


ii 

 

 

 

 

 

 

 

FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA 
BIBLIOTECA DO IFGW – UNICAMP 

 
                 Pelegati, Vitor Bianchin 
P362m           Microscopias de óptica não linear : fluorescência excitada por absorção  
                   de dois fótons, geração de segundo harmônico e geração de terceiro  
                   harmônico / Vitor Bianchin Pelegati. -- Campinas,  SP : [s.n.], 2010. 
                     
                      Orientador: Carlos Lenz Cesar. 
                      Dissertação (mestrado) - Universidade Estadual de Campinas,  
                   Instituto de Física “Gleb Wataghin”. 

                          

                 1.  Microscopia.   2.  Ótica não-linear.   3.  Fluorescência excitada por dois 
             fótons.   4.  Geração de segundo harmônico.   5.  Geração de terceiro  
             harmônico.   I.  Cesar, Carlos Lenz.   II.  Universidade Estadual de   
             Campinas. Instituto de Física “Gleb Wataghin”.   III.  Título. 

 (vsv/ifgw) 
- Título em inglês: Non linear optical microscopies : Two photon excited fluorescence, Second 

harmonic generation and Third harmonic generation 
- Palavras-chave em inglês (Keywords):   

1. Microscopy 
2. Nonlinear optics 
3. Two photon excited fluorescence 
4. Second harmonic generation 
5. Third harmonic generation 

- Área de Concentração: Física 

- Titulação: Mestre em Física 

- Banca Examinadora:  
Prof. Carlos Lenz Cesar 
Profª Fátima Aparecida Böttcher Luiz 
Prof. José Antonio Roversi 

            -      Data da Defesa: 21-12-2010 
            -      Programa de Pós-Graduação em: Física 

 

 

 





iv 

 

Agradecimentos 

 

Gostaria de agradecer: 

 

 Ao meu orientador, Carlos Lenz Cesar, pelos ensinamentos. 

Aos meus pais, ao meu irmão e à minha família. 

À Dayana pelo tempo de união e pelo carinho. 

Aos meus colegas de trabalho, Wagner, Javier, André, Diogo, Gislaine, Daniela, 

Gustavo, Sílvio e Júlio. 

Ao professor Hernandes Faustino de Carvalho, do instituto de biologia, e aos seus 

alunos Taize, Rafaela e Danilo. 

À Unicamp pela oportunidade. 

À agência CAPES pelo suporte financeiro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



v 

 

Resumo 

 

Biologia celular é um novo mundo promissor com enorme impacto social, 

econômico e na saúde. Organismos vivos são capazes de, produzir a própria energia a partir 

da luz do sol, se reproduzir, de se auto-reparar, sinalizar e navegar por sinais bioquímicos, 

biomecânicos, luminosos, térmicos, e outros, e produzir materiais à temperatura ambiente. 

As possibilidades abertas por essa área incluem, desde bactérias e protozoários 

usados para destruir células de câncer, regeneração de órgãos inteiros, produção de etanol a 

partir de algas, e outros. Entretanto, para o entendimento da biologia em seu nível mais 

profundo, ferramentas de observação não destrutivas fazem-se necessária para seguir os 

processos celulares durante seu tempo de vida. A óptica tem a única onda não destrutiva 

capaz de fornecer informações em tempo real com suficiente resolução espacial de eventos 

acontecendo internamente à célula. Ademais, porque feixes de luz não colidem, a óptica 

permite a integração de diferentes técnicas capazes de reunir informações simultâneas de 

processos celulares. 

Óptica não linear é especialmente adequada para tal, pois não requer marcação ou 

processamentos especiais de amostras que poderiam destruir, ou modificar, os processos 

celulares. Além disso, técnicas elásticas, como a geração de segundo e terceiro harmônicos 

não liberam energia no material que é, portanto, preservado após a observação. O objetivo 

dessa tese é desenvolver uma plataforma multimodal para observação de processos 

biológicos pelo uso de microscopias de fluorescência excitada por absorção de dois fótons, 

geração de segundo harmônico e geração de terceiro harmônico no mesmo instrumento. 

Nosso grupo foi pioneiro em demonstrar a aquisição de imagens de geração de 

segundo harmônico no Brasil e, essa tese é a primeira a realizar a aquisição de imagens por 

geração de terceiro harmônico. Estas três técnicas juntas fornecem informações 

complementares a respeito da organização de células e tecidos. Enquanto a fluorescência 

pode ser específica para algumas proteínas alvo, o segundo harmônico pode observar a rede 
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de colágeno da matriz extra celular e, o terceiro harmônico pode observar os núcleos e 

gotículas de lipídios internas às células. 

