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INTRODUCCION.

La complejidad de los problemas que presentan muchas de
las investigaciones actuales requieren de la participacién de es-~
pecialistas en diversos campos, que aporten sus conocimientos en
la biisqueda de soluciones.

En la actualidad, es innegable el éxito de investigacip
nes donde la interdisciplinariedad ha jugado un papel determinan-
te. Tanto es asi, que cada vez son mids los temas de trabajo que
se abordan bajo esta perspectiva.

El estudio de células bioldgicas es una muestra de este
tipo de investigaciones. En los dltimos aflos, bidlogos, matemati-
cos, quimicos, fisicos, médicos, etc, han aportado sus experien-
cias en el desarrollo de técnicas gque han permitido profundizar
en el conocimiento de las estructuras bioldgicas.

En la determinacidén de la morfologia celular se han usa
do técnicas de Microscopia electrdnica (Boseck, S., 1981), que re
quieren grandes esfuerzos de investigacidn punta, para conseguir
elevar el poder de resolucién hasta limites convenientes de anali
sis. Las imégenes obtenidas con estas técnicas pueden ser digita-
lizadas y analizadas numericamente. En estos casos, es necesaria
la aplicacidn de modernas técnicas de tratamiento de informacién
(Santisteban, A. et al., 1981) tanto digitales como analdgicas, y
el uso de avanzados resultados matemiaticos en el procesado de los
datos.

Los esfuerzos que se realizan en este campo no sdlo tie
nen por objeto profundizar en la morfologia celular, sino que,
también, pretenden conocer las variaciones que sufren las células
cuando son atacadas por agentes patdgenos o fisicos. Los resulta-
dos de estos trabajos son de interés en el campo del diagndstico,
y han dado lugar al desarrollo de complejas técnicas fisicas, qui
micas y matemidticas. Es claro que tanto la aportacidn inicial de
elementos de estudio, como la explotacidn de los resultados, ha
de hacerse desde la Biologia o la Medicina (Catsimpoolas, N.,
1982).
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Muchas de estas técnicas presentan la desventaja de te-
ner que manipular el objeto para su analisis. Por ejemplo, la uti
lizacidn de la Microscopia electrdnica conlleva la preparacidn
adecuada de las muestras para que puedan ser observadas. Por otra
parte, la interaccidn del haz de electrones con el especimen bio-
1dgico produce alteraciones estructurales en el mismo que son
irreversibles en el proceso del anadlisis. Otras técnicas, como
son las derivadas de las medidas eléctricas, inducen modificacig
nes en la estructura celular. Este hecho deriva de las propieda-
des conductoras que presenta la membrana celular, dando lugar a
un campo eléctrico pardsito que viene a modificar el andlisis de
la sefial eléctrica (Grover, N.B. et al, 1969, 1972).

La utilizacidén de técnicas de inmunofluorescencia estd
siendo utilizada en la actualidad para el estudio de variaciones
estructurales localizadas en determinadas zonas de una célula asi
como de diferenciacidén celular (Hardy, R.R. et al., 1982). Si
bien es una técnica de resultados satisfactorios se necesitan pro
cedimientos de experimentacidn altamente sofisticados. Es, pues,
importante la blisqueda de técnicas experimentales no tan comple-
jas y que requieran métodos de andlisis que puedan ser abordados
con modelos matemdticos de mids sencillo tratamiento. En este sen-
tido, los métodos Spticos no destructivos parecen ser los que dan
lugar a una alteracidén minima y, por tanto, son una alternativa
importante en la aplicacién a métodos de diferenciacidn morfolégi
ca (Almeida, S.P. et al., 1977).

Entre los métodos épticos, el scattering de luz ha sido
recientemente desarrollado como técnica muy sensible al tamario,
forma e indice de refraccidn de objetos cuyas dimensiones sean
comparables a la de la longitud de onda de la radiacién inciden-
te, como es el caso de los objetos bioldgicos (Ishimaru, A., 1978).
La teoria de Mie describe la intensidad total del campo de scatter
ing, en el cual estd contenida la informacidn sobre el tamafio e in
dice de refraccidn del objeto (Kerker, M., 1969). La aplicacidn al
estudio de células bioldgicas requiere la introduccién de un mode-
lo matemdtico que se establece al considerar que éstas son asimila
bles a una esfera constituida por dos capas concéntricas, la mas
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interna representar{a al nicleo, y la mds externa, al citoplasma.
Este modelo tedrico (Wyatt, P.F., 1968; Mullaney, P.F. et al.,
1969) ha sido utilizade como test permitiendo el disefio de detegc
tores especificos. Experimentalmente, el angulo bajo el cual se
realiza la deteccidn es el pardmetro del cual depende la informa
cidn. Asi, en el scattering hacia delante (0°s & 5 20°) esta téc
nica es sensible a objetos cuyos didmetros estan comprendidos en
tre 8 y 20 um y a variaciones en el indice de refraccidén del ni-
cleo y del citoplasma. En el scattering hacia atras (8 = 180°) se
obtiene informacidn sobre la membrana de la célula, siendo ésta
una zona de mixima sensibilidad a pequeiios cambios en la morfolo
gia del objeto (Meyer, R.A., 1977). BEn la deteccidn a 90° se ob-
tiene informacidn de objetos cuyas dimensiones estan comprendidas
entre 3 y 30 um. La respuesta que se obtiene es tres ordenes de
magnitud inferior a la obtenida en la direccidén hacia delante.
Junto a las ventajas que este método presenta, debido a su alta
sensibilidad, existe una dificultad en la deteccidn de la seifial
por ser ésta muy débil. Como consecuencia, la interp;etacién de
los resultados presenta graves inconvenientes al hacerse impor-
tante la sefial de ruido de fondo del fotomultiplicador.

El procesado dptico lineal de la imagen es otro método
Que presenta la ventaja de ser no destructivo, permitiendo hacer
estudios "in vivo" de las células bioldgicas. A esto hay que afia
dir la rapidez operativa asi como la obtencidn directa de la res
puesta en forma de imagen Sptica, detectable por muy diversos mé
todos. En el estudio "in vivo" se obtiene informacidn del especi
men bioldgico en tiempo real, mientras que del estudio de répli-
cas fotogrdficas se conoce la informacidn de cierto tipo de ima-
gen del objeto. Las técnicas de difractometria y filtrado dptico
de frecuencias espaciales, ampliamente aplicadas en la actuali-
dad a otros campos de la Fisica (Bescds, J. y Santamaria, J.,
1982), se presentan como prometedoras en este nuevo campo de la
Bio-Optica y aparecen de gran interés si se conjugan con procesa
dos adicionales de la sefal.

En particular, el andlisis de la distribucidn de inten
sidad de difraccidn permite obtener informacidn del objeto difrac



tante. Cuando éste es heterogéneo, el estudio del patrdn de di-
fraccién se hace mids complejo. Sin embargo, cuando los distintos
componentes del objeto presentan la misma simetria, se facilita
la obtencidn de informacién del mismo a partir de la distribucidn
de intensidad de difraccidn.

.En este trabajo de investigacidén se ha aboradado el and
lisis de células bioldgicas por técnicas de difractometria y pro-
cesado éptico lineal de .la imagen. Estd constituido por cinco Ca-
pitulos cuyo contenido pasamos a describir:

En el Capitulo 1 se establece un régimen de transicidn
entre el scattering tridimensional y el bidimensional que permite
demostrar que cuando el plano sobre el cual se obtiene la respues
ta se aleja suficientemente, ésta es interpretable como una di-
fraccién en régimen de Fraunhofer. Asi mismo, se define un modelo
tedrico para la funcidn de transmisidén asociada a una célula bio-
1légica individual.

En el Capitulo 2 se estudia la respuesta en el plano de
Fourier considerando en la funcidén de transmisidn diversas apro-
ximaciones que suponen diferentes comportamientos dpticos de la
célula (objeto de fase, objeto de amplitud, etc), obteniéndose
en cada caso la correspondiente respuesta analit;ca.

En el Capitulo 3 se analizan numericamente todos los
comportamientos anteriormente estudiados, dada la dificultad de
obtener mas informacidén de las expresiones analiticas. Se estu-
dia la influencia de los parametros opticos asignados a la célu-
la sobre su respuesta en el planc de Fourier. Este minucioso es-
tudio, en el gue se han considerado un amplio rango de valores
para los pardmetros, permitird, una vez obtenida la figura de di
fraccidn, conocer y asociar valores a los pardmetros que caracte
rizan la célula.

En el Capitulo 4 se detallan los resultados experimen-
tales que se obtienen cuando se estudia el patrdén de difraccidn
de una transparencia de una célula bioldgica obtenida a través
de un microscopio dptico con la técnica de contraste de fase. Los
resultados obtenidos mediante el procesado analdgico de la sehal
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se comparan con los tedricos estudiados en el Capitulo 3.

En el Capftulo 5 se desarrolla una innovadora técnica
de filtrado espacial dindmico, estudiidndose su interpretacidn ma
tematica. A través de ella se obtiene informacidn diferenciada
de cada parte de la célula, discutié@ndose el rango de aplicabilj
dad del método y su comparacidn con un régimen convencional esti
tico.

Al final de este trabajo, se incluyen cinco Apéndices
gue explican de forma detallada las aproximaciones mids importan-
tes utilizadas en los desarrollos tedricos, asi como un diagrama
de los programas de cidlculo numérico utilizados.

Por Ultimo, notese gue al final de cada Capitulo se in
cluye la bibliografia correspondiente.
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CAPITULO 1

TRANSMISION Y ABSORCION DE RADIACION POR UNA CELULA BIOLOGICA:
FUNDAMENTOS TEORICOS.

1.1.- INTRODUCCION

En este capfitulo abordaremos el fenbmeno de la propaga-
cibén del campo electromagnético a travé&s de un medio caracteriza-
do opticamente por su funcién permeabilidad dieléctrica e(r). Es-
tamos considerando, por tanto, medios opticamente inhomogé&neos,
con la particularidad, ademis, de que una de sus dimensiones espa
ciales es mucho m&s pequefia que las otras dos.y por ello podemos
précticamente considerarlos como objetos bidimensionales. Este es
el caso de los especimenes biol&gicos.

Las caracteristicas de estos medios permiten en el limi
te hacer una serie de aproximaciones que simplifican la expresidn
analftica del campo elé&ctrico transmitido y puesto que, se estu-
dia este fenfmeno en el rango de las frecuencias Spticas, se pue
de hacer una aproximacidén de tipo eikonal.. Los resultados obte-
nidos son consistentes con otros ya conocidos para medios optica
mente inhomogéneos.

A partir de la aproximacién eikonal para el campo transg
mitido se introduce la funcién de transmisifén 6ptica. Al conside-
rar el medio como absorbente, es decir, con un coeficiente de ate
nuacién no despreciable, se obtiene dicha funcién de transmisibn
como el producto de dos té&rminos, uno de amplitud y otro de fase.
Se aplica al caso concreto de una célula biolbgica.

Por Gltimo, a partir de la amplitud de dispersidn tridi
mensional en aproximacibn eikonal se obtiene una expresifn expli-
cita para la seccifn eficaz total de scattering, que como se de-
muestra coincide con el comportamiento matem&tico de la intensi-
dad difractada.



1.2.- APROXIMACION EIKONAL

Supongamos un objeto tridimensional tal como se muestra
en la Figura 1, en &1 que el espesor A segfin el eje z es mucho
mas pequefio que las dimensiones x e y.

Sobre dicho objeto incide un campo el&ctrico paralelo

al eje z, en forma de onda plana monocrom&tica y linealmente pola

rizada que designamos por Ei.

El problema que se plantea es determinar el campo esca-
lar transmitido por el objeto en la direccibén del eje z.

El campo incidente el sers segin hemos supuesto de la

forma:

ikz

eld) =e = (x,y,2) T (1.1)

y por tanto solo depende de la coordenada z.

El campo escalar transmitido Et(f) dependerd en general
de las tres coordenadas:

E = EX(E) ' (1.2)

Supondremos gue el campo total E(X) en la direccién del
eje z puede expresarse en cualquier punto como:

E(f) = EX(z) E'(D) (1.3)

donde E'(r) es una funcién que cumple las siguientes condiciones:

a) Para valores de z superiores al espesor A , el campo
total coincidir8 con el campo transmitido:

E(E) = S (D) para z > 4 (1.4)
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b) Cuando z + -», E'(r) tender& a 1, y as{ tendremocs
que:

E() = E*(F) siz+-w

¢) Por filtimo, el campo E(r) debe cumplir la ecuacibén
de ondas escalar:

(Vz + kz) E(r) = -kz(e(f) -1) E(T) {1.5)
donde: V2 es el operador laplaciana (—3; + —2; + —Q;)
- ’
X y 3z

e(r) representa la permeabilidad dielé&ctrica del objeto en estu-
dio y, k = 21/) es la componente segfin el eje z del vector de on
da, siendo X la longitud de onda de la radiacibn incidente.

Como ya se enuncif al principio, nuestro problema es en
contrar el campo escalar transmitido. La ec. (1.3) nos permite ob
tener dicho campo una vez que tengamos determinada la funcién -
E'(r). Para ello vamos a partir de la tercera condicibn aplicindo
la a la ec. (1.3)

Aplicando el operador gradiente 7 a esta expresifn ten-
dremos:

e = (eh e + (FE)Ed (1.6)
de forma que para st, se obtiene:
v2e = §(FE) = (D E' + (v2d £t + 2(7eh) (FE") (1.7
De acuerdo con (1.1):

241

v2e 2

= -k

y por tanto:
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2 2

v’e = -x%e'e’ + lv?E' + 21ket - (1.8)

que sustituida en (1.5) y después de dividir por Ei conduce a la
expresidn: :

v2Et + 21k = - k¥ (e® - 1) E (1.9)

que es la ecuacibén diferencial buscada para E'(r).

En el tratamiento que sigue supondremos que la longitud
de onda A es mucho mds peqguefia gue la longitud tfpica del objeto
A. Por otra parte, supondremos gue para desplazamientos inferio-
res a la longitud de onda X la permeabilidad dieléctrica e(I) es
précticamente constante. Estamos, por tanto, en aproximacién eiko
nal y de acuerdo con ella podemos establecer que:

- Para desplazamientos inferiores a ), E' varia lenta-
mente y por tanto v2E es despreciable frente a 3E'/5z.

- Para desplazamientos superiores a A se tiene gue:

3 3E'
% (0 |
l2ik $E.j= &L (2B 1% (%’-)I (1.10)
. SE'
5 &

con lo cual el té&rmino VZE' es despreciable frente a los otros
dos y, por tanto, la ecuacién diferencial gue debe cumplir E'(Y)
en aproximacidén eikonal es:

>

|n

= - X e® -1k (1.11)

)

z

La integracibén de esta ecuacién para valores fijos de x
e y conduce a:

k Z
5 dz' (e(x,y,z') = 1

E'(r) = e ‘0 ' (1.12)
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al imponer que E'(r) tiende a 1 cuando z + - =,

Esta expresién de E'(I) en aproximacién eikonal coincide
con otros resultados ya conocidos para medios con permeabilidad
dieléctrica variable, como ocurre en una red hologr&fica, en cuyo
caso se denomina aproximacién de Raman-Nath (Solymar, L. and Cooke,
D., 1981).

Finalmente, el campo total E(I) en aproximacibn eikonal
es:

z
E(F) = E¥(z) eiK/2 Io‘”' (elxry,2') = 1) (1.13)

que para z > A coincide con el campo transmitido.

1.3.- FUNCION DE TRANSMISION OPTICA.

A partir de la expresifn del campo total E(r) en aproxi-
macién eikonal se puede obtener la funcién de transmisidén Sptica
eikonal.

El factor de transmisifén o coeficiente de transmisibn
de un determinado medio cuya permeabilidad dieléctrica es distinta
de la del vacfo se define segfin la teorfa electromagnética de la
radiacifén como la relacidn entre las amplitudes del campo eléctri-
co transmitido por el medio y el campo eléctrico incidente (Born &
Wolf, 197S).

)
t= = (1.14)

cuando la radiacibn incide perpendicularmente al plano que contie-
na al objeto, tal como aparece en la Fig. 1. En este caso, dado



ol

Pig. 1.~ jefinicién de fas coordenadas utifizadas en el célculo

de fa emplitud de scatteading.



- 13 -

que se esta desarrollando un tratamiento escalar, nos estamos refi
riendo a una sola componente del campo: ﬁi = (O’O’Ez)' que designa
remos como onda TM (transversal magnética) incidente. En consecuen
cia de la ec. (1.13) se deduce que:

A
1k/2j daz' (e(x,y,2') - 1)
0

tix,y) = e (1.15)

Cuando el medio es inhomogéneo la funcién de transmisibn
presenta igualmente una dependencia en la posicifn. En general, la
relacibn entre esta funcifn y la permeabilidad dielé&ctrica sigue -
una ley exponencial. Si designamos por:

[}
¢eik(x,y) = k/2j°dz'(e(x,y,z') - 1) (1.16)

la ec. (1.15) es:
tix,y) = elfeix(®xr¥) (1.17)

y la funcibn de transmisifn viene expresada en términos de la fase
eikonal.

En el caso en gue el medio transmisor de la radiacibn -
tenga una permeabilidad dieléctrica préxima a la del vacio,
(e(r) -1 es un valor pequefio) se puede obtener una ley simplifica
da al desarrollar en serie el término exponencial de la ec.(1.17):

A
tix,y) = 1+ 3F J az'(e(x,y,z') - 1) (1.18)
0

Si ademfs el medio es tal que € varia muy poco en la di-
reccibn z: e(x,y,2) = e(x,y). En este caso obtenemos:

ti(x,y) = 1+ i§5 (e(x,y) - 1} (1.19)



Para longitud de onda )\ y espesor A fijos, la funcibn de
transmisién optica depende linealmente de la permeabilidad diel&c-
trica e(x,y).

N6tese que para espesores A pequefios pero no desprecia-
bles, como es nuestro caso, t(x,y) es distinta de la unidad debido
al factor k4a/2(e(x,y) - 1) que actBa sobre la fase de la onda trans
mitida. Este interesante resultado se tendr8 en cuenta m&s adelante.

Medio absorbente:

El caso md3s general supone considerar el medio transmisor
como medio absorbente. La permeabilidad diel&ctrica es entonces una
funcibén compleja de la forma:

e(x,y,2) = Ree(x,y,2) + iIme(x,y,2) (1.20)

La ec. (1.17) se expresa ahora como:

tix,y) = A(x,y) e1¢eik(x'y) (1.21)

A partir de la ec. (1.15) podemos expresar t(x,y) en for
ma explicita como:

A
t(x,y) = eik/2jodz'(nee(x,y,z') - 1)

A

e-k/zjodz'Im:(x,y,z') (1.22)

Identificando con la ec. (1.21):

)
Alx,y) = e-k/![ﬁdz'Im:(x,y,z') (1.23)
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gue es el coeficiente de atenuacién o t€&rmino de amplitud en apr&-
ximacibén eikonal expresada en funcifén de la parte imaginaria de ¢,
Im(x,y) > 0, y:

A
¢(x,y) = § Jodz'(nee(x.y.z') -1) (1.24)

que es la fase eikonal expresada en funcibn de la parte real de €.

Si de nuevo suponemos que: c(x,y,2) = e€(x,y), las ecs.
(1.23) y (1.24) se expresan como:

Alx,y) = e-kA/2 Ime(x,y) (1.25)

e(x,y) = K (Ree(x,y) - 1) (1.26)

En el caso mds general el coeficiente de atenuacifn del
medio no varfa linealmente con Ime(x,y), puesto que seg@n la ec.
(1.25):

Ime(x,y) = - g& 1n A(x,y) (1.27)

Sin embargo, si el medio absorbe s6lo debilmente la ra-
diacibn, puede suponerse que Ime es un valor pequefio, pudiéndose
desarrollar en serie la ec. (1.25):

AGy) = 1 - B} 1me(x,y) (1.28)

Obtenemos en este caso una dependencia lineal del coefi
ciente de atenuacién con Ime(x,y). NStese que si, para A fijo, -
Ime (x,y) es pequefio, van a obtenerse siempre valores para A(x,y),
muy préximos pero distintos de uno. Este es otro importante resul-
tado que utilizaremos posteriormente.
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1.4.- FUNCION DE TRANSMISION OPTICA ASOCIADA A UNA CELULA BIOLOGICA.

Una c&lula biol8gica puede considerarse como un objeto
inhomogéneo bidimensional. Su inhomogeneidad proviene de las varia
ciones en el indice de refraccifén debidas a las diferentes estruc
turas quimicas que delimitan su anatomia (nficleo, citoplasma, va-
cuolas, Aparato de Golgi, etc.).

De forma simplificada supondremos a la célula como un ob
jeto con simetrfa circular, considerando fundamentalmente tres re
giones diferenciadas: nGcleo, citoplasma y membrana. (Fig. 2). Es
te modelo representa células cuya morfologia corresponde a estruc
turas bien diferenciadas como es el caso de células parabasales.
(Fig. 3).

Los trabajos publicados que abordan bien el problema de
scattering o bien el de difraccién (Pernick et al. 1978; Meyer -
1977; Turke et al. 1978), solamente distinguen entre dos zonas:
nicleo y citoplasma.

El interés que tiene el incluir la membrana como una -
parte diferenciada radica en las importantes reacciones gquimicas
que en ella tienen lugar (fenbmenos de transporte, intercambio de
iones Na+, K, etc.), y que se ven alterados cuando la célula es
atacada por agentes patb8genos. Estas modificaciones alteran la -
distribucifén de energia en el espectro y por tanto modifican la -
respuesta en el planoc de difraccifn. Desde el punto de vista 6pti
co las variaciones en los componentes quimicos de la membrana ce-
lular suponen variaciones en sus propiedades &pticas: se produce
una variacién en el Indice de refraccidn y por tanto, como se ha
discutido en la seccifn 1.2, se produce una variacifén en el coefi
ciente de transmisifén, pudiendo considerarse entre ambos una de-
pendencia lineal.

Como situacién més general, se puede suponer que la cé-
lula biolégica tiene un coeficiente de atenuacidn distinto de la
unidad. Este coeficiente,debido a la geometrfa asignada, depende
de la variable radial: A = A(r), suponiendo que dicho coeficiente
varia de una regién a otra de la célula. Por otra parte, se tienen
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en cuenta las variaciones en el espesor de la célula. Esta queda
considerada como un objeto con variaciones en el perfil, dependien
do de las distintas regiones y suponiendo siempre que las variacio
nes de espesor son pequefias, es decir, el té&rmino de fase eikonal
es:

$ = bgix(r)

Con estas consideraciones, y de acuerdo con la ec. (1.21),
la funcién de transmisibn 6ptica asociada a la c&lula serd en gene-
ral una funcién compleja de la forma (Chevalier, M., Calvo, M.L. y
Carreras, C., 1983):

t(r) = A(r) et®(®) (1.29)

donde r es la variable radial.

El término de amplitud A(r) tiene la forma que aparece
en la Fig. 2 y se define como:

tN 0<r<du/2

A(r) = te d4y/2 <r ¢4./2 (1.30)
tn(r) dc/z <r g dT/Z

siendo Y tc los factores de atenuacidn asociados al nficleo y al
citoplasma. Se supone que &stos son constantes y menores que la uni
dad, tal como se ha discutido en la secciSn 1.2. Los pardmetros d,
dc Yy dT representan respectivamente los difmetros del nficleo, cito-
plasma y total de la cé&lula.

La informacibn adicional correspondiente a la membrana
vendrfa expresada por la funcidn tM(r). Si consideramos que en ella
hay una variacién gradual en su composicibdn qufmica, lo gque se ma-
nifiesta en un gradiente en el fndice de refraccifn desde la fron-
tera citoplasma-membrana hasta la capa m&s externa de la membrana,



- 2C -

la funcidn m&s sencilla que representaria este comportamiento es
una funcibn parabflica. Por tanto, asociaremos a la funcién de -
transmisi6én de la membrana celular una variacidn de tipo parab6li
co. {Volkenshtein, M.V., 1983).

Asi pues, tM(r) seré:
tM(r) = ar2 + br + ¢ (1.31)

con las siguientes condiciones en la frontera:

tn(r = dc/2) =t (1.32)
tM(z = dT/2) =ty (1.33)
donde tM es una constante.
dt, (r)
M =0 (1.34)
dr dc/z

La condicién (1.34) expresa que entre citoplasma y mem-
brana no existe discontinuidad. Por el contrario la condicibn -
(1.33) implica una discontinuidad fuerte entre la parte m&s exter
na de la membrana celular y el medio exterior a la célula.

La funcién de transmisifn asociada a la membrana con es-~
tas condiciones de contorno es:

tw " ¢

(2r ~ dc)2 + t
(dT - dc)

tM(r) = c (1.35)

La parte compleja de la funcifén de transmisidn asociada
a la célula en la ec. (1.29) da cuenta del retraso que sufre la
onda incidente como consecuencia del espesor no despreciable de
la célula.
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Seglin los postulados de la Optica Geométrica y de acuer-
do con la ec. (1.26), la fase asociada a la cé&lula, ¢(r), esta de-
finida como:

2n

$(r) = 5= 8{n(x,y) - 1) (1.36)
donde:

§ = A(n(x,y) - 1) (1.37)
representa el camino 6ptico y n(x,y) = (c(x.y))l/z, es el Indice

de refraccién del medio.

En nuestro caso particular suponemos gque cada parte de
la c&lula (nGcleo, citoplasma y membrana) tiene asociada un fndice
de refraccibn y espesor constantes, de forma gque la ec. (1.36) se
puede expresar como:

3
o(x) = k I, & (1.38)

donde el subindice i denota cada parte de la célula. En la pricti
ca esto supone asignar un valor distinto para la fase a cada zona
considerada, y por tanto:

by 0¢re¢dy
¢(xr) = °C dN/Z < r < dc/2 (1.39)
O dc/2 <r < dp/2

donde °N' ¢c Yy ¢M son las fases asociadas a cada zona y las consi-
deramos constantes.
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La funcidn de transmisién 6ptica, ec. (1.29), quedard
por tanto en la forma:

ty ety 0«1 < dy/2
tr) = { t. ec 4/2 < r € du/2  (1.40)
t,(r) en 4/2 < 1 ¢ /2

1.5.- AMPLITUD DE SCATTERING TRIDIMENSIONAL Y APROXIMACION EIKONAL.

Definida la funcifn de transmisifn 6ptica, queda por ca-
racterizar el campo transmitido en términos de dicha funcidn.

En general, se supone que la célula biolSgica es un obje
to inhomogéneo tridimensional que actGa como centro de scattering
(*). Es decir, el campo emergente de la célula es un campo eléctri
co de scattering cuya f6rmula general de representacibn es una
ecuacidén escalar integral asociada a la ecuacibén diferencial de on
das, ec. (1.5) (Newton, R.G., 1966) :
ik|r - ¢'|

1 3=, e

E@) = ELE)- & J a’r’ (- ¥¥(eE)- DIEE) (.41
\'4

r - |

donde V designa el volumen total de la célula y r' el vector de
posicién de un punto (x',y',z') de la misma (ver Fig. 1).

A partir de esta ecuacibdn la amplitud de dispersibn o
amplitud de scattering se puede obtener en términos del campo de
scattering en aproximacibdn asint8tica. Para ello vamos a sustituir
el propagador del nficleo de la integral por su comportamiento a lar
gas distancias, es decir, vamos a pasar de una onda esférica a una
onda plana cuando |r| -+ =.

(*): También se puede utilizar el término esparcimiento y en algu-
nos casos dispersifn. Por ellc se ha elegido el término anglo
sajon.



En esta aproximacidn podemos hacer las siguientes consi-

deraciones:
S
lr - r'| T
Yy
eik[E - eik]E]e-iirE'
donde ir =k —g— . es el vector de propagacibn en la direccibn r.

r
N6tese, que por tanto, |k.| = k.

Sustituyendo en la ec. (1.41) tenemos:

; ik|r
E(F) = EN(D) + £(k_,k) 573%-| (1.42)
r

expresidn aproximada para el campo total de scattering a largas -
distancias, donde f(ir, k) representa la amplitud para el scatte-
ring desde la direccibn k a la direccibén ir’ De aqui en adelante
llamaremos k' al vector ir utilizando asf una notacién m&s general.
La expresién de la amplitud de scattering seré§:

£(R,K) = - & J a3 expl-ik'TH{k%(e(F')-1)) E(F') (1.43)
v

Teniendo en cuenta que la longitud de onda es pequeiia -
frente a las dimensiones del objeto, es decir, que podemos utili-
zar la aproximacifn eikonal, sustituimos en (1.43) la expresién ob
tenida del campo transmitido en dicha aproximacién, ec. (1.13):



f(k', k) = - 31;,- J dx'dy'dz’ exp{-iE'E'}[-kz(e(E') - 1))
v

-- 1]
.elkr exp{ik/ZJ dz" (e(x',y',2") - 1)} (1.44)
0

La integral sobre el volumen total podemos desglosarla
en dos: una sobre el plano xy, y otra a lo largo del espesor A de
la cé&lula:

= 1 4 - = = -
£(k',k) = - = J dx'dy'f dz'exp{ir' (k-k')](—kz(c(x')—l)]
S=xy 0
zl
exp{ik/zj dz" (e(x',y,2z") - 1)} (1.45)
0

Si ahora hacemos dentro del nGcleo de la iﬁtegral la si-
guiente aproximacién:

el = L'k (1.46)

donde r' = (x',y') y k' = (k;, k;), ya que los términos
exp{i(z'k,--2'k ;) } y exp{i(x'k, + y'ky)} tienden a la unidad debi-
do a que k, = k; Yy kx = ky = 0, por ser estas fltimas las componen

tes del vector de onda k de la onda incidente que habfamos supues-
to en la direccibén del eje z.

Se considera, por tanto, que las oscilaciones propias -
del términoc exponencial debido a la fase (r'(k - k')) son origina-
das fundamentalmente en la propagacibn de la onda hacia adelante en
el plano xy. Esta suposicién es v&lida siempre que A sea suficien-
temente pequefio, caso de la c&lula biol6gica en estudio, y que el
fenfmeno de scattering hacia adelante sea importante.
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Todo esto equivale a expresar f£(k',k) en aproximacién
eikonal tal como ha sido desarrollado por Glauber (Glauber, R.J.,
1959).

As{:
£k, = - £ I ax' ay' e if'k' 5 (1.47)
S
donde:
A 2 - z'
J = I dz' (~k“(e(r') - 1) exp{ik/2 J dz" (e(x',y',z") - 1)}(1.4¢
0 0
Manipulando convenientemente J puede también formularse
como:
2x 2., 3 L
J = - -T-Iodz' T {exp(;k/ZJo dz" (e(x',y',2") - 1))} (1.49)

obteniéndose la expresifn explicita para J cuando realizamos la in
tegraciébn:

A
3= - 2 fexp {ik/2 J dz' (e(x',y',z") - 1)} - 1}  (1.50)
0

que sustituida en la ec. (1.47) nos da la amplitud de scattering:
£(k',k) = (k/Zﬂi)I ax'dy’ e‘ii'ﬁ'{e‘ik/z’{ﬁdz"[s‘x"Y"z"”1)- 1}
- [

(1.51)

De acuerdo con la Eqg. (1.15), f(k',k) puede formularse

en términos de la funcidn de transmisidén t(x',y'):
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£k’ k) = - ¢ Jsdx'dy' X' (e (xt,yny - 1) (1.52)
que representa la amplitud de scattering tridimensional en aproxi
macidén eikonal. Esta aproximacidn coincide con la aproximacibén de
la teorfa de la difraccibén de Sommerfeld-Rayleigh (Cathey, W. T.,
1974). Aquf, (t(x',y')-1l) representa la amplitud compleja en un
punto (x',y') del plano que contiene a la célula biolSgica. El ter
mino exp (~ik'r') representa al propagador que, en principio, es un
frente generalizado al que se le puede asignar una geometrfa arbi-
traria.

Es de destacar que este resultado demuestra como, a tra-
vés de una aproximacién eikonal, el fenbmeno de scattering tridi-
mensional se hace equivalente a un fenfémeno de difraccién bidimen-
sional.

Imponiendo las condiciones de frente cuadr&tico al propa
gador, se obtiene f(k',k) en términos de una transformacién de Fou
rier. Este interesante resultado permite introducir en la seccibn
siguiente la respuesta en el plano de Fourier asociada a la célula
biol6gica y su posterior an&lisis difraccional.

