas/plL (Trofozoitos) 250 parasitas/pL (Trofozoitos)

500 parasitas/plL (Trofozoitos)
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(b)

Declives entre intervalos de comprimentos de onda
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500 parasitas/uL (Anéis) M 12 parasitas/pL (Trofozoitos) W 25 parasitas/ulL (Trofozoitos)
50 parasitas/pL (Trofozoitos) 125 parasitas/pL (Trofozoitos) 250 parasitas/pL (Trofozoitos)

500 parasitas/uL (Trofozoitos)

Figura 31: Grdfico de barras representativo dos declives das retas entre intervalos de comprimentos de onda
obtidos a partir da figura 29, quando é utilizada: (a) a fonte de luz branca; (b) a placa de LEDs.

Na figura 31 (a) verifica-se uma grande discrepancia nos valores dos declives entre
intervalos de comprimentos de onda, sendo que o primeiros e o terceiro intervalos
apresentam valores mais elevados em compara¢ao com o segundo e o ultimo intervalos.
Além disso, é possivel visualizar-se uma variacao nos declives em func¢do das amostras,
averiguando-se, em todos os casos, uma diminuicdo dos declives a medida que aumenta
a concentracdo do parasita da maldria nas amostras de GV. E de notar que esta variacdo
€ mais acentuada no intervalo de comprimentos de onda de 649 nm — 701 nm, onde se

distinguem com maior facilidade as diferentes parasitémias.

Uma andlise semelhante pode ser realizada para o grafico da figura 31 (b), em que se
observa que o primeiro e o terceiro intervalos surgem com valores mais baixos, para os
seus declives, relativamente aos valores do segundo e quarto intervalos. Neste caso, a
diferenciacdo entre as vdrias concentracdes de parasitas € mais visivel, havendo, nos
trés ultimos intervalos de comprimentos de onda, uma diminuicdo gradual dos valores
dos declives em fungdo do aumento da parasitémia. Por outro lado, no intervalo de
419 nm —516 nm, a situacdo oposta é verificada, ocorrendo um aumento do declive com

o aumento das concentragBes do parasita.
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Ao comparar os resultados obtidos nos dois graficos averigua-se que, apesar das
limitagGes encontradas na utilizagao da placa de LEDs previamente referidas, ambas as
fontes de luz, com maior ou menor detalhe, permitem efetuar uma diferenciacdo das
amostras de GV saudaveis e infetados, mostrando o potencial deste método para ser
integrado num algoritmo de decisdo para a detecdo e diagndstico de maldria, baseados
em declives nos espectros de reflectancia. No entanto, é importante referir que um
algoritmo de detecdo deverd compreender, ndo sé 4 intervalos entre comprimentos de
onda, mas sim o maximo de informagdo possivel entre os diversos comprimentos de
onda disponiveis, de modo elevar, o mais possivel, a sensibilidade e especificidade do
algoritmo. Outros algoritmos poderiam ser considerados, nomeadamente com base na

area sob a curva dos espectros.

Os resultados obtidos permitem prever que, a partir de um nimero reduzido de filtros
Oticos, seja possivel reconstruir parcialmente os espectros de reflectancia de amostras
saudaveis e infetadas com malaria em diferentes parasitémias, apresentando elevado
potencial para aplicacdo no dispositivo proposto. Nesta fase, recorde-se que a eficiéncia
da detecao foi limitada pela baixa intensidade da luz emitida pela placa PCB com LEDs,

o que poderd ser um foco de trabalho futuro a desenvolver neste trabalho.

81



6 CONCLUSAOE
TRABALHO FUTURO



FILTROS OTICOS BASEADOS EM FILMES FINOS PARA IMPLEMENTAGAO NUM SISTEMA DE ESPECTROSCOPIA PARA O DIAGNOSTICO DE MALARIA

Neste ultimo capitulo, descrevem-se as consideragdes finais e as principais conclusdes a
reter de todo o trabalho realizado e apresentado nos capitulos anteriores. Além disso,
sdo abordadas e propostas algumas etapas a serem consideradas como trabalho futuro,

a realizar no ambito da continua¢do do tema desta dissertacgao.

