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Se trabajó a 

Rattus norvelgicus), 

contrastadas con ácido 

CAP I TYLC> I 

RESUMEN 

partir de muestras de bazo de rata 

fijadas en glutaraldehído al 2. 5% y 

fosfotúngstico (PTA) para poner de 

manifiesto la cromatina, incluidas después en resina epóxica y 

obteniendose cortes seriados de los bloques. A partir de estos 

cortes se obtuvieron las imágenes en negativo de 14 

linfocitos, las cuales fueron digitalizadas usando una tarjeta 

digitalizadora MVP 1024 (Matrox) y el sistema Imagenia 5000 de 

Biocom con rutinas _específicas para este trabajo. Con las 

imágenes digitales se elaboró una representación numérica de 

las distribuciones de la cromatina compacta mediante elementos 

de volumen (voxeles), sobre los cuales se realizaron procesos 

de morfometría en tres dimensiones. Las distribuciones fueron 

visualizadas y cuantificadas utilizando el sistema de 

Reconstrucción y Análisis Tridimensional desarrollado en el 

CIUNAM, cuyo empleo demostró que las técnicas de Procesamiento 

Digital de Imágenes pueden ser una herramienta poderosa para 

el estudio de la arquitectura de los núcleos celulares. 

Los métodos utilizados permitieron obtener información 

invariante a rotaciones, desplazamientos y parcialmente 

invariante a deformaciones de los núcleos, obteniendo los 
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siguierites resultados para los los 

linfocitos e~~i'.i.al~aos: 
>e'•" ' --:""~"• • ·~- 1 

núcleos Los de· 1. _a 3 

nucleolos;' Lá' ·c:romáfina . compacta ocupa) uÍl'j;f.GJ% >aeic' voÍumen 

nll~:Í.·~~i_:'?'~~dfcíáfE;J'~i:-'obes6s de··· erosióÍ'l limi ta~a ;~{·~e'~o~~uviercm 
.07";'..>o ;~-~~~ ·-·~.Oo-~:s< ,._.,.. -:;;'._~"".;L':; ; 0.;o:c, -- .·Y 

1.1.n ',pI"(;ffieí~ú;;ycae!ic' ;i;{}grúmcÍs aislados de cré:lñia'.tiriií. (;cimpa'.cta por 

!1úci{~6\:;· ~i'. :i:él'' ~~yoha de los casos (92%), el total de grumos 

po~>riJg1~6 (e¡ total de grumos en contacto con la envoltura 

nuclear era muy similar. El factor de forma de la cromatina 

compacta total (0.8 ± 0.01) demuestra un alto grado de 

conservación en la. distribución de la misma. 

Se eiaborc:i.ro-n ~-~-~.P·~~ de la superficie nuclear en los 

que se observó qüe·1a· disposición de los poros nucleares esta 

preferencialinente' J:la(;{a'·lo~~ bordes de las áreas de cada grumo 

y sobre el área de cC;;;i1;~C:to . con la membrana nuclear de los 

cuerpos de gran tamaño, .J?rincipalmente en los que contienen al 

organizador nucleolar (NOR). 

En conclusión, el trabajo demostró que los métodos 

empleados (uso de sistema de computo y técnicas de 

procesamiento digital de imágenes) ayudaron a realizar 

estudios sobre la reconstrucción tridimensional de la 

cromatina mucho más rápidos y precisos que los realizados con 

métodos manuales, aunado a ésto se pudo manejar una gran 

cantidad de datos y realizar el estudio sobre la totalidad de 

la cromatina compacta y no de manera parcial como se habia 

venido realizando en trabajos anteriores a éste. 
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CAJ?:rrryr.g :r:i: 

INTRODUCCION 

CE LULAS 

Al igual que los estudios realizados por Darwin, hoy 
' .' " 

en día el .. obsérvár- a e los seres vi vos nos permite distinguir la 

inmensa, variedad_; de- formas que produjo la evolución. Hay 

aproximadamente cuatro millones de especies descritas, entre 

bacterias, protozoarios, hongos, vegetales_ y animaies ,-- cuyas 

características morfofisiológicas y de conducta ~8~-;fafs~:i..ntas 
.. •. :·;-', ·,__. ' 

No obstante, ahora se sabe que el estudi~-: de i~ ;.l.da puede 
•''.· .':': . 

abordarse desde un punto de vista·- -~~iiicador, el cual 

pertenece al campo de la biología -~~:iÜ1~~ ~- molecular (en De 

Robertis y De Robertis , 1986). 

El conocimiento que ahora tenemos acerca de los seres 

vivos, sobr-e todo a nivel celular, se debe a una serie de 

aportaciones y descubrimientos en el ámbito de las técnicas de 

estudio, las que se refinan día con día produciendo 

información cada vez mejor de la organización celular. Por 

ello, los lírni tes de nuestro conocimiento no están dados 

completamente por la complejidad del sistema que es analizado, 
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sino que influye- en . gran -medida el· alcance: y eficacia de 

nuestros -métodos .de estudio;_ ".",_-< -

,_ .... -:.··:. 

Asi, nos ;~ricci~tf~~Bi;'6b~->~i -~J:~~l~ma que representa el 
·-····,·':;f'.0: ;,·J:'/', -.:.,.,--

::::::::::: :±·~~t~il~~i~~¡~i=f ::.:::~~:::·::::::~:::::: 
·'~ ?·~~. --~ ;, ·-

cómo funcionan; 'f1f~\~¡jf;l{¿':r;'5ª~ '.C:pmponentes (en Alberts et al. , 

1983; Lehninger1~t~i6)'.;.~~'<{;;:: 
·, ·-----~_\f_'_. ~ ._:;-;:-:, ;:,.·,:.:.-._·., ·-~--~, 

- \~:A;:-:: -~;-~~·-: -

---- -- --- -

--
No fiié'-l~

7

¡'~~-'-~a.~'ta: l~. segunda mitad del siglo XVII 
-- .;:_Z'~.=!-=-< -:'-c_.-;f;__-; ---~ --

que, con el <:Ídveriinilentc;'. del ~ici-oscopio compuesto, se empezó 

a indagar sobre _:'91 ántes desconocido mundo de la vida 

microscópica. La capacidad del ojo humano para diferenciar 

dos puntos adyacentes· (poder de resolución) es de 

aproximadamente O.lmm (100 µm), a diferencia del microscopio 

compuesto que alcanza una resolución de 0.2 µm. Fué en el año 

de 1655 y gracias al uso de éste aparato que un fisico y 

matemático británico de nombre Robert Hooke, forjó el concepto 

de célula (del griego kitos,célula y del latin cella espacio 

vacio), mientras realizaba observaciones sobre las pequeñas 

cavidades en que estaba regularmente dividido el corcho (en De 

Robertis y De Robertis, 1986; cronquist, 1986). 

Para 1674 Leeuwenhoek informaba sobre su 

descubrimiento de los protozoarios y nueve años más tarde 

seria el primero en observar bacterias. 
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En Ül35, los alemanes 'Matthias Schleiden (botánico) y 

Theodor Schwamri. (~bólog~).bg~;:~;~b~~-· ~s fob~~rJ~~i~nes sobre 

tejidos. animales y ve~etél1es i •con i'a~ · éie ·otros muchos 

investigadores y llegaban- a Ia ~oriaíti1-i6ri' · d.e que todos los 
·- .. - .- ' - '. . . . . . . ."" .' . -~ . 

organismos estaban ',í:orrnados ~cir:: 6é1ur~s,, desarrollando asi la 

idea principal de la que hoy se conoce corno teoria celular 

(en Alberts .et al'., l.983; •De Robertis y De Robertis, 1986; 

Cronquist, •• 1986). 

Sin embargo, la mayoria de las células presentaba 

difidultades adicionales para _su estudio, ya que su contenido 

no impide el paso de los rayos d~ Liu~; haciéndolas parecer 

transparentes en el microscopio· óptico. 'Fué a. principios del 

siglo XIX cuando se observó que algunos ·colorantes utilizados 
- ·---- -: 

para teñir telas, también· surtian efecto en tejidos biológicos. 

y que muy cornunrnente mostraban preferencia por determinados 

componentes de la célula (en Alberts et al., 1983). 

Resuelto el problema de la transparencia de las 

estructuras celulares, surgió la duda de si los métodos de 

fijación y coloración no creaban artefactos inexistentes en la 

célula intacta. Muchas técnicas fueron cuestionadas, sobre 

todo a raiz de las investigaciones hechas por Fisher y Hardy, 

que en 1899 demostraron que, por medio de la acción de ciertos 

fijadores sobre coloides artificiales, se podian obtener 

algunas de las estructuras normalmente vistas en células 

f i jactas o teñidas. Por eso fué que se inició la búsqueda de 
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colorantes Vit~i~s"(~~~tam::ias que n(Lproducen grandes cambios 

a la 8é~~1a_},,;{,i~ :E~í:i.cil en 18s1 ideó por primera vez la 

~oldraC::'ióif; .• ~Ji tÚ:ti;'c'2ri t a~{¡l ;: d~ . metÚeno; .•.. · Po'steriormente, 

Micha~Ú~~K&'.;.~~~~~~i~t(t~:;~~~~~f;~~~ .. -:{~~~r•; .. ~ei\i4 •. candrioma y poco 
d~~~tié~' _la: amplió ·: •. r me Joró ;a ila forma :6;;,iitti: ~~ ~igue haciendo 

, .. '~.·'.---·. -'¡!,"'' :.·'..:,: ._.. -~~-,';!'. •• ,: , r' .ro:: - ;;::::=;'"'- .• -

hoy eri' ,,01a: cí3hc\]:c;ci~:i.fiQ' i:3'f>;~iS·;";.:l9'75j\ ¡~;;;;~2hu~stros dias, una 
. {, ---~ - ., .. - .(~º' -·.-:_.·-. ---:-,· ""'.;;" . , ' 

gran' viÍ.riiilci~ciheiii'icÜi~f.a.~'t~~rcuya'.:;;!fi:!bti'.Jidad .· y especificidad 

ha sido ·fU'~Pt-~~~!lt:'~· ·~¿ei~~nt:aaa;~ "~~~:·,~!lC:~e~t:~an 
- ~ -..¡ -;- ; ',"'-":• ---

del.• ci tÓl¿go~S'¡ hlo;./'L : :_• 

a disposición 

muestras biológicas 

teñidas, ya que la fijación 

impid~.:~i~ff¡'df'.~1fsis d,e la célula. y la hace permeable a los 

colorari.tes'.: Entre los primeros ;nétodos empleados se cuentan la 

inmersión de las muestras en ácidos o di sol ventes orgánicos, 

como el metanol, mientras que los métodos actuales utilizan 

aldehídos tales como formaldehido y glutaraldehido, los cuales 

forman enlaces covalentes con los grupos amino terminales de 

las proteínas y por lo tanto, unen moléculas adyacentes 

(en Alberts et al., 1983). Debido a que muchos de los 

especímenes biológicos son demasiado gruesos para observarse 

directamente al microscopio, estos deben ser seccionados con 

anterioridad. Esto involucra también la resistencia mecánica 

de la muestra, que muchas veces es muy débil, por lo que antes 

de ser seccionada se somete a un proceso de inclusión, en el 

que se utilizan por lo general ceras liquidas (como parafina) 

o resinas plásticas, que penetran y rodean toda la muestra. 
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Este medio de incluslón se;~~ndurece. ~Fpolim~riza··para formar 

un tiioqú~1ªúiE''gu.Ef;k,~:pued~~. tg;~~~~ª'; ~tiii~a~ao ~n,Ínicrotomo. 
El grosb?;ct~~ . .18t:~6~~~d·,·::0Jf~hiif~~·.··~.~~·~·?m¡:~fr~.~·co~i~·.· Óptica es 

de entre f1yi,fo:jim'0~en' i:{g#f~···~i{i~:i::'; ;i?!Js;¡J+ . 
-, -· ~-::)¿ ····: .·-.: -2:'; ;j{ ~~-~i:fi~j t;3; ~Ó" ~:~~_:J~,~{~~-::'.;.)~~~:~~~-~~tt.:¡LJ .. ~ ·,·\~ -~~,::·i~! 

'":"::··:;io{'?. )f'. ',¡ ,.' '. :~\\,~~~c',\'.J_~~~~ ~ <-:¡;."-' <e'.,;,~ ·; ~'~\~L &~.t-~/'\~,:: -
•<Eii oi~J;t~~l~ei~i;6 · 6~Vi~"' 'J!:~Í~ación f~~1~1a.i: se vió 

amplia~~~1:~ beneÚ'cii~~'b .~g~2·' r~J:fK~~f~nto ,Y avance en las 

técriic~td~ ~~t~di~ p~~···riíic~i~~~~}~·g~~r·8a./p~ro la estructura 
o·,'. ' ~ '.-' ' ·.; '.;, o~~;;, :!"'''. 

fina de la célula, ·.y.mii's''°aúf¡';~;·iia'lcie 'sus componentes, estaba 
. !'.,_,.o,·.;; .. }~ '"';;o;:¡:. -"" 

aun Oculta deb.ido a .,las?.{iniitanté$;/éfoi' poder de resolución que 

hasta el momento se ob~~·niJ;:}:EiSte poder de resolución está 

íntimamente. relaciona~q-'.~~~~t~~~,l~~~iud. de. onda de la radiación 
·_:-e -.:;.)-j:~~:~~'.~:;;;:.--- "•coc:_·-:;;-;::,--; 

que se utiliza (tai ··c::omo':·10Jédescribe la ·ecuación de Abbé J (en 
.- ~ 'i<".: 'o<~ 

Bozzola y Russell /' ,19~.~-J:i~.l~jpe:,: ce~t.a manera, en 1926 Bush, 

apoyado en los estiidlÓ~'.~i§:'~"'-S!)'t' Eír'óglie~ sob~e la naturaleza 
·- ':;,~>·'·. ;e·.''-"-' ~~•·'---""';~~----o-> 

corpuscular y ondul.~torÚi;,_a;;g\.in(haz<Eii~ctrÓnico ,. experimenta 

con modelos tEióricos ~~ ~~s6~ d: l~~te~Z~r()pidós para haces 

electrónicos. Más adelante, en 1932, el: sUeño de diseñar un 

microscopio electrónico fue alcanzado por Knoll y Ruska, que 

utilizaron lentes electromagnéticos para cumplir su cometido. 

En.1934, Ruska mejora su diseño agregando un lente condensador 

y obteniendo por vez primera un mayor poder de resolución que. 

el microscopio de luz (en Bozzola y Russell, 1992). Los 

microscopios electrónicos fueron perfeccionándose más aún 

hasta llegar a los modelos comerciales de hoy en día, 

alcanzando un poder de resolución de aproximadamente l nm 

(en Alberts et al., 1983), y teniendo una serie de aditamentos 
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que van desde una cámara' f~tog~~fi'.cél. de 35 mm hasta un sistema 
-,..:;:_.~'.;'.- ~·-· 

computarizado para 'el ~análi~T~ y EeÍJ~!"tfo de las imágenes. 

"¿_· h:í ,, . ; ' \¡.,- ·~ : 

electrón~~:~º--- l;J~ó~l~~~l~·~·~~f~~fn!~cf::oce::~ien::cr::00::: 
ejempla:res bioiógi~Ó~; ~~m~{'é'f se : han ido modificando y 

';-ó"-

aumentando. Asi, por -~j~\npio> en microscopia electrónica se 
'-·-,>·::;:_ ' .. :· 

usan medios de inclusión :}:"amo resinas epóxicas, contrastantes 

como el tetraóxido de 'os:mf<? (C::olllpuestos de alto peso molecular 

que dispersan los electrones) , ul tramicrotomos para generar 

cortes ul trafinos de entre 50 y 100 nm de espesor (Peachey, 

1958), etc., que junto - con. los avances en las técnicas 

citoquimicas han proporcionado una nueva visión de la célula, 

permitiéndonos indagar en l:a ultraestructura de sus 

componentes y comprender mejor el funcionamiento de esta 

maquinaria tan impresionante que representa a la vida. 
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II.2 EL. NUCLEO CELULAR INTERFASICO 

Como se mencionó· en._'1.a· sE!qción ·'.a.ntérior, los avances 

en los ~étodos d~ e~tu~io de {a':fioÍbg.fa;~~n\p~rmitido tener 
"_ .. : . - ' : ' ·.·· ,. ·.- , ·:.. ':_· .' .· .~,.·· \; ,;. "f><;' '. -,; .. '.<: 

un mayor cOnOcimie~to tanto d~<i~~,,,~~f·eª'-~p~b~~iiontes como de 

:::.~1~t:1;:::·:~n l:s .::{:~;í~1t1~~;;1~::tr:•los t::·:: 
cuentan las células éitié.EciJp.formifri, ~'.~j;'·~~?ci9s ;os organismos 

superiores, c:::ijié!J~Z~~~! i~~Úer~s) , . y muy 

especialmente .· ...... ,. . '"'':'.i;'.;r . . ;;'i}:>
0

,f_;sf_, ... _·-.ª.·~·_.~g~r;_; __ ~1.:~.~-~-º~~i'.i1~r:écque "'tiá.~:ia·· · 
pauta para.la~ 9:t""c!IJ..~:;cl!v:!st<?.I1 . . f e.i,icios 3~fg~rii~mós 
vi vos: e1 núcleo e:a1ü1~:~?. ,;_fr;· . M, ~}f~· '""'. ;:¡;z ;:.~~(· '' 

~·~-- ,- ,,.-t ·~·~tc:i; ··s:c_, ;_,,:::,;. ?.',i~: 
-i\;':~~- ·--:~;.k.-~ ---·~- ·°. ?¡!~--~; -- .,.,-. .,"'. -,.,_:, - ' .. , - ' 

o ---- • : • ... _ ._. ·" • ,~ \~~~~~<:i~- ~:~i.;r~~~:;_::~_~; · 
La ·¿j_~~iii~a~¡¿~ de· 1os :~e}Ji"~i.JC>s ~-~~-"sido siempre un 

. --: :;;;!' -~ ,• -~ " 

tema de discusión entre los hombres de .. ciencia. Desde los 

tiempos de Aristóteles, solia dividirsei'es en tan solo dos 

reinos, el animal y el vegetal. Desde mediados del siglo XIX 

muchos cientificos dedicados a la .sistemática observaron que 

habia otros organismos que diferian de. las plantas y los 

animales (actualmente la clasÚica6'ióTI· en' 5., reinos propuesta 
,- ~· . 

por Whi ttaker en 1959 es· Ta•~fülis \aC::~.PtacfaF {en Margulis y 

Schwartz, 1985). 

En 1937, el biólogo marino francés Edouard Chatton, 

publicó un articulo sugiriendo el término procarióntico (del 

griego pro, antes; y karion, núcleo) para describir a las 
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1~a;~l·•·· ·Ar'}¡;i~~eci~r/ .:e~f~ ·~ui~~~ncia 
,_,- ·-:.,':;o, ) -

entre organismos con y . ?in . h~bl.~o. ceiUíi:lr : es ·.la ~ayer 
discontiriúidad evolutiva···· que k~2~~;i e~Í:~~f~J.~ri;~~ : los ··seres 

:~ :.~~ 

vivos. 

.:\.. -.. :' .. _ : .. _. . .-r-:·<· ~:~~-~-<-: <- ~ .. ~ ·;,::º:'.:, 

principales .•••;, ~{ co~p~rtaro~nú~á~pf~~. es : uri.a de ias 

6~rd~~~~i·~:t:i6él52 el.e. J.~; c~id1ag• :uc~r{~ht~~J; ...•. que • además las 

iiiie'i:enci;!: :;d:e las se 
•_;: 

manÜiestaen1a:posesiónde/sÚ.hestrl!~tU'rasce¡lulares llamadas 
': '· ---- -•-' -,'" .. ,, .. .: - ,--:-. -- .---: --, ··:·<~· -t-~--,-G"f;i--r·.•:-~·r-•t';'!;c·-;-

O'rCJcirie•fc;S~:q~e. permi ten~la}~ep,iJ;'~§~tiri~J:erij:iempo y espacio de 

las actividades metabólld~~ :;~~ )~~~~~lula. De entre estos 

~.~CiEi.nelos, el núcleo 6ei;1iaf; h~i:~.Í.Cib de gran interés para los 

citólogos; ya que su b.i~b¡.~~ ~~f~· intil!lamente relacionada con 
. ' - /·< ·-:~-:: :', '.: .. : 

los procesos hereditaricl~~ < 

En 1831 Robert· •·sr6wn describe la existencia de un 

pequeño : }'glóbulo" dentro de .. las células, de material 

r.elativamehte denso y al cual denominó núcleo (en Asimov, 

1985). Los grandes avances dentro de la biologia celular y 

·molecular· de nuestros dias ·e han··· demostrado· que el núcleo 

celular tiene como una de sus principales funciones, el 

separar los procesos de duplicación y transcripción del ADN 

(ácido desoxiribonucleico) , de la traducción del ARNm (ácido 

ribonucleico mensajero), la cual se realiza en el citoplasma. 

Esta separación de eventos permite a las células nucleadas 
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los 

1987). 

ve interrumpida por 

paso selectivo de 

sustancias a tráves de ellos. Los poros están formados por un 

complejo proteico de forma octagonal que es rodeado por 

estructuras circulares llamadas anillos (Green, 1982). El 

diámetro de estos poros es de aproximadamente 80 nm, pero al 

parecer el diámetro funcional es de tan solo 9 nm (Newport y 

Forbes, 1986¡ Avers, 1987). La superficie que ocupan los poros 

en mamíferos es de aproximadamente el 10% del área total, 

mientras que en células vegetales y protozoarios llegan a 

ocupar hasta el 36% (en De Robertis y De Robertis, 1986). Al 
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pare,cer, -~l número de poros- está relacionado· con la actividad 

transcripc.iona1· de la célula . ('30 • millónes por núcleo para el 

ovocita• ·de r;~nop~~· ,~· Jci_iJ e'n ~:fos. :~'.2it~b~{~¿~: ma~~~bs). (en De 

Rob¡r¡i sf w~.Dl~:a~;. ~01~-á~.m~rl.;;fn.at;f .: .. , .••• nGutc~.~~IJ:~,!Jno,~~-;_·_.gl~a~·m~ .• i¡~nt~a: í-f.-.ef····--.m_-l. .. ::bb·_· •. ;:.·····ªº•.•--.-.~s·_-.ªa' ~,~1-~~-~rria , ~- se 

~nd~~,h~~~>: ,, :;• ,. ''"' , , ~-·~· '::~:•;•;~~;:;<-; • ''" ' • . ' ·-··.-• qüe es.tá 
consti tuída por', tres diferentes lipéyt'idoEl~ (!'aminas A;B, y 

con la 

es de :~~~;~¡';ti: ~d~~p;jf ji~~fat:~;~:¡~~::"":::na:. 
Í:.irg~hi.~á~" ~:i:6~ )66niP'1~hei~: _g~ ,ip~r·a~-,;)y 'mantener la cromatina 

11 inacúvá" en l'a perif~J~ii. y ·~l~;ada de la cromatina activa 

e N~wi?C>i-t Y. Foi-!oes, 19 a 7 l : 

NUCLEOPLASMA. Representa la mayor parte del volumen nuclear y 

se encuentra entre la cromatina compacta _o __ heterocromatina, 

por lo que contiene a ·la cromatina laxa o eucromatina y 

algunos componentes ribonucleoproteicos; contiene también agua 

y diversas moléculas solubles. 

