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(57) Resumo: METODO PARA IDENTIFICAR UMA REGIAO OU
LOCALIZAGAO DE INTERESSE, E, SISTEMA A presente descrigéo
prové sistemas e método vantajosos para aumentar significativamente
a sensibilidade e seletividade de procedimentos de diagnésticos, por
exemplo biépsia optica. Os sistemas e métodos mostrados usam um
efeito altamente nao linear, a assim chamada avalanche de féton. No
regime préximo ao limiar de avalanche, pequenas diferengcas na
densidade do ion de amostra sobre investigagdo ou poténcia de
excitagdo podem resultar em mudangas muito grandes na intensidade
de emissdo de conversdo para cima. Através deste efeito toma-se
possivel medir precisamente o sinal de um ion de amostra de bidpsia
dptica somente na(s) localizagao(6es) onde sua concentragéo é a mais
alta, enquanto ao mesmo tempo reduz significativamente ou elimina a
medigdo do sinal de segundo plano dos lons de amostra distribuidos
com uma concentragdo algo mais baixa, através do volume de
medi¢do. Também, auto fluorescéncia de segundo plano do tecido
sadio vizinho esta essencialmente ausente com esta técnica.
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“METODO PARA IDENTIFICAR UMA REGIAO OU LOCALIZAGCAO
DE INTERESSE, E, SISTEMA”

A presente descri¢do é direcionada a sistemas e métodos que
apresentam sensibilidade e/ou seletividade aumentada para efetuar
procedimentos de diagnostico, por exemplo, bidpsia Optica. Mais
particularmente, os sistemas e métodos mostrados empregam ions de amostra
que apresentam uma resposta altamente ndo linear a ativagdo optica, isto ¢,
um efeito “avalanche de féton”. Os sistemas e métodos mostrados apresentam
sensibilidade e/ou seletividade aumentadas porque, em regime proximo ao
limiar de avalanche para um ion de amostra selecionado, pequenas diferengas
na densidade de ion de amostra e/ou poténcia de excitagdo se traduzem em
uma substancial intensidade de emissfo de conversdo para cima diferencial.
Através do uso dos ions de amostra descritos, os sistemas e métodos da
presente descri¢do distinguem precisamente localizagdes onde a concentragio
de fon de amostra ¢ alta, bbr 'e;(e'm'pld,' acima de um limiar desejado, enquanto
ao mesmo tempo elimina substancialmente sinais de segundo plano dos ions
de amostra distribuidos em concentragdo mais baixa, através do volume de
medi¢do. Em adi¢do, auto-fluorescéncia de segundo plano do tecido saudavel
no em torno, ¢ geralmente eliminada. fons de amostra tipicos para uso de
acordo com os sistemas e métodos mostrados incluem fésforos misturados
metal de transi¢do/de terra rara.

Nos campos da medicina e biologia, materiais fluorescentes
sdo freqiientemente usados como marcadores. A fluorescéncia gerada pela
irradia¢do de tais materiais com uma energia de ativagdo apropriada ¢ medida
por um microscopio optico, foto detector ou similar. Por exemplo, métodos
fluorescentes de antigeno-anticorpo sdo conhecidos, nos quais um anticorpo €
vinculado a um corpo fluorescente orgédnico capaz de emitir fluorescéncia.
Como a reagdio antigeno-anticorpo é altamente seletiva, € possivel identificar

a localizagdo do antigeno, com base na distribui¢do de intensidade de
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fluorescéncia. A vinculagdo seletiva e/ou localizagdo de materiais
fluorescentes em aplicabilidade de amplo alcance, por exemplo, no
diagnostico de genes, imunodiagnéstico, desenvolvimento medicinal, teste
ambiental, biotecnologia, inspecdo fluorescente e similares.

Uma aplicagdo tipica da tecnologia de base luminescente
precedente estd no campo da bidpsia optica. Na bidpsia 6ptica, informagédo
clinica e/ou de diagnéstico pode ser eficientemente obtida de uma maneira
ndo invasiva e/ou minimamente invasiva. Entdo, as técnicas de bidpsia optica
tipicas sdo vantajosas pelo fato de nenhum tecido ser destruido e, dependendo
do(s) marcador(es) e outros pardmetros de bidpsia, a informagdo clinica e/ou
de diagnostico pode ser colhida através de uma éarea de superficie
relativamente grande. Geralmente, bidpsias Opticas envolvem a introdugdo de
ions de amostra em um paciente e/ou regido anatdmica de interesse. Os ions
de amostra geralmente incluem grupos finais funcionalizados que s&o
selecionados para se vincular preferivelmente a localizagGes/tecidos de
interesse, por exemplo, tecido canceroso. Posteriormente, através de técnicas
Opticas ou outras de ativagdo de energia, a luminescéncia dos ions de amostra
¢ gravada e um mapa pode ser construido apontando a localizagdo dos
marcadores dentro do paciente e/ou relativa a estruturas anatomicas de
interesse.