Esta tese descreve o sistema experimental para realizar essas aquisições 

multimodais de imagens, a física por trás dos sinais não lineares, importantes para entender 

seu significado biológico, e mostra aplicações das técnicas para diferentes amostras 

biológicas e inorgânicas. 
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Abstract 

 

Cell biology is promising a brave new world with enormous social economic and 

health impacts. Living organisms are capable of producing their own energy from sun light, 

reproduce, self-repair, signalize and travel in response to biochemical, biomechanical, light 

and thermal signals among others, and to produce materials at room temperature.  

The possibilities opened by this area range from bacteria and protozoa used to 

destroy cancer cells, whole organs regeneration, ethanol produced from algae, and others. 

However, to actually understand biology at its deepest level non destructive observation 

tools are necessary to follow cell processes during their time course. Optics is about the 

only wave capable to provide non destructive real time information with enough spatial 

resolution of the events happening inside the cells. Moreover, because light beams do not 

collide, optics allows the integration of different techniques capable to gather simultaneous 

information during a cell process. 

 Non linear optics is specially suited for that in the sense that it does not require 

staining or special sample processing that would destroy, or change, the process. Besides, 

elastic techniques such as second and third harmonic generation do not release energy at the 

material which is therefore preserved after the observation. The objective of this thesis is to 

develop a multimodality platform for biology process observation by using Two Photon 

Excited Fluorescence, Second Harmonic Generation and Third Harmonic Generation 

Microscopy with the same instrument.  

Our group was the first one to demonstrate the acquisition of Second Harmonic 

Generation images in Brazil and this thesis is the first one to perform the acquisition of 

third harmonic generation images. These three techniques together provide complementary 

information respect to cell and tissue organization. While fluorescence can be specific 

target to some proteins, second harmonic can observe the collagen network of extra cellular 

matrix and the third harmonic can observe the nucleus and lipid droplets inside the cells.  
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This thesis describe the experimental setup to perform these multimodal image 

acquisition, the physics behind the non linear signals, important to understand their 

biological mean, and shows applications of these techniques for different biological and 

inorganic samples. 
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Capítulo 1 

Introdução 

 

Uma das dificuldades para o estudo dos processos celulares é a falta de ferramentas 

que permitam a observação dos processos não destrutivamente, em tempo real, com 

resolução espacial sub-celular, tanto nos aspectos bioquímicos como biomecânicos. A 

observação de objetos transparentes, pode ser contornada com a inclusão de marcadores 

exógenos, mas para tal, o objeto em estudo deve ser transformado em algo que se adapte às 

técnicas de visualização. Microscopias ópticas que não requerem marcadores exógenos são 

especialmente adequadas ao estudo de processos celulares, pois não interferem nos 

mesmos. 

Nos últimos anos várias ferramentas de microscopias de óptica não linear foram 

desenvolvidas, entre elas, a microscopia confocal multifóton, as microscopias SHG e THG 

[Second Harmonic Generation e Third Harmonic Generation]. Óptica não linear [NLO] é o 

estudo de fenômenos que ocorrem como consequência da modificação das propriedades 

ópticas do material. Fenômenos de óptica não linear são assim chamados no sentido de que 

eles ocorrem quando a resposta do material ao campo óptico aplicado depende de maneira 

não linear com a intensidade do feixe incidente. 

As microscopias SHG e THG não utilizam marcadores exógenos e, envolvendo 

mais de um fóton, são intrinsecamente confocais permitindo a reconstrução de imagens em 

3 dimensões com resolução espacial sub-celular [~200-300 nm lateral e ~500-600 nm 

axial]. Em amostras animais a microscopia SHG visualiza a rede de colágeno, enquanto a 

microscopia THG visualiza heterogeneidades com contraste advindo do parâmetro (3), que 

varia por ordens de grandeza em diferentes materiais. 

No caso da microscopia multifóton, a fluorescência é excitada através de um 

processo de dois [Two-Photon Excitation Fluorescence – TPEF], ou mais, fótons, com o 

dobro do comprimento de onda dos processos de 1 fóton. Os processos multifótons também 

são intrinsecamente confocais, gerando luz apenas no foco do laser. Uma das principais 
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As microscopias SHG e THG já foram utilizadas para: 

 SHG + TPEF para estudar vesículas de lipídios1, neurônios2, células de 

neuroblastomas3, estruturas musculares e de tubulina4 todas marcadas. 

 THG + TPEF foi aplicado simultaneamente para fazer imagens de células gliais 

humanas5.  

 SHG + THG utilizado para monitorar desenvolvimento de embrião e mitoses em peixe-

zebra in vivo e estudar anisotropia não-linear de células musculares com profundidades 

de até 1,5 mm e resolução lateral de 0,4 m6. 

 Cardiomiócitos7. 

 Interfaces ou aplicações campos elétricos [como nos impulsos nervosos] quebram a 

simetria de inversão e permitem observação de SHG8. 