CROMATINA COMPACTA O HETEROCROMATINA. Es el ADN en un estado 

de compactación característico de los cromosomas en interfase. 

Se dispone en su mayoría en contacto con la membrana nuclear 

interna y rodeando al o los nucleolos (Comings, 1968). 

NUCLEOLO. En él se empaqueta el ARNr (ARN ribosómico) recién 

sintetizado junto con proteínas ribosómicas para formar los 

ribosornas. El nucleolo contiene porciones de ADN que codifican 

para ARNr y a estos bucles de ADN se les llama organizador 
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nucle.ol'ar (Fakan y_ Puvion; 1980)' 

~·- ,-

PARTid~~~s RI~oNuéLEOPROTÉ:IcAs. Están representadas 
.· '~·,,_,:-'.._: ... ;·.·~Y;o::~;::. '-S~-

por: a) 

ias fibrii°fi ~:p~a~i::ó~ati.riianéls C::ori<u~; d'.i.áineitf6', eritr~; Jo ~/so;/>. 
,. ',:;;,: 'i ·~ ) . . - ·-;,,_;,,' . ¡ ,4, ' • "' : ' . ' 

. p~r6 ~~ri\iti~1lb~'-~as6~(alí::an~an hcaosmtpaa .. c .. 2toa,º-•_;_._•._-.·.·(A_.M;(o····nr.:n.~_Te·· ... rJ1·:.º;._:º .• n'.;j····ª .•. '.;y.~···-·i··.·.'. .• ~B;'..ªe·_.tr'n!._~hh;·aa.rEd~ª.-. 
la· J~rá~ria de la cromatina . . . . ; 

-o~;~;, -:''ét '. '~t';:;\i -Ni21 :~.: "-

1969) 'y al parecer corresponden al· pr.i.in~rJ'..trí'ínscritócde 'ARN 

(Fakan y Puvion, 1980); b) los gránud~\jP~~{~if~~'t'.i~i~nosqlle, 
miden entre 400 y 450 A,< .pie~~h~~'.ht'i!'~~<. ~-~i~ claro de 

-~ - ;. '. 

aproximadamente 2so A de grosor''.;''( Mori'n•e'fcii:í' y' Bernhard, 196 9) • 

Al parecer estas particuÚ~ ·i:ib~'fi;i~'p~riaen· al· ARNm maduro, de 
--'-_- -~-·.-:' ~·. ·:::,~-;é;_;~'-:--~'.!~5°~-'::'.'.".".·c; __ ,:;_~·- :_·- - ~---

tal manera que algunas fib~as'perfcrC,Tiiati,nianas pasan a formar 

estos gránulos; c) los gránulos -intercromatinianos con 

diámetro promedio de 200 a 250 A;; que se localizan entre áreas 

de cromatina compacta (Monneron y Bernhard, 1969 ).,, agrupados 

en vertebrados y dispersos en invertebrados, qlle.parecen:tener 
. ' - :: -~- ' -. ;:.• 

relación con el metabolismo del ARN ( Fakan' y. Pu·1/ior{) :Í~80), : y 
-.¡,,,_,-_,_,,::· ·.·' 

d) cuerpos espiralados, son elementos intercr~m~t:ÍriiC:os de 400 

a 600 A de grosor, los 

(Monneron y Bernhard, 1969). 

-· ·.·. , ,-

cuales se desconóde , su función 
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II. 3 LA CROMATINA 

Alrededor del año 1880; el biólogo alemán Walter 

Flemming realizaba estudiÓs con' '.céiuiás vi vas de la epidermis 

de salamandra y ol:>~er'~ó ' Í~~ 't~ari~~6rmaciones que sufre el 

núcleo durante la div:i'.~:I~d~.~;~~{~~a;, determinando asi la 

sucesión de los pas~~ ~~ \l~;~~"tto'sis: Al mismo tiempo ratificó· 
~·:,~§'./-' ).'~ ¡:,:~;· 

sus observacione~ d~.· c7éiui'á~f\v.ivas con preparaciones fijas, 

pudiendo 

observadas 

identif icá~:'s~!i~~'f~']J (que punto 

eran resul i:ci~t:~ d~: la técnica 

las estructuras 

utilizada (Nason, 

1985). Gracias a esf~s''il1v~~'EN~a6ne~ observó que el núcleo 

presentaba un · comporiefrt~ 'c:iue tomaba tinte de los entonces 

denominados colorantes nucleares,.· al cual llamó c.romatina 

(Asimov, 1985);En 1888, Whilliem vori.Wa~d~yer dió al filamento 

de cromatina el nombre de cromosoma (c~erp6 coloi~:~~.:)}' (en 

Avers, 1987; en De Robertis y De Robertis; Úl8~};'. 

En 1924, R. Feulgen y H. Rossenbeck; ,describieron un 

método para C:ClmprObai:''' :.:i.~· ·· presencia de ácido 

desoxirobonucleico; d~~ )_(;) ;düe se·.· pudC> i~. conociendo más sobre 

la composición quimiéa.:· de ia. c.'3lu}.a, de t~l manera que 
-- --

actualmente se designa con el término cromatina al material 

Feulgen positivo que es posible observar durante la interfase 

(en De Robertis y De Robertis, 1986). 

En 1928, las investigaciones de Hei tz lo llevan a 

distinguir dos tipos de cromatina, ambos de reacción. positiva 
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a la .técnica de Feulgen. Al primer tipo le llamó 

heterocromatina o cromá'l:i?la compactái,· (cromatina compactada en 

interfase)·,· ct~sáii:ii,E3n~o1a:ccíino~·ia~-·.~ª?:te' ae1 cromosoma que se 
•· •' .-,¡'.e;."' 

::mp::ta . ::~::rs ·t~t:i::r~~~r-~r~~~!~:~a:ce :io:o c:::::::::: 
,., . ',;,• . ,. "' -,\::,'./·-

eucromatina o cromatina la~~ dé~crita '60~0 las partes del 
'cJ.~: .r ~ e:'~, 

desenredan' •· ~(Z' ~~}~; íiaé'en cromosoma que se invisibles en la 
\'.:-'.·''.~;'J·~;-

telofase (en· Alberts et al., i9a~.) ;;s 
~·" "e-¡ .·_;.-;;_-~;.·•¡ 

La autorradiografia . de', céluhi.s;'Wincubadas en presencia 
L'.'...:<,: • , 

de precursores radiactivos dE7, A~~·~EJf~¡~~-~~ce:~.ª 111ayor .parte 

de la sintesis de éste se re<i.llia ''3n~Xias). ionaS de cromatina 

laxa, no quedando marcada la cromaHil:aoé'.9om~ácta (en Alberts et 

al. , 1983) • Estos resul tactos co.nt~¡:is:t;;'n .con::,e1 hecho de que 

los ·núcleos presentan una· gran cantictad 1ct~6f.Cimatina compacta; 

ciertas células como los timoci tos de Be6~:ri:6; eritrocitos de 

vertebrados inferiores y espermatozoos;'; contienen entre 90 y 
-_- ,; ' -, - - - '.-.... -_,~ - . -:. -;:-

100 % de cromatina compacta (Ris, 1969) /e: 
- - --. -- - '.~' -..:±· 

Brown en 1966 distingue dentro de la cromatina 

compacta o heterocromatina dos formas distintas: La 

heter.ocromatina facultativa y la heterocromatina constitutiva. 

La primera, forma una zona compacta en uno de los miembros de 

un par cromosómico (corpúsculo de Barr en hembras de 

mamíferos). La segunda corresponde a la que se localiza en la 

región de los centrómeros y telómeros o formando zonas 

definidas en ambos miembros del par cromosómico, en todas las 
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célÜlas · c'le Ún' i~'ai~i'di:i-o y e!l t~dos los ,individuos de. una misma 

especie (en '¡jé 2~()ki~rti'.~·. ;y '.Í:>e .~:ol::Í~rÚs ;' i98,6 l.; 
:.-;· :·.:':~, ,;¡' .... ,. ·:.:j~,J~:,;~.0;ri ;~·~·· /;J~~;\' ~-.,_'.'.',< · 

·-·::; -~fi?--~2':~: __ ,-.·.- ,,•;¡ -,-.-.· -'"••"- .,: .. . --- ''•·· --~.··.,.- .... ., 

;··.',.caíJ8_C::s0r.~±·ar·{~:.di-;l~~~~;s~t.:1~'.~;~~~Jl~1¡ .. ~~~fª:é~i- término 

crC>riíat~;a'~~x{?#C>~(,~~6jn~é;'•'. 4~~ :'~i '.bien• son 'ié:omponentes ~elmicleo 
·,:,;.>.~'-·.~--- ~;-~.(, :··\· '·:"';-_,:· :-~:;;": ·- '. -. 

ceÚ1iár' ¿;;ris;'tifi'.i:fa~I{ peri·~ iT~ ~ma'terial, (ADN, proteinas 

J:i.Í.st'On~~ y: ri() .h.Í:~t;;rlás ~y'f¡;R:~)"' ;J;?ri6,l(~~i1·i ~.i.11() :,diferentes estados 

de cbmpacta~iÓri o pi~~l~{·~J~~,,~~,f,~I1~~'~ffibra~ de ADN. Así suele 

referirse a ioE; c~~m6~~~~.~.~:~~'gn¡:g:¡i~i~Íll~t~rial genético formando f·> '~- ,i' ·'.'v~('\">~:~:~-- .. ~- :. ,- . ' 

cuerpos ip~iv:ictU'aie's:~s'oic;iJ/~is'f,ingÚibles durante la división 

celular: En',·e;f';·~-~~"€~~~Í;~i]~~~i}¡~lc6, estos cromosomas se 

ericúeritr~ri~'~~'d~~~~{%f,J.~ca~~:~:'f'~~ qÚ:drata.dos y dejan de ser 

distlngulb¡~j}l~~l~ldúa1i'ti~~te (~is; 1969 ). 
- ·- 7;'::: ·e .;.,.··· .• •. '/ 

En 1944, gracias a los t,rabajos de Avery, Me Lead y Me 

Carty, se descubre que el material genético corresponde en 

realidad a los ácidos nucléicos, pero no fué aceptado 

totalmente hasta que en 1952 Jilfred Hershey y Martha Chase 

utilizaron isótopos radiactivos para marcar las proteínas y el 

ADN del fago T2 cuando. infectaban cepas de Esoherichia coli, 

ratificando así los E!st_~di~E; _ de_j\ve_ry y colaboradores ( Avers, 

1987). 

James Watson y Francis Crick proponen en 1953 un 

modelo molecular del ADN, articulando un gran número de 

conocimientos acumulados previamente, permitiendo así estudiar 

los mecanismos genéticos a nivel molecular. 
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_ La microscopia electrónica ha --- sido -utilizada 
- . . . ' 

intensivamente para· -este tipo .ae estUl:lios, pero aún asi, los 
.··;:-[.- ,·,.!_;--

cortes finos-_ -~4e·) se/, anáiizáii ,'.han 'contdbüi.'dO -p_oco al 

::::~~=~::~~·~~i~li1~+;:t~~tf ~~~i1~!!~~f~~~f~~ii~.i~;;~~:: 
:::bi::::::im_~~ttt~f Jf~-~i~~~~~i~f~~1J 1 ~~f it~~f r:ª1:: 
( Comings' 1_972)'.. '.'}C ~\J, r:~;;·-~t· ::~ ~ ;;~:_- ?: . --o~ ~!~~·~~;;r· ··- '/ _ 

,_,,. '~-'·,· ·),/._';,>··· L:¿~ ~··-"· -. :. ;."-';~;-~~,_:~;,·:-- .i.·;~;l)}~>-- '<'"~:~~0 ?i~~~ -~1)Y~ < _.,,_, ·. 
-:~f~·;, '-~~~:~ ;;;~);~~"- - .•,:,µ -,~: :.;~ 

l• lo"•':::ºt;~:t~~*~{~W#ó~!~:~~~5::~~~f Pl~~¡l:, ,. 
cual eSt:t<J6b'g:t:~~~r-::f-ei; núcleo). Utilizando métod_o~ de 

-:~;· 

digest::ló~'\; E:!'nZ'lmátic'a -a diferentes tiempos se han - logrado_ 

iden~i~i2~;1f¡i~t·~-{ii~'f~t6~ grados de empaquetamiento: 

a\_- 'E:Í. h~~ie6~oma. - Puede considerarse como el primer 

plegamiento de la doble hélice. Esta unidad repetí ti va de la 

cromatina se observa al microscopio electrónico como 

partículas esféricas de 10 nm que en conjunto dan la 

apariencia de collar de cuentas. En 1974, Roger Kornberg 

propuso un modelo del nucleosoma en el que se considera como 

una estructura aplanada en forma de disco que constituye la 

unidad fundamental de empaquetamiento. Tiene 10 nm de diámetro 

por 5. 7 nm de al tura y se encuentran unidos entre sí por un 

filamento de ADN. Cada nucleosoma posee un núcleo ('core') y 

un espaciador ( 'linker'). El núcleo tiene una longitud de 

aproximadamente 140 pb (pares de bases), mientras que el 

espaciador es de longitud variable, pero en promedio tiene 60 
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pb, por lo quei)n Sl! ponjun.to e~,.m1cleosoma:reime 200 pb en 

total (en~-~l~er~~ -eii~~/'.,-~;J.983 t• Mi;:.zabekov¡ · ·-1981; Felsemfeld, 

1978). 'En;~{yi~~er'lór;:;d~ÚrÍ~C:ú,;éisi:im¿ se localiza un octámero 

· de ~rcif~i~~~;p .:1~-~-,-~~~:i8i?i~')L~~fi~;· llamadas· en conjunto 

his~~l1<i~J~~~-~%i~~i~é\l~.1i~l1~·e,~;-~f~e-;7r<l un par de cada uno de 
- ·,_.,.,-, ' . ·,:::; .. _-. 

::::!:~tl~i·lil;if ~;~":;;º.,:~Z .. n::. .º:' .::: ,:: 
:fe · ;·,.i¡, •-<~ h;;_ ~'.{ • ·-

- ••.• ·» :_;~:'.·{' •• --··r>:~-~'l -/·:i:t ... !:_: ~-.. é.~_:· __ ,_,;.:,\" _____ ::.:· ~ 
-;,:~~-. _ .•.• ,'. -,' ---;;,_.- :' »;:-::<!' " .:. 

- •f¡ ¡+•p16:ra:s ·'ci~t;~~;;~;ri~;::.:./'t~h'i- el nueieosonia existe una 
- '" ,._,:..~,;-·. - ".-.-.,._-, :-~;v,: .,~'<:' '"~j-' ... "' -

condensacióri,•·~~Ü-·Ao~·~~ ',~~t~~~;--~o~.~}'.~7.i'.i~~-~.~:~~;~;P~fº·if; •. !llil,veces 

menor de la existerité en 'i:Uri~~Lc:i.~~§soíria 'met.3.fásico J_el'I De, 

Robertis y De R.obertis';;c _ i986j;¡ 'c~a.nci6 ·la t'~6rifcia de 

degradación utilizada no ; eÚ:ilUi.n~ la 
•' '. - :_ ,, '~'-.• > : . 

historia '_ Hl, los 

nucleosomas se mantienen unidos - y se observan al, microscopio 

electrónico como fibras de 30 nm de grosor. Esta estructura es 

estabilizada por interacciones entre moléculas- Hl en 

nucleosomas adyacentes (Avers, 1987). Se han propuesto 

diferentes modelos para describir esta estructura. El modelo 

solenoidal es uno de ellos y está compuesto por 

superestructuras helicoidales en donde las moléculas de Hl 

están en el orificio central de la estructura. otro modelo 

propone la disposición hexagonal de los nucleosomas, donde se 

requiere una molécula ,de Hl _por cada vl!elta (en Alberts et 

al., 1983). 

c) Dominios 



nrn el A[)~ se plie¡ga , unas -~º 

veces-'- más - para'- alcanzar 

cromosoma rnetafásico (en 

la ~xistenc:iia de este 
>'< __ , _.:,,'•, ' .- -

proteínas no histonas que se 

secuencias para formar el 

_tienen longitudes que van 

a su•vez en fibras 

muchos de estos 

d) condensación 

cromosoma 

bucle muy plegados que proceden de un eje centrai. Se cree que 

el bandeado de los cromosomas representa diversas maneras de 

empaquetamiento regional del ADN mediante diversas formas de 

plegado de los bucles (en Alberts et al., 1983;'.en De Robertis 

y De Robertis, 1986). 

se han logrado, nos lleva a intuir- -la '"g:i~n~;'ini~ortancia que 

representa la forma especifica de asociación entre ADN, 

histonas y proteínas no histonas; ya que esto puede ser uno de 

los factores principales en la regulación de la actividad 

transcripcional y de duplicación en un tipo celular especifico 

(Fasman y Cowrnan 1978, Ris, 1969). 
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En lo _que __ respecta al _arreglo que adopta la cromatina 

en núcleos interf_ásic()S, _se isueÍe 0 mencionar que la cromatina 

compacta se encuentra; por' 'i~ <::~lllüri•en Ía zóna adyacente a la 

membrana nuclear -~XfE7ina..I~Gt~2~"a~~Q"- al o - los nucleolos (en 

Alberts et al., i~83, enjDEl)Rob~fti.s y De Robertis, 1986). 

20 



II. 4 ESTUDIO DE LA DISPOSICION DE LA .CROMATINA EN 

INTERFASE 

-· -· ,<·:,.- .. -- «-

-· (·_::'.~· 1r:'.·:~-~"" _, >·.--. ;:.-:- .. _" .. >:·,:_:.: 

::::::;~;f ;g~q;uJe!_._i_ ••. _._._.tíº~-··-·m·.·_
0

_,_:_h~ª-:_tl1l!ªt_'! __ t!cri¡ºmitªtrl.~:~t~i~~~í~~:tB~~~~ 
la disposicióri - - - :c;:i~·~iítai '.fase ·:(iei ciclo 

celular_ y ;_su c)~i:~~Ión:, con"_~él:- TC>~ cromosomas en --""' -,,.~ 

metafase aii~ ~e) s~ h~d~~dit~ad0
1

6~'j~~j~~~ente (Bennet, 1984). 

Asi, desctii~ini(::_iti_s ~~i pr~fie~te=~;g-~c:>iz'-¿{~o'1ogOs clásicos como 

Strasburgel:'.; Syques~ Gatas, "Tahará''7~stbiÍips~ -Nemec, overton, 

Muller, Lawrence y Watkins, -;~_l¡:f~r()_~- estudios en cortes de 

células; notificando -que· se :'enéíontrab_a' ;una tendencia de los 

cromosomas homólogos a ~soC:ÜrsJ' _unos ·- con -Otros (Avivi y 
~:::::.,,:.º- -';""-· 

Feldman, 1980). 

-' 

No 
- : _., '. --,---·.:·r:.'(-.' .. ,~::L: -- , . ., ;:~. ·':·:: .. ,_ .·';_;·: ·:..·· 

obstante; l,i::' giii3i:l'.~ -d~ ; ;ia;:' eXií;;_terió_fa - de - Una 

ordenada de :·1;,;,;.t,:7c5-r'g'ilio~Üiii.ii~ :/ ~n< iritcir'ia~~ ,'' -es disposición 

manifestada desde el siglo pasado por Rabl ( 1885), _ quien 

propone un modelo para su arreglo en el que estos se 

encuentran polarizados; con los centrómeros en uno de los 

polos y los telómeros dispuestos meridionalmente hacia el polo 

opuesto,con los cromosomas homólogos yuxtapuestos y con 

multiples uniones a la membrana nuclear. Este modelo conocido 

como modelo de Rabl, ha sido apoyado por muchos otros autores 

que en sus trabajos han obtenido resultados similares 
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(Hadlaczky, et:; al.',19B6; Hocl:l.strasser et/al;, 1986;. B()urgeois 

et ai. ·~.···i9-85; i~V'alá y's~ariiil.,' Í.9~5)~·'' 

estudios en lés 

entre ·los cromosomas metafásicÓs .··en pÍ~nt;~: c8ilia';~~ 'Wi.:Jb I no 

::::::ci:n d:0:::rt:::::::ma:z:::~iE:~t~~~~~J~0~~~Jt~~1brit: 
adyacentés gracias a los esthJi~~

2

~~'.:'~~;~,·~J~~~il~}f~
1

{;igi~~ ;'~e. 
tra~slÓc~ciones •. en células, expÚ·~~t~t{'f. 'ª~~dt~i~~t~~~\,, {~YJ:'~{2:·y 

.. · ' '. . . . ''. e·;·'.., ·:>',;" «·',."~-=¡~~~· ;k~):;; ,- '"¡: ,;.;.-:. ,'.·::~,,;';', 

Feldman, > 1980;. Comings ,;1_9~.~;)\i'~~fMi~'-{~·.;~;~~·?.< éfi:tf 
._".,," <'._,~;,_·iil,- >:J,:,,,- ;--:;_}''. ~- .'··,-": 

;-=--< ':;~~-~~:~~~;0'.l .··~~~&1~-:·~~¡,~~~:~*~~$?c;~-~~:~~ '""'::~e_;-- - ' 

Estudios con microsc E:lctrÓnfcailleva~on ia Wollam 

:.p.:::::::.. t~=~;J~i~f J~~i,¡~,t~f .:::~n:ºn :: 
.~-;-'.:t :>.- ::-.;,1~:::r;~~.:~~~;<':~:· ~ '>~ ~ 

membrana nuclear. De iguái.{manera· 'Y.'otsuyanag observa una 
,. ~:- _'. - : '. ~ ;::', , _· ,:·. ·.'· • •• o' 

estrecha relación del ÁDN ºmi tocóndr-ial con la membrana de la 

misma. se postula que la relación de los cromosomas con la 

membrana nuclear se conserva tanto en la interfase como en la 

división celular y que este puede ser uno de los factores que 

proporcionan orden a los cromosomas durante todo el ciclo 

-celular- (Comings, 1968). Los cromosomas en interfase se unen a 

la membrana nuclear en su parte interna, interaccionando con 

las proteinas de la lámina fibrosa (en Alberts et: al. ,1983) ¡ 

las regiones de los cromosomas que se unen a la membrana son 

especificas, tales como centrómeros y telómeros (Avivi y 

Feldman, 1980). 
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Las técnicas de hibridación in situ, se han utilizado 

para determinar la posición de las regiones del organizador 

nucleolar en la interfase (Wachtler et al., 1986). De la misma 

forma se ha demostrado que secuencias especificas de ADN 

tienden a localizarse en determinadas regiones de los 

cromosomas en eucariontes (Schertham et al., 1987). También se 

han realizado estudios de la disposición del ADN altamente 

repetitivo en plantas (Appels, et al., 1978). 