Esta aproximacién supone que z >> x,y; x',y', y:
exp{-ik'r'} = exp{-ik r r'/z} = exp{-Zﬂi(xfx + yfy]) siendo f =x'/}z
y fy=y'/lz las frecuencias espaciales.

N6tese que la aproximacifén a régimen de Fraunhofer se ha

realizado al considerar el comportamiento asint6tico del propaga-
dor en la ec. (1.41) y tomar la aproximacién de Glauber.

1.5.1.~ Seccibn eficaz total: Intensidad Difractada

La seccifn eficaz total de scattering puede definirse en
términos de la amplitud de dispersion (Newton, R.G., 1966):
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o = I ang, [£(x* X |2 (1.53)
Q

Qi" es el &dngulo s6lido total determinado por la direccidn de pro
pagacién k'.

De acuerdo con la ec. (1.52), la seccibén eficaz total -
puede ser expresada Como:

c = Jf ]dx'dy' de"dy'(t(x',y') - 1) (e*(x",y") - 1)
A

J dng, eik'(Z" - ") (1.54)
Q

teniendo en cuenta que in. = 33 dzk', donde el elemento diferen-
k

cial dzi' es la superficie elemental perpendicular a la direccidén
r.

Por lo tanto:

I dﬂi.eiﬁ'(g" -y _ 1 jdzk'eih'(iu - _
a L3

2
= (2n) 6(2) (E.. - £') (1.55)
k

donde 6(2)(5" - r') es la 6§-Dirac bidimensional. Entonces susti
tuyendo en la ec. (1.54) tenemos:

o= J ag'I dr” (t(x',y")-1) (£*(x*,y") -1 62 (z"-z") (1.56)

y, finalmente:

2

o= J & txt,y - 1 (1.57)
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Esta expresifn nos indica que la seccidn eficaz total de
scattering esvequivalente a la intensidad total difractada.

Este resultado ya ha sido obtenido para objetos inhomo-~
géneos con geometrfa cilindrica como es el caso de una fibra 6pti
ca (Calvo, M.L. y Juncos, P., 1979), en el sentido de interpretar
el fenfmeno de scattering como un fenbmeno de difraccién.
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CAPITULO 2

ANALISIS DIFRACCIONAL: RESPUESTA EN EL PLANO DE FOURIER.

2.1.~- INTRODUCCION.

Como vimos en el capftulo anterior, el fenbmeno de es-~
parcinmiento o scattering producido por un objeto tridimensional
de espesor muy pequefio peroc no despreciable es equivalente a un
fenfmeno de difraccibn, cuando la observacidn se realiza en un pla
no suficientemente alejado del objeto, siendo la formulacibn andlo
ga a una transformacién de Fourier.

Por ello, en este capitulo, se aborda el estudio de la
respuesta analitica en el plano de Fourier asociada al objeto di-
fractante en cuestifn, la cé&lula biolbgica.

Utilizando la funcibn de transmisibén que caracteriza a
la célula biolSgica y que quedd definida en el capftulo anterior,
se obtiene la amplitud total de difraccifém y la intensidad difrac
tada en términos de la transformada de Fourier de esta funcibn de
transmisién. Asf{ mismo cada una de las contribuciones de las dis-
tintas partes ae la c€lula a la amplitud total de difraccién son
también estudiadas.

Al tener en cuenta las posibles caracteristicas Spticas
de las células biol8gicas, se han hecho distintas consideraciones
en el comportamiento de la funcifn de transmisibn, estudi&ndose
en todos los casos la amplitud total de difraccifn. Entre ellas
cabe destacar la consideracibén de la célula como objeto de fase,
siendo los valores de las fases asociadas pequefias y menores que
la unidad, por ser e€sta una situacifn cercana a la realidad para
una amplia clase de células biol6Sgicas. No obstante, y con objeto
de obtener una informaci6én mds completa de la estructura matemsti
ca asf{ como del comportamiento numérico de las respuestas en el
plano de Fourier, se estudia igualmente el caso de una cé&lula bio
l6gica considerada como simple objeto de amplitud.
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2.2.- RESPUESTA EN EL PLANO DE FOURIER.

La distribucién de la amplitud compleja para el campo
difractado, W(xo,yo), en aproximacidn de Fraunhofer se expresa en
términos de la transformada de Fourier de la funcifén de transmi-
sibén, t(x',y'), asociada a un objeto bidimensional, cuando el pla
no que lo contiene es iluminado normalmente por una onda plana mo
nocromética, como:

: 2 2
= 1 oikz _ik(xy + y,)/22
Y(xo.yo) Iz © e 0 0
(2.1)

”-:(x',y’) e 2L (xgX! + ¥oY')/AZ gyi gy
4

donde (xo,yo) y (x',y') son las coordenadas cartesianas asociadas
respectivamente al plano de difraccifn y al plano objeto, A es la
longitud de onda de la radiacifén incidente y z es la distancia en
tre el plano objeto y el plano de observacién (Cathey, W.T., 1974).

Consideremos ahora un frente de onda plano y monocromd-
tico que incide sobre un objeto situado en el plano El (Fig. 4)
que se encuentra situado a una distancia d0 <|f|. se puede demos-
trar (Cathey, W.T., 1974) que en el plano focal posterior de la
lente obtenemos la amplitud de difraccibén asociada al objeto. Esta
distribucibén de la amplitud est8 asimismo expresada por la ec.
(2.1), sustituyendo z por la distancia focal de la lente. En todo
el desarrollo posterior seri esta situacibn ffsica la considerada.

As{ pues, la amplitud de difraccifn asociada al objeto
se calcula sustituyendo en la ec. (2.1) la funcibn definida en la
ec.(1.40). Por presentar esta funcibn simetrfa circular es conve-
niente expresar la amplitud de difraccibn en coordenadas polares.
Esto supone realizar una transformacifén de Bessel-Fourier o trans
formada de Hankel de orden cero. La ec. (2.1) ser& ahora:
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2 @
1 ikf€ ikr,./2f
Y(ro) =5r e e 0 2m J r'

siendo:

2n )
1 I o-ia cos (8 - ¢) 4o

Jo(l) =57 (2.3)

0
la funcién de Bessel de primera clase y orden cero {(Papoulis, A.,
1968).

Por tanto, si sustituimos en la ec. (2.2) la funcidén de
transmisifn asociada a la cé&lula biolSgica tendremos:

oikE eikrg/Zf dy/2 ie
‘P(x)s—————Zn(I r' e 'N J.(2nr'p) dr' +
0 IAE 0 R 0
ac/2
i¢
+ r' t. e 'C J,(2nr'p) dr' +
as2 0
dp/2 .
+ I r' ot (r') e'fu 3,(2nr'p) ar’ ] (2.4)
a./2
c

Considerando la siguiente igualdad:

X
fo LA N IEE A A (2.5)

(Abramowitz & Stegun, 1972) y desdoblando convenientemente los in
tervalos de integracifn, se resuelven las dos primeras integrales
que aparecen en la igualdad (2.4):

t(x') J0(2ﬂr'r0/lf) dar'  (2.2)



?(ro) =

2 ig
eikf eikro/Zf . ( tye N 2 Jl(ﬂpdN) s

4 wodN

ixf

i¢ i¢
Lot Jymedg) te etfe 3y megy)
c
4 ﬂpdc 4 *nodN
dp/2 )
+f 't (x') ¥ g (2mrtp) dr'] (2.6)
a./2 b = rg/Af

El cuarto término del lado derecho de la ec. (2.6) es
una integral cuyo resultado contiene informacidén de la amplitud
de difraccifn asociada a la membrana celular cuya funcién de trans
misién ha sido definida como:

t, - ta

R B Va2
tylr') -(.d_-__d—)z (2r' = d.) % + to
T (o]

Llevando esta filtima relacifn a la integral se obtiene:

%/2 i¢ N - T )
I r' tM(r') e "M Jo(2ﬂr'p) dr' = ——— P M.
dC/Z (dT - dc)
dT/2 dT/z
[ 4r'3 JO(an'p) dr' - 4 dc J r’2 Jo(zwr'p) dr' +
dc/z dc/2
ay/2 Wz
+ dz r' J.(2nxr'p) dr' + t el¢n r' J,(2nr'p) dr'
C 0 (o] 0
dC/Z dc/z

(2.7)
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Considerando la ley de recurrencia de las funciones de
Bessel (Abramowitz & Stegun, 1972):

2n
Jn+1(z) =5 Jn(z) - Jn_l(z)

y desdoblando el intervalo de integracidn, se puede resolver la
primera integral que aparece a la derecha de la igualdad (2.7).
La segunda integral se resuelve teniendo en cuenta la definicibn
general de la integral de las funciones de Bessel con dependencia
polinSmica en la variable (Abramowitz & Stegun, 1972):

z rprly o
It“J(t)dt-zu E{(v + 2k + 1) .
v V-ou+1 =

r(!JLg;Li + k)

——-——T-— . J (2)}
r(v+u+ + k) v+2k+1

siendo T (a) la funcidn gamma.

En nuestro caso p =2 y v = 0, que sustituidas en la ex
presidn anterior dan lugar a una serie de funciones de Bessel. La
convergencia de la serie obtenida se discute en el Apéndice A. Por
tanto, la segunda integral de la derecha de la ec. (2.7) quedaria,
considerando los intervalos de integracidn adecuados, en la forma:

an/2 a2 ®
[T e ageme e = I (cou2s) p GRDIGKCL2) 5 (roay
. 8o k=0 T (k+5/2)

(2.8)

Las dos filtimas integrales de la expresibn (2.7) se re-
suelven aplicando la relacidn (2.5).
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Finalmente la distribucién de la amplitud de difraccibén
puede escribirse como:

. 2
1 elkf ezkr0/2£

3
b Ai(o) (2.9)
irf i=

Y(ro) = 1

p = ro/kf
donde Ai(o) representa las contribuciones de cada parte de la cé-

lula (nficleo, citoplasma y membrana) a la amplitud total de difrac
cibn. Asf, la contribucidn nuclear ser&:

2
. J, (npd.,)
RTINS

4 ﬂodN

A (o) = (ty e™¥N - ¢, (2.10)

Se puede apreciar cémo este resultado es andlogo al que
se obtiene cuando la funcibn de transmisifn corresponde a la de
una abertura circular. La respuesta es proporcional a la funcién
de Airy cuyo argumento depende del didmetro nuclear. Teniendo -en
cuenta la Propiedad de Similaridad de la Transformada de Fourier
(*), esta contribucién serf la m&s extendida en el plano de Fou-
rier. Los factores complejos que multiplican a la funcidn de Airy
son consecuencia de la discontinuidad existente en la funcibn de
transmisién al pasar del nficleo al citoplasma, que se manifiesta
como la diferencia entre los factores de transmisifén asociados a
estas dos regiones de la célula(Calvo, M.L. et al., 1984).

(*): glar) = 1/a G(p/a)
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La contribucibn asociada al citoplasma es:

2
. . d J, (rpd.) . t, -t
Az (p) = tc (ech - el¢M) _E 1—C_ + el¢u _..M___.—c 2
4 Tpdg (dT - dc)
ad g (mpayy @ a,(mea)  aY g (mean)
(- e % % T2'TP%7 T T37TP%
4 ﬂpdc 2mp npdc 4 npdc
v 3
. t, -~ t d
-t B C € 025,
(dT - dc) 2mp

(2.11)

k

S (2k+1)T(k-1/2)
IS S ey (140

0 T(k+5/2)

El primer té&rmino de (2.11) es eqguivalente al obtenido
en la contribucifdn nuclear, y de igual manera, depende de la fun-
cién de Airy, que ahora tiene el argumento proporcional al di&me-
tro asociado al citoplasma. Los factores que multiplican a la fun
cidn de Airy son resultado de la discontinuidad que presentan las
fases asociadas a cada zona, gue hacen que la funcién de transmi-
sién no sea continua al pasar de una zona a otra. Es, pues, esta
diferencia de fases la que da lugar al fenbmeno de difraccibn en
el borde citoplasma-membrana.

Los té&rminos segundo y tercero de la expresibén (2.11)
son consecuencia de la definicién dada para el factor de transmi-
si6n de la membrana celular. Como se recordard este factor respon
dfa a una funcibén parab6lica y continua que hace gue el factor de
transmisién varfe de toaty de forma muy suave. Por esta razon
no existe una discontinuidad en el borde que sea responsable del
fenSmeno de difraccibn, sino que existir&n infinitos bordes ya gue
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tM(r') toma un valor distinto para cada r' comprendido entre dc/z
y dp/2.

La contribucién de la membrana es:

2
a2 3, (rpd..) Lot -t
Ay (p) = eify to = i T +etty M E -
4 npdT (dT - dc)
2 .2 .3 3
{dc dT Jl(ﬂpdT) . QT Jz(nodT) _ EI 33(npdT)} .
4 npdT 2np npdT 4 npdT
2
. t,-t. 4.4
veltw B C C T (-o.25 .
(dT - dC) 27p
@
L AZeDTGeL2) 5 (npay) (2.12)
k=0 T (k+5/2)

El primer sumando de esta contribucifn es consecuencia
de la difraccién asociada al borde mds exterior de la célula. Al
igual que en los casos anteriores depende de la funcién de Airy de
argumento proporcional al didmetro total celular. Los dem8s té&rmi-
nos que aparecen en la expresibn (2.12) tienen una interpretacién
andiloga a la realizada en la contribucibén del citoplasma.

2.3.- EFECTO DEL DESPLAZAMIENTO DEL NUCLEO SOBRE LA RESPUESTA EN
EL PLANO DE FOURIER.

Un amplio porcentaje de las cé&lulas biolégicas presen-
tan su nficleo desplazado con respecto al centro de simetrfa. La
posicifn del nficleo varfia de unas cé&lulas a otras, dentro incluso
de especimenes biolSgicos gue pertenecen a un mismo grupo. Debien
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do suponerse, como norma general, que dicha posicidn es aleatoria;
esta situacibn fuerza a redefinir la funcibn de transmisibn, ec.
(1.40), de forma que se tenga en cuenta este fenbmeno. En la Fig.
5 se representa la nueva funcibn, siendo E el vector desplazamien
to del nficleo. En esta figura puede apreciarse cbémo la funcién de
transmisién pierde la simetrfa circular pasando a depender de las
variables radial y angular (Chevalier, M. et al., 1983). Asi tendre
mos que:

t(r') » t(',8)

Yy la expresibén de la funcibén de transmisién serd en coordenadas
polares:

ty X - ¢ elfc (r'2- E(x',0)) 5 (a/2)?
t(r',6) =4 t, e'c 0s ' < dy/2 (2.1:
ty(') eifn du/2<1' < 41/2

donde E(r',8) representa la funcibén desplazamiento. En el Apéndice
B se calcula la transformada de Fourier asociada a esta funcibn,
obteniéndose que la distribucién de amplitud es:

e ixe2/ae 3
¥irg) = 2= eIk oIKTG/2E 1 4 (g (2.14

ixf i=1 o = ro/Af

siendo la contribucién nuclear:

2
—9mi D %I J (npd")
21ipE ei¢c) 1

(ty el - te
4 ﬂpdN

Al(p) = e (2.12

Este resultado es anflogo al obtenido en el apartado 2.2
diferenciindose unicamente en el factor de fase que depende del
desplazamiento asociado al nficleo.
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Las contribuciones del citoplasma, Aztp), y de la mem-
brana, A3(p), coinciden con las obtenidas cuando el nficleo no estd
desplazado (ecs. (2.11) y (2.12)), razbn por la cual no se inclu-
yen aqui.

Como conclusidn podemos decir que la finica modificacién
que sufre la distribucifn de amplitud en el plano de Fourier es
la aparicién de un t&€rmino de fase adicional, proporcional al des
plazamiento y que afecta unicamente a la contribucibn nuclear.

La distribucibn de intensidad se calcula como:
I(ry) = ¥(ry)¥*(ry) = —— {a2(ry) + A2(r;) + Al(r,) +
0 70 0 Aifz 1'70 2'°0 3'70

+ 2 Re [(AlAi) + (AJAY) + (Azhg)]} (2.16)

Esta distribucibn presenta factores interferenciales
que dependen del desplazamiento asociado al nficleo.

2.4.- PARTICULARIDADES EN LA FUNCION DE TRANSMISION: VARIACIONES
DE LA RESPUESTA EN EL PLANO DE FOURIER.

En el apartado 2.2 se ha estudiado la respuesta en el
plano de Fourier cuando se asociaba a la cé€lula biolSgica una fun
cibn de transmisibn compleja en la forma:

tx') = a@x') 10"

que implica suponer gue la célula es un objeto que absorbe radia-
cibn y que tiene un espesor no despreciable (ver Seccibn 1.3). A
continuacidn estudiaremos ciertas particularidades en la funcibn
de transmisibén que estan relacionadas con comportamientos mis pré
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ximos a la morfologfa real de una célula biol6gica, por lo que a
su descripcibn macroscépica se refiere.

2.4.1.- La célula como objeto de fase.

Considerar a la célula como un objeto exclusivamente de
fase significa matematicamente que:

Sustituyendo estos valores en el factor de transmisibn
asociado a la membrana (ec. (1.35)), obtenemos que tM(r') = 1, per
diéndose el caracter de continuidad existente entre los factores
de transmisibn del citoplasma y de la membrana.

Bajo estas condiciones la funcifn de transmisifn seré&

ahora:
eify 0 <r<dy
t(r') = e10(r" ) _Jeioc 4/2 s T < d./2 (2.17)
ety de/2 <t < dy/2

y por tanto ]t(r'))z = 1 en cualquiera de las regiones de la célu
la. Fisicamente, esto significa que la c&lula es un objeto trans-
parente siendo &sta la situacibn m&s comin a la mayorfa de las
células biol6gicas. Por ello, el estudio de las mismas requiere,
en la mayorfa de los casos, la utilizacibén de té&cnicas especiales
gue permitan su observacién. Tal es el caso, por ejemplo, de las
técnicas de observacibn por contraste de fase para el estudio de
células inmersas en preparaciones cuyas propiedades 6pticas estan
muy préximas a las de la cé&lula. Como es sabido este método tiene
la ventaja de no tener gue someter a los especimenes biolégicos a
procesos de tincibn, gque siempre conllevan modificaciones en sus
propiedades.
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Interesa comentar que si bien el coeficiente de atenua-
cibn de la célula se hace igual a la unidad, la seccifn eficaz to
tal no se anula. En efecto, volviendo a la ec. (1.57) se obtiene
en este caso:

o= z[dzg-{l - Re {t(x',y')]} (2.18)
Es decir, de acuerdo con (2.13):
o = 2[&2;'{1 - cos ¢(x',y')} (2.19)

lo cual implica fisicamente que el fenémeno de scattering se si-
gue produciendo y, por tanto, puede ser estudiado por las té&cnicas
de andlisis difraccional.

N6tese que 0 solo se anularfa para valores de la fase ta
les que ¢(x',y') = 0, lo cual, a su vez, significarfa la no exis-
tencia de centros de scattering.

En la ec. (2.17) ¢N' oc y ¢H son los factores de fase
asociados a cada parte de la célula. Asumimos que €stas tienen un
espesor no despreciable y por tanto, las fases son constantes y
mayores que la unidad.

La amplitud de difraccién serd, al iqgual gque en el caso
anterior:

2 3
¥(ry) = L GIKf ikrp/2f o A (p) (2.20)
irg i=1

siendo Ai(p) la contribucibn de cada parte de la célula a la am-
plitud total de difraccién. Cada una de ellas se calcula poniendo
ty = tc = ty = 1 en su ecuacibn correspondiente (ecs. (2.10),
(2.11) y (2.12)). Asi tendremos que:
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2
Gy Iy lmedy) (2.21)
4 npdN

A () = (elf - &%)

2
. . d. J.(mpd.)
Ay (o) = (elfc - oty £ 1 __C (2.22)
4 npdc
. di Jl(ﬂpdT)
Ay (o) = elfn R (2.23)

:- vodT

. Asf, pues, la contribucibn debida al nficleo es andloga
a’la obtenida en el caso general. Se obtiene una funcibn de Airy
multiplicada por la diferencia entre los factores de transmisién
del ndcleo y del citbpiasma. N6tese, que en este caso, el fenbme-
no de difraccifn se produce como consecuencia de la diferencia que
existe entre las fases.

Las contribuciones del citoplasma (ec. (2.22)) y de la
membrana (ec. (2.23)) quedan mucho mds simplificadas debido a que
‘los factores de transmisifén asociados al citoplasma y a la membra
na, tc y tM' son constantes e iguales a la unidad, perdiéndose la
contribucibn originada por la variacién parabdlica asociada a la
membrana. En este caso, Az(o) Y A3(p) dependen exclusivamente de
la funcifén de Airy cuyo argumento es mfiltiplo de los di&metros del
citoplasma y total de la célula. En Aa(p) el factor que multiplica
a la funcibén de Airy tiene dependencia unicamente con On debido a
que la difraccién estd originada en este caso por el salto brusco
que se produce entre la parte mis externa de la célula y el medio
que la contiene, cuya fase asociada es nula.

La distribucién de la intensidad en el plano de difrac-
cibén se obtiene como:
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I(rol = W(ro) Y*Lrol (2.24)

\

2.4.1.1.- Efecto del desplazamiento del nfcleo.

La funcifén de transmisibn en este caso se obtiene susti-
tuyendo en la ec. (2.13) los factores de transmisién por la unidad,
teniendo entonces que:

elfy - it 0 < (r'2- E(x',0)) < (ay/2)?
tz',8) ={elfc 0<xr' < dy/2
elfn 0 < < dy2 (2.25)

La distribucifén de amplitud, al igual que en los casos
anteriores, vuelve a obtenerse como suma de tres términos que co-
rresponden a las contribuciones del nficleo, citoplasma y membrana
respectivamente.

Como ya se apunt6 en el Apartado 2.4 el desplazamiento
del nficleo s6lo afecta a la contribucifn nuclear que est& multipli
cada por un té&rmino de fase que depende del desplazamiento. Asf
pues, la contribucibn nuclear se expresard en este caso como:

- 27i p E

2
10¢, dy Iy (medy)
4 wpdN

A(p) = e (el® - e (2.26)

Como consecuencia la amplitud total estard afectada de
un factor de fase, y la distribucibn de intensidad, tambien expre
sada en este caso por la ec. (2.16), presentard términos interfe-
renciales dependientes del desplazamiento.
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2.4.2.- La célula como objeto de amplitud.

Considerar a la célula como un objeto de amplitud supo-
ne despreciar los posibles efectos en la difraccibn derivados de
las fases. Se supone pues:

=0 (2.27)

Esto implica que en la ec. (1.21) el término de fase ei-
konal se hace igual a la unidad y, por tanto, la funcifn de trans
misién es real y depende unicamente del coeficiente de atenuacidén
A(x',y'). Como consecuencia, si consideramos la ec. (1.24) tendre
mos que Re e(x',y') = 1, y considerando la ec. (1.23),

Im e(x',y') > 0. Asf pues, la presencia de la cé&lula no modifica-
rd la fase de la onda incidente pero, a diferencia del caso ante-
rior, absorber& energfa.

La funcibn de transmisifén definida en la ec. (1.39) se
expresarid ahora como:

ty 0 <r <d/2
t(r') = A(x*) = te dN/z LT g dy/2
tu(r') dc/2 < T < dT/2 (2.28)

La seccibn eficaz definida en la ec. (1.57) depende de
una funcibn que es estrictamente real.

La respuesta en el plano de Fourier seré4:

i ep2 3
L Gikf ikrg/2f 7, (g (2.29)

¥irg) = -
iXf i=1 o = ‘o/‘f

Sustituyendo la condicifn expresada por la ec. (2.21) en
las expresiones (2.10), (2.11) y (2.12) obtendremos las tres con-
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tribuciones a la amplitud total. La contribucibn del nficleo ser&:

npdN

2
d“ Jl(ﬁpdu)
A (o) = (% - t.) —‘— (2.30)

La contribucifn del citoplasma:

2 2
A (o) = t” - tc - EE Jl(ﬂodc) _ dc Jz(ﬂpdc) R
2 @, - aa? 4 npd, 210 mpd,
3

4
d Jaq (m1pdn) t, -t d
L Jalmede) oty % 2_Jl (- 0.25)
4 dc (@p - a)° 4
S (2 + 1) T(k -~ 1/2)

. (ﬂpdc) (2.31)
k=0 T(k + 5/2)

Jox+1

Y finalmente, la contribucién de la membrana celular:

2 2 2
dp Iy (mody) . Tt ( dc dp I, (medy) R

A,(p) = t. =
3 C a4 g, (@p - 0% 4 mod,,
& 3,(mpa,) &3 J.(mpd,) ty -t
o2 2% Tr 3, M ¢ 5 -
27np ﬂDdT 4 ﬂpdT (d.r - dc)
2
4a ®
Cqe % a5y ;o M2+ 1) Tik - 1/2) Ty sy (10y)
2mp k=0 T(k + 5/2)

(2.32)

En este caso las tres contribuciones son reales. Cabe re
saltar cSmo ahora, en la contribucifn asociada al citoplasma, no
aparece el término que dependfa de la funcién de Airy. Esto se de-
be a que la funcibn de transmisién (2.28) es contfnua y no existe
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borde definido entre el citoplasma y la membrana que origine un
fenémeno de difraccifn. La interpretacibn de estas tres expresio-
nes es anfloga a la realizada en el caso general.

La intensidad en el plano de Fourier se obtiene como:

I(p) = Y(p) ¥*(p) = 2 [Re \P(p)]bz (2.33)

de cuya interpretacibén numérica se podrd obtener las posibles va-
riaciones del patrén de difraccién respecto del obtenido al supo-
ner la célula como objeto de fase puro o como objeto de fase y am
plitud. Aspectos que seran comentados en posteriores capftulos.

2.4.2.1.- Efecto del desplazamiento del nficleo.

Al sustituir en la ec. (2.13) los factores de fase por

cero obtenemos la siguiente expresifén para la funcién de transmi-
sibn:

ty - te 0 < (r'? - E(r',8)) < (dN/Z)2
t(r',8) = tc 0 < r' idc/z
tyx') 0 <r' ¢ dy2 (2.34)

Al igual que en los anteriores casos estudiados, la Gni
ca contribucidn que sufre modificaciones es la contribucifn nu-
clear cuya expresibn serd ahora:

2
Sy Iy (medy) (2.35)
4 -npdN

Las distribuciones de amplitud e intensidad se ven afec

tadas por el término de fase dependiente del desplazamiento en
igual forma que en los apartados 2.3 y 2.1.1.
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2.5.- APROXIMACIONES PARA VALORES DE FASE PEQUENOS.

En todos los casos hasta ahora estudiados hemos supuesto
que las fases asociadas a cada parte de la célula, ¢N, 0c y ’n'
eran constantes no despreciables. Recuérdese que segfn la Optica
Geométrica la fase asociada a un objeto depende del espesor A y
del fndice de refraccibm (¢ = 27/A Aln? - 1)). En este apartado va
mos a considerar que A es muy pequefio y que, por ello, las fases
tomar&n valores menores que la unidad (Chevalier, M. et al., 1985).

2.5.1.- Caso general.

Teniendo en cuenta la hipStesis anterior, la funcidén de
transmisién definida como:

tir') = a(r') o9 (F")

puede ahora escribirse como:
t(r') = A(r') (1 + i¢(xr')) (2.36)

al considerar que la fase toma valores menores que la unidad. En es
ta aproximacidn puede hacerse uso del desarrollo en serie de Taylor
obteniendo la expresidn arriba indicada para la_funcidn de transmisidn.

En la ec. (2.36) el primer término del lado derecho re-
presenta la atenuacifn que sufre el haz incidente al atravesar la
célula. El segundo término representa el haz propiamente difracta
do por el objeto tal y como se ha constatado en la ec. (2.19).

La respuesta en el plano de Fourier asociada a esta fun
cifn de transmisiSn ser& ahora:
2
v(rg) = 2 ofKE oikry/2f e[t(r')] -
irfg
1 _ikf _ikrl/2f
—_— e e 0
ixg

{B(A(r')] + iB[A(r') ¢(x*) |}
(2.37)
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donde A(xr') y ¢(r') son las funciones definidas en las ecs. (.30)
y (1.31).

La parte real de la transformada de Bessel-Fourier serd:

) 3
B(A(r')] = 27 L A, (p) (2.38)
i=1 1
p = ro/Af
donde Al(p), Az(p) Yy A3(p) (partes reales de las contribucioes
del nficleo, citoplasma y membrana respectivamente) coinciden con

las expresiones (2.30), (2.31) y (2.32) obtenidas en el caso de
amplitud.

La parte imaginaria de la transformada de Bessel-Fourier
serd:

3
I B;(p) (2.39)

B[A(t') 9(:')] = 27
i=1 p= ro/Af

donde la parte imaginaria de la contribucifn nuclear: es:

32
By (o) = (g ¢y - to ¢o) n J1lTedy) (2.40)

4 ﬂpdN

La parte imaginaria de la contribucifn citoplasmitica es
tS expresada por:

2
d J, (mpd.)
C 1 C
BZ(D) =t (¢o - 03) —4 —_—npd + oy
C

tM-tC

A 2"
(g - dg)

at 3 pay @ 3 (mpa) A 3, (mpa)
e TP S 2%l | T T3PS,
P s

npdc 27p wodc rpd

3

-t 4 @

- M C ) C (=0.25) I (2k+1) T (k-1/2) 32“1("9%)
(dp - 4c)" 27mp k=0 T (k+5/2)

C

(2.47)
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Por fltimo, la parte imaginaria de la contribucifn aso-
ciada a la membrana es:

2
g nuedy oty -t

Bolp) = py t. — M _c
3 n e 7 - M (3 - g’
a a2 J,(mpd,) a3 I, (npd,) 43 J,(vpd,)
g9 1(medy) | Sr Tpmedy)  dp Jytmedy)
4 ﬂpdT 2np npd.r 4 npd,!.
2
ty - t. d.d ®
vy e T m g pq 7 BN T/ 5 e
(dT - dc) 2wp k=0 T (k+5/2)
(2.42)

Si comparamos estas expresiones con las obtenidas en el
caso jeneral (ecs. '(2.10), (2.11) y (2.12)) observamos que se di-
ferenrian en la dependencia con las fases asociadas a cada zona
de lacélula. Mientras que en el caso general ésta era exponencial,
cuand se consideran fases mucho menores que la unidad la dependen
cia e lineal. La interpretacibn de estas tres expresiones es an&-
loga 1 la hecha en el Apartado 2.2.

La distribucifn de la amplitud de difraccibn serSi:

2 3 3
V(rg) = 2L ik (lkrp/2f [ IA (o) +4ic Bi(o)] (2.43)
iAf i=1 i=1

Y la distribucién de intensidad en el plano de Fourier
ser§ ror tanto:

2

2 3
B (o)] + [ b Ai(p)] }
i=1

3
T
i=1 1

2
47
I(Zo) - ?(ro) ?'(ro) = P‘;}‘{{

(2.44)
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2.5.2.- Caso de fase.

Si la funcibn de transmisibn anteriormente definida p-
ra un objeto de fase era:

t(r') = ei0(r") (2.45

al considerar fases mucho menores que la unidad, puede desarrolar
se la expresién en serie de Taylor, como se hizo en el caso ant-
rior, obteniéndose:

t(r') =1+ i ¢(x") (2.46

Notese que el médulo de la funcibén de transmisién defini
da en (2.45) es:

lt(r1]? =1
mientras que en la funcifn aproximada toma el valor:
It(r')l2 =1

si se desprecian términos de segundo grado (¢2(r')).

La expresibn (2.46) se puede analizar considerando que
el primer sumando del lado derecho representa el haz incidente jue
no sufre modificaciones debidas a la presencia del objeto, y el se
gundo representa el haz propiamente difractado por el objeto, tal
como se constaté en la ec. (2.19).