 SHG gerados por colágenos9, 10, complexos de actina-miosina10. 

 THG gerados em rizóides de algas verdes11, cloroplastos12, eritrócitos13, células 

epiteliais fixas, neurônios e musculares14 e espículas larvais de ouriços-do-mar15. 

 dinâmica intracelular de Ca2+ 16. 

                                                           
1 L. Moreaux, O. Sandre, and J. Mertz, "Membrane imaging by second-harmonic generation microscopy," J Opt Soc Am B 17(10), 1685-
1694 (2000). 
2L. Moreaux, O. Sandre, S. Charpak, M. Blanchard-Desce, and J. Mertz, "Coherent scattering in multi-harmonic light microscopy," 2L. Moreaux, O. Sandre, S. Charpak, M. Blanchard-Desce, and J. Mertz, "Coherent scattering in multi-harmonic light microscopy," 
Biophys J 80(3), 1568-1574 (2001). 
3P. J. Campagnola, M. D. Wei, A. Lewis, and L. M. Loew, "High-resolution nonlinear optical imaging of live cells by second harmonic 
generation," Biophys J 77(6), 3341-3349 (1999). 
4 P. J. Campagnola, A. C. Millard, M. Terasaki, P. E. Hoppe, C. J. Malone, and W. A. Mohler, "Threedimensional high-resolution 
second-harmonic generation imaging of endogenous structural proteins in biological tissues," Biophys. J. 82(1), 493-508 (2002). 
5 R. Barille, L. Canioni, S. Rivet, L. Sarger, P. Vacher, and T. Ducret, "Visualization of intracellular Ca2+ dynamics with simultaneous 
two-photon-excited fluorescence and third-harmonic generation microscopes,"Appl Phys Lett 79(24), 4045-4047 (2001). 
6 C.-K. Sun, S.-W. Chu, S.-Y. Chen, T.-H. Tsai, T.-M. Liu, C.-Y. Lin, and H.-J. Tsai, “Higher harmonic generation microscopy for 
developmental biology,” J. Struct. Biol. 147, 19-30 (2004). S. W. Chu, S. Y. Chen, T. H. Tsai, T. M. Liu, C. Y. Lin, H. J. Tsai, and C. K. 
Sun, "In vivo developmental biology study using noninvasive multi-harmonic generation microscopy," Opt Express 11(23), 3093-3099 
(2003). http://www.opticsexpress.org/abstract.cfm?URI=OPEX-11-23-3093 
7 V. Barzda, C. Greenhalgh, J. A. der Au, S. Elmore, J. van Beek and J. Squier, “Visualization of mitochondria in cardiomyocytes by 
simultaneous harmonic generation and fluorescence microscopy”, Optics Express, Vol. 13, Issue 20, pp. 8263-8276 (2005) 
8 L. Sacconi L, D. A. Dombeck and W. W. Webb, “Overcoming photodamage in second-harmonic generation microscopy: Real-time 

optical recording of neuronal action potentials”, PNAS 103 (9) 3124-3129 (2006). 
9 I. Freund, M. Deutsch, and A. Sprecher, "Connective-Tissue Polarity - Optical 2nd-Harmonic Microscopy, Crossed-Beam Summation, 
and Small-Angle Scattering in Rat-Tail Tendon," Biophys J 50(4), 693-712 (1986) 
10 Y. C. Guo, P. P. Ho, H. Savage, D. Harris, P. Sacks, S. Schantz, F. Liu, N. Zhadin, and R. R. Alfano, "Second harmonic tomography of 
tissues," Opt. Lett. 22(17), 1323-1325 (1997). 
11 J. A. Squier, M. Muller, G. J. Brakenhoff, and K. R. Wilson, "Third harmonic generation microscopy," Opt Express 3(9), 315-324 
(1998). http://www.opticsexpress.org/abstract.cfm?URI=OPEX-3-9-315 
12 M. Muller, J. Squier, K. R. Wilson, and G. J. Brakenhoff, "3D microscopy of transparent objects using thirdharmonic generation," J 
Microsc-Oxford 191, 266-274 (1998). 
13 A. C. Millard, P. W. Wiseman, D. N. Fittinghoff, K. R. Wilson, J. A. Squier, and M. Muller, "Third-harmonic generation microscopy 
by use of a compact, femtosecond fiber laser source," Appl Optics 38(36), 7393-7397 (1999). 
14 D. Yelin, D. Oron, E. Korkotian, M. Segal, and Y. Silbergerg, "Third-harmonic microscopy with a titaniumsapphire laser," Appl Phys 
B-Lasers O 74, S97-S101 (2002). 
15 D. Oron, E. Tal, and Y. Silberberg, "Depth-resolved multiphoton polarization microscopy by third-harmonic generation," Opt Lett 
28(23), 2315-2317 (2003). 
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 Para que os processos de óptica não linear ocorram, é necessário que os múltiplos 

fótons coincidam no tempo e no espaço. Quando o elétron é excitado para o nível virtual, 

seu tempo de vida é extremamente curto, e de acordo com o princípio da incerteza, a 

população pode ficar em um estado virtual por um período de tempo da ordem de     , 

onde    é a diferença de energia entre o nível virtual e o nível real mais próximo. 