Los estudios con digestiones parciales y totales de 

las proteinas histonas en núcleos interfásicos, demostraron 

que aún sin las histonas la cromatina tiende a adoptar una 

disposición caracteristica, lo cual hace pensar que estas 
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proteinas juegan un papel -secundario- en la organización gruesa 

· de la ·croma tiria, siendo J~ ~~:y<Ji importarici~-]_~5 hni~l1es -_ a la 
.--, :_.,--,'.· • __ ,' •.- :.,',' _,ce_ ., •• _, ;::---.----·-:,--. __ --_ ·-_--- .. ;,' -, ·-,·· -.-; 

membrana nuclear 1 ·· ].·~~ j;i::6:~ei~~~'.)nq~: hi~t'ó'@~,Jy¿'i~~- secuencias 

que conforman ál ADN' (~-~i~6h,I~ ~~f~g~'f'l'~r;~-; :W:~·t.1i·~ ' 
;·,-·;~:.~;-h;:. -.. .. ·:): L\:(yj{;;;~~- '.;'.:~---

;-~;'.~;~~ •~,',',7 '···-~[;-,, +'.;C• 

La fomunoioé:~Úza6~-6;1~J~iff~;ciJ~\ürio de los métodos que 
:--:~,--: ... ;_;" ':.L' {S~- -.~.--:; ... 

ul timamente se han .utiüZ-ad~\i, (;'ón':(mayor ·frecuencia para el 

estudio de la disposición ;~~v~z~;: C::f6áosomas en interfase. De 
,~!;)< -·::. 

esta forma Hadlaczky y - '.'CC>:c:·: demuestran la asociación de 

cromosomas homólogos y))l~~:C'onfLgÚráC:ión muy parecida· .a la 

sugerida por Rabl: 

inmunoflorescencia indii-~~f~;; --~~'.:; ~~]_~fas . 'de'' rata canguro y 

c¡{ad~~i~Et~t-· ~-:i:,--~~~·i,:;;z:.'t~~;~J ./Utilizando conejillo de indias 

métodos semejantes 

anticentrómeros y 

de · iri;;¡ii'i16f~f:JJ}j_~·~1~~ri-~écan~ -:anticuerpos 

trába jan~~ ; g~~') •;iirit6clt()s humanos en 
._ -__ .,· ·._·"- :··-

cultivo, Weimer y coL reportái'cin.< que -. fos centrómeros se 

disponen de una manera alejada ·de una disposición al azar 

durante todo el primer ciclo celular y que durante GO y Gl 

estos tienden a localizarse en posiciones periféricas formando 

pequeños grupos en los que raramente hay más de cuatro 

centrómeros (Weimer et al., 1992). 

Todos estos trabajos indican la existencia de un 

arreglo no azaroso de la cromatina de núcleos interfásicos, 

pero no lo pueden describir ya que estudian una minima parte 

de la cromatina existente. Además se necesita un método que 

permita el estudio de la cromatina en núcleos intactos; por lo 
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que la reconstrucción tridimensional a pa'.rtir de ·cortes 
... ' . ' - •:--. :~ . . .. - _.., . 

seriados e~ -~~~:d~-;los ~é~~~o~ qÚ~)~e~ ~lHJiei:'l?n.;p1ffa. abordar 

este . p~Í:>blérn~~ c:E~t1uÍveí;_'l980 1I;iia2ila'.cik:Y,~at{.iit:, i 90 6'i ·~ ·. · 
' : :.-¿~·~·:·>.:"• , •! < :~~<~11;• -~~f,".~·;T / ,;·,,~,,:, '~' • --~' ·:,;(;~: :.0;:~¿·t,:21r.:::~·~3: .. ,::·/:- ; 

;.;:o/<:~ \~-:; ;".-;;:-~:'._;'.'.e'·,;:;;:": "'·~·~i'.,. e~.~;< "~!{(: -~~}¡· ::~:;:'" h~!;';::' ~ • ., • 

'A ;~ii.fif~';d~)~'ínÍd~~·~~~;~f ;~ ~{'Jtjt~~i:¡j_~~~';~~~~~~~t y. Da vi es 

recOl1~tfu~~~on ·· t:H·;~-~c~.~~iH~~.'.f~~-~ :~~'1il~~~i·~;~:€ ;~~;i:n~·~;fásicos de 

ed ~i-6e:frt:;,{ 'd.~ T;:i'i'~.8i~'w6.i'l'~'n~ü;;lg.:-)#~~;~ ;:.;:::;~'ih~~ L:>s modelos 

. tridlm~rikfa;~J{~J·, uÚl¿a~·~ri·i~~-~~§~~·~~·~~Ji~ii~i' basados·- en el uso 
~ - ,.-, · °'~ · _ ·;.~~i;.}-:~E.;:.~·-:·~- :_·¿o ·s;; - · · 

de placas de poliureta!lo: A;'par:til:-.jde•estos trabajos obtienen 
-,,- ~, ·- ":'. ;;. . ' ) _, 

una serie de áreas en'ci.;:~sb.p~rtf8f~:~;-¿te~naide. los núcleos que 

se·- encuentran delimitadas ;~~~;{;X~~~~{~~~pl~d()¡;; de · los· por?s 

n~cleares. se postula q~~ • · ~¡f~~;';'á#!:~~: ié~r·~~errt~n la unión de 

los cromosomas interf ásicbs'{~~~i¡,;::\~~9~graÍÍa • l1~plei<Í.r, fi~yá':jque se 

encuentran un promedio ci~~; ;~!5~~1\~~!á~~if:iei~td~j¿~J~"~~~~~~.~.;·(el · 
lá especie es' de .• ~:r/.~\~~1?;~kfc~~f~-~Y y 

. ' ,.~ \:~. ~ :.~.:.~:-.. fr~ ;.¡; . 

número cromosómico de 

oavies, J.979). 

;:~.· ~:~:··~': ó!·'~i~~·:,-- ' 

Este tipo de estudios se 

dificultades técnicas tales como la 

por 

falta d:Ylin

1 

método de 

contraste preferencial para la cromatina:q~e fuera compatible 

-con- ia.- técnica de cortes seriados (Esquivel, J.988). De esta 

manera Esquivel y col. diseñaron.: -uri nuevo método para 

contrastar la cromatina basado en el '.ilso de ac. fosfotúngstico 

(Esquivel et al., 1987) que tiene. como referencia diseños 

(Vázquez-Nin et : al./,: ',i9~:3). En 
"'\ /·, ~ 

seriado.s . de•'c ÍÍiicleos 

éste trabajo se anteriores 

utilizaron cortes interfásicos de 

hepatoci tos de rata que se ··::fotografiaron al microscopio 



electrónfoo y mediante métoclos manuales se construyeron 

modelos ~: esda1~; Íogra'nao 'ctemostraí:- una dispÓsiciÓn ordenada 
·:-,_"_. ·_;_:,'~·-.·::·-·.i':''·.;_;,:_~:·_'.:~:·:--·:····~-,··_;i<·::::< -~-:·,--·_'.·-·._._· . '.:·· -- :·· .- ~--- ,..: ;·-.,. __ :· ... ;··, 

de la>c~~m~tin~,;~~;npacú:ii'eh un subespacio 'nuclear :de ,8·:~cortes 

::"~~:~~Tu;~il~i~~if ~~;~fa::::·7.c:~.1°Pt~7KJ~ ·;:~~~"'.: 
~:~~1i~~~1~i'~~~~¡i'::.iJ:t:: ,9~~· ·~ei<tt~~ri~n}hadO 
~~.iik;~*' .:;~~;:~.:~:~;.\~::::~·s ~;º~tf {1j!;i~~f f i~~rn; 

•• i~~~~iltl~qufrleugl.f.u;a:r;o;da':~b~a~~I~É~i~t~~¿iii~ci?e~:rittois~º,•,-\,.,.,;,:;,g~·rj,;u:;m~001::s•,~=e:~ r~iacióh. .. ,'',', ' '' '' ','' ;yi'a':'fposid0

ión''faJ ,,',' ' ' ' '> ', de 
>,··.:::·c.}c_;;~;; <<·,. •,;; ·•'··' ~· ~ ~· ····- J:\~/;':• ¡•:4¿¿:;_ ~,1: .f;i::·~-~,: :•-~.;:.'.;:;:,'. 

i~PºI~~~~t~,::',~~§{~i,,ó9~q~i.~Í"Ífr:4~ F~'.~'f:bij~1rtiari ª· los 

nt1ciE:!C:iii:>s .. ),i"f(:Ef;'q;f{y~i:; ,'~9~8)·}: :~;~ ;¡; ~*;~ : .. 
;;'.' ·-~<.. . ,.. .;. .- ,•·-" 

-'.·:; .. ; ·\º ~-··. ·: " <:~~:;·}]:: 

• .··ici:S ·\métódos asistidÓs p~f ~(:i~~~éf~ci~ra para la 

reCOftStrÚCC.ión tridimensional a partif aE:! 'coftE:!sseriadOS ¡ Se 
' -_,··'.o_/" .. ', .. '. 

han Nenido utilizando cada vez más : Óom'o , una::~ herramienta que 
,.': . . 

facilita la creación de modelos tridimensionales que antes se 

realizaban manualmente; de esta forma el software (es decir, 

todos los programas con que trabaja -·un--sistema de cómputo) y 

el hardware (es decir, l,a parte física del sistema de cómputo) 

aplicable a este tipo de trabajos se ha ido incrementando cada 

vez más (Geraud et al., 1988; Young et al., 1987). 

Con el uso de métodos computacionales se han analizado 

series de cortes de núcleos con microscopio electrónico 
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(Geraud ét E11;, i9aa) y ·aiguI1C>s otros cori microscopio. confocal 

(Moi;it~g et •él1;, ~9~~/'!i6~h~~r~ss~r et 'a1:; é 19~6); Estos 

métodos ~~ciiJ{~~-1~-~~E:~.él-~eJc). ~f 2g~~-:;:~i~~; 'b~nt~-~~d<C1e. a~.td~; 
posibiJ.ci~~~J~R ,~J:~-~~~:fiic!ii'8. en nm <riúnü~ro; aciecilado 'de-)riúc1eós 

~omp1~Ebi{'c;~:~~- -~~~-J~'~1~a~eta~~s._._;;:)}~~-:;f~~~\t'.J.¿X\;;:;,;;s{~~li'65':;n,9ifó~'ét;i.cos que. d~ri'. úiiat1 lli~jo~;;, . d~? J!a st~i6:~J_:~[i!,;iJ 'de ra· ~(:~()~riú;na 
;;;.Y_'_i.•-_-i'Jn:ft{e"j:r':f}a.~siieT~.i:;i_ '""'J" J."•"' -,,· , ....... ,.,.... "-' -~))"'" 

coní~~b~~ en_ "·• ;cf-: --·.-.·.·.•.•-.•.;.•···.····'.·.··-.:.·.·'.· ... ~.; "' -.. ,.-- ...... ,. ·-; _.,.<. :::;~;:;~ ~-~1.:~;-f.-';. :::·:. • -.:{:~:r· ;;:.::-:::> ~-!-~~-: 
:~,>'.:·->:< ··;:Á'.~.~ ;.'.-_,, :~Bj:,>~-:~fr:: :::-:,<;-~ ·.¿-,,-.' '- -- __ ,._ __ ,__ '':~·::.-·'..''- .-

-5~2-_· __ :~ ::t~'~' · t __ :~ __ :_;·.,L.~.:.: :::.'P',,·:_:..~;,- · ".:.--:._-~ :-;_:, - ·-- t.~:_: .- · ·, --, , --
'"' ,~;~-f",_,i~C/'f-< -~ 

--~---.¡-.'-J{:;:~:;· ,::;)~·.-':;; ,.., ;·:, ;: .. ;LJ.:-

>··.·-·, .. '.•-.·,•---·~' .. "··.· .. ·•_•s· .. -.·-.Ne;_:_' .. ~r•·.•.·'_._·_._-_•._ ..•• _c-•. -•• •·-·, .º.:.•.· .. ·.~.·.•_•.;_b.·.:.;_· .. _._.e·.s_· •. ·,.·mt.-.•_._·.-.-.·a·_~.·-~.--· .. s,?_._ •. i._~_·.'_ •. ,-.-.·:···ª~---•.·.·_·-·-.-ci•.•'.'·_ .. _.ol.-.~-·-·--.~_· ... -.·.·.·_:_ª_ .. ·.-.·-••.l_,c'.·.·_ .. · .. _.o·._-.·_ms>,at'_ .. :_._to'_;_tsroj~iJ, JtiÚ~a~g ·,(~~fi.'. -~~tC,~ . ffoes su~Y~ _ _ __ u :.e:.~~. ·~-~·~º.f~ri.~_·_._._:s_).::Z~~f!'.~t.:f~~---#.'j.ó __ -. 'con 
:_'."::-.:~E" 

computÍl.dor~~;¡;-··~~áiifº~-~ ·-·; ~ontp~taddf~¡;;;,; ~~pe8_i<i1111~nte'• ~i~~iadas 

p~r~~~:it~~;•:ti,~~~·-!i~t~=);~y~-~~f~~~~~:~~~~~~]:~~:1:1~~.~~~#1i~ado que 
losc;··1•áboi'áforios•sde inveitfgaci'rórii'~··21'~b~i1~~-i~~~ptélrs~.-· a- los 

~~q~el:'I~r·~~.t:~~ -~e¡ sisi:eina y rio ;·r6~ao~:fr~~i~I De esta forma, 
":C1: ~ ,;.;:" •. ' . » .. ~.. , ... , . 

súrge fratYf.lnperarit~ necesidad' de•cdiáeñ~1'. 1i)< ~?ner a prueba un 
·,._-:,¡.,-- ,'-'.'( 

sÚf~iti~ <;(:;omp1ltacional que estudio de la 

las modernas técnicas de procesa:inien;to'{ae: imágenes digitales, 
. -~J.!" 

y utilizando además material(i 'accesible pora cualquier 

··1aboratorio de investigación-,-,..c~:fuó'.f,J:F_Q'.:-0~sori--1as -computadoras 

personales. 

El presente trabajo representa un esfuerzo 

interdisciplinario que se avoca principalmente hacia la puesta 

a prueba de las técnicas de procesamiento de imágenes y el 

empleo de un sistema diseñado en el CIUNAM (Centro de 
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Instru_inentps; .. {J:J>!.A.M.): .para .. el ·análisis·· y 

tridimensional de :la: cromatina compacta 

28 

reconstrucción 

de· núcleos 



II.5 PROCESAMIENTO DIGITAL DE IMAGENES 

II.5 .• 1 CONCEPTOS 

factores que 

~ara~el análisis de las 

por lo t·arito el uso de un instrumento tan versátil como lo es 

la computadora. Hoy en día podemos verificar cuan importantes 

son las imágenes, analizando las estrategias que son empleadas 

por los medios de comunicación y retomando la 
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- - .. . . 

frase que versa:"Una i'lllagel"!'dice'niás que~il ~~labrasll: 
<-,: 

·',<.~f.~. '"-."'. .. ,.',, .. ,.' . . 

«:f Al;h~bl~i · ·~~· ······~·~.ª'.{'i~.~g;n ~~d~:~s-ref~e~~r~~s'.•.·ª .. ;ella 

como ~n~\ iuii~fü~~ib1I~i*~h~f'dft~i~i~~·;;1r;t~iúci~c1;l~~friósa ·f( X ¡·y) I 

': :, . ·:··:·_: __ ··~·:·>~"_:_.· ''",,." ;;_ ""''---.'.'<-:~ '"( -<·. ¡ _ .. •' ,. <~::····· >~g·· 5.; ~\:' .,-..·:, ·]~-< ::: /.-<:'_·!'>, 

donde x¡y> de~:~,~?.'~2~~~i~~~~~Tu~··fJ~;~.:~~fales: y éü varO:l: de·. f en 

cualquier. p,un~o c(x ¡Y;) GE!,IS/'.J;lroporc.ipi:ia. . ;,, '''.• , . iUminosa 

en ese pÚ~to (GbÜ~~gfi¡~:~; •. Í,~~7}<i .;,''-;} .·j¡;g; ~;': •f'ff;, (;\'' ' 

'"' ·. ,,.. ; ' ' ; .. ,. '' ;:¡~:' i .. ~~.'.:i.• 
'>'·-<. . ., .. _. :~ .. "" .,. '"· •'-/' j~<;}:: ··!<'; 

'~¡;-:•,;;~ ··;·T:,\.-·.7 o:C~J;,~i:.·'.-::.'.'-:;_:._,,"«.- -\''-~';-~"·1• ;?~f~1~~?;'.4 ';-( ,_;:,:_;~~/~~·x;~:•~~ i.~'];,: .,;_;,: •,f,,'J.~ 

ª
1

• nntt. e~rn··~s~ 01;·d~-uª'~.:a;·'··s····.·······1~ulm~i~n~~os}ai.•.•.r ... ~.•.·li~a~nf jf 1~\~~:ii~¡t~~~ff~::l~~cW:,,:~•;:•:: 
... ~sTd:o"a,fs«~·retúi · .E:S'ta~i~~g~ri puede 

' ;"':?" ; ~ ~ i ,;:¡:;:¡' - ,. . . " . ' . . 

cons iderarse'é ca'nt~ ;.: ¡;~~ ~~~ª~f G:": ·~g" c.'i~'2*' CrG'~ .~'.bada 1v~for XI y 
,(:: • /:.··· · .,;.. < ."'". ··-~1" ··'"é~··Y·;.-•••·" ··'-"-" .. 

ideritif foa ún punto en la · iii_a.ge~_ ,;;'(ii~~ .. es ~.C~L~ el'emel1to más 

sencflló- de la imagen digit~i j T t6~~·~'J:'~j¡¡~¡;'f6'5':ai3'~st~ matriz 
.•!:,,-;;_-, 

son llamados elementos de imagen o i;i'üc'aies'(G'ol1zá:Lez, 1987), y 

cada uno de estos puntos que se 
.. , ;:-,-

denomina "escala de niveles de gi:1S'fi;.;: El(riúmero de pixeles 

con :>;rii" ~~~ol~~ión 
que ~~·ll~~r~d~ la 

con que se está en proporción directa: 

trabaja (el número de puntos pantalla del 
1: •. - • . :_,,;. / 

monitor; como ejemplo se puede mencionar la resolución de 

algunos monitores que dan 512 x 512 pixeles). 

Un paso muy importante en el procesamiento de imágenes 

lo constituye la captura de las mismas y para ello el hombre a 

construido aparatos conocidos como sensores remotos (el ojo 

puede considerarse un sensor remoto natural) entre los que se 
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dos 

_el' 

imágenes digitales han sido 

procesos que nos ayudan a resaltar 

mismas, sigue una etapa de análisis en 

las características que nos auxilian a 

los objetos de los cuales se conforman estas 

imágenes. Uno de los procesos que se aplica a las imágenes 

digitales es el de su conversión a imágenes binarias, que no 

es otra cosa que representar los objetos de la imagen (por 

ejemplo) en blanco y el resto que no forma parte de ella, en 

negro. 
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Dentro 'del analisfs; se. usa el térJl1ino segmentaciÓn 

para referirse ~-- uria seI:l~ de técrífcas 'q{¡e permÚ~n ai~lar los 
;,.,_,._ i,'- __ .-_, _. ¿• -- - •. ·::.·,- , ·:e--.'·-"-',·, - . -'", - - . , -

ob j e~os .. <'!~- in"feifés-id~ Íiiig :fm~i~nfa· co_I'.. l_o _que los cálculos 

morfon;étr".ico~': · 9iÜ:!i(;i~:~:¡c;].~~úic~6Ió!i.~,~'5~L~'i h~t:'~h .-_~_(P.~~i~fe.' :s'U La 
.. e;'- _: ::.:: - "" ' ~- /.".. w ~-:;· -

mortolog1~•: -~/s :¡y~i;:f~~'tÜcffa~i\'.~-~f. i';<fl 'T~ )'~st~tiC:tura 

geo~étfi·c:~r; ~,;f ~f~ai='; a~ ._._fd'.;~e'.~t_'._._-.:.~_:_;1j:º¡Ts,,f_~_-.-_-_-.º.:e::~1.:fe.;~m;;e·nt'''.o·~'s:í: '1¡,;;: J'~~ ,_;q~e ia 
comJ;liejfo;;Jd' ~stf~Cfurái rif~o nos 

:,.:.1;> '":~.:·., +:,:<· :,e-:::º ---··((_-~--{~,,::, •< ·,J:\Q\ :- .. ~~l;..r-
;cifS:(iíí'~utl:-i. !?ór ··esta 

-.~?;*i~ .. ~'{.i; 

\iria.iserie 

separaC:fón'L'ci~:c; 
. - -"";."'°'~'~-·.-=.-:;-~, -·--.=-:'=-":c'°-:;-~;-'.-f 

las 

relaciones Ínás'i iiil-i>ci'rt~rit~~-
·-:.::-:._;:}: ;_.'."'·M-~~:: . '.~'·i~~_,.. ~ ~~¡,- .- -:·-.t-f'.? :;:·:.::~~tu~~~:::;:::- ·-::~j:.j ::l~: ... ::.T0;,,~~ ';:_;_L. ':.:-.t;··.' ·;;. 

