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RESUMEN 

Previamente se ha encontrado que hay una relación espacial ~ntre algunas 

de las ribonucleoproteínas intranucleares y la cromatina; sin embargo, no se 

conoce algún tipo de cromatina que se asocie a los gránulos intercromatinia­

nos (GIC). En este trabajo se estudio con mas detalle la relación entre am­

bos componentes por medio de técnicas citoquímicas ultraestructurales. 

Se estudiaron hepatocitos de rata interfásicos de rata normal adulta. 

Las muestras fueron procesadas para microscopía electrónica y los cortes se­

riados fueron contrastados alternadamente para ribonucleoproteínas (RNPs) de 

acuerdo con Bernhard (1969) o para cromatina de acuerdo con Esquive! y col. 

(1987). 

Los acúmulos de GIC son contínuos en 3 a 12 cortes y su tamaño promedio 

corresponde a dos poblaciones que son significativamente diferentes. 

Estos acúmulos de GIC muestran la presencia de cromatina laxa en su in­

terior. Ademas no se observó una asociación directa entre el nucleolo y los 

acúmulos de GIC, lo que sugiere un origen no nucleolar para estas estructuras. 

No obstante, se observó también un grado moderado de asociación entre los 

acúmulos de GIC y la región pericromatiniana, en la cual tiene lugar predomi 

nantemente la transcripción del RNA extranucleolar. 
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INTROOUCCION 

Las preocupaciones del hombre por el conocimiento científico y su afán 

por indagar la organización estructural básica de la célula, lo condujeron al 

perfeccionamiento de los sistemas ópticos del microscopio durante el siglo pa­

sado. 

Es así como Robert Brown llegó al descubrimiento del núcleo celular en 

1830. Otro resultado fue la formulación de la teoría celular, realizada por 

Schwann y Schleiden en 1838, misma que sirv~ó de base para descubrir que los 

seres vivos están formados por células nucleadas y que la célula es la unidad 

funcional de los organismos. 

Posteriormente, en 1855 Virchow desarrollo el siguiente principio: "Todas 

las células derivan de células preexistentes". 

Más tarde, el desarrollo de métodos de tinción, aislamienlo y análisis de 

productos nucleares hizo posible que Miescher en 1871 descubriera el DNA en 

núcleos de mamíferos. En 1942 Brachet demostró que el RNA se concentraba en 

el nucleolo y citoplasma. Los avances posteriores en el conocimiento del 

núcleo y elementos que lo constituyen se han llevado a cabo en virtud del des!!_ 

rrollo y perfeccionamiento de técnicas en el campo de la microscopía electrón.:!:. 

ca en correlaciOn con estudios citoquímicos. 

Actualmente, uno de los aspectos fundamentales de la investigación del 

núcleo se centra en el entendimiento de su ultraestructura en interfase, perÍE_ 

do durante el cual se produce la duplicación del DNA, la transcripción del RNA 

y la síntesis de proteínas. 

El estudio precursor que sentó las hases del conocimiento sobre la dis­

tribucién y estructura fina de loR diversos componentes que contienen ribo­

nucleoproteínas, fue realizado por Monneron y Bernhard en 1969 en el núcleo 

interfásico de células de mamíferos, utilizando e 1 método de tinción prefere!!. 

cial (Bernhard, 1969). Esta técnica se basa en el uso de agentes quelantes 
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que blanquean la cromatina y contrastan las estructuras ribonucleoproteicas 

(RNPs) intranucleares, como gránulos pericromatinianos, intercromatinianos, fi 

bras peri e intercromatinianas y cuerpos espiralados (Fig. 1). De este traba­

jo se han desprendido innumerables investigaciones que correlacionan estudios 

citoquímicos, autorradiográficos y de inmuno marcado que sugieren la posible 

participación de estos elementos nucleares en procesos de transporte, almacén 

y procesamiento postranscripcional de los RNAs. 

Dado que la morfología del núcleo presenta un patrón de distribución de 

sus componentes, en las células de mamíferos es posible establecer y evaluar 

por medio de estudios indirectos, patrones de disposición de la cromatina en el 

núcleo interfásico (Esquive! C. y col. l 989), así como también realizar estudios 

comparativos de la ultraestructura a diferentes niveles de organización en los 

animales (Jiménez García, 1985). En este trabajo se pretende abordar aspectos 

morfológicos que permitan esclarecer las relaciones entre los gránulos inter­

cromatinianos (GIC) y la cromatina del núcleo. 

A continuación se describirá un panorama general de los componentes del 

núcleo en interfase: 

Envoltura Nuclear.- Característica de células eucariontes, fue descrita 

por Callan y Tomlin en 1950 como un sistema de dos membranas con un espacio 

entre ellas de 20 a 40 nm de espesor; la membrana en algunos casos es continua 

con los canales y cisternas del retículo endoplásmico y frecuentemente está 

cubierta pc.r ribosomas, mientras que la cara interna está en contacto con la 

lamina densa. Presenta complejos de poro, cons tituídos por ocho gránulos 

proteicos que forman un anillo y un gránulo central. Stevens y Swift en 1966 

comunicaron el paso de partículas de ribonucleoproteínan (RNP) en conf iguraci~ 

nes alargadas a través de los poros. La envoltura nuclear aisla los procesos 

centrales de replicación de DNA y síntesis de RNA de los ribosomas citoplásmi­

cos, donde el mensaje genético es traducido en proteínas (Alberts Il. y col. 