6.1 CONCLUSAO

A presente dissertagao integrou o projeto de investigagdo MalariaChip, pretendendo
implementar um dispositivo 6tico de reflectancia, para diagndstico de maldria, com um
limite de dete¢do até 12,5 parasitas/uL de glébulos vermelhos, comparavel com os

melhores métodos de diagndstico utilizados em campo.

No trabalho realizado nesta dissertacdo, foi proposto o desenho, simulacdo e otimizagao
de 16 filtros 6ticos passa-banda com largura de banda estreita e elevada seletividade
num conjunto de comprimentos de onda especificos: 400, 435, 520, 590, 610, 620, 630,
640, 650, 660, 670, 680, 700, 720, 740 e 800 nm. Cada um dos filtros oticos foi
constituido por um conjunto de multicamadas alternadas de filmes finos de SiO,/TiO3,
compativeis com CMQOS, capazes de serem depositados no topo de uma matriz de 16
fotodiodos de silicio. Os filtros 6ticos de filmes finos sdao altamente sensiveis as
propriedades e espessura dos materiais que os constituem, pelo que estas variaveis
foram controladas, de modo a obter cada filtro ético centrado no comprimento de onda
pretendido. Para cada filtro 6tico, estudou-se a sua resposta espectral, para diferentes

indices de refragao.

As simulac¢des realizadas para os filtros éticos, permitiram avaliar trés tipos diferentes
de indices de refracdo para SiO; e TiO». Inicialmente, foram utilizados indices de refracao
da base de dados de Sopra S.A., considerados como ideais para os materiais
selecionados, tendo sido obtidas transmitancias préximas de 100% e valores de FWHM
menores que 10 nm. De seguida, procedeu-se ao desenho e simulacdo de filtros dticos
utilizando os indices de refragdo considerados préximo dos seus valores reais de fabrico,
adquiridos na base de dados refractiveindex.info'?, tendo sido obtidos picos de maxima
transmitancia entre 90% e 100%, ligeiramente inferiores ao caso anterior, e FWHM
superiores a 10 nm. Por fim, realizaram-se simulacdes utilizando indices de refracdo

medidos em fungao da espessura projetada para cada camada, tendo sido adquiridas
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transmitancias oticas superiores a 90% e FWHM préximo de 10 nm. Finalmente, no
sentido de verificar se os 16 filtros 6ticos, do segundo caso em estudo, viabilizariam a
detecdo de diferentes concentracdes do parasita da malaria, procedeu-se a combinacdo
dos seus espectros de transmitancia com os espectros de reflectancia de glébulos
vermelhos saudaveis e gldobulos vermelhos infetados com niveis de parasitémia
distintos. Com os resultados alcangados, concluiu-se que o sistema teria capacidade
para distinguir entre amostras saudaveis e infetadas em diferentes estadios da doenca,

evidenciando o seu potencial como ferramenta de diagndstico.

Na impossibilidade de realizar o fabrico dos 16 filtros 6ticos simulados, e com o objetivo
de confirmar as configuracdes e simula¢des efetuadas, procedeu-se a caracterizacao
experimental da transmitancia 6tica de 8 filtros 6ticos passa-banda baseados em filmes
finos, ja existentes no laboratdrio do CMEMS, centrados em comprimentos de onda com
valores proximos dos selecionados (397, 419, 516, 585, 603, 649, 701 e 746 nm). Para o
efeito, foram medidas as respostas espectrais da sua transmitancia dtica, em duas
montagens experimentais diferentes, utilizando uma fonte de luz branca e uma placa
constituida por 13 LEDs. A transmitancia resultante é significativamente menor do que
seria expectavel e os valores de FWHM muito superiores a 10 nm. Uma vez mais, os
espectros de transmitancia resultantes dos ensaios experimentais foram combinados
com os espectros de reflectancia de amostras com diferente parasitémia, e os resultados
comprovaram a distincdo entre gldbulos vermelhos saudaveis e glébulos vermelhos
infetados com a doenca, quer num estadio inicial, quer num estadio avancado. Assim, a
capacidade de reconstruir parcialmente os espectros de reflectancia originais foi
verificada experimentalmente, a partir de um conjunto reduzido de filtros éticos
baseados em filmes finos, na mesma gama espectral dos filtros simulados, tendo sido
possivel distinguir entre diferentes parasitémias, até um limite de detecdo de 12,5

parasitas/pL de glébulos vermelhos.