:·,\:·~~~ ~-. ·',i~ f¿~~.;¡~:;:~;: ~ .. ~~"";~~.L/~;--· ~:.--~fo:·~~~-.~~-':::-'':~~,:-: :~~;:_-~~'~""_.;s,~._,, -e__=·-~ 
~r8sl6h y la 

dilataciÓTi :de los cuales 

se , apertura y 

esqueletiz~cfp~.•>-CRU,~'s'J:g9~'())'::J; 
' ·' -.-. -

trabajo,-_ _gúE!~taCl~<J~n ,'.~ib~~ 

este 

erosión, que 

consiste ~ri 'e~~~i~~i:-: ~~d~ ~~~ ti~ ; i<Js:ielemérit:os de la imagen, 
.,.:;.:. ' .. :>_ -<-:"':~.-"'· . . -?_·, >., ~}:;: :-.:·· 

binaria y cambiarlo de blanc8 ;,a negro' si cualquiera de sus 

vecinos es negro-; -Esto se':púedé~ aplicai·- tanto en dos como en 

tres dimensiones. Con este proceso se eliminan pequeños 

objetos que se podrian considerar como ruido y también 

pequeños puentes que unen a lo que pudieran ser dos objetos 

separados. La dilatación viene a ser el proceso inverso a la 

erosión y consiste en analizar cada elemento de la imagen 

sustituyendo de negro a blanco si al menos uno de sus vecinos 
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es blanco.- Estos .dos procesos aplicados uno tras otro nos 

permite distinguir aproximadamente la dÍf>PD~ición. de las 

partes sin · qqe la imagen inicial. se vea afectada 

ostensibiellleinte. 
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II.5.2 RECONSTRUCCION Y ANALISIS EN 30 

.: - ' ·-·, 

En el caso de la pres~ntación {de. ,.il1torinación en 

imágenes tridimensionales ( 3 6¡';< e se tfab~]a comunilieiritei '. cori 

imágenes seriadas, como· dllp~.~E!);.~~;::~~;:·~~~~eE#~f~~~~~a~,é; á·~;;i~ se 

S~rt~~.'.~.;.·;V ~·~~Í~~~s trabajó 
' '.~:; 

donde ia de la 

~~·c:,n,=u ;~~~~i~ii-~iltóis-' ae 
·,·j_~J-, \'B~:,- ;,:,cJ,. 

~: .. :': _;_ --Y> 

de 

de 

't~mbién 

se mi~~~~¡} ''" . ·G~r~ud; 
_.~,-~-~~~y~~ ~--s~;~ ~oX{.:,=·!lf~~,:-~-;_c~~; ~~~}-~· -~~' -;~?~~l~~~j~~J~?:~;J}~~~i~ZJ~ --~~~~-~ ~~ 

i9áaf;' ·~'~··· ·· F· •• .;••.1;· "ii ....... . ·" !~· ,,,.··•f. .. · .. ;;•·: """ 
'~~~-~~:- ·:.« -;> . ::-::-.:-·<.-,-:· . ··:-r.'.·~ ·.;< t~ ·/,[ ;~~;~:+ :}~:{ !~;/ . 

":\'.:::.-.:.>:.·.<e_·: --~s:: :'.:'·~;:,'.·,: ,,• ·:;;~~~'.; 1' ·;"- - :;::~:~ 7:-,;;·:y_. {::·~~ 

De manera ldeial, ios v~~el~~~ 'podii~ri;;~bn~lde'i:'¡¡i:'~.e cómo 

pequeños cubos con las mislllá.s . d:i.meri~i;;nes . ~~<P:?6t"'íih~ld~d y 

lados, pero en la práctica esto rara vez se'; c:i.a ·:·yC· eilo.s 

representan regiones prismáticas cuyos lados son· 'de distinta 

medida, dependiendo del fenómeno en GUestión, del. número de 

cortes, del campo visual de la cámara, y de la técnica 

utilizada para la obtención de las imágenes. 

,·,.,_·,·::.,,,_ .. -. 

Después de que las imágenes de cortés ~E!ri'a~~~ han 

sido procesadas, éstas son puestas una 'sobre . otra 

secuencialmente formando un escenario tridim~~~i~~a'i, con.' el 

que se elabora una representación 
:' \ .. _, 

num~ric'a de las 
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ctistriblicfol1es de''1as objetes por füeciiO cie -~<JX:1e~, ¡;obre· los 
que se .· pu~~el1 ~e~lfza~:d. ~l:'6é~sos:• del ,iTICJrf6me1:r1a. Además esto 
ha.ée .. -.<;!ue.c,,et1~~·~pi~~g~ey~o;\§€J·?fas.\.f;!str11,qt:u;r-as5sea ,más .• fácil de 
iriterpr~iªx-~1;qt0 1'ª ~tr:ª1js[fC~~ ~iósn:i~º~~~~~· ~riéii~~d~~les . en 20 
•cs1CiiTiiE!ti:Ii~~~-i~~¡·~:;-N'8rlii~iiíl~f'l'i~r C'~<l~_.v.c!>cé1'.iieí1e·'as«:íC:iaéioa1gún 

::::~;º~~.~::!;:JE,~:i,¡.¡~i~~~i~~~,~~i~~~~~t~iº~~,i:,~~ 
'Asi¡ {}a ;~;o'iG~~i~~a'.' ·-~~··,re¡,re.s771~a~•'por1:1.el'•gi::~(lo.·,•, d.~<~º~Fraste 

-•..•.. _•.··.·mºy···b·~.{~J,·.e·.~·.···t;.•.-.'.ªº·."_,.··.·.·.···Y·.l·;··_;.:_)_._'. ... ·.•.·e~.~1;.~ .•. ~.-cd.~~º.:.:.~1._i····ºJir.,.t.º.'~d .. ~e.:·.1'.r.,~~iii~Ja~Í~~~~~¡~i~:~g1j}~~~.ii:: 
·· . , .t . ·.·.··. ... ..·••- ... ·· ~~n~b~i;Yti~{~"~s'~~ ~~~ir/erj'";"C:··~:~an~~~~-é genera 

·~-efa:ca:~~i>'ii:Ei9íle;•" se'' ~~in~i{~~ ·'1:>or• rtd's"'<•yó>?'~i~~ ~'~1.i~";;··¡{igfá¡:;- más 
iei~n~'~ '6~n ·~espe9t:o' al punto de'. vista r ~~¡,~·;_ ~iv~l. de gris o 

. ~D··~¿i:c:>~ 0 d;~~ ~ada voxel es~ má~ f~i~hs¿• mientras más .se aleja 
- - -'-- - ----·· 

de inicio del despliegue 11 0eipth cueing"(Foley, 
1990)~ Esto permite al observador tener idea de la profundidad 
de la imagen en cuestión'.. 

En esencia, el despliegue 30, pérní{té ·al observador 
.·-. . . ·.-.. .' ::·~ :'"_:' ' "" 

tomar decisiones en el reconocimiento· de:• patrones que en 
ocasiones no es posible discernir ;'d~t; ::análisis de los 
parámetros inorfométricos. 
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II. 6 OBJETIVOS 

PARTICULAR: Utilizar.el sistema de análisis y 

reconstrucción 3D diseñado en el 

CIUNAM para el estudio de la 

disposición tridimensional de la 

cromatina compacta en linfocitos 

de rata. 
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CAPITULO III 

M A T.E R LA L y METODO 

III. l. MATERIAL.· BIOLOGICO 

. . . . : . ;;,> ...• ; i "·· ·<'} ; 
Se· trabajó C::c:Jri;nil'C::1E!8s1il~terÚsicos."de ll'nióCitos de 

rata, extr~ídis~ ~·~e{¡~f'.:ir~P~:~ii};~':~~ªa:IÍ~~i'fü~ij;,6~'zt'. 'i~~· m~·~stras 

i~1~~~f ~11:1~r1111.11¡1111~~J::;~ 
imágenes'~ de '• ~~s •\'cbi:~'~l x~:~1·~~~ik';j [;~~: Yf~S fi~focitos fueron 

"'-<- ·1\::.-\' '<'-:. ~-· ·~/ • 

fotograú~d~t ·~~··· unf~f~~df;c,~pib'c E:.i~i:itr'5n1C::(J 
carl zeis.s .~~11~.o '~>~{1 5,0? :;~atfü1~nfps y so .. Kv. 

dé transmisión 

Algunas de las 

fotos·,.· fue.fon, j:c:l1naªaS:~ eJ;lSpfaca'ts fotográficas para microscopía 

e1e6t;óni~~-·; .~~~~~ en r~iJ.J de película fotográfica de 35 mm, 
: '•e':,:;'.·',:·< 

obteniendose un promedio de aproximadamente 60 cortes por 

__ núcleó;: ____ , ___ : 

Esta parte del trabajo fué realizada por la bióloga 

Ernestina Ubaldo del Laboratorio de Microscopía Electrónica de 

la Facultad de Ciencias de la UNAM y mi participación en esta 

fase fué solo de apoyo y aprendizaje y sobre todo 

intercambiando ideas para el buen curso del trabajo global. 
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en -el 

o-

estándar) 

Tarjeta', Digitalizadora 

- Tarjeta MVP-AT de MATROX Electronic Systems. 

- Con 1 MB de memoria configurada en cuatro 

memorias de 512x512x8 bits (para manejar y 
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Programas 

Se útilizó"el sistema :IMAGENIA 5000~ BIOCOM

UNAM (Usisima, 1992) y rutinas desarrolladas 

especif icamente para este trabajo e integradas 

al sistema. 

Este sistema está integrado.en módulos, cada 

uno de los cuales contiene funciones comunes 

que realizan operacfones s~rne:jan.tes; 

:~'.:;~:,··:<;'.:;' ".·,, -
;}}_ 

El ' equipo;· f¡íé· ·'~ü'tilizado en linea, tal y como se 

muestra en la f{cj~~a .·•;.'iC'.tos negativos eran colocados sobre 
.;. '::_·'_ ' 

el negatoscopio y s.e :~pr~6edia a enfocar la imagen, esta podia 

verse en la pantalla>dei "monitor RGB. Se debía enfocar con una 
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imagen - intermedia de la serie, ya que ésta seria . la mayor de 

todas y era_ necesario ajustarla al tamaño de la pantalla. 

CALIBRAC~::.Í1~o. ;ia 'im~~~~~;: s~{h;¡1J.abJ·- e~. fb¿6;:} ~a-'ún aumento 

propicio ,\se '.rea~'izaba>~na.•ca1Íbráéiórr ~~1/S'isté~ti · (ca1éu16 de 

la eq~Íyal~~2ia 'd~'~la~-l~~~j_~~~~-~~(;~·t~~~ii~iJ.'~6~{].~~ ~~didas. del 
;;:~ ;,,_--,:-,-~· "' -;,'··,,:te:'···- ._.,-~·' •f'..-c ~~" •~-:;:J·-

negatiVO) Pa,~~ ;S,l,~~::~!-~;~~t~~ici~-~~~;~'licih:Lo~;,~h'·'~l·•~uménto de la 

:::::::~~;~~~~-¡~~Íi4ifin:~:}r ::::::::: 
tarea se 

de haber 

y con el 
... : . :-::: --;: :_' .. -_· -·:: :-:·;_~-;.<?/~["\ :'.\~:: 

cursor se escogia una lol'lg~17t1,~; )e> -;;e registraba la magnitud 

correspondiente y las 'urii'd.á.des en que estaba expresado 

(milimetros en .este ~aso) .. • Esta operación era realizada cada 

vez que el equipo erá movido o cuando se cambiaba de rollo de 

35 mm a placa fotográfica y viceversa. Este archivo también 

era grabado con las imágenes del núcleo en cuestión. 

ADQUSICION 

Estando calibrado el sistema, se daba inicio a la 

sesión de captura de imágenes. Se empezaba con la primera 

imagen de la serie, la cual debía centrarse en la pantalla ya 

que se tenia que tomar en cuenta el aumento radial en tamaño 
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- - ---

de las. ·sllb.~ecuent~s }_rnáCJ~he~~.: _ Ent;;:rn6es. se aplicaba el mando 

@cro~1 ···~·-·crl1ti.ria .. ' esb~~Hi_·~ ... J>iélr~ ; et~. trél~ajc{. e\ in~orpo,i:;ad~ al 
·'\ ,.~. -· 

·.:¡:¡~~ft~~~~t~lI~~~1°~i0tj~~~~il~,t~~~~tF~~ªil~~1le~~~l1:iir~~--~~¡::; 
·c:onsis€f~~qI~~~.~~~~;~í.lirii~t~g;~J:l 6pd.~iiélción y riol"llta1i~ac;i¿n de 

··.l.68 'rJi;j~i~~;c~:¡~:; ~~fi~~:~iit'i-i:i.~cio. fambfén ·el r~ido: d~<l6ncici~: 
-~~·:·,~~ :i ,,_ "- •. ":·;¿;{ ·~11~~L~~;:t~r:t 

~':'; ;·:?[~iJ? ~ ' ~·,·~~:::, 

. s.E~~~~~~~{~N 'i CÓRRE~CIONES 
oespués cte }10s procesos mencionados, se ,pasaba•, al 

... ::::::::":: ::.::; cf ii~r~f~~~;*~g~~~;¡~,i~~e::::;:: 
·.',:e_" - ,::'.:~:_::(_/_;;-.'~ -·~:o---~~:;c_·-_'._ - ''" ---

que pudiei;an.;,11a~~f~c~~~~<:JJ1g~ ~' n~~ui~M:.en;; l'a _;;i~~~~~: di~ital; 
Esta··· op~rac~ó6~ ~ii·:,:~i~ii'i{~b ~h\la'rn\'eriti ··c'oh· ~·].'.~fJ;ii~~,d~--del.' 

' - -- ,·,.;··,, .... -., ... ·,, "-'.·,'-"-·-·"-· -c·.=~o-7'-.'---

COntornO·. iix1~i;'i_t;¡:''°:~J:i'?ri~á1~~;t''-~i núci~o, ··con ;í~·ct5r6~á-iif~~'/en'·· 
su .. int~~~6é{l~~~j;~>;~~'¡'.fi~~l~~n~e; ~isiado Y. el· .. siguL~il~~\ paso 

era·.· ''i~~J.r~~~\ ~~~, segmentación basada en un· ulllbi~i \ae 
intensii~~~ /'(~tv~l de gris) que era escogido pqr el· 

inve~¡drd~i~ Este umbral indica hasta dónde se iba a 

considerar que abarcaban las estructuras de interés (cromatina 

compacta) y qué estructuras quedaban exentas de _la_ imagen_ 

final. Esta operación se tenia que realizar debido a que la 

técnica de tinción preferencial con PTA no solo contrasta la 

cromatina compacta, sino que también la cromatina laxa llega a 

tomar algo de contraste, pero éste tiene una frecuencia muy 

parecida al ruido de fondo, por lo cual no se puede 

diferenciar eficientemente por métodos automáticos. 
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El~ resultado ,'es•'la in{agefi del núcfo6 con 10s límites 
:_,'_ i 

de la color rojo 

J..~·· •. ~~~9jiri•;:9ü.~~ •. S!~,-t?c~~.~i~i,:chmo 
~.::,.- :.f:·~-(:~ ~_{f: ~-:;~~;~:. ~~~\'.__ 

/·.'."· :::.t~··' ;~f :~:,, -)«(,t·:.:- ?~!l '· ;';::;, _,c. 
.. ,, >~;-~:::}, r~ 

,'J:·--¡-- '},: ,. . • • ,-. ,·,- '·{/ -':.::_-' ,-.,:~-§ 
'C '. ~:~f ·~;;o/ JJj~-- \: _ ~ ~ :"¡-··"" :· ~' 

las 
:~::'· 

ser modificados si 

j:()8~{: i;ilie~~:}.irilp~cÚ~n • el 
"-""'"' . ;¡__..:.. 

'¡):i..a5J:que 
,-: - - ~ • ·"• ;:e: ~;,;~:;:; '""'° 

:~ntt::1:~~ted·e::~taadboíae1si:1~:~1~~~~8';\ dando: efectóS•"<·fa·ls::· 
--, -_ :·, .. • . • . , ·, ·_ :- r·. ~(;:.,; • ''~'~·~·;.-~;if~~~'.';:~~!~·?f~,;.J~J1;::,·: ;~~t;t;\1~~/~],':;;l~~:t~J}~5tt:~tt;::~\\~;:~/~:-: . -~:~ ~:, 

de unión o separación 'de,, estructüras:l .n;:•:'AsL;~::;;;tariibién ::existen 

funciones de unión· Y.·.·.·~~~-r~l~ii~~:.'.~~~{:~~~~~~hS~~;~%~.··fii;,.~;?~i~ln~, 
, _ . . .... _.= --~~:~' s,~'J -:c,t.i -:-;~i]0• 

con lo que se corregí11n :i,o; ~:~s.go~i6t~~~~~ó~.~~§f~~t()'s,• 
' .. ·y. ·> : >· i/ .'.·.·.···.·. • .• 

Un problema que. es f;r'ecue11te • .. de ser encontrado en las 
.. '_.,. -

imágenes f es el de las basurasc-sobrepuestas en- las muestras al 

momento de ser fotografiadas. Para esto también existen 

funciones que permiten el aislamiento de zonas específicas y 

su posterior asignación a un nivel de gris. De esta forma para 

desaparecer una estructura de color claro, se le aislaba y 

después se rellenaba de color negro (O en la escala de 

grises). Por el contrario~ ~i la esf~uctura que está de más es 



iniciar la 

se inicia otro 

·proceso .denominado aiineación, el cual se realiza manualmente 

-,p()_J:'_ e_l ~11vestigador, tornando puntos de referencia para lograr 

al máximo que las estructuras presentes en la imagen conserven 

su conformación original y de esta forma poder, posteriormente 

identificar cuerpos conexos. Para desempeñar esta tarea, el 

mando @Croml permite que en la pantalla del monitor RGB 

aparezcan simultáneamente la imagen que está por ser adquirida 

superpuesta al contorno de la imagen anterior. Así, el 
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serie de procesos que 

tienen domo-iI~ ~bt~n~f-.u~ac';{m<i~en en la que se considera como 

parte de ella l~ ~u~ ~~~:á\en blanco y como fondo lo que está ·- ·. --- ' .. -,,._ ·_,_. __ ,-, __ ,,.·.,.-_.,,.•,-<: 

en negro: todo, .·~.Ji'inif_ci~!' l~s · imágenes que ya tenian los 

procesos de~d~if6~'c~--~~c •-lbs '~á~rafos anteriores. También se 

ap1fC:aron pri~e~(:>~'!~E~~~¡~n~es a dilucidar mejor la estructura 
,._:. <··,· .·.· _: ... _:--· -

de la .crom'atina ~n el análisis tridimensional. 

SEPARACION DE LA CROMATINA ADOSADA A LA MEMBRANA NUCLEAR: Este 

proceso fué necesario debido a que un análisis preliminar 

dejó ver que la cromatina era un continuo dentro del núcleo a 

la luz del análisis computarizado. Por consiguiente se 

recurrió al hecho de que en las imágenes bidimensionales se 

podían distinguir grumos de cromatina que parecían tener 
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' - . -

cierta indepeindencia '~el :r:~~f(). deÚ ~~b~~Úri~, ; p~ro· q\.le se -•le 
:o·, 

unia ·zona cie __ cromatina 1J'erÜérica muy 
co~~t:~·~t~ ... y/que:~~9Io .. _.~-~ -~;,,e-xa:· __ f~te;¡:;rüiiíp\aaE~m:-ii!<?~: ~c;1n~1e;jas _de 

' <~;; ~--t>J•T •e' ·.i".';'.·;,~ ;>, .:,;,;.-,,·;;r('~: 

• ~~~:~f ~;~~~\~11}t_:_'_¡_._._;_·1;d~ne~dai.•_·_._~~:~_._'._:_._._·g:nr:_._:_._ ... ·o._r ___ i_:_.s._-_;_::o_ •• _r._::_·,._:: ___ ._._·_g_•; __ ._

0

: __ '_:_•_._i=d·_·_~_"_:_:_ne:_~_: __ ":_.' __ r•--~-~~~~:fü 
imágenes para tener_;: una 'del' _ . _ - ':-;,;'~f'-ci l~i~Jri~ .: de, 
cromatina perifé~i~a_:~]; A1 :d~~ ',é; \'f;¡;'.i/- - '" •• ,~~'.''':~- - :,-·_;, --~----

~~,-- ::~::..:;> -'' ·:·:·,.--,:~,_:::« ~-:;¡;( ;·:;;.r= _ .:,.; ';;·,,;··" ·'.~;;; ·~,·.>"'.:·::·\;;.;· .~.':f,__ -.._. ,. 
·";~ ·":~:-::.:.:.:-N;,;~;: :··'··-··'" _.. --,,7¡~ .. - i:.'~,~,:.'~-::..;.~ ·-':- .... ;·¡s~ 

·.'';;:_.:-_."· ,>_-_t_--~~_{·t ·,.,·.z::;-.,; \:.'Ó;- >\:.; -, :L~'.. 7·~~~· '~::::: :,:~.~;~J:- :~ ,~ ·)·~· 
... .:,:~.;;,." ·':.~,. ~·.i_>:·; ._, - :·;;~Lt ; .. ,:}, :, 

va1iéndorios'~éi~:'~ili9]lftas'}2!13 ·ü'a·s"j';fú:Il'ci()ne e¡L g;cihé'rál.eís •-de 

los -móciul~s;~~~~~?~~~~-gW'ci~i~~~~:f'~r~ici]i'l;f~b~~i~';·~:~~it;~~~~J~io_' a -
marcar-·' Con' :J~:~.t~~'i/f~;~ttterf?i~;~;~~~h; ~w~~~~ntk•,;'\ {~-~fo~~tina. 
perÚA:i:-i6k de ".~q¡}eüqs ·~:i:-úmos' ~~~ a : juicio :_de]_. i~y~~tlg~d~r 

'_ - ._.'';_:··.e:_ .. ¿./;" ::'::~c··-~:<·;<.-'.:::/ ... º .. -;~._::·.~:-J·o_:':·:,.~·'.~,{ ·;.:~,'?.~_,,·-_::-::.':· .>·~ .... _~;:·.:.c.-' .o-:.' estaban siipafados aerre.~t67_ éieCla'cromatina. -,--
.- .. ,·. . .,. 