Existem varios problemas com respeito a sistemas e técnicas
de bidpsia Optica convencionais. Primeiramente, como um assunto pratico,
nem todos os ions de amostra sdo transferidos e/ou centralizados na
localizagdo de marcador desejada. Freqiientemente, uma fra¢do substancial
dos ions ndo terminara na localizagdo do marcador desejado, e devido a sua
dispersdo, afetara negativamente a qualidade e/ou precisdo dos resultados da
bidpsia, por exemplo, afetando o sinal de segundo plano de modo a tornar
dificil separar ou isolar o sinal desejado. Em segundo lugar, a excitagdo na

regido visivel do espectro é usualmente requerida. Em comprimentos de onda



10

15

20

25

na regido visivel, muitos constituintes do tecido humano tendem a auto
fluorescéncia. A auto fluorescéncia de outros tipos de tecido € um efeito
indesejavel, aumentando a dificuldade associada a resolver e/ou isolar
luminescéncia de ions de amostra em uma localizagdo de marcador especifica.

‘Materiais e técnicas para fluorescéncia ativada por energia tem
sido descritos na literatura. Por exemplo, nanocristais de semicondutor (por
exemplo, pontos quanticos - regides de semicondutores que podem ser
ocupadas por uns poucos elétrons - (QDs)) tem sido descritos para uso como
bio-amostras para aplicagdes analiticas e biofisicas. Ambos corantes de QDs e
organicos fluorescentes sdo bio-amostras fluorescentes de conversdo para
baixo, que emitem foton(s) fluorescentes de energia mais baixa, apds absorver
foton(s) UV de energia mais alta ou visiveis. Em adi¢do, nanocristais
fluorescentes de conversdo para cima, t€ém sido quimicamente sintetizados a
partir de Yb-Er, Yb-Ho e Yb-Tm co-dopados com LaF;. Tais nanocristais tém
sido usados para prodiizir bandas de emissdo verde, vermelho e azul baseadas
em excitacdo proxima do infravermelho (NIR) de 980 nm. Ver Guang-Shun
Yi and Gan-Moog Chow, “Rare-earth doped LaF; nanocrystals for
upconversion fluorescence”, National University of Singapore. Similarmente,
a Publicagdo de Patente U.S. No. 2005/0014283 de Matsuura e outros

descreve uma amostra fluorescente que inclui particulas finas contendo um

elemento de terra rara que é excitado para conversdo para cima pela luz na

faixa de 500 a 2000 nm. A publicagcdo de Matsuura ‘283 contempla o uso de
um metal de terra rara (por exemplo, Er, Ho, Pr, Tm, Nd, Gd, Eu, Yb, Sm ou
Ce) que ¢ adaptado para se ligar a uma substancia de ligagéo.

A técnica anterior também tem reconhecido e investigado a
resposta ndo linear associada ao “efeito de avalanche”. Por exemplo, Q. Shu e
outros tém investigado medi¢des de acoplamento de dois feixes na transigdo
de conversédo para cima em avalanche em Tm:LiYF,, confirmando que, apesar

da natureza ressonante da interagdo Optica de estado excitado, a resposta
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induzida é fortemente dispersiva. Ver Q. Shu, H. Ni e S. C. Rand, “Nonlinear
dispersion of avalanche upconversion” Optics Letters, Volume. 22, No. 2,
péaginas 123-125, 15 de Janeiro de 1997. Os resultados de teste relatados na
publicagdo precedente mostram que a ndo linearidade de avalanche observada
em Tm:LiYF4 em 648, 2 nm da origem a acoplamento de feixe com um
limiar agudo e um caractere dispersivo a temperatura ambiente. Mecanismos
de conversio para cima convencionais tem sido também descritos na
literatura, por exemplo, Pascal Gerner e outros, “Chem. Eur. J.”, 10, 4735-
4741, 2004.

Em termos de materiais de fosforo, a pesquisa tem sido
conduzida com respeito a Tm®" contendo cristais e vidros e em vidros

dopados com Pr’* e fibras existentes. Ver, por exemplo, S. Guy e outros “J.

- Opt. Soc. Am. B”, 14(4), paginas 926-34, 1997; M J V Bell e outros, “J.

Phys.: Condens. Matter”, 14, paginas 5651-5663, 2002; e J. Chivian e outros,
“Appl. Phys. Lett.”, 35, 124 (1979). Ha dois problemas impdrtantes com
sistemas de fosforo da técnica anterior. Primeiramente, as emissdes em
avalanche de conversdo para cima para tais fosforos permanece na faixa
espectral azul. Nestes comprimentos de onda, muitos constituintes do tecido
humano tendem a absorver e a auto fluorescéncia. Como um resultado, parte
da luz de emissdo € perdida e o sinal original é obscurecido. Em segundo
lugar, o processo em avalanche de conversdo para cima € relativamente
ineficiente para estes fosforos, requerendo densidades de excitagdo
relativamente altas que aumentam o risco de dano ao tecido devido a ablagéo
do laser.