1983). 

Lamina Densa.- Fue descrita por primera vez por Fawcett en 1966 en núcleos 

de vertebrcdos. Se local.iza adyacente a la membrana interna de la envoltura 
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nuclear y a la cromatina compacta de la periferia, Es una red fibrilar protei 

ca cuyo espesor varía entre 15 y 80 nm (Busch H. 1983), Se piensa que tiene 

un papel estructural de soporte y forma dentro del núcleo. 

Cromatina.- Es el término designado por Flemming en 1882, al material del 

núcleo celular que toma tinciones básicas. Kossel en 1884, descubrió las histE_ 

nas observando que estas proteínas básicas están unidas al DNA de la cromatina. 

Años mas tarde, Mirsky A. y Ris H. (1951), descubrieron otro tipo de proteínas 

no histónicas también unidas al DNA. La cromatina es un complejo de 

desoxirribonucleoproteína (DNP), que forma una estructura llamada nucleosoma, 

la cual constituye la unidad básica de la estructura del cromosoma (Comings 

1972). 

La variedad de métodos de tinción selectivos para ácidos nucleicos o crE_ 

matina, van desde métodos para microscopía de luz como la reacción de Feulgen, 

hasta tínciones con técnicas para microscopía electrónica como los métodos de 

contraste específico para cromatina, obtenidos por Gautier (1970); Peters 

(1971) y Moyne (1972). Otro método de contraste preferencial para 

desoxirribonucleoproteínas (DNP) en estado compacto y extendido, es el que se 

basa en el uso de Acido Fosfotungstico (PTA), mismo que fue desarrollado por 

Vazquez-Nin y col. en 1973. En el mismo año, Cogliati y Gautier proponen la 

utilización de una amina de osmio para dar una reacción de tipo Feulgen para 

DNA y polisacáridos. Todos estos estudios han permitido visualizar la locali 

zación de la cromatina en el núcleo. 

Se ha postulado que la cromatina laxa o usualmente referida como eucrom!!_ 

tina expresa el estado morfológicamente activo del DNA en la transcripción y 

la cromatina compacta o heterocromatina representa el estado inc.ctivo. En 

recientes estudios se ha conf innado que la eucromatina de la región pericrom!!_ 

tiniana, es a partir de la cual se transcriben los RNAs asociados a las fibras 

pericromatinianas (Derenzini M. y col. 1978). 

Fibras Pericromatinianas (FPC).- Monneron y Bernhard en 1969 las descri­

bieron como estructuras de 3 a 5 nm de diámetro y naturaleza ribonucleoprotéica. 

Se localizan en zonas adyacentes a la cromatinn condensada. Los experimentoA 
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de Petrov y Bernhard tl971) demostraron que las fibras incrementan en número 

después de estimular la transcripción de Cortisol en hepatocitos de'rata. 

Sin embargo, en el mismo año se obtuvieron efectos contrarios al utilizar 

""-amanitina, droga que inhibe la síntesis de RNA extranucleolar, donde no 

se observaron FPC (Petrov y Sekeris, 1971). El efecto inhibidor que produce 

el DRB sobre la síntesis del RNA heterogéneo nuclear, demostró que las fibras 

decrecen en número, lo que sugiere que estas estructuras sean el sustrato 

morfológico del hnRNA. 

La naturaleza de las FPC se ha estudiado en técnicas citoquímicas combi­

nadas con autoradiografía ultraestructural después de la incorporación con 

3u-uridina, lo que permite una mejor localización de los sitios de transcrip­

ción del RNA (Fakan y Bernhard, 1971). Bachellerie y col. tl975) por medio 

de estudios bioquímicos y ultraestructurales mostraron que las FPC contienen 

hnRNA recién sintetizado. Posteriores estudios comprobaron que la incorpora­

ción de la 3a-uridina coincide con los sitios de las fibras pericromatinianas 

y que la gran mayoría de este marcado está representado por cadenas crecientes 

de pre-mRNA o hnRNA (Moyne y Puvion, 1976; Fakan y col. 1976; Puvion y col., 

1978). 

Fibras Intercromatinianas (FIC).- Se ha observado que aparecen en el es­

pacio intercromatiniano como resultado de la migración de las fibras formadas 

en las áreas pericromatinianas (Nash y col.,1975; Puvion y Moyne, 1978); 

también se sugiere que su RNA es procesado durante este período (Fakan y col., 

1976). 

Gránulos Pericromatinianos (GPC).- Fueron descritos por Swift en 1962 y 

por Watson en el mismo año. Usualmente se localizan en la periferia de los 

grumos de cromatina compacta y la mayoría de las veces se encuentra rodeado 

por un halo claro que lo separa de ésta. El diámetro del gránulo varía entre 

350 y 600 Aº y la periferia del halo es de casi 250 Aº de grosor. La subes­

tructura del.gránulo muestra que está formado por fibras de 30 Aº de grosor 

densamente empaquetadas (Monneron y Bernhard, 1969). La naturaleza 

ribonucleoprotéica de los gránulos se comprobó por me¿io de digestiones 

enzimáticas en combinación con la técnica del EDTA (Bernhard, 1969). Se ha 
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observado que los GPC son capaces de desintegrarse en f or:ma de fibras y mi­

grar del núcleo al citoplasma a través de los poros nucleares (Monneron y 

Bernhard, 1969). 