 Os efeitos de óptica não linear podem ocorrer com lasers contínuos (continous wave 

– cw), mas as potências devem ser tão altas que inviabilizam sua utilização, devido aos 

danos térmicos que causariam nas amostras. Para que os fótons coincidam no tempo, é 

necessário o uso de laser de pulsos ultracurtos. 

Lasers de Titânio:Safira (Ti:Safira) produzem pulsos de aproximadamente 70fs com 

potência média de 3W e taxa de repetição de 80MHz (tempo de repetição de 12ns). A 

potência de pico (Pp) para esse laser é de 530kW.  

 Com o uso de laser de pulsos ultracurtos os fótons passam a coincidir no tempo, por 

outro lado, a superposição espacial desses fótons será maior no foco do laser, conforme 

mostrado na figura 1.2. Isso nos dá a possibilidade de ajustar a potência do laser, para 

garantir que os efeitos de óptica não linear ocorram apenas na região em torno do foco do 

laser. Enquanto o processo de excitação por um fóton, processo linear, ocorre em todo o 

cone de luz incidente, os processos não lineares ocorrem apenas no foco. 

 

                                                                                                                                                                                 
16 L. Canioni, S. Rivet, L. Sarger, R. Barille, P. Vacher, and P. Voisin, “Imaging of Ca2+ intracellular dynamics with a third-harmonic 
generation microscope,” Opt. Lett. 26, 515-517 (2001). 
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No capítulo três discutimos o sistema experimental, apresentando cada componente 

da montagem. No decorrer do capítulo descrevemos os detalhes do alinhamento e das 

adaptações necessárias para a obtenção de imagens com máxima qualidade. 

Os resultados do trabalho são apresentados no capítulo quatro, onde mostramos 

inúmeras imagens com as mais variadas aplicações, em que foram utilizadas como 

amostras materiais biológicos e não biológicos.   

O capítulo cinco é reservado para as conclusões e perspectivas. 
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Capítulo 2 

Teoria 

 

O objetivo desse capítulo é apresentar o desenvolvimento matemático dos 

fenômenos de óptica não linear, estudados nessa tese. Explicações intuitivas são utilizadas 

para o SHG e TPEF, um tratamento mais rigoroso para esses dois fenômenos pode ser 

encontrado na dissertação de mestrado de André A. de Thomaz17. 

Para o THG tivemos um tratamento mais rigoroso, trabalhando com a aproximação 

gaussiana para um feixe de laser e encontramos soluções analíticas para o caso particular de 

uma interface perpendicular ao eixo do laser. 

 

2.1 Geração de Segundo e Terceiro Harmônicos: Modelo 

do Oscilador Clássico 

2.1.1 Oscilador Harmônico 

A geração de harmônicos pode ser explicada classicamente através de um modelo 

de um oscilador não harmônico. Em um oscilador harmônico a força restauradora é linear 

com o deslocamento F kx  . Supondo uma força dissipativa proporcional à velocidade, a 

equação diferencial do oscilador harmônico amortecido não forçado é dada por:  

 
2

2
- -

d x dx
m kx b

dt dt
 (2.1) 

ou  

 
2

2
2

0  
o

d x dx
x

dt dt
   (2.2) 

                                                           
17 Thomaz, A. A. “Ferramenta Biofotônica Integrada para Manipulações e Microscopias Confocais”. Dissertação de mestrado orientada 
por Carlos lenz César, defendida em dezembro de 2007 
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ressonância com uma amplitude amplificada dada por 
1
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. Em síntese, o 

oscilador harmônico não responde para freqüências muito acima da ressonância mas 

responde para freqüências abaixo da ressonância, na forma F kx  . 

Quando uma onda eletromagnética incide sobre uma molécula ela força núcleos e 

elétrons. Devido à massa grande dos núcleos, a ressonância dos mesmos ocorre na região 

do infravermelho. Já os elétrons apresentam ressonância na região do ultravioleta podendo 

alcançar, dependendo da molécula, do visível ao infravermelho próximo. Nas freqüências 

ópticas tipicamente utilizadas em experimentos de SHG/THG apenas os elétrons 

respondem aos campos eletromagnéticos. Nesse caso, cada elétron está sujeito a força 

i t

o
F e E e

  . A resposta linear, supondo um oscilador harmônico amortecido é dada, 

então, por  
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 No nosso caso, para q=3. 
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 O resultado mostra de que a geração de terceiro harmônico no limite de um feixe 

fortemente focalizado desaparece para a condição de perfeito phase-matching ( 0)k   e é 

maximizado através de k  positivo. Esse comportamento pode ser entendido em termos da 

mudança de fase de  radianos que ocorre no foco de qualquer feixe focalizado.  