Entdo, apesar dos esfor¢cos até o momento, permanece uma
necessidade para sistemas e métodos que distingam precisamente localizagdes
onde concentragdes de ions de amostra s@o altas, por exemplo, acima de um
limiar desejado, enquanto a0 mesmo tempo elimina substancialmente sinais

de segundo plano dos ions de amostra distribuidos em concentragdes mais
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baixas através do volume de medi¢cdo. Adicionalmente, permanece uma
necessidade de sistemas e métodos que reduzam e/ou eliminem auto
fluorescéncia de segundo plano de tecido vizinho saudavel ao efetuar
procedimentos de diagndstico, por exemplo, bidpsia Optica. Estas e outras
necessidades sdo satisfeitas pelos sistemas e métodos aqui mostrados.

Sistemas e métodos apresentando sensibilidade aumentada
e/ou seletividade ao efetuar procedimentos de diagndstico, por exemplo,
biopsia Optica, sdo aqui mostrados. Os sistemas e métodos mostrados
empregam ions de amostra que apresentam uma resposta altamente nio linear
a ativagdo Optica, isto é, efeito de avalanche de féton, permitindo deste modo
a geracdo de leituras/medi¢des de diagnéstico com relagdes sinal ruido ndo
paralelas. No regime préximo ao limiar de avalanche para um ion de amostra
selecionado, pequenas diferencas na densidade de ion de amostra e/ou
poténcia de excitagdo se traduzem em uma mudanga substancial na
intensidade de emissdo de conversdo para cima, deste modo confiavelmente e
eficazmente distinguindo localizagGes onde a concentra¢do de ion de amostra
¢ alta, por exemplo, acima de um limiar desejado, embora a0 mesmo tempo
eliminando substancialmente sinais de segundo plano dos ions de amostra
distribuidos a concentracdo mais baixa através do volume de medic¢do. Os
sistemas e métodos mostrados também reduzem vantajosamente e/ou
eliminam auto fluorescéncia de segundo plano do tecido vizinho saudavel.
fons de amostra tipicos para uso de acordo com os sistemas e métodos
mostrados incluem fésforos de metal de transigdo/terra rara mistos.

Em realizagdes tipicas da presente descri¢do, ions de amostra
capazes de um efeito de avalanche de conversdo para cima sdo empregados
para melhorar a efetividade dos procedimentos de diagnéstico, por exemplo,
biopsia dptica. Ao selecionar materiais/composi¢des apropriados para uso
como ions de amostra de acordo com a presente descri¢do, sdo selecionados

materiais/composi¢des que sdo capazes de conversdo para cima, bem como de
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apresentar um efeito de avalanche em niveis de energia de ativagdo
apropriados. Em realizages tipicas da presente descrigdo, um ion de terra rara
em seu estado trivalente € empregado como ion de amostra.

De acordo com a presente descri¢do, sdo introduzidos ions de
amostra no ambiente de interesse, por exemplo, um ambiente anatdmico. Os
ions de amostra podem ser introduzidos de uma variedade de modos, como
sdo conhecidos na técnica, por exemplo, através de injecdo, ingestdo ou
similares. Com base nas afinidades de vinculagdo associadas aos ions de
amostra selecionados, uma concentragdo mais alta dos ions de amostra €
geralmente alcangada na(s) localizagdo(des) anatdmica(s) desejada(s). Em
geral, 0s ions de amostra tém permissio, para
preferencialmente/diferencialmente se concentrarem em regido(des)
anatdmica(s) de interesse em um periodo de tempo apropriado, no qual o
ponto de excitagdo do ion de amostra é assegurado para facilitar um
mapeamento/iﬁedigéo da concentragdo de ion de amostra no ambiente
anatémico. Os ions de amostra sdo geralmente excitados na regido proxima do
infravermelho do espectro, ao considerar um espectro de bidpsia optica. Neste
comprimento de onda de excitagdo, isto é, um comprimento de onda NIR,
essencialmente nenhuma emissdo visivel € gerada pelo tecido humano,
superando substancialmente deste modo e/ou eliminando a emissdo de auto
fluorescéncia do tecido associada a sistemas/técnicas de ion de amostra
convencionais.

Escolhendo um ion de amostra que apresenta o efeito de
avalanche, os sistemas e métodos mostrados na presente invengao sdo capazes
de traduzir varia¢des/diferenciais pequenos em densidade de ion de amostra
para varia¢Oes/diferenciais relativamente grandes na emissdo de conversdo
para cima. Portanto, com base na selegdo de ion de amostra, uma escolha
adequada da poténcia de excitagdo pode ser feita, de modo a iniciar o efeito

de avalanche para tal ion de amostra. A poténcia/energia de excitagdo €
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geralmente selecionada para estar no ou préximo ao valor de limiar para
iniciar o efeito de avalanche para os ions de amostra que tenham congregado
seletivamente na(s) localizagdo(des) de marcador desejadas, enquanto a
mesma poténcia/energia estd vantajosamente abaixo do valor de limiar para
iniciar emissOes para os ions de amostra de concentragdo mais baixa
localizados em localizagdes distintas relativas a(s) localizacdo(Ses) de
marcados desejadas, deste modo evitando/minimizando o potencial para
geragdo disruptiva de sinais de segundo plano.