En este caso particular la amplitud de difraccifén se cal

cula como:

. 2
W(r.) = L eikf ikrp/2f B[t(r.)]
LY

Sustituyendo t(r') por la ec. (2.46) tenemos que:
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1 eikf eikr
irf

2
Y(ry) = /2% (1) + 1 BloLx'N))

Para calcular 8(1) partimos de la expresién general de
la trnsformada de Bessel-Pourier:

B[g(z)]'- 2n fo r Jy(2mrp) g(x) ar

que e el caso en que g(r) = e PF ge resuelve obteniendo (Oberhet-
tinge:, P., 1972):

© -pr
re J,(ar) dr = TLT——T ; Re(p) > 0
I0 ° (a + p )3/2

en nustro caso p = 0, y por tanto:

@ ; p¥0
I r Jo(znrp) =
0

+o ; p=0
Es decir:

] ; p¥ O

+ ® p =0

B(1) = 27 &§(p) =

Asf la distribucibn de amplitud ser§:

2
1 ikf _ikrg/2f 2“[

S(p) + 1 B(O(t'))] (2.47)
ixf

¥(xry) =

La funcibn ¢(r') estd definida en la ec. (1.39) y su
transbHrmada de Bessel-Fourier ser§:



3
B[Q(I')} =2z I Ai(p)
i=1

donde la contribucibn nuclear es:

a3, (rody)

I (2.48
4 npdN p = ro/Af

Ay (e) = (by = 6)

La contribucibn citoplasmitica es:

4z I, (medy)

Ay(p) = (9g = &) (2.49

> %

modg P = ry/Af

Y por Gltimo, la contribucibén de la membrana es:

2
dT Jl (npd.r)

—_ (2.50
4 npdT p = ro/Af

Ajlp) = by

Estas expresiones son equivalentes a las obtenidas enel
caso de fase. Al igual gue en el apartado anterior, la dependencia
con la fase es ahora lineal.

La distribucién de la intensidad en el plano de Fourier
se calcula como:

2 2 2
. 4an
I(ro) = w(ro) '} (to) = ;5;5— { 6(p).6(0) + [i§1hi(ol] 1 .51)

donde §(p). 6(0) implica la existencia de un spot luminoso en e.
centro de la figura de difraccidn superpuesto con la distribuciin
de intensidad debida al segundo sumando que aparece en la expre-
sién (2.51).
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CAPITULO 3

ANALISIS NUMERICO

3.1.- INTRODUCCION.

Una vez estudiada analiticamente la respuesta en el pla
no de Fourier, en este capitulo se lleva a cabo el anidlisis numé-
rico de las expresiones obtenidas para las distribuciones de am-
plitud compleﬁa asi como para la distribucidn de intensidad difrac
tada.

Este anilisis nos permitird obtener resultados cuantita
tivos pudiendo, ademds, determinar cdmo influyen los distintos pa
rametros en el patrén de difraccién asociado a la funcidn de trans
mision definida en el capitulo anterior (Catsimpoolas, N., 1982).

La complejidad de las expresiones analiticas no permite,
en la mayoria de los casos, determinar la influencia de cada una
de las partes de la célula en el patrdn de difraccién. El estudio
numérico, sin embargo, nos proporciona esta informacidn. Este es-
tudio se ha llevado a cabo dando valores particulares a los dife-
rentes pardmetros que caracterizan Spticamente a la célula (Cap.
1, Seccidén 4). Con el fin de que el comportamiento Sptico de nues
tro modelo sea de la mayor utilidad, se han asignado valores a los
pardmetros préximos a los presumidos para una célula viva, inmersa

en su entorno biocldgico real (Volkenshtein, M.V., 1983).

La potencia del método de cdlculo ha permitido obtener
una enorme cantidad de resultados, que corresponden a células con
diferentes funciones de transmisidén. La comparacién de los distin
tos patrones de difraccidn con los que puedan ser obtenidos expe-
rimentalmente, conduciria a un conocimiento bastante exacto del
comportamiento Sptico de la célula real en cuestidn.

En el Capitulo 4 se discutirdn, a titulo de ejemplo, al
gunos resultados de este tipo.
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3.2.- CONDICIONES GENERALES.

De entre los parimetros que caracterizan una célula bio
18gica, hay una serie de ellos a los gue asignaremos siempre los
mismos valores, independientemente de la situacidén concreta que
se esté analizando. Estos son:

- Didmetro del niclec: d_ = 2 x 10°° m.

N
- Didmetro del citoplasma: d, = 7.9 x 1073 o,
- Didmetro total de la célula: 4, = 8 x 1075 m.

T
que corresponden a tamafios promedio de las células parabasales
utilizadas en el estudio experimental. Estos valores fueron obte-
nidos con un microscopio Zeiss Universal por el método de contras
te interferencial.

- Factor de transmisidn del niicleo: ty = 0.8

- Factor de transmisidn de la membrana: ty = 1.0

que implica suponer al niicleo de la célula como la parte que ab-
sorbe mayor cantidad de energia y al borde mds exterior, como la
zona mis transparente. En cualquier caso, estos valores indican
que la célula es un objeto que absorbe débilmente la radiacidn.

Como se apreciara, al factor de transmisidn del citoplas
ma no se le da ningin valor fijo, considerindole como variable en
el estudio.

Si los valores arriba indicados se sustituyen en la Eq.
(1.28), que relaciona el factor de atenuacidén con la permeabili-
dad dieléctrica e(x',y’') para medios que aborben débilmente la ra
diacidn, se obtiene:

- para el niicleo: kA/2 Ime(x',y') = 0.2
- para el borde mids exterior de la membrana:
ka/2 Ime(x',y') = 0.0

Las constantes del sistema Sptico son:

- Longitud de onda de la radiacidn incidente: A = 632.8
nm, que corresponde a un laser de He-Ne.
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- Distancia focal: f = 1.8 x 10'3 m, que corresponde a
un objetivo de microscopio de 100x.

La eleccién de un objetivo de microséopio como lente
transformadora equivale a realizar el andlisis de Fourier de la
célula "in vivo" (Seger, G. et al., 1977).

Hay que sefialar, sin embargo, que la obtencidn analiti
ca de la Transformada de Fourier se ha realizado sin considersr
la apertura finita de la lente transformadora. En condiciones rea
les, la respuesta de Fourier que se obtendria estaria convolucio-
nada con la funcidén pupila de la lente (Hutzler, P.I.S., 1977).

En todos los casos se evalilan las amplitudes de difrac~
cién asociadas a cada zona de la célula, la amplitud total y 'a
distribucidn de intensidad. En los resultados gridficos hay que se
flalar que, cuando se trata de amplitudes, se representan las par-
tes reales sobre el eje de ordenadas, sin considerar el factor de
fase asociado a la onda que multiplica a la amplitud total, Eq.
(2.2), salvo el factor 1/iif, lo que implica un desfase de 7/ en
la parte real de las amplitudes. Si se considera el factor de fa-
se asociado a la onda, las amplitudes que se obtienen presentan
una fuerte oscilacidén, como puede verse en la Graf. la, gue a su
vez estaria modulada por la amplitud de la Transformada de Foi-
rier de gue se tratase. Esta oscilacidn enmascara la amplitud de
la contribucidn en estudio (Graf. 1b). En abcisas, la variable
es, en todos los casos, la frecuencia espacial radial, p, que to
ma valores en el intervalo comprendido entre 0 y 50 mm". (Los
intervalos indicados en las griaficas corresponden a 5 mm-1; la es
cala de las ordenadas se adapta de manera que su totalidad corres
ponde a la diferencia entre los valores maximo y minimo de la fun
cidén que se representa).

El estudio numérico se ha realizado en un microordeaa-
dor SHARP MZ-80B en lenguaje BASIC. Los programas utilizados en
el cdlculo se muestran en el Apéndice D.

3.3.- CASO GENERAL.
3.3.1.- Nicleo centrado.

Se han evaluado las partes reales de las Egs. (2.10),
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(2.11) y (2.12), que son, respectivamente, las contribuciones asg
ciadas al nicleo, citoplasma y membrana, asi como la Eq. (2.9)
gue representa la amplitud total. La distribucidn de intensidad
en el plano de Fourier se obtiene a partir de esta Ultima segiin
la relacién:

I(rg) = wlry) v*(r,)

En las expresiones (2.11) y (2.12) puede observarse la
dependencia de las contribuciones del citoplasma y de la membrana
con una serie de funciones de Bessel de orden impar y argumentos
proporcionales a los didmetros asociados a cada una de estas par-
tes. Un primer paso en su estudio numérico lo ha constituido el
definir una cota al niimero de términos gque tomamos en la serie
(en el Apéndice A se discute su convergencia), con la condicién
extra de que la cota que se tome sea tal que tanto la amplitud to
tal como la intensidad de difraccidén (que también dependen de es-
tas series) respondan a las caracteristicas de un objeto que pre-
senta simetria circular. Este primer estudio se ha trasladado al
Apéndice C. : '

a) Andlisis de la contribucidn del niicleo:

La expresidn analitica estudiada es:

N
c sen oc) .

dz J1(wpdN)
Re A1(r°) = (2n/)f) (tN sen ¢, - t —_—

mody p= role

y los resultados obtenidos son los siguientes:

- En el intervalo de frecuencias espaciales sobre el que
se ha realizado el estudio, la contribucidn del nicleo toma siem-
pre valores positivos. La primera frecuencia de corte apareceria
en 61 mm™ (@ = 0.02 mm) que cae fuera de la regidn estudiada;
esta contribucién toma su valor mdximo en el origen, Graf. 2.

Las variaciones con los parametros de los que depende
se pueden resumir como sigue:

- Esta contribucidn se mantiene constante cuando varia
el factor de transmisidn del citoplasma, Graf. 2a.
- Aumenta con la fase del niicleo, Graf. 2b.



ReA
TC = 0.999999

Y

(a)
¢y = 1.05 rad.

Graf. 2.- Representaciones conjuntas de La parte real de la
amplitud asociada al ndcleo.
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b) Anflisis de la contribucidn del citoplasma:

La_expresién estudiada, en este caso, es la parte real
de la Eg. (2.11), que puede escribirse en la forma:

t,-t
Re A,(r,) = (21/Af){(sen 6.-sen 6,) Ci(r.) + Cylr ) 1—5  sen o,)
(8y-d.)
(3.3.1)

donde C1 Yy C2 son funciones independientes de las fases y de los
factores de transmisidn.

El predominio de uno de los dos sumandos sobre el otro
es el factor que rige el comportamiento de esta contribucién, y
este predominio va a depender del valor que tome el factor de transg
misidén asociado al citoplasma, tc. Para pequefias variaciones de
éste, en torno a la unidad, el factor que multiplica al segundo su
mando puede tomar valores que difieren en varios ordenes de magni-
tud. De acuerdo con esto, los resultados son:

- Cuando tc = tM (tc = 0.999999), el facto:
(ty - tc)/(dt - dc)2 vale 1 mm_z, y como consecuencia, predomina
el primer sumando (funcidén de Airy). Los resultados muestran un
comportamiento oscilatorio, Graf. 3a, independientemente del valor
gue tome la fase L asociada a la membrana, como corresponde a la
amplitud de difraccidén asociada a un objeto con simetria circular.
Los valores a los que aparecen las frecuencias de corte estin re-
lacionados con el didmetro del citoplasma, dc. En la Tabla I se
indican estos valores.

TABLA I

Frecuencias de corte de la parte real de la amplitud
asociada a la contribucidén del citoplasma para
te = 0.999999

Frecuencias espaciales de corte Didmetros
o (mm~') d. (mm)
15.45 0.079
28.27 0.078

41.00 0.079
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En la Graf. 3a pueden apreciarse dos minimos y dos maxji
mos en el intervalo estudiado. El minimo mids importante se produ-
ce en el origen de frecuencias.

2
, - Cuando t, = 0.999, el factor (t, - tc)/(dT- d,)° vale

10 mm'z, se comienza a perder el caridcter oscilatorio de esta
contribucién y la funcidén toma valores negativos para p <43.8 ——

En la Graf. 3b se muestran estos resultados.

- Cuando t. < 0.999, dicho factor toma valores del orden

(o
de 105 mm'z, con lo cual la influencia del segundo sumando es muy
importante y hace que la funcidn crezca ahora muy suavemente des-

de el origen, donde toma su valor minimo, Graf. 3c.

La dependencia de la contribucidén del citoplasma con tC
Yy QM se resume en:

- Cuando fc disminuye, la funcidn toma valores mis pe-
quefios, Graf. 34d.

- Cuando ¢y aumenta, la amplitud de la oscilacidn se ha
ce mds negativa. Este comportamiento aparece en las
Grafs. 3a, 3b y 3c, en las que se representa conjunta
mente esta contribucidn para distintos valores de °M'
en tres casos diferentes. La primera de ellas corres-
ponde a tc = 0.999999, la segunda a tc = 0,999 y la
tercera, a tc = 0.9, y ponen de manifiesto que los fe
némenos mis arriba analizados son independientes de

la fase asociada a la membrana.
b) Andlisis de la contribucién de la membrana:

La parte real de la contribucidn de la membrana, Egq.
(2.12), puede expresarse, al igual gue en el caso anterior, de
la siquiente forma:
fw e
(dT - dc)
donde M; y M, son funciones definidas con el mismo criterio que
C, v C2 en la Eq. (3.3.1).

Re Aa(ro) = (2n/Af) sen by {M1(r°) + Mz(ro) (3.3.2)

Las consideraciones hechas en el estudio de la contri-
bucidn del citoplasma sobre la influencia del factor
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Graf. 3.~ Representaciones conjuntas de La pante neal de
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(ty - tc)/(dT - dc)2 son vdlidas para el andlisis de esta contri-
bucién, por lo que los resultados son similares:

- Para t, = t, (t, = 0.999999) el comportamiento asocia
do a esta funcidn es oscilatorio. En el intervalo estudiado apare
cen dos midximos y dos minimos, produciéndose el midximo mds impor-
tante, a diferencia con el citoplasma, en el origen de frecuencias.
Ambas contribuciones se encuentran, pues, en oposicidn de fase.

En la Tabla II aparecen los valores de las frecuencias espaciales

de corte correspondientes a la Graf. 4c.
TABLA II

Frecuencias de corte asociadas a la parte real de la
amplitud de la contribucidn de la membrana para

tc = 0.999999
Frecuencias espaciales de corte Didmetros
-1
p (mm ') dT(mm)
15.26 0.0799
27.91 0.0799
40.48 0.0800

- Para tc = 0.999 comienza a desaparecer este compor-
tamiento, obteniéndose que, en el intervalo de frecuencias estu-
diado, la funcidn toma valores positivos siempre que p < 42.59.
la am-

Por tanto, para valores de t,. que supongan un 99.9% de t

C M’
plitud de difraccidn asociada a esta contribucidén ya no es identi
ficable con la que se obtendria para un objeto de geometria circu

lar, Obsérvese la Graf. 44.

- Para tc < 0.999 la funcidn decrece desde el origen,
donde toma su maximo valor, hasta anularse sin presentar valores
negativos. Este resultado aparece en la Graf. de.

La dependencia de la parte real de la amplitud de di-
fraccidon de la membrana con las variables tC Y o) se puede resu-
mir en los siguientes aspectos:

- Estando fija la fase de la membrana, ¢M‘ esta contri

bucidén aumenta cuando tc decrece. En las Grafs. 4a y
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4b se representan conjuntamente las partes reales de
la amplitud asociada a la membrana para distintos va
lores de tc. La primera de ellas para by = 0.05 rad.
y la segunda para °M = 1.55 rad.

- Esta contribucidn aumenta con °M' estando fijo el fac
tor de transmisidén del citoplasma. Este fendmeno apa-
rece en las Grafs. 4c, 4d y 4e, en las que se repre-
sentan las contribuciones de la membrana para distin-
tos valores de ¢M‘

Conclusiones generales sobre las tres contribuciones:

- La contribucidn del nlicleo es la m3s extendida, Grafs.
Sa y 5b,

- Tanto la contribucidn del citoplasma como la de la
membrana presentan un comportamiento desigual, segiin
los valores que tome tc. Asi, valores de tc préximos
a ty hacen que sea importante la contribucidn que co
rresponde a la amplitud de difraccidn de un objeto
circular, mientrds que valores mids pequefios de ter
que supone en la prictica dar mayor importancia al
comportamiento parabdlico definido para la membrana,
hacen que estas dos contribuciones se comporten como
si no existiera un borde difractante.

- Como se puede apreciar en las Grafs. 5a, 5b y 5c, am
bas contribuciones aparecen como si fueran simétricas
respecto al eje de frecuencias, aungue los valores nu
méricos que toman son, en valor absoluto, ligeramente
diferentes.

d) Andlisis de la distribucidén de amplitud:

Como expresa la Eg. (2.9) la distribucién de amplitud
en el plano de Fourier se obtiene como suma de las amplitudes asgQ
ciadas a cada parte de la célula, lo que nos permite realizar una
evaluacién numérica de la misma, como suma de las partes reales

de cada una de las contribuciones.
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Por esta razdn, la amplitud total de difraccidn, refle-
jard la mayor o menor influencia que tiene cada una de las regio-
nes consideradas en la célula. Asi, se puede ver que:

- Cuando tc = tM y la fase asociada a la membrana es
pequefia, la contribucién del nicleo predomina sobre las otras dos,
salvo en el origen, Graf. Sa. Este predominio aumenta con la fase
asociada al nicleo. Como consecuencia, la distribucién de amplitud
responde a una funcidn que oscila muy suavemente, decreciendo en
el intervalo estudiado sin tomar ningiin valor negativo, Graf. 6a.

- El hecho ya mencionado de que los valores que toman
las contribuciones del citoplasma y de la membrana sean muy simi-
lares en valor absoluto, pero de distinto signo, hace que, aunque
los correspondientes al niicleo sean muy peguefios frente a ellos,
la amplitud total oscile solamente de manera suave (dependiendo
del valor de QM) y'sea positiva en todo el intervalo estudiado.
Este resultado es independiente del valor de ter Graf. 6.

- La parte real de la amplitud total solamente se mani-
fiesta cémo una funcidn oscilante, coh puntos de corte o ceros,
cuando la fase del nicleo es muy pequefia (6 = 0.05 rad.) indepen
dientemente del valor gue tome el factor de transmisidn asociado
al citoplasma, Graf. 7a. Estas oscilaciones se hacen mayores cuan
do aumenta la fase asociada a la membrana (excepto cuando °N Y 6y
valen 0.05 rad), Graf. 7c. La amplitud total, presenta, en este
caso, dos mdximos y dos minimos, estando en el origen el miximo
mis importante. La anchura de los miaximos y minimos varia con los
valores de tc Y oy de forma que, cuando tc y ¢M aumentan, el mdxi
mo principal y el segundo mdximo son mids estrechos, mientras que
los dos minimos se ensanchan. En la Tabla III aparecen las fre-
cuencias de corte para distintos valores de tc y ®M y se puede ver
cbémo en ningiin caso corresponden a las frecuencias caracteristicas
asociadas a las dimensiones del objeto difractante, sino a dimen-
siones mayores.
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TABLA III

Frecuencias espaciales de corte asociadas a
la parte real de la amplitud total

Frecuencias Didmetros Frecuencias Didmetros

plmm™) a (mm) o(mm™") a (mm)

°M tc = 0.999999 tc = 0.9 ¢M
12.361 0.099 12.421 0.098

0.55| 21.901 0.102 21.721 0.103 |0.55
36.351 0.089 36.391 0.089
11.241 0.108 11.261 0.108

1.55{ 21.991 0.102 21.901 0.102 [1.55
35.561 . 0,091 31.57 0.103

En resumen, la parte real de la amplitud total presenta
las siguientes dependencias con los parametros:

- Para °N y ¢M fijos, el comportamiento de la amplitud
de difraccidén es independiente de te, Graf. 7a.

- Para tc Yy oy fijos, la distribucidén de amplitud toma
valores mayores cuanto mayor es GN' haciéndose, al
mismo tiempo, menos oscilante, Graf. 7b.

- Para tc Y °N fijos, se aprecia cdmo al aumentar ¢M
aumentan las oscilaciones, Grafs. 7¢ y 7d.

e) Anidlisis de la distribucidén de intensidad:

La distribucidén de intensidad ha sido evaluada como se
indica al principio de este apartado. Los resultados muestran que
esta distribucidén presenta siempre un midximo central y tres maxi-
mos secundarios. Con objeto de realizar un estudio cuantitativo
de estos maximos secundarios, se ha suprimido la representacidn
del mdximo central, aumentando considerablemente la magnitud de
los secundarios para, de esta forma, poder estudiar su evolucidn
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con los distintos pardmetros. La dependencia que presenta la dis
tribucidn de intensidad con éstos es la siguiente:

- Para ¢N y tc fijos, a medida que aumenta la fase asg
ciada a la membrana, los maximos secundarios toman valores lige-
ramente mis pequefios, de forma que la distribucidn de energia,
independientemente del valor de ¢M' es la siguiente: El primer
mdximo contiene el 2% de la energia, el segundo, el 0.3% y el ter

cero el 0.2%. En la Graf. 8a se muestra este resultado.

- Para ON y OM fijos, cuando disminuye tcse observa que
los valores gue toman los maximos secundarios son mas pequefios.

Este es un resultado 18gico ya que cuanto menor es t el citoplas

v
ma de la célula (que es la parte mias extensa) absorbg un mayor por
centaje de la energia incidente. El valor que toma el miximo cen-
tral, por ejemplo, para tc = 0.9, es el 80% del gque toma para tc

= 0.999999. En la Graf. 8b se representan conjuntamente lasdistri

buciones de intensidad asociadas a diferentes valores de tc.

- Para tc y ¢M fijos, se puede apreciar coémo a medida
que aumenta la fase del nicleo, ¢N, hay una redistribucidn de 1la
energia de forma que el miaximo central se hace mis pequefio, el
primer maximo secundario aumenta, el segundo disminuye y el ter-
cero crece, de tal suerte que para ciertos valores de los parime
tros este tercer maximo secundario se hace mayor que el segundo.
En la Tabla IV aparecen los valores que ponen de manifiesto este
fendémeno y en la Graf. 8c se muestra su comportamiento.

Las frecuencias a las que aparecen los minimos varian
con los valores que toman los parametros, siendo la variacidn mas
importante la debida a ON, Tabla V, modificidndose las anchuras de
los maximos secundarios de la siguiente manera: Cuando aumenta by

se ensancha el primero y el tercero y se estrecha el segundo.
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TABLA IV

Valores normalizados de los midximos de la

distribucidén de intensidad

te = 0.999999 0.999 0.9
Max. pal. 1. 1. 1.
1T nax. 0.3913 0.0391 0.0399 . 0.05 rad
22 max. 0.0019 0.0020 0.0022
3°%F pax. 0.0037 0.0038 0.0040
Max. pal. 1. 1. 1.
18T max. 0.0024 0.0392 0.0394 < 1.55 rad
22 max. 0.0020 0.0020 0.0023
3%T pax. 0.0037 0.0036 0.0036
TABLA V

variacidn de los valores de las frecuencias espaciales

asociadas a los minimos con °N para

te = 0.999999 y by = 0.05 rad.

6y (rad.) 0.05 0.55 1.05 1.55
18T min. 14.95 14.95 14.7 14.2
29 min. 28.2 28.45 29.2 30.2
3T min. 40.2 39.95 39.45 38.7

Los valores de los pardmetros para los cuales se obtie-

nen las frecuencias asociadas a las dimensiones del objeto son
(recuérdese que éstas permancen constantes en todo el calculo):
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- Para ON = 0.05 rad. y cualguier valor que tome el fac
tor de transmisidn de tc o la fase asociada a la mem-
brana, los valores de las frecuencias se corresponden

con el didmetro total de la célula.

- Para valores de °N mayores, las frecuencias correspon
den a dimensiones mayores.

De estos dos {iltimos resultados se deduce una importan-
te consecuencia, pues se pone de manifiesto gque el patrdn de di-
fraccidén contiene informacidn relativa a las propiedades dpticas
de una célula bioldgica, siendo sensible a la variacidn de los pa
rdmetros que rigen su comportamiento como objeto de amplitud y fa
se difractante: tyr tc, tM y ON' oc Y by- Este resultado implica
la validez del método difraccional para extraer informacidn de
una célula. La calidad de la informacidn obtenida estard, conse-
cuentemente, relacionada con la sensibilidad del detector utiliza
do en el registro. Sobre este punto se volverd mis adelante.

3.3.2.- Efecto debido al desplazamiento del niicleo respecto al
centro de simetria.

Como se dedujo en el Capitulo 2, Seccidén 2.3, cuando el
niicleo se encuentra desplazado con respecto al centro de simetria
de la célula, aparece un factor de fase que depende del producto
escalar del vector desplazamiento E por el vector de la variable
radial asociada al plano de difraccidn. Este factor aparece multi
plicando a la amplitud de difraccidn asociada a la contribucién
del nficleo.

Las amplitudes de difraccidn correspondientes a las con
tribuciones del citoplasma y de la membrana permanecen sin modifi
carse, razén por la cual, en este apartado, solo serdn analizadas
las partes reales de la Eg. (2.15), que corresponde a la amplitud
asociada a la contribucidn del nicleo, y de la Eq. (2.14), que co
rresponde a la amplitud total. Asimismo, se estudia la distribu-
cidn de intensidad de difraccibn, Eq. (2.16).

Este estudio se ha realizado para cinco valores distin-
tos del mddulo del vector desplazamiento, gue corresponden a cinco
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posiciones diferentes del niicleo. Dichos valores son: 0.005 mm,
0.01 mm, 0.015 mm, 0.02 mm y 0.025 mm, el (ltimo de los cuales
representa la posicidn en la cual el borde del niicleo coincide
con el borde del citoplasma-membrana. Los resultados se comparan
con los del Caso General, que corresponden a |E| = 0 mm.

a) Andlisis de la contribucidén del niicleo.

La expresidén analizada es la parte real de la Eg. (2.15),

es decir:
! - - - _ - -

Re A1(r°) = (27/Af) (tN sen (ON 21pE) tC sen (oc 2n pE))
aZ 3, (mpdy) .
_ — = |A1(r°)| cos (2mpE - g)
4 npd

N
donde - 2mpE es el factor de fase debido al desplazamiento y &

es la fase de la amplitud asociada a la contribucidén del nicleo
cuando no estd desplazado, independiente de p. Las frecuencia de
oscilacidén de las funciones sinusoidales son, en ambos casos,
iguales a |E|.

Cuando el niicleo se encuentra centrado, la amplitud
asociada a su contribucidn es positiva en todo el intervalo, to-
mando su miximo valor en el origen. En el caso presente, y como
puede observarse en la expresidn de Re A1(r°). la fase de la am-
plitud depende ahora de p y de |E| y, como consecuencia, el maxi
mo de la funcidn no corresponde al origen de frecuencias espacia
les. En la Graf. 9 se representa |E| en funcidn del valor de la
frecuencia espacial asociada al maximo de la funcidn. Se observa
que la frecuencia a la que aparece el maximo central, primeroc au
menta con E hasta que éste alcanza el valor de 0.003 mm, y des
pués, disminuye.

En la Tabla VI se dan los valores de las frecuencias
espaciales a los que aparecen los miximos, minimos y ceros, para
los distintos desplazamientos, en el intervalo comprendido entre
0y 50 mn”'. En ella se observa cdmo la funcidn se hace oscilato

ria, debido al factor de fase introducido. Las frecuencias de
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TABLA VI

Variacidén de las frecuencias a las gue aparecen los maximos,

minimos y ceros de la parte real de la amplitud de la

contribucidn del niicleo para to = 0.999
o (mm™ ")
|E| (mm) 6y = 0.05 rad. ¢y = 1.55 rad.
0.00001 Max. 0.45 0.00
0.00005 Max. 2.2 0.45
0.0005 Max. 15.45 3.95
0.005 Max, 23.45 14.45
Max. 17.95 11.45
0.01 Cero 47.7 39.2
Min. - 48.45
Max. 13.45 8.45
0.015 Cero 31.7 26.2
Min. 42,2 37.7
Max. 10.7 6.7
Cero 23.7 19.7
0.02 Min. 33.7 29.95
Cero 48.7 44.7
Max. 8.7 5.45
Cero 18.95 17.7
0.025 Min. 27.7 24.7
Cero 38.95 35.7

Max. - 43,2
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corte y los maximos y minimos secundarios, aparecen para valores

tanto menores de p cuanto mayor es la fase del niicleo.

Ante estos resultados parece interesante ampliar el in
tervalo de estudio a la regidn de las frecuencias negativas, con
el fin de estudiar la simetria de la funcidn con respecto al ori
gen de frecuencias. El intervalo examinado va ahora desde - 25
mm’1 a 25 mm-T. En la Graf. 10 se han representado las partes
reales de la amplitud asociada a esta contribucién, para cada
uno de los valores dados del desplazamiento. En todas las figu-
ras se puede comprobar cémo la parte real de la amplitud del ni-
cleo pierde la simetria respecto al eje de ordenadas. Estos fend
menos se producen independientemente de los valores gue tengan
el factor de transmisidn del citoplasma, ter Y la fase del ni-

cleo, by

En la Graf. 117a se representan conjuntamente las ampli
tudes de la contribucidén del niicleo para distintos valores del
parimetro tc y dos valores fijos del desplazamiento: 0.005 mm y
0.025 mm, y en ambas se observa cémo los valores absolutos de
los maximos y minimos aumentan cuando aumenta tc, para un valor
fijo de °N' De la misma forma, fijando tc, se observa cdmo estos
valores absolutos aumentan con la fase del nicleo, Graf. 11b. En
la Graf. 11c se representan conjuntamente las amplitudes de la
contribucidn del nicleo para distintos valores del desplazamien-
to. En ellas se muestra cémo la amplitud asociada a esta contri-
bucidn aumenta en oscilacidn cuanto mayor es el desplazamiento,
asi como que el mdximo principal aumenta con |E|. En las Tablas
VII y VIII aparecen las variaciones relativas de maximos y mini-

mos con la fase del niicleo y con t respectivamente.

c’
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TABLA VII

Variacidén relativa de los valores de los miaximos y minimos
de la parte real de la amplitud de la contribucidn del niicleo
con ¢y para |E|] = 0.015 mm y to = 0.999

oy (rad) 0.05 0.55 1.05 1.55
Maximos 0.1507 0.4174 0.7326 1.0000
Minimos - 0.1166 - 0.4619 - 0.7900 - 1.0000

" TABLA VIII

Variacién relativa de los valores de los miximos y minimos
de la parte real de la amplitud de la contribucidn del niicleo
con t. para ¢ = 1.05 rad. y |1E|] = 0.015

te 0.999999 0.999 0.99 0.95 0.9
Mdximos 1.0000 0.9993 0.9936 0.9682 0.9377
Minimos - 1.0000 - 1.0000 - 0.9969 - 0.9862 - 0.9739

Nota: Los valores de los miximos y minimos estan normalizados se
paradamente.

b) Andlisis de la distribucidn de la amplitud total de di-

fraccién.

Las conclusiones obtenidas al analizar la parte real
de la distribucidén de amplitud total cuando el niicleo estd cen-
trado ponian de manifiesto la fuerte influencia de la contribu-
cién del niicleo. Asi, como consecuencia de que esta contribucidn
no se presentaba como una funcidn oscilatoria en el intervalo es
tudiado, la distribucidn de amplitud se comportaba como una fun-
cién que oscilaba suavemente en ese mismo intervalo. Para este
comportamiento habia una excepcidn: oy = 0.05 rad. y Oy > 0.55
rad. (Apartado 3.3.1.4).
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En el caso que aqui estudiamos, la influencia de la con
tribucién del nicleo sigue siendo muy importante sobre todo cuan-
do ¢ es pequefic frente a ¢,. Como consecuencia, para |E| igual a
0.0" mm y 0.015 mm, valores del desplazamiento para losgque la am-
plitud asociada al nicleo presenta una sola frecuencia de corte,
la distribucién de amplitud total presenta, también, una sola fre
cuencia de corte. Para |E|igual a 0.02 mm y 0.025 mm, la contribu
cidén del nicleo presenta dos frecuencias de corte e, igualmente,
la distribucidén de amplitud total.

En la Tabla IX aparecen las frecuencias asociadas a ma-
ximos y minimos y los valores de las frecuencias de corte para
|E]= 0.005 mm. En la misma Tabla, aparecen también los valores de
las frecuencias asociados a estos puntos, para la amplitud total
en el caso en que el nicleo estd centrado, al objeto de poder com
parar el comportamiento de ambas funciones. En esta Tabla es posi
ble observar cdmo Re U' es tanto mds oscilatoria cuanto mayor es
QM y menor es ON. Este comportamiento es el mismo cualquiera que
sea el valor que tome el factor de transmisidn tc.

En la Graf. 12, se han representado las partes reales
de la amplitud, Re V', para el desplazamiento arriba indicado, con
juntamente con las amplitudes correspondientes al caso en que el
niicleo no estd desplazado, Re ¥, considerando los valores de los
parametros que aparecen en la Tabla IX, en el intervalo comprendi

1

do entre - 25 mm~ y 25 mm~'. Todas ellas ponen en evidencia la

. .pérdida de simetria de la funcidn respecto al origen de coordena-

das, asi como que la amplitud asociada al caso en gque el nicleo
esta desplazado es mayor que la asociada al nicleo sin desplazar,
en la zona de frecuencias positivas, mientras que es menor en la
de frecuencias negativas.