Esta anomalia de fase, que leva o nome de mudança de fase de Gouy (1890), tem 

consequências importantes para a óptica não linear, porque em geral, a polarização 

( )
1

q q

qp A  experimenta uma mudança de fase que é q vezes maior do que a 

experimentada pelo feixe incidente. Consequentemente a polarização não linear não 

acoplará corretamente com o feixe incidente ao menos que haja uma incompatibilidade dos 

vetores de onda k , que compensará a mudança de fase devido à passagem do feixe pelo 

foco.  

Esse resultado tem grande importância para a microscopia THG, e implica que o 

mesmo não pode ser obtido de uma estrutura com grande volume. Resultado que foi 
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Para z >> z’ vamos desprezar o termo com dependência de z’ na fase da equação 

(2.136). 
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Na equação (2.138), kv,  é o vetor de onda do laser, e k é o vetor de onda do sinal de 

THG gerado. Vamos calcular para um meio não dispersivo, ou seja kv,  = k, com  

  (3) (3) (3)
1 2( ) ( ) 1 ( )i iz z z z z          (2.139) 
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Com esse resultado chegamos a conclusão de que para uma interface entre dois 

meios não dispersivos, o sinal será proporcional a distância zi e a diferença entre os valores 

de Em amostras biológicas, que são em sua maioria compostas por água, uma 

grande fonte de THG são os lipídios28. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
28 D. Débarre and E. Beaurepaire, „„Quantitative Characterization of Biological Liquids for Third-Harmonic Generation Microscopy,‟‟ 
Biophys J. 92(2): 603–612 (2007). 
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Figura 3.3: Esquema do laser MaiTai DeepSee da Spectra-Physics 

O próprio laser de bombeio Millennia é, por sua vez, também um sistema integrado 

cujo esquema é mostrado na figura 3. No Millennia o íon trivalente Nd3+ embebido em uma 

matriz de Vanadato de Ítrio, Nd:YVO4, é bombeado por duas barras de lasers de diodo de 

AlGaAs operando em 808 nm [Spectra-Physics ProLite Diode Laser] para gerar um feixe 

de laser contínuo [cw] em 1064 nm. As barras de lasers de diodo se localizam na fonte de 

potência do Millennia e o acoplamento desses feixes é feito através de fibras ópticas. O 

feixe de 1064 nm é dobrado intracavidade para o comprimento de onda de 532 nm através 

de um cristal de triborato de lítio (LBO) a 90º sintonizado por temperatura na configuração 

de casamento de fase não crítica. 

 
Figura 3.4: Esquema do laser Millennia 

O esquema da Figura 3.4, extraído do manual do usuário do laser Millennia29, 

mostra a cavidade interna do Millennia. O cristal de Nd:YVO4 é bombeado por ambos os 

lados pelas duas fibras ópticas transmitindo o feixe de 808 nm. Os níveis de energia do íon 

                                                           
29 http://www-physics.ucsd.edu/neurophysics/courses/physics_173_273/245A_Rev_D_Millennia%20V_User_Manual.pdf 
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Figura 3.5. Esquema do laser Millennia da Spectra-Physics. 

Nas primeiras tentativas de geração de segundo harmônico intracavidade se 

percebeu que a potência de saída oscilava caoticamente devido a um processo devido a 

mistura de freqüências entre os modos longitudinais do laser de bombeio. A solução da 

Spectra-Physics para esse problema foi aumentar o comprimento da cavidade, dobrando-a 

com espelhos, para aproximar os modos longitudinais permitindo até 100 modos no banda 

de ganho do laser. A potência total dividida em tantos modos diminuiu a potência de cada 

um deles para abaixo do limiar da geração de freqüência soma e estabilizou a potência de 

saída do laser. A figura 3.6, também extraída do manual do usuário do Millennia29, 

exemplifica essa situação. Os lasers Millenia atuais têm chegado a potências acima de 18W 

em 532 nm.  
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Figura 3.6. Acima: poucos modos longitudinais na banda de ganho levam a oscilação 

caótica da potência do segundo harmônico devido a processos de soma de freqüência. 

Abaixo: muitos modos longitudinais na banda de ganho divide a potência de cada modo e 

estabiliza a potência do segundo harmônico.  

O Millennia bombeia o laser de Ti:safira que vai gerar os pulsos de femtosegundos. 

