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1.0 Introduccidn:

1.1 Morfologis celular y cltoplasma.

Las células eucariontes pueden modaificar su forma
reorganlzando sus egtructuras ¥ ocrganelos internos. Lasg
propledades de forma, organizacién interna, movimiento
celular Vv fagocitosis Adependen de redes muy compledas de
filamentos de proteinas en el citoplasma llamadas en

conjunto ciltoesqueleto. La capacidad para medir cambioe

morfolégicos en lae célulasg nos permite cuantificar
alteraciones en el citoesqueleto que produzean agtos
camblos.

Existen tres tipos de filamentes formando el
citoesqueleto de células no musculares: microfilamentos,
filamentes intermedios ¥ microtabulos. Ademé&s de estos, el

citoeaqueleto contiene muchas proteines gcecesorias que unen
un tipo de filamento con otro, unen astos filamentos con
as aan =

A~ c&1ula S oy ~ 1~
P-4 c@&iula & oF an & iao

la polimerizacidébn-despolimerizaclibdn de estas estructuras.

1.1.1 Estructuras del cltoesqueleto en c¢élulas no

musculares.

a) Los microfilamentos:




Los microfilamentos se encuentran locallizadoes
preferentemente en 1la& periferia de las cé&lulas 1), en
concentraciones de =10 mg/ml, y tienen una longitud promedio
de 100 nm. Estén compuestos basicamente por una proteina
globular, monomérica, Yy altamente conservads denominaca
actina~G (2), la cual tiene un peso molecular de 42,000

daltones. Se encuentra ligada en forma no cowvalente a una

molécula de cCa'~ ¥y a una moifécula d&  ATD.  Pars  su
polimerizaciliébn, requiere de variocsg factores: ca*? o mMg*e,
ATP, ¥ NacCl. Cuando se polimeriza, 10 hace formanao una
hélice de doble cadena, de aproximadanmente I nanémetros de

dismetro, tomando entonces el nombre de actina-F.

Aunque el fosfsato terminal de la molécula de ATP se
nidroliza &l  formar le actina-F, la energis desprendida de
aata hidrdélisis no es necesaria para la polimerizacidn, Lo
cual se ha estudiado in _vitro formandc la fibra en presencia
de un anélogo no hidrolizable de ATP.

Lz nolimanizsanidn de estos fllamentos no se lleva a
calo #  una Yeloslidald sInsitanto (FIGURA 1): 1s orimera parte
’dg‘_ésta es el ~paso ilimitante; deben encontrarse tres
moléculas de actina~-G en una conformacidn especifica,
dénominada nucleacidén para poder prosegulr con - ia
elongacidn. Después de esto, la polimerizaclén procede
rdpidamente hasta que la concentracidén de actina-G iibre
llega al punto eritico, (punto en el cual la concentracién
de actina-G es igusl a 1a concentracién de actina-F) no

puede segulr, y emplece ls despolimerizacidn (FIGURA 2). Los



filamentos nNo son una estructura simétrica respecto a sus

prolos, &stos tienen diferentes velocidades de
polimerizacidn-despolimerizacidn (FIGURA 3a). Estos
filamentos pueden adguirir varlas conformaciones,

dependiendo de la concentraceldn local de actina y de otras
proteinas reguladoras. Actualmente se conaidera aue a
dilatintas conformaciones de loe filamentoe, corresponden
distintas funciones de éstos.

Existen U4 funciones Db&sicas que dependen de la
egtructura Que adopta esta polimerizacidn:

La primera eg aumentar la viscosidad de 1a solucién en
que Se iieva a c¢abo. Los cempios e ia fcrmse en que se
ensamblan los filamentos en distintas pertes de la. célula
pueden ser los responsables de las diferencias en 1a
consistencia citoplissmica 1locel. Esta red de proteinas
detgrmina el tamefio de los organelos qQque puedsin LTT

La eegunda funcibn contribuyve a manvternex ia
configuracidn espacizl de la c&lule misma. o de alguqas»de
gur partes, Egto es8 posivle, cuando la polimerlzacidn
origina haces de fibraz largas de actina.

LLa tercera Funecildn involucra la contraccibdn celular:
esto se debe a que la actina, en asociacidn con otra
proteina llamada miosina, tiene la capacidad de generar
dicha fuerza contréatil.

Por GOltimo. estag fibras pueden mantener unidas varias

partes de la célula, incluyvendo la niembrana piasmaiics.




La interaccién de la actina con otras proteinas le
brinda una alta versgatilidad ¥y una regulacién precisa de sus
furciones (Tabla 1).

Una de las conformacicnes més estudiadas es la de haces
en rarslelo (23). Estos haces son evidentes en las
microvellosidades, en el brugh border de células eplteliales
fFIZYRA 4) ¥ en 1les proyecciones gue se extienden desde la
superflicle de diversos tipos celulares.

Aungue le protefing llemede miocine oz un  componente
bAsico de las células musculares, tambilién se encuentra en

otros tipos celulares de vertebradog, donde su interaccién

ccn actina es muy importante (24).

b) Filamentos intermedios:

Estosg filamentos se han ildentificado en casli todas las
células diferencladas y es muy poseible que existan proteinas
similiaras en cédlulss aucariontas 5r1m1t1va:. Fuercn
dencminados 'intermedios®' porqQue =su tamafio es intermedio

“entre aquél de 108 microribuliosg y el de los microfilamenios,
¥a 3ue miden aproximadamente 10 nm de diémetro. Exlsten por
1o menos 5 clases distintas de proteinas qQue componen estos
filamentos en diferentes células o tejilidos., alglinas de estas
son: desmina o esqueletina en células miogénicas: vimentina
o decamina en células derivadas de mesénquima; ¥y un grupo

més complejo de queratinas en células epiteliales (25).



Los filamentos intermedios son més insolubles que el
restc de las estructuras del citoesqueleto, egsto csuglere que
tienen funcilones Aistintas. Su vida media es muchas veces
mayor a la del ciclo celular; gu articulacion no o«
reversible, por le gue su funcidn 23 mAs mecé&nica y menos
dinémica que la de microtibulos ¥ microfilamentos.

Utilizcende milieroscopia electrédnica en célules de la
cpidermnia avasildanc arn cultivo., ee ha visto qug estog
filamentos emanan de la regilidédn perinuclear y se extienden a

la periferia celulsar.
¢c) Microtibulos:

Estin compuestos por un polipéptido globular de peso

molecular de 50,000 daltones, gque generalmente se ailsla
como dimero de dos moléculas diferentes: a ¥ B8 tubulins,
uniadas = 2 molileoculas de TP, Al generar los mierottubulos,

estas moléculas forman protofilamentos de polipéptidos de
tubulina organizaqos en'hlleras con las - A-tunulinag o de un
dimere wnidn a la a-tubulina del siguliente dimero (FIGURA
5). Usualmente estos protofilamentos =ze unen en grupose de
13, formando un tubo aparentemente hueceo de 25 nm de
diaAmetro.

La formacidn de estos fillamentecs s2e parece a la de los
microflilamentos en variocs puntos:

1} Se necesita 1a hidrdiiesis de un nucledtido, sb&lo que

en el caso de los microfiiamentos se requiere ATP; mientras



que en la formacid4n de microtGbulos, se requiere de GTP v
esto tiene un efecto muy importante en la polimerizacidn del
filamento.

2) Esta polimerizocisdn ocurre esponténeamente in
vitro.

3) Los dos extremos del tibulo presentan diferentes
velocidadeg de polimerizacidédn-deespolimerizacion (riuGURA 3D;.

El ensamble de microtibulos requiere de otros factores
ademas del GTP (25). incluvendo Mg*2, alglGn agente quelante

de ca*2

¥ NacCl. Existen muchas proteinas que sc asocian a
iocs mierotfibulos (MAPs) ¥y regulan su ensamble (Tabla 2).
Esto 1lo hacen de diversas manerasg: estabilizando o
concentraandd subunidadae en una regién definida logrando asi
superar 1a concentracibdn critica de ensamble, funcionando
como moldeeg para la iniciaciédn de nacieos donde empezsari la
elongacidébn ¥y estabilizando a 1los microtibulos durante el
ensamble. Las MArs vamniin 0 rozulan 1a articulacidn
negativamente, pegandose a ja Luulino monomérica,
Aaisminuyendo esl 1&1 concentracién  de Vtubulina libre o
pegéndose a los extremos del tibulo evitando Que continGe su
eloﬁgacién. También‘ exieten estructuras 1iumadss Tcentros
organizadores de microtibulos® (MOCs ). donde los
microtGbulos se inician © iInteraccionan.

Es importante sefialar gque 1la mitosis es un mecanismo

dependiente de éstos tidbulos ¥ Que, por esto, muchas drogas

Que loeg afectan, inniben la reproduccién celular (27).

~




1.1.2 Organizacidn:

Los microfilamentos, filamentos intermedios ¥
microtibulos no son estructuras independientes.
Aparentemente eatos filamentos eg tan interconectados por

proteinas qQue todavia no se han logrado purificar. El1

conjunto de todas egtas estructuras es 1lamado ‘red
microtrabecular'. Se cree que la actina es la responsable de
1z forma 12ingt de . laos zélunlez  y de  alounee da 2us
funciones dinémicas, mientras Que 108 microtGbulose son los

respongables de darles la forma general.

Aunque ae ha avanzado mucho en el egtudio del
citoeequeleto, log mecanismos moleculares de funciones como
ié fagocitosis. la mitesle v el hovimiento celﬁlar todavia

no ge conocen.

1.1.3 Macréfagos, sus propledades y componentes del

ciltoesquelato.