Em suma, apesar de alguns desvios nos resultados simulados para as diferentes
experiéncias dos filtros oticos (principalmente nos valores FWHM), o seu desempenho
foi avaliado com sucesso, uma vez que foi possivel obter alta transmitancia 6tica para
cada um dos comprimentos de onda selecionados, tendo sido também possivel

distinguir os espectros dticos das diferentes amostras de GV.
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6.2 TRABALHO FUTURO

No seguimento do trabalho realizado na presente dissertacdo, para que o dispositivo a
ser desenvolvido para o diagndstico de maldria seja bem sucedido, existe um conjunto
de etapas a executar, desde o fabrico e caracterizacao experimental dos 16 filtros éticos
desenhados e simulados, a implementacdao de um microssistema CMOS contendo uma
matriz de 16 fotodiodos, a deposicdo dos filtros dticos sobre a matriz de fotodiodos e
integragdo de todo o sistema de iluminagdo e controlo num mesmo sistema

miniaturizado.
Serd ainda necessario ultrapassar as limitacdes do presente trabalho, nomeadamente:

1) Melhoria do protdtipo da placa PCB de iluminacdo por LEDs, de modo a garantir
uma iluminagdo em todo o espectro 6ético de interesse. Esta melhoria podera ser
conseguida por alteracdo do numero e tipo de LEDs a utilizar para cada regido
do espectro, ou ajuste no duty cycle no controlo por PWM.

2) Ensaios experimentais de reflectancia, considerando os filtros &ticos
posicionados sobre um fotodiodo. No presente trabalho, foram considerados
conjuntos de ensaios experimentais distintos (transmitancia dos filtros éticos e
reflectdncia das amostras), pelo que, no seguimento desta andlise, sera
importante averiguar experimentalmente se os filtros oticos mantém a
capacidade de selecionar a luz para os comprimentos de onda de interesse,
continuando a permitir distinguir as amostras quando se mede a sua
reflectdncia. Foram efetuados, no decorrer do trabalho, alguns ensaios
preliminares desta montagem experimental. No entanto, os resultados obtidos
foram inconsistentes, tendo sido observada alguma reflectancia dos filtros éticos

(ndo expectavel) pelo que sera importante ultrapassar esta limitacao.

Uma vez ultrapassadas as limitacGes descritas, o fabrico dos 16 filtros éticos estudados
consistird no passo seguinte do desenvolvimento. Neste sentido, os filtros éticos
simulados poderdo ser depositados por técnicas de PVD (do inglés Physical Vapor
Deposition)'%4, como por exemplo sistemas de pulverizacdo catddical®® ou sistemas de
deposicdo por feixe de ides (IBD)°°. No primeiro caso, ocorre deposicio fisica de

vapores através do bombardeamento do alvo com um feixe de ides para extrair
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moléculas da sua superficie e deposita-las no substrato®>. A segunda técnica consiste
no processo de aplicar materiais a um alvo através da incidéncia de um feixe de
particulas carregadas de iGes, permitindo que outros ides sejam acelerados, focados ou
desviados usando altas tensdes ou campos magnéticosi%. Esta técnica inclui uma fonte
integrada de ides com sputtering para a realizacao da pré-limpeza e a limpeza in-situ, o

etching e uma deposicdo controladal®,

Todos estes processos deverdao ser
cuidadosamente monitorizados e controlados, com o intuito de obter camadas
uniformes e com espessura o mais proximo possivel da desejada. A caracterizac¢ao final
dos filtros 6ticos, ao nivel da sua estrutura, morfologia e qualidade das interfaces,
poderda ser realizada através de imagens SEM (do inglés Scanning Electron
Microscope)®?. A etapa que se seguira, e que esta atualmente sob desenvolvimento por
outros investigadores do grupo de investigacdo do projeto, consiste no fabrico de uma
matriz de 16 fotodiodos (4x4) utilizando a tecnologia CMOS®!. No mesmo microchip,
serd integrada a eletrénica de leitura, e por cima da matriz de fotodiodos serdo
depositados os respetivos filtros 6ticos. Finalmente, a miniaturizacdo do sistema vai
permitir a criacdo de um dispositivo de detecdo automdtica com LEDs especificos,

desencadeando novas perspetivas nos métodos de diagndstico de malaria e alcangando

limites de detegdo inferiores aos comercialmente existentes.
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ANEXOS

ANEXO0 1

A tabela que se segue apresenta os valores de FWHM dos 16 filtros 6éticos simulados,

quando sdo aplicados os indices de refracdo de Sopra S.A., de refractiveindex.info'®! e

os que sdo calculados com dependéncia da espessura das camadas.