MARCAJE_ -_DE:•-~oRo~ /, hy;:,·;. ,_;
' -~ón-'.,;~ib~~9:,'.- ;~rii;_G~;.{~~'.J.- 'tr'aba·j~-~ ::,;Cié-~ -•.r~~¿ns'tr~6ci6n 

tridim~n~lb~~{ >ii~~1i~:adbs :)pbi: ·i:i:iu~%-'~'li.• '!:C: :¡)~~{~~ (Murray y 
oavie~;: f~1~'í: ••iseilr:>r,?c~~{¿'.,18.~-~·.;l11al:c;áj~.~e7'1b~·,;p,_o_--_-'ros nucleares 

¡.,_., ·' 

p~ra ]~~~ost~rf'or"'ariáiif;Isc'de'- su~'als~:C:'fEucióñ".:en~la su peri ic i e 
nucie~_;_. y, la relación que _guardaban con- los grumos de 

éroinati'na. 

Nuevamente se recurrió a las funciones de los módulos 
del sistema IMAGENIA, especificamente a la de utilerias en la 
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cual fueron integradas. uná sel-ie de fuciones específicas para 

el traba'jó; E~tre e~fas fu~~{~n~s e'sp~cíffcas se encontraba el 

marcado . de ~g~-C>~{ i;~f~{~~;¡~~~~{;~~~~~ :foa~Ú~1~e~~e .. marcando un 

:::::::;tf t1~~t¡~t ±~~~~~I¡~f !~rr~1~~1]::::: :::::.:'. 
Este ptoc~~:Ó· r'eq~"fri'.óJ,ct:e\ef: ,¡¡•Í,[;i;,;~1.~.~~~~~!~;f!·~fágenes que se 

podíal1 <:fl1a~~éi~iii~~t'.~·~~~i'.-J~hY, .. i>t:legt;iI:"f·u¡¡a/enseguida de otra 
para comparélr,'\'sei'ie~'~i.~iu6~;!t,a'S .y¡;.:,,;;•,;;•,;;.,;;¡~;'!;c;; .f:'c ·.· ··:. · del núcleo 

en cu~sti()n·py·~~'!~~~.~:•.,fc)rfü~.r~~~~~~~~~8;-~~.~=~::n:: ellas iría 

marcact'a en las 

]:~~if P~~o_;~~~.í·.¡ ··e1 inter for 

~§~~:1_o;i~ue/¡)~~senta también 

al interior del 

. al cono con el 

extedor:"cel.)(¡)'6'rb{;:itJciie~~::kn !:i) se p{érde en el espesor del 

corte:''pbfF16'.~~e~~ii'~oro'se,marcaba 
- ".'f.;· - ,'!;." ,- ··,. '"-· . ~· - . . 

cercana a ia~·pe?fif~r.Üi d~{~úcle!o: 
en la región del cono más 

Es.ta tarea fué laboriosa ya que también se requirió de 

la elaboración de un pequeño esquema hecho a mano para cada 

--- corte -debido· a que - el despliegue de las cuatro imágenes 

ayudaba tan solo a determinar la zona a ser marcada pero en el 

momento de hacer el marcaje ya no se podía recurrir a éstas 

para verificar; en este momento era cuando se usaban los 

esquemas en los que se indicaba· el lugar de la imagen donde 

iba la marca. 
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BINARIZACION•.· 

c~~n~o~ tod~~ las imágenes se:les habia realizado los 

procesos : : ahte~i.ó!fiheri'.f~ •. ~;s~~i~ª~,;j ~.~g~ia ·. el proceso de ,., ,,;,;s' 

bi'mina••.·gare·. ·n~.·.z.;'.ªc.éa;i.r·.'óa;n.-c.1:.'té.~:e~r~mi·ótf~'.t;~,~~!j~s"f~·J~'é•i[~sbó~l:~n .las zonas de la 
;~~;'.,[~i¡¡ig'0i:i~~ái'?;'~i&riiatl~a adosada a la 

·" ' - 'i~..:,'.i~·:'i.,%:i' ·:-~¡,: ,, ,,~·-·- i:.::.'.:·>~:;~,,, ·,::-",:;:=:>:'· .-, 
membraria •. • efü•cie~rt~;: 'ii~ ~fas'. Jgfuillri~>~;'.ldé : crciinatiria separada, 

· asignál1dole~·c :~ ;;y ~~f€~;~¡~~f~~~~~g;~~~~~~ ·en• ·~-~~ala de• gris, 

siendo ~~~6~: ~Zal~·;f¡.;~~:f{;)YJli.·2~:; ·¡g·r1sir y• 254{ (blanco) 
e ;~! ;·1,:-~;:., /,~~·>'••' ,:_;, --"\..: ·. ·• 

respectl vamente; i:~A"/pes'ar•: a~·· 'S!.ll:e ' e~tá.~'.' imág~-fí~~·:.; 'ho i eran 
- ··. -------=-".,º • .,,_.,._,_-;, -!,_:,o±,:;;>;:'-_::.;~,:-,.f';=:*:;\~:~::ó·.:~::'~~f.?t~:~;:.;.,..:;-.-;<-~:' -7 )'f.- :,:, ;!ó~"~"";:-;--- "--~- --:z:""'"''·>·o.;-;;_~:·~;- ,~-··,--

:~n::;:~&rZ~~~~~;~1~f ~;j~~i~rJ~f ¿J;!iªJid~i~~}~~~l~t~~t.~t: ·.:: 
color bláncoci~ino··pa;t~~,~·~~'Ta·imagen 'Y e ~l fest:<J~~:á6ni~{ fon·d~, 
aunque se seguian conservando los otros valores de· · gris 

;; -.·- :,__:·---.··:-,: -, --:-' -,,. 
(cromatina adosada y poros) ·para ser e . red.1perados 

posteriormente (Márquez, comunicación personal).· 

Después de esto se utilizaba una función de borrado de 

los gráficos (contornos y lineas de separación), lo cual 

permitia tener ya una imagen binaria que es el tipo de imagen 

con la que se trabaja la mayoria de las operaciones de 

procesamiento de imágenes y reconocimiento de patrones (Russ, 

1990). 
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REDUCCION DE LAS IMAGENES 

·Desde~ .. ~n: i>J:'~!1óipi6 Tas '·imágenes digitales 

qu.e · •se "0¡-¡~·g 1';;~dú~~ao?í.6s /anteriores pi()~es()~;~ •tienen una 

sobre las 

.·.;.;~.:(;. ·:,·~:' : , :';....'. re'•\·, :P;;i 

resoi&C:gn;i a1;f/05i~·.,~1 48'o pixeles ( resoliiciÓn)~~ la•·. pantalla 

complet~•.ae:f ~bnlto~). Para poder manejar ~ríi~bl'i6;~nfero en 
_:·\:(~-:-Y-:·'·.; -~- ·.·:-_ ::~{d~ \,>., 

la' m'eIÍioria;'Üis imágenes son reducidas a una cuá.r'ta'. parte (128 
·t¿:.'.·('' ·- ~;'.::~·.· .. "·:· . '. 

x 120) auxiliados por el sistema y mediante;¡{•.üI1' . E>i::.oce.so 
' .~ f/;~:/;¡,'.~:·-f.:. 

( Rus.s: .. ~> ~~!~ild~\Jt~;z··; cual 
denominado amalgamado de mosaicos 

preserva detalles morfológicos que el sim¡:>~e;+Pt:Rme_dio.i .. º.·la 

decimación alteran (Márquez et al., Í99Í'i'·TffíJ'~;;;;~~~ltfb~~~;Sas 
imágenes de 128 x 120 son acomodadas's'eciÜ~ni:i'i'iiT'rii~H~;~~"'~kij:iii:Pcis 
de 16 cortes por pantalla hasta co~~l~tél~'\'~; ~~·;ie (Fig.•, 3. 2) • 
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III.3 PROCESAMIENTO Y ANALISIS 30 

La siguiente e~apa del 'tr¡;bajo fué realizada en el 

laboratorio de MicroscCJ~f~ ,,~;Ji:~¿llica de la Facultad de, 

Ciencias·· de la• UN~ -y ~':J.:~quip~i~tiH~ado. fué. el suiguiente 
" 

(.Fig. 3'.2): 

Computadora INTELEC 

- Microprocesador 80386, 33 MHz. 

- Disco duro de 120 MB. · 

- Memoria RAM de 16 MB.•·--

Monitor supercom S"'VGA; 
,. 

Cámara de vid~d Úp6:}d:i:·.,;;~3Óo 
Videograbad6ra· .•. ·sLyS~,9Sl'!J!';:.s0,~y~. 

Monitor a colo~ PVM-i3go,'sony. 

P_rogramas 

- Sistema para el procesamiento, análisis y 

despliegue de imágenes 3D desarrollado por 

Jorge Márquez Flores en el CIUNAM (Márquez, 

en preparación). 

- sistema operativo Ms-oos Ver. s.o 
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a_hálisis ·y 

despliegue d~ i~ág~~n~s- :iri,,'-~c;k~t-~é¡~~~ ab~~~übfil.s~ernas: .. 

")i2J•i 
a) WSEG3D. - Parte de(; si~t~~~-'.~~,;~1. que. se encuentran 

de procesarnie~f.ó'.'~ ,áná,Úsis- de las f\mciones las imágenes, 

consideradas ya corno escenarib~t~ic,{{~~h~f~n~les. Este sistema 

cuenta con tres menús (listadosL:cJ.e:·opcf6J1es de procesamiento 

y análisis, asi corno con otras ~p~~~;~s\q~e permiten optimizar 
>>~~.>">"'.' .. · ._·,.·,. ;, ... 

el trabajo aprovechando· ei eq\Íipói"1Üsponible. 
-· ,,~ ----~z~~~·:: :~':~:,;~.~~<;:._'.-~ 

'::·,~,_ k'-/;J \/, :;~~\t~ 

p). w\To~-3 ~-;-:. ,'~a~~Ef·.W~'.i~¡;~t:~~~~~-~~~!l "~~J~g_ll~ s~ · e_11cuemtran 

· :::2u~Tit~<}}e1·i~~l~~~,~~~~f~rt~fü!~Mf t~;r~;~::ª::~~: :º:::~·:::· 
estructJ~istb:~66~~vf.~i~~~~IT~~tY:i~'. ;J~an -·este ·. sistema se puede 

trabajar ei''ae'fup;{~~\r-l'fgt~t;r:~~:~~s con baja y al ta resolución. 

También se cuenta con \ri~:c~~~ian~e a este sistema que es el 

WSEG3S, este contiene en esencia las mismas funciones que su 

versión análoga excepto que aqui se reconstruyen estereo 

imágenes; por lo que es propicio para analizar con mayor 

detalle la relación espacial entre cuerpos distintos o un 

mismo cuerpo con respecto a un punto de vista. 
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• 

de todos los 

para tener un acceso 



más rápido, y eficiente ,_a ellas._ Después' cada uno de los 
.. ,, 

núcleos tenia•;· qúe -ser.: sometido a- una ':nueva alineación. En 

ésta; el', sist:eníá': caTC:uiabji¡,: 'e'i ééntro •.·. éie"7má:sa. de .. cada uno de 

:::;¡;~i.l~tif f~{!ltJ:~tl~;~~~~EE::::::::::: 
:",:á,~::J~;~1:~ l~J~~if i~Jj~~f :~~·!0~1rn::º::: s::: :: 

,•_;.o:._-:,;:4- 'ó'--':.~« ~::::::~:- ·-~--- ' ~ --·':~~,··-

con re's'P~ctci ~~iió'§';e;·,j~-~i:Jxi!li,~ y1"':~6ij1~:'Y~ú~·, l~'iaúri~ación ·manual 