Loé”macréfagos son céiuias del Bistema inmune. Urna e
sus funciones méas importantes es. la fagocitosis. Estas
células tienen una ceps egpecializada de citoplasma muy
cerca de la membrana plasmé&tica, la cual es muy dinémica ¥
forma una gran variedad de proyecciones, incluyendo
pseuddpodos, microvellosidades ¥y ondulaciones (28). La
actina es la proteina mas abundante en eatas células y llega

a componer hagta el 12%¥ de las proteinas celulares totales,



¥ aunque generalmente se encuentra en fibras paralelas, en
log macréd&fagos s8e encuentra formando redes de diferente
organizacién (29). Existen varies tipos de moléculas, de
diferente crigen. qQue tienen la capacidad de modificar esta
red, ¥ Pror lo tanto, la forma celular. A £4stas moléculsas se
les d& el nombre de moduladores. E) mecaniemo molecular
mediante el cual logran estos camblos es8 Ttampidn diverso, ¥
su cuantificacidn seria el primer paso nacia la

determinacién de su origen biloquimico.
1.2 Moduladores de la forma y¥/¢ activided celular.
Entre loa . maduladores medior caracterizados sobresalen
el inteprferdn, la colchicina, las citocalasinas B y D, el
taxol, el forbol miristato, la aglutinina de semilila de
trigo y las proteinas rag.

1.2.1 Biologicos:

Interfexrén:

10

El interferén es realmente un conjunté 'de€ proteinas

especie-especificas que inhiben la replicacidn de muchos
tipos de virus ademas de la proliferaciédn de una gran
variedad de células normales y tumorales (30). Las moléculas
de interferdn generaslmente se unen a receptores membranales
¥ activan respuestas celulares de regulacién flaiolédgica

(31). sSe sape que el icatamiante zon interferdn afecta la




organizacidin total del citecesqueleto; en particular se le ha

adiudicado una inhibleciébdn de la polimeriracibn ¥

orzanizacidn de microfilamentos (32), aunque no se conoce su

accibn gobre los otroo componentes de la read

microtrabecular. Por otro lado, exXiste contradlccidn

respacto a las funclones Que puede desempehar,. pues pareca

aumentar la capacidad fagoclitica, mientras iInhibe la
pinociieai=z (23}, Yy dificulita 2l movimiento de  los
macrsSfegons (34).

Extracto protéico de Myvcobacterium tuberculosis:

Recientenente se ha observado en el laboratorio gque el

extracto Proteico de Wyoobactexlum tuberculosis induce

cambilos morfoldgicoa en macrdfagos de la linea celular

3774.1. Bajo el microscopic de luz, lag célulasg sumentan sus

vrovecaiones y después de un tiempo son dncapsces de £fijerse

21 sustrats dal vecivienie & 41 cual se encuentran.

iy
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1.2.2 Quimicos

Colchicina:

Una molécula de c¢olchicina se une a un dimero de

<t

ubulina svitando A polimerizacidn. Como losg microtibuics
zon log responsables de la organizeaciédn de organelos durante

la mitosis vy de la forma celular, las células al entrar en

o

contacte con  la colcechiecina no pueden lievar a ‘cabo L
mitosis nli mantener una forma definida mas qQue aquellsa que
obtienen debido a log mierofilamentos v filamentos

intermedios (35).

Taxol:

Tate févrmacn aumenta el  grado de polimerizacién de la
tubulina in wvitro. Ademas, cuando se le aﬂaqe a8 un cultivo
celular, cauga gque la tubulina se polimerize Yy forme
microtGbulos (36).

vinblastina ¥ Vinewsisilia:

Inhiben le formacidn de microtdbulos (37).

Citocalasina B, D, E: ’ . : o o el

Inhiben la polimerizacibédn de microfilamentos. Se unen a
un extremo de los fillamentos inhibliendo el anclaje posterior

de moléculas de actina-G (38).

t)



Acetato de Forbeol Miristato:
Estimula la pinocilitosis, también altera la organizacidn
del cltoesqueleto ¥ la disgtribucidn de organelos. Estimula

la polimerizeacibébn de microtibulos y microfilamentos (39).

Faloidina:

Latex:
Estas particulas son usadas para inducir fagociltoeis

inespecifica en macrbéfagos.
1.3 An&lisis de imagenes.
El anflisis de imégenes esté adquiriendo, cada dia, una

mayor i1importancia para 1la 1investigaciédn clentifica, en

particular en el Area de 1la biomedicina (41).

i3

Consiaste en diversos métodos computacionales pars

facllitar el entendimiento de imbégenes a través de modelos
mateméticéa. . '

Se pasms en la digivizacién de una imémen {asiz
valores numéricos), ¥ utilizar variocs programas Yy filtros
matem&ticos para trangformarla en valores cuantitativos.
Existen dos maneras de lograr esto: la primersa es dividir la
im&gen en cuadros iguales (por ejemplo 512 x 512) y asjignar
un valor numérico a la intensidaa de color promedio que

contenga cada cuadro. Posteriormente a es+** 3 valoree se leg



asigna un coler arbltrario: a este proceso se le llama
‘pseudocoloracidnt. Este método estéh siendo utilizado en la
interpretacidn de radiografias, anglografias, tomografias vy
Ja investigaecidn experimental en general. La segunda manera
eg resaltar los bordes © contornes de las imégenes y tomar
éstos como datos manipulables de la forma general de las

particulas o en esie cass, & 13z célulaa.

1.3.1 Métodos de an&lisis para ia cuantirisacisn

i
it
3

b

morfologia celular.

Exlsten variosg, métodos para describir 1la morfologia
celular. entre ellos destacan 1los cuantitatrivoes (43) o los
descriptivos (Lu), como son: ia medicidén de la fuerza que
oponen las células al seyr presionadas por un microalambre,
la medieién de perim.Z/&rea, n x diametro 2 x (&rea)%, o
aimnismante la expogiciédn de mierofotografias para 8u

T T
Comparalliin.

14




2.0 Objetivo.

El1 propésito de este trabalo es obtener algoritmos que
sirvan para cuantificar cambios en la morfologia celular y
aplicar estos algoritmos a l1a mediciédn del efecto del tipo
celular, de moduladores y de antigenocse micobsacterianos sobre
la morfologia del macrdfago.

El chidetive de asta tesis se dividié en dos partes:

i1.- Desarrollo dae técnicas pars morfometria de
imagenes.

2.- Utilizacié&n de éstas técnicas para:

a) Corroborsxr si la morfologia en las célulasg J774.1 se
modifica al afadir extracto de Mvcobacterium tuberaulosis.

~b) Utilizer estas miemas <técenicas con otras estirpes
celulares v en diferentes condiciones. (incubadas con

interferén, latex, etc.)

15
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3.0 Materiales y métodos:

3.1 Cultivo celular.
Se utilizaron cuatro tipos de macrdfagos de origen

murino:
3.1.1 La iiiiea ccluler 17740

Estas cé&lulas se manituvisron cn zuwitiva con.medaio DMEM
{(Dulbecco's Modifiead Eagle Medium, Sigma Chemical Ceo.).
suplementado con sueroc de bovino fetal al 10% y una solucidn
de antibiéticos compuesta por penicilina (100 unidsades/ml
(Sigmal), ¥y estreptomicina (100 ug/ml (Sigmsa)).

Se mantuvieron en cajas de cultivo (Costsar) de 35mm'
de diametrro e 37°C en presencia de una mezcla de aire ¥y
biéxido de carbono a una proporcidén de 95:5 respectivamente.
Antean de cada experimento, se determind la viabilidaa de
estas cflulzs ooar exclusiédn  con azul de tripenco (Gitco):

vsiendg ésta més del 98%.

La cantidad de células por pozo utilizadas parsd cadz

A

S
Celulias.

experimento fue de 1.5 X 10
3.1.2 La linea celular P388D1 .
Estas células ge cultivaron en medio RPMI 1640 (Sigma)

suplamentado con sueroe de bovino fetal (Sigma) al 5% y L-

aminos (EIRCN) 2mM con una mezcla de antibidticoes a las




mismas concentraciones usadas anteriormente. Para su

utilizacidn, estas cé&lulas Be rrepararon igual Que las

anterilores.

3.1.3 MacrbdHfagos peritoneales.

Eslos

necrhPfacos fueron obtenidos de ratones hembras

Balb/cJ de seis semanas de edad, mediante un lavaao

peritoneal con 2T mi - <& zolucidn amortiguadors de fosfatos

(PBS) 0.01M. libre de Ca*? y Mg*? en condiciones estériles.

Despuéds de esto fueron cultivadoes en DMEM y suero de

bevino fetal al 20% durante 3 horaes para permitir =su

adherencia. Une vez sadheridae se lavaron ¥ se incubsaron con

el misme medio. Se hizo un contes ceilulax difsrencial ¥y 8se

obtuvo un >Q0% de células adherentes con caracteristicas de

macrbdfagos por tincidn con Glemssa.

2.3%.4 Macrbébfagos perlitoneales egstimurlados con media de

cultiveo de tioglicolato de Brewer.

Eagtas c&lulos fuepvon obtenides de ratonesg hembras

Balb/cJ de A semanas de edad., las cuales fueron inoculadas

intraperitonealmente con 5 ml de medioc de cultiveo de

tiogllcolato de Brewer (Difco) 72 horas antes de la

extraccidn de macrbfagos por lavado peritoneal con PBS

0.01M. Las células fueron procesadas de manera similar & las

cfélulas peritoneales.

17



3.2 Moduladores.
3.2.1 Particulas latex.

Se utilizé una solucién de particulas latex de Sum de

ddhmotre 2 unpg consentrasifn an O

3 nes £
ot} ol unge conconTraolar T [Ad=trd [ ahatetel

diversos tipos celulares ge incubaron con esta soluclidn por
una tora despudés de 1a cual e lavaron 3 veces con PBES 0.01M

¥y se fijaron a 4°C para su anélisis posterior por

microscopia electrédnica.
3.2.2 Interferdn.

La ecluecidn utilizadsa consisgtid de interferé4n-t murino
a 62.5 UIR/ml (unidades de inhibicién de replicacidn). Los
diversgos tipos celulares se incubaron con esta solucidbdn por
una hora vy se lavaron 3 veces con PBS 0.01M ¥ se fijaron a
4°C para su anflisig posterior.
3.2, 3 Extracrto proveico de un filtrado  4de culilvivoe de

Mveeobacterium tuberculoasis.