La parte real de la amplitud asociada a este desplaza-~
miento sdlo se comporta como una funcidn muy oscilante cuando
°N =0.05 rad. y °M > 1.05 rad., tal y como puede observarse en la
Tabla IX. En este caso, la amplitud presenta dos miaximos, dos mi-

nimos y cuatro ceros en el intervalo comprendido entre 0 y 50 mm'1.
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TABLA IX

Variacidén de las frecuencias espaciales a las que aparecen
los midximos, minimos y ceros de la parte real de la
distribucidn de amplitud con 6y Y 0y para

|E| = 0.005 mm y t, = 0.999999
[ [
N 0.05 (rad.) M 1.55 (rad.)

Re ' Re ¢ Re V' Re V¥
Max. pal. 2.20 0.00 |[Max. pal. 0.45 0.00
Min. 18.45 20.45 {Cero 12.70 11.20
Max. 29.70 33.45 {Min. 15.95 16.20
0.05 Min. - 46.20 |Cero 19.20 21.95
(rad.) Max. 28.20 28.45
Cero 38.70 35.45
Min. 41.70 41.20
Cero 44.95 47.20
Max. pal. 7.45 0.00 Max. pal. 1.95 0.00
1.55 Min. 16.45 17.20
(rad.) Max. 25.45 26.45
Min, - 44.20

La Tabla IX muestra también cémo se modifican las fre-
cuencias de corte (ceros). En consecuencia, los minimos de la
distribucidén de amplitud asociada al nlcleo desplazado se estre-
chan, mientras gque el mdximo se ensancha. En el resto de los ca-
sos, la parte real de la distribucidén de amplitud oscila suave-
mente tomando valores positivos en el intervalo comprendido en-
tre 0 y 50 mm™ .

La frecuencia espacial a la gue se desplaza el maximo
principal es tanto mayor cuanto mayor es la fase del nicleo y me
nor es la de la membrana.

En la Tabla X se indican las frecuencias espaciales a
las gue aparecen los maximos, minimos y ceros de la parte real
de la distribucidén de amplitud para |E| = 0.01 mm. Estos resul-
tados son totalmente eguivalentes para |E| = 0.015 mm, va gue en
ambos casos, la amplitud tiene un solo punto de corte. Para es-
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tos dos desplazamientos la parte real de la amplitud presenta en
la mayoria de los casos un maximo, un cero y un minimo, en el in
tervalo comprendido entre 0 y 50 mm-1. Al igual que antes, la
frecuencia espacial a la que aparece el miximo principal no se
corresponde con el origen sino que estd desplazada. E1l despla
zamiento de esta frecuencia espacial se rige por los mismos cri-
terios que los sefalados mds arriba. En la Graf. 13 se hace una
representacidn andloga a la de la Graf. 12.

Al igual que cuando el desplazamiento es |[E| = 0.005mm
la amplitud es fuertemente oscilatoria para oy = 0.05 rad. y
°M > 0.55 rad. Pero a diferencia del caso anterior, la excepcidn
sdlo se presenta cuando tc < 0.99.

TABLA X

Variacidén de las frecuencias espaciales a las que aparecen
los maximos, minimos y ceros de la parte real de la
distribucidn de amplitud con °N y °M para

|E] = 0.01 mm y te = 0.999999
¢ ¢
N 0.05 (rad.) M 1.55 (rad.)
Re V' Re V¥ Re ' Re ¥
Max. pal. 4.2 0.00( Max. pal. 8,7 0.00
Cero 45.45 - Cero 39.2 11.2
Min. 20.45| Min. 47.95 16.2
0.05 Max. 33.45| Cero 21.95
(rad.) Min. 46.2 Max. 28.45
Cero 35.45
Min. 41.2
Cero 47.2
Max. pal. 0.95 0.00| Max. pal. 3.45 0.00
Min, 15.95 Min. - 17.2
1.55 Max. 27.7 Max. - 26.45
(rad.) Cero 37.2 Cero - 37.45
Min. 41.95 Min. 43.95 44.2
Cero 47.45

En la Tabla XI se da una relacidén de los miximos, mini
mos y ceros para |E| = 0.02 mm. Con este desplazamiento para el
nicleo, la amplitud presenta un maximo, un minimo y dos ceros.
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El primer cero aparece a frecuencias mayores cuando aumenta ON Y

disminuye °M' mientras que el segundo, aparece a frecuencias ma-

yores cuando aumenta °M’ siendo el comportamiento con respecto a

oy dificil de generalizar. La frecuencia espacial a la gque se des
plaza el midximo principal es menor cuando aumentan ¢M y ¢N’ siem-
pre gue esta 0ltima sea menor que 1.05 rad.

En este caso, la coincidencia de la amplitud total con
la amplitud de la contribucidén del nicleo es muy notable. En la
Graf. 14 se hace una representacidén andloga a las de las Grafs.
12 y 13.

Como en todos los casos estudiados, la excepcidn se pre
senta para ¢y = 0.05 rad. y ¢M >0.55 rad., y en este caso, para
todo valor de te. La funcidn presenta dos miaximos, dos minimos y
tres frecuencias de corte. El mdximo principal se presenta para
frecuencias muy prdximas al origen.

TABLA XI

Variacidn de las frecuencias espaciales a las que aparecen
los miximos, minimos y ceros de la parte real de la
distribucidén de amplitud con °N y ¢y para

lE| = 0.02 mm y te = 0.999999
[ [
N 0.05 (rad.) M 1.55 (rad.)
Re V' Re ¢ Re ' Re v
Max. pal. 5.95 0.00 Max. pal. 1.7 0.00
Cero 22.95 - Cero 15.2 1.2
Min. 34.7 20.45 Min. 17.95 16.2
0.05 Cero 49.45 - Cero 21.2 21.95
(rad.) Max. 33.45 Max. 26.45 28.45
Min. 46.2 Cero 31.2 35.7
Min. 39.7 41.2
Cero 47.2
Max. pal. 5.95 0.00 Max. pal. 4.2 0.00
Cero 19.45 Cero 18.7 -
1.55 Min. 29.7 Min, - 17.2
(rad.) Cero 44.7 Max. - 26.4
Min. 31.45 44,2
Cero 45.7
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En la Tabla XII aparecen los valores de las frecuencias
espaciales de los midximos, minimos y ceros de la parte real de la
amplitud total para |E| = 0.025 mm. En este caso la amplitud pre-
senta dos midximos, un minimo y dos ceros, como consecuencia de la
fuerte influencia de la contribucidn del niicleo. El mdximo princi
pal también aparece desplazado hacia frecuencias que evolucionan
tal y como se indicd para |E| = 0.02 mm. La frecuencia asociada al
primer cero aumenta cuando aumenta Oy si esta fase es mayor que
0.55 rad., y cuando es menor, disminuye. Cuando aumenta °M toma
valores menores si ¢y es menor que 0.55 rad.

En la Graf. 15 se ha hecho una representacién aniloga
a la de los casos anteriores.

TABLA XII

Variacidén de las. frecuencias espaciales a las gue aparecen
los maximos, minimos y ceros de la parte real de la
distribucién de amplitud con ®N Yy ¢M para
|E] = 0.025 mm y t, = 0.999999

(o4
[ ¢
N 0.05 (rad.) " 1.55 (rad.)
Re y' Re V Re ¢' Re ¥
Max. pal. 5.7 0.00 Max. pal. 4.95 0.00
Cero 18.2 - Cero . 15.7 11.2
Min. 26.7 20.45 Min. 24.45 16.20
0.05 Cero 39.2 - Cero 35.7 21.95
(rad.) Max. 46.7 33.45 Max. 42.95 28.45
Min. 46.2 Cero 35.45
Min. 41.2
Cero 47.2
Max. pal. 1.95 0.00 Max. pal. 3.95 0.00
Cero 13.95 Cero 14.95 -
1.55 Min. 18.95 Min. 23.2 17.2
(rad.) Max. 29.2 Max. - 26.45
Min. 38.95 Cero 35.95 -
Cero 45,45 Max. 44,95 44.2
La excepcidn en el comportamiento descrito aparece para
[

N = 0.05 rad., °M >0.05 rad. y tc< 0.99. En estos casos, la dis-
tribucién de amplitud presenta dos miximos, dos minimos y tres ce
ros.
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c) Andlisis de la distribucidn de intensidad total de difrac-

.2
cion.
Los resultados obtenidos en el andlisis de la distribu-
cidén de intensidad se resumen en los siguientes aspectos:

- El patrdn de difraccidn presenta en el intervalo com-
prendido entre 0 y 50 mm~! un méximo principal y tres miximos se-
cundarios para cualguier valor del desplazamiento. La excepcidn se
presenta cuando éste es 0.025 mm y el valor de la fase del nicleo
es 1.55 rad., caso en gue desaparece el segundo maximo secundario
y, por tanto, la distribucidn de intensidad presenta un miximo
principal y dos miximos secundarios.

En la Tabla XIII aparecen los valores normalizados de
los miximos para diferentes desplazamientos y distintos valores de
QN' Estos valores ée mantienen aproximadamente constantes cuando
varian ¢M y tc. Puede apreciarse cdmo, para valores elevados de ¢N,
al aumentar el desplazamiento (|E|>0.015 mm), el segundo mdximo es
mayor que el primero y que el tercero. Notese que para fases peque-
fnas las variaciones del desplazamiento no afectan sensiblemente al
patrdn de difraccidén. Sin embargo, para oy grandes (1.55 rad.)
aquellas variaciones dan lugar a redistribuciones de energia en di
cho patrén.

- Para valores fijos de los pardmetros wN, ®M y del des
plazamiento |E|,los valores de los mdximos disminuyen cuando lo ha
ce tc. Estos resultados se ponen de manifiesto en las Grafs. 16a y
16b, donde se representan conjuntamente las distribuciones de in-

tensidad para distintos valores de te manteniendo fijos los restan

tes pardmetros.

- Fijados L tc y |E],tanto el mdximo principal como
los miximos secundarios disminuyen cuando aumenta by s alin cuando
la disminucidn no es muy acusada. Este resultado se pone de mani-
fiesto en las Grafs. 16c y 16d en las gque se representan conjunta
mente las distribuciones de intensidad asociadas a distintos valg
res del pardmetro ¢y. Las frecuancias a las que aparecen los mini
mos permanecen aproximadamente constantes cuando la fase de la

.
membrana varla.
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TABLA XIII

Valores normalizados de los maximos

|E] (mm) 6y (rad.)
0.05 1.55

Max. pal. 1.000 1.000

0.008 1%% max. 0.020 0.030
22 max. 0.004 0.008
3%7 max. 0.002 0.001
Max. pal. 1.000 1.000

0.010 1°% max. 0.020 0.020
22 max. 0.005 0.010
37 max. 0.001 0.001
Max. pal. 1.000 1.000

0.015 1%% max. 0.020 0.008
22 max. 0.005 0.010 .
3%T max. 0.002 0.003
Max. pal. 1.000 1.000

0.020 157 max. 0.020 0.005
29 max. 0.005 0.006
3°T max. 0.002 0.004
Max. pal. 1.000 1.000

0.025 1% max. 0.020 0.010
22 max. 0.004 -

3T pax. 0.002 0.002
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- Por dltimo, puede observarse en la Graf. 17 que, para

valores fijos de los pardmetros ¢, tey |E|:

a)

b)

c)

d)

e)

f)

El miaximo principal disminuye cuando aumenta °N'

El primer mdximo secundario disminuye cuando aumenta
¢y salvo para JE| = 0.005 mm, en que para ¢y inferig
res a 1.05 rad. aumenta y °N superiores disminuye.

El segundo miximo aumenta cuando aumenta ¢, siempre

N
que |E| <0.02 mm., Para desplazamientos superiores

disminuye.

El tercer miaximo disminuye cuando aumenta °N si el
desplazamiento es menor que 0.015 mm y mayor gque
0.02 mm.

Para desplazamientos pequefios, el primer minimo apa-
rece a frecuencias espaciales mis bajas cuando aumen
ta oy ¥ |E| es pequefio (~ 0.005 mm). Para valores su
periores ocurre lo contrario.

El comportamiento del segundo minimo es el siguiente:
Para valores de [E| inferiores a 0.02 mm, aparece a
frecuencias mds bajas cuando °N aumenta, mientras que
para desplazamientos mayores, aparece a frecuencias

superiores.

Comparando estos resultados con los obtenidos en el Caso

General (|E|
tribucién de

= 0.0 mm), se observa que el comportamiento de la dis
intensidad con respecto a by s anidlogo cuando los

desplazamientos son pequefios; pero presenta un comportamiento opues

to si los desplazamientos son grandes (Pernick, B. et al., 1978).
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Comparacidn con el Caso General (|E|l= 0 mm).

Un estudio comparativo de la distribucidn de intensidad
asociada al caso en gue el niicleo estd centrado con el caso en
que estd desplazado, pone de manifiesto los siguientes fendmenos:

- El midximo principal y el de segundo orden, son mayo-
res en la distribucidn asociada al nicleo desplazado, a excepcidn
del caso en gue |E| = 0.025 mm, en el cual el segundo mdximo es
menor, llegando incluso a desaparecer para by = 1.55 rad. Esto
puede apreciarse en la Graf. 18, donde se representan de forma
conjunta la distribucidén de intensidad ligada al caso en gque el
nicleo no estd desplazado y las distribuciones de intensidad aso-
ciadas a los desplazamientos 0.010, 0.020 y 0.025 mm, respectiva-
mente. En la Graf. 18a, se representan el midximo principal y el
segundo miaximo secundario, pudiendo observarse cémo este Gltimo
desaparece para |E| = 0.025 mm.

- E1 primer y tercer maximos secundarios son menores
que sus correspondientes en la distribucidn de intensidad asocia-
da al nlcleo centrado. En la Graf. 18b estan representados el pri
mer y tercer midximos secundarios.

- Las frecuencias espaciales asociadas al primer y ter-
cer minimos, se presentan siempre a valores mayores. Los desplaza
mientos de estas frecuencias espaciales son muy acusados cuando
la fase del nlcleo es grande. La frecuencia espacial asociada al
segundo minimo se presenta, en la mayoria de los casos, a valores
menores.

- El ma3ximo principal aparece desplazado en los casos
siguientes: |E|>0.015 mm y ¢y > 0.55 rad. Para |E| = 0.015 mm,
este desplazamiento se produce si °N = 1.55 rad. Esto puede apre
ciarse en las Grafs. 21 y 22. En ellas se han representado con-
juntamente ambas intensidades (la asociada al nicleo centrado, I,
y la asociada al nicleo desplazado, 1') para diferentes valores
de las fases del niicleo y de la membrana en el intervalo compren-
dido entre - 25 mm'1 y 25 mm". El mdximo principal se desplaza
en todos los casos a 0.45 mm™ ', salvo para |E| = 0.025 mm y

6., = 1.55 rad, en que se presenta a 0.7 mm'1.

N



- E o= 0.010 MM,
<—E = 0.020 MM,

(a)
SebimE . 0.025 MM,
o]
M&ximo principal y segundo mdximo secundario 11103).
1 1
:F': .."‘\‘_
] P TE e 0,020 MM,
E=0.010 MM
(b} £-0.025 2
¢ E = 0.025 MM,

g

L NeE = 0.010 MM
[*]

Ex0.020% il
0 ‘#;”“\;3

Primen (xro’) y tercen (x103) méximos secundarios.

Graf. 18 .- Representaciones conjuntas de La distribucifn de 4in-
tensidad en Los casos de ndcleo centrado (1) y de nd
cleo desplazado para diversos valones del desplaza-
miento E : by * 1.55 rad.; oy * 0.05 nad.



- 100 -

- Las frecuencias espaciales a las gue aparecen los ma-
ximos secundarios también sufren modificaciones, que pueden gene-
ralizarse como sigue: Para |E|<0.020 mm, las frecuencias asocia-
das al primer y segundo midximos son menores cuando el niicleo estd
desplazado, mientras gue la asociada al tercer miximo es mayor.
Para desplazamientos superiores o iguales a 0.020 mm, la frecuen-
cia del primer miximo es mayor.

- En las Grafs. 19, 20, 21 y 22, puede observarse la
pérdida de simetria de la figura de difraccidn para valores gran-
des de la fase del niicleo.

Como conclusidn, podemos decir que la parte real de la
amplitud asociada a la contribucidn del nicleo y la de la asocia-
da a la amplitud total, pierden la simetria para todo valor de |E]
y de ¢y, mientras que en la distribucién de intensidad ésto sdlo
ocurre cuando &, y |E|son grandes.

3.4.- CASO DE FASE.
3.4.1.- Nicleo centrado.

Las expresiones estudiadas en este apartado corresponden
a las partes reales de las Egs. (2.21), (2.22) y (2.23) gque son,
respectivamente, las amplitudes de las contribuciones del niicleo,
citoplasma y membrana. Al igual que en el caso anterior, se anali
zan la parte real de la amplitud total, Eq. (2.20), y la distribu
cidén de intensidad en el plano de Fourier, Eq. (2.24).

a) Andlisis de la parte real de la amplitud asociada a la con-

tribucidén del nicleo:

La parte real de la Eqg. (2.21) se analiza considerando
que la fase del citoplasma es ahora variable.

Los resultados obtenidos para ella se concretan en los
siguientes puntos:

- Es nula cuando las fases del nicleo y del citoplasma
son iguales.
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- Cuando son diferentes, se presenta como una funcidn
gue no oscila en el intervalo estudiado ya que, al igual que en
el caso anterior (Apartado 3.3.1.a), el primer cero aparece a 61

mm'1, gue se sitlla fuera de la zona analizada del espectro.

- Si la fase del niicleo es mayor que la del citoplasma,
la contribucidn es positiva y decreciente, tomando su valor maxi-
mo en el origen. Por el contrario, si 0N< ¢c, es negativa y cre-
ciente, presentando un minimo en el origen.

- El intercambio entre los valores de las fases del nii-
cleo y del citoplasma, conduce a la misma funcidn cambiada de sig
no. Por tanto, la amplitud asociada a esta contribucidn es antisi
métrica con respecto a ¢y Y 0c-

- Cuando aumenta la fase del nicleo, aumentan los valo-
res que toma la funcidn, como se muestra en la Graf. 23a.

- Cuando aumenta la fase asociada al citoplasma, la fun
cién disminuye como se muestra en la Graf. 23b.

En la Tabla XIV se muestran las variaciones relativas
del maximo o minimo segiin varian respectivamente by © 6c-
TABLA XIV

Variaciones relativas de los madximos/minimos de la
parte real de la amplitud de la contribucidn del nificleo

6y = 1.55 rad. ; o = 0.05 0.55 1.05 1.55 (rad.)
Re A1(¢C)/|Re A1(0.05)I 1.00 0.45 0.12 0.00
6o = 1.55 rad. ; oy = 0.05 0.55 1.05 1.55 (rad.)

Re 51(¢N)/lne 51(0.05)1 - 1,00 -0.50 - 0.14 0.00
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b) Andlisis de la parte real de la amplitud asociada a la con-
tribucidn del citoplasma:

La expresidn analizada en este caso corresponde a la par
te real de la Eq. (2.22). )

Los resultados obtenidos se concretan en los sigquientes
puntos:

- La contribucidn es nula cuando las fases asociadas al
citoplasma y a la membrana son iguales.

- Cuando son diferentes, es una funcidn oscilatoria en
el intervalo estudiado. Las tres frecuencias de corte que aparecen
se mantienen constantes cuando varian las fases de la membrana y
del citoplasma. En la Tabla XV se muestran los valores de estas
frecuencias, asi como las dimensiones a las que estan asociadas:

TABLA XV

Valores de las frecuencias de corte de la parte real de
la amplitud del citoplasma

Frecuencias de corte Dimensiones
o (mm™) (mm)
15.45 0.079
28.20 0.079
40.95 0.079

Como se puede observar las dimensiones obtenidas corres
ponden a la asignada al citoplasma (ver Apartado 3.2).

- Cuando la fase del citoplasma es mayor gue la de la
membrana, esta funcidn presenta un maximo principal, un miximo se
cundario y dos minimos. Las frecuencias a las que aparecen se man
tienen constantes cuando varian las fases. Los valores absoclutos
de las amplitudes de los maximos y de los minimos aumentan cuando
lo hacen las fases del citoplasma y de la membrana (Graf. 23c).
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- Cuando la fase de la membrana es mayor que la del ci-
toplasma, la funcidén presenta un minimo en el origen, un minimo
secundario y dos maximos secundarios. Las frecuencias a las gue
aparecen los maximos y minimos se mantienen constantes cuando va-
rian las fases. Los valores absolutos de las amplitudes de los mid
ximos y minimos aumentan con °M Yy ¢c (Graf. 234).

- La amplitud de esta contribucidn es antisimétrica reg
pecto a los valores de las fases del citoplasma y de la membrana,
es decir, cuando se intercambian dichos valores se invierte la
forma de la funcidn, convirtiéndose los maximos en minimos y vice
versa.

En la Tabla XVI se muestran los valores normalizados al
valor madximo correspondiente en cada caso.
TABLA XVI

Valores normalizados de los mdximos y minimos de la parte
real de la amplitud del citoplasma

Oc = 0.05 rad. °C = 0.55 rad.

6y = 0.55 rad. ¢y = 0.05 rad.
Min. pal. - 1.00 Max. pal. 1.00
1%T pax. 0.13 1T min. - 0.13
1%% min. - 0.06 1%% max. 0.06
2° max. 0.04 2° min. - 0.04

c) Andlisis de la parte real de la amplitud asociada a la con-

tribucidén de la membrana:

La expresidn analizada en este caso es la parte real de
la Eq. (2.23), que sdlo depende de la fase de la membrana. Los re
sultados obtenidos son los siguientes:

- Es una funcidn oscilante en el intervalo estudiado pre
sentando un mdximo principal en el origen, un midximo secundario y
dos minimos. Las frecuencias a las que aparecen éstos, asi como
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las frecuencias de corte, son independientes de la fase de la mem-
brana. En la Tabla XVII se detalla una relacidén de las mismas.
TABLA XVII

Frecuencias de corte de la parte real de
la amplitud de la membrana

1

p (mm™ ) 4y (mm)
15.20 0.080
27.95 0.080
40.45 0.080

- La parte real de la amplitud asociada a esta contribu
cién aumenta en valor absoluto cuando lo hace la fase de la mem-
brana (Graf. 23e).-

Conclusiones scbre las tres contribuciones:

- Cuando se considera la célula como un objeto de fase
puro, las tres contribuciones dependen iinica y exclu-
sivamente de la funcidn de Airy, cuyo argumento es pro
porcional a los didmetros de cada una de las regiones
en las que se ha dividido la célula. En consecuencia,
todas las funciones son oscilatorias y las frecuencias
de corte estan directamente relacionadas con las dimen
siones de cada una de las zonas consideradas.

- Es de destacar la antisimetria que caracteriza a las
contribuciones del niicleo y el citoplasma, como conse-
cuencia de la forma analitica que presentan los respec
tivos factores gue multiplicana la funcidn de Airy.

d) Andlisis de la parte real de la amplitud total:

Del andlisis de la parte real de la amplitud total se
pueden extraer las siguientes conclusiones:

- Cuando las fases del nicleo, citoplasma y membrana son
iguales, la parte real de la amplitud total coincide con la parte
real de la amplitud de la membrana.
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- Cuando las fases del nicleo y del citoplasma son igua
les, la parte real de la amplitud de la contribucidn del niicleo es
nula y, por tanto, la amplitud se obtiene como suma de las contri-
buciones del citoplasma y de la membrana. En esta situacidn, la in
fluencia del citoplasma es importante cuando 6o es grande frente a
6y ¥, por el contrario, la influencia de la contribucidn de la mem
brana es importante cuando by ©s grande frente a °C‘

En la Tabla XVIII aparece una relacidén de las frecuen-
cias espaciales de corte asociadas a estos dos casos, Que compara

das con las de las Tablas XV y XVII ponen de manifiesto cuil de
las dos contribuciones es la mas importante en cada caso.

TABLA XVIII

Frecuencias espaciales de corte asociadas a la parte real de
la amplitud total, cuando la contribucidén del niicleo es nula

6c = 0.55 rad. 6c = 0.55 rad.
°M = 0.05 rad. OM = 1,55 rad.
0, = 15.45 mm™ oy = 15.20 mm”'
b, = 28.20 mm™’ b, = 20.20 mm™)
Py = 40.95 mm™' oy = 39.95 mm™ !

- Cuando las fases del citoplasma y de la membrana son
iguales, la contribucién del citoplasma es nula y, por tanto, la
amplitud total se obtiene como suma de las amplitudes del niicleo
y de la membrana. En este caso, la influencia del niicleo es gran-
de cuando la fase de la membrana es pegueiia frente a la fase del
nicleo (QM = 0.05 rad.). Para valores superiores de la fase de la
membrana la influencia de la amplitud asociada a la misma es ma-
yor. Como consecuencia, en el primer caso, la parte real de la am
plitud total oscila muy suavemente, mientras que en el segundo,
su oscilacidén es muy pronunciada, presentando un maximo principal
en el origen, un midximo secundarioc y dos minimos. En la Tabla XIX
se relacionan las frecuencias espaciales asociadas a los mismos.
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TABLA XIX

Relacién de las frecuencias espaciales asociadas a maximos,
minimos y ceros, cuando la contribucidén del citoplasma es nula

oy = 0.55 rad. °N = 0,55 rad.
Oy = 0.05 rad. °M = 1,55 rad.
Max. pal. 0.00 mm™" Max. pal. 0.00 mm~’
Cero 14.70 mm”"
1°F min.  21.45 mm" 1% min. 20.45 mm”"
Cero 28.95 mm~"
197 max.  27.45 mm"" 1°T nax. 33.70 mm”"
Cero 39.45 mm”
2° min. 45.95 mm”

Ademds de estas tres situaciones especiales se pone de
manifiesto que:

- La contribucién del niicleo es importante siempre gque
la fase del citoplasma sea peguefia (¢c = 0.05 rad.) frente a la
fase del nicleo. En consecuencia, la parte real de la amplitud to
tal oscila muy suavemente tomando siempre valores positivos.

- La contribucidén del citoplasma es importante siempre
que la fase de la membrana sea pegquefia frente a la del citoplasma.

- La contribucién de la membrana es importante cuando:
OC - oM = 0.05 rad. y oc, ¢M > 0,05 rad.

En estos dos dltimos casos, la parte real de la amplitud
total presenta un maximo en el origen, un mdximo secundario y dos
minimos.

Los valores gue toma la parte real de la amplitud total
de difraccidén son mayores cuanto mayores son las fases asociadas
a las tres zonas consideradas en la célula, como se pone de mani-
fiesto en la Graf. 24. La figura 24a corresponde a la representa-
cidn conjunta de las partes reales de la amplitud total para dife
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rentes valores de la fase del niicleo. En la figura 24b, las fases
que se mantienen fijas son las del nicleo y la membrana. En las
figuras 24c y 24d@, cada curva corresponde a un valor diferente de
la fase de la membrana. Con estas dos (ltimas representaciones se
pone de manifiesto que la variacidn de la fase de la membrana sb-
lo produce cambios importantes en la parte real de la amplitud to
tal cuando la fase del citoplasma es pequeiia.

e) Andlisis de la distribucidn de intensidad total:

La distribucidén de la intensidad total de difraccidn pre
senta, al igual que en el caso precedente, un madximo principal,
tres maximos secundarios y tres minimos, en el intervalo estudiado.

Cuando las fases asociadas a cada regidn de la célula
son iguales, la distribucidén de intensidad viene definida por la
expresidn analitica:

T

2 242
J1("odT)] (d ]
4

I(p) = (4n2/2%?) [

- npdT
gue es independiente de las fases. Los valores de las frecuencias
espaciales a 10s que aparece los maximos y minimos estdn indicados
en la Tabla XX.

TABLA XX

Valores de las frecuencias espaciales a las que aparecen
los maximos y minimos cuando las tres fases son iguales
(g = o¢ = Oy)

1

(mm~ )
Max. pal. 0.00
18T min. 15.20
1%Y max. 20.45
22 min. 27.95
29 max. 33.45
3T min. 40.45
3T max. 46.20
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Estos valores de las frecuencias coinciden con los obte-
nidos para la parte real de la amplitud asociada a la contribucidén
de la membrana (vease Tabla XVII).

~ Cuando las fases de la membrana y del citoplasma son
iguales (on = oc), caso en que no existe contribucidn del cito-
plasma, la influencia de la contribucidn del nicleo sobre la figu-
ra de difraccidn, hace que el primer y tercer minimos se presenten
a frecuencias inferiores a las especificadas en la Tabla XX, mien-
tras gque el segundo minimo aparece a frecuencias superiores. Esto

sucede siempre que °N - oM = *+ 1 rad.

- Cuando las fases del niicleo y del citoplasma son igua
les (6y = 6.) y, por lo tanto, la contribucién del nicleo es nula,
la influencia de la contribucién del citoplasma es importante cuan
do oc - by = *1 rad.

Es de destacar que cuando la célula se considera como un
objeto de fase puro, la distribucidn de intensidad total asociada
a la misma no estd relacionada de forma biunivoca con un {(nico trio
de valores de las fases definidas para cada zona. Por el contrario,
dado un trio de valores (Oyr bor ), los trios de fases que veri-
fiquen que:

ON - ¢C

=8 (3.4.1)

ON + B8
o¢
1)
oy = ¢M - ¢C + B
donde B es un parametro que puede tomar cualquier valor real, tie-
nen asociada la misma distribucidén de intensidad. Cuando las tres
fases son iguales, estas expresiones se reducen a:
1 1] .
by = 0o = &y = ]
de forma que, si se definiese un sistema de ejes triedro trirrec-
tdngulo, y asociasemos a cada uno de los ejes las fases del niicleo,
citoplasma y membrana, respectivamente, estas Ultimas ecuaciones
corresponderian a la diagonal principal, mientras que las (3.4.1)
definirian dos rectas paralelas a la misma y equidistantes de ella,
que contendrian a todos los posibles trios de valores de las fases
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que dan lugar a una misma distribucidén de intensidad de difraccién.
Esta es simétrica con respecto al origen de coordenadas de este sis
tema; es decir:

I(oy, bcr by) = I(-ON, =6c ~oy) (3.4.2)

En la Graf. 25a se representan conjuntamente las distri-
buciones de intensidad total, para diferentes valores de la fase
del niicleo. Como en casos anteriores, con objeto de poner de mani-
fiesto las variaciones relativas de los maximos secundarios, se han
representado éstos a una escala lo suficientemente ampliada, de for
ma que permita observar pequefias variaciones de la intensidad. Los
factores multiplicativos son: 100 para el primer midximo y 1000 pa-
ra el segundo y tercero. Sobre ellas se puede ver cdémo el maximo
principal y el segundo midximo secundario aumentan con la fase del
nicleo, siempre que ésta {iltima sea menor que la fase del citoplas
ma; cuando es mayor, las amplitudes asociadas a estos dos miximos
disminuyen. El primer y tercer midximos secundarios presentan el
comportamiento contrario.

En la Graf. 25b, se hace una representacidén andloga a la
anterior, pero ahora cada curva tiene un valor diferente de la fa-
se del citoplasma. Sobre ella se puede ver como el maximo principal
y el segundo maximo secundario disminuyen cuando aumenta oc, si
oy < 6cr mientras que el primer y tercer midximos secundarios tienen
el comportamiento opuesto. Esto supone que, para la misma cantidad
de energia neta contenida en el patrdn de difraccién, se produce
una redistribucidn de la misma; sin embargo, la pérdida relativa de
energia del maximo central de la mancha de difraccidn es muy peque-
fia.

En la Graf. 25¢, cada distribucidn de intensidad corres-
ponde a un valor distinto de la fase de la membrana. Puede observar
se cémo el mdximo principal y el segundo midximo secundario aumentan
con tys siempre que ésta sea menor o igual que la fa;e del citoplas
ma. El primer y tercer midximos secundarios presentan el comportamien
to contrario. Es de destacar que las variaciones en los valores de )
la fase de la membrana celular no dan lugar a cambios drdsticos de
comportamiento en la distribucidn de intensidad del patrdn de di-
fraccidén. Notese gque las variaciones de los niveles de intensidad

son minimas.
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3.4.2.- Efecto del desplazamiento del niicleo respecto del centro
de simetria.