A intensidade de emissdo de conversdo para cima escala
vantajosamente quase exponencialmente com a concentracdo de ion de
amostra no regime de poténcia no ou proximo do limiar de avalanche. O
inicio do efeito de avalanche resulta entdo em forte luminescéncia a partir dos
ions de amostra na localizagdo de marcador desejada, e um sinal de segundo
plano baixo e/ou substancialmente ndo existente a partir de ions de amostra
em outras localizag:?r)'es. Combinados com a auséncia de auto fluorescéncia, os
sistemas e métodos mostrados facilitam a identificagdo eficiente, precisa e
confiavel e/ou medicdo de concentracdo de ion de amostra em sites de
marcador relevantes, sem os efeitos indesejaveis associados a
sistemas/técnicas convencionais, por exemplo, sistemas e técnicas de bidpsia
Optica convencionais.

Caracteristicas vantajosas adicionais, fungdes e beneficios
associados aos sistemas € métodos mostrados serdo aparentes a partir da
descri¢do que se segue, particularmente quando lidos em conjunto com as
figuras anexas.

Para auxiliar aqueles especialistas na técnica em confeccionar
e usar os ions de amostra, € feita referéncia as figuras anexas, nas quais:

Figura 1 € um diagrama esquematico de nivel de energia para
um ion com trés estados eletronicos capaz de conversdo para cima em

avalanche;
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Figura 2 ¢ uma apresentacdo grafica da divergéncia de
poténcia relativa ao efeito de avalanche para um ion de amostra tipico
apresentando efeito de avalanche;

Figura -3 € uma apresentacdo grafica de propriedades
relacionadas a energia de um par de jons de Yb>* e Mn®* de acordo com a
presente descrigdo;

Figura 4 inclui um par de graficos mostrando espectros de
emissdo normalizados; o grafico a esquerda mostra os espectros de emissdo
normalizados calculados abaixo do limiar requisitado e o grafico a direita
mostra os espectros de emiss@o normalizados calculados préximo ao limiar
requisitado; e

Figura 5 € um fluxograma relatando etapas associadas a uma
implementagdo tipica do sistema/método mostrado.

Sensibilidade aumentada e/ou seletividade ao efetuar
procedimentos de diagnosticos, por exemplo, bidpsia 6ptica, é obtida de
acordo com os sistemas e métodos mostrados, onde ions de amostra
apresentando uma resposta altamente néo linear a ativag@o dptica, isto é, um
efeito de avalanche de féton, sdo empregados. Os ions de amostra sdo
introduzidos em um ambiente anatdomico de interesse, por exemplo, através de
injecdo, ingestdo ou similares, e a energia de ativagdo ¢ fornecida a tal
ambiente. Os sistemas e métodos mostrados apresentam sensibilidade
aumentada e/ou seletividade baseada na introdugdo da energia de ativagdo que
¢ eficaz para iniciar o efeito de avalanche para o ion de amostra selecionado.
Através do efeito de avalanche, pequenas diferencas na densidade de ion de
amostra e/ou poténcia de excitagdo se traduzem em uma substancial
intensidade de emissdo de conversdo para cima diferencial.

Através do uso dos ions de amostra descritos, os sistemas e
métodos da presente descrigdo distinguem precisamente localizagdes onde a

concentragdo de ion de amostra ¢ alta, por exemplo, acima de um limiar
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desejado, enquanto ao mesmo tempo elimina substancialmente sinais de
segundo plano a partir dos ions de amostra distribuidos em concentragéo mais
baixa através do volume de medigdo. Em adigdo, a auto fluorescéncia de
segundo plano de tecido vizinho saudadvel € geralmente eliminada. fons de
amostra tipicos para uso de acordo com os sistemas e métodos mostrados
incluem fésforo mistura de metal de transig¢do/terra rara.

Para auxiliar adicionalmente pessoas especialistas na técnica
no entendimento e emprego dos ions de amostra mostrados, por exemplo, em
conexdo com a execucdo de procedimentos de diagndsticos vantajosos,
informagdo adicional correspondente a efeitos de avalanche de conversdo para
cima sdo aqui providos. O efeito de avalanche de conversdo para cima ¢
relativamente raro e, para ions de amostra apresentando e/ou suportando tal
efeito, o efeito de avalanche ocorre através de uma atuagdo reciproca entre
varios processos competindo absorg¢do e transferéncia de energia. Com
referéncia a Figura 1, é provido um diagrama de nivel de energia esquematico
para um ion com trés estados eletronicos capazes de avalanche de conversdo
para cima. As setas para cima na Figura 1 indicam transi¢des de absorgéo, as
setas para baixo indicam transi¢des de emissdo, e o conjunto de setas
pontilhadas indica o processo de relaxagdo cruzada.