Eate extracto fue obtenido de un filtrado del cultivo
de la cepa H37Rv de M. .tuberculosdis., le cual se mantuvo por
L-6 semanas a 37°C en medio 1ligquido de Proskawer-Beck-

Yeumans (PBY). Se hizo une precipitacién con sulfato de




amonio (con una concentracién final de 50% peso/volumen) y
se resuspendié en PBS con 0.2 mg/ml de fluoruro de fenil
metil sulfonilo (PMSF) (Calbiochem, La Jolla, CA) como
inhibidor de proteasas. El precipitado fue dializado contra
PBS ¥ conservado a -70"C con una concentraciédn proteica
final de aproximadamente 3Ime/ml. '

Las células fueron expuestas a diversas concentraciocnes

- Ry —
o o

i3,

a o sies
c {T =2
ug/ml. 250 wug/ml y 500 ug/ml), después de lo cual fueron

lavadas y fijadas a 4°C para su anllisis posterior .

3.3 Microeccpia electrdnica.

Las células se fijaron por el método de Karnovsaky (45).
Esta técnica consiste en disclver 2 mg de paraformaldehido
en 25 ml de H,0 ¥y calentar a 60-70°C. se afiaden una o dos
gotas de NaOH hasta que la solucién se torna transgparente.
La solucidén se enfria y se le afiaden 5 ml de glutaraldehido
(Biol. Union Carbide Co.) a8l 50X. y la eolucién se llevé a

Prpny A2 o P —c -
URSH 4S50 mi. COnN &

O3S, CSon o un .2, Se
afiadieron 25 mg. de caccdilato anhidro. Se incubaron con
esta solucidn por 3C iwinutos a 4°C, después de lo cual, se
lavaron por 30 minutos c¢on solucién amortiguadora de
cacodilatos 0.1M con un pH de 7.3. Se incubaron por 30 min.
adicionales con tetrédxido de osmio al 0.1% en la misma

solucidn de cacodilatos. Se deshidrataron con etanol al 70%,

80%, 0%, pror 10 mins. cada uno. Finalmente, se
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deshidrataron tres veces méAs con etanol al 100% por 10 mins.
Después de lavar, se afiadleron 300 ml de &xido de propileno.
Se despegd la monocapa ¥ se centrifugd durante 20 mins.:
después de lo cual se centrifugd dos veces més durante 10
min. con una mezcla de &xido de propilenc-resina en unsa
proporcidn de 1:1. Se dedd una horase con resina sola (EPON
812). Se procedid a hacer los cortes en un micerotomo ¥ a
tafilyr los musastresz con 2 colorantea: scatato de uraniloe
(Reynolds) por 5 min. ¥ citrato de plomo {(Reynolds) durante
2 min.

Las muestras fueron fotografiadas en un microsecoplo

electrdénico JEOL a una amplificacidén de 3000X-6000X.
3.4 Morfometria

Una vez teniendo las microfotografias por el método
deserito anterliormanta, sa aemplearchn treg algoritmos para lo
métrica de la morfologia de macrdfagos y figuras simuladae,
siguienco ia mecuencia descrita a conilanuacidn {(y e ia

FIGURA 6): ‘
MICROGRAFIA DE CELULAS .
i

DIGITIZACION .
coop.aeuanns! CX.Y) UE CONTORNG .
PROGéAHA DF MORFONETRIA .
PROMEDIOS iv ERRURES ESTANDAR ,

RESULTADOS ,
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3.4.1 pPigitizacibén:

La digitizacién fué llevada a cabo en una tablilla

grafica (Hewlett-Packard 91121A Graphics Tablet) con

ko4

=]

PG JADA, 1 sual tianse un poder de

resclucidn de 3 mm.

El programa ce aigitizacidn es ilamado map.i O I, ¥ Tus
realizado por Guillermo Olvera y Enrique Vincent (Instituto
de Geofisica, UNAM.. en prensa). Este programa guarda en un

archivo de la computadora las. coordenadas (x.¥) de .cada .

figura que ze digitize.

3.4.2 Algoritmos morfométrices utilizados.

3.4.2.1 4mArea / PerimetroZ.

Este es un algoritmo utilizado £frecuentemente en
an&lisis morfolégices en biologia (46). Esate elgoritmd
relaciona el perimetro ¥ el  érea de wus CLIrculio 38 Xa. .

siguiente manera:
a’p = np/2nr

donde: a ee el area del circulo.
P es su perimetro,

¥ r es el radio del mismo.
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S1 se multiplica el numerador por 4Un y se eleva el

denominador al cuadrade se llega a la siguiente identided:

bra/pe = unlrl/4n2r? = 1

Lo cual ed una condiceidédn Que solo se daréd para el

eirculo perfecto. Para cusalauier otra Fforma coarrada, a1
perimetro crecers mAs ripido con respecto al Arvea, ¥y 1la
ban/perimetro? ser& menor de 1.

Por lo que esto representa una medida, aunque limitada,

derla forma de una 1imégen dlgitizada.

(FIGURA 7)

(véace Apéndice PROGRAMA 1)

3.4.2.2 pDimensién fractal.

Mandelbrot que tomd del latin fractus-frangere © romper.
Existen figuras complejas en la naturaleza Qque no se

habian caracterizado de ninguna manera geométrica.

Mandelbrot rescatéd una herramienta matemAtica descrita por

Hausdorff que llega a ser muy compleja ¥ que logra nc solo



caracterizar formas excesivamente irregulares como 3on
montanas, nubeg, ete. sino también agimularlas (47,48,.49).
Una de las acepclones més simples de ests teoria,
aplicada a contornes celulareg Yy a otras figuras cerxradas
parecidas es la sgiguiente: existen diversas escalas o sondas
para la evaluacidn del perimetro, pero ceda una de éstas
us &ishos cerlinetivos Lienen
valores distintos. si uno necesita comparar una forma con
octra, Tomando ei perimeTro como parametro no se logra mucho.
Si por el contrario, ge toman sondas de longitud dx, y se
mide el contorno poniendo l1a sonda en un punto, tomande como
origen el otro extremo de la sanda para el siguiente punto,
y eiliguiendo agi todo el contorno haasta que se vuelve  al
origen inicial, el nimerc de vases 4ue caba la sonds en ese
perimetro (L) multiplicado por la longituad de la misma sersd

el perimetro con esa sonda:

Por lo . gue el perimetro estaré en funeldn de la
Tongitud de l1a sonds.
Cuando hacemos que dx tienda a un ntmere infinitamente

pequefio nog acercaremos al valor verdadero del perimetro. En

la practica, cuando esto se lleva a cabo, el perimetro
tiende a aumentar sin 11limite praActico, por lo que tampoco
prodemos conocer al valor de éate, pero sl podemos

caracterizario. Si s8e hace una ar&fica de lagaritmn da (dw)
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v.g2, logaritmo del perimetro (L * dx) se llega a una grafica
similar a la mostrads en la (FIGURA 8a), donde se muestra

une grifica de este tipo rars un circulc perfecto. AL
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hacerlo ocon formas celulares, la pendiente inicial de egta.

curva serd mas negativa debido 2 su compledidad (FIGURA 8b).

Por definicidédn, la dimensidn fractal de una figura es:
1-(B(log(lL * dx)) / 3(log(dx)))

Entre mas complelo es el contorno celular, mayor seré
el valor de la dimensién Practal. El rango de este valor es

entra 1 -y 32,

(véase Apéndice PROGRAMA 2)
3.4.2.3 Transformada de Fourier.

Las franstormaaas iilneales son gien ‘conocidas’  como
_téentcas para la solucién de:p:oblemasven sistemas lineales.

Geﬁeralmenre se uga la transformacién pars simplificar
analiticamente el pboblema.

La transformada de Fourier es una funcidn qQue describe
las componentes de curvas senocldales de distintas
frecuenclas que, al ser sumadas, son ldénticas a la funciébdn
ocriginal (50).

Esta transformada se define como:

Fls)= J £ix)e dxi



donde s es 1la frecuenclia de las componentes senoidales, f(s)
eg la transformada de Fourler para essa funcidn, x eg la
coordenada x de la funcidén bajo anélisis v £(x) es la
correspondliente coordenada y.

Si 1los datog son discretos, esta ecuacibdn se separa en

dos partes ¥ 8e calcula independientemente la parte real y

la parte imaginaria con las siruientes sumstorics:
£(8) = £ £({(n)cos2rnsn (parte real)
vlaY - EZ F{niginlisn {(parte imaginaria)

Si se utiliza esta transformada numérica de Fourier,
existen ciertas limitaciones en cuanto a los datos que
infiuirén en el regultado Ffinal. Los datos se darén como
medida de la variable independiente x. El intervalo 2x se
puede escoger de tal manersa que no se necesite interpolar
valoresg intermedios de x. La funcidn regultante no puede
contener datos s8ignificativos de componentes Fourier con
preriodos menores a 28x. Por este motivo, no es necesario
continuar €1 proceso mAs alla de (28x)-1 .

En este cago en particular, era necesario hacer una
transformacién a los datos de la digitizacidédn, ya &ue<eatos
no describian ninguns funcifn pues el contorno celular gse
vertia sobre sf mismo haclendo qQue para cada valor de X
existieran varios valores de V. Los datos (x,¥) de 1la

digitizaciédn se transformaron de tal manera que:

X = dist({x) = dist(n-1)+(dist(n)*360./1ong)
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v = ang(x) = ang(n)-ang(n-1)*
*1a transformacidén para la obtenclidn del A&ngulo eesté
descriita con decalille en: el programa rourier,

La FIGURA 9a muestra el reaﬁltado de esta
transformacién para un circulo perfecto y la FIGURA  9b
muegstra este mismo procedimiento para una célula. Como se
puede notar en estas figuras, existe ruido proveniente de la
digitizacidn, por lo que 1los resultados que provendrian de
laryransformada de Fourler gon dificiles de entender. si se
egcogliera otra manera de transaformar lo8 datos en una
Puncidén, sin que esta transformaciédn fuese tan senzible a
camblios drésticos en los &ngulos, tal vez seria posible

reducir el ruido ¥ usgar la transformada de Fourier como

madide morfométrise praciss Ads los contornos colulores

(Apéndice PROGRAMA 3)

3.4.3 Programas adicionales.

3.4.2.1 Menu:

Este es un programa facil de manejar., ¥y representa una
manera ripida de hacer gfuncionar todos los programas de

morfomatria utilizados en este trabajo.