Al igual gue en el Caso General, el desplazamiento del
nicleo con respecto al centro de simetria solamente afecta a la
amplitud de su contribucidn. Por ello, en este Apartado se estu-
dian numericamente la parte real de la Eq. (2.26), que es la ex-
presidn analitica de dicha contribucién, la amplitud total de di-
fraccién y la distribucidn de intensidad en el plano de Fourier.

a) Andlisis de la parte real de la amplitud asociada a la
contribucidén del niicleo:

La parte real de la amplitud de la contribucidén del ni-
cleo es, en este caso:

N a2 3 (moay)
Re A;(p) = (Zn/Af)_(sen(oN - 2npE) - sen(é, - 2npE) ) = . .
4 ﬂOdN
= |A,(0)] cos(2mpE - f) (0 = /28

Como se puede observar, la dependencia con el desplaza-
miento es andloga a la obtenida en el Caso General. Por tanto, la
interpretacidn de esta expresidén es equivalente a la que se indi-
ca en el Apartado 3.3.2.a.

Las conclusiones a las que se llega en este estudio son
las siguientes:

- El comportamiento de esta contribucidn con respecto a
las fases del niicleo y citoplasma no varia por estar el niicleo
desplazado (vease Apartado 3.4.1.a).

- El desplazamiento del niicleo altera la forma de la
parte real de su contribucidn, haciendo qQue ésta sea ahora una
funcidén oscilatoria en el mismo intervalo. La frecuencia de la os
cilacidn aumenta con el desplazamiento. Asi, para |E| = 0.010 mm
y 0.015 mm, la funcidn presenta un maximo, un minimo y un cero.
Para |E| = 0.020 mm y 0.025 mm, se obtienen dos maximos, un minimo
y dos ceros.
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- La parte real de la amplitud del niicleo pierde su si-
metria con respecto al eje de ordenadas, presentando el mdximo o
minimo (segin sea oy <¢c o viceversa) desplazado del origen. En
la Graf. 26 se representan las partes reales de las amplitudes de
la contribucidén del niiclec, para distintos valores del desplaza-
miento. Las figuras correspondientes a 26a ponen de manifiesto eg
te fendmeno para by <®c y las de la 26b, para ¢N > 0c. En todas1
ellas el intervalo representado es el comprendido entre - 25 mm_
y 25 mm-1. Si comparamos estos resultados con los obtenidos en el
Caso General (Graf. 10) se observa cémo ahora los desplazamientos
del madximo principal son mucho menos acusados. En la Tabla XXI
aparecen los valores de las frecuencias espaciales a las gque se
producen los maximos, minimos y ceros, en funcidn del desplazamien
to. Al intercambiar los valores de las fases del nicleo y del cito
plasma, los valores de las frecuencias que aparecen en la Tabla no
varian; sin embargo, la distribucidén de amplitud cambia: donde ha-
bia un minimo aparece un maximo y viceversa.

- El desplazamiento del maximo/minimo central es tanto
mayor cuanto mayores son las fases del niicleo y del citoplasma. Lo
mismo ocurre para los valores de las frecuencias espaciales a las
cuales aparecen los miximos, minimos y ceros.

- El desplazamiento del minimo central (o del mdximo, en
su caso) y de los valores de las frecuencias espaciales asociadas
al resto de los puntos criticos, es tanto menor cuanto mayor es |E]
(ver Tabla XXI).

En la Graf. 27 se representan conjuntamente las partes
reales de la contribucidn del niicleo para distintos valores del
desplazamiento. En la figura 27a, 6y es mayor que ¢, Yy en la 27b,
es menor. Puede observarse cdmo cuantc mayor es |E|, mayor es la
amplitud de la oscilacién.
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TABLA XXI

Valores de las frecuencias espaciales asociadas a los maximos,
minimos y ceros de la amplitud de la contribucidn del niicleo,
en funcidn del desplazamiento, para
6, = 0.05 rad. y 0c = 0.55 rad.

N
-1
{B| (mm) (mm”~ )
0.0005 Min. pal. 0.00
0.005 Min. pal. 4.70
Min. pal. 3.70
0.010 Cero 29.70
Max, 42.20
' Min. pal. 2.95
0.015 Cero 19.95
Max. 32.20
Min. pal. 2.20
Cero 14.95
0.020 Max. 25.70
Cero 39.95
Min. 47.45
Min. pal. 1.95
Cero 11.95
0.025 Max. 20.95
Cero 31.95
Min. 39.70

b) Andlisis de la parte real de la amplitud total:

Los resultados obtenidos en el andlisis de la parte real
de la amplitud total cuando el nficleo permanecia centrado (Aparta-
do 3.4.1.d), ponian de manifiesto que esta funcidn presentaba siem
pre un madximo en el origen, un maximo secundario y dos minimos. La
excepcidn se producia cuando la fase del citoplasma era pequefia
frente a la fase del nicleo (6 > o). En este caso, esta funcidn
oscilaba suavemente sin tomar valores negativos en el intervalo es
tudiado, debido a la fuerte influencia de la contribucién del ni-
cleo.
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Las modificaciones mas importantes que sufre la parte
real de la amplitud total cuando el niicleo se desplaza del centro
de simetria, se producen fundamentalmente en este Gltimo caso. Asi,
cuando °C = 0.05 rad. y oN > 0.05 rad., el comportamiento de las
partes reales de la amplitud total y de la contribucidn del nicleo
son equivalentes; tanto mas cuanto mayores son el médulo del des-
plazamiento y la fase del niicleo. En la Tabla XXII aparecen los va
lores de las frecuencias espaciales a los que se producen maximos,
minimos y ceros, para distintos valores de |E|.

TABLA XXII

Valores de las frecuencias espaciales a las gue aparecen los
maximos, minimos y ceros de la parte real de la amplitud
total en funcidén del desplazamiento, para

°C = 0.05 rad. y oy = 1.05 rad.

°M = 0.05 rad. by = 1.55 rad.
|E] (mm) (mm™ ") (mm™ ")
Max. pal. 1.20 0.70
Min. 18.95
0.005 Max. 27.20
Min. 45.45
Max. pal. 1.95 1.20
0.010 Cero 35.20 34.95
Min. 45,45 42,95
Max. pal. 2.20 1.45
0.015 Cero 20.95 20.20
Min. 35.70 38.95
Max, pal. 2.20 1.70
Cero 16.45 15.45
0.020 Min. 25.95 23.95
Cero 42.20 44.45
Max. pal. 2.20 1.70
Cero 13.95 13.20
0.025 Min. 21.95 20.70
Cero 32.95 32,20

Max. 40.20 39.70
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En esta Tabla se observa cdmo el desplazamiento del ma-
ximo principal es mayor cuanto mayor es |E| y menor es ¢y. El au-
mento de la fase asociada al niicleo hace que los valores de las
frecuencias espaciales a los gque aparecen estos puntos criticos
aumente.

En la Graf. 28 se representan conjuntamente las partes
reales de la amplitud total en el caso en gue el nicleo estd cen-
trado (Re V) y en el caso en que estd desplazado (Rev'), para los
valores de |E| que aparecen en la Tabla XXII. Se observa cémo la
parte real de la amplitud asociada al caso en gue el niicleo esta
desplazado, pierde su simetria con respecto al eje de ordenadas.
El intervalo de representacidn es, en todas ellas, el que va de

- 25 mm ' a 25 mm~'.

El comportamiento de esta funcidn con respecto a las fa
ses de la membrana y del nicleo es andlogo al que se produce cuan
do el niicleo estd centrado (ver Apartado 3.3.1.d).

Para valores superiores de @c (oc >0M), la parte real
de la amplitud total presenta siempre el midximo principal en el
origen, dos minimos secundarios y un maximo secundario, coincidien
do con el resultado obtenido cuando el nicleo no estd desplazado.
Las alteraciones se producen en los valores de las frecuencias es-
paciales a las gque aprecen los mdximos, minimos y ceros.

Comparacidn_entre Re ¥ y Re ¢':

Los resultados que se obtienen comparando con la parte
real de la amplitud cuando el niicleo no estid desplazado, se mues-
tran en la Graf. 29 y se pueden resumir de la siguiente manera:

i) oy < bo (Graf. 29a):

- Para |E| = 0.005 mm, el midximo principal y el maximo
secundario se estrechan, mientras que el primer minimo se ensan-
cha. El primer y segundo minimos se producen a frecuencias meno-
res y el segundo maximo, a mayores. En este caso, la parte real
de la amplitud total se desplaza hacia valores mids negativos, con
lo cual las amplitudes de los dos minimos aumentan, mientras que
la del miximo secundario disminuye.
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- pPara |E| = 0.010 mm y 0.015 mm, el maximo principal se
estrecha y el primer minimo se ensancha. Las amplitudes asociadas
al primer minimo y al midximo secundario aumentan, mientras gque la
asociada al segundo minimo disminuye.

- Para |E| = 0.020 mm y 0.025 mm, el madximo principal y
el segundo mdximo se ensanchan, mientras que el primer minimo se
estrecha. Las amplitudes asociadas al primer y segundo minimos son
menores para |E| = 0.020 mm. La amplitud del segundo minimo aumen-
ta si el desplazamiento es 0.025 mm. La amplitud del midximo secun-
dario aumenta en los dos casos.

ii) 0N> 0c (Graf. 29b):
En este caso, los resultados gue se obtienen son, en 1li-

neas generales, contrarios a los indicados en el Apartado i) ON <oc.

c) Andlisis de la distribucidén de intensidad total de difrac-

cién:

La distribucidn de intensidad total de difraccidn sigue
presentando un maximo principal y tres maximos secundarios para
cualquier valor de |E| . S6lo hay una excepcidén a este comporta-
miento gue se presenta para |E| = 0.025 mm y ¢c = 0.05 rad., inde-
pendientemente de los valores que tomen las fases del nicleo y la
membrana. Esta distribucidn de intensidad presenta un maximo prin-
cipal y dos miximos secundarios.

El midximo principal aparece desplazado del origen para
|E| >0.010 mm, 6o = 0.05 rad. y ¢, > 0.55 rad. Por tanto, sobre
la distribucidn de intensidad total el efecto del desplazamiento
del niicleo es menos importante que sobre la amplitud total. El mi-
ximo principal se presenta, en este caso, a 0.45 mm'1 y solamente
aparece a 0.70 mm~' cuando |E] >0.015 mm y ¢y = 1.55 rad. Para
JE] = 0.020 mm debe cumplirse, ademids, gque 6y > 0.55 rad., para
que haya desplazamiento del mdximo principal. En la Graf. 30 se re
presentan conjuntamente la distribucidén de intensidad asociada al
caso en que el niicleo estd centrado, I, y la asociada al caso en
que estd desplazado, I1'. Todas las figuras muestran cémo I' presen
ta el maximo central desplazado y la pérdida de simetria con res-
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pecto al eje de ordenadas. En la Graf. 30a el primer maximo secun-
dario asociado a I', en la zona de las frecuencias espaciales po-
sitivas, es menor gue su correspondiente para I, mientras que en
la zona de frecuencias negativas es mayor. Se observa que segin
aumentan el mddulo del desplazamiento y la fase de la membrana, la
amplitud de este midximo va disminuyendo.

Las modificaciones gue sufre el patrdn de difraccién son
dificilmente generalizables, y solamente es posible describir un
comportamiento global para el primer mdximo. Asi, cuando by < Ocr
el primer miaximo secundario se estrecha y aumenta su amplitud,
mientras gue cuando by >°C' se ensancha y su amplitud disminuye.
Esto ocurre en general siempre que |E| <0.020 mm, como se muestra
en las Grafs. 31a y 31b.

En la Tabla XXIII aparecen los valores normalizados del
primer midximo para poner de manifiesto cuantitativamente las modi-
ficaciones del mismo.

TASLA XXIII
Valores relativos del primer maximo secundario ce la ~iztrikncién
de intensidad total del caso del niicleo desplazado, I',
con respecto al caso del niicleo sin desplazar, I,
para oM = 1.55 rad.

IE| 1'/1

(mm) 6y > 6. 6y < 6
0.005 0.79 1.18
0.010 0.62 1.25
0.015 0.59 1.19
0.020 0.68 1.03
0.025 0.88 0.82

En el Apartado 3.4.1.e se hizo notar que agquellos valo-
res de las fases, °N' °C y OM, que cumpliesen la Eq. (3.4.1.) daban
lugar al mismo patrdn de difraccidn. As{ mismo se vid que la dis-
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tribucidn de intensidad era simétrica respecto a las fases:
I(QNI Qct QM’ = I(~ ONI - OC' - OH)

Cuando el niicleo estd desplazado esta (ltima relacidén no
se verifica. En consecuencia, los valores de las fases que dan lu-
gar a una misma distribucidén de intensidad se restringen, a dife-
rencia de lo obtenido en el Apartado 3.4.%1.e, a una recta.

Sin embargo, si consideramos el mddulo del desplazamien-
to se obtiene que:

I(oyr 0cs 6yr |E[) = I(- 0y, = 00, = &y, - |ED)

y el conjunto de valores oN, °C’ oM que da lugar a una misma dis-
tribucidén de intensidad estaria ahora representado por dos rectas
paralelas a la diagonal principal.

Si comparamos estos resultados con los obtenidos en el
Caso General (Apartado 3.2.), se puede concluir que el desplaza-
miento del niicleo provoca alteraciones mayores en la figura de di-
fraccidén cuando la fase del citoplasma es pequefia frente a la fa-
se del nicleo. En el Caso General el estudio numérico se realizd
dando a la fase del citoplasma el valor 0.01 rad., fijo en todeo
el cadlculo. Los resultados ponian de manifiesto que cuando el des
plazamiento tomaba su midximo valor se perdia el segundo maximo se-
cundario en la distribucidn de intensidad. Este resultado coincide
con el obtenido en este Apartado cuando ¢c toma el valor de 0.05
rad. De igual manera los desplazamientos del mdximo central y la
pérdida de simetria en la figura de difraccidén, son fendémenos que
aparecen de forma generalizada para valores pequefios de la fase
del citoplasma.

3.5.- CASO DE AMPLITUD.
3.5.1.- Nicleo centrado.

En este Apartado se han evaluado las expresiones (2.30),
(2.31) y (2.32), correspondientes a las amplitudes de difraccidn
de las tres contribuciones, la Eg. (2.29), gue expresa la amplitud
total de difraccidén, y la Eq. (2.33), que representa la distribu-
cidén total de intensidad.
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La funcién de transmisidn ascciada a un objeto de ampli-
tud es real, Eq. (2.28), y, en consecuencia, la Transformada de
Bessel-Fourier es tambien real. Por tanto, si al hacer el estudio
numérico no se consideran los factores de fase asociados a la on-
da, las partes reales de las amplitudes de las tres contribuciones
coinciden con las ecuaciones arriba indicadas. Al igual gque en el
Caso General (Apartado 3.2), estas expresiones dependen tambien de
la serie de funciones de Bessel de orden impar y el nimero de tér-
minos que se ha tomado para realizar el estudio numérico es el mis
mo que se tomd en dicho caso. En este estudio el {nico pardmetro
que se ha considerado variable es el factor de transmisidén asocia-
do al citoplasma (tc).

a) Andlisis de la amplitud de difraccidn asociada a la con-
tribucién del nicleo:

El factof que multiplica a la funcidn de Airy en la Eq.

(2.30) es ahora unicamente la diferencia entre los factores de
transmisidn asociados al nicleo y al citoplasma (ty - tc). Si su-
ponemos que el nicleo es la parte de la célula que absorbe mas
energia, la diferencia entre estos factores es negativa y, en con-
secuencia, la amplitud asociada a esta contribucidn también lo es
para cualquier valor de las frecuencias en el intervalo estudiado.
Al igual que en el Caso General, la primera frecuencia de corte
aparece a 61 mm'1, que se sitida fuera de la regidn estudiada.

Esta contribucidén estd representada en la Graf. 32a pa-
ra distintos valores de tc. Se puede observar que se hace menos
negativa cuando te disminuye.

b) Andlisis de la amplitud de difraccidén asociada a la con-
tribucidn del citoplasma:

Como se puso de manifiesto en el capitulo anterior (Sec-
cién 2.4.2) esta contribucidén no depende, en este caso, de la fun-
cién de Airy. Esto hace que no presente nunca un comportamiento
oscilatorio y aparezca siempre como una funcidn creciente desde
el origen, donde toma su valor minimo.

Este comportamiento puede apreciarse en la Graf. 32b,



= 0.999999

Graf. 32.- Representaciones conjuntas de Las amplitudes
asociadas a:
(a) Ndcleo ; (L) Citoplasma
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donde se ha representado la amplitud de esta contribucidén para di-
ferentes valores de te En este caso, la contribucidn se hace mis
negativa cuanto menor es t..

c) Anidlisis de la amplitud de difraccién asociada a la con-

tribucién de la membrana:

La expresidén analitica de esta contribucidn, Eq. (2.32),
puede escribirse en forma resumida como:
Ay(p) = Mi(p) + My(p) E!___ES 2
{dy - dc) p = rOIAf
donde M,(p) y Mz(o) son funciones que sdlo dependen de la variable
radial en el plano de Fourier y estan definidas con igual criterio

que el expresado en el Apartado 3.3.1.c.
Esta contribucidn se comporta de la siguiente manera:

- Para tc = tM (tc = 0.999999), la amplitud asociada a
la membrana equivale a la que se obtendria para una abertura cir-
cular, como consecuencia de que el primer sumando (funcidén de Ai-
ry) prevalece en todo el intervalo de frecuencias espaciales estu
diado. En la Graf. 33a estid representada esta contribucidn para
este caso particular. En ella puede observarse cdmo la funcidn to
ma su valor miaximo en el origen, presentando un ma%Ximo secundario
y dos minimos. En la Tabla XXIV aparecen las frecuencias de corte
y las dimensiones a ellas asociadas.

TABLA XXIV

Frecuencias de corte de la amplitud asociada a
la contribucidén de la membrana, para tc = 0.999999

Frecuencias de corte Didmetros
(mm~ ") (mm)
15.26 0.0799
27.91 0.0799

40.48 0.0800
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- Para t, = 0.999 comienza a perderse el comportamiento

c
caracteristico de una funcidén de Airy. En la Graf. 33b puede verse
que la funcidn es positiva para todo valor de p < 42.59 mm'1, para
el que se produce el primer punto de corte. La causa de este com-

portamiento es la gue ya ha sido descrita en el Apartado 3.2.%.c.

- Para tc < 0.999, el segundo sumando de la expresidn in
dicada mids arriba, que es el gue contiene la informacidn asociada
al comportamiento parabdlico de la membrana, prevalece en la zona
del espectro estudiada. Bajo estas condiciones la funcidn es decre
ciente desde el origen, donde toma su valor maximo (Graf. 33c).

En la Graf. 33d se representan conjuntamente las ampli-
tudes asociadas a esta contribucidn, para distintos valores de tc.
En ella puede apreciarse que la contribucidn toma valores mayores
cuando t. disminuye.

Conclusiones generales sobre las tres contribuciones:

- La amplitud del nicleo es la mds extendida.

- Para valores de tc < 0.999, las contribuciones del ci-
toplasma y de la membrana aparecen como si fueran si-
métricas con respecto al eje de frecuencias espacia-
les, pero sus valores numéricos no son exactamente

iguales.

La comparacién de los resultados obtenidos en este ca-
so con los hallados en el Caso General pone de manifiesto los efec
tos asociados a las fases de cada parte de la célula: Asi, se pue-
de comprobar que la fase del nicleo, ¢N' es la responsable de que,
siendo en ambos casos t.> tN,la contribucidn del nicleo sea positi
va en el Caso General y negativa en este caso. Las fases asociadas
al citoplasma y a la membrana son responsables del comportamiento
oscilatorio o no oscilatorio de la contribucidén del citoplasma. En
el Caso General, la diferencia entre las fases act(a como borde di
fractante, mientras que en este caso, al no existir discontinuidad
en los factores de transmisidn, el citoplasma pierde sus caracte-
risticas de abertura circular.



d) Andlisis de la amplitud total de difraccidn:

Los resultados de analizar la Eq. (2.29) se resumen co-

mo sigue:

- Para t, = t la contribucidén de la membrana prevale-

'
ce sobre todo el igtervglo estudiado (Graf. 34a) y, por tanto, la
amplitud total de difraccidn coincide casi exactamente con esta

contribucidén. La influencia de las otras dos contribuciones hace
que los valores de la amplitud de los maximos sean mayores y los
de la de los minimos menores. La amplitud total de difraccidn es-

td representada en este caso en la figura 34a.

En la Tabla XXV aparecen los valores de las frecuencias
de corte y las dimensiones con las gue estan relacionadas, gue son

muy proximas al didmetro total.

TABLA XXV

Frecuencias de corte de la distribucidn de amplitud total
para tC = 0.999999

Frecuencias espaciales Didmetros
(mm™ ") (mm)
15.04 ' 0.0811
28.3 ) 0.0788

40.09 0.0808

- Para tC = 0.999, la contribucién de la membrana sigue
siendo la mas importante, pero la del citoplasma es, en relacidn
con lo d95crito en el parrafo anterior, apreciablemente mayor (ver
Graf. 34b). Por ello, la amplitud total ya no coincide con A3(ro),
aunque sigue presentdndose cdmo una funcidn oscilatoria. Los valo-
res de las frecuencias espaciales correspondientes a los miaximos,
minimos y ceros coinciden con los obtenidos en el caso anterior
(Tabla XXV).
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- Para tc <0.999 se tiene gque Az(ro) = A3(ro) y ambas,
mucho mayores que la contribucidén del nicleo, A1(r°), Graf. 34c.
No obstante la amplitud total de difraccidn sigue siendo una fun-
cidn ostilatoria, como puede observarse en dicha figura, presen-
tando dos maximos y dos minimos en el intervalo estudiado. El va-
lor maximo lo toma en el origen. En la Tabla XXVI se presenta una
relacidn de las frecuencias de corte y de las dimensiones a ellas
asociadas, para diferentes valores de tc.

TABLA XXVI

Frecuencias de corte de la distribucidén de amplitud

para valores del factor de transmisidn te < 0.999
te Frecuencias de corte Diametros
(mm™") (mm)
15.05 0.0811
0.99 28.29 0.0788
40.10 0.0808
15.08 0.0809
0.95 28.22 0.079%0
40.16 ’ 0.0807
15,13 0.0806
0.90 28.12 0.0793
40.23 0.0805

En esta Tabla se observa cdmo los valores de las fre-
cuencias asociadas al segundo cero contienen informacidn sobre
el didmetro del citoplasma, mientras que las restantes estan re-
lacionadas con didmetros superiores al total de la célula. Tam-
bien puede observarse como la disminucidn del factor de transmi-
sidn provoca desplazamientos de las frecuencias gque hacen que el
midximo central sea mds ancho, el primer minimo mis estrecho y el
Gltimo madximo mas ancho.

En la Graf. 34d se representan conjuntamente las ampli
tudes totales de difraccidén para diferentes valores de tC' mos-

trando cdémo esta funcidn decrece con te- Asi, el valor gque toma
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la amplitud en el origen para tc = 0.9 es aproximadamente un 90%

del que toma para te = 0.999999.

Por tanto, cuando la célula se considera como un obje-
to de amplitud (funcidén de transmisidn real), la amplitud total
de difraccidn es siempre una funcién oscilatoria. En este senti-
do, comparando con los resultados obtenidos en el Caso General,
la influencia de las fases puede concretarse de la siguiente ma-
nera:

- La fase del niiclec provoca desplazamientos de la am-
plitud total de difraccidn hacia valores mayores, lo gue conlle-
va que esta funcidn pierda el comportamiento oscilatorio caracte
ristico de objetos que presentan simetria circular.

- Al mismo tiempo, la influencia de las fases asociadas
al nGcleo y al citoplasma hace que la dependencia de la amplitud
total con teo sea mucho menos importante. En la Tabla XXVII se
comparan los valores que toma la amplitud en el origen en funcidn
de té- En la columna primera aparecen los asociados al Caso Gene-
ral, y en la segunda, los relacionados con el caso gue se estd
analizando, cada una de ellos normalizados al valor maximo corres
pondiente.

TABLA XXVII

Comparacidn entre los valores normalizados de los maximos
de la parte real de la amplitud en el Caso General y
de los de la amplitud en el Caso de Amplitud

tc Caso General Caso de Amplitud
by = Oy = 1.55 rad.
b = 0.01 rad.

0.999999 0.9913 1.0000
0.999 0.9913 0.9868
0.99 0.9922 0.9793
0.95 0.9956 0.9417

0.9 1.0000 0.8985
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- Tambien es notable la influencia de las fases sobre
los valores de las frecuencias de corte. En el Caso General se ob
tienen valores de frecuencias espaciales gue se corresponden en
todos los casos con dimensiones mayores a las asociadas al objeto
(ver Tabla III).

e) Analisis de la distribucidn de intensidad de difraccidn:

La distribucién de intensidad presenta, en este caso,
un maximo central y tres maximos secundarios. Para cualgquier va-

lor de:t. los valores de estos miaximos normalizados son:

c
- Primer madximo secundario: 0.021 (2.18%)
- Segundo maximo secundarioc: 0.0034 (0.34%)
- Tercer maximo secundario: 0.002 (0.2%)

En la Tabla XXVIII se da la relacidén de frecuencias a

las que se producen los mdximos y minimos.

TABLA XXVIII

Frecuencias asociadas a los mdximos secundarios y a los minimos,
para distintos valores del factor de transmisidn tc

to = 0.999999 to = 0.9

otmm™")  a(mm) otmm™')  d(mm)
18T min. 15.04 0.0811 15.13 0.0806
18T max. 20.41 0.0803 20.41 0.0803
29 min. 28.31 0.0788 28.12 0.0793
29 max. 33.53 0.0802 33.53 0.0802
3%T min. 40.10 0.0808 40.23 0.0805
3% max. 46.21 0.0805 46.21 0.0805

Para valores de tc comprendidos entre 0.999999 y 0.99,
las frecuencias a las que aparecen los minimos y mdximos secunda-

rios no varian.

Atendiendo a los valores que aparecen en la Tabla XXVIII,

se deduce que las frecuencias relacionadas con los maximos son in-
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dependientes de tc, mientras que las relacionadas con los minimos
varian con este parametro de la siguiente manera: Las correspon-
dientes al primer y tercer minimos, aumentan ligeramente cuando
disminuye tc, en tanto que la del segundo minimo, disminuye. En
consecuencia, cuando tC disminuye, el mdximo central se hace mis
ancho, el primer miaximo secundario, mds estrecho y el segundo,
mas ancho.

Las dimensiones relacionadas con estas frecuencias osci
lan entre el didmetro del citoplasma y el total.

En la Graf. 35 se representan conjuntamente las distri-
buciones de intensidad asociadas a distintos valores de te: La
distribucidén qgue toma valores mayores en el origen corresponde a
la de t, = 0.999999.

Resumiendo, en el patrdn de difraccidn que se obtiene
cuando no se consideran las fases asociadas a las distintas partes
de la célula, las frecuencias a las que aparecen los minimos estan
mds ajustadas a las dimensiones de las distintas partes de la mis-
ma. La influencia de la fase del niicleo sobre el patrdn de difrac-
cidn se concreta en dos aspectos: Desplazar las frecuencias de los
minimos hacia valores gque tienen asociados didmetros mayores que
los que corresponden al objeto y redistribuir la energia en los
midximos.

3.5.2.- Efecto del desplazamiento del niicleo con respecto al cen-
tro de simetria.

Al igual que en casos anteriores (Apartado 3.3.2), la
Unica contribucidén a la amplitud total que se ve afectada por el
desplazamiento del niicleo es la asociada a éste y, por tanto, es
la que analizamos. Hay que destacar que el término de fase que in
troduce el desplazamiento hace, en este caso, gque la Transformada
de Bessel-Fourier asociada a la funcidén de transmisidn sea comple
ja.

a) Anadlisis de la parte real de la amplitud asociada a 1la

contribucién del niicleo:

Se ha evaluado la parte real correspondiente a la
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Graf. 35.-

Representaciones conjuntas de £a distaibucibn de
intensidad pana divensos valores de Tc:

{a) Todo el espectno de frecuencdias.
[b) Frecuencias mayores de 15 Lineas por mm.

(¢) Frecuencias mayonres de 33.53 £ineas por mm.
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Eq. (2.35), para distintos valores del factor de transmisidén aso-
ciado al citoplasma, t., y del mddulo del desplazamiento, |E|. Su
expresidén analitica es:

__ a2 3, (moay)
ReA;(p) = (2n/)f) sen (- 21pE) — —mm— (tN - tc) =
Tody

p = rO/Af

ReA, (p) sen (- 2mpE)

donde ReA,(p) es la parte real de la contribucién del nicleo cuan
do éste no esta desplazado. El resultado de multiplicar a esta al-
tima por sen (- 2npE) es una funcidn oscilante, siendo la frecuen-
cia de oscilacidn proporcional a |E|. Este resultado se muestra en
la Graf. 36, donde se representa la parte real de la amplitud de
la contribucidn del niicleo para diferentes valores del desplaza-
miento. En todas ellas se observa la separacidn del maximo princi-
pal del origen de coordenadas, punto en el que aparecia el minimo
principal asociado a la contribucidn del niicleo cuando éste no es-
td desplazado. La explicacidén que se da a este fendmeno en el Apar
tado 3.3.2.a es vidlida para este caso.

Sobre estas figuras también puede verse cémo la funcidn
es ahora antisimétrica con respecto al eje de ordenadas, a diferen
cia de los descrito en el Caso General y en el Caso de Fase, donde
la funcidn perdia totalmente la simetria.

La Tabla XXIX muestra los valores de las frecuencias es-
paciales para las cuales aparecen mdximos, minimos y frecuencias
de corte. En ellas se observa gque el desplazamiento del midximo
principal es tanto mayor cuanto menor es el valor de |§|.

En las Grafs. 37a y 37b se muestran conjuntamente las
amplitudes asociadas al nicleo, para distintos valores del factor
de transmisidn tC. En la primera de ellas el valor del desplaza-
miento es 0.005 mm y en la segunda, 0.025 mm. En ambas se comprue
ba que la forma de la funcidén es independiente del factor de trans
misidén tc. Las contribuciones de mayor amplitud corresponden a las
de mayor valor para este Ultimo paridmetro.
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Graf. 37.- Repnesentaciones conjuntas de fa parte neal de fa ampli-

tud asociada al ndcleo para diversos valores de Tcz
(a) E = 0.005 mm.

(b) E = 0.025 mm.
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TABLA XXIX

Frecuencias de los miaximos, minimos y ceros de la parte real de
la amplitud asociada a la contribucidn del niicleo,
para distintos valores del desplazamiento

E Frecuencias
(mm) (mm™")
0.005 Max. 26.20

Max. 19.95
0.010 Cero 49.95
Max. 14.95
0.015 Cero 33.45
Min. 43.45
Max. 11.70
Cero 24.95
0.020 Min.  34.70

Cero 49.95

Max. 9.70
Cero 19.95
0.025 Min. 28.70

Cero 39.95
Max. 46.95

b) Andlisis de la parte real de la amplitud total:

Las conclusiones sobre los resultados descritos en el

-

Apartado 3.5.1.d son igualmente validas en este caso.

La influencia del desplazamiento del nicleo sobre la am
plitud total, afecta de forma mads importante en la zona de altas
frecuencias. En las Grafs. 38a, b y c, se representan conjuntamen
te la distribucién de amplitud para los casos de niicleo desplaza-
do y sin desplazar. En cada uno de ellos, las griaficas inferiores
muestran los maximos y minimos secundarios aisladamente, con obje
to de observar en detalle las variaciones de los mismos. Estas re
presentaciones ponen de manifiesto lo siguiente:
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(c)
Companacibn entre Las parntes reales de La amplitud total
en Los casos del nGeleo desplazado y s4in desplazax:
Tc = 0.999999

{a) E = 0.005 mm ; (b) E = 0.015 mm ; (c) E = 0.025 nm.
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- El desplazamiento del niicleo hace gue la amplitud de
los minimos disminuya en valor absoluto y la del maximo secunda-
rio aumente. Este fendmeno se produce para cualquier valor de tc.

- Las frecuencias de corte tambien se modifican de for-
ma que los miximos se ensanchan mientras que los minimos se estre
chan.