n~.P~.~~~ts~1f-, oivr:~-~~t~¡ ~1~'.~é,ofü·'e';~,l~~~~e;ae~":~z~· Ú Úineación 

gruesa y ~~l:if'e ·todo.JI~ :·~áifheiició-ri ii:ót:a-éio~al que hasta el 
~~~-:_-i"'~Cé~,'.~.:::-'·:,~:: - ·_J_;_ ~=-:.-::;.-,.·:c...:..o~~:;_ 

momen1:6 Fo)i1iE!iie !láei¡¡rsé áiltoinatic'amei'it~; 

El total de. los cortes· peftenecientes a, cada núcleo 
-- ' . - - : .. - . <-- __ .,' - " ~-\ _--- ·• 

fueron sometidos a un prOceso de' erosión en 3D (opción E6), el 

cúal removía un máximo de 
--_ --,-.·. ~'; ___ ':_·-: ... -.-, .. 

·cuatro voxeles de grosor, . ' , . -

permitiendo asi quitar los 'P~:queño~' puentes que comunicaban a 

_los_ grumos de cromatina. Antes __ se: hicieron .pruebas con otros 

tipos de erosiones pero con base en el análisis de cada uno de 

estos procesos, se llegó a la conclusión de que la utilizada 

al último era la más conveniente debido a las limitaciones que 

se presentaban con los demás tipos de erosión, ya que algunas 

removían demasiado material y otras por el contrario lo hacían 

de forma insuficiente. 
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con este proceso, .por vez .~rirnera se podían observar 

grumos. aislados 'de cróníatil1a; Estos 

presentab~n'!-;).f~·· :~r6inafir{~ ·. que 

grumos 

las 

eran los 

uniones 

que 

más 
' .. ·• '~,.~-.~·\.:·~>~:.={;o; ;:_)if. ~;:J 

consistentes'.' de:'1a'' 1masa': tót.al ··de cromatina, esto es, aquellos 
- ~ ·;·-

que a p~.§~F)';d~~)i;:i''{~fb'si.¿n no se separaban en más componentes 
: •\." ¡ ;~.~;·_;·:· ;;:¡·e; 

(Fig; .: 3. 4)' .. Jr·· '"•.Pf 

·_'.,,_,---:.:.,.:·:·· 
':'-;: 

SEGMENTAcíb~~y·r~~i6&ETÁDo·· .. 
en . caract~riza:r a cada 

grumo· •;'de·:;.8;~~~tlna i'.;;aiSl;~o ·mecliánte•; · u~~·.~·~se~~ntaciÓn y 

etiq(j,ffü~t,f ~f i~~~~~t~~.i~,~~~¡~;j~t~~~~t~~;c¡~~~I·~~·i~~+~ :llacia .un 
reconocirni:en:t:~'.~E! ;;fos.·:cü,er:p~s . con~.x?,f;,) .. ei.~is~er,ites•··. en el núcleo 

y les ibá:.; a;;i.gnar'tclo ü'n/ c~io~ 'c'b~f6frn~'. ~9~)ia'c~lizaba ( Fig. 

3. 4) • En 'U:TI ;pf:i.;,c:Í.pio · este proc'~,s~J~;sé1 J:i~·C::1~ manualmente, de 
~ :=.· .. _. ·-.-:·· _< .. - . :'.: ,._. .. . - . -__ ,-~ :-~/:.:-d -~t-~~;- :·:.'.?.}.-: ··:.·_>:. -~ 

manera que el investigador escogi~· 1.füt:> por . uno los cuerpos que 

se iban etiquetando en el orden que.~~;./escogido. Este proceso 

fué optimizado hasta contar. con'la\opción automatizada y el 

método manual quedó solo corno C>P.5º~<1}_.qe¡ntro el sistema. 

RECUPERACION DE LA CROMATINA EROSIONADA 

En el proceso de erosión, la información de la 

cromatina que fué erosionada no se pierde, por lo que un 

siguiente paso era la recuperación ésta. con este proceso se 

podían observar las imágenes con los cuerpos etiquetados 

formando una especie de ejes centrales dentro de los grumos de 
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cuerpo sobre la 
cada 

cromatina 

los territorios de cada grumo. Este 

jerarquias de tamaño de los cuerpos; 

asi, un cuerpo de mayores dimensiones invadia más cromatina 

que uno de de menor tamaño. cuando dos cuerpos llegaban a 

tocarse en alguna zona, este proceso se detenia, de manera que 

no se sobreponian en ningún momento dos o más cuerpos. El 

número de dilataciones a realizar, también fué designado con 

base en la experiencia y para este trabajo se determinó que 

cuatro dilataciones eran suficientes para no causar efectos 
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contrar,i_os a los deseád65; A. pesar ~de 'qu!':; el .·.número de 

CALIBRACION.: 

Para poder real·i za:r¿ i6s morfómét:dcos se 
~ ·,:: - -- : : '~' - - - -. .---.. : ---~: ;: ~- - . _- ,' 

tenia que calibrar Ías ro'edid~s . d~· los voxeles en x, y y z. 

Estas medidas eran obtenidas. en base al· aumento dado por el 

microscópio elect.rónic~ p~r e:l. a:~m~nto final de la pantalla 

del monitor cuando .\a• 'fm~~eH' eiá digitaliza da (en este punto 

se recurria al >ii~~i~~"!:~ej-;6'.¿(ij_bración paramcou.par para cada 

::::•o~~ ::c:::;~f \~~~f~~~t.~:•n::. '::r m•::~::::: ::r: 
---='-'.-,-;~~ -"--~~~'---?.'.:-::.;-:..:: -·--!.~>_::_~::~::.;.-_;t0'_;,_::~'--'-

obtener la .'magnitud•;;dei;y; deb"ido:. a que ésta sufr 1a deformación 

debido a {a: p~~{'Ol-'1{¡:Jéi :riid;i'.~6i. La .magnitud de z se calculó 

en base a la:' lectti:i:a que' d~ba el. ultramicrotomo al realizar 

los cortes ( 7.3 nm) . 
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MORFOMETRIA 

El sistema p~r~.i.t~· oi;)~e11er . una seri.e .de parámetros 
~ ·;,, 

morfoinétri~os;~,f~~n~5;a úil1fol11átlca, ahorrando ·al ·investigador 

todo. el \rabajp} q;;:~Fse re;~lizaba bórnunrnente auxiliad~ J.~ la 

estereologú3' cuantitáHva'~ ; 
~-.· ;~~~~';:;.f:;}\:--

Entre · ~~;: '.~~jf,f·i~~·~º~j más utiles. se, encuentran: 

~e>iJlll~~ €61::~1 ;~~fcrllicireo: , ·· 

- ~Vo'i'~m-~h tot~~i .. d~~ ·,:~~;~o'm~~-~}~a·:~.- :,/ . ._ .-
- {<-'··' "-~ ><<·", .";·. 

- Núrnero.<ie'cl.l~ií)'()';;;~~i1nd_i\riatúiiizadoiil::,J.; 
~:\'< :~:::.':}-:_'.;:'?.:: < :~~l}~' 

- vo1umer(9e cc~~~"Jú~.~' ~e;)ff&sMcue~pi;JsAe 
cr6rn~~ihaT '';, ,,,'.' ·'~ ;:;~~, '\;?. •?é': • '"' 

i;reguiá~i~ali .··h~ 
- Esf~~ibÍ~~a:.c 

. ';~-~· ~'.;~t~· 
~~?':.-

·:H 

olstarici~ de ios·c~htros de masa de cada cuerpo 

ál centro de masa global. · 

MAPAS DE .LA S.UPERFICIE NUCLEAR 

Como .. y¡;¡ : se mencionó, uno de los procesos que se 

realizaron sobre los cortes de los núcleos fué el marcaje de 

poros, por ··lo que en esta etapa es donde fueron aprovechados 

junto con los demás procesos realizados. Para cada núcleo se 

56 



hizo una representación a manera de- mapa cartográfico de la 

superficie nuólear - 'en - la "qúe se - observaban "los_ diferentes 

dominio_~·_-de'-{~-ª~~~j-~~~~o/ de_ ~·c-~~ri:a~¿¡~_ ;;n_ ·~f f.~reCt.ji{c~lo~-Y la 

:::::~:c~d;:;:~~i~~~[~~~~i~lj~a··-~s;~á:Jre~~·a.~s~id~~e\c~o~;nt•~facft·~o:~::~ :: . 
membrana núcJ.~;,¡-'.[. :?Y' ¡:¡•; S,9\np¡¡ra¡:- •de li::>s 

,..._. · ·~- ~·.· .. _ ... : :'. ·,·.:;;·- '':t: ,/'~;.;: I:J~~,:;.,:t~t._·i" 

grumos -de crolll~:t~~á 'cio¡{\'~ Ci:i.t!J::.i.t;il6i~l1;f,_d~; rQ_s •po~ó~~ nÜcle¡¡res. 
····:·;; 

RECONSTRUCCION .TRIDrMEÑS:iONAL--;n_E ~¡t-A -_~¡6R_~'~TIN~-· 
--~--- ~-.>, ~--:· >·'.}-~:~:--_-:·~~t·-~~ 

Está ~~eª~ª~ \<:i,~i,.J{i~J?~]~;.~ s~{ :f:~~i-~~o¡; con _,'él sistema 

derionifoadó ]iV()b-~;'.r. ~~~~~m_;~;;;'.'; ~~;_• 8~b¿-¡.: i~. ~C;~~¿º~~~rk~~icSn y 
despÜ~gu~: ~;• Í~s,,_~;~~~~~k •3D. ) . 

·_{·, -~.tZ ;.:.~,~ ~i{};_·i:, ·:'if.;\~·:,,_ 
:i:.~·.:~<'·' ;,:_f;,,::; ·,l :.-:,,.. - ".'· ·' 

d•· :;~~;'!~T"{;f ~:~:=~t~:::•·,:pl::~::é~::·",.:: 1:rt:•r::: 
-~_!;~··- '·· ··~f < •';:::'~ ~ 

procesd' p~ra3',>ser :'. J¿;spleg~das en pantalla por medio de 
~;~. _·:::-:;~ ~ ,-;,·~> '::<; ·,, 

_eleniéntos ''~-'déj '.yóluJ1leri o voxeles. De esta forma se puede 

ob~ervá.i:: 2~i~É'~,~~;c¡:~cj~ la reconstrüccT6n de- fos núcleos desde 

el primer cio'i:te hasta el último de la serie. El sistema 

permite genérar diferentes puntos de vista, con lo que se 

podía ál1aliza':r- varias posiciones para después ser comparadas 

con las de otros núcleos. La reconstrucción completa de un 

punto de' vista para cada núcleo se lleva entre 15 a 20 

minutos~ 
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Entre las opciones más· utilizadas se encuentra el 

poder elegir. lor.};Ü~rb()~; a ~~;.~~~·é6rist;ui·ci~~\ De ~~t~.•· manera 

::P;r:;.",~~~p:;~~~;~i~:ri~1~~4~~~~~~~~~):4~Eif~~i ;: 
organiz'a~?r ;tjusúiR·~fN:iA·.ár.:.·r~/,ti{bSrº5r~s,Ro;ml~ª{;·1.F+ •• ~~~) &~~l:1~1b~·:· ~ib~!.:~~;·.5.~m{"- que 
codifica 'pa~;~!~:~f '''"~;,, . . , "·; .. . -~:·.~~~·, ,:~ -.-;';-·_;·'.~-:~~· .·:~2,~ ';J~ ::-,.-:::. ~'.~(¿? ,-.~:¿¡·~:·-··~.; 

,-- ,1~ -;x::--,. '~; - ~·.'.:~, \{: ,,-,~- · . . . "<~::· ~.:. <··::~\~}:,- ·1;:~.-r·· ,, ... ,' .. -· ·r3Z. ;;::;--~, ... ::~:'. .._~~-: _ 

TarnbI~ri' , s~.~ ~€t~:~Jg ~~b1;,'.º¡~s~ct .• ,fn;;u·c;'.:1;~e)~ofs.~~Y.~r.:.~d}1~'.s;: ~~~e~{,$ P~f~J t:ian 
generar é6rtes •·.•·a. Ctr;~,:.és~;:a~¡;• . .. . ...... ·~·:: "&'i;}as'i la 

; , "-_'>',__,", - ,_ . P• .Y:O,•. .;--,,;"!· r. ;]~~:-~~:<~":/,; 

conformación fot~~~~ ;f~:[~~'.i'¡•'bG~f~á~."~l'd~o~f~·r.!: ··~' ·;;•¿:, ~:"~ F 

_:_º~;;,;'~- -~~~~~~ -~~:.:~~~;~'- '-~~3- ~¡ft_:?o'=¿~ . - .... 
- - -J-< ,,, -" ~~~[,_,<,; -~·:_:~,:·· '::¿; ~ \ <.'. ~:.<.~-- -,-., 

Para poderé i!~'Si'.f~i' ~clo~g. ºf:º"·' .~~7!~ ~~D1:.I:~ .. 't~~~~ los 
,,_,_ " ·r-,,_,-· ; i,7.~,,_ . ..,.. - • -,~·:; :·'; 

núcleos se procedió aJE:iA~~riáiisis'?éci 5\'cu"erí;ios' que contenían 

::,:::" o:•;:v:;:;~~;~¡~f ~~~~l'.~~Jf :?:~~:~::::':" ,:: 
cuerpos en diferente~,;:;;~~~tc;>_:;i si~ª ::.~rS'ta que al ser generados 

sucesivamente dabaTíi'.iiiY"iliip.f~'si"ón 7de rotación. Debido a falta 
..... ,,>;·_;''": .;.¡--'::-.• - -·- ,-•- -

de espacio en memoi:-ia"f/\;~:aat:i'ot'adórí ocupaba un promedio de 15 

MB en disco), se :1mJ;l18}1tó' tina· nueva metodología en la que se 

grababa del monitor '{~if<'4~t~ciones de cada cuerpo utilizando 
'-~-~':-;-·.:~:~,~-;~~~~~--.;~-_e-

una cámara CCD, una . videograbadora y un monitor en linea. 

Después de haber grabado las rotaciones de los cuerpos de cada 

núcleo en una cinta devideo, estos podían ser comparados uno 

tras otro. 
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Debido_ a, que, el sistema .no proporciona aún funciones 

estriCtamerrt~ 'de- c~lnpa~aéfon~ esta tarea' queda asignada a la 

vista dei5: {i~v~ji:i~!iabr, s_iendo -

inipol"tallf~r~ (13i? fliiriiLi.arizars~ 
'· '...,:~'' 

uno 

con 

de los pasos más 

las reconstrucciones 

trÍdiJ11~risio'nki~.1i: desplegadas en computadora para poderlas 

enten~er~;i 'i'J:-e~a; a buen término las comparaciones. 
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CA.PI'I'ULC> IV 

R E S U. L T A D O S 

'''':· ... -.: 
Análisis cualitativó de las ,imág,enE)s bidimensionales (20): 

- • ·-=-~-;;:,. -> •u-; / • o:· - . -. :- ~· ; . -·_ ' - ~ 

,'i2·-i~']; ~~~::i~J~: .;~1:~v~tr6i1~s h~dhas·-·. sbb~e~ .. los,;cortes 
',,••;·~..:;;; ''',,o.J;, •.;. ''""-hT .;;, ~-,, ',">• ' ,•-

.• :~,-~~~~\1~~~\~j~~~~t~~~~;.~~·~~*1~~!:!~é~:~ . 

. '~~~ª~~f~l~l{~~tl~l~~fJ::~;~::~::r::~ 
:i~t~i~~:~::~~~::~f ~~é!~~~f~~~r~~'~;:::;:;:~:: 
este trabajo fué de un~ ~~.:~;~~f;c~·~t;t~'i.t~ .:Sb·~ est~ forma la 

cromatina compacta deja un .is~ac:Í~ :•·'.~~ht~~l en el que se 

encuentran las partic,u,l~s_::ri_b_~Tl\!.C:l,~0p~oteicas y la cromatina 

laxa. 

Fig. 4 .1 Serie de 16 cortes en imágenes binarias después 

del filtrado de ruido de fondo. Se puede observar como la 

cromatina se dispone hacia la periferia del núcleo y rodeando 

al nucleolo (NC). 
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Estudio preliminar· sobre la ;dilfpof;.i.C:.ión: tr'idimensional de la 

cromatina compacta: 
-;:-, .' ,</ •'¡;:.._ }~~i ' ' ' 

',;:.':,.. -.-~\:::.,,_ 't'.i> ''1:"--t> . <'.'. ~:__;~·· >";<'~ -:--i-/~ ~~-·-~: 

Antes de ap1Ji~~i1f~,ff {~*:~,~s,~~ª)J'Éir§sió'n~:yf dilatáéión 

:::d~:n.i:iiii~1~~li~~ii*lil1iJii{~~~~:i:~~::~: 
habian sido,:.sometidas ·;"unicamente;:·,a1+:cfi·1trado',' cieY· ri.iid.6 de 

~¿_,; __ ;; - ·':'·'.·"-"''-' · ·-<,,~ · ,. e\,· ... ;.:-;_·.-,,~-,~~-~:;;.,:.-:h'.-.'.:~· '~'"~:, -·--;~~ ~:-~"?' ~¡--;,~ ~-,o,'~:;!.'.;~ ~~~;;.L 0: .;;-. ~"-, 

fondo··; y· ;,,~····.'.r}~j'..~·1:~,,\~~,fü~"i~f3'.~f~f;~0~~·f~~·,:~¡~"\{:i~j,;~és· 77pa~á e1 
tí:-al::ÍajO• (citoplasma; y• otr.as:c·~~élulasI,\por,~eJemplo) '.~f'(¡il~~~g;4/{¡· 
se· .·E~!J_fS~-Í~/:~::~_';:~::c~;¿;g:~~-;~n]¿'g~t~~~ ~ ~;~~~~dd~-c' de i 

•cro.anna;R:~ro·?~~tf;¡IT(tTI}iiuc¿;-~~~~g'~:~~·~l~ifa;•~i;;~~:tr::::. 
:::::.::::::~::• .~::::~~·:~~f q;;;i·••·~~ .¿oró ijra~·~f i•~f~ "'" 
com~d~~ntes i~;ai~ii~~{', :.;:i i;.·,·' .•. ·,·~.··.il~~·t?~i;;t;~~~ '· ~~~ectaba un solo 

. ' ,,.:.,.,.: 

cuerpo en ei úináu6.i.Ji:'ro'6i'iornétl:iC::6 · y\ eh ocasiones uno o dos 

grumos. mu{ p·~qu~~6·~,:!•'&G~'J(1J,'W~Í:~~Üf·~ \~~ vió que eran debido . á 

la p~~s}~~~n~la;~~;;~~-{?~~!~Ji~i;i~ridb. y que más adelante fueren 

el~m~~.~~S~i;;~:-~~z!~k'.z\~~t~g~,2~f~5!.ót presentó muchas dificultades 
para .. su·.:.'estud,i'o.}y,.;'¡,)ara).•pbsibles interpretaciones en cuanto á 

su arqJie.~~~r=·;'¡.yá:'.'q~~·.~elC.::aspecto de la superficie del ~úcleo 

. :1!t~f ~1~1r~~~~f :~~:~:::::"::::~::::~:::~:::~::::: ·:: 
·:· ., --· - :~1s(r:.·;_t~¡¡~;,~: -.:·.;-,::~ · - ; .. : -

esfórba1}~\, ·:;uh'as' /a• o~~~s, por lo que era demasiado dificil 

ciisÚn,~di'~ ·iii~or~a de la cromatina en el ~nterior del núcleo. 

De éste.estudio:pr~liininar se pudo verificar la·continuidad de 
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,-;;-- -_:'. ,., . 

la éroniatina ;;adCJ~a;~·-~·:~l¡.P~~~~'.lAt.ei,!1,a _cie ;1a 1nernb¡:ana •nuclear 

y como .ésfa _cjÓn~Jii~a[;~J i:8ao~:cic)5. ~~Jmo~~.;eni:r~- s1·; 

. ~-- ~;_:.:/~):.'~.:,~o·_;:~.'·:,<;.-, .-;·:; ·'·.·.' ¡,·, ,.,, 

--~cL.º.~:: ~ts:~~;~d,~~1'c~i~:fi ;~f~>iJ·1~q~~"':~ . ~iidieron obtener 

de estas i~á~én~~.il.le~?riX'~iL'l~i·uin~n riti6ie~l: Y· el .volumen del 

total de ia ~roriratina C:o~pabt:a. (tabla•.• 1) . 

NUCLEO VOLUMEll 3 ¡voLUHEll DE 3 FACTOR DE 110. DE UlllOllES A NO. DE CUERPOS 3 CUERPOS 3 
TOTAL pe ¡CROMATillA pR FORMA CUERPOS HEHBRANA !IUCLEOLOS < 0.1 ¡ro < 0.05 pa 

44.46 27 .54 0.898 19 19 1 1 1 
38.68 22.70 0;912 30 27 2 5 3 
35.91 22.90 0.914 22 19 1 3 1 
35.69 20.6í 0:875 28 28 1 - 4 2 -

,.JPL 22.J.f .• , ):906 27 _ .-_ 24 _ 
37;38 ·22.35· '0;900·• 20 20·.-

·'32, 76 · :·i20:59 o:n3 20 18 
· 37.16,, 22;53, _ ·0;915 .25 
•,'35.31: ·_ -···23,66' . 0.949.. 19 

~;15.s~;_ ;;3)2:s_5·., _ .º:ªlº'"' ~27 1'.•-~~.~ .:l'.:~~-~~:¡_11üi~it~·tzl;J-;ar'._,. 1 •••·-•••·-__ -~:?ª_'..º~~- t1;'~2~.~;1,5./~::?· <:-9.·.~4,0,~0: -1 ts~~~ k 
··-·20.06; .. ·• • .. lf.44 · -· 0.77L' '16 \:-:••16:•,:i;.."I•' 
·'·21;5o' .::··1s;2if.. o.832 15. 
·_25.65i ·-ns,20· ;o~a21: · 26-

)3.60: ::2ui 0~876 22 

6.03 3 .26 0.04 

Tabla 1: norfonetría de la cronatina coopacta de núcleos. 
interfásicos de linfocitos. 

Separación de la cromatina adosada a la membrana nuclear: 

Después de determinar que la cromatina adosada a la 

membrana nuclear se presentaba corno una región de un grosor 

más o menos constante y que unia a todos los grumos, se 
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procedió ·a hacer UÍ1 pi::OCeSO, de' SGpración, de ésta I tratando aSf 

de encontrar.•gium~s ~ép~i-a~oe¡:':qü~ ~()~. P\l~ler~n .. da~ un· indicio 
~;;·,;.'.:,' '>"A 

de su' réiación'cot~·io'$ .. 2í:'omo~órií~~~·riÍetafá'iS.té(;5:/cal:lé aC:lar.ar en 
.,.-.'< :.~.;::>;·, ;;¿.~';:-- )' r~.·L~\2Ú\~:;~¡t:j_~·f ;,.;~ ~'.-:{~:~1c- -,-~·:.:· U-:i \:..{_~-"> ~- '_.· 

es~é ,p'iu{fo'.,Yqu~ :d~r.~~é~¿}:iJ ~;,~0~.~,~: .~~/ '.~P.1}'cai:12n 
después. :.ncí'·~~~~10'f~~ 'ánt'95Jéie :·iá{'rehiéíc ión .aé• 1a • 

c;o!Ilaif~Qs;¡dbi~'.~i~f}~ ,,···•·•· ••.• :.~ .• ,,, ... ,. i~i:~~A~~f'.%~~<~s~os 
procesos ;reaúc~g ·rá·· •r'ebajanao•·•éie"'icjua1 

::n::; Jl~;!ri~~1b3f :É~~~~~~n~~:lf ~~j~~~~~~t~~Y.lf ;: .. 
que deseabamos·; ··:.tambi·én.\:•.'.se• . .Y .. llevarian/:::Ygran"·:;•,•parte • de la 

:::~:~:;:;ii~i~Jlf i~f II~~~7~f J{i~l~E~~;:::· 
de···. erÓs idh~i ·i'a::;.'2iii;lf a~'.1i':ér6tii~frn~éi adok~cia::~a •. ia : membrana 

. nuclea;,: ta~~1·~~':'~~~:::1a: ~tei#iiíacic:í. c~~· el-r~stc;;_cie la cromatina 
·~·~~' ,< -

interna .. ·; 'i!;~ ,·' \;·.' ; · 
.~:',yL -~ 

.· óE!i::l~d.~}.~ :ést:Ei.s observacione~ se procedió a separar 'la 

capa de bf6~~ct{n'a\~~i\ci.onacta y posti;írioririE!nte ·se ¡;>racticó uria 
;,· ""'c·~~.'i"···~,"<~ --- -,:,·--- --¡,;>~'- -- --cof;.o 

nueva reC:ol'l~~rl.lcCiór1 ,. t~.idi~ensib'h¡1 de ia .• br5Diatl,na: . interna 

restant~. 

Desafortunadamente, el resultado fué el mismo, por lo 

que la reconstrucción presentaba un solo grumo conteniendo 

toda la masa de cromatina compacta y presentando las mismas 

dificultades para su estudio que en la reconstrucción 

analizada con anterioridad. De aquí se pudo observar que la 

cromatina compacta presenta una gran cantidad de regiones de 
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--- ·- . --, 

unión entre sus c~mp6n~i}tes la 

cromatina pet°if~hbi."l . 
. /~> 

:~:~:~'-. ~-: '.:_. ~·-- -:-:~-· ·:º, ~ : . . \>, '.--~< 
Erosión, segmentaciÓn~t~fi~~t!Íd6 y d.Úat~cióndela cromatina 

- ;)f;',; ;,;'t·:··.:;···:····.t.i ... :: ' '." .:-: -··-··<·\:·;~ ~ .. :,; ·, 
- ;•, :-- - ::-_·;: ·, ~,_;{::;-.·~-~-~.: 

compacta: 

se reaÜ zai-'orí'}riu;~~.~~¿;,¡ .Óbse;fV;ib'i~nl;Js de~ las imágenes 

binarias de las -~~r!~~~¿~j:~~6~t~~ ~\i~)·s6ff'~i%'ab~n·:~ cada uno de 
,.~ . .',;-.-:·._z;;:. ·. }:.-:<>-.. -, .' ; .-.::;>. :,,,:-.;.~·.··_ ·: .. --. .'. 

los núcleos )dé\?::ünféicififa¿. pr~s~sad9~ 1_{ •• ~~~1\ls~.; ... ~e tomaron 

::::.::~~:~;~1f tlJ,:ii!~ii~;~~lii~t~~:~u:::: :: 

cuerpos, 

remoc.ión 

internos Cjué •ünfan; 

~epirados que 

De 

ir 

incluían la 

algunos puentes 

].'~:; cromatina. Por esta 

razón se ~~~i~¿ ·~~-proceso .de erós'ión )~~a<io a la separación 
''>-..' 

de. la· cis>rn_ati..ii..~ ~P~Úf~i(q~1~;:J.o-.iciía~~c(ió.'.cC>mo resultado la tan 

anhelada separaciÓn·d~ i~\~rom~Ú~~~-eri.·varios componentes. La 
,- ._._,,._~-_,.',_.~'.'"-.:=·._,~_: :_ ....... > ~ 

segmentación y el etiquetado permitió analizarlos como cuerpos 

individuales y diferentes unos. con otros. Por último, con el 

proceso de dilatación se recuperó toda la cromatina que se 

había quitado con anterioridad (adosada a la membrana nuclear 

y erosionada) permitiendo así realizar los estudios 

morfométricos sin perder las dimensiones originales de la 
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cromatina. 

a estos procesos: :se pudieto~ · obtener datos 

acerca' k~;\~~~~iioitlitri.'~.}d~; l.a;~X:aiila~iI1k/i11~~ gi:u~os c;¡ue se 

ináiv~d~:=iilzaron;' icis ciiales [t~~~~~;J;.;\~i-:8ni~cii~''a~·t2 ± 4. cos) 

'gfiiin6s ·de'crC;;niat'ina par~ª !:8<1<l~;¡~~cit~';'~~·cJhr~u'ri 9i~i'ti3'; superior 

d~«,~·3·~/· ·~-: .. l~, como .i:Ími.t~- i~!'~_er'.~~~f:~fÍ-~1~bi~.A~·:Y-'~º- .~~;Jf· 

Mapas de la 

nucleares: 

superficie 

~ ,-- ~-·:~·~~r, . ·,._;',-, 

; .• ¿; ~;;}.;'" ·~:'.,. '''.~:. •• '.\~i; .. ; .. 
n'.uciear }i);d.isI>65i'é;iórÍ de 

~-:<L·0 .t'':. -<\;~~ -,.:,:¿'º'. --~ 
:¿~1~~- ~i~~' -:.~_;'" 'j_~';,_;:;_;; '} -

-- _,,-- <f/-' ,,_.,.~ Y~<~--~-~-
-·- ~;=~~-:i-i_t~~!~~ ./_;., "'~ --·---'~- ··.--

los poros 

·º>:.·.~-\~:-::·?\- -:(·~- .:~:,-; '° -,~- , '--;Jr,::~~;~~~~~~:,~·:_ -~::+:;; : -. ,-.: - .--

oe 1 proc~so 'd~,i.'~ik~ii~ '§ffS,:::;:~~~;·;~~~fi~~s de ·1os 

mapas de la. súp~~ti~'l~tTl&g·1~:~~ 0BS,éi'.Y9~,faue; ra" disposición 

de los · ·~~~~·si·'~~e~CÍ~~~~.~*~t~r~~~r~~~~fe~Íl~e!~h;~~~ªT?f a~per i f ~r ~ª 
de los domi:ni'a's > d acúmulp:S de cromatina e y .sobre la ~uperficie 

de aiguno~ ~~~r~~'s <d~'.;9~-~~ tamaño). 'c~mb'1~~· qii~· contienen al 

nucleolb (ver fig.~4.2). 

Estudio morfométrico de la cromatina y los . cuerpos 

individualizados: 

los que cabe señalar lo siguiente: 

La cromatina compacta de estos núcleos ocupa en promedio el 

63% del volumen nuclear (gráfica 1). 
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nuclear'; -

fUé 

de la superficie 

Análisis morfométrico de cuerpos individualizados entre los 

que destacan los de relevancia biológica como los que 

contienen al organizador nucleolar (NOR): 

Se pudo notar que en los núcleos se individualizaban, 

después de la erosión, un número elevado de cuerpos de volumen 

relativamente pequeño en comparación a los cuerpos de mayor 

volumen. 
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Del estU:dio - de - las caracteristicas morfológicas de 

grumos 'l.ndivÚh1a'úz~dos de relevancia biológica (cuerpos 
;:;\ . .:: :::--"- <>:::' 

corrterd~_nd.6 ;' aÍ' NOR) ; ~.,.se (observó ' que éstos se encontraban 
~· ~-.,,.:=,. "4r;C;,-,, .• '. ~---f ~ •• 

siempre -'~h-tQ'~'.í~~;d~:,;illa~oii~~11lirien ocupando en promedio' el 39% 

del V~1ufu~~}:~ J.~{ g;bl11~~{~~\;()~pacta de cada núcleo (gráfica 

3 ). L~ ~6i:.;-8met~f~d'ei ~~t~scuerpos se presenta en la tábla 2. 
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Estudio de la rotación de .. ; 

cuerpos de relevancia bio:i«'.l<JÜ::~g,i 

morfometría y distancia del centro de masa 
. de cada cuerpo al centro de aasa global 
( !CnK·CHI )de la crooatina perinucleolar. 
Ilota: los cuerpos en los que no se muestra 
todos los datos es debido a que la 
croaatina perinucleolar se separó en dos 
cuerpos. 

ilÍi~g~~~~ ¡ ifi~~;'.~~~{~r\~J.;;s 
.::~,; > 

de 

·_: ·: '-;, {!<;- - .·~:¡ ·,::.::_,'~~}-- Y~):·:;_:·,·/·······:·· 

Del estudio de las i~ág~~~~ '4~··: (imágenes en las que 

interviene el tiempo como unadimerifiiÓn:~á~)d~ los grumos que 

contenían al NOR, se pudo encontrar que algunos presentaban 

similitudes, aunque demasiado intrincadas para el observador. 

En general el cuerpo que contenía algún nucleolo solía ser de 

los de mayor volumen, presentando en general una forma que se 

extiende de uno a otro de los extremos del núcleo, presentando 

al menos dos porciones de contacto con la envoltura nuclear y 

proyecciones hacia el centro del núcleo. Esto también se pudo 

verificar analizando los cortes uno tras otro en series de 
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tres; .. tanto en los cortes eri;;z iniciales ·cvistas.ol:iginales de 

los cortes.' r.í:S1ciosf i::'o~c> ~n; las iin~g~~-~s- )vfrtuales- •dé ¡ los 

cortes ; ~- :~;"J·, ~~11i~~ciis~-_~~'.~ §.~~-~O;égtz~~~tj~_()t~d~~e(7,_mi:ª¡~s1_-a;~~:~fé1i~'.;de·•• 
anáíiúé: E:n c;J~~·~f'aJ.\•;o;;i~\c:ú'~§~ng}a'.•;~~j' · cenfro .... _ d~. Cii;d~• 
uno de ~~f6~ ci~i~PJl ai6~~t~6-fae 1-~él~-~ -~}~tJ~{ ·de:Hnu'c'.i1éa-,d~i 
de los ~ái; p~-~u~~º·~ .. -~~·- 6dl1lp~r~cii:~n .. :iit·~r~~{J''~~~- ~ i~~· :;r~lllºs 
individualizados (tabla 2).' 
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CAPITULO V 

n r se u s ro N 

Son ' mJ6JJ~ ~:íó~~~~~-t~2ÍiÓ~~.~~e ·2~eiK11:~ ;'ri;iiza.<iC> ..•. para 
",~·-'~~:.:'. ~c::·.~-.~~..::;:~t: .;_/_!~!;U.·-,' · '-< ~;. :·_-;.~..:_~~ -:__ __ :__,¡·,, 