(Apéndice PROGRAMA 4.)
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3.4.4 Equipo de cdmputo.

Se usaron dog equlipos de cédmputo en este trabajo: Qna
Compuradora Hewliert-racxKara YUUO en la cual se llavé a cabo
la digitizacidn y morfometria y una Computadora personal
Printaform de 256 kB de memoria habilitada con'los programas
LOTUS 123 para manipulaciédn de datos y TADPOLE para pruebas

estadisticas.




4.0 Resultados
Los resultados individuales para las células analizadas

per los tres métodos Be muestran en la Tabla 3.

4.3 Aplicacidn de algoritmos a figuras simuladas.

En la FIGURA 10 s8e muestran lo8 resulitados de 1la
determinacidédn de rasgos morfolbgicos del contorno de objetos
bldimensionalesn Que son medidos con sensibilidad v

Tcontinuldad por alzanos de los algoritmos morfométricos
presentados en este trabajo. Los incisos a-e mueétran la
evolucidn morfolb;ica desde un circulc hsasta una célula
esqQuematizada, indicando 1los valores correspondientes para
los pariietiss ontee Aaanritos, En esta sgerie de objetos. el

parémetro con  may o

ni1idad para  detectar la
transformacibn mopfolézica ee el de #imArea/perimetroZ,
variando por un factor de 106 entre el circulo y ei’
triénzulo. Este p;rémetro es ‘Sptimo para wmsals camhiona
meorfolégicos entre poligonos de distinto numero de lados. Eg
menos sensible, s8in embargo, a camblos en el contorno
correaspondientes a proveceiones a partir del circule.

El desarrollo de proyveccicnes induce variaciones
significartivas en 1l1la dimensidn fractal (figuras 10b, 10¢,
10g). Este 2aumenic, primorc A~ 1a figura 10f, con relacidbdn

al eirculo ((r.4) v.8. (1.0)) Y luego, cuando estas



proeyeceliones soh més agudas (fig. 10g). inerementandose

hasta aproximadamente 1.7, asuziere GQue éa8te parametro es

gsensible a cambios en contorno similares & los qQue podrian

anticiparse en c¢é&lulas con alteraciones estructurales en la

interfase citoesqueleto-membrana.

¥i1 efecto de las provecciones aislndas de dimensiocnes

similares a las del objetoe original Be observa ean

figuras 10h-10k. I.a Admcnsidn fractal no es muy sensible a

la forma de la proyeccidn 10h ¥y 103 v.s. 101 ¥ 10k , pero ==

al larec A= Antad 10n ¥ 101 v.s. 103 »¥ 10Kk. Es

rarticularmente notable la diferencia obsgervadsa como

resultado de un aumentoe en la proyveccibén del tamafic del

radie (103 y 10k} al tamafio del difimetro (10h y 101i) del

obieto original.

Los resultados reportados en esta tesis pars las

digtintas muestras celularesg s8on analizados partiendo del

parimetro Urérea/perimetro. Lag medicionea obtenidas de

Letos.

otros parfmetros son comparadas con

'ﬂgz AnGliiela utilizando LmArea/perim.?,

%23 Tipos celulares.

Los resultados cobtenidoes & partir de &ste pardmetro nog

brindan una idea coherente de las pruebas morfoléSglcas que

deben cumplir todos log pardmetros morfométricos con los que

obtenemos informaceidn acerca de macrdfagos. Sabemos que

algunos parimetros que miden la asimetria ¥y homogeneidad de

tipos celulares discriminan entre la linea J7T78. L. au=s

las- -



encuentran., en promedio, casi redonda ¥ uniforme, la linea
£388D1, que dispone de una estructura més alargada, Yy los
macrbfagos residentes en peritoneo, con estructuras
similares a las de 1la linea P388D1 (51), pero mucho més
hetercgéneas qQque ésta. La variacidn que encontramosg con
respecto a los AQatos reportados en la literatura se debe a
la diferencia en la regolucidn a la cual se tomaron las

muestras, yYa que loe datos reportades llevan &a cabo ia

morfometrias con obgervacioneas haochaco an wmdavowecsnis Sptica
(resolucién de . 2um) mientras que en egte estudio 1las
observacliones sce hicieron en microcopia electrdnica
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(resclucidédn de 15 Angstroms). Con base en 1o Que conocemos .

acerca de la sotivaclédn de macrbdfagos estimuladoes, podriamos
“anticipar también que cualguier pardmetro morfométrico
mediréd contornos més ilrregulares para estos Ultimos qQue para

macrdfagos reasidentes.
La FIGURA 11 regume log valores de eate parimetro psara

adl

egtog tipoe celulares, El méximo valor (5.5 x 107") lo tiene
la eatirpe celular J774.1 ¥y el minimo (5.0 x 10‘5) le tienen
loa- m timulados. En escte rango se distribuyen las

aordfo
células P388D1 (2.6 x 1074 v los macrdfagns perirtoneal
(1.2 x 10-3). Estos reaultados muestran una secuencia que
concuerda con las expectativas y una disgeriminacién

excelente entre los diversos tipos celulares.



4.22 Efecto de Iinterferdn y fagocitosis de lAtex.

Partiendo de 1la estructura original de la l1linea J774.1
podemos observar en la FIGURA 12 que tanto el interferdén
como la fagocltosis de particulas laAtex disminuyen el valor

Aa asta panfmatws DAan un faatar da 100 Fato

gignifica que las células asgi modificadas tienen un contorno

S jan e en Compiciidad al Gezd LApo Comiularl as Complego,
al de macré&fagos estimulados. Con esgtos resultadosgs eaztamos
determinando también los limiteg poslibles para este

parimetro referente a macréfagos.

Los resultadoa ccrrespondientes a la linea P3838D21
(FIGURA 13) son particularmente interesantes, pues tanto el
afecto del interferdn como el de la presencla de particulas
de l&tex es2 el de un aumento en el valor de este parametro.
Estas célulag adqQuieren contornos més sencillos, cuando
fagoecltan o son activados . por el interferén. ElL efecto de
é&ste Gltimo eg realmente drambatico, logrando valores
ﬁ;omedio para aste parémefro (2 x 16'2) superiores ven‘un

~4O0K-& s G& 1a-ITT

G0,

Los macr6fagoe residentes pueden ser activados por el
interferén-z (51), asi como por actividades fisiolégicas
como la fagoecitoeis. Para dichos macrédfagos, este parimetro
aisgsminuye en un factor de aproximadamente 2 (FIGURA 14) como
resultado de la presencila de particulas lAtex, alcanzando

precisamente valores corregpondlientes a los macréfagos

sacados originalmente {5 x 10_6). El interferdn por si solo
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induce contornos ain méAs complejos, llegando a valores de 5
x 1277,

En los macréfagos estimulados (FIGURA 15) observamos un

efecTo casi nulo de la presencila de: lAatex, ¥ un aumento,
llegz=ndo al valor correspondliente a los pexritoneales,
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induecido por la adicidn del interferdn-r. Los modelos

bicquimicos de que disponemos para el efecto del interferdn

(5

N

25 no  contemplan con claridec un cfocto comae Al FFE

fte]

obsgervamos. Si recurrimos a los trabajos previos (53) éatos
reycortan efectos filsiecldgicos un tanto contradictorios como

resu.tado de la incubacidn de macrdfagos con el interferdn.

ﬁ.23 Efecto de antigenos de Mvcobacterium. tuberculosis.

El efecto de los antigenos de M. tuberculogis scbre este

parémetro en la linea J774.1, se observa en la FIGURA 16.

Log antigenoz micobacteriancs inducen una Jdisminucidn  en

este parimetro en un factor de 1L000,. con el consiguiente
aumento en ia 0 complejidad del contorno- celular. Estos

antigenos convierten el contorno de una célula J774.1 en el

de un macrdfago estimulado.
4.3 An&lisis con otros modelos.

4.31 Fractales.
Los célculos de la dimensidn fractsel para las muestras

analizadas en este trabajo se presentan en las-FIGURAS 17-22



y en la TABLA 6.14., S1 blen estas FIGURAS muestran algunsas
diferencias entre la J774.1 ¥ l1la P388D1, ¥y entre el tegtigo

de la linea P388D1 con reltacidn a las células de eata misma

estirpe tratadas con interferdn-rc, asgi como entre las
muestras de cé&lulanr J7TH.LL tratadas aohn antigenos de
Mycobacterium tubaerculosisg, €l anhAlisie estadictico de todes

estos resultados (prueba ;) revela que ningGna de estas es
signiricativa. ElL contraste con los ©resultados obtenides
para lLn&res/perimetro?, los cuales si Bon siznificativos.
sugiere que la Aimensiébn fractal es un parémetro que sirve
menos para este tipo de anflisis. Existen escalas alternas
que podrian ser definildas para amplificar mas las
diferencias entre estas muestras, aunque habria que reﬁiser

detalladamenete easta altarnativae Do sarcsce a2

regsaltar solo aguello qQque es realmente es significativo.

L4.32 Transformada de Fourier.

EX orcohlcoma, &3 dxual Qque en el caso de leoes modelos
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cuyos resultados fueron presentados. en la - seccidn 4.1. es .

due al mencs para los parametros aqui definidos y bajo las
condiciones de digitizacidédn desorites, no obﬁepvamoa
guficiente szensibilidad para los parémetros escogidos o
econtinuidad parsa el maximo del primer periodo de la funcidn,
Qque nosg permita analizar fhecilmente los cambios
egtructurales pregentados en este trabajo. Pox efemplo

(TABLA 6.13) mientras que el parSmetro que utiliza el &rea



deseribe un cambio continue ¥y a través de doa Srdenes de
magnitud para el efecto de los antigenos de Mvaobacterium

tuberculosis anbra al contorne de maeré&fagos, <l parvdnetlro

de a+b/c wvarisa a través de menos de un 15%, y el maximo de
la funcién varia & travée de 4 ordenes de magnitud, peroc con

resultados aparentemente discontinuoe.
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5.0 Discugidn.