- Es de destacar que la amplitud total no presenta el
maximo principal desplazado del origen en ninguno de los casos es
tudiados.

c) Andlisis de la distribucidn de_intensidad total:

La distribucidén de intensidad total sigue presentando
un maximo central y tres mdximos secundarios, cuyos valores rela-
tivos, independientes de tc, son los siguientes:

TABLA XXX

Valores relativos de los maximos de intensidad
para diferentes desplazamientos del nicleo

|E| (mm) 0 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025
Max. pal. 1.0000 1.0000  1.0000  1.0000  1.0000  1.0000
18T max. 0.0210 0.0180 0,0170 0.0160 0.0160 0.0160
29 max. 0.0034 0.0044 0.00048 0.0046 0.0041 0.0036
3T max. 0.0020 0.0015 0.0015 0.0017 0.0018 0.0016

Asi pues, el aumento del desplazamiento provoca redis-
tribuciones de la energia que afectan a los miximos secundarios.
Este fendmeno se representa en la Graf. 39. En ella se represen-
tan conjuntamente la distribucidn de la intensidad asociada al ni-
cleo centrado y la asociada al nicleo desplazado. Se puede obser-
var cémo el primer y tercer maximos disminuyen para el niicleo des
plazado, mientras gque el segundo aumenta. De igual manera se pro-
ducen desplazamientos en los valores de las frecuencias asociadas
a los minimos; el primer y tercer minimos aparecen a frecuencias
mayores, mientras que el segundo se desplaza hacia frecuencias me
nores. Como consecuencia el primer maximo se estrecha y el segundo
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se ensancha. En la Tabla XXXI se proporciona una relacidn de las
frecuencias a las que aparecen los minimos y de las dimensiones
con ellas relacionadas.

TABLA XXXI

Frecuencias de los minimos de la distribucidén de intensidad
y dimensiones asociadas a ellas, para distintos valores de {E]

|E| Frecuencias Didmetros

(mm) (mm”™ ") (mm)
] < 0.010 15.20 0.0803
Primer minimo > 0.010 15.45 0.0790
. 0.010<|E|<0.015 27.70 0.0805
Segundo minimo 4 645 y 0.025 27.95 0.0798
Tercer minimo 0.005<|E|<0.025 33.45 0.0969

La Tabla XXXI pone de manifiesto que los valores de las
frecuencias de los minimos contienen informacidén sobre las dimen-
siones reales del objeto.

Finalmente, ndtese Que, en este caso, el desplazamiento
del nicleo no da lugar a la pérdida de simetria de la figura de
difraccidén, como ocurria en el Caso General (Apartado 3.3.2).

3.6.- APROXIMACIONES PARA VALORES DE FASE PEQUENOS.

3.6.1.- Caso General.

Las ecuaciones gue se evaluan en este Apartado son las
(2.40), (2.47) y (2.42), gue corresponden, respectivamente, a la
parte real de las amplitudes de difraccidn del nidcleo, citoplasma
y membrana. Tambien se estudia la parte real de la Eg. (2.43),
que corresponde a la amplitud total de difraccidn, y la distribu-
cién de intensidad total, Eg. (2.44).

El comportamiento de estas expresiones se analiza en

funcidn de los valores de las fases asociadas a cada zona de la
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célula y del factor de transmisidén del citoplasma. Atendiendo a
la aproximacidén que se hace en este caso para la funcidn de trans
misién de la célula (Apartado 2.5), los valores dados a las fases
son menores gque la unidad, mientras que el factor de transmisidn
del citoplasma toma los mismos valores que en estudios anteriores.

a) Andlisis de la parte real de la distribucidn de amplitud
asociada a la contribucidén del niicleo:

De la misma forma gue en los casos hasta ahora estudia-
dos, la parte real de la amplitud de la contribucidn del niicleo
no se comporta como una funcidn oscilatoria en el intervalo estu-
diado. Su comportamiento con respecto a los pardmetros antes cita
dos se concreta en los siguientes aspectos:

- Cuando la fase del niicleo es mayor que la del citoplas
ma, la funcidn toma su valor maximo en el origen, siendo positiva
en todo el intervalo estudiado.

- Cuando la fase del citoplasma es mayor o igual que la
del niicleo, la funcidén presenta un minimo en el origen, siendo ne
gativa en todo el intervalo estudiado.

- Cuando se mantienen constantes la fase y el factor de
transmisién del citoplasma, la funcidén aumenta con la fase del ni
cleo (ver Graf. 40a). Estos resultados se muestran en la Tabla
XXXII, en la que tambien se puede constatar que la amplitud es ne
gativa para ON < oc.

TABLA XXXII

Variaciones de los mdximos/minimos con la fase del niicleo,
para t, = 0.999999 y °C = 0.055 rad.

ON (rad.) 0.005 0.055 0.105 0.155

ReA, (¢y)/|ReA,(0.155)| - 0.74 - 0.16 0.42 1.00
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Graf. 40.~ Representacdiones conjuntas de La parte nreal de
La amplitud asociada al ndcfeo para difenentes
valores de Los pardmetnos.
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- Cuando se mantienen constantes la fase del nlcleo y
el factor de transmisidn del citoplasma, la funcidén disminuye cuan
do aumenta la fase del citoplasma (ver Graf. 40b). En la Tabla
XXXIII estan los factores normalizados que toma la funcidén en el
origen de frecuencias.

TABLA XXXIIT

Variaciones de los midximos/minimos de la parte real de la
amplitud asociada a la contribucién del niicleo con la
fase del citoplasma, para ¢, = 0.055 rad. y te = 0.999999

°C (rad.) 0.005 0.055 0.105 0.155

ReA1(¢C)/|ReA1(O.155)| 0.35 -0.01 - 0.55 - 1.00

- Cuando se mantienen constantes las fases del nicleo y
del citoplasma, la funcidn crece cuando disminuye te (ver Graf.
40c). En la Tabla XXXIV se muestran las variaciones del maximo/mi
nimo para este caso.

TABLA XXXIV

Variaciones de los maximos/minimos de la parte real de la
amplitud asociada a la contribucién del nicleo con el
factor de transmisidn del citoplasma, para
ON = 0.055 rad. y®C= 0.105 rad.

tc ReA,(tC)IIReA1(0.999999)1
0.999999 - 1.000
0.999 - 0.998
0.99 - 0.980
0.95 - 0.910

0.9 - 0.830
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b) Andlisis de la parte real de la distribucidn de amplitud

asociada a la contribucidn del citoplasma:

La Eg. (2.41), que corresponde a la parte real de la am
plitud del citoplasma, puede expresarse como sigue:

ty -t

ReA (D) = C (D) + 0 PN,
2 1 M 2
(dp - dc)

C,(p) (3.6.1)

o= ro/Af

donde C,(p) y Cz(o) tienen el mismo significado que el descrito
en el Caso General. Al igual gue en éste, el comportamiento de la
parte real de la amplitud de esta contribucidén depende del factor
de transmisién del citoplasma, tC' y los resultados se pueden re-
sumir en funcidn de este Gltimo de la siguiente manera:

- Para valores de tc préximos a tM (tc = 0.999999), el
primer término de la expresidn (3.6.1) es el que tiene mayor im-
portancia. Este término depende de la funcidn de Airy de argumen-
to proporcional al didmetro de esta zona de la célula. En conse-
cuencia, la parte real de la amplitud asociada a esta contribucidn
es una funcidén oscilante. Si la fase del citoplasma es mayor gue
la de la membrana, esta funcidn presenta un mdximo en el origen,
un médximo secundario, dos minimos y tres ceros. Pero si la fase
del citoplasma es menor gue la de la membrana, la funcidn presenta
un minimo en el origen, un minimo secundario, dos miaximos y tres
ceros. '

Cuando ambas fases son iguales, el primer sumando de la
expresidn (3.6.1) se anula y, en este caso, el comportamiento de
esta funcidn es andlogo al gue se obtiene cuando el segundo suman
do es el que tiene mds peso. Esto serd discutido mas adelante.

Cuando la fase del citoplasma es mayor que la de la mem
brana, los valores de las frecuencias espaciales a las que apare-
cen los maximos, minimos y ceros, son independientes de los valo-
res de ambas fases (Tabla XXXV). Como puede verse en dicha Tabla,
la dimensidén asociada al primer cero corresponde al didmetro to-
tal, mientras que las del sequndo y tercero, al del citoplasma.
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TABLA XXXV

Valores de las frecuencias espaciales de los maximos, minimos y
ceros de la parte real de la amplitud asociada a la
contribucidn del citoplasma, para do > Oy
y dimensiones asociadas a los puntos de corte

Frecuencias Didmetros
(mm™ ) (mm)
Max. pal. 0.00
Cero 15,20 —=——-=cemoe- 0.080
18T min. 20.70
Cero 28.20 —---mmmmmmme- 0.079
1T max. sec. 33.95
Cero 40.95 ~e-memmemmnan 0.079
22 min. 46.70

Cuando la fase del citoplasma es menor que la de la mem
brana, se obtiene que, para °C = 0.005 rad., los valores de las
frecuencias espaciales coinciden con los indicados en la Tabla
XXXV. Cuando oc toma valores superior$s, solamente se modifica el
primer cero, que aparece en 15.45 mm ', correspondiente al didme-
tro del citoplasma (dc = 0.079 mm).

Para un valor fijo de la fase de la membrana tal que
¢M< 0c, cuando aumenta la fase del citoplasma aumentan las ampli-
tudes de los midximos y de los minimos de esta funcidén. Asi mismo,
cuando la fase de la membrana es mayor que la del citoplasma, las
amplitudes de los midximos y minimos disminuyen cuando aumenta LR
En la Tabla XXXVI se dan los valores gue toman los maximos y mini
mos de la parte real de esta contribucidn en los dos casos sefiala
dos y en la Graf. 41a se muestra este resultado.
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TABLA XXXVI

Valores de los miaximos y minimos de la parte real de la

amplitud asociada a la contribucidn del citoplasma

cuando varia ¢~ para to = 0.999999

6o (rad.) = 0.055 0.105 0.155

Max. pal. 0.34 0.67 1.00

O 18T min. - 0.34 - 0.67 - 1.00
(0.005 rad.) 157 max. 0.34 0.67 1.00
22 min. - 0.34 - 0.67 - 1.00

Min. pal. - 1.00 - 0.68 - 0.33

O 18T max. 1.00 0.67 0.33
(0.155 rad.) 1%¥ min. - 1.00 - 0.67 - 0.33
22 max. 1.00 0.67 0.33

Nota: Cada maximo o minimo estd dividido por el valor absoluto

maximo que alcanza al variar ¢C’ para cada wM.

En la Tabla XXXVII, se dan los valores que toman los mia-
ximos y minimos cuando varia 6y, Para una valor fijo de la fase
del citoplasma, observindose gque, cuando oc< @M las amplitudes de
éstos aumentan, mientras gue cuando °C > °M’ el comportamiento es
el contrario. Como los valores de los maximos y minimos para un
valor determinado de °M se mantienen, solamente se indican los co
rrespondientes al maximo/minimo principal.

TABLA XXXVII

Valores del maximo/minimo principal de la parte real de la ampli-
tud asociada al citoplasma cuando varia oy, para t, = 0.999999

oy (rad.) = 0.055 0.105 0.155
0C= 0.005 rad.{Min. pal. - 0.34 - 0.67 - 1.00
oy (rad.) = 0.005 0.055 0.105
¢C= 0.155 rad.|Max. pal. 1.00 0.67 0.33
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- Cuando tc = 0.999, aumenta el factor que multiplica
al segundo sumando de la derecha en la expresidn (3.6.1), tenien-
do ahora un peso equivalente al del primero. Como consecuencia,

la funcidén comienza a perder su comportamiento oscilatorio, sien-
do este cambio tanto mds importante cuanto mayor es la fase de la
membrana frente a la del citoplasma. En la Graf. 41b se represen-
tan conjuntamente la parte real de esta amplitud para distintos
valores de 6o ¥ se puede apreciar cémo, en este caso, la funcidn
presenta un mdximo en el origen, un mdximo secundario, dos mini-
mos y tres ceros, para cualquier valor de 0c. En la Graf. 4ic se
hace la misma representacidn, pero ahora la fase de la membrana
vale 0.155 rad. En todos los casos se aprecia que la funcidn es
menos oscilatoria, tomando su valor minimo en el origen, ya que

¢y > 6. En este caso la funcidén sélo es positiva para frecuencias
espaciales superiores a un cierto valor, el cual aumenta a medi-
da que aumenta @C. Asi, para ¢C = 0.005 rad., el cero se produce

a 43.20 mm™"

mm". Para ¢C = 0.105 rad., la funcidn es negativa en todo el in-

mientras gque para oo = 0.055 rad., aparece a 44.45

tervalo estudiado.

- Ciando tc < 0.999 & las fases del citoplasma y de la
membrana son iguales, el segundo sumando de la derecha predomina
sobre el primero, independientemente de los valores de las fases.
La parte real de la amplitud asociada al citoplasma se presenta
siempre como una funcidén negativa, gue toma su valor minimo en el
origen. En la Graf. 414 se presenta este resultado.

Los cambios de la parte real de la amplitud de la con-
tribucidén del citoplasma en estos dos dltimos casos se manifies-
tan de la siguiente manera:

- Fijados el factor de transmisidén del citoplasma y la
fase de la membrana, los valores de la funcidén aumentan con °C’
Esto se muestra en las Grafs. 41b, ¢ y d.

- Fijados la fase y el factor de transmisidn del cito-
plasma, se observa que la funcidn disminuye cuando aumenta by~ Es
tos resultados se muestran en la Graf. 42.



[o]

(a) oy - 0.005 nad; TC = 0.999999

[«]
# 0.155 nad. ‘i
ReAz é//%; = 0.105 nad.
N /ié
WP 7 0-055 rad. o ¢ = 0.005 nad.
'g;==§5f4553-—__.. o s
= ~
(b) ¢y = 0.005 rad. (c) oy = 0.155 nad.
TC = 0.999 TC = 0.999
P

.155 nad.

= 0.055 nad.

(a) LI 0.005 nad; TC = 0.9

Graf. 41.- Representaciones conjuntas de La parte real de
La amplitud asociada al citoplasma para distin-
208 valones de £Los pardmetnros.



/¢“- 0.155 nad.

(a) TC = 0.999999

.. .
neAZE gy * 0.005 rad. .
5\#2_
P
A4y = 0.155 rad.
./,

(b) T, = 0.999

¢

oy 0.005 nrad.

ReA 7 ~ 7;%’ o]
//’:/" /”

v
o /f oy - 0.755 nad.

-

Graf. 42.- Repnesentaciones confuntas de La parte neal de
La amplitud asociada al citoplasma para distintos
valonres de oy ¥ de TC: bo = 0.105 nad.



- 160 -

- Fijadas las fases de la membrana y del citoplasma, se
observa gque la funcidén toma valores mas pequefios cuando disminuye
tC' como puede verse en la Graf. 43.

c) Andlisis de la parte real de la distribucidén de la ampli-

tud asociada a la contribucidén de la membrana:

La parte real de esta amplitud, Eqg. (2.42), puede expre-
sarse como sigue:
tv -t

ReA (p) =6, (M, (p) +
3 M ‘™ (dy - d

2 M,(p)) (3.6.2)
(o4

p= rO/Xf
donde M, (P} y M,(p) estan definidas con el mismo criterio que

C,(P) y Cy(P) en la expresidén (3.6.1).

Al ser esta expresidén formalmente idéntica a la (3.3.2),
el comportamiento general es el mismo que el descrito para esta Gl
tima en el Apartado 3.3.1.c:

- Para tc= tM (tC = 0.999999), la parte real de esta am
plitud, presenta un madximo principal en el origen, un mdximo secun
dario, dos minimos y tres ceros. Las frecuencias espaciales a las
que aparecen son independientes de la fase de la membrana y en la
Tabla XXXVIII se da la relacidén de las mismas, asi como las dimen-
siones asociadas a los ceros que, como puede verse, coinciden con
el valor del didmetro total de la célula.
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TABLA XXXVIII

Frecuencias espaciales a las que aparecen los maximos, minimos
y ceros de la parte real de la amplitud asociada a
la contribucién de la membrana, para tc = 0.999999,

y dimensiones asociadas a las frecuencias de corte

Frecuencias Didmetros
-1
(mm ) (mm)
Max. pal. 0.00
Cero 15,20 ~==ommmmmemmceemaaa 0.080
Primer min. 20.45
Cero 27,70 —--m-mmmmmmmmmmee o 0.080
Primer max. 33.45
Cero 40,45 —~---cmmmmmme e 0.080
Segqundo Min. 46.20

Las amplitudes asociadas con los mdximos y minimos au-
mentan cuando aumenta la fase de la membrana, tal y como se mues-
tra en la Tabla XXXIX, donde sdlo apareceel valor del madximo prin
cipal, ya que los demds presentan las mismas variaciones. En la
Graf. 44a se muestra este resultado.

TABLA XXXIX

Variaciones relativas del mdximo principal de la
parte real de la amplitud asociada a la contribucién de
la membrana con ¢M,para tc = 0.999999

¢, (rad.) = 0.005 0.055 0.105 0.155

M
ReA,(6y)/|ReA;(0.155)|  0.032 0.350 0.680 1.000

- Para t. = 0.999, los dos primeros ceros desaparecen
y el primer minimo y segundo miximo son ahora relativos. La fun-
cidn toma valores positivos siempre gue o < 42.45 mm"1, aparecien-
do el Ultimo minimo en 46.70 ol independientemente del valor de
la fase de la membrana. La amplitud del maximo principal y del mi
nimo aumentan cuando aumenta Oy- Las variaciones del maximo prin-

cipal con °M coinciden con las gue aparecen en la Tabla XXXIX.
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Cn la Graf. 44b se representan conjuntamente las partes reales de
las amplitudes para distintos valores de la fase de la membrana.

-~ Cuando tc <0.999, el midximo principal aumenta cuando
aumenta ¢M' tomando los mismos valores gue los dados en la Tabla
XXXIX. Graficamente se muestra este comportamiento en la figura
34c.

Por Gltimo, la parte real de la amplitud de la contribu
cidén de la membrana aumenta cuando disminuye te (Graf. 44d). En
general, se puede decir que la disminucidén de este iiltimo parame-
tro hace que la funcidn aumente en valor absoluto para todo o.

d) Andlisis de la parte real de la distribucién de amplitud
total de difraccidén:

Los resultados obtenidos en el estudio de la parte real
de la distribucidén de amplitud total de difraccidn, Eq. (2.43),
ponen de manifiesto lo sigquiente:

- Cuando las fases asociadas a cada regidn.de la célula
son iguales, el primer sumando de la expresidn (3.6.1) se anula.

Si a esta condicidn afiadimos el gque t. sea muy préximo a la uni-

dad (t. = 0.999999), obtenemos gue tagto la contribucidn del nua-
cleo como la del citoplasma son muy pequefias frente a la de la
membrana. En consecuencia, la parte real de la amplitud total de
difraccidn coincide con esta Gltima contribucién y, por tanto, es
ta funcidn presenta un maximo en el origen, un miximo secundario,
dos minimos y tres ceros. Este resultado se muestra en la Graf.
45a. En la Tabla XL se proporcionan los valores de las frecuencias

espaciales a las gue aparecen los mdximos, minimos y ceros.

Comparandc estos valores con los de la Tabla XXXIX se
aprecia gue las frecuencias espaciales a las que aparecen los ma-
ximos y minimos son iguales. Sin embargo, los ceros estan ligera-
mente desplazados, el primero y tercero hacia frecuencias menores
y el segundo a frecuencias mayores, por lo que las dimensiones re
lacionadas con ellos no coinciden con el didmetro total de la cé-
lula. En consecuencia, en este caso, la informacibén sobre la mem-
brana estd contenida en las frecuencias de los miximos y minimos.
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TABLA XL

Frecuencias espaciales asociadas a los maximos, minimos y ceros
de la parte real de la amplitud total, para te = 0.99999 y

°N =®c = °M y dimensiones asociadas a los ceros

Frecuencias Didmetros
-1
(mm ) (mm)

Max. pal. 0.00
Cero 14.95 —cmcmcmemmee 0.082
Primer min. 20.45
Cero 28,20 ~eemmmemm-mmmmean 0.079
Primer max. 33.45
Cero 39.95 —mmemecccomaeao 0.081
Segundo min. 46.20

En la Graf. 45b se observa cdmo las amplitudes de los maxi
wos y minimos aumentan con la fase.En la Tabla XLI estan los valo
res normalizados asociados al maximo principal.

TABLA XLI

Variacidn relativa del maximo principal de la parte real de la
amplitud total con la fase, para t, = 0.999599 y

c
Oy = 0c = Oy
6, (rad.) = 0.005 0.055 0.105 0.155
Rev(0,)/ |Rev(0.155) | 0.032 0.350 0.680 1.000

Para valores menores de tc, esta coincidencia entre ReA3
Yy ReVv se pierde, pues ahora los segundos sumandos de las expresio
nes (3.6.1) y (3.6.2) son los que predominan. No obstante, la par
te real de la amplitud total en estudio presenta un comportamiento
andlogo al que acabamos de describir (Graf. 45c). En este caso,
las frecuencias espaciales de los mdximos, minimos y ceros son
practicamente iguales a las ya mostradas en la Tabla XL.

- La contribucidn del niicleo tiene una influencia impor
tante sobre la parte real de la amplitud total cuando la fase del
citoplasma es pequefia frente a la fase del nicleo. Esta influencia
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es tanto mds importante cuanto mids prdéximo a la unidad es el fac-
tor de transmisidn del citoplasma. En la Graf. 46a se representan
conjuntamente las amplitudes asociadas a las tres contribuciones y
la amplitud total. En ella puede observarse cdmo la parte real de
la amplitud total oscila muy suavemente, tomando valores positi-
vos en todo el intervalo estudiado. En la Graf. 46b se hace una
representacidén andloga a la anterior y se observa gue su comporta
miento es igual al Gltimo descrito. Sin embargo, se ve claramente
que la contribucidn del niicleoc, en este caso, es muy pequefia fren
te a las de la membrana y del citoplasma, aunque el niicleo sigue
teniendo una importante influencia, debido a que estas dos ulti-
mas contribuciones toman valores muy parecidos y de signo contra-
rio, canceladndose. En la Tabla XLII, se muestran las variaciones
del maximo principal de la parte real de la amplitud total. En la
Graf. 46c se representa este resultado. Tanto los resultados numé
ricos como los graficos muestran que el valor del maximo crece
con cN. Por otra parte, en la Graf. 464 se observa que las oscila
ciones de la amplitud total aumenta con ¢M‘

TABLA XLII

Variaciones del midximo principal de la parte real de la
amplitud total con ON' para tc = 0.99,

oc = 0.005 rad. y °M = 0.155 rad.

oy (rad.) = 0.055 0.105 0.155

Reﬂ)MN)/IRew(OJSS)I 0.69 0.84 1.00

- La contribucidén del citoplasma predomina sobre las
otras dos cuando la fase de la membrana es pequefia frente a la
del citoplasma y to es muy proximo a la unidad. En la Graf. 47a
se presenta este comportamiento, observidndose cdmo la parte real
de la amplitud total de difraccidn coincide practicamente con es
ta contribucién. En esta representacidn wN = ®c, con lo cual la
contribucidén del niicleo toma valores muy peguefios, acentudndose
el predominio de la contribucidén del citoplasma. La Graf. 47a
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muestra como la parte real de la amplitud total de difraccidén pre
senta un mdximo principal en el origen, un maximo secundario, dos
minimos y tres ceros. La Tabla XLIII indica los valores de las
frecuencias espaciales a las que se producen estos Gltimos que,
comparados con los que aparecen en la Tabla XXXV, ponen de mani-
fiesto su alto grado de coincidencia.

TABLA XLIII

Frecuencias espaciales asociadas a los maximos, minimos y
ceros de la parte real de la amplitud total para

6y = 6o = 0.155 rad., ¢y = 0.005 rad. y t, = 0.999999,

N (o] M
y dimensiones asociadas a las frecuencias de corte
Frecuencias Didmetros.
(mm™") (mm)

Max. pal. 0.00
Cero 15,20 -===-—-oomomeae 0.080
Primer min. 20.70
Cero 28.45 -cceemmmmmmeeeo 0.078
Primer Max. 33.95 :
Cero 40,45 --------ommoemn 0.080
Segundo min, 46.70

Las dimensiones asociadas a estas frecuencias no contie
nen, sin embargo, informacidn sobre las de esta regidn de la célu
la.

Cuando la fase del nilicleo disminuye, los valores de las
frecuencias espaciales que se muestran en la Tabla XLIII varian
de forma que el primer y tercer ceros se desplazan hacia frecuen-
cias menores y el segundo, a frecuencias mayores. Cuando disminu-
ye la fase del citoplasma varian en el sentido contrario al que
se acaba de exponer.

En la Graf. 47b se representan conjuntamente todas las
contribuciones y la amplitud total, pero ahora, °M = 0.105 rad.,
pudiéndose observar que la contribucién del citoplasma ya no pre-
domina sobre la de las otras dos.
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En las Grafs. 47c y d, se representan conjuntamente la
parte real de la amplitud total de difraccidén para diferentes va-
lores de °N Yy °C‘ La primera refleja cémo las amplitudes de los
midximos aumentan ligeramente y la de los minimos disminuyen, cuan
do aumenta °N' En la segunda se observa que las amplitudes de ma-
ximos y minimos aumentan, en valor absoluto, con °C'

Fuera de las tres situaciones descritas, la parte real
de la amplitud total de difraccidn es siempre una funcidn que pre
senta un maximo en el origen, un maximo secundario, dos minimos y
tres ceros. En la Graf. 48 aparece la dependencia de la amplitud
total con los parametros bajo los cuales se ha realizado el estu-
dio. En la Graf. 48a se representan conjuntamente la parte real
de la amplitud total para diferentes valores de la fase del ni-
cleo, apreciindose que las amplitudes de los maximos aumentan,
mientras que la de los minimos disminuyen.

Cuando aumentan las fases del citoplasma y de la membra
na, las amplitudes de los miximos y minimos aumentan. Este resul-
tado- aparece en las Grafs. 48b y c. El mismo fendmeno tiene lu-
gar cuando aumenta el factor de transmisidn del citoplasma, tal y
como se muestra en la Graf. 48d. En las Grafs. 48c y d tambien se
observa cémo la variacidn de °M y tc no provocan grandes cambios
en la parte real de la amplitud total de difraccidn.

e) Andlisis de la distribucién de intensidad total de difrac-
cidn:

En este caso la expresidn evaluada es la Eq. (2.44) y
se obtiene que la distribucidén de intensidad total presenta, en
todos los casos, un mdximo principal en el origen y tres maximos
secundarios en el intervalo estudiado.

A continuacidn vamos a ver que la distribucidn de inten
sidad no contiene, en este caso, informacidn sobre las fases. En
el Apartado 2.5.1. se obtuvo que, cuando las fases asociadas a
las distintas partes de la célula son mucho menores que la unidad,
la parte real de la amplitud total de difraccidn coincidia con la
parte real de la amplitud de difraccidn del Caso General, Aparta-
do 2.2, exceptuando la dependencia con las fases, que en este ca-
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80 es lineal y en el otro sinusoidal. Asi mismo, la parte imagi-
naria de la amplitud total de difraccidn coincide con la parte
real de la misma del Caso de Amplitud (Apartado 3.4.2) y, por
tanto, no presenta dependencia con las fases de las distintas
partes de la célula, dependiendo solamente de los factores de
transmisidén de cada zona de la misma.

En la Tabla XLIV aparecen los valores que toman la par-
te real y la imaginaria de la amplitud total de difraccidn y se
comprueba que esta Ultima es mucho mayor que la primera (aproxi-
madamente seis veces), siendo esto generalizable para cualquier
valor de te- En consecuencia, los valores de las fases no influ-
yen sobre la distribucidn de intensidad de manera notable.

TABLA XLIV

Valores de.las partes real e imaginaria de la

amplitud total de difraccidn, para by = 0o = by
Rey Imy
Max. pal. 0.15 1.00
Primer min. - 0.15 - 1.00
Primer max. 0.15 1.00
Segundo min. - 0.15 - 1.00

En la Graf. 49 se ha hecho una representacidén conjunta
de la distribucién de intensidad. En la Graf. 49a, haciendo va-
riar ¢y, Yy en la 49b, ¢y- En la Graf. 50a, el parametro variable
es ¢oq. Finalmente, en la Graf. 50b se representan conjuntamente
las distribuciones de intensidad asociadas a distintos valores
del factor de transmisidén, poniéndose de manifiesto que las inten
sidades de los maximos disminuyen cuando disminuye te- En la Ta-
bla XLV estan los valores normalizados de los mismos.
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TABLA XLV

Variacidn de los valores relativos de los miaximos de la
distribucién de intensidad total con tc

te = 0.999999 0.999 0.99 0.95 0.90
Max. pal. 1.000 0.998 0.981 0.911 0.827
Primer max. 1.000 0.997 0.977 0.888 0.783
Segqundo max. 1.000 0.999 0.991 0.956 0.916
Tercer max. 1.000 0.998 0.980 0.904 0.814

Estos resultados permiten concluir que, para un objeto
cuya funcidén de transmisidén responda a las caracteristicas del
aqui considerado, la distribucidén de intensidad total no contie-
ne informacidn sobre las fases que pueda tener asociadas en cada
zona. La distribucidn de intensidad total de difraccidén es equi-
valente a la obtenida para un objeto de amplitud y solamente se
podria obtener informacidn sobre las fases, estudiando la ampli-
tud de difraccidn, mediante métodos mis sofisticados de inter
ferometria holografica, cuya aplicacidén a objetos microscdpicos,
como el caso de la célula bioldgica, presenta grandes dificulta-
des experimentales.

3.6.2.- Caso de fase.

Se estudian numericamente en este Apartado las Egs.
(2.48), (2.49) y (2.50), que corresponden a las partes reales de
las amplitudes de difraccidn asociadas a las contribuciones del
nicleo, citoplasma y membrana, respectivamente. Asi mismo, se es
tudian la parte real de la Eq. (2.47), que corresponde a la am-
plitud total de difraccién, y la Eq. (2.57), que representa la
distribucién de intensidad total.

Las expresiones relativas a las partes reales de las
amplitudes de difraccidn del niicleo, citoplasma y membrana son
anidlogas a las obtenidas en el Caso de Fase (Egs. (2.21), (2.22)
y (2.23)), a excepcidn de la dependencia con las fases que, en
este caso, es lineal, mientras que en el anteriormente citado es
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‘exponencial. Esta dependencia no altera, en lo fundamental, el
‘comportamiento descrito en el Apartado 3.4.1.a, b y c. Esta con
‘clusién es tambien valida para la parte real de la amplitud to-
tal. Si comparamos la Eg. (2.47) con la (2.20), se observa gue
la diferencia fundamental entre ambas reside en la parte imagi-
naria, ya que la amplitud de difraccidén, en este caso, depende
de 6(r°). Sin embargo, las partes reales de ambas funciones pre
sentan un comportamiento andlogo con respectoa las tres fases,
aunque tengan una dependencia funcional diferente con las mis-
mas.

Por lo tanto en esta Seccidn nos limitaremos a presen
tar los resultados obtenidos en el estudio de la distribucidn de
intensidad total de difraccidn.

a) Andlisis de la distribucidén de intensidad total de difrac-
cidn:

En la Eq. (2.51), expresidn de la distribucidn de in-
tensidad total, se observa gque en el origen de frecuencias espa-
ciales estd contenida casi la totalidad de la energia, ya que en
la expresidén de la intensidad interviene un término en §(r,).
Por tanto, las amplitudes de los midximos secundarios son de un
orden de magnitud muy pequefio comparado con el del midximo prin-
cipal.

Por esta razdn, en el intervalo de frecuencias en el
que se realiza el estudio se ha eliminado el origen para poner
en evidencia que la distribucidn de intensidad presenta tres mixi
mos secundarios, exceptuando el caso en que la fase del citoplas
ma es muy peguefia frente a la del niicleo. En esta situacidn par-
ticular, la distribucidn de intensidad presenta, ademis del mixi
mo central, un midximo secundario, gue también desaparece si la
fase de la membrana es muy pequefia (ver Graf. 51a).

El comportamiento de la intensidad total de difraccidn
con relacidn a las fases asociadas a cada zona de la célula, se
resume en los siguientes aspectos:
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‘- En la Tabla XLVI aparecen los valores normalizados
:asociados a los mdximos cuando varia la fase del niicleo, obser-
‘vindose que cuando aumenta ¢y el primer y tercer maximos secun-
«darios disminuyen y el segundo aumenta.