Esse laser também já foi descrito na tese da Adriana Fontes. O íon Ti3+ substitui o Al3+ na 

safira Al2O3. Da configuração atômica do átomo de titânio o íon perde dois elétrons do 

orbital 4S e um do orbital 3D, sobrando, portanto, um elétron no orbital 3D. No esquema de 

Russel-Saunders o estado fundamental desse elétron será para o maior m de orbital D, 

levando a um L total igual a 2, e o spin total de ½. O J varia de 3/2 até 5/2. O estado 

fundamental do Ti3+, na notação espectroscópica da forma 2S+1LJ, será o 2D3/2 e o estado 

excitado o 2D5/2. O campo cristalino do cristal hospedeiro levanta a degenerescência desses 

níveis para um estado excitado 2E0, duplamente degenerado e três estados 2T2 quase 

degenerados30. O cristal deve ser resfriado para evitar a população térmica dos dois níveis 

próximos do estado fundamental.  

O bastão de safira dopado com titânio possui um índice de refração não linear, da 

forma            , com    positivo, para o feixe incidente que possua uma 
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THG. Se o pulso alargar por um fator de 2, por exemplo, o sinal de SHG cai pela metade e 

o de THG cai para um quarto do valor inicial.  

Velocidade de Grupo e Dispersão de Velocidade de Grupo. Suponha duas ondas 

harmônicas de mesma intensidade mas freqüências diferentes do tipo 

   1 1 2 2cos cosS A k x t k x t       . Essa soma pode ser expressa como a multiplicação 

de duas ondas usando 2cos cos cos( ) cos( )a b a b a b    . Fazendo 1 1a b k x t    e 

2 2a b k x t    obtemos 1 2 1 2

2 2

k k
a x t

  
   e 1 2 1 2

2 2

k k
b x t

  
  . O que nos 

leva a: 

    1 2 1 2 1 2 1 2
1 1 2 2cos cos cos cos

2 2 2 2

k k k k
S A k x t k x t A x t x t

                           
 

O primeiro cosseno oscila muito mais rápido do que o segundo, que atua como uma 

função envelope que se propaga na velocidade de grupo gV
k k

  
 
 

. Um pulso curto 

necessariamente possui muitas freqüências diferentes, devido ao limite da transformada de 

Fourier [relação de incerteza] dado por 1
2    . Essa relação implica em que será 

impossível construir um pulso curto sem uma dada largura de banda  , mas não implica 

em que dada a largura de banda   o pulso será o mais curto possível. Suponha que todas 

as componentes tenham a mesma fase nula. Para t = 0 todos os cossenos valem 1 e todos se 

somam. Entretanto se as diversas componentes possuírem fases diferentes, mesmo para       

t = 0, não haverá essa soma e o pulso não será o mais curto possível.  

Suponha agora um pulso inicialmente o mais curto possível para a largura de banda 

que atravessa um meio de espessura L que possui velocidades de grupo diferentes para as 

freqüências mais alta e mais baixa. Haverá um atraso na chegada dos dois feixes dado por 

1 2

1 1 1
delay

g g g

k
L L L

V V V
  


                     

. Existem duas definições da dispersão da 

velocidade de grupo, uma em que se pretende medir o atraso temporal em termos da 
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então 
2

2
1 p

n



   ou em termos do comprimento de onda, 
 

2
2

21
2

p
n

c





  . Nesse caso 

   
 

 

2

1
22 222

2
2 2 22

2
2

2
1 1 0

2 2
1

2

p

p p

p

cd n

d c c

c


   


   



 
                     
  

, significando que 
2

2
0

n
D

c





  


 . Isso 

significa que L D  será positivo para  positivo, ou seja, comprimentos de onda 

maiores demoram mais viajando no meio do que comprimentos de ondas mais curtos. 

Uma estimativa para o atraso temporal devido à dispersão após atravessar um 

pedaço de sílica de 5 cm, GVD = 160fs²/mm, pode ser feita usando o fato de que 

L GVD     e que a largura de banda em termos da duração do pulso é dada por 

pulso




  levando a 
delay

pulso

L GVD

 

 . Para um pulso de 70 fs 

2

50 160
360

70delay

fs
mm

mm fs
fs




 
  . Ou seja a dispersão de velocidade de grupo pode 

alargar substancialmente a duração temporal do pulso.  

Correção da GVD. Como concluímos, em um meio material transparente os 

comprimentos de onda maiores se atrasam em relação aos comprimentos de ondas menores. 

Como corrigir isso?  

Fazendo com que o caminho percorrido pelos comprimentos de ondas menores seja 

maior. Isso pode ser obtido com o sistema de 4 prismas mostrado na figura 3.9. Note que o 

caminho do azul é mais longo do que o caminho óptico do vermelho correspondendo a um 

D negativo que depende da distância entre os prismas. A inserção dos prismas no ângulo de 

Brewster evita perdas por reflexão. A dispersão pode ser anulada inserindo mais ou menos 

prismas na trajetória do feixe. Ao se inserir mais prisma se introduz mais material no 

caminho óptico adicionando D positivo sem alterar o D negativo. Com as distâncias 

corretas o sistema permite correção perfeita da GVD.  
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O “pinhole” é um dos principais componentes do scan head, que atua como um 

filtro espacial conjugado com o plano focal da objetiva posicionado diretamente em frente 

às fotomultiplicadoras. 