Trés condigdes especiais sdo requeridas para observar o efeito
de avalanche de conversdo para cima. Primariamente, a radiag@o de excitagdo
precisa ndo ser ressonante com a transi¢do de absor¢do do estado fundamental
para o estado excitado intermediario |0>—|1>. Em segundo lugar, a radiagdo
de excitagdo precisa ser ressonante com a transi¢do de absor¢do a partir do
estado excitado intermediario até o estado excitado superior [1>—|2>. Em
terceiro lugar precisa haver um processo relativamente forte de relaxagdo
cruzada |0,2>—|1,1> que pode competir com a relaxagéo radiativa a partir do
estado excitado superior [2>—|0>.

Para fins de derivagdo, P € usado para denotar a poténcia de
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laser; N; é a densidade de populagdo do estado |i>; o, denota a se¢do
transversal de absor¢do para a absor¢do de estado fundamental (|[0>—|1>); e
o) denota a se¢do transversal de absorc¢do para a absorgdo de estado excitado
(|1>—|2>). A taxa radiativa para a transigdo |2>—|1> é escrita como NR;,

5 enquanto a taxa radiativa para a transi¢do |2>—|0> € escrita como R,.
Finalmente, a constante de taxa de relaxag@o cruzada ¢ denotada por W. Deve
ser notado que a constante de taxa de relaxagdo (W) é fortemente dependente
da concentragdo de ions de amostra, como relaxac¢do cruzada é um par de
processo de dois ions. Com base nas defini¢des precedentes, o sistema de

10  equagdes de taxa descrevendo as populagdes de todos os trés estados de
energia sdo: Ny

A/ i
%3;2 =0, PN, —WN N, + RN, +(I-MR.N, , ()

" 5
% =6,PN, =G PN, + 2NN, = RN, 4R, N, (2)

aJ&IZ ., . -y

Deve ser notado que o fator “2” na Equagéo (2) € um resultado
direto do processo de relaxacdo cruzada de dois ions |0,2>—|1,1>. Sob
condi¢des de estado estacionario

aN: _ g\ _ aNa _

{ or gt of )
15 as solucdes para este sistema de equagdes de taxa é:
N =0y 9P @)
WN,+R, ' W+R,
e
PN BN —(1—1R. P W (1= |
N _O,PN, + WN,—{1-N)R, N, = GQP‘P# (1-m)&, N, (5)
' Rfl Rl i R! RI, )

ao utilizar No ~ 1 para as aproximagdes (isto €, nenhum

descolorante de estado fundamental € levado em consideracdo). Incorporando
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a Equagdo (5) na Equagdo (4), o seguinte resultado € obtido:

No= 60,P* _
*R(W+R) -6, P(W ~(1-1)R,)

(6}

Deve ser notado que uma poténcia critica P¢ é implicada:

o RR, W)
¢ o (W-(-mR;)

(N

para a qual a Equacdo (6) diverge. A divergéncia da Equagdo
(6) e o subseqiiente efeito de avalanche é graficamente exibido na Figura 2
(calculado paracy=1,0,=5,R; =1,R, =10, W=100, 1 =0,5).

Mais particularmente, a Figura 2 exibe a populag@o de estado
|2> como uma fungdo da poténcia de excitagdo normalizada para um ion de
amostra tipico. O efeito de avalanche pode ser visto para poténcias P ~ Pc, de
acordo com as Equacdes (6) e (7). Como pode ser visto da Equagéo (6), uma
divergéncia da emissdo de conversdo para cima ocorrerd mais facilmente
prontamente/facilmente quando W for grande comparado a R,. H4 uma
variedade de ions de amostra capazes de conversdo para cima de acordo com
a presente descri¢do que satisfazem ao critério precedente.

Por exemplo, ions de amostra apresentando as propriedades de
conversdo para cima desejadas conforme aqui descrito incluem os ions de
terra rara (onde as taxas de relaxacdo radioativas a partir dos estados
superiores excitados estdo tipicamente na faixa de 10* - 10° s ¢ a taxa de
relaxagdo cruzada pode ser tio grande quanto 10’ s). fons de terra rara em
seu estado trivalente sdo particularmente preferidos de acordo com os
sistemas e métodos mostrados.