TABLA XLVI

Variacién de las amplitudes relativas de los midximos de
la distribucidén de intensidad con ¢y para
$. = 0.105 rad. y ®M = 0.055 rad.

[o]
oy (rad.) = 0.005 0.055 0.105 0.155
Primer max. 1.00 0.75 0.53 0.36
Segundo max. 0.16 0.36 0.64 1.00

Tercer max. 1.00 0.74 0.52 0.34

En la Graf. 51b, se observa este resultado. Asi mismo,
puede apreciarse cémo se modifican las frecuencias a las que apa-
recen los minimos de la distribucidén de intensidad. Cuando aumen-
ta °N’ el primer y tercer minimos se desplazan hacia frecuencias
mayores, mientras gque el segundo lo hace hacia frecuencias meno-
res. En la Tabla XLVII se muestran los valores de las frecuencias
espaciales a las que aparecen los minimos.

TABLA XLVII

Frecuencias espaciales (mm") a las gue aparecen los
minimos cuando varia ¢y, Para

°C = 0.105 rad, y °M = 0.155 rad.
°N (rad.) = 0.005 0.055 0.105 0.155
Primer min. 14.45 14.95 15.45 15.95
Segqundo min. 30.20. 28.95 28.20 27.20
Tercer min. 38.70 39.70 40.70 41.70

Consecuentemente, se comprueba que el primer miximo se
estrecha mientras gque el segundo se ensancha, cuando aumenta la
fase del nicleo.
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As{ mismo, se observa que sdlo para ¢y = 0.105 rad.,
las frecuencias de los minimos contienen informacidn sobre el
objeto y, mids concretamente, sobre el citoplasma.

- Las amplitudes asociadas a los tres miximos aumentan
cuando aumenta la fase del citoplasma, como puede verse en la Ta
bla XLVIII.

TABLA XLVIII

variacidén de las amplitudes relativas de los miximosconoc,
para °N = 0.105 rad. y °H = 0.055 rad.

Oc (rad.) = 0.005 0.055 0.105 0.155
Primer max. 0.04 0.04 0.37 1.00
Segundo max. - 0.41 0.67 1.00
Tercer max. - 0.04 0.36 1.00

Por otra parte, se observa que el aumento de la fase
del citoplasma provoca redistribuciones de la energia. Para va-
lores pequefios de ¢C' no existen el segqundo y tercer mdximos, y
aparecen a medida que aumentan éstos.

La Tabla IL pone de manifiesto que las frecuencias a
las gque aparecen los minimos varian con la fase del citoplasma,
de forma que el primer y tercer ceros se desplazan hacia bajas
frecuencias y el segundo hacia altas.

TABLA IL

Frecuencias espaciales (mm“1) a las gue aparecen los

PR .
minimos cuando varia ¢C' para

QN = 0.105 rad. y OM s 0.005 rad.
°C (rad.) = 0.00S 0.0S5S 0.105 0.15%
Primer min. 20.45 16.20 15.45 14.95
Segundo min. - 26.20 28.20 28.70

Tercer min. - 42.20 40.70 40.20
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De estos datos se deduce que el primer madximo se ensan
cha, mientras el segundo se estrecha, cuando aumenta ¢,. En la
Graf. 52a se representan conjuntamente las distribuciones de in-
tensidad para distintos valores de la fase del citoplasma, mante
niendo fijas las fases del niicleo y de la membrana. Puede obser-
varse que el primer maximo aumenta mucho mas que los otros dos
al aumentar 6o

- En la Graf. 52b se representan conjuntamente las dis
tribuciones de intensidad para distintos valores de la fase de
la membrana. La representacidén muestra cdmo las variaciones con
¢M no son tan importantes como en el caso anterior. También se
observa que el primer midximo es mucho mayor que los otros dos y
gque el tercero, es ligeramente superior al segundo. La Tabla L
muestra cdmo varian numericamente estos maximos con Oye

TABLA L

Variacidén relativa de los midximos secundarios de la
distribucién de intensidad con oy, Para

¢C = 0.105 rad. Y°N = 0.055 rad.
by (rad.) = 0.005 0.055 0.105 0.155
Primer max. 0.94 0.96 0.98 1.00
Segundo max. 0.91 0.94 0.96 1.00
Tercer max. 0.91 0.93 0.96 1.00

Los datos que aparecen en la Tabla demuestran que los
tres mdximos aumentan con ¢y, aunque estas variaciones no son
demasiado importantes.

En la Tabla LI aparecen los valores de las frecuencias
espaciales asociadas a los minimos, para distintos valores de °M'
apreciandose gue éstos se mantienen aproximadamente constantes
cuando varia ésta {ltima.
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TABLA LI

Frecuencias espaciales (mm'1) asociadas con los minimos
cuando varia by, para
ON = 0,055 rad. y °C = 0.105 rad.

L (rad.) = 0.005 0.055 0.105 0.155
Primer min. 14.95 14.95 14.70 14.70
Segundo min. 29.20 28.95 28.95 28.70
Tercer min. 39.95 39.70 39.45 39.20

Para determinados valores de las fases se observa Que
midximos de Ordenes superiores cobran mayor importancia que otros
de érdenes mds bajos. Por ejemplo, para ¢y = 0.005 rad. el Eer-
cer midximo secundario es mayor que el segundo, cualgquiera que
sea el valor de oc} para ¢y = 0.105 rad. y oc = 0.055 rad, ocu-
rre lo mismo, (ver Grafs. 5ib, S52a y b).

La distribucidn de intensidad verifica gue:

T(dys dor 0y) = T(=~ &y, - ocr - oy)
Es decir, la funcidén es simétrica con respecto al origen. Sin
embargo, las ecuaciones obtenidas en el Caso de Fase para la dis
tribucidn de intensidad ahora no se verifican. Esto significa
que una misma distribucidn de intensidad sdlo puede corresponder
a una pareja de valores de las fases, con lo cual la imprecisidén

que se tenia en el Caso de Fase, es eliminada cuando las fases
son mucho menores que la unidad.
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3.7.- CONCLUSIONES GENERALES SOBRE EL ANALISIS NUMERICO.

En este Capitulo se ha analizado la distribucidn de la
intensidad de difraccién de una célula bioldgica y las variacio-
nes que se producen en dicha distribucidn cuando suponemos dife-
rentes comportamientos Opticos para la célula bioldgica. Estos
Gltimos estan asociados a parametros tales como la fase, el coe-
ficiente de transmisidon y el desplazamiento del niicleo

Para obtener una mayor informacidn, las dimensiones
consideradas para el objeto son muy pequefias, con lo cual, el es
pectro estid muy extendido, lo que posibilita estudiar mis deta-
lladamente las modificaciones del mismo. Estas dimensiones se
mantienen constantes en todos los cidlculos realizados.

Las conclusiones mas destacables derivadas del estudio
realizado se resumen en los siguientes puntos:

a) Sobre la influencia de las fases:

- La fase del niicleo, °N’ modifica el patrdn de difrac
cién cuando es mayor que las fases de la membrana y del citoplas
ma. En estas condiciones, cuando aumenta ON' los maximos de or-
den impar aumentan y los de orden par disminuyen.

- La fase del citoplasma, °C' tiene una influencia no-
table cuando es mayor que las fases de la membrana y del nicleo.
Su aumento provoca redistribuciones de la energia contrarias a
las acabadas de mencionar para @N.

- La fase de la membrana, OM, produce alteraciones en

el patrdn de difraccidn gque no son tan acusadas como las produci
das por las otras dos fases. Estas alteraciones son distintas
dependiendo de si el objeto es puro de fase o es de fase y amplji
tud.

b) Sobre la influencia de los factores de transmisidn:

- El factor de transmisidn asociado al nicleo, tys no

produce alteraciones importantes en el patrdn de difraccidn, ya

que las dimensiones de esta parte de la célula son pequeilas. Por
tanto, el gue ty se mayor o menor (nicleo menos o mias opaco) no
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:imtroduce variaciones destacables en la distribucidn de intensi-
dad.’

- El1 factor de transmisidn del citoplasma, tc, tiene,
jpor el contrario, una influencia notable en la respuesta que se
obtiene en el plano de Fourier. Esto es debido al comportamiento
jparabdlico asignado a la membrana en el modelo tedrico disefiado
[para la célula. Este comportamiento puede ser detectado o no en
@l patrdn de difraccién dependiendo, entre otros factores, del
walor de te- En el estudio realizado se muestra cémo para valo-
:res de to que difieran de tM en cantidades superiores a 10'3,
el comportamiento parabdlico se manifiesta en las amplitudes de
«difraccidn del citoplasma y de la membrana. Sin embargo, estas
modificaciones no alteran de forma significativa la distribucidn
«de intensidad de difraccidén, con lo cual este comportamiento no
jpuede ser detectado en el patrén de difraccidn.

Por otro lado, al ser el citoplasma la zona mas exten-
:sa de la célula, absorbe la mayor parte de la energia, en detri-
mento de la que llega al plano de Fourier, disminuyendo, por tan
‘to, la amplitud de los maximos.

c) Sobre el desplazamiento del nicleo:

El desplazamiento del niicleo del centro de simetria de
la célula conlleva un cambio drastico en su funcidn de transmi-
8idén, lo que da lugar a importantes variaciones en el patrdn de
«difraccién. Estas son mucho mids relevantes cuando las fases aso-
.ciadas a cada zona de la célula no son nulas.

El término de fase gue introduce el desplazamiento

.afecta sdlo a la amplitud asociada al nicleo y depende del pro-
‘ducto escalar del vector desplazamiento por el vector radial aso
.ciado al plano de difraccidn. Este factor de fase hace Que el
:maximo central no se sitlie en el origen de frecuencias y que el
patrdn de difraccidn no presente la simetria tipica de la man-
cha de Airy. Estos dos efectos son mucho mds pronunciados cuan-
do la fase del nicleo es mucho mayor que la del citoplasma. Por
otro lado, el poder observarlos depende de la orientacidn que
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exista entre el vector desplazamiento y el radial. Asi, cuando
la observacidn se realice de forma que el angulo entre ambos sea
de 0° se estard en las mejores condiciones de apreciar el fendme
no descrito; si el angulo es de 7/2 rad. el fendmeno anterior no
podra ser observado.

d) Sobre los modelos tedricos definidos:

- Los resultados obtenidos en el Caso de Fase demues-
tran cémo el conjunto de valores asociados a las fases, que dan
lugar a una misma distribucidn de intensidad de difraccidn, son
infinitos. .

- Este resultado se hace mas restrictivo cuando los va
lores de las fases asociadas a cada parte de la célula son muy
pequefios.

- En el caso en que la célula tenga asociadaiuna fun-
cién de transmisidn compleja, con amplitud menor que la unidad y
fases muy pequefias, el patrdn de difraccién es equivalente al
que se obtiene cuando las fases son nulas (Caso de Amplitud). La
informacidn sobre las fases estid contenida en la parte real de
la amplitud total de difraccidn.

Como comentario final mencionaremos que el rango de fre
cuencias espaciales comprendido entre 20 y 40 ciclos/mm, aqui re-
presentado, ha sido tambien estudiado por Kopp y colaboradores
(Kopp, R.E. et al, 1974, 1976) consideriandolo como el mas adecua-
do para discriminar comportamientos entre células sanas y malig-
nas.
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CAPITULO 4

DISPOSITIVOS Y RESULTADOS EXPERIMENTALES.
COMPARACION CON EL MODELO TEORICO

4.1.- INTRODUCCION.

Los resultados presentados en el Capitulo 3 estan basa
dos en la posibilidad de adquirir los datos de la Transformada de
Fourier de una célula biocldgica en tiempo real. En este sentido,
se han desarrollado técnicas experimentales que permiten la obten
cidén del patrdn de difraccidn de la célula "in vivo" (Hutzler,
1977). Estas técnicas requieren de la utilizacidn de un sistema de
microscopio que, convenientemente manipulado, posibilita trabajar
sobre el patrdn de difraccidn formado en el plano focal posterior
del objetivo de microscopio.

Los resultados experimentales gue se describen en este
capitulo se han obtenido con una técnica mis convencional (Wohlers
et al, 1978), analizdndose la respuesta en el plano de Fourier de
una réplica fotogrifica de la célula bioldgica. El dispositivo uti
lizado es un difractdmetro de alta resolucidn que permite obtener
dos tipos de datos: a) Registro fotogrdfico del patrdn de difrac-
cidén; b) Sefial analdgica a la salida del difractdmetro.

Para poder comparar los datos experimentales con los
obtenidos en el andlisis tedrico es preciso aproximar el modelo
a las condiciones de experimentacidén. Esto supone calcular la
funcidén de transmisidn de la réplica fotogrdfica de la célula te
niendo en cuenta por un lado,las caracteristicas dpticas de la
célula bioldgica y por otro, gue el registro fotogridfico de la
misma se ha realizado con la técnica de contraste de fase.

Obtenidos los valores numéricos de los parametros gque
intervienen en la nueva funcidn de transmisidn, se aplica el ané
lisis de Fourier de forma andloga a como se ha realizado en el
capitulo anterior. Los patrones de difraccidén tedricos pueden
ser comparados con los experimentales, lo que permite extraer
conclusiones sobre la validez del modelo tedrico considerado.
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El estudio experimental ha sido realizado en el Depar-
tamento de Fisica de la Universidad de Bremen (RFA). El difractd
metro que se utiliza en la obtencidn de los resultados experimen
tales ha sido disefiado y construido en dicho departamento bajo la
direccidn del Prof. S. Boseck.

4.2.- DESCRIPCION DEL DISPOSITIVO EXPERIMENTAL.

En la Fig. 6a se esquematiza el dispositivo utilizado.
La fuente, tal y como se indica en la fiqgura, es un laser de He-
Ne y 5 mW de potencia de salida efectiva. El haz procedente de
esta fuente incide sobre un objetivo de microscopio (1), en cuya
focal se sitda un filtro espacial al objeto de filtrar los mdxi-
mos secundarios del haz difractado. La luz divergente es colima
da por el doblete acromatico (3), obteniéndose un haz paralelo
que ilumina normalmente al objeto. El plano objeto,(T), tiene po
sibilidades de translacidén y rotacidén en planos perpendiculares
al eje optico del difractdémetro. En el plano focal posterior, (F),
del doblete acromdtico (4) se obtiene la figura de difraccidn
del objeto. Los dos dobletes acromiticos son de iguales caracte-
risticas y constan de dos lentes de longitudes focales 1500 y
1185 mm respectivamente. La constante del sistema dptico es
1,293 mm™2.

En el plano focal F se coloca una cdmara fotografica
que permite registrar el patrdén de difraccidén sobre una pelicu
la. En este estudio se utiliza una pelicula de alta resolucidn,
en concreto, AGFAPAN 25 (Agfa Gevaert 15 DIN).

Este sistema experimental también presenta la posibi-
lidad de sustituir la cdmara fotografica por un detector con-
sistente en un array de 500 canales con un limite de resolucidn
de 0.12 mm~'. Los datos as{ obtenidos son procesados y represen-
tados graficamente.

4.3.- DESCRIPCION DEL OBJETO.

En este capitulo, y como ya se ha indicado, se analiza
la figura de difraccidn de células parabasales. Estas células
son totalmente transparentes (objetos puros de fase), y el estu-
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dio de su figura de difraccidn se realiza a partir de la imagen
gue de las mismas se obtiene en un microscopio dptico (Leitz Uni
versal) por el método de contraste de fase.

Las células estan inmersas en un medio salino de concen
tracidn adecuada para evitar que sufran deformaciones estructura-
les.

En la Fig. 3 y en la plancha II se muestran las célu-
las utilizadas. La primera ha sido obtenida con un aumento de
100x pudiéndose observar el nicleo, citoplasma y membrana de for-
ma diferenciada. Sobre el citoplasma, y dispuestos aleatoriamente,
puede distinguirse el paraplasma o conjunto de inclusiones tales
como los condriosomas, centrosomas, aparato de Golgi, vacuolas,
etc. La plancha II muestra la disposicidn en empalizada caracte-
ristica de las células epiteliales. Parece pués mias interesante
trabajar con células individuales, en las gue no exista presidn
ni influencia de otras células sobre sus paredes. Cuando estan
aisladas tienden de forma natural a adquirir una geometria muy
proxima a la circular, como se ha considerado en el modelo ted-
rico anteriormente estudiado.

El material fotogrdfico que se utiliza para la obten-
cidn de los negativos es el indicado en el apartado anterior.

4.4.- DESCRIPCION DE LOS RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Los resultados gue se analizan son de dos tipos aten-
diendo a como han sido obtenidos. Los primeros corresponden a la
figura de difraccidén que se obtiene cuando el planc objeto esta
en reposo. Este es el método convencional y lo designaremos por
caso estdtico. Los segundos corresponden al caso en que el plano
objeto estd girando alrededor del eje Sptico con velocidad angu-
lar constante. A este caso se le designa por caso dindmico. En
la plancha IV pueden compararse los patrones de difraccién que
se obtienen con uno y otro método para un objeto sintético que
presenta simetria circular. El patrdn de difraccidén no se modifi
ca por el hecho de que el objeto este rotando y se aprecia cdmo
mejora la nitidez del espectro. En el capitulo siguiente se dis
cuten los efectos derivados de la rotacidn, demostrindose cdmo



- 192 -

el régimen dindmico rompe la coherencia temporal, desapareciendo
los efectos debidos a ésta, como es el moteado presente en la fi-
gura de difraccidén estitica de la plancha IV.

Las planchas IA y I3 muestran los espectros obtenidos
para la célula de la Fig. 3 con los métodos estidtico y dindmico
respectivamente. En la plancha IA se pueden ver componentes de al
ta frecuencia sobrepuestas con el patrdn de Airy. Estas componen
tes son debidas al nicleo y a los 6rganos celulares contenidos
en el citoplasma, gque, como puede observarse enla Fig. 3, presen
tan 2onas rectas con un.cierto paralelismo pudiendo ser asimila-
das a una estructura periddica.

Este fendmeno desaparece cuandc lacélula estd rotando
como se evidencia en la plancha 1B, donde el patron de difrac--
cidn es el correspondiente a un objeto con simetria circular.

En esta ﬁltima plancha los tiempos de exposicidén se han ido au-
mentando progresivamente. De esta forma es posible ver los &rde-
nes de difraccidn prdximos al miximo central cuando el tiempo de
exposicidn es grande (t>1'), mientras que los asociados a frecuen
cias mids altas aparecen para tiempos menores (t<1'), El mdximo cen
tral satura mucho la pelicula creando un halo que impide la vi-
sién clara de los anillos correspondientes a frecuencias mas ba-
jas. La unidad de tiempo de exposicidn tomada en la realizacidn
de la cufia es 15".

En la plancha II1I se muestra el patrdn de difraccidn que
se obtiene para el conjunto de células en empalizada. La heteroge
neidad en tamafios y formas hace que en lugar de reforzarse la fi
gura de difraccidén asociada a una sola célula, se obtenga un es-
pectro promedio del cual no es posible extraer informacién comple
ta sobre las caracteristicas morfoldgicas de una individual.

En las Figs. 7, 8 y 9 se muestran los difractogramas ob
tenidos con el detector descrito en el apartado 4.1, del negativo
de la Fig, 3.

El patrdn de difraccidn de la Fig., 7 corresponde al ca
so en gue la célula tiene sus dimensiones mayores orientadas de
forma paralela al eje X, mientras gue &l de la Fig. 8 se ha obte
nido cuando son paralelos al eje y. El espectro de la Fig. 9 se
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obtiene cuando el objeto esta sometido a un regimen dinamico. En

todas ellas se muestra la distribucidén de intensidad en dos situa
ciones distintas. Las gridficas designadas por (a) se obtienen co

locando en el plano objeto un diafragma de 5 mm de didmetro y en
las designadas por (b), el tamafio es de 10 mm. Con este 4ltimo, la
membrana queda diafragmada y por tanto el espectro que se obtiene
estd relacionado con las estructuras interiores de la célula.

Dada la complejidad que presenta el objeto es dificil
relacionar las frecuencias a las que aparecen los maximos con los
detalles que éste presenta. No obstante tanto en los resultados
de la Fig. 7 como en los de la 8, el primer mdximo se produce siem
pre en 1,492 mm-1. También es destacable que cuando se utiliza el
diafragma de 5 mm no aparece el midximo correspondiente a 9.5 nm” .
De aqui podria deducirse que esta frecuencia estd relacionada con
la membrana celular, eliminada cuando se utiliza el diafragma de
menor diametro.

En la Tabla I se dan los valores de las frecuencias es
paciales de los mdximos comunes a todos los patrones de difrac-
cidn obtenidos. De esta relacién se deduce que hay una frecuencia
fundamental, que corresponde a la diferencia de frecuencias entre

miximos cuyo valor es 0.477 mm .

4.5.- COMPARACION CON LOS RESULTADOS TEORICOS.

4.5.1.- Cilculo de la funcidn de transmisidn asociada a una trans-
parencia.

La funcidn de transmisidén compleja de una transparencia

en un sistema Optico coherente es (Cathey, W.T., 1974):
t(r,8) =/ T (7,87 el (%) (4.1)

donde Tn(r,e) representa la transmitancia en intensidad de la trang
parencia revelada. {es la fase que introduce la pelicula como con
secuencia de las variaciones de espesor que se producen al ser ex
puesta y revelada. Con el subindice n se indica que la funcidn de
transmisién se define para el negativo de la pelicula.

La transmitancia en intensidad del film estd relaciona-
da con la intensidad incidente durante la exposicidn en la forma:



- 202 -

1 =k 1 "n (4.2)

donde kn Y Y, dependen del tipo de pelicula. Ambos se determinan
a través de la curva densidad dptica - logaritmo de la exposicidn
o curva H&D (Cathey, W.T., 1974). La pendiente de la zona lineal
de la curva es el factor Y. kn es una constante positiva e igual
a 10% 1
con el eje de ordenadas y T el tiempo de exposicidn.

La amplitud de la funcién de transmisidn, t(r,8), queda

n, siendo Do el punto de interseccidn de la zona lineal

determinada si se conoce la intensidad que llega a la pelicula du
rante la eiposicién. En este caso los negativos han sido realiza-
dos en un microscopio dptico con la técnica de contraste de fase,
ya que el objeto es de fase. En consecuencia, la funcidn de trans
misién de la célula serda la expresada en la Eq. (2.17). Las fases
@N,wc Yy OM , correspondientes a cada zona de la célula,vson debi-
das a las diferencias entre los indices de refraccidn de cada re-
gidén de la célula y el medio. Se considera que estas fases son
constantes y muy pequefas. )

La técnica de contraste de fase (Zernike, F., 1935),
consiste en colocar en el plano focal posterior del objetivo de
microscopio una lidmina que intercepta el haz no difractado por el
objeto, retardindole o adelantindole sobre la luz difractada por
el mismo. Se demuestra que la intensidad que llega al plano ima-
gen es proporcional a las diferencias de fase estructurales del
objeto. En el caso concreto gque se esta estudiando sera:

5 2 0y 0srs dNIZ

T lr) = 1 ¢ 2 ¢¢ dN/Z <rs dc/2

(4.3)

2¢ dc/2 <rs dle

M
suponiendo que la limina no absorbe luz. Con esta definicidn T,
depende solamente de la variable radial r. El signo depende de si
la lamina retarda o avanza el haz directo. Sustituyendo esta 4lti
ma ecuacidn en (4.1) se obtiene gue:
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264 'n 0 «r<qdy2
o) =il |12)20,| . ol¥EO 4y/2 € © € 4./2 (4.4)
20, /2 € T /2

En el plano de difraccidén B del dispositivo descrito en el
Apartado 4.2, la distribucidn de amplitud de difraccidn asociada a
esta funcidén de transmisidén sera:

U(r,®) = (1/ixf) exp(ikf) exp(ikri/Zf) TF (t(r,€)) (4.5)

donde TF designa la Transformada de Fourier.

Teniendo en cuenta las relaciones entre la operacién de
convolucidn y la Transformada de Fourier (Papoulis, A., 1968).

V(r,,8) = (1/iXf) exp(ikf) exp(ikr’/2f) TF(t_(r)) = TF(e*%(*+®))

(4.6)
donde to(r) representa los términos que multiplican a la exponen-
cial en la Eq. (4.4).

La pelicula utilizada se ha analizado en un interferdme
tro Mach-zZehnder concluyéndose que las variaciones de fase a que
da lugar el film modifican, de forma poco significativa, el espec
tro en la zona de altas frecuencias. Por tanto, en la Eq. (4.6)
podemos despreciar la Transformada de Fourier del término de fase
al considerarla equivalente a una §-Dirac, con lo cual, la ampli-
tud de difraccidn solo dependerda de la variable radial r, del pla
no de Fourier y, por lo tanto, la Transformada de Fourier puede
sustituirse por la Transformada de Bessel-Fourier. Teniendo en
cuenta esto, se opera en la Eq. (4.6) llegando a:

3
_ ) ) 2 3
W(r ) = (1/iXf) exp(ikf) exp(ikr;/2f) 27 k2 jZ1Aj(r°) (4.7)

siendo:

2

d J,(mpd,.)
Ajiry) = (1220007020 (12200 Ta/2) B LN (44
4 nodN
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2
az 3, (mpd.)
Ay(r) = ((1220 ) Yn/2. (12207 Yn/2) £ 1€ (4.9)
[o] C M
4 wodc

2
az  J,(mpdy)

Ay(r) = (1220,) /2 (4.10)

4 ﬂodT

las amplitudes de difraccidn del nicleo, citoplasma y membrana,

respectivamente.

4.5.2.- Resultados numéricos.

Con objeto de establecer comparaciones entre los resul-
tados experimentales y los resultados obtenidos con el modelo ted
rico propuesto, a partir de estas dltimas ecuaciones se evalida la
distribucidén de intensidad de difraccién.

Los valores dados a los pardmetros en este cialculo, me-
didos en un microscopio comparador, son los siguientes:

- Didmetro del niicleo: dy = 1.332:0.001 mm
- Didmetro del citoplasma: d. = 6.882% 0.001 mm

- Didmetro total: dp = 7.5582 0.001 mm

que corresponden a las dimensiones promedio de la célula mostrada
en la Fig. 3.

Los valores de °N' °C Y °M se obtienen midiendo la trans
misidn de las distintas partes de la célula en el negativo de la
Fig. 3 con un microscopio preparado para medidas fotométricas (Am-
plival Zeiss-Jena). Las medidas se han realizado asignando al ci-
toplasma la maxima transmisidn, lo cual significa que ac es el ni
vel de referencia elegido. Sustituyendo en la Eq. (4.4) se obtie-
ne gue:

k

n 0.265

y, por lo tanto:

¢, - ¢~ = 0.334 rad.

N C
Oy oc = 0.440 rad.

gue, al mismo tiempo, supone considerar gue °N >¢C y que °M> °C’

lo que significa que la ldmina utilizada en el contraste de fase
avanza, en fase, el haz directo respecto del difractado.
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El factor y de la pelicula se calcula realizando una cu
fa densitométrica con AGFAPAN 25 y utilizando como revelador REFI
NAL y 6.5 minutos de revelado. De esta forma se ha determinado un
factor:

Yy = 0.692109

Las constantes del sistema Optico son las indicadas en
el Apartado 4.2.

El intervalo de frecuencias sobre el gue se ha hecho el
estudio del espectro coincide con el mostrado en las gfgficas ex-

perimentales, es decir, de 0 a 17.5 mm .

En las graficas de la Fig. 10 se muestra la distribucidn
de intensidad que se obtiene en este caso. Para poder apreciar mis
claramente todo el espectro se elimina el mdximo central y, de es-
ta forma, se observa cémo la distribucidn de intensidad presenta
una fuerte oscilacidn modulada por una sefial de baja frecuencia.
Esta Gltima estd producida por el niicleo de la célula.

En las grdficas de la Fig. 11 se muestra el espectro gue
se obtiene cuando la distribucidn de intensidad anterior se prome-
dia, integrando en intervalos de 0.12 mm71. El tamafio del interva-
lo coincide con el limite de resolucidn asignado al detector utili
zado para obtener las gridficas de las Figs. 7, 8 y 9. Al igual
que antes, se elimina el madximo central para, asi, poder observar

el espectro para frecuencias mayores.

Comparando las gridficas obtenidas con los resultados ex
perimentales se observa que:

1) La proporcién en el nivel de energia de las sefales
correspondientes a los midximos experimentales es su-
perior al de los tedricos.

2) Las diferencias entre las frecuencias asociadas a los

1

maximos distan 0.48 mm~ , tanto para los valores ted-

ricos como para los experimentales. Vease la Tabla I.

3) La desviacidn entre los valores tedricos y los expe

rimentales es 0.11 mm .
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4) Sobre el patrdn de difraccidn de las planchas IA y IB,
también puede observarse una sefial de frecuencia alta
modulada de forma bastante similar a la obtenida en
la Fig. 10.

TABLA 1

Frecuencias espaciales, experimentales y tedricas,

asociadas a los maximos de intensidad

Frecuencias experimentales Frecuencias tedricas
‘ (mm"1) (mm™ )
1.492 1.370
1.970 1.850
2.448 2.330
2.925 2.810
3.403 3.290
3.880 3.770
4.358 4.250
9.672 9.530

Nota: En ambos resultados existen otras frecuencias intermedias.
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CAPITULO 5

FILTRADO ESPACIAL DINAMICO. INTERPRETACION Y APLICACIONES

5.1.- INTRODUCCION.

Las técnicas de filtrado de frecuencias espaciales cong
tituyen una herramienta imprescindible en el procesado dptico de
la sefial (Casasent, 1978). Estas técnicas permiten modificar el
espectro de frecuencias espaciales asociado a un determinado obje
to y, asi, poder obtener una mayor informacidén sobre el mismo.

La aplicacidén de estas técnicas al estudio de células
bioldgicas tiene por objeto el poder llegar a tener informacidn
discriminada de cada parte de las mismas. De acuerdo con esto, en
este capitulo se estudian los resultados gue se obtienen con fil-
tros diferentes y se pone de relieve que las técnicas de filtra-
do dindmico son las gque presentan mayores ventajas.

Estas técnicas son de reciente desarrollo y consisten,
basicamente, en que el filtro se encuentra girando en torno al eje
éptico, en el plano de Fourier. En este trabajo el filtro utiliza
do estd constituido por un par de aberturas circulares, de igual
didmetro y equidistantes del eje Sptico, de forma que cuando estd
rotando actua, aproximadamente, como un filtro pasa banda, con la
ventaja de que la imagen filtrada es de mayor nitidez. Esto es de-
bido a que el ruido procedente del grano de la pelicula desaparece.
Al mismo tiempo se observa un sistema de franjas que tienden a re-

forzar los contornos del objeto.

Hay gque sefialar que este método se aplica fundamental-
mente a objetos con simetria circular y la célula bioldgica, co-
mo se puso de manifiesto en el Capi;ulo 4, puede ser considerada

como un objeto de estas caracteristicas.

Debido a gue en la bibliografia no se encuentra una des
cripcidén matemidtica Getallada,ni una interpretacién suficiente de
los fendmenos que conlleva el filtrado dindmico, hemos creido ne-

cesario dedicar gran parte de este capitulo a profundizar en este
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estudio y a proporcionar una explicacidn satisfactoria del mismo.

No obstante, Powell y Stetson (1965) tratan un problema
similar al realizar un andlisis interferometrico vibracional por
reconstruccidén de frente de ondas. En este trabajo se obtiene una
respuesta adicional que depende de la funcidén de Bessel de orden
cero y primera clase, que podria ser interpretada como una funcidn
de modulacidn que se superpone a la respuesta holografica. Esta
respuesta adicional seria también responsable del sistema de fran-
jas proporcional a la amplitud de vibracidén del objeto estudiado.

Por otro lado, Vander Lugt (1967) discute el efecto del
filtro jiitea. En su explicacidn tedrica considera que una parte
de la sefial de salida tiene dependencia temporal, razdn por la
cual toma promedios temporales. En el trabajo, el autor introdu-
ce un proceso gaussiano aleatorio para hacer intervenir el movi-
miento del filtro.

Los resultados obtenidos en este capitulo (M.L. Calvo,
M. Chevalier y S. Boseck, 1984) proporcionan una interpretacidn
satisfactoria, tanto del proceso como de los resultados.

5.2.- TECNICAS DE FILTRADO ESTATICO. DISCUSION Y RESULTADOS EX-
PERIMENTALES.