5.1 Los algoritmos.

bDisponer 4o sercepclones matemAticas de la morfologla

celular ha sido hasta anora equivaliente a describir a

niveles m&s bien bAsicos la morfologia general dz  las

:&iulia, midiendo excentricidades, ¥ <¢on menor frecuencia

algun paré&metro relacionadoc con el E v-by

aplicacién de 1la metodologia desarrollads para el an&liesils

de imAgenez no se ha utilizade para consegulr informacidn

correlacionable con la fisioclogia vy bioquimica celular. En

los trabajocs disponibles acerca del tema, existe poco rigor

al cohaiderar lae sarascieristicas fisicas de cada parémetro,

particularmente su continuidad y sus limites, ¥ menos

claridad en las caracteriasticas morfolbégicas precisas

medidas por cada uno de estos parfémetros (53).

Al aceawoerisg 4t problema

cuve 2ontiuvaw es Bingularmente plaAstico, nog encontramos con

dos necesidades morfométricaas dictintas: describir la forma

geométrica de la ecélula ¥ medir independitontanente la

‘complejlidad de su contorno. S1i bien existen variables

comunes a estas dos medidas., existe también una diferencia

Pundamental en el nivel de resolucidn en el cual son

aplicables. La forma del macrédfago. & nivel de resolucién de

microgcopia cptica, se verd afectada por cambios globales de

su citoesqueleto, particularmente por la proyeccldn de
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pseudépodos. La compledidad de su contorno, en cambio,
dependeré exclusivamente de 1la organizacién de los
microfilamentos en micropodios, detectable a nivel de

resclucién del microuscopio electrdnico,
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Aquelloe parémetros particularmente sensibles e cambilos

en el largo del perimetro con relacibn al &rea celular

.2“

en la forma, para Areas constantes, ¥ tambilén, sunque con
una correlacibdbn morfoldglca menocs clara, en la definicidn de
la compleiidad del contorno celular. El1l prinecipal problema
es Qque estos métodozs son tan sensibles a la longitud del
perimetras, qQua no es posible disfinguir entré alteracioneé
en la forma celular Yy cambios en la compleldidad del
rerimetro celular.

Los parmetros que dependen exclusivamente de la
complejicad del contorno celular., tales como los fractales ¥y
lag transformaciones de Fourier, indican diferencias debidas

primordialmente a cambiosg ‘extensién de

las transformaciones de Fourier, es que la dimensidn fractal
tiene l1imites interrango. mientras Que la inversidén de
Fourier aunque goza de una alta sensibilidad, este mismo es
BuUu error, rva que el ruldo descrite antes no nos permite y
los escalares qQue se define con fundamento en é&sta, tienen

rango ablerto.




5.2 Los maecrbfagos.

Al aplicar estos algoritmos a diversos problemas
morfométricos relacionados con macrbfagos, obgervamos que
podemos disponer de lecs rangos més amplios ¥y continuos para
el parémetro 4nméreas/perimetro?. Con este parfmetro obtuvimoe

rasulrados que concuerden con las expectativas originadas de

trabajos previos (54) en relacidén a los diversgos tipos

i
\a

mforendan 0 1R mants en la comnledidad de su
contorno en el siguiente orden: J774.1 < P388D1 < macréfagos
de peritoneo < macréfagos de peritoneoc estimulados. Sin
embargo, los efectos de interferéd4n-v sobre los diversos
»tipos celulares resultan menos anticipables gque los de sus
controles correspondientes.

Los resultadcs de la aplicacién de estos algoritmos al
an&lisis del conterno de los macrdfagos revelan cé&lulas qQue
difieren mucho en la complejiaaa de sus contornos. La
complejidad del contorno de ilog Alversos tipeces celulares
revela unsa interesante correlacidn entre su wvalor ¥ la

‘actividad fisiolégica y biloquimica ae éstas. Las da ooatorns

@m&S  S&noills zzn  laa 377001, una linea c¢elular cuyo

contenido enzimético en liscsomzs ¥ en el aparato de Golgi
(55), es 1limitado. El1l contorno mas compledo lo tienen los
macréfagos estimulados, lo8 cuales disponen ae un  mayor
contenido enzimAtico y una actividad fisiolébébgica acelerada
en comparacidn con los otros tipoe celularesn estudisdes.

Medimos efectivamente un parimero que correlaciona con la
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actividad pléastica de 1la ‘célula: su motilidad v la
eficlencia mecAnica de su citoesqueleto.

s por egto que los resultados de los experimentoes
utilizando interferén-r, Que esa un activador de 1la
fagocitosis e inhibidor de la pinocitosis, confirman que los
efectos estructurales de un mediador puedaen ejercerse e
maltiples puntos del clitoesqueleto, incidiendo sobre la
complejidad del contorno en formas un tanto contradictorias.
En la linea J774.1, el efecto del interferdn-t se refleda en
un aumento en la complejidad de 8u contorno; peroc en la
linea P388p21, este efecto aAlsminuve 1la compledidada del
~oantarns calular. En mecrdfagos residentes de peritoneo,. la
activacién con este modulador produce un contorno més
compleldo, pero 2n aquellos qQue han sidc eatimulades produce
un contorno nmas sencillo. No disponenos de informacibébn

T D
ausclana o

2 owoluor egtae rmaanltados desde una pergpectiva

L ingiczn 12 macaesided

esgtructural, perc esios iwowi
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de conocer detalladamente la infraestructura celular que es

afectada por diversos tipoe de efectores celulares.

si el interferén-T actGa como un efector estructural,
Qué efecto tiene sobre el contorno celular la presencia y/o
actividad fagocitica de particulas de l1l4tex?. En las FIGURAS
12-15 este efecto se revela estirpe-dependiente. En las
J774.1, es aimilar al interferén vy al realizar el
experimento simultéineo el resultado es el mismo. En cambio,
en las P388.D31 ei efecto del intorfeorén-r =2s moy o

al de la&tex y en la dirececldn opuesta, gsimplificando el



contorno de estas célulae. Tambilén se observan efectos
contradlctorios entre el interferdédn-t y la fagocitosis de
particulas 1atex para los macré&fagou peritoneales v
estimulados.

Egtos efectos aparentemente contradictorios zse observan
tambi&n pars los antigenos de Mgngnag;gnLum__;ungznu;ggiﬁ.
AT un lado, los resultados aqui expuestos indican que
dichos antigenos aumentan la compledjidad celular. Sin
embargo, otros resultados obtenidos en nuestro laboratorio
utiiizando microcinematografia indican gque disminuye 1la
frecuencilia con 1la cual log macrdfagos de la linea J774.1
proyectan pseudbpodos. La toxicidzad  eatructurel de estos
antigenos pareceria entonces inducir camblios en el
citoesqQueleto en focos de infraestructura diversos.

Un modelo razonable parsas interpretar, a travée de
nue iiros resultados el trasglaao de ia Sttine antre diversas
estructuras de la célula requeriria del almadc<siials Qe ectinag
en micropodicos mientras no  se esté uti;izando en la
produccidn de pseuddpodos. Para el caso particular Ael
efecto de los eantigenos de Mvcobacterium Tiuherculosis.
podriamos anticipar que estos inducen el ensamblaje de
pseuddpodos detectables I-% nivel de resolucidn de
microscopia 6ptica y simultineamente facilitar el ensamblaje
de los micropodios detectados por microscopia electrdnica v

medidos por los algoritmos desarrollados en este trabalo.
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5.3 Conclusiones.

a) EX aigoriimo

2 1a

tn&reasperinetro provee

correspondiente

al parimetroc

sensibiiidad wméxima para medir

camblos en los tipos celulsres analizados en este trabajo.

b) La complejidad en

celulares sigue el
peritoneales < estimulado,
anteriormente.

c) E1 interferdn-zt
distintce dependientes de la

43 La féa
‘econtornc celular
significativamente
interferdn-t.

e) Los
la formacién de micropodios
linea J774.1.
f) Efectos
miéropédios pueden
Qque los
encuentran

en un

intercambio entre las
p2euddpodos ¥
son los micropodios.

£) Aunque

siguiente

distintos

opuestos asobre
visualizarse
componentes moleculares
equilibrio

proyecciones

las estructurag

el contorno de estos tipes

orden: J774.2 < P388D1 <«

consistente con datos presentados

tiene efectos estructurales

estirpe celular.

. iwe £

Aaatax PROOUGCE saiuur s i1 sa

dependientes del tipo celular ¥ en general

a los inducidos por el

antigenos e pYoORACTEerium ITUuRerculosis ingucen

en el contorno celular de 1is

formacién de pseuddpodos ¥

a travég de modelos en los

de estas dos estructuras geé

prermanhente que permite su

plésticas de los

relativamente constantes que

la transformada de Fourier ha sido utillzeda

490



frecuaentemente para anAlisis morfolégilcos celulares, la
manera que se escogid para digitizar y los parémetros que 8se
utilizaron no sirven psara desgeribir macrbdfagos.
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FIGURA 6 a7
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‘ FIGURA Ba
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5.0 Apéndice.