Em uma realiza¢do tipica adicional da presente descricdo,
sistemas de ion de amostra que incluem foésforos de metal de transi¢do/terra
rara misturados podem ser empregados em procedimentos de diagndsticos,
por exemplo, bidpsia dptica. De acordo com tais realizagdes tipicas, a energia
de excitagdo € absorvida pelo(s) ion(s) de terra rara incluidos na mistura

descrita, e tal energia de ativagdo € subseqiientemente transferida para o(s)
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ion(s) de metal de transi¢do. Metais de terra rara tipicos para uso nos ions de
amostra mostrados incluem Yb** e Tm?*, pelo menos em parte porque tais
metais possuem apenas um (1) estado excitado (aproximadamente a 10’000
cm™) que contém a forca plena do oscilador f-f e resulta em uma significativa
secdo transversal de absorg¢do.

Ao selecionar ions de metal em transigdo para inclusdo nos
ions de amostra descritos, metais de transi¢do preferidos ndo apresentam
bandas de absor¢do na faixa proxima de infravermelho, onde o ions de terra
rara absorve o foton de excitagdo inicial. Entretanto, metais de transi¢do
preferidos apresentam vantajosamente bandas de absor¢do forte
aproximadamente a duas vezes a energia de excitagdo, preferivelmente
através de uma ampla faixa de energia. Metais de transicdo que apresentam
tais propriedades permitem a selegdo/utilizagdo de niveis de energia de
excitagdo que maximizam o efeito de avalanche, isto é, tais metais de
transicdo facilitam “sintonia” dos sistemas e métodos descritos para
desempenho melhorado.

Geralmente, o estado de excitagdo mais baixo deveria ser acima
de ~13°000 cm™ para fins dos ions de amostra descritos. Em instancias nas quais
o limiar de pardmetros de excitagdo precedente é aplicavel, ions de metal de
transi¢do tendo as seguintes configuragdes eletronicas sdo geralmente
empregados: 3d, 3d°, 3d° e 3d® (por exemplo, com base nos diagramas de
Tanabe-Sugano). fons de metal de transi¢io que apresentam as configuragdes
eletronicas desejadas incluem, porém néo estdo limitados a crt, Mn*, V¥,
Mn*, Ni*', Fe*, V¥, Cr*, Cu®™ e Ni*. Em adi¢fo, ions apresentando
configuragdes eletronicas 3d* e 3d® podem ser eficazmente incorporados em jons
de amostra de acordo com a presente descri¢do, porém pode ser esperado que
tais ions de metal sejam eficazes somente em uma faixa de campo de cristal
muito estreito onde os primeiros estados excitados do ions de metal estdo com

energia suficiente. Dependendo da simetria de site exata e for¢as de campo de
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cristal, a cor emitida dos ions de metal de transi¢do de acordo com a presente
descrigdo pode ser quase qualquer comprimento de onda estendendo-se pela
faixa espectral de verde, amarelo, laranja e vermelho.

No sentido de maximizar a eficiéncia do processo de
conversdo para cima em avalanche, os ions de metal de transi¢do e de terra
rara sdo geralmente selecionados de modo a estar a uma distdncia bem
definida. De acordo com realiza¢des preferidas da presente descri¢do, os ions
de metal de transicdo e de terra rara estdo a uma distancia bem definida, tal
distancia estando tdo proxima quanto possivel. Em adigfo, o 4ngulo de ponte
entre os dois ions - isto €, o ion de terra rara e o ion de metal de transi¢do - €
preferivelmente compartilhamento de canto. Uma configuragdo de
compartilhamento de canto vantajosamente maximiza as superposigdes de
fungdo de onda, que se traduzem e/ou produzem interagdo de super troca entre
os dois ions.

De acordo com uma realizagdo tipica da presente descrigdo,
um sistema de fon de amostra é provido, o qual inclui um par de ions Yb* e
Mn®*. O comportamento/resposta relacionado a energia do par de ions
precedente € exibido na Figura 3 (que € obtida de Pascal Gerner e outros,
“Chem. Eur. J.”, 10, 4735-4741, 2004). Apos absorg¢éo de estado fundamental
ndo ressonante (GSA), o dimero Yb’* -Mn*" ¢ excitado, porém apenas
ligeiramente, no estado excitado Yb** dominado *Fs),. Apds absor¢do de um
segundo féton de excitagdo, o dimero Yb** -Mn”" ¢é adicionalmente excitado
nas bandas *T;/T2 dominadas Mn?*. O estado de excitaco preciso depende da
energia de excitacdo recebida pelo dimero. A termalizagdo rapida subseqiiente
deixa Mn®* em seu estado excitado ‘T, emissor de vermelho/verde. A cor
precisa a luz de emissdo € sintonizavel via for¢a de campo do cristal,
permitindo um grau de liberdade no projeto do fosforo ideal. Emissdo de
conversdo para cima em avalanche tipica deveria entdo ser observavel, por

exemplo, em brometos (por exemplo, MnBr,:Yb*") , cloretos (MnCl,:Yb**) e



10

15

20

25

14

outros haletos (tais como RbMnCl;:Yb*, CsMnCl;:Yb*",
CsMnBr;:Yb**, RbMnBr;:Yb**, Rb,MnCl,: Yb*).