En la Fig. 6b se presenta un esquema de un sistema 4f
de filtrado de frecuencias espaciales.

En el plano 7, de dicha figura se sitda un objeto cuya
funcidén de transmisidn es t(xo, yo). En el plano focal posterior
F de la lente L, se obtiene la Transformada de Fourier del objeto.
Sean (x,y) las coordenadas asociadas a dicho plano y (fx, fy) las
frecuencias espaciales definidas como: fx = x/Af fy = y/Af .

La lente Ly, de igual longitud focal que Ly forma la imagen fil-
trada del objeto en el plano imagen 7', donde las coordenadas se
denotan por (x',y').

Sea el filtro utilizado, tal y como muestra la Fig. 6b,
un par de aberturas circulares, de radios I, Y Iy situadas, en
principio, a diferente distancia del eje dptico. La funcidén filtro
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puede escribirse como sigue:

H(f,, £,) = Hi(f,, £) + Hy(f,, £) (5.1)
donde:
Hy = circ /T?;‘I'?;ﬁ/ r;|=8(f0 - fxi)-é(fyo - fyi) (5.2)
i=1,2

siendo (fxo, f o) las coordenadas del origen en el plano de Fourier

Y

y (fx , fy ) las coordenadas de posicién de la abertura i. La fun-
i i
cidon circ(p) se define como:

circ (p/r) =
0 ; p>r

11 7 PSTI
Realizando el producto de convolucidn indicado en la Eg. (5.2) se

obtiene:

Hi = [I circ[yg’ +n!/ri] 6(fxo - fxi- z) d(fyo - fyi- n) dg dn
-

(5.3)

donde por (f,n) se denotan las variables mudas gque intervienen en

el producto de convolucidén. Por tanto:

- ¥ - £ -
H.(fx,fy) = circ (/(fx £,0)7 (fy f

o)? /r.) (5.4)
1 i i 1

y

Nota: En todo lo que sigue denotaremos con simbolos del alfabeto
griego a las variables mudas sobre las cuales se realizan las ope

raciones de convolucidn.
La respuesta g gue se obtiene en el plano imagen es:
g = TF" (TH) (5.5)

donde con 'x‘l"'1 se designa la Transformada de Fourier inversa (Ca-
they, W.T., 1974)ycon T, la Transfq:mada de Fou:ig; asociada ;l
objeto.
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Sustituyendo en (5.5) la expresidén (5.1), se tiene que:

1

TF" (TH) = TF" (T(H, + Hy))

y considerando la linealidad de la Transformada de Fourier,

TF! (TH) = TF'1(TH,) + TP’1(TH2)

El Teorema de convolucidn (Papoulis, A., 1968) nos per-
mite escribir esta Gltima expresidn de la siguiente manera:

g = TP"(TH] =tash +taeh

. -1
siendo hi = TF Hi' y:

2 (5.6)

o«
tsh = JJ t(g,n) h;(x'-g, y'-n) dg dn
La intensidad en el plano imagen se obtiene mediante la
expresidn:

lgl? = 1t = n 1%« [t an,|2

2

+ 2Re ((t » (hy + hy))(t = (hy + hzn‘) (5.7)

En esta Gltima expresidén los dos primercs términos de la
derecha representan la respuesta cuadratica de cada uno de los fil
tros H1 y Hz, y el tercero es un término interferencial. Cuando
las dos aberturas circulares de la funcidén filtro son de radios
iguales y se encuentran a la misma distancia del eje éptico, los
resultados que se obtienen son los indicados en la Plancha VI. En
la Plancha V se muestra el patrdn de difraccidn tipico asociado a
las dos aberturas. La diferencia entre las figuras gue aparecen
en las planchas radica en la orientacién de la linea que une los
centros de los agujeros. En la Fig. FV, ésta es paralela al eje Y,
y en la FH, paralela al eje X, El motivo de incluir estas figuras
es el de facilitar la comprensidn de los resultados que se mues-
tran en la Plancha VI y siguientes.

En la Plancha VI se observa que las franjas originadas
por el término interferencial estan moduladas por las variaciones
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pierden nitidez y solamente las lineas del contorno que coinciden
con la orientacidn de las franjas se refuerzan, aunque muy debil-
mente.

5.3.- FILTRADO DE FRECUENCIAS ESPACIALES DINAMICO. DESCRIPCION MA-
TEMATICA.

El régimen dindmico consiste en que el plano de filtra-
do rota alrededor del eje Sptico con una frecuencia angular w. Por
consiguiente, la funcidn Hi definida en la Eq. (5.2) presentard
ahora una dependencia temporal de la forma:

H = IJ dag dn circ ((g? Qn’)i/ri)é(fxo -z - f; coswt).
- i

1] 1]
. 6(fyo n fyisean) (5.8)

siendo ahora:
£ = f' cos wt (5.9)
. x
i i
f = f' sen w1t (5.10)
Yy Yy
las frecuencias espaciales de posicidn de las aberturas con depen
dencia temporal.

La respuesta que se obtiene en el plano imagen se estu-
dia en dos casos diferentes: el primero, suponiendo que el regis-
tro es coherente y el segundo, suponiendo que es incoherente.

5.3.1.- Registro coherente:

Considerar que el registro es coherente significa que en
el plano n' tendremos:

g =] <t =h>|?

yYa que ahora es preciso tomar promedios temporales. Partiendo de
los resultados del Apartado anterior tendremos gque:

<t = h> = <t » h1> + <t s h2> (5.11)

donde, al igual que antes, h, h, vy h2 son las Transformadas de
Fourier inversas de H, H1 b4 Hz respectivamente.
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Teniendo en cuenta la Eg. (5.2) y la definicidn de promedio tempo-
ral:

<t = h,> = (t = 1 (cire(/T? +n’/rj)) .

b
To+T N .
. (/M I a e2171chosw(1 - To) -2MiveT (5.12)
Te
donde:
R, = ({x'- x)2 £:2 . (y' -w? g2 )%
b x Yy

El valor final de esta integral depende del comportamien
to del término exponencial exp(-2mivet). Cuando este término, que
representa la oscilacidén de la onda incidente, oscile mucho mis ra
pidamente gue el término exponencial exp (2nichosw1), procedente
del filtrado, el integrando tenderia a cero. Este es el caso mas
probable, ya que una onda de luz visible oscila con una frecuencia
ve muy alta, del orden de 1014Hz. Parece aceptable suponer que la
frecuencia de rotacidén del filtro serd siempre mucho menor que la
de oscilacidén de la luz laser, por lo que con un sistema de filtra
do dindmico el registro coherente se destruye y no puede ser detec
tado.

5.3.2.- Registro incoherente.

En este caso, la respuesta en el plano imagen es:
L2 2 2 .
</t » h|%> = <[t @ hy|> + <[t @ hy|%> + <(t = hy)(t = hy)"> «
+ <t wh)"(t . hy)> (5.13)

Si tenemos en cuenta la Eq. (5.12), al tomar el mddulo
al cuadrado de (t = h), se cancela el término exponencial
exp (-2miveT). Esto significa que el registro incoherente nunca
se anula. Por otro lado, este registro no dependeri del periodo
de oscilacidén de la onda incidente.

El producto de convolucidn (t » hj) puede escribirse de
forma simplificada como sigue:

® .
t. - hj = {J dX .du.mj(xlu_'xl'yl)_ ezﬂleACOQ(UI - uj)

....... (5.14)
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donde:

{Q
mj(x,u.x',y') = t(x,,y,) JJ dg dn circ((g? + n’)i/rj .

. 2™ ((x' = x)g + (y' - uin) (5.15)

Y. por tanto, contiene toda la dependencia espacial del producto.

Hay que destacar que el término exponencial en la Eg. (5.14)
representa una respuesta periddica que se obtendri en el plano ima-
gen n'. Entonces:

2 T 2
<|t s hj| > =2 (1/T) J at |t = hjl (5.16)

0
Sustituyendo las Egs. (5.14)y (5.15) en (5.16) y desarro-

llando calculos en los que se tiene en cuenta la invariancia tempo-
ral en la traslacidén y las propiedades de las funciones de Bessel
de primera clase, la Eq. (5.16) puede escribirse de la siguiente
manera:

<|t = hj|2> = JIJI dy du dx' du' wj(x,u,x',y') w;(x'.u'.X'.y')-

. [JO(Zij) J (27RYY + z(kE1'J2k12iRj) I (27R{) cos(2k(a; - aj)] +
@«

4kzo J2k+1(2“Rj) Toke1 (2TR{) cos((2k+1)(ai - aj))) (5.17)

donde i,j =1,2

Asi pues, la respuesta en intensidad de cada filtro depende de un
término que oscila y que estd expresado por una serie de funciones
de Bessel. Considerando las propiedades de las funciones de Bessel
esta (ltima expresidn puede simplificarse (Apéndice E) resultande:

< |t s hj|2> -IIIJ dx du dx' du' mj(x.u,x'.y') m;(x',u'.X',y') :
I, {2n (f;z (x - x')z + f;z (u - u')z)%}
3 3

(5.18)
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Comparando este resultado con el obtenido en el caso es
tatico, se observa la aparicién de un producto de convolucidn en
tre la funcidén de Bessel de orden cero y la funcidn wj. El argu-
mento de Jo depende de las frecuencias espaciales con dependencia
temporal (f; ’ f;j) y la funcidn wj solo tiene dependencia espa-
cial.

5.3.3.- Expresidn final del término de interferencia de la Eg.(5.13}).

Operando de forma andloga a como se ha hecho en el apar
tado anterior, el término interferencial de la Eq. (5.13) sera:

<(t = h1f(t- hy)> = IJJJ dy du dx' du' w:(x',u',x',y')

wz‘XIqully') Jo(u12) (5.19)

El argumento de la funcidén de Bessel es:

'2 2 3
= Zn(R1 + Ry -2 R{Rz cos{a] - uz)) (5.20)

Y12
y:
<(t » hy) (t wh,)>= JJIde du dx" du' wq(x,u,x",y")
wyx"u' s x',y') T (uyy) (5.21)

con:

h ]
uy, = 2 (82 « Ry - 2 RyR} cos(a, - o)) ? (5.22)

El término total de interferencia se obtiene sumando las Egs.
(5.19) y (5.21). Teniendo en cuenta las siguientes relaciones:

RZ+r'2 - (x' -y f;f sty - w? f;f .
(5.23)
' 2 .2 . 2 ,,2
+ (x' = )T £27 + (y' - u)” £
*2 Y2
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RyR) cos(a) - a,) = I f;z (%' - x) (x' - x") +
' 1

(5.24)
£ £ oy LI [}

+ vy Ty, (y uw (y u')
Y, por tanto, el argumento de la funcidn de Bessel de la Eq.(5.21)
serid:

uyy = Rf + aéz - 2 RyR} cos(ay - o;) =

[(x“ - x) t; - (x' - x") f; ]2 . (5.25)
: 1 2
2
+ [(y' -uw) £ - (y' -u") £ ]

Esta Gltima expresidn demuestra gue el argumento de J, es funcidn
de las frecuencias espaciales con dependencia temporal y de las
variables (x',y') asociadas al plano imagen 7. El término inter
ferencial, al igual que los términos cuadriticos, da lugar a una
convolucidn temporal entre Jo'y las funciones con dependencia es
pacial uiug , cuyos efectos se observan en el plano imagen.

5.3.4.- Resultados experimentales.

Las planchas VII y VIII muestran las imidgenes filtradas
dinamicamente de la célula de la Fig. 3. Los filtros utilizados
son de las mismas caracter{sticas que los descritos en el aparta-
do 5.2, y, cuando giran, pueden asimilarse a un filtro pasa-ban-
da. Los registros que se presentan en estas planchas se han obte
nido variando las dimensiones de las aberturas del filtro y su
distancia al eje Sptico. En la Tabla I se muestran las caracte-
risticas de cada uno de los filtros utilizados.

En todos los casos el niicleo de la célula no aparece,
mientras que la membrana y los organos celulares presentes en
el citoplasma tienen los bordes realzados. Hay gue seflalar que °
algunas de las estructuras gue aparecen en las imigenes filtra-
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das pueden ser debidas bien a impurezas presentes en la prepara-
cidn, bien a polvo en el sistema Sptico.

TABLA I
FILTRO RANGO DE FRECUENCIAS DISTANCIA AL CENTRO

(mm™") (mm)
F1 2.3 - 4.9 3.0
F2 3.0 - 6.7 3.0
F3 6.1 - 8.7 6.0
F4 6.5 -10.4 6.0
F5 1.6 - 4.2 3.5
F6 3.5 - 6.1 4.0
F7 5.5 - 8.1 5.5
F8 7.4 -10.0 6.0

Si comparamos estos resultados con los obtenidos en el
caso estidtico, observamos cdémo las imdgenes filtradas dinamicamen
te presentan una mayor nitidez y, al realzarse los bordes, una ma
yor definicién.

En la plancha IX se muestran las imdgenes filtradas de
la célula con dos filtros paso alto de 1 y 3 mm respectivamente.
En ambas es posible ver la inversidn de contraste, fencmeno carac
teristico de este tipo de filtros. En las imagenes siguen obser-
vindose todas las partes caracteristicas de la célula y debido
a ello este método no resulta interesante para obtener informa-
cidén diferenciada.

5.4.- CONCLUSIOMNES.

Los resultados experimentales ponen de relieve gue
cuando se utiliza la técnica de filtrado dindmico, sobre las
imigenes es posible observar un fendmeno interferencial. En
la bibliografia no se encuentra una explicacidn satisfactoria
a este fendmeno y, por este motivo, se realiza un desarrollo ma
temidtico que permite interpretar los resultados experimentales.
Las conclusiones obtenidas con este estudio son:
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- La respuesta coherente se destruye.

- La respuesta detectada corresponde a un registro in
coherente.

- La dependencia temporal de la respuesta en intensidad
incoherente produce un término interferencial no nulo que se su-
perpone a las respuestas individuales incoherentes. Este término
da lugar a un sistema de franjas cuya anchura depende de la sepa-
racidén entre las aberturas.

- Se observa un reforzamiento del contorno de la célu-
la, asi como de los organos celulares presentes en el citoplasma.
Comparando estos resultados con los obtenidos en el caso estdtico,
se aprecia como la imagen correspondiente al filtrado dindmico
tiene una mayor resolucidén y nitidez. Esto es debido a que desa-
parece el ruido procedente del grano de la pelicula.

- Los resultados ponen de manifiesto como el método de
filtrado dindmico posibilita obtener informacidn diferenciada de
las distintas partes del objeto.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se ha estudiado teoricamente la amplitud del campo transmitido
por un medio dieléctrico, opticamente inhomogéneo y bidimensig
nal en aproximacidn eikonal. Este estudio permite, al estable-
cer la relacidn entre campo incidente y campo transmitidé; de-
finir la funcidn de transmisidén asociada al medio como produc-
to de dos términos, uno de amplitud y otro de fase.

Se ha definido un modelo matemitico para la funcién de transmi
sién de una célula bioldgica. En este modelo se considera a la
membrana de la célula como parte diferenciada del citoplasma,
asignindole como coeficiente de atenuacién una funcidn parabd-
lica. Con este comportamiento se puede conocer la influencia
de esta parte de la célula sobre el patrdn de difraccidn.

Se demuestra, a partir de la amplitud tridimensional de scat-
tering en aproximacidn eikonal, que la seccidn eficaz total de
esparcimiento coincide con la intensidad difractada en régimen
de Fraunhofer. Con este resultado, la difraccidn producida por
un objeto bidimensional puede considerarse como un caso parti-
cular del scattering de luz.

Se ha obtenido la expresidn analitica de la amplitud total de
difraccidn asociada a la funcidn de transmisidn dptica defini-
da para la célula bioldgica. Teniendo en cuenta las posibles
propiedades dpticas de las células bioldgicas, se han estudia-
do distintas aproximaciones en el patrdn de difraccidn.

Se han analizado numericamente las expresiones analiticas de
la amplitud total y de la distribucidn de intensidad. Esto ha
permitido establecer la influencia de los pardmetros (factores
de transmisidn y fases) en el patrén de difraccidn.

Se ha procesado, utilizando un difractdmetro de alta resolu-

cidén con salida analdgica,la transparencia de una célula bio
légica. Los difractogramas obtenidos han permitido realizar un
estudio comparativo con los resultados tedricos, observindose
que existe una buena coincidencia entre los valores de las fre
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cuencias espaciales asociadas a los midximos tedricos y experi-
mentales. Esto permite asegurar que, al menos, para el tipo de
células analizadasexperimentalmente, el modelo tedrico elegido
tiene validez.

Se ha desarrollado experimentalmente una técnica de filtrado di
ndmico de frecoencias espaciales. Al no existir en la bibliogra
fia ninguna descripcidén matematica adecuada del fendmeno, se
ha realizado un estudio que permite poner de manifiesto que el
filtrado dindmico destruye el registro coherente y solamente
es detectable la sefial incoherente. Esta Ultima depende de un
término interferencial que da lugar a la aparicidén de franjas
en las imdgenes filtradas, que tienden a reforzar los contor-
nos del objeto y de sus compoenentes.
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APENDICE A

ESTUDIO DE LA CONVERGENCIA DE LA SERIE:

T {2k +1) T(k - 1/2)

s(z) =
. k=0 T(k + 5/2)

J2k+1(z)

Para el estudio de la convergencia de la serie conside-
raremos que las funciones de Bessel pueden ser sustituidas por una
serie en la forma:_

v + 2m)

© _yn (
I (2) = I (=17 (z/2)
m=0 m| I'(v + m + 1)

{(Abramowitz and Stegun, 1972), dando lugar a:

k + 1 + 2m)

Sz) = £ L2+ 1) TG -1/2) 7 )Pa/2)?
k=0 T(k + 5/2) m=0 ml T(2k + 1 +m + 1)

Tomando valores absolutos en el segundo sumatorio y sa-
cando factor com@n todos aquellos factores que no dependen del In
dice, tenemos:

Isz)| < ¢ AZk* 1) Tlk - 1/2) (, /5y (2k + 1)
k=0 T(k + 5/2)

] (z/2) 2"
m=0 T(2k + 1 +m + 1) m|
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Considerando que I'(m + 1) = m|, en el denominador del

segundo sumatorio tendremos que:
T2k +1 +m+ 1) = (2k + 1+ m)]|
Atendiendo a la siguiente desigualdad:
(2x + 1 +m)| > (2x + 1)|

tendremos que:

1 < 1

(2k + 1 + m)[ (2k + l)J

Entonces:
ls(z)l < I (2k + 1) T(kx - 1/2) (2/2)(2k + 1) .
k=0 Tk + 5/2) -
AL Y71

m=0 m| (2k + 1)]

. k1) T -1/ (m2) PtV

k=0 I'(k + 5/2) (2x + 1)

T w2)iH®

m=0 m|

Si ahora consideramos el desarrollo en serie de poten~-

cias de la funcibn e*:

%
8
B %
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La serie se expresa como:

s | < ( T 2k + 1) Tk - 1/2) (z/2) 2k *+ 1) ] (2723
k=0 Ttk + 5/2) (2x + 1)}

que es una serie de potencias. Aplicando cualquiera de los crite-
rios existentes para averiguar el campo de convergencia de una se

rie de potencias se obtiene que S(z) es convergente para todo va-
lor de z (Boas, M.L., 1966).
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APENDICE B

CALCULO DE LA TRANSFORMADA DE FOURIER DE LA FUNCION DE TRANSMISION
ASOCIADA A UNA CELULA CON EL NUCLEO DESPLAZADO:

La funcifn de transmisifn asociada a una célula biol6gi
ca con el nfcleo desplazado fué definida en coordenadas polares
en el Cap. 2 (ec. (2.13)), poniéndose de manifiesto gque en esta
situacién la funcibn no presenta simetrfa circular. Por esta ra-
z6n, y para facilitar el cflculo de la transformada de Fourier,
expresaremos la funcifn de transmisién en coordenadas cartesianas:
r

t, eltn x' - a? v v -0 < (ay2)?

%+ y? < (aun?

' 1¢.
tix',y') =g t.e'C
¢ (x' - a)2 + (y' - b)2 > (<1N/2)2

tyx',y') eltn (@/2? < x? 4 y'? < (@qy)?

\
donde (a,b) son las coordenadas del centro del nficleo desplazado.

Desdoblando los intervalos de definicibén y reagrupando convenien-
temente se llega a:

el -t elfc 0 < (x -a)i+ (y - b2 < (a,/2)2
C
tix',y) = {e. etlc 0<x?ey?ciasn?
ty(x',y') efu @/2? < x? v y'? < ayn)?

Llamando tl(x',y'), tz(x',y') y ta(x',y') a las funcio-
nes de transmisifn definidas en cada intervalo, la funcién de trans
nisién puede expresarse como:

tix',y') = ty(x',y') + tz(x',y') + ta(x',y')
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lo que permite calcular la transformada de Fourier como suma de
las transformadas asociadas a cada una de las funciones. La trans
formada de Fourier de t, x',y') ser§:

F(tl(x',y')) = II tl(x',y') exp {-27mi (xox' + yoy')/kz))dx' dy*

donde (xo,yo) y (x',y') son respectivamente las coordenadas asocia
das al plano de difraccifén y al plano objeto.

Considerando la definicidén de tl(x',y') y su intervalo
de definicibn podemos escribir:

reeg ey =[x < m e g -2 e (ag/2)?)

(ty elfy - te ei?c) exp {-2n1i (xgx’ + yoy')/lz}.
.dx' dy'

donde X{int} ©5 una funcién peso que vale la unidad en el interva
lo definido en el subfndice y cero en el resto.

Haciendo uso de la propiedad del desplazamiento de la
transformada de Fourier (Oran - Brighan, 1974), esta filtima inte-
gral seré4:

F(tl(x',y')) = exp {-2ni (xoa + yob)/kz}.

) 10y - ¢ eit
. JI X0 < x'2 + y 2 < (g tn &N "t &TO)

.dx' dy'



- 235 -

El integrando es ahora una funcibén que presenta simetria
circular y que, por tanto, pasando a coordenadas polares, puede
calcularse la transformada de Bessel-Fourier:

dy/2 )
B(t;(r)) = exp {-2m1 T E/Az} 2n fo (ty ' - ¢ efo) .

. JO(ZRr'p) dr’

donde §0 = (x5,¥g) ¥ E = (a,b).

Integrando obtenemos:

2
16c, Iy Jalmedy)
4 npdN

B(t; (') = 27 exp {- 271 5 E} (tg e'®n - ¢ e
Las funciones tz(x',y') Yy t3(x',y') presentan simetria

circular y su transformada de Bessel-Fourier coincide con-la cal-

culada en el Cap. 2, Apartado 2.3.1 (ecs. (2.18) y (2.19)).
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APENDICE C
DETERMINACION DEL NUMERO DE TERMINOS DE LA SERIE

QUE INTERVIERE EN LA INTENSIDAD DE DIFRACCION

Se ha de determinar en qué término truncamos la serie
que interviene en el cdlculo de la intensidad en el plano de difrac
cién, Egs. (2,9), (2.11) y (2.12).

Llamemos Ii a la suma de la serie truncada en el térmi-

no 1

Es preciso notar, gue debemos atender principalmente a

dos aspectos:
a) Acotacidn de la convergencia en valor.

El valor IIi(p) - Ii+1(o)|debe ser menor que €,(p) pa-
ra todo p que pertenezca al intervalo de frecuencias
espaciales estudiado (0 - S0 mm"). Parece oportuno
elegir la cota dos Srdenes de magnitud menor que el
valor de la funcidn, es decir

ey(p) = 1072 |1, (0]

b) Las frecuencias espaciales en las que se presentan
los minimos y mdximos relativos nos caracterizan el
objeto analizado. Debemos, por tanto, cuidar gque es
tas frecuencias no sufran variaciones importantes.
Esto se puede expresar de la siguiente manera:

m m
lpi - Di¢1| <€y

representandc por pT la frecuencia espacial de los
miximos y minimos relativos. El subindice "i" signi

fica que la serie se ha truncado en el término "i".
La cota ¢, puede fijarse en 0.5 mm'1, dado que el in

tervalo de estudio de p es (0 - 50 L

Para determinar, en nuestro caso, la validez de aproxi-
macion en el truncamiento, con los requisitos sefialados anterior~. . . . .

mente, se ha procedido a calcular el valor de la suma cuando se
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trunca en el primer término, segundo término y asi hasta el térmi
no octavo (que contiene la funcidn J,g). Obtenemos asi la bondad
de ajuste para el truncamiento en el séptimo término, i = 7 (que
contiene la funcidn Jy3)-

Se ha realizado el cdlculo para valores que considera-
mos representativos, en concreto:

- Coeficiente de transmisidn del citoplasma, tet
0.999999, 0.999, 0.99, 0.95 y 0.9

- Fase de la membrana, ¢”:
0.05 rad., 0.55 rad., 1.05 rad. y 1.55 rad.

La combinacidén de los cuatro valores de la fase con ca-
da uno de los cinco valores del factor de transmisidn han dado 1lu
gar a veinte tablas de valores, gue han sido estudiadas de acuer-
do con los criterios anteriormente descritos. De su andlisis se
deduce:

- Para te = 0.999999, las cotas se cumplen holgadamente,
cualquiera que sea el valor de °M’ cuando se trunca la
serie en el sexto término (que contiene a Jiy cons%'1
derando el intervalo de frecuencias completo (0-50 mm ).

- Para t, = 0.999 y 0.99, la cota ¢, de posicidn de los
puntos criticos se cumple satisfactoriamente, cualquie
ra que sea el valor de oy Y en todo el intervalo de
frecuencias, cuando se considera hasta el término que
contiene a J,4.

Sin embargo, para satisfacer la cota €, sobre el valor
de la funcidn en estos puntos criticos, y usando hasta
el séptimo término (que contiene a Jy3) hemos de res-
tringir el intervalo de frecuencias espaciales a

(0-40 mm"). Esto significa que el tercer minimo y el
tercer mdximo secundario no los podemos asegurar en va
lor, salvo que tomemos 51(0) como 0.1 |I(p)| , en cuyo1
caso, se extiende el intervalo de frecuencias a 50 mm .
La variacién con oM del ajuste se muestra irrelevante.
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- Para tc = 0,95, incluyendo el término que contiene a
Jig (el séptimo), podemos mantener las cotas estable
cidas, €, Y €y siempre ?$e limitemos el intervalo
de frecuencias a 0-40 mm . Para frecuencias superio-
res a este valor, las cotas no son validas y habria
gue elevar €, hasta 1, y en cuanto a ¢, deberia subir
se hasta 0.4 |I{p)]|. Por ello el tercer minimo y ter-
cer midximo secundario exigen tener en cuenta mayor ng
mero de términos en la serie. La variacién de la bon-
dad del ajuste es inapreciable con GM.

- Para tc = 0.9 se observa el mismo comportamiento gque
en el caso anterior; pero para p > 40 mm" la cota €,
debe elevarse ahora hasta 0.8 |[I(p)].

Por tanto, concluimos que el ajuste es tanto mejor cuan
to mayor es el valor de to ¥ su bondad no se ve afectada por el
valor gue tome °M‘

Se concluye de las observaciones anteriores que los re-
sultados de frecuencia y valor de la funcidn para los puntos cri-
ticos, cumplen con las cotas preestablecidas, truncando la serie
en el séptimo término, es decir, el que contiene a J,3- Esto se-
ria vdlido incluso para tc = 0.95 y 0.9, Z? que nos interesa so-
bretodo las frecuencias inferiores a 40 mm . Pero para que el
cdlculo sea mids uniforme en la bondad de aproximacidn, hemos toma
do en estos dos casos, hasta el octavo término (J15). con lo que
se cumplen las cotas establecidas en todo el intervalo de frecuen

cias espaciales estudiado (0-50 mm ).

Estas conclusiones justifican el truncamiento que ha si
do usado para la realizacidén de los cdlculos del modelo tedrico.
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APENDICE D

ESQUEMA GENERAL DE LOS PROGRAMAS DE CALCULO

En este Apéndice se describen los blogues de cdlculo mis
significativos seguidos para el andlisis numérico de las ecuacio-
nes obtenidas en el Capitulo 2.

Estas ecuaciones son las partes reales de las amplitu-
des de difraccidn asociadas al nicleo, A,(p), citoplasma, Az(o)Y
membrana, A;(p). En el caso en que el nicleo estd desplazado del
centro de simetria de la célula, designamos por Aj(p) a la ampli-
tud del niicleo.

En todas las ecuaciones se aprecian dos tipos de expre-
siones : unas que dependen sdlo de las caracteristicas geométricas
del modelo y otras que dependen de sus caracteristicas Opticas.

Los pardmetros asociados a las primeras (dN, dc y dT),
estan ligados a la variable radial p a través de las funciones de:
Bessel. Por ello, se ha procedido en primer lugar a calcular es-
tas funciones, creando un fichero de datos que es comin a todos
los casos que se obtienen cuando se varian las caracteristicas ép
ticas del modelo.

El procedimiento para el cdlculo de las funciones de Be
ssel Jn(wpd) se expone en el siguiente diagrama:

Desarrollo en serie segin
algoritmo de (1)

Sin>3

CALCULO DE Si mpd2 3 se utiliza la

Ip(med) aproximacidn polindmica (2)
Sins3

Si 0 s 7pd s 3 se utiliza la
aproximacidén polindmica (3)

(Sobre el cdlculo de las series | J,(mpd), veanse las consideracig
n
nes de acotamiento en el Apéndice C).
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Con los siguientes diagramas se muestran los casos estu
diados asi como el método seguido, junto con los valores asigna-
dos a los parimetros involucrados en el cidlculo.

DIAGRAMAS DE CALCULO

l'-l
ty » 0.0

0.999999
o]

0,08 red.|
V.35 red. Cetten . te
- 9.005 mm. 0.008 rad.
1kl -0 2l of....e e bge by { eanee
CASD DE AMPLITUD 0.02% mm, 0.138 red.
CASO D& ANPLITUD
Micles Dasplezado
..... =0 18| -0
CASO GENERAL CASO GENERAL
' Tasas paquetas

Kdcleo Despluzedo

0.08 red. TR IS
e Ser 0 3 eeen 0.008 £ad.
158 red O tcotqed et
0.138 red.
CASO DE FASE
Tases prouenas
0.005 nm
gl o 0 1Bt o{ .....
CASO DE PASE 0.025 mm
CASO DE PASE
Xielee Nesplusude
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APENDICE E

SIMPLIFICACION DE LA ECUACION (5.17) UTILIZANDO LAS
PROPIEDADES DE' LAS FUNCIONES DE BESSEL

La serie de la EGQ. (5.17) se puede escribir como sigue:

S = J_(2mR) J_(27R') + k£1 JZk(an)'JZk(ZnR') cos(2k(a' - a)) +

-1
+ 1 Jy(27R) J,, (27R') cos(2k(a' - a)) +

k=ro

(2mR) T, 4 (27R") cos((2k+1)(a' - a)) +

* E J2k+1 2k+

+ Z-c JZk'+1(2"R) J2k'¢1(2"R') cos((2k'+1)(a' - a))
(E.1)

teniendo en cuenta la siguiente propiedad de las funciones de Be-
ssel:
n
J_pfw) = (-1)7 J (w)
donde w es una variable compleja genérica.

Es fdcil comprobar que:

3_,(27R) J__(27R') = (-1)%% J_(2™R) J_(27R') cos(Zk(a' - a))

«©
Por tanto, el sumatorio doble: 2 2 puede descomponerse

en dos contribuciones: k=1
© -1
I « 1
k=1 k=-o
y de igual manera, para los términos de orden impar:
o -1
1 + 1
k=20 k's-®

Entonces, la Eq. (E.1) se puede escribir como sigue:
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+®

s = [ J.(2mR) J (27R") cos(k(a' - a)) (E.2)

k:—ﬂ

Considerando las fdrmulas de adicién de Graf (Abramo-
witz, M & Stegun, I., 1972) para series de productos de funcio-~
nes de Bes%el, se tiene:

<+
Jy(w) = .§.. Iy {u) Jp(v) cos(kB) (E.3)
donde:
us=27TR ; v =2mMR"' ; B =a' - a
y

2

w = (uz + v© - 2uv cos Bﬁ

Por tanto, la Eqg. (E.2) puede expresarse como:
S = Jc‘,{ 21r(R2 + R'2 - 2RR’ cos(a' - a))il

Teniendo en cuenta la definicidn de las variables R ¥ R' se
llega a la expresidén (5.18).
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