Se les ha asignado un papel importante en el almacenamiento y/o transpo!_ 

te de los RNA mensajeros o premensajeros (Monneron y Bernhard, 1969; Vázquez­

Nin y Bernhard, 1971). El estudio que apoya esta hipótesis fue desarrollado 

por Moyne y Puvion (1976), utilizando Cordicepina como inhibidor parcial del 

RNA mensajero, se observó un incremento en el número de GPC. Otro estudio 

describió que la cicloheximida, inhibidor de la síntesis de proteínas, produce 

un incremento en el número de GPC (Daskal I. y col., 1975), aunque también, 

Vázquez-Nin y col. (1978,79), observaron un efecto muy claro de la acción del 

estradiol en la transcripción y/o trnnsporte del RNA, efectos que se correla­

cionan con las variaciones en número y tamaño de los GPC. 

Gránulos Intercromatinianos (GIC). - Fueron dr.scri tos por primera vez por 

Swift en 1959. Posteriormente su composición ribonucleoproteica (RNP), fue 

sugerida por Monneron y Bernhard (1969). Tienen un dilimetro de 200 a 250 Aº, 

aparecen como acumulas de partículas que se interconectan por medio de fibras 

delgsdas tPuvion y Bernhard, 1975; Wassef, 1979). La disposición de acúmulos 

ha sido observada en todas las células de vertebrados (Jiménez García y col., 

1989). 

Los estudios citoquímicos comprobaron la resistencia de los GIC a la prE_ 

nasa seguida de la RNAsa, así como también se comprobó que son altamente con­

trastados por el método de Bernhard U 969), preferencial para ribonucleo­

proteínas. Esto sugiere que los GTC contienen un RNA bien protegido por un 

fuerte y resistente componente proteico. Posterionr.ente Wassef en 1979 mostró 

histoquímicamente que los gránulos contienen una r,ran cantidad de fosfoproteínas. 

Debido a que la función de los GIC es aún poco clara, se han derivado 

innumerables estudios que pretenden esclarecer dicho prohlema. Fakan y 

Bernhard en 1973, usando autorradiografía ultraestructural combinada con el 

método de Bernhard (EDTA), demostraron que hay una preferencial incorporación 
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de 3tt-uridina en la periferia de la mayoría de los acúmulos de GIC, por lo 

que la sugerencia original de que estas estructuras contienen un RNA ligera­

mente marcado parece ser confirmada con estos experimentos. 

Varios investigadores han especulado que los GIC pueden jugar un papel 

en la síntesis o transporte de ribosomas en el núcleo (Bouteille y col., 

1974; Fakan y Puvion, 1980). 

El análogo de la adenosina, ribosido de diclorobenzimidazol (DRB), el 

cual inhibe la síntesis de RNA heterogéneo nuclear (hnRNA), induce en las 

células de hígado de rata una considerable acumulación de GIC simultáneamente 

con la desaparición de la mayoría de las fibras ribonucleoproteicas (Puvion 

y col., 1979). 

Puvion en 1982 y posteriormente en 1984, al estudiar autorradiografía 

ultraestructural en células tratadas con DRB, demostró que la droga induce en 

los gránulos intercromatinianos la acumulación de moléculas de RNA sintetiza­

dos en otro lugar del núcleo; asimismo, comprobó que la actinomicina-D, que 

inhibe la síntesis de RNA ribosomal, evita el marcado de los GIC después de 

subsecuentes tratamientos con DRB, sugiriendo por lo tanto que los gránulos 

contenían moléculas de RNA ribosomal, además de observar claramente que los 

acúmulos de GIC aparecen en contacto con los gránulos nucleolares de los cua 

les parecen derivar. Otro estudio demostró que los gránulos intercromatini!!_ 

nos son completamente diferentes del componente granular del nucleolo 

('fakeuchi y col., 1984). 

Recientes estudios han mostrado que estas estructuras contienen RNA 

mensajero inmaduro o heterogéneo nuclear (pre-mRNA o hnRNA) y que están aso­

ciados con RNAs intranucleares de tamaño pequeño, ricos en residuos de uridi_ 

na (UsnRNA) (Spector y col., 1983; Fakan y col., 1984), las cuales har> sido 

implicadas en el procesamiento (Lener, 1980; Rogers, 1980), en el transporte 

de hnRNA (Prestayko, 1970) o posiblemente un papel estructural en la arqui­

tectura nuclear (Fak¿m y col., 1984). 

Cuerpos Espiralados (CE).- Fueron vistos por primera vez por Monneron y 

Bernhard en 1969, como estructuras que forman un agregado más o menos esféri 
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ca de 0.3-0.5,t<-m de diámetro, en áreas intercromatinianas. Estan compuestos 

por fibras de 40 a 60 nm de grosor que se enrrollan a un eje. Aparecen como 

entidades morfológicamente distintas de los otros elementos estructurales del 

núcleo. Muestran positividad con la técnica de contraste preferencial para 

RNPs del uranilo-EDTA-plomo y la RNAsa seguida de pronasa los digiere parcia.!_ 

mente, por lo que se han considerado como elementos que contienen ribonucleo­

proteína. No se conoce su función, ni se ha determinado si su presencia es 

constante en todos los organismos. 