Os sistemas e métodos mostrados utilizam o efeito de avalanche
para distinguir claramente ions de amostra em uma localizagdo desejada de
concentragdes de ion de »émostra de segundo plano separadamente localizadas
em relacdo a localiza¢do desejada. Dependendo de qudo préxima a energia de
ativagdo estd do limiar requisitado, a magnitude da emissdo associada a
conversdo para cima serd influenciada/afetada. Uma pequena variagdo na
concentracdo dos ions de conversdo para cima em avalanche se traduz/resulta em
uma grande mudanga na constante de taxa de relaxacdo cruzada W. Isto, por sua
vez, mudara significativamente a populagdo no estado excitado superior
(supondo que a poténcia de excitagdo seja mantida constante).

Um exemplo tipico do efeito de conversdo para cima em
avalanche associado a presente descricdo é graficamente exibido na Figura 4.
Espectros de emissdo normalizados sdo calculadosrparar estarem abaixo do
limiar requisitado no grafico & esquerda, e os espectros de emissdo
normalizados sdo calculados para estarem préximos ao limiar no grafico a
direita. Deve ser notado que a emissdo do ion de amostra a 550 nm é mais
pronunciada no espectro a direita, se comparada com o espectro a esquerda. A
unica diferenga entre estes espectros € a influéncia da relaxagéo cruzada (que
por sua vez determina a relagdo P/Pc). No grafico a esquerda, uma
luminescéncia desejada a 550 nm em um segundo plano forte é observada,
como seria o caso em um procedimento de Dbidpsia Optica
normal/convencional. Em perfeito contraste, no grafico a direita na Figura 4, a
luminescéncia desejada a 550 nm é mostrada quando um fésforo de conversdo
para cima em avalanche tipico de acordo com a presente descrigdo € exposto a
poténcia de excitagdo, onde o sinal de intensidade mais alta esta proximo do
limiar. Claramente, a emissdo de 550 nm é muito mais pronunciada com o

fendmeno de conversdo para cima em avalanche da presente descrigdo, e o
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sinal de segundo plano é muito mais fraco. Portanto, a emissdo de 550 nm é
muito melhor resolvida através da implementa¢do dos sistemas e métodos
mostrados conforme exibido no grafico a direita da Figura 4.

Com referéncia a Figura 5, € provido um fluxograma tipico
para implementag¢éo do sistema e método mostrados. Conforme mostrado, um
método/técnica tipicos para identificar, medir e/ou monitorar emissées de ion
de amostra de modo a identificar regides de concentragio mais alta,
envolvem: (i) prover ion(s) de amostra que apresentam o efeito de conversdo
para cima em avalanche, (ii) introduzir o(s) ion(s) de amostra para ambientes
anatomicos e/ou clinicos de interesse, (iii) permitir que os ions de amostra se
concentrem em regido(des) de interesse, (iv) expor os ions de amostra a
energia de ativag@o que estd no ou proximo ao limiar aplicavel, para iniciar
conversdo para cima em avalanche, e (v) identificar, medir e/ou monitorar
emissdes de ions de amostra de modo a identificar regido(des) de

concentragdo mais alta. O método descrito (e sistemas suportando tal método)

possuem aplicabilidade de faixa ampla, por exemplo, no diagndstico de genes,

imunodiagnostico, desenvolvimento = medicinal, teste = ambiental,
biotecnologia, inspe¢do fluorescente e similares. Uma aplicagio
particularmente vantajosa do método descrito e sistema associado envolve
procedimentos de diagnéstico, por exemplo, bidpsia Optica.

Embora os sistemas e métodos da presente descrigdo tenham
sido descritos com referéncia a realizagdes tipicas desta, a presente descrigdo
ndo esta limitada por ou a tais realizagdes tipicas. Ao invés disso, as
receptores tipicas descritas sdo meramente ilustrativas das aplicagdes,
implementagdes e vantagens associadas aos sistemas e métodos mostrados.
Realmente, a presente descrigdo € destinada a abranger modificagdes,
melhoramentos e variagdes dos sistemas e métodos mostrados, como seria
prontamente aparente a pessoas especialistas na técnica com base na presente

descrigdo, e que realiza o espirito e escopo da presente descrig¢io.
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REIVINDICACOES

1. Método para identificar uma regido ou localizagdo de

interesse, caracterizado pelo fato de compreender:

a. prover um ou mais ions de amostra adaptados para
apresentar um efeito de conversdo para cima em avalanche;

b. expor o(s) ion(s) de amostra a uma energia de ativagdo para
iniciar um efeito de conversdo para cima em avalanche; e

c. determinar uma ou mais regides de concentragdo mais alta
do(s) ion(s) de amostra, com base nas emissdes associadas, pelo menos em
parte, no efeito de conversdo para cima em avalanche.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que o(s) ion(s) de amostra é/sdo introduzido(s) em um ambiente
anatomico e/ou clinico.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado pelo

fato de que o(s) ion(s) de amostra €/sdo funcionalizado(s) de modo a se
concentrarem em uma regido e/ou localizag@o de interesse.
4. Meétodo de acordo com qualquer das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de que a energia de ativagdo é entregue

em um nivel de energia que estd no ou préximo ao limiar para iniciar um
efeito de conversdo para cima em avalanche para o(s) ion(s) de amostra.
5. Método de acordo com qualquer das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de que emissdes iniciadas pela energia de

ativacdo s@o eficazes em diferenciar entre uma regido/localizagdo de
concentragdo mais alta de ion(s) de amostra e niveis de segundo plano de
ion(s) de amostra.

