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Uno de los mas trascendentales descubrimientos de la fisiologia
realizado en la ultima década de los anos 50 del siglo pasado
lo fue el mecanismo electroquimico por el cual se genera y
transmite el potencial deaccionatravés delas células del sistema
nervioso de los seres vivos [1].Posteriores investigaciones
sugieren que tales procesos bioldgicos en los que intervienen
reacciones quimicas y transferencias de iones por difusion
activa [2] responden a procesos autocataliticosestocasticos
regidos por una dinamica compleja de cardcter no lineal [3].

Diversas técnicas de mediciones opticas han sido reportadas
hasta hoy, algunas basadas en la birrefringencia de la
membrana que envuelve a los axones de las células nerviosas

(4], 5], [6], [7].

Recientemente los autores han empleado patrones de speckle
dindmicos para obtener imagenes de un axoén gigante de
calamar sometido a impulsos eléctricos de frecuencias
variables. Estas imagenes, procesadas digitalmente, revelan
algunas caracteristicas de este fenomeno que no son apreciables
por otras técnicas Opticas convencionales [8].

Los resultados obtenidos evidencian el cardcter no lineal de este
proceso obteniéndose patrones de intensidad temporalmente
variable similares a los correspondientes al modelo de Lotka y
Volterra para las poblaciones de victimas y depredadores (ver
Ref. [3]).

Sistema experimental:Un ldserde He-Ne clase III b (A = 632
nm y 15 mW de potencia maxima) se apunt6 hacia una lente
expansora.El haz expandido y colimado se orientéa un espejo
inclinado 45° con la horizontal que lo desvié verticalmente
pasando por un polarizadorpara incidiren una placa difusora
de vidrio rugosoproduciendo un patron de speckle.La

muestra, un axon gigante de calamar (loligosaopauliensis),se
monto dentro de una capsula Petri sumergido en una solucion
salina de cloruro sodico(300 mM) ubicada sobre la platina
de un microscopio optico (OPTICOM, XSZ-107T) con
amplificacion 64 X. Para registrar el potencial de accién fueron
colocadosmicroelectrodosinertes uno en el interior del axon y
el otro en contacto con la disolucion. Un generador de sefiales
de pulso cuadrado de frecuencia y amplitud regulables fue
conectado al axén y con un osciloscopio se registrola sefal
excitadora y lasenal de respuesta (potencial de accion). Las
imagenes se capturaron con una camara CCD con resolucion
1027 x 850 pixel y rapidez de captura de 30 cuadros/s acoplada
al microscopio antecedida de otro polarizador y conectada a
unacomputadora.

Los componentes fueron montados en una mesa antivibratoria
para estabilizar el patrén. (Ver figuras 1y 2).
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Figura 1: Esquema del sistema experimental para obtener el patrén de
speckle.




Se grabaron videos de 500 fotogramas obteniéndose imagenes
del patron de speckle por transmision a través de la membrana
del borde del axon activada durante el proceso de excitacion
siendo observado con luz polarizada con los polarizadores
tanto paralelos como cruzados apreciandose en este caso el
caracter birrefringente de dicha membrana lo que se aprecia al
comparar lasfiguras 3 y 4 respectivamente.

Videos obtenidos excitando el axon a diferentes valores de
frecuencias fueron analizados eligiéndose uno en el cual la
frecuencia fue de 200 kHz.

Figura 2: Montaje del sistema experimental.

Los videos fueron procesados digitalmente para estudiar
las fluctuaciones de la intensidad promedio del patron en el
exterior y el interior del axén y en el seno de la membrana
neurotransmisora.
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Figura 3: Patron de speckle del borde de la membrana del axén
(polarizadores paralelos).

Figura 4: Patron de speckle del borde de la membrana del axén
(polarizadores cuzados).

Utilizando el programa “Tracker’, versién 4.52 [9] se

obtuvieron registros temporales de variacién de la intensidad
del patron en pequenas regiones (radio 20 pixel) ubicadas
perpendicularmente al plano de la membrana en la region
sobre la membrana (ver figura 5).

region A seleccionado (introduzca el radio para

Figura 5: Imagen procesada conTracker sobre el patrén de speckle de la
membrana del axén (polarizadores cruzados).

El patrén de fluctuaciones temporales de la intensidad obtenido
acusa variaciones estocdsticas similares a las que se generan en
los sistemas dindmicos autocataliticos (ver figura 6).

Figura 6: Patron de fluctuaciones temporales de la intensidad en el
patrén por transmision.

Comparando las fluctuaciones obtenidas en un punto interior
ala membrana con las obtenidas en otro punto inmediato en la
region de la solucion salina se aprecia cierta correlacion de las
senales asi como un desplazamiento relativo de los maximos y
minimos entre patrones lo cual puede estar relacionado con la
difusion activa de iones sodio (Na*) que penetran a través de la
membrana y potasio (K*) que salen hacia la solucién y que son
los responsables de la transmision del potencial de accion (ver
Ref[1]) de modo que las concentraciones respectivas cambian
con un retraso en el tiempo en una y otra region. Ver figuras 7
ala9.

Figura 7: solucién salina

Imagen procesada con Tracker en la
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(polarizadores paralelos).
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Figura 8: Imagen procesada con Tracke en lamembrana neurotransmisora.

Con el objetivo de lograr mayor informacion de los patrones
se aplicaron a los videos otros procesamientos para eliminar
la senal del fondo y mejorar el contraste eliminando las
componentes verde y azul de la matriz de cada cuadro dado
que la luz empleada fue de un laser rojo de modo que las otras
componentes solo aportan ruido a la sefal.

Figura 9: Fluctuaciones temporales de la intensidad en el patrén por
transmision a través de la solucién salina (a) y a través de la membrana
neurotransmisora (b).
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Figura 10: Puntos analizados en el eje transversal a la interfase.

Figura 11: Imagen procesada del plano rojo.

El procesamiento aplicado en este caso utilizando recursos

de MatLab permitié descomponer cada video en todos sus
cuadros, procesar cada cuadro y volver a recomponer el
video para obtener los patrones de fluctuacién temporal de
la intensidad deseados. Los resultados de este proceso se
muestran a continuacion (figuras 10y 11).

RESULTADOS OBTENIDOS AL ELIMINAR LA SENAL DE FONDO

Se apreci6 saturacion de la camara en region de la imagen y
actividad de vibracion en la frontera en algunos momentos.

La figura 12 muestra el plano del speckle del fondo que se restd

de cada cuadro y la figura 13 muestra los puntos analizados en
el video ya reconformado.

Figura 12: Plano del fondo rojo.
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Figural3: Puntos analizados en el plano rojo sin fondo.
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Figura 14:Patrén de fluctuaciones para el punto (460,450) sin fondo.

Intensity vs time (x=410, y=500) (1500 frames) without background
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Figural5:Patrén de fluctuaciones para el punto (410,500) sin fondo.

Para el punto (510, 400) el patréon resultoser nulo todo el
tiempo como era de esperar.

Se revela ademas el retardo de tiempo de las fluctuaciones en la
solucidn salina respecto a la membrana del axén.

CONCLUSIONES

La técnica del speckle dindmico aplicada al estudio de imagenes
microscopicas de la transmision del potencial de accién en el
axon gigante de calamar permite obtener valiosa informacion
sobre la dinamica no lineal de este proceso y evidencia el
caracter de proceso autorregulado inherente al mismo.
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