Matriz Nuclear.- Consiste de fibras de 50 a 60 Aº de grosor que forman 

una red proteica y contiene además un poco de.DNA, RNA, carbohidratos y fosf~ 

lípidos (Berezney y col., 1977). Se le ha considerado como material nuclear 

residual que se obtiene después de un tratamiento con altas concentraciones de 

sal y digestión con nucleasa. Los núcleos desprovistos de cromatina y nucleo_ 

plasma contienen lamina densa y proteínas del complejo de poro, residuos de 

nucleolo y una red interna proteica que conecta a estos elementos. La prese.!!_ 

cía de ribonucleoproteínas (RNPs) unidas a la matriz ha sido descrita por 

Faiferman y col., (1975); Mcknight y col., (1976). Otras investigaciones han 

descrito la presencia de ribonucleoproteínas de tamaño pequeño (snRNPs) asoci!!_ 

das a la matriz nuclear (Deimel y col., 1977; Northeman, 1977; Miller y col., 

l 978a, l 978b). 

Se le ha asignado un papel importante en la regulación e inte¡\ración es­

tructural de los procesos nucleares (Berezney, 1979). Estructuras nemejantes 

en tamaño y densidad a los gránulos inter~romatinianos se han localizado en la 

1·ed proteica (Hancock y col., 1982; Spector y col., 1983). 

Nucleolo.- Fontana en 1781 lo describió como una "mancha". Representa 

uno de Jos sitios más activos de síntesis de RNA en la célula y contiene los 

genes de UNA ribosomal (rDNA) en los que está codificado el RNA ribosomal. 

El RNA ribosomal se sintetiza en forma de precursor inmaduro o pre-rRNA, 455 

en los mamíferos (Bernhard, 1970). 

El nucleolo está constituido principalmente por las siguientes regiones: 
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a) región granular; compuesta por gránulos de 150 a 250 Aº de diámetro, contie 

ne proteínas como la B23, ribocarina, proteínas L-r y s-r, participa en el pr~ 

cesamiento y maduraci6n de pre-ribosomas, formaci6n de subunidades grande (L) 

y pequeña (s), almacén y e~tructura; b) región fibrilar densa: compuesta por 

fibras de 40 a 80 Aº de espesor, esta constituida por las proteínas B23, C23, 

fibrilarina pl80, 45S, juega un importante papel en la transcripción del rDNA 

y procesamiento temprano del pre-rRNA; c) región fibrogranular: formada por 

fibras de 40 a 80 Aº de espesor y de 200 a 400 Aº de largo, los gránulos miden 

de 150 a 200 Aº de difunetro, contiene proteínas C23 y fibrilarina, participa 

en el procesamiento y estructura; dJ centro fibrilar: constituido por fibras 

de 50 Aº de grosor, contiene proteínas C23, fibrilarina, RNA pol.l y rDNA, 

este.blece el ensamble y desensamble de cromatina nucleolar. La transcripción 

no se ha determinado en esta región (Jimenez García, 1988). 
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Fig. l Esquema del núcleo celular interfásico de hí~ado de rata, que 

muestra las partículas ribonucleoproteicas. GPC: gránulos peri­

cromatinianos; GIC: gránulos intercromatinianos; FPC: fibras 

pericromatinianas; FIC: fibras intercromatinianas; CE: cuerpos 

espiralados; NU: nuclcolo; CR: cromatina. (Monneron y Bernhard, 

1969). 
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OBJETIVO 

Caracterizar las relaciones entre la cromatina y los 

gránulos intercromatinianos en cortes seriados impl~ 

mentando métodos de tincion alterna, uno para croma­

tina y otro para ribonucleoproteínas. 

11 
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MATERIAL Y HETOOOS 

Fragmentos de hígado de rata fueron fijados en glutaraldehído al 2.5% en 

amortiguador de fosfatos 0.2M a pH 7.2 durante 90 min. Posteriormente se 

lavaron durante 30 min., haciendo cambios cada 5 min. con una solucion isot6ni:_ 

ca de Eacarosa o con l!Cl 0.2M a pi! 2.1 y 2.3, ajustando el pH con NaOI! 0.2M. 

La tincion en bloque preferencial para cromatina fue realizada con ácido 

fosfotungstico (PTA) durante una hora (Esquivel C. y col., 1987). De' la solu­

cion madre de PTA se tomo una alícuota que se ajustó a pi! 2. l y 2.3 con NaOH 

0.2M. Inmediatamente se procedió a la deshidratacion en una serie de alcoholes 

etílicos graduales de 70%, 80% y 96% con dos cambios de 10 mio. cada uno y 

alcohol de 100% con tres cambios de 15 min. cada uno. Después se realizaron 

tres cambios de 20 mio. cada uno con óxido de propileno como agrnte in termedi.!!_ 

ria. 

La preinclusión se llevó a cabo con una mezcla de óxido de propileno-resi 

na epoxica (Glycide ether 100, Merk), en proporción 1:1 durante 18 hrs. a tem­

peratura ambiente. Directamente de este paso se incluyeron las muestras en la 

resina, que polimerizó durante 24 hrs. en una estufa a 60°C. (Diagrama) 

En un ultramicrotomo MT2 Sorvall se obtuvieron cortes seriados de aproxima­

damente 90 nm de grosor, los que se recogieron en anillos de Sjostrand y se 

depositaron sobre membranas de formvar. Series de 12 cortes fueron colocados 

en cada anillo. 

Posteriormente se realizó una tincion con acetato de uranilo al 3% duran­

te 20 o 30 seg. a temperatura ambiente. 

