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No processo de construção de imagens por Microscopia Confocal Multifóton, é utilizada a absorção 
de dois fótons para a excitação de um elétron. Então, para que ocorra essa absorção, cada fóton 
deve ter a metade da energia necessária para excitar um elétron, ou seja, o comprimento de onda 
do laser de excitação deve ser dobrado. Neste método de fluorescência, é utilizado o laser 
pulsado, em que os fótons passam a coincidir no tempo, aumentando muito a probabilidade de 
obter a absorção de dois fótons. Além disso, neste caso a superposição espacial dos fótons é 
muito maior na região do foco, tendo uma menor região de excitação e maior penetração do laser 
na amostra, possibilitando maior observação das estruturas internas. Diferente da fluorescência, na 
construção de imagens por Geração de Segundo Harmônico (SHG) não há absorção de fótons do 
laser, eles são apenas espalhados após interagirem com os elétrons da amostra. Este processo 
necessita de dois fótons para emitir um fóton com o dobro da freqüência. O SHG só é gerado onde 
não há simetria de inversão na amostra. Um ótimo exemplo disso é o colágeno, que além de não 
possuir essa simetria, suas moléculas são alinhadas em hélices intensificando o sinal do SHG. 
Utilizando esses métodos, meu projeto é construir imagens de tecidos biológicos em 2-D e 3-D. 
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