6.1 Tablas:
TABLA (1)
6.11 PROTEXNAS QUE INTERACTUAN CON ACTINA

Secuestradorss de actina monomérica:
* prorilins ¢
% Depactina {
Nuclesdoras de #ilamentosms; bloquesdor
de desunién:
* Gelsolina 4
* Villina {

Proteinas de ‘capping':

* Fragmina (7)
*® Severina (a8
# @g-Actinina (9)
# Acumentina (10)

Inhibidoras de l1la fragmentacidn de fillamentos:

#* Tropomiosinas (11)
Formadoras de redes de actina en diversas
egtructuras:

* Miosina (12)
* Actin 'bindine' orotein 13y
* Speoetrine (28
-V A d - - )
1 sETTILL (127
o o e e i e e e s e 1

Protefinas formadoras de haces de actina
* Pasgeina (16)
* Fimbrina (17)
----------- LS E: 3]

Proteinas que unen microfllamenteos con otras
estructuras celulares:
A plasmalema:

* Spectrina (19)
* Fodrina (20)
* Vinculina (21)
A microtibuloasa:

#* Proteinas ascciadas a microtibulos (22)
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TABLA(2)

Mediadoras de interaccidn de MT con otros compod-—
nentesg celularee y catalizadores en la formacidn
de éstos (26):

En celrenind:
MAPs de elto peso molecular (=300,000)
MAP1
MAP2

L tau MAPs 5b5,000-52Z,0CC




TABLA 6.1

CONDICION AREA FOURIER
CONTROL 5. 3B66E~-03 1026.3018
1 US/ML 1.7823E-03 &643. 6546

10 UG/ML J.9L177E-04 1287. 46058

oo UgsML 1.31F6E-04 Q03.3777

100 uG/ML 4.8U74E-05 B26.371i5

250 UG/MuL 4.0640E—-Q5 1.1753

500 UG/MML 5. B8132E-03F 708.3142
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TABLA &. 14

CELULA COND. FRACTAL-—1 AREA FOURIER
T EEN NN R S AN T AN S RS R SRS SRR S R T e

S 1 0.1432 4.3033E-03 0.793%9
) 1 0.2340 S.3756E-03 ©.1856
7 1 0,166 T.5021E-03F 951. 6228
8 i 0, 1682 2.7084E-03 303.9941
4 1 00,2793 2.7042E-03 874.3100
19 1 0.1508 B.7116E~-05 1609.6168
20 1 0.1423 5.3832E-05 1280, 6847
2¢ 1 0, 1497 1.3457Z-04 290, 0598
3 1 0.2538 4.7322E-06 698, 5526
111 1 0.Z156 &, 1376E~-058 28T. 3740
13 1 0.1156 1.9CH0E~04 1117.0042
1 & C. 31492 1.68310E~-0O1 0, 9745

2 & 0. 1403 5,46250E~02 1.1354
3 6 0, 1600 3.3068E-02 Zuo, 07306
a & 0.1881 1,2720E-02 1.8937
10 & 0, 1267 2.197B2E~-03 400.5748
i1 & 0.1267 4.6549E-04 1166,2337
12 & U, 2786 Z2,23622-85 1, Figq
13 & 0,2082 2,0910E-04 390.7786
13 & 0.2446 8.4057E-05 ©.8100
15 & 00,1726 1,05085E-04 810.0607
16 & 0,1333 7, 1995505 8856.2678
17 & 0.0995 7.4559E-05 148.7072
=1 I 0.120% 3.54TE-05 1911,.4875
47 & 0., 1370 T.NSS1E-05 1392.7102
E=T3 & 0.2033 1.4087E-05 1987,0270
.57 & Q.2330 2.0249E~-05 1922,3579
s & D 1ARR 1. 6T ISE-0S 3016.5432
Se -3 C.2212 1.9339E-03 2541.8754
&0 & 0,2068 §1.4444E-05 351.2442
61 & 0.0543 1,4659E-05 54346.8813
&2 & 0.2740 2.38L0E-05 1441.0195
> & 0,1361 1.94482E~05 2112.7458
&b & 0.0930 §,.0SFIE-0S 2278.15867
&7 & 0.1023 9.92%63E~06 1001.19%%
70 & 0. 2391 8.4145E-06 1681.0370
2 4 61219 88342806 785.56348
7z & 0,1284 5, 7751E-04 13445, X155
7a £ 0.,2077 8.0007C-0b 1890.7443
191 & 0, 0903 1. 2996E~03 Ib4.5626
108 & 0,074 5.8872E~-04 B911.46866
109 & 0.2214 7,2936E-04 0.3526
112 & 0. 1001 J.3051E-04 55,8285
113 & 0.2444 5.90935-04 574.1512
114 b 0.2740 Z.1004E-04 425,2418
116 6 0,.273%9 4,1895E~-04 0.51i6
117 & 0. 1598 2, 0044E~04 997 .7767
118 & C.0903 2, 6290E-04 24%.4280
119 & 0.2T27 2.2065E-04 £81.93I37
i2 & 0.2390 1.467055-04 520.8105
121 & .2781 1.8986E-04 221,1027
122 & 0.1204 1.,9902E-04 408.0847
12 & 0.16461 2.3972E-04 982.2068
12 & 0,816 1.17E8E-04 501.2861
12% & 0.205% 1.,.72L7E-04 S557.6154
125 I3 0.14650 1.40722-04 1545.7455
127 & O.2Z29 2, 1052E-04 18x,. 3886
128 & C.1LES 1.72T7E-04 1017.5679
pyalry 4 0.15617 I370,7785%

1.7I585-04
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587
89
520
593
594
595
5796
898
&00
&61
663
6854
665
&bs
&&a7
668
&70
&714
‘&TS
&7
675
-3
677
&£83
&E4
537
OEF
&30
692
&4
732
733
34

0.0670
0.0841
0.1780
0, 3209
0.2214
0, 31532
0.1520
0.3076
G, 0542
V. 26974
O, 1244
G.i201
0.3372
0.2181
0,1475
(>3~ Yarlo)
0. 1521
0. 16%4
Q. 0945

SoraTe

0.3067
0.2649
0.22156
0.1314
00,2293
0.2099
0.1251
O, 1294
0. 1345
0.2180
O. 13586
©.177S5
. 1777
0. 1515
0. 2065
0.25619
0.038%4
00,2398
0.2727
Q. 2Z2Ir
0. 15%7
C, 2604

» 1600
0. 2585

1.Q0496E-04
2.4562E-04
1.5227E-04
1.921798-05
2.4205E~-05
2.1165E-05
1.14555-05
4. 6058506
4 17968~ 06
2 914“E [e7°3
1.92008E-04
3I. LB70E-06
1 .8890E-06
2.7600E-06

4 emm e e
3.730870 C2

1.0155E-03
7.3T71E-0S
G . BLEADE-CS
.R0ISE-0L
1.B118E-0S
7. 7289E-06&6
2.43F1E-0S
1.8932C-05
1.2866E-05
1.21461E-05
5.50863E-04
1.9EF/E-0S
9 .5845E-06
6. ABYRE—-O6
1. 47F1E-G5
1.2464Z-05
Z.0710E-03
B.2727E-0b
P bHATE-0OS
1.4423E—-05
1.0401E-05

« 22JLE-3T
7. 74JOE—06
4 o B0
Ba 147
e 7B0GE—CE

4.03305-06

O AGRD T

0.uo.6
0. 14389

e g
T 2038

G.2510
0.2273
O.Z2140
0.3540
00,2158
0.2247

. 1492
Q. 27462
0.4239
0, 3030

0.22&60

1. 480~E 05
1.05 &OE—OS
NS
S
7. 02755046
1.19L7E-0S
8.5021E-06
7 .27?BAE-0SL
1.24776-05
2. 7245E-05
Z.15909E-06
4.753BE~06
6o 2LELLE-06
?.4107E-06

&£82, 0383
1193. 9981
1584, 66220
516.3783
2733.874%
3IS23.5520
828.0123
1328.0485
1479.4%501

Y
HAR.ITTLZ

2527.,7519
1382,5441
1917.4316
2921,0537
2048, 1875
s =13 rd
857.2137
0.8387
397.5159
TEIS, 2480
578,480
563.8106
324.6185
972.9338
344,339
BEB. 9005
4928418
7135.6187
1160.3839

2375.947S
251.8149
F78.8728
3010.7350
286.5320
1752.7215
1415.8760
2136.2B00

1780.»4

172u.0867
287.46397

1610.1285
- 0557
u,/.-719
F31.323
698.7391
440.0772
347.9378
290.3639
23431 .3027
28%.2363
735.6294
1102,6524
1612,15%82
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TIS

0.4410
0.2871
0.3550

. 2394

. T0480
€.32088
0.3Z8S
0.2489
0.3722
0.2540
3. 1505

. 2264
G. 2851
0.3%214
0.3545
0. 23851

~ mra
T 0L

0. 3229
0. I&47
0.5160
c.27a
0.2529
0.3030
0.176S
0. 1352
0.2188
0.2563
0. 1636
0.2777

C.2140

. 5089
UL S6FT
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0.1933
G.142%
0.276%
0. 2042
0.1844

7. 406T7E—C5
T ATTIE-OSL
. 207AE—04
T.2980E-04&
7 . 000C0E~0S
7 .B02TIE-0L
4. 1432506
7 .9580E—06
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T..9807E—Q6
T iF67ECO
4.5433E-06
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1.3984E-06
2.2434E-06
4 .8L19TE~Co
T.C003EE—0s
7.E8434E-06
4., 71O3E—06
2.6747E—08
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7 . 231 6E-06
1.7402E—-04
6.6181E~05
& . 9258E-08
1.6537E-06
S.861TE-06
4.0567E-06
2.903FE~06
1.IB898E~05
S.0209E-05
Z2.77746-Go
&. 5659205
R.IC?IE~0QL
5. 01R8E—-0OL
1.648467E~05
6. 352TE~06
5.9291E-05

0.1712 3

00,2792
V. Z£855
0.3984
V. 2567

2229

0.21732
O 144y
0.1476
0.2138

A AR

0. 1909
0.2157
00,1758
0.1640
0.1608
C. 3576
0. 1099
0.1C503
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0. 1877

4. BTTIE—DS
4.20560E-QS
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B.2698E~006
1.6A56E—05

799.467%5
1109.1782
31,2934
2155.4426
140.8607
JI21.6638
1503. 6445
424 ,.7607
732.9639
368.52556
IPE.3027
1163.7945
526.28468
2701 .3593
36505.3052
1214.6527
Ama. 20%D
{427. 2209
285. 6450
287 .3093
I27.48215
287.7570
287.4482
411.2325
3.4367
4357 . 66086
1.8394
4865 .8337
1.6483
473.2448
0.4117

e ot et
STCL.2122

1198,1214

956.. 3060
1670. 6505
1207.3784
893.7642
B77.0390

1002.8473
20T. 5020
I72.2239

14468.2670
QAR.A4AD30
128. 6372
624.2568
1577.2215
125.3952

1139.£945
623.8204
&697.9982
894.1499
280.5482
16T2.0968
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&S2
&54
2]
&56
821
8z2
823
824
325
Yo
827
828
a0
990
991
992