En los cortes impares fueron fotograf indos algunos núcleos e identifica-

dos con una inicial (A, B, C, • • N). En total l4 núcleos fueron estudiados, 

6 de la primera serie y 8 de la segunda. Estas micrografías electronicas se 

obtuvieron en un microscopio electrónico de transmision EM 10 (Carl Zeiss) a 

10 UOO aumentos utilizando un voltaje de 60 kv. 
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Métodos de contraste para ribonucleoproteínas: 

a) En la primera serie se aplicó un pretratarniento con ácido etilendiaminE_ 

tetracético (EDTA) durante 30 mio. Posteriormente se utilizó el metodo prefe­

rencial para ribonucleoproteínas (Bernhard, 1969), que consisti6 de un contraÉ. 

te con acetato de uranilo al 3% por 3 min., seguido de la soluci6n de EDTA 

durante 20 min. y finalmente citrato de plomo a temperatura ambiente por 10 

min. 

b) La segunda serie también fue pretratada con EDTA por 30 min. El con­

traste para RNPs se llevo a cabo con la técnica de contraste general que con­

sistió de acetato de uranilo al 3% a 37°C durante 45 min. y citrato de plomo 

a temperatura ambiente por 10 min. 

En seguida se obtuvieron las micrografías de los núcleos A, B, C, .•. N 

en los cortes pares, bajo las mismas condiciones y aumentos. 

De esta forma se obtuvieron reconstrucciones parcjales de cada núcleo, 

que consistieron de 12 cortes cada una. En ellas fueron analizadas las foto­

grafías de cortes contrastados con EDTA para seleccionar los acumules de 

gránulos intercromatinianos (GIC) contínuos en dos o más cortes. Sobre esas 

micrografías se del.imitaron los acúmulos de GIC y se hicieron esquemas en pa­

pel celofán. En cada núcleo los acúmulos fueron identificados con números 

romanos. 

Posteriormente los esquemas fueron superpuestos sobre las fotografías de 

sus correspondientes núcleos teñidos con PTA. El análisis de estos núcleos se 

basa principalmente en la determinación de las características de la cromatina 

que se encuentra en el interior del acúmulo y la que está en contacto con la 

periferia del mismo. Estas observaciones estuvieron sujetas a una evaluación 

cuantitativa, interpretándose los datos estadísticamente. 

El volumen de los acumulas de GIC fue calculado de acuerdo a un programa 

diseñado por el Dr. Vázquez-Nin en una microcomputadora Franklin ACE 1200, 
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con un sistema de procesamiento de imágen. Una vez localizados los acúmulos 

contínuos en 3 a 12 cortes, se seleccionaron las micrografías electr6nicas 

midiéndose su periferia con una plumilla sobre la tableta digitalizadora, el 

volumen total del acúmulo se expresó en~m3 . Los datos fueron manejados 

estadísticamente, calculándose el valor promedio (X), desviación standard (D.E.) 

e histogramas de frecuencia. 
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Fijación 

Glucaraldehido 2.5% en 

r--
Lavado 1 

0.2 M. a pH 7.2 90min. 1 
Lavado 2 

amortiguador de fosfatos 

Con HCl ajustando el 

pH con NaOH 0.2 M. a: 

Con solución isotónica 

de sacarosa 

L, ___________ _.pH probados 

2.1 y 2.3 

1 
p---------~Tincion en Bloque~---------~! 

PTA a pH 2.1 PTA a pll 2.3 

ajustando con NaOH ajustando con NaOH 

0.

2 

M. '"1_
1

_h_. ______ neshidrataci6n en alcoholes _____ º_·_l_M_ ........ l <h. 

etílicos graduales 

Paso intlrmedio en 

Oxido de Propileno 

PreinLusion 

Oxido de Propileno-Epon 

Inc1Ji6n 

Epon(Glycide ether 100) 

PolimerLacion 

a 60ºC 24hrs. 

TECNICA PTA-EPON 
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RESULTADOS 

La técnica de PTA-EPON, dio buenos resultados en cuanto a la tinción del 

PTA y obtención de cortes seriados. Los mejores resultados de contraste del 

PTA se obtuvieron a pll 2.3 y reforzando la tinci5n con acetato de uranilo du­

rante 20 o 30 seg., esta prueba permitía una mayor definición de la cromatina. 

En cuanto a la técnica del EDTA, el método b) mostró acúmulos de granules 

intercromatinianos (GICJ fuertemente contrastados aún cuando la cromatina no 

fue totalmente blanqueada. 

En la figura 2 se muestran cortes adyacentes de un núcleo de hepatocito 

de rata con las técnicas alternadas de contraste, una preferencial para croma­

tina y otra para ribonucleoproteínas. 

El análisis de las micrografías electronicas de los núcleos seriados y 

contrastados alternadamente con EDTA mostraron la presencia de acúmulos de GIC 

contínuos en 3 a 12 cortes. En la figura 3a y 3b se ilustra la continuidad de 

los acúmulos. El análisis cuantitativo de estas observaciones determinó la 

existencia de 122. acúmulos de diversos tamaños en los 14 núcleos. El número 

de acúmulos y distribución de tamaños fueron calculados estadísticamente 

(Gráfica 1) observándose una frecuencia mayor de acúmulos pequeños (47%) en 

comparación a los grandes (4%); es notable que la frecuencia decrece al incre­

mentarse el tamaño. 

Para el estudio de la cromatina se estudiaron las secciones de los acúmu­

los teñidos con P1'A, obteniendo un total de 226 secciones de éstos. En la 

tabla l se res~men estos datos. 