~~~:~~:;~f i!it~í~ii~i~i~~ii~i~·:~~· 
fundamen·fa:r;·)1a:c.iex.i.s¡~ilc.i.a ;¡fo \iñ .g~~~~ ~-~ ~i• riúclE!o interfásico 

--- .. ~~/--> f1~\ :-_--:_:.~~.:-_•_f_· __ r .J:='/•;, :~~1 ~-~~~~·~f; ,:~;::-~ -~-1ti:: 
~-~--.'._:·_,_::.·.·-~:·~_·_·::_:;:._-_:,--~.: i:~~-r -- '"-: -·. ~">.': <.·/_,_·; · ·. · -/-_· · · 

'.:"' -· ~:-;: .::::·.:;:<:= - ::':-':-~~ .---~ 
El · ''estucffé:í 'de .. ~;la. é.!lsposici6n tridimensional de la 

croÍnatil1~·~di7:~~fl¡~a:~:iriJ~ifas~, es de gran importancia ya que 
"";~::_ '';.;-,_;;, 

representa ·-•a ·•·Y(;6" ·crorncisomas parcialmente descondesados (en 

Esqui vel, l·~:~sTJ·? Pir .btra parte se puede argumentar que al 

estudiar tridimensional de la cromatina 

compacta (objetivo de este trabajo), estamos analizando 

indirectamente la disposición de las zonas en las que queda 

distribuida las fibras pericrornatinianas, por ende, se estudia 

también la actividad transcripcional de la célula,_ aunque para 

ello se necesita un trabajo más extenso que relacione de 

manera inequi voca ambos puntos. Este trabajo nos lleva a 
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pensar que se podrfanÍ crear microarnbienÜ~. en l()E( que SS esté 

para propic~a~d()/ e~; --~~,e#~~-mie~~º -·-·de_~· iiio1~-d~i¡;~;:L~:~6e~'.'1~i~s 
ef eC:thar:c~e;ibd:n)n~~ :á~¿J6i~i~~;f -itt~~~~-~/ii4~s-~d~tr~ip6', c~l ul ar 

. J _. ,_: ... ,,;,.,;;,:'.·--->;, ·_,;;::: ;,,~-~ .' "":-;:>·~ .;---;, ·.~'." '" :--~.-:-_\:~;(;· ,:.-·,; ·r.\· '<'.:J 

en. C:u'estÍóriJ Tal:; '}icie'ai~'({p~dr~~ ,'.jf;jei;se':))'a'poyitda: ·por las 

::::;~~:::~d~r.ir"~Mltí~.1~f t ¡g~1~r~t~~~*I~~[~:t::: 
en lá' ihtef:E~\;;é'~: ;~g~·-$~~~--f~f ~i;c:~~iBfe~'ii,;; 'ITia~Linaria de 

~::~::~·::·!i:~;~f ~~~~~~~~f r~~~~tif!~l.~}1J;nes soo 
' · .,,r ~~~_.,-:;.,-·->-~ ,_ -- ~,~·--··· --~-~.,. ~--.,~ ·--.,..,~,,-_ .... -:-;. --:;7:;1 ''"-:'.--;;-:-·-;,- ~\~ ~-- -_:; :;<:.;'·- • ----

~,- :~t,;" 1 :-:~:;.~.; ~-__ :·~e" :_:_;~~;-~~:'.:_,,~:;}i.:;_ ~.:_~~--·'' _ ,Li·~~:[::;_{;:~ ._.:..,~-,--::- ~·~~'.-; 

--- ·-- ·,--=-->--;:~ co'(i;_~~;+iif:, -;~~~--;c;i~J~::O'.';;;_';;;-.. ~·::;:¡~~~l~;-~5-,¿_/,~ .. ~7--~~:_~j:~~!~/-' ~--~~"~ -~-~~e' 0~ ---

_: ;-::~:: .--- ' 

El· p'i:obieiila';' CiUe-~seiil1'abfa; tenido;'p·ara la.<foterpietación 

de fos r~;~,~~~ª~~'-"s~ª~~~tJ~~'\!~Hío;il~g~i)i~ '·~ii~i:~6~e~ sobre este 

tema 'fhé,cai~{b~fd~l, ~~;:~~t',.~é",c~;;n~i'ifc·~,a~sit_·_--~---.~.:.c_---e,nni~a~~ utilizadas dañaban al 

núcleÓ{: ~(por:f•. \~j~~~i~'.{''. , · las que se practicaba 

>:.~: 

de la cromatina 

-- compacta-cc.c,,é:l~'.'_;.~~~p¿~~gftb'~-;fdéfrata· mediante reconstrucción 

tri~i~~11s¡ori~1 ;' .· '~;,~~~:(~~~(, evidencias de la existencia de 
- . -

patrones de repeti ti vi dad para estos. núcleos. No obstante que 

encontraron esto's patrones restringiéndose a una región 

limitada del núcleo situada en la porción ecuatorial del 

mismo, el estudio fué en un principio realizado sobre toda la 

cromatina y gracias al empleo de los métodos de reconstrucción 

tridimensional a partir de cortes seriados, se pudo observar 
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la cromatina en una disposición bastante parecida .a la que 
.·" ... - - ".~1: '- :e- ' -. ·- ·- • . . ' -

guarda en los ;;;úcleos intactos•' 
·.'; ",,., 

> <·.','' . :<:::- \'"' 
'.·<-

7É¡¡{; ~h~b,, ~r '.'~~th~F~r 'i ~ª 
•">,.;:. 

;~:>:i'~~ 

r9a6r;_ 
estri1.C:;'.:Ü~'ifé'i'~Üdí:~'ilf f~{:¡·céec·· 

el. pa~i::ón'iiri~;~!Ide': , ' 
. :-<'d:~ :o-.~i _ _:_ .- _,,_, .. :·'.~ 'c~:~~,;r::,-_ _,,~" 
- ;e:~~ 

~;;.:;·{-:;~ 
·~F- ·:.-1_ -:·:·· . '': 

"a'UfOreS' 
han te~~,rn~~~~á'bt{~E:~·;f~;{n;ejor~~ forli{ii.' ;J~ ;¡Bordar ~'~;- est

0

~~i~ • de 

tal ·:e~~k]::~*~~#·~;~1~~ l~ih~~~~;o:::~~i6d6~ cb~p;t;i::fiilaos :en :10.S 
que se •':p\i~'d.atf5 1la\::er' ~~8 ::~~ .·;~~~;· g:Q.'a.K¿'c~¿~¿id'~á ~·e memoria y 

t~n~~:~~@~-~~~.;~~?~\t~f~~~~~~·f0~;t~~ ;f los núcleos tal y corno si 

se tu.viera•·.·un':::rnodelo'..'fisico.'entre.·.rnan·as ·,(R.uss, 1990; Esquivel 
',J ' .. --·_,;~" .-; ·: >~~_;,· '·;; ~; , ú'.~·,,::'.;';~:~- -, ,' ... 

et ~~·}i¿.!~~t~~.;~"ºlÚ~tC:c':L_~t·_ 1989; Geraud et al., 19Ba; 

H6chst;¡¡:;,~~r/et;a1/; i9aG). De ahí que el presente trabajo se 

en~o6a'~~(~~u-~~ p'uesta a prueba de un sistema computarizado de 

recoi~t~uci~i~~ y análisis tridimensional de la cromatina 

c'c:Írnpa'cta de. núcleos interfásicos que además se fué elaborando 

a la par del procesamiento del material biológico y las 

imágenes de cortes seriados de los núcleos en microscopia 

electrónica. 
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Material 

linfocitos 

puntos en los .que se debe 

··. :!Iig~nos 
poner ·érlfaeQ.sZ3;p~f' ll~;.11\~jor 

l;-~J'-~_:, - ~> _-j,_~-;;:: -

comprensión: U;~i{ , .. , :.;;}'.?!; 

Reducción por amalgado de mosaicos/(~~L~\~~;~~9~1·: ;;~~~~ 
método descrito con anterioridad · :Éué .7,,1 ·'ae';fs~:~e;Pn}c;:ai:ªa;~ºl:::m:e·l,n;;tLe,' los 
requerimientos de nuestro trabajo Y·Pfe§'~rit'6'~· dós 

relac:io~~~~t' 2a?i ·;¡.y~::< cantidad 
•-v ,:;~·'¡ n·' (':~--:. -~ 

ima9~~/i:;;jY~'.'. q~E!. ·. a1 inicio 

ventajas. La primera está de 

memoria ocupada para cada del 
- ~-~~~----=-~-=-~-~.oc-

pro.cesamiento, la imagen inicial de ~áda corte era almacenada 

teniendo una resolución de 5l~ ~···'~aÓ pixeles y ocupando al 

rededor de 1, 2 MB de memoria por. cada0' cinco de estas imágenes 

almacenadas. Al realizar la r'educC:ic:n;i, las imágenes pasan a 

tener una resolución de 128 x ·120 pixeles posibilitando de 

esta manera acomodar las i!Rá_::iem~~ de hasta 16 cortes por 

pantalla, dando como resul tadcí.: ei poder almacenar un núcleo 
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entero ocupando menos.ae>1;2Ms de memoria 

. '..~.;)< ... ¡; 

.:g~1~·éi.~J:i·á~~ '·~~~T·~ei; ~nálisis 

de los poros que pudiera ser necesíl:rio; ~:~~~'tf~:::l, ehten'Üinilento. 

de la disposición general de é~t~~;;·r ';;:):; •;;< .• , ' .y ·· 
:\~:::~-< 

Al hablar de esta disposición ·.eri ; i6~ ~\:"ii!sultadÓs se 
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menciOna que Úenden a es't:B.r hacia li:I. peri.fi;lt-iél d~ los grumos 
'/ ·,··· .,., 

de cromatiná individualizados y . sóbre grulQ~_s: de gran tamaño 

como los qiJe 6~~;f~rí~~ ·~1 nt~l~~iJ~ 1~á '·primera _ de , estas 

::~::::: :r~[;'¿~~;!~;s•;."e .• _
0
.-.•. -.-.·.·.b_.:_.-_·····.•--·.··ipura·_~o~··-··;·•.'--.•.".·_:º~"b•'.•ste.~e¡.;;r .•. 'vf.;}_a:·1r~ .•. • •. ~.1.; .. _-_•--.•.·····h···· .. ·-1.•·:q·~;ur.·.-e •. ~.~-·:.0 .•. ~~j~~t~l~f ::.:: 

1 ; . ci e :{' ; ""'> • ' ; ·• . _.,•-·_ _ i~~''rt¡~;~fb~~ ; 

~~~lif l~~íi1ilillli1~~1~~ii~~~::;~. 
_·hace )\iJ~a¡ire;;:enJ_~~Ei~:·;i)un' 

- ·- nucie'ár'r~k~)~:~'.ª~~'i~~~~t~i 
d¡,~I>;,·;iciónSha~~i~r·i6~;-~~m 

"'1/:~;·:- :.:;;.~~¿~'.~: y~~~·;: ?;~~:· :C:-•--;,:~ ; l;o;,::'.~·;,' _ 

-· ····me~bE~riaj•ff~~éti3Ji'i:~Yi!:Lt 
·_ ·~ éli1atiic~óhf'pO:f!.i;li~'.i'.ori'ada 

de un grumo ii{y~d.ai ·~1.: tEirrftorio 

adyascérite .de ~~nc)r j:¡f~~~~il.' ;fr ' 

_de 

de otro 

Separación de la cromatina adosada a la membrana 

nuclear: Esta separación fué necesaria debido a las limitantes 

de los procesos de erosión (Márquez, comunicación personal) y 

-a la búsqueda de grumos individualizados que nos pudieran dar 

idea de la relación de éstos con los cromosomas metafásicos. 

No obstante los procesos de recuperación de la cromatina 

adosada a la membrana y la cromatina erosionada nos permitió 

realizar los cálculos morfométricos sobre la masa completa de 

la CJ:'.Omatina compacta y no perder ningún dato al respecto, 

acercándonos de esta forma los más posible a los datos que se 
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obteridrfan para los ~'d~i~~{ i~tactos. 
,-·-.. -. __ :::,_ ·,_ : -, 

'Ero~i~~·: ai~~~§,,·'.,~~:')~i~~· ... ZxI'iYct se- erecufrió' a esta 
técnica P~SJ ·~q~~tf;;{~~Í~f~Ü.·~i.'l'~:á~'.~rlinias:cí~ 9fó~_atil1á. ·A pesar 

ci:n~d:.i·c~a~n~d~i0·.s;·"·::1;0~0s: .• ~· .• :.,:.rfier1su!l~tllª!do!lsf iiill~lf Íiii~~:~:~;~ 
::obtenidos ··~·c:lespi'.l~~yqe~;.i~.>.·,(~r~siÓn ,. es 

;\~ 'O,<;./ ~.;~ ~~ ;.:'' 1'~1';<·· i~:{.'.:} ''1·"·'; r ··-··' . • \' 

que,.e)c~sl~h~ii'co~~ud_le'~.i.·ºP~tu~fe;tnn,J;t~se's~.d.•~ .•. ~.~d.e~'c.· .. ~c·:0r;'~.mo}m;ta1t··.-.n1'~n·.··.·~ai:.•.•~m·:eu: .. :Y;i-.e.;;d:~.}e~:al:~g:~a'{ud~o·.~st·d.~~.f(tm• .. e.:n:o:'rt-ers~ e11~sl~~P~~f .. ... . . . . .· .· 
ª 4 ':J·~~~lesr -;:;I:6»,i~á'.ct~~~~te'~ a~·r 'µ;ii3 j ti~~ 62ü~i~~~ fueron 

.-,,.·~.,"· '<• :.·. :·¡ _e',· ;;· ·,.)¿ --~[...;.). :. ; ,_,._ ., '.:~'o>··¿.:- i'·-~ · · · · - r""" :'··· - -· .:. • -:}~.".. "ii-~i~· ,-, '.·"' -, , 
~·dis·ue'.lt~~-~~~b~:f):~;5~e~r~9~:~·~'h\~~1::;~~ :~_ ~,~~~-' ::~~-- · -=:;~-=--~ J~, ---- - __ , ----

:,·--= ~:=~·::. <. ·:·~:~~;·.~~~-:~C~~2::~:~i; '-~:-~·;: ;{~:, ·--. ~~~::~ ~-:--'.'.'~-:.~~ .oc,;= '.~~~¿':~,:~",¿~}:~~:;: 0;-"7;3:-~·~; t.~,~~;_;;_:?}~~·, 0
) ;,,_ -

,-.:~5~~: ::.;.~~~~·- ~:¡~tt ,;;_._,-,;:; ~:%:- :~~~~--.. ~- c.777e-> ,:º' >:~0:i~ "-\,- ·.-.. ::~/,-·-··, 
· ..• ,:·)Eitiq{íe~l~~:' AJ.>h'abl.ar'd~'.a~ignár ':i.iria'C:eflqueta a' .. cada 

cúmJJ.6;~{ri~;fJ{giiif~·~<i6; i'~ '11~~~/·J:.~'i~;~~~{~ Ú ~fec'to de 'asignar 
uri 661p~-~il:~~~r1~e~él. 6~a·~ ·~~6.~~; ~~tci~ 6~~Ji;s:•P::a que puedan 
ser i<l;~~tG: i~~db~.~~;s~~~~~~~()~;ya; ~ed viSuálmente o empleando 

!~.:~.. "{- _· '.>:· .. ;. ·:-?:: 
el' sistema de· análisis aÚtomá.tico. 'Aqui es oportuno señalar 
que eL ~olor d~ 'ca~~;;r~¿fu~~l'. e~'. a Signado sin tomar en cuenta 

los demás cúmulos 
' ' 

i.ndividualizadosLya que.ei"::sisteína asigna los colores conforme 
va localizando . los:: 'élÍfuÜ:Í~i¡ por lo que este proceso varia 
dependiendo de.la orie~tadióndel núcleo. 

Dilatación .é:o~aiC:~onélda: Esta técnica se utilizó 
principalmente para 'pod~r realiZar los cálculos morfométricos 
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':.' ... ·.·--;;_·.:.,·';._·.·' 
tornando·, en Cl1EHit,a. • to_dé'j l,a crema t~na, (recuérdese_·, J.os, p_rocesos 

de_· .. ~ro~ici~: ~if~~ªR~i~C±-~~ ,i~~~~·D:i~~~riios).· :so~b· y; se ~~pltcó, 
exist~; ifü·)1~&0~~iJ'~~í?'r~i-"a~;15~b~·é: si: •1os grumos ~e's~ré¿;:d~ 
cii1a:t~~~~· %-¿gre,~tÚ~·;,cr~~~ffn~-;~:.riO ·se'grnentáda ni· eÚq~~~-~da 
c~ris~~J~n' fo~¡?f15t~rt~sf()~{i~:i~~i~{ ~~e}tre~en~aria~ el1.-~r; -~dd1~0 

i1~~~i¡ii!tii41~Í~~:jt:::~·:::?~lt::::::: 
: . ;·:.·:~ -,, .. ' ->~-}"\' .----y,,2>:~~~~:~:-,:-.. -·~;~:{:)'.::{'.t{:;·;_;._;,:.i::;'.;.:J,'!·~~-: -~-'t.};; ·1:}':~~?' ·¿i:>-"i-· .. ;:· ':: ~.:: ,,,_:::-~ _:: .. >' :. . . ' 

sólo"p~-~rntC'.1:;b1:jn;~-~~1l,.1TIUJ.º'.°;'~e.t~rn~~()Yf,qi:ma .• que dependen. de 

-l;ás -l~?~~d.{~~~;f ¡~~~gt~~~f.,-.f-~f~t~u_.~?~]y·~~e .. ~.:.•_.~_.,·.u_~,~elación entre todos. 
º,·"~';;::'.;", \-'~::' {:,.\~!} - . ~ -·~-~'-i'_ -

''iEf:. :\,~·;; .. :: ~;: ;<~·i.: -,/';': _ .. ,,,,. ;D::-;-:: ~ ,,;-;_. 

:~~I]Ji~t!\t~~i~!rtl~f t~it~iE~~f :::::::::m::::::: 
nece~ario ;;',~nt'~nde;i~:i~~i>f~~~~;j, Jn: ''éi~¿: ;~i~l:)'a.ja el sistema de 

anál~si~ p~~¡~;;~~rI~i~~~t~j'[~j)~_~~}~~~·'i¡t~~;~,, los datos que nos 

pi:-oporC:{on§. ' · :~:· ~,,, ti¡ 'f:1i'' ~- • ~;' 
- -.· ·/F;·· · ··-::~ :;'.:'.it,_:- :.~~~::::·! ,,·: .. ·r;· .. ; · 

'' ,,. <t-~ '·-··' 
.,:<~:~:%1:;· ·,.~·~~~- ~-~.t~;y·'; ' .. >.~;,,_.... 

Volumen ···•·riug~~~~;'L~J&iJ':~:~~t~~j >.de cromatina: Estos 

resultados~i:ronc_;pii:reéi'd'ós°ff)~-!;~3f?Cí~~t1:c:>~?:~ócléos aunque también 

los valores. extr¡¡nios llamí;¡n,.ia{,'4t~TiC::f~n'por .la diferencia que 

guardan (ver tabla 1 y gráfi6~~:{¡f '~gd6s los parámetros que 

fueron calculados con el análisis estuvieron 

siempre calibrados 
:··! ·;·,.~: :~;-~\ .. :,\: .. 

desde un prin,cipio tomando en cuenta el 

aumento de las estructuras en cuestión desde que fueron 

fotografiadas al microscopio electrónico hasta que terminaron 

como imágenes digitales procesadas; Algunos de los parámetros 
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_-como diámetros y volumenes' núel~ares. eseri'Ci.ales pará ei' résto .. 

de los c~lcÚ:iios iíuJ:>s.e9uiin"t:e~, cf~~rc;n '~orr6bol'."aaos con 

medicio~k~} cté''·nua100~ :·de1 misriio ~'fi 1,faT.aY .~foro~_?6i?io .,.ó¡;itiCo 

uti 1·1 zariao~~!lin'.~h ¡~i~~f º;;fa,~'~trz~!~tl'a~:I:¡~~'r .:¿~ rt~º~'f i5 \t~~~:1.f.~.;á~···· 
que ú'~,; ;TiitaT8ic,'~~i1: f;~1~6W~·~:{• con)'.iti~]r'' ~rsfema ~6m~Gt11r:i~~dc, 

':~-:_:~:.J:é ''·"i,;;t' o ~. ·~¡" ,;, .~:'. ,., :~\t(-: .. ~~:~:~~-, ·- .. ' .... i~~~,' ');-'. 
coinóldian]J;Cop ;~~l~s· ;jri9~i·c.~~~~f·.:;~J.~;.~.~ ~icróscopio Opt:ico 

u t:i i i~ ~'11ci~'.~ilr1él' i~<iiúi<:i. . dfJ\ ~:~ca i8,i~i{;y. una. i~nte. optovar. 
>"">'):~~;~~' ,'·),:- --:~ :.~·::.,~;/:·-. 

\:··~;_,:,-·· 

>i~\li'ós º·' cuerpo~:; rii'cirvrci&~üzados mediante procesos 
- -~5;":'.t:-;i: ~; ;:: 

de· erosión: A;_pésaic~c:J:~~·#~~§~ ·'jos}' inconvenientes que puedan 

surgi,r?_or.:~1-;,\i~;:~~~~-~~~~,~~~~~g~J_c~~tt~s ,cie .. _ llamar la atención 

el. hecho> de que ~é·;l1ai'l:ai'.J'~,.'.Sepatiado un promedio de 22 cuerpos 

_por. ~11síeª}"::·1·~~t~~gr <~~ ~~i~!~~¿¿~ücl1o al número h#i;i1oi,de ae __ 

cromo~o~éls~fd.~:;ct~iá~\i.~·~p~6le~'c~;.r_;~o;~E!8'i;i~ciie~'.cori ·-q\leYse¿t~ab~.?6·;:J:u,.é 
'~,Í"°" .s:·;.::-:.- .. ·?.¡!~i; .. ,,, ._L, ••. _ e-::;.:,,··~·' ~-· _.,. ~-.:. ·~:,:. 

Rattus ~'.ho~egtt:U,~ --~t{'.;:.%i~~?.)~ú~~:~;~\~·~8bS~/j~:2n~ .<'42 :Úiyaúi y 

Kiger~ - 19~4)~•· B~l' :.ciesvia,c:;.~~Pi est:<,ind".!:r,{'·(<JE)f ,~q~~gf~ · 1) puede 

sugerh ~J~;~i~f\ ~~~§~6.~~~~~tJt~~~iP~~i~'.Ü~·,• ;:~~~~: i'a~bién se puede 

obséryar,'. CJ.;.;El.i,-~~1.,¡·~µófi'.¡j~;;~a~I~i]'.Jsi' e:'asas : en - que e1 número de 
·~: ;.<. '; ~-:>" - ·:::: - ,_,·,ye :::~-: _, ~-··, ;;;. - . -

cuerpos 'ir'iai.'V'iáU.a'liza'do~·· . era ' muy al to, se presentaban 

alr~ci~do~ ?~e ·~ cuerpos aproximadamente de volumen demasiado 

--pe)queño~~l~6--éuai -podria -estar -haciendo que la dispersión de 

nuestros· datos se elevara. Por otra parte la formación de este 

tipo de cuerpos de poco volumen puede ser debido a que a pesar 

del gran esfuerzo realizado para obtener la mejor alineación 

posible de los cortes, éstos aún hayan estado desfasados en 

algunas regiones, creando asi salientes que pertenecen a un 

cuerpo grande: pero que la erosión las separó por la débil 
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.. --.-.~ ·',:::-·_\:·.: ::·'.":-·'<'.·';.':·: .·: ~;:·~::.~ '.:-.~-.'~~--- ~ '·.e· . '< . -. ' 
unión que eexistfa :,. é'ntre. ellos;; =No. obstante =cabe . señalar que 

nuestroi .~~s~Ít~do~;';~u~~~~ ·,~uJ!rii .• ~~~1·ex'i:stl:~ran conexiones 

enf~~·.·i:6s~;6'i~,Ü19'~~J111f ··~f,"i¡~~~Jl~á~~e~~~.s~:·;:y•,@íi'~~:·•.~~1·~·~·· ynicmés' ·no 

~~~~~~~}~t~i~~!f ;:;i~í~i!I~~~~;:::::: 
-"' '·::,~-::: '~_;p,f ':. J .}:~ __ ·,,1't~~f;{;¿\~·t~_\;~', :Ji~ .. 