As imagens são adquiridas em 2D fazendo uma varredura no plano focal. As 

varreduras em X e Y são feitas por dois espelhos independentes. Quando o espelho 

responsável pela direção X termina de varrer uma linha, ele volta à posição inicial enquanto 

o espelho responsável pela varredura em Y muda para uma nova posição. A fluorescência 

que é gerada em cada ponto é coletada pela objetiva retornando pelo mesmo caminho, 

passando pelos espelhos de varredura no sentido inverso, esse processo é conhecido como 

“descanning” do sinal. Após os espelhos de varredura a fluorescência passa direto pelo 

espelho dicróico e é focalizado no pinhole. 

Enquanto o laser varre a amostra, o sinal de cada ponto é detectado pela 

fotomultiplicadora, que está conectada ao computador. Esse sinal é convertido em uma 

imagem digital onde cada pixel representa um ponto varrido na amostra. A intensidade do 

pixel será proporcional a intensidade do sinal detectado pela fotomultiplicadora. A 

reconstrução de imagem 3D é feita sobrepondo as imagens em 2D para diferentes planos 

focais no eixo Z. A Figura 3.17 mostra o scanhead acoplado ao microscópio. 
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E para o segundo harmônico utilizamos o filtro, que era utilizado pelo grupo para 

outros experimentos, com espetro de transmissão dado pela figura 3.21 

 

Figura 3.21: Transmissão do filtro usado para SHG 

 

3.5 Fotomultiplicadora 

Na fotomultiplicadora (PMT) o primeiro elétron é emitido através do efeito 

fotoelétrico e dá origem a uma emissão em cascata e amplificada através da colisão com 

placas polarizadas contra as quais foi acelerado como mostra a figura 3.22 
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trepidação ao microscópio, e por consequência, à amostra. A figura 3.26 mostra como ficou 

a PMT acoplada ao suporte do condensador através da peça com gaveta. 

 

 

Figura 3.26: PMT e peça com gaveta para troca de filtros 

 

Com a resolução desses dois problemas conseguimos integrar as técnicas e o 

resultado é a seguinte montagem experimental mostrada na figura 3.27 
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 O monocromador é equipado com duas grades de difração com blaze de 500nm, 

uma com 1200 e outra com 300 linhas/mm. Ele e a CCD são comandados pelo computador 

através do programa WinSpec. 

 A CCD (Charge-coupled device) é composta de uma matriz de pixels de 100x1200 

fotodiodos de silício na configuração “back-illuminated” e refrigerada a nitrogênio líquido. 
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Figura 4.6: THG de uma mostra de cebola 

 

 Na imagem da figura 4.6 podemos identificar o núcleo da cebola sem necessidade 

de marcação. Para as duas imagens utilizamos uma objetiva de 40x de imersão em óleo. 

 Fizemos imagens de cortes de 10m de espessura de amostras de próstata de rato. A 

amostra foi congelada e montada em lâmina com glicerina e PBS. Nesse caso temos uma 

perda de sinal pois estamos usando uma lâmina de vidro, como é padrão em preparação de 

amostras para microscopia confocal. A imagem da amostra de próstata é mostrada na figura 

4.7. 
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Figura 4.10: THG de PCL em vermelho, superposição das imagens da figura 4.9. 

 

4.3  Integração entre as técnicas THG, SHG e TPEF. 

 Utilizando a montagem da figura 3.21 conseguimos fazer imagens de THG, SHG e 

TPEF de uma mesma região da amostra. As imagens são construídas separadamente, e 

depois são mescladas em uma imagem através do programa fluoview que acompanha o 

microscópio. 
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 O crosslink, ou crosslinking, é utilizado para diminuir as irregularidades da córnea, 

criando novas ligações entre as moléculas de colágeno. 

 A figura 4.14 mostra uma amostra congelada de fibroma humano, corado com 

Hematoxilina e Eosina. 

 

 
Figura 4.14: Imagens de um fibroma, TPEF em verde; SHG em vermelho e THG em 

magenta. 
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4.4  Microscopia NLO para Amostras Fixadas. 

 A fixação em parafina e a marcação com Hematoxilina (H) e Eosina (E), a 

marcação com os dois corantes é conhecida como HE, é uma das técnicas mais popular 

entre patologistas para executar diagnóstico médicos em seções histológicas. Esta técnica é 

referida como o padrão ouro para investigações histológicas e possui a habilidade de gerar 

contraste entre o citoplasma das células e seu núcleo. 