Se observó que de las 226 secciones, 16 muestran cromatina cc•mpacta en su 

interior (Fig. 4, B-2), 71 cro~atina extendida {filamentos delgados, Fig. 4, 

A-2) y 30 semicondensada (cromatina ligeramente condensada, Fig. 3, C-2). En 

9 se presentó a la vez cromatina compacta y semicondensada, en 17 cromatina 

compacta y extendida y en 35 semicondensada y extendida. En 48 secciones no 



17 

se defini6 cromatina (Tabla 2). El análisis cuantitativo más detallado de 

estos datos se representan en la gráfica 2, y en la que se observa una mayor 

frecuencia de cromatina extendida en el interior del acúmulo (31%) en comparE_ 

ción con una pequeña frecuencia relativa de acúmulos con cromatina condensada 

(7%). 

Con el propósito de e\•aluar una relación entre la periferia del acúmulo 

y la cromatina que rodea a este, se anal.izaron las 226 secciones y se encontró 

que en ellas existen 66 contactos con cromatina compacta, 136 están en el. es­

pacio intercromn tiniano en contacto con cromatfoa extendida, 17 con la semicoE_ 

densada y 7 con la perinucleolar (Tabla 3). La frecuencia relativa de esta 

relación fue calculada (Gráfica 3). Se observa una significativa asociación 

con cromatina extendida (60%); la cromatina perinucleolar presenta una baja 

frecuencia (3%). Estos resultados indican que los acúmulos de GIC no son si­

tios de exclusión sino que mantienen una estrecha relación con la cromatina. 

Los resultados del volumen promedio de los acúmulos de GIC se presentan 

en la tabla 4. Gráficamente estos datos muestran que no hay diferencias signi_ 

ficativas entre los acúmulos de 3, 5, 7 y 9 cortes; sin embargo, si existen 

diferencias entre los acumulas que corresponden a 3 y 11 cortes (Gráfica 4). 



Fig. 2. Núcleo de hepatocito de rata en cortes adyacentes. A) Tinción 

en PTA a pH 2.3 por 1 hr. Se observa cromatina compacta altameE_ 

te contrastada (C); cromatina extendida en el espacio intercro­

matiniano (E); nucleolo (NU). B) Corte adyacente del mismo 

núcleo, contrastado por el Método de Bernhard después de un pr~ 

tratamiento con EDTA. Cromatina compacta desteñida (C); acúmu­

los de gránulos intercromatinianos densamente contrastados (GIC); 

nucleolo (NU). (X 20 000). 
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No. de A C U M U L U S 

Corte I II Ill IV V VI VII VIII IX X XI XII 

Hz o o u o 
H3 o o o o 
H4 o o o o o 

HS o o o o 

H6 o o o o o o o 

H7 o o o o o o 

HB o o o o o o o o o 

H9 o o o o o o o 

HlO o o o o o o o o 

Hll o o o o 

Hl2 o o o o 

No. de A C U M U LO s 

Corte I II III IV V VI VII VIII IX 

Lz o o o 
L3 o o o 

L4 o o o o o o 

LS o o o o 
L6 o o o o o o 
L7 o o o o o 

LB o o o o o o 

L9 o o o o 

LlO o o o o 

Fig. 3a Cuadros que ilustran el tamaño de los acúmulos de GIC en los cortes 

seriados de núcleos. La inicial con número indica el nombre del nú­

cleo y número de corte, cada número romano representa un acúmulo de 

GIC; (O): presencia de GIC. 
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Fig. 3b Esquema que ilustra la continuidad de 3 acúmulos de GIC en cortes 

alternos de un núcleo de hepatocito de rata. La continuidad del 

acúmulo III ocurre en 2 cortes; los acúmulos I y II son contínuos 

en 5 cortes, 



47% 

33% 

10% 

6% 
4% 

Gráfica l. 

. 

. 

1 
, , 

1 
3 6 8 10 12 No. 

Histograma que representa el tamaño de los acúmulos de GIC en 
los 14 núcleos estudiados. Se observa que la frecuencia de los 
acúmulos pequeños (3 cortes) es mayor, en comparacHin a los 

acúmulos grandes. Ordenada: frecuencia relativa en porcentaje, 

abscisa: número de cortes en los que se encuentra el acúmulo. 
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Cortes 



NUCLIW No. DE ACUMUJ.OS SECCIONES DE ~CUMULOS 
PRESENTES ESTUDIAUAS 

A 6 8 

B 12 22 

c 10 

D 14 15 

E 10 30 

F 9 16 

G 10 20 

H 12 25 

I 4 7 

J 9 17 

K 6 

L 9 17 

M 6 15 

N 8 17 

TOTAL 122 226 

Tabla l. Muestra el número de acúmulos de GIC presentes en los cortes 

seriados de cada núcleo y el número de secciones analizadas 

en estos. En los 14 núcleos estudiados se identificaron 122 

acúmulos continuos y 226 secciones de ellos. 
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Fig. 4 Cortes seriados de hepatocitos de rata con la técnica de contraste al 

terno. Los cortes tratados con EDTA (Fig. Al y A3), muestran un 

acúmulo de gránulos intercromatinianos (gic) contínuo; en A2 se obse_E. 

va que en el interior del acúmulo hay cromatina extendida (e); un g~ 

mo de cromatina condensada (c) esta cercano al acumulo. La serie B 

muestra otro acumulo de gic contínuo (Fig. Bl y B3), en cuyo interior 

hay dos grumos de cromatina compe.cta (c); cromatina perinucleolar (p). 