00 

• '.:~;~~_:_ '-,::' , '1'~ ·'{E}~~- ~~~-ri·: ·, -.·e: 

> ::,:~4, ~1~~~;girtf ~~~&1~ii~t~~,;,;;~.~~;~ ;~~. cuerpee 

::;~J~~~~~~¡¡ji~i!f;i~1I/3;:+:t::::: q:: 

::::;:~f ,:~~~~i~~~if 1~~~~~~~~;r1:~::::::::::::: 
distin-tá~':'.'g~f;},~'~8§'~•cf6·;f.(~~·f~'é;g1~c)€~ki'~c'~>ia explican diciendo 

::::~:~:·~iir:~~~i}!!¡tji~~t(C~:~::::·~::::~:::::: 
lfüf_: -- -~·i-'' -

Davies ;; · 1979 i• 
::;.'-~·:_ '.<"' 

.'.:-.:_.;._}_,_';:,:.-

" ~ .. ~,.-~,,'º'~'·,,~-~O'!~ .~i~:;:~8 

en los crolllafina 'ip~;.i~:;I~i~~i~'f: ;üi como se vió 

resultados í '\ ie:i~ núclec;;~ a~' fos i~11~-~cltos estudiados 
, !.;<":. -_ r '·(.",-- ,. __ -:-_-·:. -.~ :: -- , 

presentaron 'de :1 a 3 ' nucleolos y la cromatina circundante a 

ell6s se iridividualizó mostrando caracteristicas distintivas 

con. respecto al. resto de los cúmulos separados. A pesar de 

tener más de un nucleolo, en la mayoría de los núcleos toda la 
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cromatina- pe':i:inucleolar tenia' fuertes uniones _que __ la hicieron 
2':,::: ·-:·.:~.:~.~. ": · .. -\:: :::_:_..~;;. :\-/:-.. ,, ·.: .. ' . •' - ' . ·: . - .. . .. : .· •" 

aparecer .como 'U:n_; solo- cuerpo;' Unicame;nte,•en -~tres ocasiones se 

encont~~~'ori;;;ptl~-1~6f;}~t'l~F~á~/c1i ~h- nµcleolo y!que ia--•'C:romatina 
····~¡;'.'~:';;';\'..:::.~;; ,·,·:~.;,,, ~:. ~~T:-•:;.i~;.;:};:.::;-:c.;.·.,,;,~.'._i~- ~ '-':::i:~:.•')}_:,j, <"2.r.' ;_y~:• l • 

::~rihd~0~~~:7•f Cá;~~¡~~~;~;j;'.lt~t~lli~ti;~~::~·
1

::: 
-~s~~~- ,°;?Jnul~~y-?j (;}o.mat1na1:'.~:r1nucleolar 

::~;tt~ ;~~~~~~~~ili~~f ~;gJi~!i'¡~;"i ~~~~::,¡:,::: 
::;~.i~;¡,~;~~~i~i(tf~trJ;*t~trI~~t!J1~i~~~~~: 

fü:~tl~tlilii}lii~lll::1i1 f ;íJ~i. 
-:::¡::r~t1~~~~t le~~!~~~~f~-~~f~jf~~~¡t~~f:~it~º~:e1iL:~:~t~ -:: 
esf6sYifb~J~~~~~-7~:~~a~··J;ti~J~~,¡~f~;~;~~~~~~i~~; e~~aran en torno al 

nucleilo'.':ja~,~~~~~~~tf~{iff{~i~~~1;~Í,~· ',~ ~~~~ablemente muy cercanos 

unos ~or;,;ot;io~f.+~~ ; ·Á_._,e·_;_·_~.::_-lb_~---·--._,:··e:·.•'.••.·.:.-_'-·.·.··_._i.:_r··_--;_c'_· .. t_._u-.f.m:_;,:'.,:_: ... -u·-~.--:.e1•~.'..t0;;,·_ •.• _·.·_•_ •. ·.•.•_-_ª_.d,f.-e;··.··._ ,L19 a J) • Esta podr i a ser la 
razón. 'pof' ~;i;~·;i~~~~~? cromatina que contiene al 

-,_~~-.::,_¿-=·-'"-~~~=~-""=',20,.~----="'-"~,-,:-;:,:-·-:-::=-~ :~.;;-~-·-·,;...,:"_ 

nucleolo srempre': __ se'> ef~~~rif p como los de mayor volumen. 

Tomando en cÚenta est~i~'.po~':rf,_€tser válido un estudio posterior 

como es en donde dice que si se 

supiera el volumen r~la,ti\rc;' J'~ -~acÍ~ cromosoma seria fácil de 

identificar en la interfase. 
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InterpretaCión .de·· los -m¿tpas ·de•·. la s~pe~ficie nuclear: 
;,,:;---

En estos mapas se . en~u~rrtrari ~ .. repres'entadas 'las :áreas ..• de 

contact~·qde. ~W¡~~i~~~~;;gt~';t~ ".é:m~t~~t.~~1~~~~:~F;:.m~~,~~·ri~ ·~;º de 

los cúmulo~; .·¿'.aci,;~.j d~#iTI~tiri~ ;il)~i ~id1~,7~zad?f ;:;:;:~:,;,~· :;~;,tiíé:, la 

disposi6ió~é'.·d.~:'ió'~s' {;,',ci~t'riÜbí~~~~~ ::¿¡; .,/' .. ;~:· )¡':,>::V :•,· ~ ·• 
f'.,~'. .. ~.:.:·~.•.~·.','..-~.· ~\?º ·:i~:¡.:··· ·-~~?>:~·~):> ~~~i.~;_. ::·:·•z.'· ~·-'''< -""''' ~;~: ... ~ :::;}:<·. t~;,.~:f' :~(~]~- i.::~~-~.": 
-:_•, l:~~ ;:t~~ ·~··vr /~~~";. <.:/~~~ '<:·~<~:\- .. ~~:?~; ,~,_,. ::'.:~" J>ró· 

:::?~º~~t[~.:.e!.~~~ij~~iii.~.:.:.f .••... 1.t.j".i.'• .. t.·.¡·~.:.~· .•. [: .. :.".: .•.•. ª~.iltlt~~~~::;::::: 
.· - - "::.-.;':--·-: - ' , - ' ·~ =. -- .:·· ~ .. ,~;~-:~~- ~f~~i~,'. ¡~~~:~ .:::_ c¡-·-

::::~:~f ;;~&t~1~~1ll~~~······~r;~:.c:!'!::::º::::: 
::cl

0

e:ªP;\its1¡~;·~~:t~t¡,¡~f~I~¡~~;ti1-J~ª~ tlpoca:: r:::::e:tª:cªió:ª:: 

la sl.lperfiq'i'e c;§ú{~.~~:~}~,?;:~1116:~:F~~r~#!Jdrar las observaciones de 

otros auto :e;~ i~f~a'~'~i:i.ri: :·~R~~is16~< :cromosomas en interfase 

siemp~e \i~ri:~\ ~f~;:mehbi~;tj~'a]'~~~~J·á~' ~dnt~cto con la membrana 

nuclea. r ,¡ iJ:C-c~a~~ls~·i~:d;~'.fili¿f1ií.·J~8;{¡;\ ~~o .de, los factores más 
0 • "''- '"": ... ·: '.='"-«·.,~ .~Yr:·1'·,.~r.'~J' :;;·;.,·: '~" 

im~o~tª~.~-~~,J-~~~i~~\~1~.'ff,~f~&~ff~}['.1~i¿d~f;~·Ec~~m~tina del núcleo 
- - '·interfásicó;,;( cOmingsf'iii968;FMu-rray;,;y;;:oá\rfes ;. ·-1979) . Utilizando 

este. 1 méto~ff~F~~~:· ~~¿i~¡fr v~~~fic~r -~~= · ·l~~ ~ayoria de los grumos 

indiviciúalizá.á~s 'ae c~da 'núcleo. tienE!n por lo menos una zona 

de. c6~t~btb; C:g~ la membrana nuCléar 
._ '}.', 

(ver tabla 1), fenómeno 

que pudi~r~'':e!5tar. poniendo de manifiesto la importacia de esta 
~- . ·. ~····· ',; 

unión' c6ti Í~ ~embrana nuclear para dar un orden a la cromatina 

compacta'deestos núcleos. 
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En cuanto a - :la - disposición - de --los porós nucleares 

hacia los límites de - los ·grumos individualizados y sobre 

cuerpo~ ; de ;•gt~~i)\;~fünÍ~~ ·. '2~fi;,c;ip~i'ni~l1t~'};e~;{j{~~·-·_,q~e ~~6ilt:iinen 

:: :::~;:~;í~~~21~~?(/ta.~J_t1~t_IA"_¡1~,f :_i.ii~t_-~~-~(If ~~rs:': · 
' - , : ' - , .! '_, ' :::?:j:·:'.'. ;.>:.··~·-:.' 

el citoplasma. '(ARN). y• viceversa .(proteínas). ·La- ;ausericia de 
'' ~;~-

a1 él 

se con el 

que en el 

también 

- . 
~-'~;:_;_ .. ~_.:,_;~ 
-;-~ ~·=--,:~:='"---~2·;·.·· ' 

- -;i~ ·-

Fcict6res de forma: como ·ya Íi~' há:; 'ine.hcionado, el factor 
:_·_-. ·:·.·>:»".~ !'.}~ 

de forma es un parámetro que refÜj# ;iá:) irregularidad de los 

cuerpos· tridimensionales ya que es una estimación de la 
,··, ·-'" --

relaéión que existe entre la s'uperficie y el volumen (Russ, 

1990). El sistema de análisis proporcionó dos diferentes 

resultados al calcular el factor de forma. El primero nos daba 

un- valor-· por deba jo del real y el segundo un valor superior al 

real. Debido a ésto, se reportó el factor de forma real 

sacando el promedio entre los dos valores mencionados. Se 

llegó a tomar esta decisión haciendo primero los cálculos para 

obtener el factor de forma de una esfera normal y de una 

esfera en imágen digital (el factor de forma para una esfera 

es de 1). 
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Al cornparaf. el .factor de ''forma ···de.~ la .;cromatina 

compacta de c.ia} núcÚ'c; se. p\id~ ~b~er.\rar .lJ.1'1'?-; gr~rI Ccm~~ancia 
·en cu~n~~·~ ibEi.~vá.1éiret3 d~~~~id~~'. \:~~~f:·J.;~;c;.;9~á·~y¡;¡;¡.·;¡y por 

~i:~~~l?l!i~iillli~il!Jif if ;~~~~;.1~:~~ 
vOl~~~~j''.¡ ~~~.&l~i,~~;i¡~~f;~~if. ;~·~:i:·f~~2~~~~;~~f~i~ a·~·~a· orientación. 

~:.i '" •·> .:;,0g:- ~;!{~::,··~\' .,.,.,-~ .. 

• :1~;:;~ Ii'. ,, ~~~~cj(i ,'~'-' ;l;~~~os expuestos se puede 

argÜii;e:rff~~qué •'ia .~g~g~~ffW~~{~li;f.'iEes~éis';~J~leos · no se encuentra 

::::i:~~~Z,~!~~f Jif ¡~t~r~t:' n:·:,º.n:· p:::r,::: 
Pll'ai~.:i:":f;~·:~~~E e~·~~gs;~f~ilb}ei:i';;!,,:no:;/adoptaran una misma 

posi.;::i6Í1!;:':'de\ftale\ 111anera E'qui:fTJef~~~'f:':~:'~'í.~af(aé' orientación puede 

sei;: '.·~i0'i'f~ft~~ ;:~~~~~{;<;l:l ~¿~; ~{· ·~\.ii{Í} no es posible captar 

fá~ix~~rrf_~ ·~{;f~a~ró~ .··de 6i:d·~F ~§.~s~~'.!í~·-c.i~ cromatina. Tornando 

en cuenta 't.ai ~hi~Óté1Ús p~dr,fa ser; .factible encontrar con 
·,,_~ ., -; ; :. 

mayo'r'fac:i~iaaei -~/éie una fOr]'Qa ll'tás'obvia los patrones de orden 

~Úk ~u~*da·.íci' cromatina de J1icleci~ iriferfásiCos en células de 

t~jidb~\eii lo~ que .se ha demo~tr~do que hay una polarización 

hacia· un lumen o hacia algun capilar como en el caso de los 

epite'i:ios;·No obstante, los efectos del movimiento nuclear que 

al parecer no dependen de si un tejido está orientado o no, y 

al cual algunos autores proponen atribuirle funciones de 

desplazamientos de acúmulos de cromatina transcripcionalmente 

activa hacia zonas con mayor densidad de poros nucleares, 
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puede ocultar los pat~ol1es de orden incluso. en tejidos . que 

tienden • a ~~11~r 'ún'CI 'f {J~ía€~a~W :c~í¡¡o ~e' 1'6~ · :fu~i1ci6~Cl~os. 
antei-i6f:i\i~ri~~;¡rÁ~l\ >1~'·mii;i~r~-/~~'9i~ii~éf'.·ü1:t'~ ·}~ef~~~~n~;ar 'estos· 

pati:ol1e~'.J:~? r~peÚtiv:id~d e ... e.· .. n.·.n,_ .. ~.-.. ;·.:.1.·.d.'.n_·.1.·uJ.:e•~.~.·.~-' •. l.r.~.···~-~ •. '.r·.~.·.i·,º··.·.·.·.t··.· .. ~.·.r ... ·.·_·.'.~t·.s···;_,_·_.r•.·.: .•. ' .• _· ..• ,·a···: .•. ·.:·~-·.,b· __ ~.·.~~-·~.·.··J·.lo .. r.1.··;.·.r.:.-•Pft .•• e .•. ~.'.-·re:.· ..• ·.~.1~qtuien.·.··_ic~.no>n: ~t •. :.·a •. ;.:ur. na·····. s{~~~~~:[~<Ji~(i !1 ~~iÚz~cld . ·.. . . . .. • 
co1·Y:~:ª '.'.~·ªX~r····~~.~~.ig~d1;~·:t~;~;~~~~~:;.W;f .~~i(f ff {~~~~~ i~''.•' ~!1 ):•· Y .un a 
mayor .velocidad para e],'•desa:c:rcillo1:';_de·coperaciones;., como es el 

~,.-: ,:.;" ,~; ;=.:.!.yo_ :, .. ,.<y_ "-·- ,_ 

~~;~~~li11~,lil?~~~~fa:i~:~~~f ;;~~ 
~:.-~. -,.; r. ,,_. e;:" :-- ~ ''.I 

tomando,en~cu~n ~ésp~cto al .núcleo 

~nf'3i~:. ~~~I· '" ;;~~'•i<i}1 ">"• 

. ·' ·;~f~1t'f'.:i 'péil:·te''.tain~1ién':'1si3;~~~¡~~~~- combinar los métodos 
, ··)¡;; X< -~:; ~':-~~iL·t!)":· -,.;í-"'·'.'.i'-' . ..:~;.ff"·~ ,· .. ;··, 

.· r:f gf ld~~¡_~~.~~:~~fa~i¡1~ 1~:1J'e<~::~~am:né::d::ple:::: pa:: 
•p:;, ~¡, 

los: mism'bs ~i;f ~lantear el estudio de la 

en un tipo celular ~~;,~~~.nf~~ ~~ntroméricas 
en el.' ~tÍ~'.,;\;~'' se,l'ffictTvi'd~a'ii~~roh cúmulos de cromatina tal y 

:o',,_; :·~·é' • ·,..:;,~''· -:~?·x ":.<:: 

como~~~ Ei~~[~~i,9_~~~~~ RE.E!S_E!nte traQajo, relacionando de esta 

forma 'ciimuios';: d:Í.rectainente con cromosomas haciendo la 

reconstrucción tridimensional de ambos elementos (cromatina y 

centrómeros). Un estudio aún más fino se podria realizar 

llevando a cabo la reconstrucción 3D de la cromatina en 

conjunto con la marcas obtenidas con hibridación in siru para 

la localización de regiones especificas de algun(os) 

cromosoma(s) e incluso seguirlos a través del ciclo celular. 
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~PITUW VI 

. . 
. . . ' . -

coNc,Lusio~.Es 

";n:( .l,... ~~ "",,·. ,>~-- .. -:'' 

. La ut.Ü.Í.zaCiÓfr c2Í~ metOdos cioll\p~1:~i'izados en conjunto 

~~~::~~~~f f ill~o·_t!_s•.~-[-"_._:_._ •. :_._'_,_'¡ __ l_'.Il\l

1
é_º_,t•¡_·o._;_t_:f dio_¡s'_tll!illº:_. __ ".t_._·d~e:_:_ .. h_:-~:;;::::~~~i:~ 

exaétcís ciu,~;). .. . . . . . S;~-~~j}q]:{i~s~ . . .. _. _reconstr).lcción 
tridi~en~ióri~l.~~fs ~::c::;; ""' .;;,\ P · · · ···· · · ·· 

El. Ji'sf~::t p~oesamiaI, y ~~t,11_:_'~ .. if 1i\:m~nsiona1 
-- ~ .. , ' l.J" - • 

desarroliácici'•¡¡;;.¡" 'éí :ciÚNAM demostró sér ~!1a'fh~rr~~Terita de gran 

valor ~•pai~ 1.·iii:~~ ~s~udio de la arql.litect:J,~a'BYcte ·los núcleos 

intér~éÍ.si6~~~/V. ·permitió manejar. una gran. cantidad de datos 

anali~~~·aci\ 'f ~ ;'~r6~atina compacta en su totalidad y no de 
•••.. ···• »;'-;_--

La cromatina compacta de los núcleos interfásicos de 

los linfocitos estudiados muestra evidencias que sugieren que 

su disposición no es al azar ya que presenta caracteristicas 

que la asemejan en todos los núcleos y se comprobó que tiene 

la misma forma en general. 
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Figura 3.1 Equipo utilil.1do en el laboratorio de PDI del CIUNAM 
para la adquisición y procesamiento de imágenes. 

SISTEMA PARA EL PROCESAMIENTO 
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Fig. 3.3 Equipo utilizado para el procesamiento y análisis 
de imágenes 3D. 
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Gráfica 1: Comparación entre el volumen nuclear y el volumen total 
de cromatina compacta para cada núcleo estudiado. 
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Gráfica 2: Factor de forma de la cromatina compacta totnl 
de cada núcleo. Este parámetro es una estimación 
de Ja relación superficie-volumen. 
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Gráfica 3: Comparación entre el porcentaje promedio de volumen 
ocupado por el cúmulo de cromatina pcrinuclcolar en 
relación con el porcentaje ocupado por el resto de los 
cúmulos de cromatina en todos los núcleos estudiados. 



Fig.. J.2: lrn:igcncs proccsm.la.:; a una 1csolm:iün de 12X ~ 120 
pixeh!s. en S\."Cucm;i:t ú~ 16 corte~ 



e> e - @ 

~e e e 
~@e@) 

®@@~ 

Fig . . ~A : Scc11c11cia di..' l<i 1.;'0rtc~ tfospués ck·I p11)1.:1..•s.o ,,k erosión y 
ctiq11c1:1<lo de c111.·rpos. 
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Fig. -t 1 Sl.'nc <k• lh corii..~~ 1.•11 i111:igc11c~ bi1111rias dc~puC'J !Id flhraLk' de ruilin de f0mh.1 
Se puede <'l>scr,·ar crnno la l'ro111atina ~ diSp011C hacia la µcn!Cri:1 del núcleo) 
r()(lca11do :1l 11uckoh.1 (NC). 
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