Protocolo Aquisicao Imagens SHG
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Equipamentos utilizados: Laser pulsado Chameleon Discovery NX da Coherent e Microscopio
Zeiss LSM 780 Invertido ou Upright.

Uma forma de representar os processos de éptica ndo linear é através de diagramas de niveis
de energia. A figura abaixo mostra os fendbmenos de optica ndo linear realizados no nosso
trabalho.
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As setas possuem comprimento proporcional a energia hw dos fotons (inversamente
proporcional ao comprimento de onda) as linhas continuas representam niveis de energia reais
e as linhas tracejadas representam niveis de energia virtuais. A) Fluorescéncia excitada por
absorgdo de dois fétons TPEF. B) Gera¢do de sequndo harménico SHG. C) Geragdo de terceiro
harménico THG.

A geragdao de harmoénicos pode ser explicada classicamente através de um modelo de um
oscilador ndao harmoénico. Em um oscilador harmoénico a for¢a restauradora é linear com o

deslocamento ¥ =—kx Supondo uma forga dissipativa proporcional a velocidade, a equacao
diferencial do oscilador harménico amortecido ndo forgado é dada por:
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Onde m e m . O deslocamento x, sem solugdo transiente, quando o oscilador é
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forcado com uma forga F,e , € dada por
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Por outro lado para freqliéncias baixas o, D(o) =0,
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amplificada dada por ¥ . Em sintese, o oscilador harmonico nao responde para
freqliéncias muito acima da ressonancia mas responde para freqliéncias abaixo da ressonancia,

naforma F =—kx

e o oscilador responde como no

caso estatico o atingimos a ressonancia com uma amplitude

Quando uma onda eletromagnética incide sobre uma molécula ela forga nucleos e elétrons.
Devido a massa grande dos nucleos, a ressondncia dos mesmos ocorre na regiao do
infravermelho. Ja os elétrons apresentam ressonancia na regido do ultravioleta podendo
alcancar, dependendo da molécula, do visivel ao infravermelho préximo. Nas freqliéncias
Opticas tipicamente utilizadas em experimentos de SHG/THG apenas os elétrons respondem aos
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campos eletromagnéticos. Nesse caso, cada elétron estd sujeito a forca A

resposta linear, supondo um oscilador harménico amortecido é dada, entdo, por
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Entretanto, a lei de Hooke F =—kx ¢ apenas uma aproximacao da realidade, vdlida para
oscilagdes muito pequenas. Uma expansdo em série de Taylor mostra que uma forca mais geral
seria dada por:

F=—kx—Bx*—nx’ -0

com termos cada vez menores a medida que a ordem da série cresce. Podemos utilizar o fato de
gue a influéncia dos termos de poténcias maiores sdo bem menores dos termos anteriores para
desenvolver um método de aproximagOes sucessivas para resolver essa equacgao diferencial ndao
linear.
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Passo (1) desprezamos os termos X e encontramos X ~ do oscilador harmonico
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Passo (2): passamos esse [ para o lado direito da equacdo do oscilador harménico
forcado como uma nova forga:

No caso do SHG
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No caso do THG
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Substituindo solugdes do tipo
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obtemos:
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Esse é o modelo mais simples e desconsidera que os campos devem ser reais, ou que se deve

. tinot o a cos(wt 2
combinar termos com € . Se tomarmos uma excitagdo da forma ( ) o termo com X
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levaria a 2 2 , com um termo DC, chamado de retificacdo déptica, e um
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termo com o dobro da freqliéncia. J4& o termo com X levaria a
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4 4 gerando um sinal na mesma freqiiéncia e outra no terceiro
harmonico.

E interessante também rever esse modelo simples em termos do vocabuldrio tipico da dptica
ndo linear. Sabemos que um dipolo oscilante é capaz de irradiar ondas eletromagnéticas e que
esses dipolos podem ser criados pelo campo eletromagnético incidente. A densidade de dipolos
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de um meio pode ser expandida em série de Taylor
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x , segunda, X e terceira ordem, x , sdo tensores que dependem da freqiiéncia final
do sinal gerado e dos campos incidentes. O sinal de SHG é gerado pelo termo
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A poténcia, ou intensidade em um oscilador é proporcional ao quadrado da amplitude, X ,
enquanto a intensidade de um sinal eletromagnético é proporcional ao quadrado da amplitude
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do campo elétrico I<E® Em consequéncia o sinal do SHG é proporcional a E, o1 ,
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enqguanto o sinal do THG é proporcional a E, o1 .



Para o segundo harmonico faremos uma explicacdo intuitiva, que nos levara a principal
caracteristica desse fendmeno, mostrada no final dessa secdo.

Partindo da expansdao de série de taylos da lei de Hooke, faremos uma operagao de
inversao, trocando x por -x.

F(-x)==K(-x) = B(-x)" —n(-x)’ +0

Para uma molécula com simetria de inversdo, a forca em uma posicdo —x deve ter o sinal

trocado com relacgo a forca em x. Assim (=) =—F(x)
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Para o termo dependente de ¥ temos uma igualdade do tipo
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A Unica solugdo é p=0 ,a susceptibilidade de segunda ordem X também serd zero .
A conclusdo é que para moléculas com simetria de inversdo ndo teremos SHG.

Um bom gerador de SHG na biologia é o coldgeno, que possui moléculas quiriais, a
organizacdo das moléculas também favorece o sinal de SHG, o colageno se arranja em hélices
triplas crescendo em fibras.

Sistema para aquisicao imagem de SHG.

Nosso alinhamento para aquisicao de imagens SHG utiliza o feixe ajustavel do laser Chameleon
Discovery NX (Coherent, EUA), de 660 a 1320 nm, ambos possuem taxa de repeticdo de 80 MHz
e pulsos de <100 fs. O feixe passa por um conjunto de uma placa de meia onda e um polarizador

para controle de poténcia, onde a polarizacdo horizontal serd transmitida.
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HPL — Placa de meia onda e polarizador; PMT fotomultiplicadora.

O sinal de segundo harmonico serd gerado na metade do comprimento de onda do laser. Nés
geralmente utilizamos o laser em 940 nm, com SHG em 470 nm tanto na dire¢do para frente

(F-SHG) quanto para tras (B-SHG).
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