(X 24 900). 
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No. DE SECCIONES 
ACUMULOS 

16 

30 

71 

9 

17 

35 

48 

226 

DE PRESENTAN 

" 

TIPO DE CROMATINA 

Compacta 

Semicondensada 

Extendida 

28 

Compacta y Semicond~nsada 

Compacta y Extendida 

Semicondensada y Extendida 

S/Particularidades 

TOTAL 

Tabla 2. Tipos de Cromatina Interna en !os acúmu!os. 

No. DE SECCIONES DE 
ACUMULOS 

66 

17 

136 

7 

:.!26 

EN t;ONTACTO CON 

" 
" 

CKOMATINA PERIFE!UCA 

Compacta 

Semicondensada 

Ext~ndida 

Perinucleolar 

TOTAL 

Tabla 3. Tipos de Cromatina Periférica que se asocia a los acúmulos de GIC. 



31% 

21% 

15% 

13% 

7% 

3% 

Gráfica 2. Histograma donde se observa un mayor porcentaje de cromatina 

extendida (31%), en el interior de las secciones de GIC, en 

comparación con cromatina compacta (7%) y semicondensada (13%). 

También se observó un alto porcentaje (21%) en secciones donde 

no quedo definida la cromatina (S/P). 
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60% 

297. 

7% 

3% 

. 

. 
1 

ce 
1 1 1 

es CE CPN 

Gráfica 3. La cromatina periferica mostro un patron similar al anterior, 

ya que se obtuvo un alto porcentaje de cromatina extendida 

t60%), seguido de un 29% de cromatina compacta tCCJ, un 7% de 

semicondensada (CS) y finalmente un porcentaje bajo de croma­

tina perinucleolar (CPN). 
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TAMl\NO DEL ACUMULO _VOLUMEN (jlm3) 
DE GIC X + D.E. 

Cortes 3 0.21 + 0.17 

Cortes 5 0.38 ± 0.23 

Cortes 0.55 + 0.19 

Cortes 9 0.87 ± 0.58 

Cortes 11 1.13 + 0.2 

Tabla 4. Volumen promedio y desviación standard calculado 

para las diferentes categorías de tamaño de los 

acúmulos intercromatinianos (GIC) 

31 



32 

Vol. 

1.13 . 

. 87 

.55 

.38 

.21 

3 5 9 lJ No. Cortes 

Gráfica 4. Histograma ql\e representa el volumen promedio de los acGmulos 

de GIC para las diferentes categorías de tamaño. Hay dif ere!!_ 

cias significativas entre los acGmulos de 3 y 12 cortes. 



33 

DISCUSJON 

En este trabajo se demostró por primera vez que los acúmulos de gránulos 

intercromatinianos en hepatacitos de rata normal, están asociados en su inte­

rior con cromatina laxa~ lo que confirma los primeros estudios de Fakan y 

BErnhard (1973), sobre el metabolismo del RNI\ extranucleolar. 

Los resultados mostraron que los acúrrulos de GIC se asocian a diversos 

tiefos de cromatina tanto en su interior como en su periferia, lo que su~iere 

que los acúrnulos no son sitios de exclusión, sino que mantienen una estrecha 

relacion con la cromatina (Tabla 2 y 3). 

Varios autores por medio de autorradiografía ultra~structural en combin!!_ 

cion con la técnica preferencial para RNP a base del EDTA, demostraron que la 

incorporación de 3H-uridina se encontró específicamente en los bordes de cro­

matina ccmpacta o región pericromatiniana (Fakan y Bernhard, 1971; V5zquez­

Nin y Bernhard, 1971; Fakan y col., l976; Moyne y col., l977; Fakan y Nobis, 

1978), lo que confinno la perticipacion de esta regían en los procesos de 

transcripción del RNI\ extranucleolar (Monneron y llernhard, 1969). Los resul­

tacos aquí expuestos muestran un pcrcentaje moderado de 2sociación entre la 

region cromatiniana y la periferia de los acúmulos de GIC, además un alto Pº!. 

centaje de acúmulos ccn cromatina laxa en su interior (Gráfica 2 y 3). Estos 

hallazgos coinciden con los estudios de Fakan y Bernhard (l973),en el cual 

demostraron que hay incorporación de \1-uridina en la periferia de la mayoría 

de los acúmulos y no lo hay en su interior. Los resultados sugieren que la 

cromatjna extendida en el interior del acúmulo no se transcribe, o si lo hace, 

no es detectable con las técnicas autorradiogrfificas. Cabe señalar que la 

asociación entre los demás tipos de cromatina y los ecúmulos de GIC no inter­

pretan un significado citofisiológico, que pudiera ser apoyado por trabajos 

previos. 

Spector (1983), encontró ceon anticuerpos nntí-Sm, específicos para 

snRNPs, partículas de tamaño y densidad similar a los gránulos intercromat.i­

nianos, estos descubrimientos lo llevaron a sugerir que los GIC contienen 
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snRNPs y que eetán implicados directaJl'ente con hnRNPs (premensajeros). Por 

las anteriores evidencias es po~ible considerar un orígen extranucleolar para 

estas estructuras. 