Tabela 9: Cdlculo da FWHM dos espectros de mdxima transmitdncia para cada um dos 16 filtros dticos
simulados (representag¢do estrutural na tabela 4), utilizando os indices de refragdo de Sopra S.A., de
refractiveindex.info e do trabalho desenvolvido por Pimenta et al.®2.

Filtro Sopra S.A. refractiveindex.info n VS espessura
Stico Metade o!o FWHM Metade d.o FWHM Metade d'o EWHM
(nm) val’or. do pico (nm) val,or_ do pico (nm) valf)r. do pico (nm)
maximo (%) maximo (%) maximo (%)
400 47,862 2 47,944 11 48,216 8
435 47,874 2 47,967 13 47,875 7
520 47,889 3 48,185 22 48,125 12
590 47,968 6 47,979 25 47,925 13
610 48,084 7 48,168 28 48,049 15
620 48,153 8 48,287 31 48,132 22
630 47,996 6 48,016 28 48,079 18
640 47,936 6 47,948 30 47,998 15
650 47,903 6 47,898 30 47,939 16
660 47,888 6 47,877 29 47,899 16
670 47,870 6 47,874 28 47,877 16
680 47,863 7 47,892 29 47,870 15
700 47,882 7 47,988 32 48,216 8
720 47,917 7 48,147 37 47,875 7
740 47,878 8 47,939 34 48,125 12
800 47,918 9 47,949 39 47,925 13
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ANEXO 2

As figuras que se seguem correspondem as respostas espectrais da transmitancia dtica
resultante de cada um dos 16 filtros 6ticos apds a sua simulagdao no TFCalc. As figuras
32, 33 e 34 correspondem aos graficos com as respostas dos filtros éticos simulados
considerando, respetivamente, os indices de refracdo da base de dados de Sopra S.A.,
da base de dados refractiveindex.info'®! e os indices de refracdo calculados a partir da
espessura de cada camada de filme fino.
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Figura 32: Resposta espectral dos 16 filtros dticos simulados, utilizando os indices de refragdo de Sopra S.A..
Cada filtro é centrado: (a) 400 nm; (b) 435 nm; (c) 520 nm; (d) 590 nm; (e) 610 nm; (f) 620 nm; (g) 630 nm; (h)
640 nm; (i) 650 nm; (j) 660 nm; (k) 670 nm; (1) 680 nm; (m) 700 nm; (n) 720 nm; (0) 740 nm; (p) 800 nm.
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Figura 33: Resposta espectral dos 16 filtros Oticos simulados, utilizando os indices de refracGo de
refractiveindex.info®l, Cada filtro é centrado: (a) 400 nm; (b) 435 nm; (c) 520 nm; (d) 590 nm; (e) 610 nm; (f)

620 nm; (g) 630 nm; (h) 640 nm; (i) 650 nm; (j) 660 nm; (k) 670 nm; (I) 680 nm; (m) 700 nm; (n) 720 nm; (o) 740
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Figura 34: Resposta espectral dos 16 filtros dticos simulados, utilizando os indices de refracdo experimentais
retirados de Pimenta et al.82. Cada filtro é centrado: (a) 400 nm; (b) 435 nm; (c) 520 nm; (d) 590 nm; (e) 610 nm;
(f) 620 nm; (g) 630 nm; (h) 640 nm; (i) 650 nm; (j) 660 nm; (k) 670 nm; (I) 680 nm; (m) 700 nm; (n) 720 nm; (o)
740 nm; (p) 800 nm.
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ANEXO 3