 Durante a fixação as amostras passam por vários processos que diluem os lipídios, 

isso é suficiente para zerar o sinal de THG gerado em tal amostra, o que foi constatado. 

Mas depois que o tecido é corado com HE, as amostras voltam a ter a condição necessária 

de variação de (3) e sinal de THG é possível32. 

 Realizamos imagens com TPEF de HE, SHG e THG de várias amostras de tecidos. 

A figura 4.15 mostra a imagem gerada com iluminação branca de uma amostra de mama 

humana normal. 

 

Figura 4.15: Imagem de mama marcado com HE, com objetiva de 10x 

 As imagens geradas com microscopia NLO da mesma região são mostrada abaixo 

                                                           
32 R. Cisek, J. Rowlands, V. Barzda; “Nonlinear multicontrast microscopy of hematoxylin-andeosin-stained histological sections”. 
Journal of Biomedical Optics. 15(2), 026018 (2010). 
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Figura 4.16: Imagem de amostra de mama marcada com HE, em verde TPEF, com 

objetiva de 10x 

 

Figura 4.17: Imagem de amostra de mama marcada com HE, em vermelho SHG, com 

objetiva de 10x 
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Figura 4.18: Imagem de amostra de mama marcada com HE, em magenta THG, com 

objetiva de 10x 

 

Mesclando as imagens das figuras 4.16 à 4.18. 

 
Figura 4.19: Imagem de amostra de mama marcada com HE, em verde TPEF, em 

vermelho SHG e em magenta THG, com objetiva de 10x 
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 As figuras 4.20 à 4.23 mostram os mesmos resultados para um objetiva de 40x com 

amostras de útero humano normal. 

 

 

Figura 4.20: Imagem de útero marcado com HE, com objetiva de 40x 
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Figura 4.21: Imagem de útero marcado com HE,em verde TPEF, com objetiva de 40x 
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Figura 4.22: Imagem de útero, em vermelho SHG, com objetiva de 40x 

 

Figura 4.23: Imagem de útero, em magenta THG, com objetiva de 40x 
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Figura 4.24: Imagem de amostra de útero marcadocom HE, em verde TPEF, em vermelho 

SHG e em magenta THG, com objetiva de 40x 

 

 Com a microscopia de óptica não linear acrescentamos informação às imagem da 

figura 4.15 e 4.17. O THG em magenta mostra os núcleos das células epiteliais e o SHG em 

vermelho mostra as fibras de colágeno. 
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Capítulo 5 

Conclusões e Perspectivas 

  

Durante nosso trabalho estudamos os aspectos teóricos e experimentais de um 

sistema de microscopias de óptica não linear, com atenção especial para a geração de 

terceiro harmônico. O sinal de terceiro harmônico gerado por um meio com grande volume 

é cancelado devido a interferência destrutiva associada a mudança de fase, mudança de fase 

de Gouy, que um feixe de excitação sofre ao passar pelo foco. Realizamos um estudo 

teórico de um caso simples para uma interface entre dois meios com diferentes valores de 

(3).  

Construímos um sistema experimental que possíbilita a integração das três técnicas, 

TPEF, SHG e THG, que podem ser utilizadas separadamente ou em conjunto. Passamos 

para a realização de imagens de várias amostras, sempre com a preocupação de obtermos 

imagens claras, com boa proporção entre sinal e ruído. 

A grande dificuldade desse trabalho foi encontrar a melhor forma de trabalhar com 

o terceiro harmônico gerado no ultravioleta. Obtivemos sucesso na integração das técnicas 

com criatividade, no entanto, dependendo da amostra, muitas vezes opacas e com grande 

espessura, a intensidade do laser deve ser alta ao ponto de causar danos nas mostras. 

 A microscopia por geração de terceiro harmônico se mostrou como uma ferramenta 

que pode ser adaptada aos atuais procedimentos de fixação, possibilitando o acesso à 

biblioteca de amostras marcadas com hematoxilina e eosina. Estudos com amostras 

cancerígenas já estão em andamento. A geração de segundo harmônico continua abrindo 

possibilidades para o estudo de formações de colágeno.  

 Com a experiência adquirida neste trabalho, teremos mais conhecimento para a 

implementação de outras técnicas de óptica não linear, entre elas a microscopia CARS 

[Coherent Anti-Stokes Raman Scattering] e SRS [Stimulated Raman Scattering], que serão 

possíveis em pouco tempo, com um conjunto de lasers já adquiridos pelo grupo. 
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Temos a função de Green adiantada, em que t < t´. O tempo R/c é o tempo em que a 

luz gasta para percorrer o distância R. Note que o G+ significa uma fonte de ondas, e o G- 

sumidouro de ondas.  
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