Además la distrjbución de los acúmulos de GIC en los dominios intercroma­

tinianos de la matriz nuclear, propone su interacci6n con ~sta, lo que coinci­

de con previos reportes sobre la presencia de RNPs unidas a la matriz 

(Faiferman y col., 1975; Micknight y col., 1976). Recientemente se ha observa 

do que algunas proteínas antigénicas cFtán asociadas can la matriz nuclear y 

con los acúmulos de gránulos intercromaCinianos en células en interfase y 

mitosis (Turner y Franchi, 1987). La asociación a la matriz nuclear no es una 

evidencia fuerte que aclare el orígen de los GIC, ya que también restos de 

nucleolo se asocian a ella (Miller y col., 197Ba, 1978b). 

Por el centrad o, Puvion y otros investigadores han propuesto varias 

hipótesis sobre el papel de los gr.ánulos intercrom&tinianos en el metabolismo 

del RNA nuclPolar. Puvion (1984), demostró que en los hepatocitos de rata pr!:_ 

tratados con actinomjcina-D, la cual inhibe la síntesis de rRNA, seguidos de 

marcado con 
3
tt-uridina y postincubación con DRB (análogo de la adenosina), los 

gránulos intercromatinianos no se marcan, por lo que se consi<lerO que éstos 

contienen moléculas de RNA de orígen nucleolar. Además observaron que los 

acúmulos están en contacto con el componente granular del nucleolo, del cual 

parecen derivar. Al respecto, en el presente trabajo, se observó un escaso 

contacto con el nucleolo (Gráfica 3). 

Las técnicas morfolOgicas cuantitativas fueron necesarias para evaluar y 

caracterizar la frecuencia y distribuci6n tanto de cromatina como de acúmulos 

de GIC en el núcleo. 

Las reconstrucciones parciales de cadn núcleo demostraron que los acúmulos 

de GIC son contínuos en 3 a J 2 cortes y que el tamaño de éstos varía ncotable­

mente, siendo la frecuencia mayor de acúmulos pequeños (Gráfica 1). Debido a 

la naturaleza continua de los acúmulos de GIC, se visualiz6 la estructura tri 

dimünsional de estos, encontrando que morfol6gicamente los acúmulos formnn 
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un complejo similar y comparable con los grumos de cromatina compacta que se 

han observado en un modelo tridimensional del núcleo eucarionte (Esquive!, 

1988), en el cual los acúmulos ocupan preferencialmente los ~spacios de la 

región intercromntiniana. 

Se encontró que el volumen promedio de los acúmulos de GIC fue signific!!_ 

tivamente diferente para dos tipos de población, los acúmulos chicos <? cor­

tes) y los acúmulos grandes (ll cortes), no cbservándese diferencias entre las 

derrás categorías de tamaño. Al respecto cabe señalar que la periferia del 

acúmulo en los cortes teñidos para cromatina (PTAs) fue estimnda por la super­

posición de los cortes adyacentes (EDTAs). Esto dió un dato aproximado del 

volumen promedio para cada categoría de tamaño. 

La puesta a punto de la técnica alternada de contraste para cromatina y 

ribonucleoproteínas en los cortes seriados, permitió el estudio de las relaci~ 

nes entre ambos componentes nucleares, ya que la tinción deJ PTA evidenció con 

alto contraste la cromatina compacta y eytendida. Asimismo la técnica para 

ribonucleoproteínas (Bernhard, 1969), mostró gránulos intcrcromatinianos con­

trastados, lo que hizo posible abordar aspectos worfológicos entre dicha rela 

cían. La cromatina en el interior de los acúmulos se puso de manifiesto sin 

que la imagen de los GIC se superpusiera o produjera incertidumbre sobre la 

morfología de la cromatina; lo que dio lu~ar a una caracteriz~ción de los d_i 

versos grados de compactaciOn de la cronrntina asociados con e] interior de 

los acúw.ulos de GIC (Tabla 2). 

Se utilizaron hepatocitos de rata porque en los mamíferos y otros verte­

brados superiores los GIC forman acúmulos (Jiménez García y col., 1989), que 

posibilitan el reconocimiento del grupo en varios cortes ultrafinos seriados. 

En el presente trabajo, la técnica de PTA-EPON dio buenos resultados en 

cuanto a la tinción y obtención de cortes seriados de núcleos de hepatocitos 

de rata. Respecto a la tinción se comprobó qt1e la especificidad del ácido 

fosfotungstico (PTA) es debida estrictamP.nte a la preparación de la solución, 

es decir; el pH y a la aplicación de la misma en bloque. El rango de pH 
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empleado es el mismo que han reportado con buenos rP.sultados (Vazquez-Nin y 

col., 1973; Esqeivel y col., 1987), salvo que aquí se vtiliz6 acetato de ura­

nilo para reforzar el contraste de la cromatina en los cortes. Las bases 

químicas de la reacción entre la cromatina y la solución de PTA aún son dese~ 

nacidas. 
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CONCLUSIONES 

1) El método de tincíón alterna con dos técnicas de contraste para micros 

copía electr6nica que se desarrollo en este trabajo, permitió el estudio de las 

relaciones entre la cromatina y los ~ránulas intercrcmatinianos. 

2) Las reconstrucciones parciales de cada núcleo demostraron que los 

acúmulos de GIC son contínuos en 3 a 12 cortes. 

3) Los acúmulos de gránulos intercromatinianos no son zonas de exclusión 

ya que contiener. en su interior cromatina. 

4) Los acúmulos de GIC tienen cromatina laxa en su interior que al pare­

cer no se transcribe. Además, presentan un grado moderado de asocjación a 

zonas activas en su periferia. 

5) No se observó asociación directa entre los gránulos intercromatinianos 

y el nucleo lo. 
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