Espectros resultantes da multiplicacdo dos espectros de transmitancia 6tica dos 16
filtros oticos simulados (indicados nas legendas) pelos espectros de reflectancia de GV
sauddveis e GV infetados com diferentes concentragdes do parasita da malaria em dois

estados da doenca, em particular o inicial (anéis) e avancado (trofozoitos). Considerou-

se, para os resultados seguintes, o conjunto de indices de refracdo da base de dados

refractiveindex.info®l.
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Figura 35: Resposta espectral da multiplicagéio dos espectros de transmitdncia dos 16 filtro dticos com os
espectros de reflecténcia de GV: (a) sauddveis; (b) com 12 parasitas (anéis)/ul de GV; (c) com 25 parasitas
(anéis)/uL de GV; (d) 50 parasitas (anéis)/uL de GV; (e) 125 parasitas (anéis)/ul de GV; (f) 250 parasitas
(anéis)/uL de GV; (g) 500 parasitas (anéis)/ulL de GV; (h) 12 parasitas (trofozoitos)/ul de GV; (i) 25 parasitas
(trofozoitos)/uL de GV; (j) 50 parasitas (trofozoitos)/ul de GV; (k) 125 parasitas (trofozoitos)/ul de GV; (I) 250
parasitas (trofozoitos)/ulL de GV; (m) 500 parasitas (trofozoitos)/uL de GV.
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ANEXO 4

As figuras que se seguem representam os graficos com as respostas espectrais de
transmitancia dtica medida para cada um dos 8 filtros dticos experimentais, quando é
utilizada a fonte de luz branca e antes de serem aplicados os filtros passa-baixo e passa-

alto para retirar o ruido.
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Figura 36: Resposta espectral dos filtros dticos, utilizando a fonte de luz branca. Cada filtro é centrado em: (a)
397 nm; (b) 419 nm; (c) 516 nm; (d) 585 nm; (e) 603 nm; (f) 649 nm; (g) 701 nm; (h) 746 nm.
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ANEXO0 5

As figuras que se seguem representam os graficos com as respostas espectrais de

transmitancia 6tica medida para os filtros passa-alto e passa-baixo comerciais utilizados.
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Filtro passa-alto 500 nm
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Filtro passa-alto 480 nm
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Figura 37: Resposta espectral dos filtros dticos comerciais utilizados: (a) passa-alto centrado em 370 nm; (b)
passa-alto centrado em 480 nm; (c) passa-alto centrado em 500 nm; (d) passa-alto centrado em 550 nm; (e)
passa-alto centrado em 600 nm; (f) passa-baixo centrado em 450 nm; (g) passa-baixo centrado em 500 nm; (h)
passa-baixo centrado em 600 nm; (i) passa-baixo centrado em 650 nm; (j) passa-baixo centrado em 700 nm; (k)
passa-baixo centrado em 800 nm.

107



ANEXO 6

As tabelas que se seguem apresentam os valores obtidos para a FWHM em cada um dos
filtros oticos representados no espectro da figura 25 e 27 (sec¢dao 5.2.1. e 5.2.2),

respetivamente.

Tabela 10: Cdlculo da FWHM do espectro de mdxima transmitdncia para cada um dos 8 filtros dticos
experimentais, quando utilizada a fonte de luz branca.

Comprimento de onda (nm)

Filtro 6tico 397 | 419 | 516 | 585 | 603 | 649 | 701 | 746
Metade do valor do |, . | 169 (0239 | 0,329 | 0,329 | 0,169 | 0,382 | 0,421
pico maximo (a.u.)

FWHM (nm) 18 | 28 | 33 | 32 | 38 | 28 | 32 | 41

Tabela 11: Cdlculo da FWHM do espectro de mdxima transmitdncia para cada um dos 8 filtros dticos

experimentais, quando utilizada a placa de 13 LEDs como fonte de luz.

Comprimento de onda (nm)
Filtro 6tico 397 | 419 | 516 | 585 | 603 | 649 | 701 | 746
Metade do valor do |\ \ | 4599|0209 | 0,214 | 0,257 | 0,308 | 0,196 | 0,337
pico maximo (a.u.)
FWHM (nm) NA | 16 | 20 | 21 | 23 | 22 | 27 | NA
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