832

233
ez4
835
836
837
8Ie
e3e
€40
841
842
24z
244
aaT
B44
847
a48
849
as1
853
a54
855
856
870
871
arz2
873
874
875
arée
877
a78
879

210
210
210
210
210
210
210
210
210
210
Z10
210
210
211
211
258
211
281

zal
21
211
211

211
211
211
212
212
212
212
212
212
212
212
212
212
212
212
212
212
212
212

212
iz
z212
212
212
212
212
213
213
213
213
213
213
213
213
213
213

0.1877
0.126%9
O, 2539
C. 1793
Q. 1368
0.Z148
Q, 1162
00,1991
0.0762
C.116T
€. 2597
0.2231
0.1309
0.3245
VL2105
O, 1429
0.2073
0.4235

0.2870
0. 3006
0.2147
€, 2993

L2792
Q.1267
0.1517
0. 5326
0.1963
0. 14301
Q. 1737
0.2258
0.2456
0.1025
. 1697
0.21Z0
0.35853
0.3643
0.2840
0. 23862
0.0840
0.T101}
0.243586

T e ey
(LR Rty ]

0.1700
0.3608
0. 3268
€. 2252
0.2102
0. 20538
0,613
0. 2141
0.2445
0. 2580
Q. 4502
0.2899
0.4752
0.3619
0.3686

1.6456E-05
1.1568E-05
1.4&775E-05
1.386TE~-05
1.1407E—~0S
7.6I535E~06
1.230ZE-05
1. 8232E~05
1.4508BE-00
1.1294E-05
7. TTB0E-Q0L
?.FCILE-O6
7.0TTEE-QS
5. 5367E-06
T.ITASE-OL
2.8273E-C6
1.59227E-08
4.8822E-06

T.RDEVEAOL

7 2.3&50E—06

5. 0058E-04
1.8218E-08
2.561T0E-C6
3.S3T7ZE-08
3. 1107E-0&
5. 4538E~08
5. 1348E-07
3.9B09E~Q4
1.3953E-048
H5.11255-00
B.4816E~07
2. 730¢E-064
1.3301E~0b
5.840TE-0S
2.BCBIE-0S
1.3141E-06
1.9845E-06
2. &607E-0L
G0 LLLOE=Tw
1. BOTYE~CS
T 106BE-CT
5. 0257E~06
T.220E-06
Zoe0SeFE-0s
Te LZ16E-0b6
J.2224E-06
T, EAZEE-OA
54526906
A .2859E~06
3.10592E-04
Z.179CE-04
4.5485E-05
%.1401E-04
4.51TFE-04
3.08114E-04
2.9721E-D4
3.87F7E-04
2. 4B73E~04
I A6TBE-04

14379.0943
835.8872

1321.4160
1787.1508
1435.0702

405. 3137

2083.9975
668.0539

27061625
1748, 6892
1B56.9776
1212, 1949
1802, 5650
481.7559

b12. 5002

A3, 3913

458.70786

287.3155

2.7824

T3IB. 1174

3S0.4285
448, 22486
1615.0477
1807. 46494
651.8517
341.4424
B77.6743
187.49278
&£53.7%32

I T

H528.9895
726.3417
1027 .22€60
92, 2385

I2.4215
10357.71 &6

T 680.0475

280.9534

zoa_romo

TR7. 5029

1259.2150

0.8323
288.5637
2438415
15467 .5445
1505.1347

-2311.5895

1293.5400
191.6421
1096.1272
F17.2399
145. 1335
868.5604
A67.1157
0.797902
1417.8903
2131.5883
1883.6772
415. 625
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880
as1
987
207
08
909
10
11
P13
o144
LS
eid
717
918
917
920
921
922

24

F20

927
220
T2
IO
931
932
F34

QT6

75

7846
a8

957
3G
51
752
253
754
955

=5

215
215
215
215
215
215
Z15
215
215
210
213
216
216
216
2146
216
215
216
216
21&
2156
216
216
216
2148
U6

0.3048
0.3059
0.2386
00,2997
Q. 1837
0.1892
0.1243
0. 1969
G.2113
0.4284
V. 2857
0.1775
0.2933

G.31465
0.2179
0.2161
0.413I32
0.2287
0.32024
1.3126
0.2372
0.24692

0.2372
0. 8153
Q. 1050
0.287%

0.3378

~ -
G.200L

0.112%9
. 1748
S.ZTLT
0©.2801
O. 2455
0.292%9
Q. 1209
0.2793
o.2829
0.2121
©.2724
0. 2710
©.3048
0.24684
QU577

D.ZTTID

£.1183

4, 0582E-06
1.7901E~-Q8
2.3786E~-06
1.6133E-04
S5.78T48-04
4.2069E-04
1. 1825E~03
1.2783E-03
2. 8538%E-03%
8, 3529E~-Q3
7. 0E20E-0%
4,1223E8-05
4.4B864E~03
b 0ES6E~02
S2.22SLE-02
4.000Q0E~01
1. 773104
I.7007E—-04
3. F270E—-Q4
4.4TH0E~Q0A
1.AB92E-04
I. I521E-04
2. 3705E-04
1.1087K—08
2.32R6E-048
5. ERSIL-GT
&.B7S6E-05
S.4141E~-05

1.30228-048

3. E419E-03
5. 9T4E-05
4. 1037E~06
3. EI1SE-06
4,2279E-04
1.69i0E-32
B« 149FE-03
2.47752-CT
3. QZ8IE-04
F.B1B7E-03
1. 4£3172~04
2.32&63E-06
2.2572E-06
I.3TTAE~O6
2.8B25E-0&
T.483F2E-06
$.00%7E-CS
Te 2677506
Z.9994E-06
4 .06T0E~06
T.53L0E-06
1 .55E%E-Ch
2.1472E-06
3. 7121E-Co
2.7C1E-QS

T.O2I8E-04

1267 .3573
460.1778
250.35%91
&20. 4887
690, 8337
877 .3262
812.0979
305.3224
286. 45615
T24.1805
260,36858

1030.8991
Z4T.9758
675.3819
LTI, FEST
YaF.SC3T
&£07. 1543

1015. 2005
?14.8723
S72.5426

R6%6.8747

2517.5237

1110.1659

1121.89511

1122.2019
L2z TIRs6

2431.3024
74&7.74T8
291 .6157

Z831.5805
$29.204%5

1182.9650
719.4834
531.1326

TARA. ALY

2101,6269

AnI2.1284

1832, 6£04
508.9340

3023.2241

2149.94265

180T, 6015

2179.5527
S7S.8avz

2021.22679

528.270%

&657.3563
14467.3658
1720.6705
1046, 66ES
FATL1. 090

790.4117
2272.189%
1389.7792
138X.7174
24LE9.87462

470,722

22,0722

2206.8116
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216
216
216
216
214
216
216
250
250
250
250
250
25C
250
250
250
230

00

*{vease Tabla 6.3147siquiente pigina.)

00,0840
0.072%

. 2079
a.n2u
Q.273T%
0.1865

« 2290
Q. 2981
C.2373
Q. 1840
<. 0788
o.12080
C.2924%
Q. 2235
0.161%
C. 126
O, 1324
0. 2¢02
0.14627
00052
0.2649
0.1794
0. 14655
0.2£73
0,252
Q.3620
Q.1723
0.1884
0.3534

4. 5548BE-06
2.3I06FE~02
I. 2OTHE-0H
T.N92A4E--06
3. 1068E-046
1.19782-06
1.2450E-06
B.7613E-05
5. CI89E-05
7.0142E-05
2. 2067E-05
F.27S7VE~QS
AL2A92E~OT
3. 2652E-05
2.5996E-05
2,9792E~-05
S TEHUE—UDd
3. OTA4E-OT
2. FONPE-05
5. &5 0E-05

R OSIRE-0T
5.8178E~05
8.59795-05
2. 46247E-05
4.07CLE~-O5
6. 1762E~-035
S.7894E-05
3. 5665E-05
2.9748BE-05

1449.91 4=
1764. 0085
812.3521
3184. 024601
1427.5255
1461.45249
2312.5146

1.1753

1441.446%7
J722.22656
25446.8291
T27.1001
1092.9821
5&£4.5470
1129.5776
EERWRYEA
327.034%5
3I961.071S
1344.9572

282, 6550
£%94.9824
703.9213
$72.0581
1174,2146
D17.2426
403.8214%
842.97856
72. 60
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TABLA 6.14"
(viene de 1a Tabla 6.13)

fractales area fourier
tipo condic media desv.std.media desv.std.
J774.1 .0 0.1750 ) il
1 QL1851 1.7 1. déuz-n*
10 0.1910 3. ‘:177E Ud
B0 [ Il §23 1. 1 1 'léE—n-.l .1 1575—-04
]’m) 0.174% 4 1.d957E~
) O I2006 ¢ iI9170€
qOU 0.2214 Z . OS05E~0%
CONTROL 0.1750 2.5711E-02
INT w207 7 -£S63E-06
TNT+LAT G,173% 5 65 \dp—x‘m
LAT - O.1969
Perit. CONTROL Q.27
: INTHLAT
. LAT
_Estim. CONTROL [ 1"'7"
INT G LRLIDR s -5(1-\L1E"nh
INT+LAT 0.2Z287 = c.» ZTT1E-06 ]
LAT D.3130 Q. 0787 2.t -4 7HE—Od L73S76-0d
CONTROL Q.227% G.074F Z21S53IE-02 F7IE-OZ
INT a720 0.d210 &-.‘*7F~UE—UA
INT+LAT 0.2%532 0.0a50

9L
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6.2 Programas:

$6.2.1 PROGRAM AREAS CELULARES

Program cell_ar
sfidfgetes#95 path, arch, celis, archi g
real dx, 4y, long, 8. X_ 1. X 7,y 2,2, area -
integer¥ll eof, eofl -
parameter (path—'/users/dlusers/pr/SISTEMA/dennise
¥celuras, " ;
cells=path/ "celis’
open{li,status="old',file="cells"')
do while (eof.eq.0)
read(1,®)archi
open(3,status='old',file=areni)
read{(3.%, lostat=eofilIX_1,y_2
y.i=y_ _1+10
®X_1=xX_1+10Q
area-C
do while (eof.eaq.0)
read{3,¥%,ilostat=ecfl )n_2,y_2
1f(eocf.eq.d)then
x_2=x_2+10
y_ 2=y _2+10
Ax=xX_2-x_1
dyay _2-y_ 1
QA=A XD
Ay =ay+¥2
g=ax+ay - - . S
longslong+s ;2 cA={{x2~x1)¥2)=aAREA)
avea={g¥y_2)+area
y_dl=y_2 e L Dok :
X lex_2 . e

e a

=pEva
end do
if(area.lt.0)then
area=absa(avesa)
end 1if
areca=zares/long¥¥2
area=area¥%li*pi
print*,arch, area
close(3)
end if
end do
enad

e
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6.2.2 PROGRAM DIMENSION FRACTAL

Programa Practales {(finslecut)
Program fractalaeg
dimension x(0:1000), v{0:1000)

Character¥90 arch,arch2,res,archil

intezer?®l ieod

open(d,gtatus-‘oid' . file=7 usere/dlusaers/pr/SISTEMAde.