6. Método de acordo com qualquer das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de que a energia de ativagdo ndo inicia
auto fluorescéncia do tecido a um nivel suficiente para interferir com a

determinagdo citada.
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7. Método de acordo com qualquer das reivindica¢des

precedentes, caracterizado pelo fato de que pelo menos um dos ions de

amostra inclui uma combinagéo de ions de metais de transi¢do e de terra rara.

8. Método de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo

4 4 3
fato de que o ion de terra rara é Yb~".

9. Método de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado pelo

fato de que pelo menos um dos ions de amostra ¢ um foésforo misturado de
metal de transi¢do/de terra rara.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizado pelo fato de que o ion de metal de transi¢do é selecionado do

L) 3+ 4+ + + <4+ + 3+ 4+ 2+ <2+
grupo consistindo de Cr", Mn™", & , Mn? , N1, Fe? , V' ,Cr,Cu”eNi".

11. Método de acordo com a reivindicagio 7,

caracterizado pelo fato de que o ion de metal de transi¢do € caracterizado por

um estado eletrdnico de 3d°, 3d*, 3d° ou3d®.
12. Método de acordo com qualquer das reivindicagSes

precedentes, caracterizado pelo fato de compreender adicionalmente uma

reticula hospedeira de haleto para incorporar ambos um ion de terra rara e um
ion de metal de transicdo (por exemplo, um brometo (por exemplo,
MnBr,:Yb™), cloreto (MnClL:Yb®™) ou outro haleto (tais como
RbMnCl3:Yb™,  CsMnCl;:Yb*,  CsMnBr;:Yb™,  RbMnBry:Yb™,
Rb,MnCl,:Yb*").

13. Método de acordo com a reivindicagdio 12,

caracterizado pelo fato de que a reticula hospedeira de haleto ¢ eficaz para

emissdes que facilitam a determinagdo recitada.

14. Método de acordo com qualquer das reivindicagGes

precedentes, caracterizado pelo fato de que a determinagdo estd associada a
uma aplicagdo tal como diagnéstico de genes, imunodiagnoéstico,
desenvolvimento medicinal, teste ambiental, biotecnologia, inspe¢do

fluorescente e bidpsia Optica.
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15. Método de acordo com qualquer das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de compreender adicionalmente

sintonizar o comprimento de onda de emissdo por avalanche da energia de
ativagdo com um campo de cristal.
16. Método de acordo com qualquer das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de que os ions de metal de transi¢do e de

terra rara sdo selecionados de modo a estarem a uma distancia bem definida.
17. Método de acordo com qualquer das reivindicages

precedentes, caracterizado pelo fato de que o angulo de ponte entre o ion de

terra rara e o ion de metal de transi¢do envolve compartilhamento de canto.

18. Sistema, caracterizado pelo fato de incluir meio para expor

o(s) ion(s) de amostra a energia de ativagdo e meio para determinar emissdes

associadas a ion(s) de amostra em suporte de um método como definido em

qualquer das reivindicagdes precedentes.
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RESUMO
“METODO PARA IDENTIFICAR UMA REGIAO OU LOCALIZAGCAO
DE INTERESSE, E, SISTEMA”

A‘presente descrigdo prové sistemas e métodé vantajosos para
aumentar significativamente a sensibilidade e seletividade de procedimentos
de diagnoésticos, por exemplo bidpsia oOptica. Os sistemas e métodos
mostrados usam um efeito altamente ndo linear, a assim chamada avalanche
de féton. No regime préximo ao limiar de avalanche, pequenas diferengas na
densidade do ion de amostra sobre investigagdo ou poténcia de excitagdo
podem resultar em mudan¢as muito grandes na intensidade de emissdo de
conversdo para cima. Através deste efeito torna-se possivel medir
precisamente o sinal de um ion de amostra de bidpsia Optica somente na(s)
localizag@o(Ges) onde sua concentragdo € a mais alta, enquanto a0 mesmo
tempo reduz significativamente ou elimina a medi¢do do sinal de segundo
plano dos ions de amostra distribuidos com uma conceritféc}éo algo mais
baixa, através do volume de medi¢do. Também, auto fluorescéncia de
segundo plano do tecido sadio vizinho estd essencialmente ausente com esta

técnica.
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