*nnise/celuas/cfonms b

open{i,astatus="’ new‘.f‘Le—‘/uaers/dlusers/pgf

*pisc, mazultadoss/val _fra')
Ae whille (leof.eq.l?

read (4.fmt='a9"',lostat=1eof)aruh

if {(ieof.eq.0)then
reg="r'/ Sarch

archil=users/dlusers/pr/SISTEMA/dennisecelulas/,"

®//7areh
open (2,status='old’,file=arenil)

reap=T/users/Alusers,/pr/SISTEMA /dennige /resultadoa,/ "

s/, Vet S lareh
open (3.status="now' . flle="reg')
write (2,*)res
do 1 4i=0, 999
read(2,%,end=80)x{1),y{(1}
L continue
stoyp
npuntos=i
ainuyi=. R
ax=ainen
pm=cpm{Sx,npuntos , Xy}
ao while (pm.ne.0)
. tt=log(ax)}
pp=iocm{pm). .
write (3,%)tt,pp
Ax=dx+diner
pm=cpmiax, nSuntos, X,y

format (£10.3,1%, £10.3)
end do

close(22)

close(3)

sE=0

call val_ _ frac (res,sass)
wprite {(1.%) areh,ss
endals

end do

close(l)

close (1)

ena

function epm{ax,npuntas, =, y)
res)t x(0:1000),y(0:21000)
cpm=0

do J=0,npuntos-1
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100

ena

i=4
perim=0
call busca(i.k.,d,npuntosg,dx.J.x.¥)
prerim=perim+d
de while((d.ge.dx).and.{k.ne.d3))
1=K
call buscal(i.k,d.npuntos,dx,J.x.¥)
perim=perim+d
end do
return
end

subroutine val_frac (res,s8s8)
dimengion x(500).y(500)

Alaroa TENNAT Das.non

open (7.status='old',6 file=res)

read(7.%,err=100,end=80) x(11), ¥(i1)}

eontinue

xJ=0

k=0

®1=0

Xm=0

r2=0

dn 1 i=1.n
xJ=xi+x{(1i)
XR=xXR+¥ (1)
®K1=X1+ (X (L)%E2)
xm=xm=+ (y (1 )*%%F2)
r2=r2+(x(1)%y (1))

continue

b=((n*r2)—(xk*xd))/((n*xl)—(xj**Z))

ot {wWwrd ) Un

a={nk Y
se={(1- b)
close(7}

return
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6.2.3 PROGRAM TRANSFORMADA DE FOURIER

Program fourler
dimension x(1000), y{i10Cs)
aimension F{10G0), P{i00C)
real long.l
integer®ld eof¥,ecfl
character¥90 archi, archo, &archol
pi=3.14159 .
cpen L1, artatua='old'. file='ugers/diusers/pr/SISTEMA/
¥dennise/celulas/fforms')
do while (eofl.eq.n)
read (1,fmt='{a9)',iostat=eof] )archi
Af (eofl.&q. T tmom
archo="'ugers/7dlusers/pr/SISTEMA/dennise/celulas/
#t//archt
open (2,8tatus='ocld‘',fille=archo)
archol="'users /dlusers/pr/SISTEMA/dennise/
*regultados /£t '/ archi
open (3.status="'new',file=archol)
i=0 )
do while (eof.eq.0)

ang(1000), dist(1000)
{1002}

.
-
« O

B P e Y N
read(2,.%,iogtat=ecfIx(1),y (1)
end do
eof =0
x(4L)=x(1)
(L)=y(1)
long=0
1t=4-1
do n=1.1T
: ax=xX{n+X)-x{n)
ay=y(n+1)~-y{n)
dist{n)=sart({(ax®*ax)+(ay*dy))
lTenz=longsdist(n)
if (dx.gt.0)then
1f. (dyv.eq.0)then
angini=C
endg 1f
i1if (dy..gt.0)then
ang{n)=atan (dy/4dx)
enda 1if
1 (dy.lt.0)then
ang(n)=360-a2tan(day./dx)
end 1f
end if
if (dx.1t.0)then
1if (dy.eq.0)then
ang(n)=180
end if
if (dy.gt.0Q)then
ang(n)=180~-atan (dy/4ax)
ena 1i¢



(€]
Py

if (dy.lt.0)then
ang(n)=180+atan(dy/ax)
ena ig
enda 1¢
1f(dx.eq.0)then
if (dy.1t.0)then
ang(n)=270
end 1if
1f (dy.gt.0)then
ang(n)=90

end 1i¢
1f (dy.eq.0)then
es el misma punuo
end if
end 1if
end do

dist(1)=dilst(1)*360/1long

do n=2,1¢t
digt(n)=dist(n-1)+(dist(n)*360/1ong’
ang(n~1)=ang(n)-ang(n-1)

end do

F(n)=0

G(n)=0

P(n)=0

81=.,003

ao m=1,100

dgo n=1i,1t
parte real:
P(n)=((ang{n)%cos(2%n¥s8l1¥dist(n)))+P(nd))
parte imaginaria:
G(n)=((ang(n)*sin(2%n¥*gl*Xdist(n))I+G(n))
espectro de la funcilén:
F(n)=sart{ (P(n)*%2)+(G(n)*%2))

and do

S(ml-el

R(m)=F(4it-1)

Aa-me=1l, 100
cont=cont+abs{(R(m)) )
1f{(n.le. it/ 3).and. {n.gt.1t/3-1))then’
a=cont/33+a
cont=0
elgse 1if
else 1f ((n.le.1t/3%2).and.(n.gt.1it/3%2~1))then
b=cont/33+b
cont=0
else if ((n.le.it).and.(n.gt.it-1))
e=cont/34+c
cont=0
end 1i¢
end do
erenlarz={a+h) /o
write(3,%¥)archi, escalar



cloge(2)
crose(3)
ena 1¢g
end do
end
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6.2.4 PROGRAM MENU

Program menu
opcidén="K"

while * s$opciédn t= '"g" §
do
clear
echo' MENU PRINCIPAL DE MORFOLOGIA
echo!'’
echo'"’
echo' D.~-Digitalizar
echo''’
ecno’ ¥.-¥ourier ) :
echo'!’
echo!' A.-Areas
echo'?’ L. N . e ~
echo'! R.-Fractales
echo'’
echo! C.-Comando
echo'" : |
echo! S.-Salir
echo'? o
echo' "seleccione una opecidén : ge*t

read opcidn
cage. $opeidbn in A . . o I S
Dimap ;:;
F)fourler ;:
A)echo'?*
echo '"teclée el archivo de galida de arcas :
gcll
read archi
cell>/u3ers/pr/denn1se/resultados/sarchi
RInohup finalcout & ¢
. Clecho "ecommand : cc" . . . o v - =

road

-

cocmmanad
¢ commanda
read dont
done
eX1t . P - PR 5 N . LR N - e L DT




6.31 .

Imput lista

de archivos
para procesar

4T AREA/ PERIMETR02

oo s oy

xin) ,y(n)

Sumg et drea dot
reciangulo cuyo

base a3 (xz-xl)y
sy qltura es Y

&

wnel),ylna) |

Acumula distan-
clas = penmatro

Resta ol drea dal
rectdnguto cuya
basa o3 (x,-x)y

dE3 of ultlmd
punto?

——
|
SN et l

nrans

Guarda nombre
de "archivo 'y
resultado

3

Ultimo

v

cuyo alfurd o3y,

x{n)= x(net)

yin}= y(nel)

Archlvo = Archi-

archivo

< TERMINACION ’

vo siguient
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6.32 DIMENSION FRACTAL
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Leour lista
de orchivo

O Procesarse

Leer coordancdas

de archivo
!(I),y ll}

Colculs distancio

antre G—
x{n]), y(n¥1}

l I———_—_——_——l x(n) 4y
3
z{n) = x{ne1)

i ¥la) = yine 1)

pm=pmbdist i pmz0 > L2 @at30 £ "
' ~ ~ yh e yine2)
o Progrema  mograsion

Eneal fog perim.
vs. log dx

dx = dincrvd

+
l ] SRR
I:“e‘.. 4, Hnos em R

l-u'wr'vwmi-mi
Y TSR NSNS\ xns D) xine2) —nn [ ]

yine 0= yin+2) Guorda nombre

de crentva w

=T
O — |

vaior fractat

&itimo
erchivo?

. ! TERMINACION




1NiC 10

Laer lista de

crehlvos @
r pracesarae

Laer caordnmeus

de arc
3
',5' ’yL,S

h)

633 TRANSFORMADA FQURIER

Cakule @stancies
etrs punlos y
czexfnel}ax(n)
dysy(mi)-yln)

]
i___’</“‘O \)J B\ano 2—.anm)-sv'l
\/

H‘O ongln ) =27

Guorda ¢

de fon pumics

7E3 ‘ot ultimo’

=
st (x); B3t x
360

g
ong{nj- -eng in-1

l

Cexulor tronsrmo.
& ds Fourier porte
roct | parte imog jeve

D Tel.

!

Tividir rasutfados
entrs LA,00,

picce 48 cado
orts G,B,C.
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